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第34回NMR討論会

プログラム

共催 日本化学会，日本分析化学会，日本薬学会，日本生化学会，日本物理学会，日本生物物理学会，

日本農芸化学会，高分子学会， 日本磁気共鳴医学会

日時 1 995年 10月31日(火)-1 1月2日(木〉
会場工業技術院筑波研究センター共用講堂

つくば市東 1-1 

1 0月31日(火)

(9:00-10:40)) 

座長 寺尾武彦

L 1 lH NMR (CRAMPS)によるポリペプチドの国体構造解析(1)

(群馬大・工I，日本電子2) 0荘司 願I，尾崎拓男I，杉沢寿志，出口健三Z

L2 国体高分解能NMR(REDOR)による生理活性ペプチドの原子間距離測定と構造決定 ・・・・・・ 3 

(姫路工大・理) 内藤品.0西村勝之，辻暁，斎藤肇

座長 斉藤肇

L3 固体における重水素交換NMRによる角度情報の取得 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 7 
(京大・理) 0寺尾武彦，伊藤満，竹腰清乃理

L4 リン酸ジルコニウム系化合物の31p固体NMRによる研究 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 9 

(阪大・理人神戸薬大2) 0中山尋量l，江口太郎1 中村亘男1 津波古充朝Z

一休憩

(11:00-11:45) 

ポスター 2分講演(15題)

(理論，基礎，団体測定法)

座長 福井洋之/内藤晶

P1 NMR化学シフトに対するゲージ依存性およびスピンー軌道相互作用の

効果に関する理論的研究 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 13 

(京大・工) 0田中真司，高島一，波田雅彦，中辻博

P2 ケイ素ハロゲン化物のNMR化学シフトにおけるスピンー軌道相互作用の重要性 ・・・・・・・・ 15 

(京大・工) 0中嶋隆人，高島ー，波田雅彦，中辻博

P 3 SnとA1のハロゲ‘ン化物のNMR化学シフトに対するスピンー軌道相互作用の効果 ・・・・・・・ 17 
(京大・工) 0金子広明，手島孝人，高島ー，波田雅彦，中辻博

P4 化学シフトの計算 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・・・・・・ 19 

(北見工大) 0馬場雄久，福井洋之，鳴海純一，三浦宏一，松田弘喜

l 



P5 化学シフト計算によるロドプシン中の11・cis-レチナールの構造予測 ・・ ・・・・・・・・・・・・・・・・・ 23 
(東工大・生命理工1 日本クレイ 2) 0北篠博彦1 浅川直紀1 和田光人1 楼井 実1

井上義夫l，田村祐介Z，渡辺庸_2

P 6 McWeeny理論によるポルフィリンの環電流効果の見積もり ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 25 

(帝京大・薬) 0戸原明，佐藤三男

P 7 27Al NMRによる水-DMF混合溶媒中でのAl(盟)イオンの溶媒和 ・・・・・・・・・・・ ・.....・・・・・・ 27 

(北見工大) 0三浦宏一，松田弘喜，佐々木健一，馬場雄久，編井洋之

P8 変型マジックエコーシーケンスによる交差分極 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 31 

(住友化学・筑波研人筑波大・物工2) 0三浦等I，松井茂2

P9 Z方向のCrossPolarization . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 35 

(京大・理) 0竹腰清乃旦寺尾武彦

P 1 0 !3C_13C同種核問の選択的な磁化移動の測定法 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 39 

(京大・理) 0野村薫，竹腰清乃理，寺尾武彦

P 1 1 固体NMRによる13C_15N;核問距離の精密測定法とlH_!3C双極子相互作用の新しい

測定法の開発 (II) ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 43 

(京大・理I，京大・化研Z，帝京大・理工宅都立大・理4) 0石井佳誉1 寺尾武彦1

P12 

林宗一死内田健-R甲斐荘正恒4

二面角情報を得るためのMAS条件下実方的相互作舟相関妥次元固体NMR実験

(横浜国大・工) 0下 村 泰 次 ， 腕 常 事臥煙型炉

P 1 3 固体13CNMRを用いた[P3C]Glycylglycine単結晶試料の化学シフトテンソルの

47 

主値および主軸の決定法 ・・・・・・・・……・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・一...... ...•...•.. 51 

(東工大・工) 0武田直登，亀田恒徳，水谷高彰，黒子弘道，安藤慎治 i安藤 勲，
橋爪大輔，大橋祐二 ヘ

P 1 4 DSX300用液体協温度領域NMRプローブの製作と二，三の核種の測定例 ・・・・・・・・・・・・・・・・ 53 

(阪大・浬) 0武固定，丸田悟朗，山口兆

P 1 5 DSX300用簡易型単結晶回転NMRプローフ.の試作と単結晶Ti02/0.3%Scの45SC-NMR・・・・・・・・ 55 

(阪大・理) 佐藤和則， 0武田定，山口兆，南園忠則，福田茂一，大坪践

福田光}I国，松多健策，野尻洋一

(11:45-12:45) 

座長 池田龍一

特別講演 1 高温超伝導体のNMRとその応用 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 57 

(東大・物性研) 安岡弘志

一昼食一

(13:50-14:50) 

座長 安 藤勲

特別講演 2 Decoupling， Recoupling， and Dynamic Nuclear Polarization in Rotating Solids 61 
(MIT) R. G. Griffin 
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(14: 50-15: 35) 

ポスター 2分講演(15題)

(固体NMR)

座長 阿久津秀雄/ 堤 耀 広

P 1 6 13CNMRによる二量体液晶の配向特性の研究 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 63 
(東工大・工1，東工芸大2) 0清水レナット宣男1黒子弘道1古屋秀峰1安藤勲1
安部明庚Z

P 1 7 回体NMRによるコレステリック液品のオーダーパラメーターの決定 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 65 

(京大・理) 0西山裕介，久保厚，今城文雄，寺尾武彦

P 1 8 結晶及び液晶における異方的拡散係数テンソルの測定 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 67 
(分子科学研) 0宮島清一，大石修

P 1 9 固体， 液晶用パルス磁場勾配NMR装置の開発 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 69 
(分子科学研) 0大石修，宮島清一

P20 固体NMR法を用いたペプチドの構造研究 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 73 
(東工大・生命理工l，工2) 0浅川直紀I， 安 藤 勲Z， 榎 井 実1 井上義夫1

P 2 1 固体高分解能13CNMRによる13C標識パクテリオオプシン・レチナール相互作用の解析 ・・・・ 77 
(姫路工大・理) 辻暁， 0山 口 悟 ， 内藤品，斎藤肇

P22 国体高分解能NMRによるエンケファリン結品構造と分子運動の研究 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 81 

(姫路工大・理) 内藤品， 0上平美弥，辻暁，斎藤肇

P23 固体高分解能13CNMRによる生体膜中におけるパクテリオロドプシンの高次構造と

膜・蛋白質相互作用の解析 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・.......・・・・・・・・・ 85 

(姫路工大・理) 0辻暁，内藤晶，斎藤肇

P24 固体13CNMRおよびX線回折によるGlyGly結品の構造解析 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 89 
(東工大・工L東工大・理2) 0亀田恒徳I，黒木重樹I，黒子弘道l，安藤慎治I，

安藤 勲I，橋爪大輔z，大橋祐二Z

P25 結品および非晶領域を含有する高分子試料のlH_13CNOE， 13cスピン拡散および

物質移動 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 93 

(京大・化研) 0梶弘典，桑原和弘，堀井文敬

P26 国体NMRによるポリエチレンテレフタレートフィルムの棺構造とダイナミクスの研究・・・・ 97 
(帝人・構造解析セI，阪大理2) 0永阪文惣I，松田裕生人中村亘男2

P27 国体高分解能13C-NMRによるAlkanediyl・α，ω-bis(dimethylalkylammoniumbromide) surfactants 
の水和とコンホメーション変化 ・・・.. .. . . . . .. . . . . . • • • • • •. • . . • • . . . . • • . . . . . .. . . . . . 101 

(名工大・工) 0服部憲和，吉野明広，岡林博文

P 28 N-アセチルグリシンオリゴマーの固体構造に関する研究 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・ 105 
(名工大・工) 0渡辺和哉，餌取英樹，吉野明広，伺林博文

P29 2次元固体13C，15N-NMRによる安定同位体標識アデノシンの完全帰属 ・・・・・・・・・・・・・・・・.. 109 

(横浜国大・工l，都立大・理2) 0菅瀬謙治1 藤原敏道1 小野 明夫甲斐荘正恒久
小野品Z，阿久津秀雄1

出



P30 固体高分解能15N-NMR法を用いたグリシン含有ペプチドのN-H・・・o=C水素結合に関する
研究・....................................................................... 113 

(姫路工大・理) 内藤品， 0福谷章，辻 暁 ， 斎 藤 義

一休憩一

(15:50-16:35) 

ポスター 2分講演(15題)

(国体NMR)

座長 朝倉哲郎/堀井文敬

P 3 1 多重ラベルした13e-15N聞の双極子相互作用の選択的測定法 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 117 

(京大・理) 0武田和行，竹腰清乃理，寺尾武彦

P32 15NNMRによるトカルボベンゾキシ-L-リシン含有ポリペプチドの固体構造解析・・・....・ 119 

(群馬大・工) 0芦川幹也，河村智行，尾崎拓男，荘司 顕

P33 国体重水素NMRによるpoly(β-phenethylL-aspartate)の動的構造 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 121 
(北大・工I，東工大・工Z，東京工芸大・工3) 0北海聡I，平沖敏文I， 岡 本 敏z，
古屋秀峰究安倍明廃3，堤輝庚1

P34 固体重水素NMRによる絹の構造とダイナミクスに関する研究 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 123 
(農工大・工I，北大・工Z，フロリダ州立大3) 0南雅史I，出村誠l，朝倉哲郎I，

平沖敏文毛堤耀庚2，T.A.Cross3 

P35 強誘電性相転移を示す(α}ffi3)sBi2政 11のlSN-CP/MASNMRスペクトルの温度依存性・・・・・・ 127
(阪大・理人名大・工2) 0武田定I，山口 兆I，岩田真Z，石橋善弘2

P 3 6 1D，2D-129Xe-NMR法による高分子ブレンド構造の解析法の開発と評価 ・・・・・・・・・・・・・・・・ 129 

(京大・理) 0三好利一，竹腰清乃旦寺尾武彦

P37 固体高分解能113臼 NMR法によるペプチド・α(II)錯体の構造解析 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 133 

(神奈川大・工) 0高山俊夫，大内田 調，小池芳雄

P38 遷移金属カルボニルクラスター化合物O)13CCP/MAS NMRにおける分子間

交差分極効果 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 135 

(阪大・理I，リパプール大Z，ボローニャ大3) 中山尋量1，0江口太郎l，宮城 慧1

中村亘男1，Brian T. Heaton2， Jens Nahring2， Giuliano LongonP 

P39 リチウムイオン 2次電池負極炭素中リチウムの固体NMRによる状態解析 ・・・・・・・・・・・・・・ 139 

(旭化成工業・解析セ) 0山崎悟，橋本知孝，入山恭彦，森吉彦，白木弘之，

田村亘弘

P40 固体NMRによるキノリン型リチウム・イオノファーの研究 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 143 

(物質研) 0早水紀久子，柳沢勝，杉原秀樹，平谷和久

P 4 1 青色蛍光体ZnS:Ag，Alの発光特性と固体NMRによる械造解析 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 145 

(三菱化学入化成オプトニクスZ，東京水産大3) 0原園としえ1 徳永幸夫2

安達隆二Z，渡部徳子3

lV 



、

P42 固体高分解能NMRによるアルミノシリケー卜系材料の構造と化学反応性に
関する研究・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・....................................... 149 

(積水化学・京都技術セJ名工大・工2)0新国勝三人神谷昌岳J 中野龍俊J辻田義治2
吉水広明2

P43 メタルフラーレンSC2C84の45SC-NMRによる研究 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 153 
(都立大・理) 0三宅洋子，小島康彦，鈴木信三，菊地耕一，真庭 豊，甲斐荘正恒，

阿知波洋次

P44 重原子の四極核のMASスペクトル ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 157 
(物質工学工業技術研) 0林繁信，上回貴洋

P45 国体高分解能NMRによるK，;RbJ_xX(X=Br， 1)の構造解析 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 159 
(三菱製紙・総合研1，Chemagnetics2，都立大・理3JEOL・応研勺 釦持基子J
0遠藤一央1， James Frye2，本田憲治3，:lI:.J 11 進3，出口健三4

一休諒一

(16: 50-18: 50) 

ポスタ一発表

1 1月1臼(水)

(9:00-10:40) 

座長 引地邦男

L5 磁場勾配ノりレスを使った町ADEQUA:τ主法 ・・・・・ 1・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 163 
(理時) 0鵜津拘，越野広雪 . 

L6 核磁気緩和一モデルフリーの取扱いの可能性と限界 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ .• 167 
(京大・化研) 0堀井文敬，梶弘典，石田宏之，石田正登

座長 赤坂一之 I I 
J 

L 7 J3C-NMRによる側鎖型液晶性高分子の分子運動 ・・・・・・・・ ・・・・・・・・・・・・・・・.. . . . .. . . . .. 171 
(北大・工) 0堤耀広，八木達也，平沖敏文

L 8 The Use of Pulsed Field Gradient NMR for Studying Diffusion and Transport of Small 
Molecules through Spherical Interfaces ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 175 
(National Institute of Materials and Chemical Research) OWilliam S. Price， 

Alexander V. Barzyk泊， Kikuko Hayamizu 

一休憩
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(10: 55-11: 20) 

座長 三森文行

L9 マウス体内の低濃度代謝物商像化の試み_19PNMR画像ー ・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・・・・・・ 179 
(九大・薬) 0金沢洋子，新村俊幸，馬屋原慶子

(11:20-12:20) 

座長 亀井裕孟

特別講演 3 Sp員ItiO・Tempora1Pattems of Brain Activation Seen by岱1RI .......................... 183 

(AT&T Bell Laboratories) 小)11 誠二

一昼食一

(13:20-14:20) 

座長 荒田洋治

特別講演4 NMR50年一つの歩み ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 185 

(東京大学名誉教授) 藤 原 鎮 男

(14:20-15:45) 

ポスター 2分講演 (28題)

(測定法，装置，高圧〉

座長 早水紀久子

，p 46 微量糖脂質のNMRによる構造解析 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・. 189 

(バリアンジャパンL滋賀大Z，都臨床研3) 0市川さおり，串田克彦，杉田陸海，

稲垣冬彦

P47 ラグランジュの乗数法により発熱が最小になるよう電流を制御するシム ・・・・・・・・・・・・・・ 191 

(日本電子・分析機器技術) 0石川彦成，志野英雄，須藤誠，工藤修士，木田 惇

P 48 H-X HSQC法におけるオフレゾナンス効果およびRPインホモジニティの
影響の考察 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 195 

(日本電子・分析機器技術) 0末松治人，栗原範明

P49 町ADEQUA"百測定の改良 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 199 

(日本電子・分析機器技術) 0内海博明，宮林延良，藤井直之，鴨修，日元徹

P50 選択的磁場勾配エコーを利用した l次元NMR測定法 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 203 
(日本電子・分析機器技術) 0熊木康裕，内海博明，鴨修，日元 徹

P 5 1 磁場勾配パルスをコヒーレンス選択に用いた選択的 l次元および
2次元NMR測定法 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・・・・・・・・・・・・・ ・・ 207 
(理研) 0越野広雪，鵜浮淘
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P52 一次元， 二次元NMRの自動位相補正 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・211 
(日本電子・分析機器技術) 0宮林延良，河野静江，内海博明，臼元 徹

P53 誘電体共振器型マイクロ波温度ジャンプNMR検出器の開発 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 215 
(神戸大・自然科学) 0川上勝，鎌足雄司，藤原健一郎，赤坂一之

P54 高圧NMRによる蛋白質の変成状態の解析 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・・・・・・・・・・・・ 217 

(神戸大・自然科学) 0山口 徹，神村耕ニ，山田博昭，赤坂一之

(緩和，運動)

座長 山本泰彦

P55 塩化ドデシルアンモニウムー水ニ成分系液晶におけるlH，2H， 170， 35CIの
NMRスペクトルと緩和 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 221 

(筑波大・化学系) 0田中 晋，山室憲子，石丸臣ー.池田龍一

P 56 13CNMRによる反強誘電性液晶MHPOBCのアルキル鎖の配向と運動の研究

(分子科学研) 0中井利仁，宮島清一

P57 MASおよびNMAS条件下二次元液品NMR法を用いたコンホメーション解析 l 

223 

一異方的環境下におけるMet-enkephalinの配向と構造一 ......•............•....•••. 227 
(阪大・薬1，阪大・医2) 0圏 直人I，木村敦臣I，藤原英明Z

P58 宅-NMR緩和時間による医薬品添加剤に吸着した水分子の運動性の評価 231 

(国立衛生試) 0阿曽幸男，吉岡澄江，小嶋茂雄

P59 高圧NMRによる疎水性有機溶媒中の水分子の回転に対する圧力効果の研究 ・・・・・・・・・・・・ 235 

(京大・化研) 0若井千尋，中原勝

P60 エチレンアイオノマーにおけるイオン会合体の機造解析 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 237 

(名工大・工) 0曽我部啓介，鈴木康彦，吉水広明，木下隆利，辻田義治

PSl 不安定異常ヘモグロビン赤血球の磁化移動の研究 ・・・・・・・・・-・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 239 

(日本医大・生理I，藤田保衛大・衛生Z，岐阜大・医3，稲沢市民病院ぺ関東逓信病院5，

Nlli6) 0上坂伸宏l，曽我美勝Z，恵良聖一死加藤一夫4. 長谷川節夫1 大西忠博5

AN.Schechter6 

P62 酸性側における血清アルアミン構造転移の研究-moltenglobule-Iike stat← •••••••••• 241 

(藤田保衛大・衛生1. 岐阜大・医Z，生理研・分子生理3) 0曽我美勝人恵良聖-Z，

桑田一夫毛梶原孝彦l，亘弘3

P63 交差緩和時間測定による卵白アルブミン(OVA)モルテン・グロビ‘ュール状態の研究 ・・・・ 245 
(岐阜大・医I，藤田保衛大・衛生Z，近大・生物理工3) 0恵良聖一人曽我美 勝究

梶原孝彦究小関泰平3，土井悦四郎3

P64 新しい分子間交差緩和時間測定法とその応用 ・・・・・ ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 249 

(藤田保衛大・衛生I，稲沢市民病院Z，岐阜大・医3，日本医大・生理4) 曽我美 勝1

0加藤一夫号恵良聖-3，桑田一夫3，上坂伸宏4 梶原孝彦1 中上等[1

P65 酸素17・リン31分極移動法による選択的リン31・NMR観測 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 253 
(日立・基礎研) 0田村充，原田義則
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(in vivo，イメージング)

座長 金沢洋子

P 6 6 Analysis of Compartmentation and Anisotropy of Diffusive Motion of Water in Rat Sciatic Nerve 
Measured by lH Pulsed Field Gradient NMR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 255 

(Dept. of Molec. Physio].， Natl. Inst. for Physio].l， Dept. of Ortho. Surg.， Kyoto Pref. Univ. of 

Med.2) OYoshiteru Seo1， Yasushi Morita2， Yoshiaki Kusaka2， Masataka Murakamj1 

P 67 10mrnプロープを用いた脳組織の2DNMRによる代謝動態の解析 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ お9

(日女大・理I，国立精神神経センター神経研2) 0高橋征三I，荻野孝史2

P 6 8 31p_飽和移動NMR法によるヒト骨格筋の酸素反応速度の測定 ...••...••..•.....•...•. 261 

(徳島大・医l，他京府医大Z，神戸大・発達科学3 生理研4) 0吉崎和男1 早野尚志2

平川和文町村上政隆ぺ亘弘4

P 6 9 31p NMRによるカドミウムの肝エネルギー代謝のアンカップリング作用

に関する研究 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 265 
(国立環境研I，放医研Z，筑波大・放射線3) 0三森文行I，吉岡 大1.2，板井悠二3

P70 高血圧症モデルラットの脳のMRIと病変組織，血管構築像との相関 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 267 

(近畿大・医) 千葉惇，太田善夫，秩父志行

P 71 NMR映像法による三次元泡構造の計浪IJ ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 269 

(筑波大・物工系) 巨瀬勝美

P72 テトラヘドラルマジックエコーによる国体NMRイメージング ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 271 

(筑波大・物工) 0裏岡昭博，松井茂，井上多門

P73 西瓜緩和時間の酎・VIVOでの測定 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・...... 275 
(神戸製鎌・電子技研I，マキ製作所2) 0斎藤一功I，三木孝史I， 林 征 治1，

西海節l，杉浦伸裕そ鈴木基文Z

P74 植物組織の水の制限拡散の局所的な一次元プロファイルの測定 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 279 
(食品総研I，日本電子データムZ，生物資源研3) 0石田信D?P，小川秀次郎Z，

小泉美香3，狩野広美3

P75 傾斜磁場NMRを用いた炊飯過程の解析 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 283 
(東京水産大l，三菱電機2) 0五味雄一郎I，福岡美香I，渡辺尚彦I，竹内繁樹2，

前田満雄2

P76 NMRマイクロイメージング法による耐火物の空隙解析 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 285 
(新日鉄・先端研I，日本電子2) 0斉藤公児 1，篠原正昭1 手島志帆1 田村億一1

津野久幸2，長谷川憲一2

一休慈一

(16:00-17:45) 

ポスタ一発表

(18:00-20:00) 

懇親会

VJll 



1 1月2日(木)

“(9:00-10:30) 

ポスター 2分講演 (30題)

(天然物の構造解析〉

座長 神藤平三郎/中西洋志

P77 選択的緩和法の改良とその応用 -Ascidiacyclamide誘導体の構造と
コンブォメーションの相関一 .......................•.....•...•.....•..•••••••• 289 

〈神戸薬大I，大阪薬大2) 0杉浦員喜子I，上垣内みよ子，石田寿昌，篠崎史義

P78 等価核のNMR的非等価性に着目した対称分子の構造解析(第5報)

1D PASS-ROESY法 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 293 
(北大・農) }II端潤.0福士江里

P79 ガマ毒bufadienolideの二次元NMRによる帰属とその応用(6 ) ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 297 
(神奈川大・理I，北陸大・薬2) 釜野徳明1. 0野川俊彦1 富岡 埼I，張恵平1

小竹文乃1，木津治久Z

P80 セイタカアワダチソウSolidagoaJtissima Lの生物活性ジテルペンの

二次元NMRスペクトル ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・ ー 301 
(神奈川大・理〉 釜野徳明.0小竹文乃，中山朋大，山下晃太

P81 HMBC法の新しL、応用測定一生合成研究への応用-TANGO-HMBCについて 305 
(東大・農I，東大・分子細胞生物学研2) 0降旗一夫I，渡辺裕之2

瀬戸治男2

(糖質，核酸，生体NMR)

P 82 NMRスペクトルによる植物細胞壁由来キシログルカン糖鎖の構造解析 ・・・・・・・・・・・・・・・・ 309 
(工技院・生命研) 0山垣亮，三石安，中西洋志

P83 ダンシルロイシン修飾シクロデキストリンの構造と機能 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 311 
(東工大・生命理工) 0池田 博，伊勢伸之，中村道術，戸田不二緒，上野昭彦

P84 安定同位体利用NMRによる1・結合定数測定のための問題点と測定の最適化 ・・・・・・・・・・・・ 313 
(都立大・理) 0楯真一，栗田順一，久保善大，牧田貴子，小野明，小野品，

甲斐荘正恒

P85 モノヌクレオシド塩基部分のヘテロ核問スピン結合定数 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 317 
(都立大・理) 0小野 明，甲斐荘正恒

P 86 NMRPipeによる 3次元NMR解析 (1) ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 321 
(北工研I，北大・理2) 0津図 栄1 大木進里子2 三浦和紀2 斎藤もよこ2 引地邦男Z

P 87 NMRPipeによる 3次元NMRの解析 ( 2 ) ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 323 
(北大・理l，北工研2) 0大木進野I，津田栄2 斎藤もよこ 1 三浦和紀1 矢沢道生1

引地邦男1

P 8 8 Transferred NOE法によるRecAタンパク質に結合したDNAの構造解析 .............•.... 327 
(東大・理I，理研・遺伝生化学2，理研・細胞情報伝達3) 0西中太郎13，

伊藤隆2 矢吹孝l，井川粛子主横山茂之1.3，柴田武彦Z

lX 



P89 クロモプロテイン系抗腫痕性抗生物質じ1027の二次元NMR解析 ....•..••..••...•...•. 329 

(東北大・理I，大鵬薬品製薬セ2，サントリー生医研3)

0福田純子1 田中俊之I，平間正博1，大谷敏夫Z，今城精一3 石黒正路3

P 9 0 ETBアンタゴニストRES-701-1の立体構造の再検討一新たに得られた
特異な"投げ縄"構造について ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・ ・・・・・・・・・・・・ 331'1' 

(協和発酵・東京研) 0片平律子，柴田健志，山崎基生，松田 譲，好田真由美

(蛋白質)

座長 稲垣冬彦/嶋田一夫

P 9 1 Solution Structure of Human Endothelin-2， as Determined by lH-NMR ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 333 
(National Institute of Bioscience釦 dHuman-Technology) OKlas Arvidsson， Tadashi Nemoto， 

Youji Mitsui， Shinichi Ohashi， Hiroshi Nakanishi 

P 92 NMRによるRafとRasの相互作用の解析 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・ ・・・・・ 335 

(理研・細胞情報伝達，東大大学院理・生物化学1 理研・遺伝生化2 Department of 
Biochem.， Univ. of Cambridge3) 0寺田透I，伊藤隆究柴田武彦2

Emest D.Laue3，横山茂之1

P93 0・ROESY法による核酸及び蛋白質分子内部運動の解析 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 337 
(岐阜大・医1，Dept. of Chem.Biochem.， UCSCZ) 0桑田一夫l，百lomasSchleich2 

P94 タンパク質及びペプチド構造解析のためのNMR化学シフトの利用 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 339 

(農工大・工I，シェフィールド大2) 朝倉哲郎1，0伊達健I，出村誠I，
M.P. Williamson2 

P 95 NMRによる天然型及び[Abu町型モネリンの立体構造比較と構造活性相関研究 ・・・・・・・・ 343 

(味の素中研) 0水越利巳，香村正徳，鈴木栄一郎，有吉安男

P96 プリンリプレッサ-DNA結合ドメインの高次構造 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 345 

(横浜市大・総合理1，蛋工研Z，神奈川大・理主電通大ぺ OregonHelth Sci. Univ.5) 

0長土居有隆I，守川壮一Z，中村春木え江成政人I，小林邦子I，山本春彦3 三瓶厳一死
溝淵潔4，Maria AShumacherS， Richard G.BrennanS，西村普文1

P97 がん原遺伝子産物c・MybとDNAとの複合体の動的構造 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 347 

(横浜市大・総合理l，理研Z，都臨床研3) 0佐々木元子l，緒方ー↑ザべ畠中秀樹3

中沢賢 -L黒田仁志I，皿弁明倫Z，石井俊輔Z，西村善文1

P98 NMRによるショウジョウパエSx1蛋白質のRNA結合ドメインと
問 A分子との相互作用の解析 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 349 
(東大・理I，神戸大・理Z，京大・理3) 0武藤裕1 井上真l，木川隆則1 武田佳宏1

坂 本博Z，志村令郎3，横山茂之1

P99 負の転写調節因子H-NSの欠損変異体の溶液構造と相互作用 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 351 
(東京薬大I，名大・農Z，蛋工研3，中外製薬4，農水生物研5) 0銀羽洋行人神藤平三郎1

佐久間千勢子1. 上口千春Z， 水 野 猛Z，中村春木久久保庭均5，山崎俊正4

PI00 デストリンの立体構造決定 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 353 
(都臨床研) 0畠中秀樹，小掠賢治，森山賢治，市)11さおり，矢原一郎，稲垣冬彦

P 1 0 1 同位体フィルタ一法を利用したGRB2のN端側SH3とSos由来ペプチドの
相互作用の解析 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 355 
(都臨床研l，第一製薬2) 0小椋賢治1 寺沢宏明13，稲垣冬彦1

x 

takai
鉛筆

takai
鉛筆



P 1 02 クロコウジカピ非ペプシン型酸性プロテアーゼAの高次構造解析 ・・・・・・・・・・・・・・・ ・・ 359 
(東大・理・生イヒI，現東京薬大・生命科学2 東大・生物工学セベ味の素・中研4

明治製菓・生科研5，工技院・生命研6，日本ブルカー7) 小島正樹1.2 田之倉優3

大竹亮子〈鈴木策_~ß4，浜谷徹5 河野敏明5 曽良達生6 M. WalchlF， 
高橋健治1.2

P 1 03 lH・NMRによる好熱性水素細菌由来チトクロームC・552の構造解析 . . . . . .. . . . • • • • • • • • •• 361 

(第一製薬1，阪大・蛋白研究農水省・生物資源研究東大・農勺 O長谷川淳1

吉田卓也Z，山崎俊正3 三本木至宏4，Yu Yihua2，児玉 徹ぺ山崎憲一1 伯水英夫人
京極好正2，小林祐次2

P 1 04 lH-NMRによる局所麻酔剤ジブカインとNa+・チャンネル不活性化

ゲートペプチドとの相互作用研究 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 363 
(京大・薬) 0黒田義弘，小川雅弘，石川順也藤井信孝，中川照員

P 1 05 DNA二本鎖中にDNA.RNA二本鎖部位を含む二種の核酸の構造決定 ・・・・・・・・・・・・・・・・ 365 
(北大・薬I，蛋工研Z，北陸先端大3) 0西崎知子1 岩井成憲I，大久保忠恭2，3，大塚栄子l

P106 エンドセリンの分子内，および，分子関棺互作用の光・CIDNP法による解析

(日本チパガイギー・国際科学研) 0高島浩幸，野坂篤子

367 

P107 尿素中でのヒトカルシトニン繊維化のNMRによる研究 -・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 369 
(日本チパガイギー・国際科学研) 0金折賢二，野坂篤子

一休憩一

(10:50-12:50) 

ポスタ一発表

一昼食一 【ポスター撤去】

(13:50-14:40) 

座長 京極好正

L 1 0 遠位グルタミンを持つミオグロビンでの配位子親和性調節の分子機構 ・・ ・・・・・・・・・・・・・・ 371 

(筑波大・化学系〉 山本泰彦

L 1 1 3重(l3C，15N，羽)ラベルによる高分子量蛋白質の核磁気共鳴の帰属法一

構造研究に向けて ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 375 
(阪大・蛋白研1，Dept. of MedicaI Genetics， Univ. of Toronto2) 山崎俊夫1，Lewis E. Kay2 

一休憩一

Xl 



(14: 50-16: 30) 

座長 森島績

L 1 2 安定同位体標識DNAを利用した新しいNMR測定技術 ・・・・・・・ ・・・・・・・・・・・・・ ・・・・・・・・・・ 377 

(都立大・理) 0甲斐荘正恒，小野 晶，楯真一，小野明，栗田)1慎一，牧田貴子，

久保喜大

L 1 3 異種核多次元NMRを用いたRNAポリメラーゼαサブユニットの構造と相互作用の研究 ・.. 381 
(阪大・蛋白研1 奈良先端大2 国立遺伝研3) 田 栄浩1 白川昌宏2 山崎俊夫1

0京極好正1 根岸智史3 藤田信之3 石浜明3

座長 甲 斐荘正恒

L 1 4 NMRによる抗体の親和力獲得機械の解明 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・・ 385 

(東大・薬1 機水研2) 今皇真実1 坂倉正義1 加藤晃_1 高橋栄夫人 O嶋田一夫1

荒田洋治2

L 1 5 NMRによるリカバリンの三次元構造解析 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・・・・・・・・・・・ 387 

(オンタリオ癌研・トロント大・医学生物物理人スタンフォード大・医2) 0田中俊之1

James B. Ames2， Lubert S1ηer2，伊蛍光彦1

NMR50周年を迎えて

青野 茂行 -NMRの仲間一 ・・・ ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 389 

小中 敏康 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・..................................................... 390 

中篠 利一郎 一縦軸情報を求めて三十有余年一 ....• • ・・・・・・・・・ ・・・・ ・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・・ 391 

西凋 篤夫 -NMRを始めた頃一 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・ 392 

祢宜田 久男 ー廃竣からの遍歴ー ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・・・・・・・ 393 

松尾 拓 -A60と共に歩いた15年一 ・・・・・・・・・・・・・・・ー・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・・・・・・ ・・・・・・ 394 

宮島 剛 一永久磁石開発の記ー ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・・・・・・・ ・・ ・・・ 395 

山口 一郎 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ー・・・・・・・・・・・ ・・ 396 

山本 修 一ウィクールに魅せられてー ・・・・・・・............................................... 397 

Xll 



第 1日

1 0月31日(火)

理論・基礎・固体測定法
固イ本NMR

〆

J
 j
 f
 

takai
鉛筆



takai
鉛筆



Ll 1H NMR (CRAMPS)による

ポリぺプチドの国体構造解析 (1) 

(群馬大工、日本電子*)

0荘司 額、尾崎拓男、杉沢寿志*、出口健三*

Structural Analysis of Solid Polypeptides by 1H NMR (CRAMPS) 
(Depa代mentof Biological Sciences， Faculty ofεngineering， Gunma University， 

and *NMR Application Laboratory， Analyticallnstruments Division， JEOL Ltd.) 

Akira Shoji， Takuo Ozaki， Hisashi Sugisawa* and Kenzo Deguchi* 

Abstract: The relation between the secondary structures， such as the right・handed

α-helix (αR-helix) and s-sheet forms， and the 'H chemical shifts (0) of polypeptides in 

the solid state was studied by means of 'H NMR (CRAMPS). It was found that the 

α-proton chemical shift of solid polypeptides is conformation-dependent and this 

CRAMPS method is useful for conformational analysis of solid polypeptides. 

1.緒 品一一回

近年、団体高分解能 NMRの発展は目覚ましく、タンパク質や核酸など生体高分子の

構造研究の有効な研究手段となってきた。我々はすでに、 '3C、'SN、'70核種について、

NMR化学シフトがポリペプチドの立体構造の研究に極めて有効な情報を提供すること

を明かにしてきた。しかしながら、今までのところ、固体高分解能 'HNMRの研究は殆

んどfrわれていない。

国体状態の試料の 'H化学シフト情報を得る手法として、 CombinedRotation And 

Multiple Pu!se Spectroscopy (CRAMPS)法が期待されてきた。この方法は、多重パ

ルスで双極子相互作用を除去し、残った化学シフトの巽方性をマジック角回転 (MAS)

で取り除くことで高分解能スペクトルを得る方法であるが、これまでは、複雑な調整が

必要なことと、信頼できるデータが得にくく、広く活用される状況にはなかった。最近、

ダイレクトデジタルシンセサイザ (DDS) の技術を NMR分光計に取り入れることによ

り、上述の問題が改善され、また、信頼性が低いと考えられていた CRAMPSスペクト

ルの化学シフトの問題も内部基準を用いることで解決した。さらに、 RF回路と温度制

御システムを分離したプロープの使用により、温度可変 CRAMPS測定も可能となった。

そこで本研究では、 CRAMPS法がポリペプチドの構造研究にどの程度有効であるか

についてその可能性を探る。

固体高分解能'HNMR . CRAMPS .ポリペプチド-化学シフト・コンホメーション

しょうじ あきら、おざき たくお、すぎさわ ひさし、でぐち けんぞう
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2. 実験

lH NMR (CRAMPS)スペクトルの測定は、 Chemagnetics社製 CMX・300分光計によ

り、 300MHzで測定した。測定条件は、パルスシークエンス:br24、900
パルス幅:

1.30 ms、回転速度:1.5 -2.5 IくHz、スペクトル幅:9.3 kHzであった。 lH化学シフ

トはシリコンゴムを内部基準 (8=0ppm) とした。測定精度は:t0.1 ppmである。

3. 結果および考察

3・1 ポリペプチドのコンホメーション解析

分子量の異なるポリ (L-アラニン)の 1H NMR (CRAMPS)スペクトルを Fig.1に示す。

その結果、次の点カf明らかになった: (1 )α-Hピークは、主鎖コンホメーションに依

存し、 αR-helix (3.9 ppm) がs-sheet (5.1 ppm) より 1.2ppm高磁場に現われる。

これは、 α-Hピークがポリペプチドのコンホメーション解析に有効な手段となること

を示すものであり、今後の実験データの集積が期待される。 (2)十旦ピークは、主鎖

コンホメーションには殆んど依存しない (1.2-1.4ppm) 0 (3) N -Hピークはブロー

ドである。

尚、現在このほかにもいくつかの実験データを集積中であり、講演発表では更にホッ

トなデータ(温度可変 CRAMPSなど)を紹介する予定である。

A 

B 

C 

15 10 ppm 5 0 

Fig.1. 300 MHz lH NMR spectra (CRAMPS) of poly(L-alanines) in the solid state; 

(A) H-(Ala)a・NHBu(日-sheet)，(B) PLA・1(DP=16，αR-helix +日-sheet)，

and (C) PLAδ(DP=65，αR-helix) 
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L2 固体高分解能N~B(R.~DO.R)による生理活性
ぺフチドの原子間距離測定と構造決定

内藤晶、 O西村勝之、 辻暁、 斉藤肇 (姫路工大理)

Three dimensional Structure of Biologically Active Peptides Based on Interatomic 

Distances Measured by High Resolution Solid State NMR(REDOR) 

Akira Naito， OKatuyuki Nishimura， Satoru Tuzi， Hazime Saito， 

Department of Life Science， Himeji Institute of Technology 

We demonstrate here that the two types of s turn forms， type 1 and 11， for N-acetyl-

Pro-Gly-Phe whose interatomic distances differ each other less than 0.6 A are 

readily distinguished from the precise determination of interatomic distances with 

accuracy of 0.05 A. We also evaluated the effect of the infinite length of aπpulse on 

the plausible error of the REDOR experimets. We finally examined a possibility to 

distinguish two types of enkephalin polymorphs by means of the REDOR technique. 

我々はこれまで、N-acetyl-Pro-Gly-Pheを代表例とし、種々の位置を 13C，'5N二重標

識したペプチド試料を合成し、注意深く REDOR法による '3C_'5N原子間距離の精密

測定を行うことにより、 +0.05Aの精度で距離決定が可能であることを報告した1)。

このとき、隣接分子中の安定同位元素標識体からの寄与の見積りと、天然安定同位

体からの寄与の再評価などについての基礎検討を行い 1)、精密原子間距離測定結果

に基づくペプチド平面の二面角の決定を行ってきた2)。この過程で、 X線回折による

新たに結品構造の検討を行い、同じ試料で×線結晶解析とNMRのデータの直接の比

較が可能になった。ここではN-Acetyl-Pro-Gly-Pheの三次元構造の決定とその聞の

距離測定における問題点を検討し、三次元構造解析のための標準的なプ口トコール

として確立することを目的としている。さらに我々のグループにおいては、生理活

性ペプチドであるEnkephalinについて、結晶作成条件の違いによる種々の多形の生

成とそれにともなう分子ダイナミックスについても詳細な検討を行っており 3)4)、こ

れらダイナミックスと高次構造解析の関連についての検討もあわせて行った。

実験

[試料] [1-13C]N-acety卜Pro-r5N]Gly-Phe(1)、 N-acetyl-[1-'3C]Pro-Gly-['5N]Phe(2)、

[1-'3C]N-acetyl-Pro-Gly-['5N]Phe(3)、[1_'3C，'5N]Gly(4)、Leu-EnkephalinTyr-['5N]Gly-

[1-'3C]Gly-Phe-Leu(5)、Met-EnkephalinTyr-[ '5N]Gly-[1-'3C]Gly-Phe-Met(6)、の6種

類の試料を 13C司 15N99%二重標識アミノ酸により合成した。まずそれぞれの標識ア

ミノ酸をFmoc-OSuと反応させ、 ABI社のペフチド合成機により!宣相法で合成した。

さらに(1)~(3) は、無水酢酸と DMFから Nアセチル化を行い、エタノールから結晶化

した。試料(5)(6)はそれそoれH20/Met-OH、H20/Et-OHから結晶化を行った。

REDOR ペプチド主鎖の三次元構造決定 πJ¥ルスの有限長効果

ないとう あきら、 Oにしむら かつゆき、 つじ さとる、 さいとう はじめ
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UNREDOR PUlS8 Sequence 

M阿 De叫 IIn

sR___j I n ， 

REDOR Pulse Seque田 @

，HfcP1 De∞刷Ing

市 1 n ¥ ，̂ . 
』」叫且二
Fig 1 REDOR pulse sequence 

combined with XY-4 pulses 

[測定] NMR測定はChemagneticsCMX・400スベクト口

メータにより行った。図1に示すようにoffresonace効
果およびラジオ波強度の変動を補償するXY4パルスシー

ケンスを用いた。 180.パルス長は13C，15N核についてそ

れぞれ12μ5，15.5μsで、あった。試料はそれぞれおよそ

50mgを外径5mm<j>のジルコニア主t料管に詰めて行った。

NMR測定はREDORとUNREDORの実験を行い、デー

タはT2の寄与を削除するために(UNREDOR-REDOR)/ 
REDOR=sS/S。としてREDOR効果を解析した。実際の

スベクトルでは化学シフト異方性により SSBが存在す

るので、全空間の寄与を考慮するため、センターバン

ドと全てのSSBの和をとり、 REDORの解析を行った。

結果及び考察

[πパルスの有限長効果] 平均ハミルトニアン理論を用いて有限長パルスを考慮した

平均ハミルトニアンを求め、このハミルトニアンによって時開発展した密度行列を

計算した。この密度行列を用いて観測核のエコー信号の期待値<IY(Tr) >を以下の式

を用いて求めた。

、、.. ，， 
4
E
E

・(
 

-
• • • 

ここでaおよびbはrCN'α、p、ωr、twの関

数になる。 α、stまC-N方向を表すオイラ一

角、叫は口ーターの角速度、 twはパjレス長

をそれぞれ表す。計算では(1)式の粉末平

均を行い、理論エコー強度を求めた。図2
に[1-13C， 15N]GlyのREDORの実験解析につ

いて示す。縦軸にsS/S。、横軸lこNcTrをと

り、実験値をプロットした。 Ncは口ータ一

周期の数、 Trは口ータ一周期である。この

実験値に対して最適な理論曲線をフィッティ

ングすることにより距離を決定した。実線がπパルスの幅を考慮していない場合、

破線がπパルスの幅を考慮した場合のREDORの理論曲線である。通常は、 3bond以
上離れた原子聞の距離を対象とする場合が.多し、。この場合は、企S/S。の値が1.0に到

達するまでの曲線の立ち上がりの領域を観測することになるが、この領域ではπパ

ルスの有限長効果の存在を確認できないことが分かる(図2)。これから実際の

REDORの解析において全くπJ'¥}レスの幅を考膚する必要が.ないと結論できた。

20 

NcTr (ms) 

Fig 2 Plot of 68/So against NcTr for [1_
13C， 1制]Gly.

rc N =2.48A 

16 12 

= cos { (a2+b2)1/2/2 } 

B 4 

。ω~ωd

。。

1.0 

= Tr {p(Tr) Iy} く ly(Tr)> 

[N-AcetyトPro-Gly-Pheの主鎖の構造解析] ここではペプチド主鎖の立体構造決定の

プロトコールを中心にして述べる。図3(a)、(b)に試料3の13C-REDOR、13C_
UNREDORスベクトルとREDOR理論曲線を示す。試料(1)~(3)の距離はREDOR測

定により、表1に示すように決定できた。ところがこの結果はすでに報告されてい
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る単斜品系のX線回折の結果と大きく異っていたため、この試料で新たにX線回折を

行った。その結果、使用した結晶は全く異なる斜方晶系であることが分かった。ま

たこれらの結果も表1に示す。これから

(b) I REDORで得られた距離が正確であり、 X

線回折の結果と良く一致していることが分

かった。

(a) 1.0 
(c) 

。ω¥ωd

8 24 

NcTr(ms) 

32 
。。

品. • .&... . ，~.. • ，1. 

Fig 3 (a) 13C-REDOR specutrum 01 [1-13 Cj N-acetyl-Pro-Gly-[l~jPhe. 

(b) 13C-UNREDOR specutrum 01 [l_13CjN-acetyトPro-Gly-[l~jPhe.

(c) Plot 01 AS/So against NcTr and theoritical carve litting lor [l-13CjN-acetyl-Pro-Gly-C5NjPhe 

Table 1 Interatomic distances determined by REDOR experiment 
Labeled peptides _c，N interatomic distances 

REDOR 

(1) 3.24 
(2) 3.43 
(3) 4.07 

a J. Am. Chem. Soc.， 103， 170③(1981) 
b This work 

x-r笠a
3.76 
3.21 
3.91 

内」
9
5
9

Z
1
3
9
 

:
・
・
・

恥
一

3
3
3

180 180 

'I'Pro 0 

(b) (a) 

'l'Gl.Y 0 

-180 
・180 。

φ陶

-180 
180 -180 。

φGl.Y 

180 

Fig 4 (a) Conlormational map 01 Pro residue based on rCN = 3.24土O.05A

(b) Conlormational map 01 Gly residue based on rCN = 3.43士O.05A
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上述のREDORにより求めた距離を用いてペプチド主鎖のコンホメーションの決

定を以下の手順で行った。試料(2)、(3)において与えられる距離は、それそfれPro残

基、 Gly残基のCαを中心とした4bond離れた距離であり、それぞれのCαを中心とす

るこ面角(φ向、 o/p悶)、 (φGly、 0/ Gly)にのみ依存する。これらの関係を用いて、得ら

れた距離を満たすこ面角の組合わせを計算すると、それぞれ図4(a)、(b)に示す大き

い黒環上の点のみとなる。 Pro残基の二面角φPr。に関しては・75
0

が最も安定である

ことが知られており、これを適用すると(φ師、 0/ Pro) =A( -75+2。、 -28+4
0

)、 B(-

75+2・、 83土4・)の二組の二酉角が得られる。o/pr。に関してはProのC
sとCyの化学

シフト値の差との相関を示す経験式6)からAのみが選択できる。また試料(3)によって

与えられる距離は(φPr。、o/pr。、 ωPr。、 φG旬、、f'Gν)にのみ依存し、このProの二面角

を用いて試料(3)の距離を満たすGlyのニ面角の組合わせを計算すると、図4(b)の小さ

い黒環上の点のみとなる。これから小さい黒環と大きい黒環との交点が.可能なGlyの

ニ面角の組合わせのみとなり、 (φGIY'o/GIY)=C(・68土6・、・48+4
0

)、 D(・112土6・、

48+4. )のニ組の二面角が得られる。以上の議論により、分子動力学などのエネル

ギー計算を全く用いずに、 2つのs-turntype Iコンホメーションまでしぼり込めるこ

とが分かった。

Table 2. Conformation of this peptide 

φPro 

C -75:主1
D -75~2 

X-ray 1 mon∞linic (13・turnII)・59
X-ray II orthorhombic (s-turn 1) ・76

X-ray 1: J. Am. Chem. S∞.， 103， 1703 (1981) 
X-ray 11: This work 

恥
一
お
一
四
一
心

仙
一
認
す
一
品

φ
一」

[Leu-、Met-Enkephalinのコンホメーション解析] 今回は REDORの応用として、

5bond離れた一つの原子間距離の測定からそのベフチドの主鎖のコンホメーション

の違いを判定できるかどうかについて報告する。それぞれ3番目のGlyのカルポニル

炭素を13C標識している試料(5)、(6)のCPMAS測定からカルボニル炭素のピークの帰

属が行えた。二つの試料での化学シフト差は4.2印mであり、二つの試料のコンホメー

ションが大きく異なる可能性を示唆している。これを検証すべく、 5bond離れた原

子間距離をREDORにより精密に測定した。ここで測定した距離はペプチド分子の

中心に位置しており、この距離が分子の主鎖のコンホメーションを反映すると考え

られる。この結果については講演において報告する。

謝辞 斜方品系結晶のx線回折には安岡買Ij武教揮、分子動力学計算には相田美砂子博

士に御協力を得ました。

1) A. Naito， K. Nishimura， S. Tuzi， and H. Saito， Chem. Phys. Lett.， 229，506 (1994) 

2) A. Naito， K. Nishimura， S. Kimura， S. Tuzi， M.Aida， N. Yasuoka and H. Saito， manuscript in 

preparation. 

3) A. Naito， M. Kamihira， S. Tuzi， and H. Saito， J. Phys.Chem.99，12041 (1995) 

4) A. Naito，T.lizuka， S. Tuzi， and H. Saito， Peptide Chemistry， 405 (1993) 

5) Von 1. Z. Siemion， T.wieland and K. H. Pook， Angew. Chem.，87，712 (1975) 
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L3 国体における重水素交換NMRによる角度情報の取得

京大盟 0寺尾武彦，伊藤 満，竹腰清乃理

Determination of Interbond Angles 
by Deuteron 2D Exchange NMR in Solids 
Department of Chemis町y，Faculty of Science 

Kyoto University， Kyoto 606-01 
工.Tera♀， M.Ito，紅ldK.Takegoshi 

A novel solid-state deuteron 2D exchange NMR method is proposed 
which allows us to determine interbondお191es involving not only so・

called bond angles but also dihedral angles， angles between bonds 
belonging different molecules， etc. 

Deuteron N.tv仮 insolids has commonly been used for studies of 
molecular motions. In this study， we apply it for obtaining structural 
information in rigid solids. What are usually obtained in structural 
studies by solid-state NMR are internuclear distances through dipolar 
couplings， while we町yto determine the angle made by two bonds. 

In our approach， 2D exchange spectra due to spin diffusion between 
the two deuterons at different sites are observed to determine the angle 
between the principal-axis directions of the two quadrupolar coupling 
tensors. The tensors are almost axially symmetric around the 
co汀 espondingbond orientations so that interbond angles may precisely 
be determined from the mutual orientation of the two tensors. 

However， we have two problems in realizing such deuteron 2D 
exchange NMR in rigid solids: Firstly， the resonance frequencies of the 
relevant two deuterons are generally so different with each other that it 
inhibits spin diffusion. Secondly， very long deuteron Tl in rigid solids 
demむldsto use a cross-polarization technique; however， a veη， broad 
spec廿alwidth of ca. 250 kHz allows only a part of the spec甘umto be 
polarized. 

Deuteron spec甘afor NH2CD.zCOOH were observed for various H1D 

using single-quantum cross-polarization; the line-shapes are distorted to 
large extent. In order to reduce this distortion， we adiabatically changed 
H1D from 20 to 100 kHz under a constant HIH of 70 kHz， taking account 
of off-resonance dependence of the cross画 relaxationrate. The shape of 
the1D spectrum obtained in this way is substantially improved. 

2D exchange NMR， deuteron NMR， bond angle， dihedral angle 

てらおたけひこ，いとうみつる，たけごしきよのり

-7・



Spin diffusion between the two distinct deuterons in rigid solids can 
be caused by level-crossing due to sample rotation during the mixing 
time. We realized it by rotating a sample around an axis perpendicular to 
the magnetic field by 1800 and succeedingly by -1800 during the mixing 
time of 1 sec. 

A deuteron 2D exchange spectrum thus obtained for NH2CD.zCOOH is 
shown in Fig.1. The off-diagonal peaks draw 4 equivalent ellipses. If the 
two relevant quadrupole coupling tensors are axially symme町icwith the 
same coupling constant，吐len the interbond angle is given by 
() = tan-1 (b/丘)， where a and b are the lengths of the long and short axes， 

respectively; this angle can directly be determined from the 2D ridge 
plot using a protractor. This is analogous to determination of molecular 
flip-angles by deuteron 2D exchange NMR (1). In the present case， 
however， the tensors do not completely satisfy the above condition; 
therefore， spectral simulation is in progress for precisely determining the 
bond angle. 

80 O 

kHz 

-80 

。mu~=

。∞'

日四国
M
-

0
 

。
∞ 

-160 

Fig.1 Deuteron 2D exchange NMR spectrum for NH2CD.zOα)H 

Reference 
(1) C. Schmidt， S. Wefing， B. Blumich， and H.W. Spiess， Chem. Phys. Lett.， 

130， 84 (1986). 
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L4 
リン酸ジルコニウム系化合物の31p国体NMRによる研究

(阪大理、神戸薬大つ

0中山尋量、江口太郎、中村亘男、津波古充車庁

31p Solid State N勘日兎 ofLayered Meta1 Phosphates 

Hirokazu Nakayama， Taro Eguchi， Nobuo Nakamura and 
Mitsutomo Tsuhakoホ

Depar加 entoJChem臼try，Fiαcul旬ザScience，OsakαUロiversi匂，
Toyonαkα，Osαkα560， J，αpαn 

α口d
Kobe Pharmaceuticαl Universi旬，Kobe， Hyogo 658， .Aαpαn* 

31p Solid State NMR was applied to the study of the structure of 

M(HPOJ2・nH20(M = Zr，τi， Ce). Zr(HPOJ(NaPOJ.Hp and A1H2P30lO・2H20. 31p 

iso甘opicchemical shift values for (PO /-， (HP04)2伊 and(H2POJ groups were 

determined to be -10，・20and -30 ppm， respectively， by MAS spectra wi出 IH

high power decoupling. The streng仕1of IH and 31p dipolar interaction was 

estimated by the measurements of the contact time dependence of出e

spectrum. 

はじめに

Clearfieldらは、組成が Zr(HPOJ2・H20(α-ZrP)とZr(HPOJ・2H20(y-ZrP)の層状

リン酸ジルコニウムを合成した1-21。これらの化合物は、組成上は層間の水分子の数が

lつだけ異なるにも拘わらずイオン交換能力や触媒活性が大きく異なり、これらの特

性と構造の間の棺関が注目を集めている。 α-ZrPには 2種類の (HPO/-が存在するこ

とが単結晶X線構造解析と粉末中性子線構造解析により明らかにされてい2510 一方、

y-ZrPの構造は、単結晶が得られないこともあって、粉末パターンに基づいて構造が

提案されたが確証はなく α-ZrPとの比較も困難な状況であった。 Claydenは、 31p

CPjMAS NMRにより、 y-ZrPには、 (POl-と (H2POJが 1:1の比で存在すること

を示し、以前からのモデルを否定したへこれらの結果は、今年発表された粉末パター

ンの詳細な解析によって得られた構造と符合する九千ZrPの高いイオン交換能力は

(H2POJサイトによると考えられるが、粉末X線構造解析ではHの位置を正確にきめ

るのは難しく、 (PO/ーと (H2P0
4
)- を区別できない。

中心金属を Ti，Ce， A1に変えた化合物は、イオン交換能力や触媒特性が Zr化合物

とはかなり異なる。しかしながら、 X線による構造解析が容易で、はなく、構造とこれ

らの'性質の相関ははっきりしていない。

リン駿ジルコニウム、 j膏状リン酸塩化合物、 31pNMR 

Oなかやま ひろかず、えぐち たろう、なかむら のぶお、つはこ みっとも
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一方、ゼオライト系と同様に分子選択性などを利用した特殊な機能物質問発をめざ

し、有機分子で修飾した層状リン酸化合物、たとえば水素イオンを ethyleneoxide， 

n-al勾lamine，phenyl phosphateなどで置換

l3J 

(c) 

(d) 

ー100 -50 0 50 100 

o/p!)m 

Fig. 1 31p MAS NMR spectra 
wi位1IH high power decouplin.g 
for Zr and Ti phosphates: a) 
仕 ZrP，b) y-ZrP， C)α・TiP，d)千
百P.Sp加 llngrates訂 e3.5骨 5
kHz. 事 showthe spinning side 
bands. 

した化合物が合成されている3ヘ最近では、 α-

ZrP層間への酵素や抗菌剤などの挿入が報告さ

れているヘしかしながら、これらの化合物の

キャラクタリゼーションは、粉末X線による層

間距離から分子のならびを推定する域を出てい

ないのが現状である。

本研究では、一連の層状リン酸化合物

M(HPOJ2・nH20 (M= Zr，τ1， Ce)， Zr(HPO J 

(NaPOJ.H20， AlH2P30lO・2H20.の 31p国体

NMRスペクトルからイオン交換能力と関連があ

ると思われるサイトの帰属が簡単にできること

を見出したので報告する。また、構造解析の結

果とも比較検討した。さらに n-alkylamineで

置換した Ce(HPOJ2・1.33H20 の 31pと 13C

NMRスペクトルのも併せて報告する予定である。

実験

試料は、既報の方法により合成した同制九例

えば、 Ce化合物は Ce02と85%H3P04 とをモ

ル比 PPs/Ce02= 2.0となるように混合し、

オートクレープ中 150'Cで 5時間加熱して得た。

生成物は、粉末X親回折により同定を行った。
31p. 13C NMRの測定は BrukerMSL-200を

使用した。それぞれの核種の測定周波数は、 31p，
13Cで 81.015，50.323 MHzである。 MASス

ペクトルは Bruker社製 CP/MASプロープを

用いて測定し、 MASの回転速度は、 3-5kHzで

あった。化学シフトの基準は、 31p， 13Cそれぞ

れ 85%リン酸水溶液およびテトラメチルシラン

を用いた。

結果と考察

1)α， y-Ti(HPOJ2・nH20(n= 1， 2) 

粉末X線構造解析によると、 α-TiP(α-Ti(HPOJ2・H20)は α-ZrPと同形で、 2種類

の結晶学的に非等価な Pが存在するが、 y-TiP (y-Ti(HPO J2・2H20)についてははっき

りとした構造はわかっていない
12)
。α，y-ZrPおよび α-TiP，千百Pの 31pMAS NMRの

スペクトルを Fig.1に示す。 α，y-ZrPのスベクトルは Claydenの結果と一致した。

-10-



Ti化合物に関しては、 α.y-型共に Zrと類似のスペクトルを示す。 α-TiPに関しては、

Zrと同様 1種類のピークしか観測されず、結晶学的に非等価な (HPol-は区別でき

ない。 γTiPの -10.6ppmのピークは IHdecouplingをしないと非常に幅広くなり、

y-ZrPと同様に (H2POJ-サイトによると考えられる。 CP/MASスペクトルの

contact time依存性の測定もこの結果を支持している。したがって、千百Pは、 y-

ZrPと同形である。

また、 MASをかけないときの広幅スペクトルか

ら求めた化学シフトの異方性は、 Table1のように

なる。この結果から、 (H2POJ > (HPO l" > (PO l-
'の順に P04 四面体のひずみが大きくなることがわ

かる。一方、 Tiと Zrでは Tiのほうが歪みが大き

に、これが両化合物のイオン交換能力の差になって

いると考えられる。

2)α-Zr(HPOJ(NaPOJ.H2u 

X線構造解析によると (HPOJ2-と(NaPolーが交

互に規則正しく並んで、いる13)。 つまり α-ZrPの1

つの H+が Na+に置き換わった構造である。 31p

MAS NMRのスペクトルも、仕ZrPのl本のピー

クが僅かに分裂しているだけで (Fig.2)、X線の

結果と一致する。 H+が Na+に置換しでも HP0
4四

面体構造はほとんど変化していないことを示してい

る。

3) Ce(HPOJ2・1.33H20

Fig.2に 31pMAS NMRのスペクトルを示す。

X線構造解析の結果は報告されていないが、化学シ

フトの値から予想すると y型の構造をとっていると

推定される。ー28.6ppmのピークは、 CP/MASス

ペクトルの contacttime依存性の測定から γ型に

特有の (POl-に帰属できる。化学シフトの異方性

は、 y-ZrPや y-τ'iPよりも大きい。

4) AlH2P30IO
.2H20 

AlH2P30lO・2H20 は、上の化合物と異なり、 P04

単位が独立して存在するのではなく一部酸素原子を

を共有した架橋構造をとっていると考えられる。実

際、広幅スペクトルは、非常に大きな化学シフトの

(a) 

(b) 

o/pPlll 

Fig. 2 31p MAS NMR spectra 
with IH high power 
decoupling for 司 α-
Zr(HPOJ (NaPOJ.H20. b) 
Ce(HPOJ2・1.33H20 and c) 
AlH2P30l0 ・2H20. Sp仕立lIng
rates are 3.5 -5 kHz. * 
show the spinning side 
bands. 

異方性を示す。しかし、 31pMAS NMRのスペクトルから求まる等方的化学シフトの

値 (8150) は、他の化合物と同様の値を示す。この値だけから推定すると、 2種類の

(HPol-と1種類の (POJ3単位が存在するように思われる。 CP/MASスペクトルの
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contact time 依存性の測定によってこの点が確認できた。

以上の結果をまとめて Table 1 に示す。一連の層状リン酸塩の構造を 31p固体

NMRスペクトルから簡単に分類できることがわかった。つまり、 (H2POJ-. (HPO/-， 

(Polーによる O
Iso

(31p)は、 -10.ー20，-30 ppm付近に現れる。これらのサイトは 31p

CP/MASおよび lHhigh power decouplingスペクトルにより同定できる。また、

(H2POJの 31pの化学シフトの異方性は y-ZrP.y -TiP. CePの順に大きくなる。これ

らのデータはイオン交換能力と相関があることがわかった。

謝辞

有益な議論を頂いた大阪大学産業化学研究所の山口俊郎氏と神戸薬科大学の檀上真

弓氏に感謝いたします。

Table 1 Chemical shifts of layered phosphates_ 

δLEl?E.! site 
lS0 11 22 33 

α-Zr(HPOJ2・H20
51 -18.6 5 ー24 -37 (HPOi・

α・TI(HPOJ2・H20 -18.4 4 -22 -37 (HPOi-
α-Zr(HPOJ(NaPOJ・Hp -15.0 ー2 四-15 -32{{NHaPPO0J.2f・-

-17.3 ーー7 四ー17 『・41
y-Zr(HPOJ2・2H20司 -8.9 17 -16 -27 (H2POJ-

-26.8 -14 -25 -38 (POJ 
y-Ti(HPOJ2・2H20 -10.8 20 ー19 帽 32(H2POJ-

-33.0 -15 -34 -48 (POJ 
Ce(HPOJ2・1.33H20 -10.6 28 -22 -39 (H2POJ-

-28.3 -1 -28 -55 (POJ 
AlH2P30，o.2H20 -22.0 -44 ー-15 --95 (HPOJ2-

-24.2 国 44 ー-15 一95(I担fpoLJ-
-29.6 -48 H ・24 M ・123( 
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Pl 
NMR化学シフトに対するゲージ依存性およびスピンー軌道相互作用の効果

に関する理論的研究(京大工)0田中真司、高島一、波田雅彦、中辻博

The study of the effct of the gauge dependence and the spin-orbit 
interaction to the NMR chemical shift 

(Faculty of Engineering. Kyoto University) Shinji. Tanaka; Hajime. Takashima; 

Masahiko. Hada; Hiroshi. Nakatsuj i 

We have studied the metal NMR chemical shifts by the ab-initio molecular orbital 
method and the finite perturbation method. and we have clarified the mechanisms of 

these chemical shifts. In this report. we present the calculations of the 129Xe 

chemical shifts of the Xe compound and the the 13C chemical shifts of CX4 (X=H.F. 

Cl. Br. l) and CHn 1 4 -n (n=1. 2. 3). The resul ts are as follows. 
(1) The calculated Xe chemical shifts well reproduce the experimental ones when we 

add the First-order higher basis function (FOBF). The Xe chemical shift is mainly 

due to the Xe valence p orbital. 

(2) The spin-orbit effects are very large for Br and 1 ligands. and therefore 

only the results with the spin-orbit effects can reproduce the experimental trends. 

当研究室では様々な核を含む化合物のNMR化学シフトを非経験的方法によって求め、その

電子メカニズムを解明してきた。今回は、不活性ガスである Xe化合物及び炭素化合物の lω 
X e， 13 C化学シフトについて計算を行った。また化学シフトに対する基底関数依存性につい

ても研究を行った。

く方法>化学シフトは磁気遮蔽定数σの差である。 (J，まIlartree-Fock/有限摂動法を用いて計

算した。また、既に我々は、最外殻に一次高い角連 -25∞ 
動量をもっ関数 (FOBFs)を加えることにより { 

ほぼゲージ不変な結果が実現され、 NMR化学シフ 色2叩

トの計算値が実験値をよく再現することを見いだし 望-15∞
ており 1J、今回の計算では Xe、Cの計算両方にお さ
いで、中心原子と配位子の両方に F0 s F s (r x ) .~・1聞
を加え、基底関数とした。一方、ハロゲン化炭素の a -5∞ 
NMR化学シフトは重ハロゲン化置換により高磁場 司

シフトするという、いわゆる NH D (Normal Halogen ~ 0 

Dependence) を示しているが、スピン軌道相互作用 iL5∞ 
(LS)がこの NHDIこ重要な役割をはたすと考えられ白

XeOF.ノ

XcF21←! 

• X+I'ODF 
o X 

‘'ー一一一XXcF，. 
V XcF. 

-ー一一一一一一ー XcF，.
ていることから、われわれは、 FOBFsを用いた 1∞o 

1∞o 5∞ o -5∞・1αJO・15∞-2αJO-2S∞
うえでスピン軌道相互作用を取り込んだ化学シフト

田岨阻1Chemlw ShiIt (pp叩}
の計算を行った。また、今回の我々の研究結果より、Figure1羽田∞mparisonslun atter adding I'ODFs 
配位子部分の基底関数依存性を解消するため配位子 (fillcd circlc)副 dbcforc adding即日Fs仰 endrc同

の内殻部分には ET.blc 1 C.1c:u1.t<4 Di.m・8叫C:Ind Param.gnctic Contrib凶叩・.，di..nd 01""'. 10 111. Xcnon N田1聞 M叩山Shidding
CPを用いた。 α旧削1.附n同tσ".n吋d出恥州eir̂na刊.州1
<結果> M。叫[=叫~~ σd仙'川‘ f伐X.l"--___ _2.旦!...{klニ.d α戸同 fαXel桝吟 £巴旦斗血i σ胤.

p d IσL 10¥. P d 101. 

①Xenon化合物 Xef+SbF6・ お122011 1035 5611 初7 -4196 品-4212 ・19 15S2 
まず、 Xenon化合 XeF2 2512 2011 1035 5611 92 -2986 ブU9 -3145 ・70 2494 

XeF3φ{午t.) 2572 2∞2 1035 5610 137 -420唱・237 -4<<6 ・lω
物について計算を x山 お74 1998 1037 S帥 117 -4凶0 ・37S -4捌 .-143 1256 
行った。 Fi g. 1で xeFf Z5721mm75制 m ・3S判・SOS -4帥 ・170 1613 

6 2571 1984 1037 5S91 290 -3299 ・520 ・3119
は各基底関数での x両市4 幻73 1刑 1037 5倒 242 -3570 ・503 -4川74 -110 ISII 
NMR化学シフト Xρ2J'2 2571 1994 1037 Sω2 196 -3722 -4S4 -4176 ・1や 1413 

e(}]お70 1999 1037 S“活 144 ・3137 -416 -4253 -96 1401 
の計算値と実験値目J

との比較を示して定常化} 抑 2012103 53 3 13:J32 2 11S 2080 
おり、 Table1ではい U 門

磁気遮蔽定数の各
回加ticno( the. atα吋C:orbiulJ IJ idmticiUy u四 k日 u.e山e.AOd凹渇 noth.刊 ananJUluman四回m.
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AOの寄与を示している。 Fig.1から明らかなように、 Xenonフッ素化合物において従来の FO
B F sを加えない基底関数における t2:lXe NMR化学シフトの計算値と較べて FOBFを加

えた時の計算値は低磁場側にシフトしており、 Xe F 2を除いてより実験値を再現できている

ことがわかる。また、 Tablelより各化合物における磁気遮蔽定数の変化量は σpara(Xe)のp軌

道で愚大であり、各MOの寄与を調べたところ Xeのvalence軌道の変化量が最大であったこ

とから、化学シフトには Xeのvalence p軌道の寄与が重要であるということがわかった。

②炭素化合物

続いて、ハロゲン化炭素 σ岨~ill

においては CNMR化学シー一一一一

フトの計算を行った。まず i:222;192}

配位子部分の基底関数依存 2222522}

性について研究を行った。 ::221::472}

Table2はCCl4において C1 0山岡A+Jpip2dJp却

C 

250.30 
250.42 
250.95 
241.21 
248.31 
241ιs 
zω.05 

Cl c 
corC ¥'叫回国

212.44 155.20 
212.36 155.16 
212.29 154.70 
213.01 156.61 
213.ω155.65 
212.93 156.11 
214.21 147.31 

-216.26 
・215.97
・213.22
-224.99 
・224.67
-221.06 
-189.35 

C 
corc .....ier、CC
-4.50 -102.02 

・51.48 ・102.15
.69.75 -102.71 

・132.33 -19.61 
・119.1S -89.13 
・191.52 -91.06 
・195.37 -126.05 

17.22 
11.46 
19.65 
鈎 22
19.56 
92.91 
11.36 

の内殻部分に次々と内殻に ECP 252.5 0.0 152.1 ・205.4 0.0 ・126.7 73.2 

由来する FOBFを加える 1)0山...A ia (lo.7p3d)/(4c3p2dJ+Jd(FOOF r，町 3p)
ことにより磁気遮蔽定数に勾Th.i叫M 市i山 Jp2p2d今回lh.r-OOF. ror 10 20 2p 3..岡戸山ely.

どのような影響があるかを示したものである。こ(ppm)

の表より、 FOBFを加えることで C1のcore部

分の常磁性項が大きく変化し皮磁性項のcore部分

と相殺する傾向にあることがわかった。我々は、 当

-5∞ 

C 1の内殻が完全系である時はcore部分の反磁性 2 内 山

項と常磁性項はキャンセルすると考え、配位子の g--r 

内殻部分に ECP引を用いることにより基底関数占

依存性を軽減しつつ計算の次元を減らし、以降の宮 ・1∞
計算を行った。 Fig.2はハロゲン化炭素のスピン E 
軌道相互作用の考慮前と考慮後における NMR化!? 1∞ 
学シフトの計算値と実験値との比較を示している。凶

自丸が考慮前を、黒丸が考慮後を示しており、ス

ピン軌道相互作用を考慮することにより比較的実 3∞ 
3∞ 

験値のNHDの性質を再現できている。 Table3は
1∞ 

α • 

-1∞ 

• 

. 

. WiIh l..S 
o Wi.LI副Ill..S

-3∞ -5∞ 
Theorelical Chemical Shifl (ppm) 

スピン軌道相互作用の考慮前と考慮後における各 町ure2 Correlalion belwe叩 expcrimen凶 and山国凶叫

AOの寄与を示した物である。この表からわかる valucs of向日Cchcmi叫 shiftsof山白血四∞mpo山由

ように、スピン軌道相互作用の考慮前と考慮後の wi出回dwilhoul Ule spin唱似lin崎ractioneffect. 

両方において反磁性項と T百.刷仙M出.3 τ恥'h.、，.口町Cm剛叫.暗s附 ic.刷hiel叫din唱畠伺叩n閥山瓜a山叫耐由 .ndw揃i，ω愉~由伽h加、m叫。叫叩刷in-留抽副もbi山1叩回叫叫血，..a唱s凶eι. 戸m叩.伊岨.

常磁性項に大きな椙逮は山r
in。山m;ニ:2込♂txh腫-11川11印F.Cαl肋川川lη1).nd 

見あたらな Lい、、。スピン軌 σ出凶di‘岬u川.併脚。L 酢d札 odi."'"同 0凶 国 且 chcnu叫.hih

道相互作用に由来する項 Molccul. 初 陀凶1 l.Sり凶l司 u叫
0'4 453，6・370.1 83.6 113.4 453.6・370.1 0.0 1.1 1.8 85.4 -1.1 111.6 121.0 

特にFermi contact項が町14 405.3・332.173.1 123.9 405.3・332.2 '0.0 15.1 15.1 &1.3 -15.1 101.7 9U 

一義的に全化学シフトに句叫 抑 2 ・312.979.3 117.7 392.0 -315.1 0.2 201.2 201.4 幻 7.6却1.4 -10.6 必 2
ロ4 371.6・ 9.6 167.4 378.1・356.6 1.9 721.1 72.3.7 746.0 ・72.3.7・549.0・2鈎 Z

影響を及ぼしており、ス「 ー.Y

ピン軌道相互作用が実験 αI詳 316.4・159.21丸 1 39.9 316:5・156.5 0.1 ・1.0 ・0.9 159.1 0.9 37.9 -11.4 
α切2 33ιz・217.9111.9 71.1 33ι1 -220.1 ・2.0 191.6 119.6 305.6 ・119.6・101.6 ・51.7

値における NHDの性質。U3 357:s・211.775.1 121.2 357.6・289.5 -4.4 556.1 551.7 619.1 -551.7 -42.2.1・1幻.6

に大きく係わっているこ α匂町 29“・99.4197.0 0 296.4 -99.4 0.0 0.0 0.0 197.0 0 0 0 

とがわかった。 1)c:hcr叫叫必n...lcula凶凶yby lh..戸川市.it岡田..

- 2)d田叫 白1，血治a白 h山lCdbylhc胤a I 四g国 k・hieldin，conal&皿..
3)rd町田自問可剛M

1) M.Sugimoto and H.Nakatsuji， J.Chem.Phys. 102(1)(1995)285 

2) P.A.Christiansen et al..J.Chem.Phys. 82(1985)2664; 84(1986)6840; 87(1987)2812 

F 08 F，スピン軌道相互作用、基底関数依存性、 Fermi contact項、 NHD

たなか しんじ
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P2 ケイ素ハロゲン化物のN恥恨化学シフトにおけるスピン・軌道相互作用

の重要性(京大工)0中嶋隆人、高島一、波田雅彦、中辻博

百leimportance of spin・orbite百'ecton the NMR chemica1 shifts of silicon tetrahalides 

Facu1ty of Engineering， Kyoto University 

Takahito Nakajima， Hajime Takashima， Masahiko Masahiko， and Hiroshi Nakatsuji 

百leSi NMR chemica1 shifts of silicon tetrahalides釘 ecalcu1ated by the ab initio UHF / finite 

pe巾 rbationmethod including the spin-orbit (SO) interaction.百lechemica1 shifts白 lcu1ated

with the SO effects show good agreement with the experiments for all the ∞mpounds sωdied 

here. The SO effects of the.ha1ogen ligands， especial1y bromine and iodine， are 1arge and work 

to move the chemica1 sh百tto higher magnetic fie1d.τhe anoma1ous norma1 halogen dependence 

(NHD) by the substitution from C1 to I in出esilicon tetrahalides is伺 usedmainly by the SO 

effect. In addition， the origin of the U-shaped re1ationship for the SiBrnF4-n series is c1ar出edto 

be出eSO effect. 

I.緒言

ケイ素ハロゲ、ン化物において、重ハロゲン置換すると (C1→Br→I)、化学シフト

の異常な高磁場シフトがみられることが知られている (normalhalogen dependence， 

NHD)。また、これらのSi化学シフトは、配位子の種類と数により、出回哩とU-shape

型の依存性を示すことが知られている。例えば、 SiClnF4-nのSi化学、ンフトのn!こ対す

るグラフは、 1in伺 I型の依存を示すが、 SiBrnF4-nに対しては、 U-shape型の依存性を示

す。

このように、ケイ素ハロゲン化物のSi化学シフトには、興味深い点があり、豊富に

実験データが揃っている。しかしながら、そのメカニズムは、ほとんどわかってい

ないのが現状である。本研究では、ケイ素ハロゲン化物のSi化学シフトにおける

NHDの原因とU-shape型依存性の原困を、スピン・軌道 (SO)相互作用を考慮するこ

とにより解明する。

II.方法

磁気遮蔽定数の計算には、 SO相互作用を考慮、したabinitio UHF /有限摂動法1)を用い

た。 SO演算子は、ハロゲンの内核電子とともに、 SOを考慮した有効内核ポテンシャ

ル (ECP)で置き換えた九 ECPの使用により、計算の次元を減らすだけでなく、配

位子の内核軌道から生じるゲージ依存性を解消することができる。

III.結果

Fig.lは、ケイ素ハロゲン化物のSi化学シフトを実験値と理論値を比較して示したグ

ラフである。 SO効果を考慮すると、計算値は、高磁場の方向に移動し、実験値と非

常に良く一致するようになる。詳細は、当日に譲るが、ハロゲンが重くなるほど、
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化学シフトにおけるSO効果は大きくなり、 Fermi接触項が支配的になる。スピン-双

極子項は小さく、 Si化学シフトのSO効果に重要な寄与をするのは、 Fermi接触項で・あ

ることがわかる。

Fig.2は、 SiX4(X=ハロゲ、ン)のSi化学シフトを示す。 FからCIのハロゲン置換では、

SO効果は小さく、常磁性項が支配的であるので、低磁場シフトする。 CIからIのハロ

ゲン置換では、 SO効果が重要になり、高磁場シフトする (NHD)ことがわかる。 SO

効果を考慮しない場合、 NHDは、再現されない。結局、 NHDの主たる原因は、 SO効

果であるといえる。

-300 
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Fig.1 Si I theory (ppm) 

-300 
ーー+一-with叩in-orbit

ペー…in-orbit

( 喜一←四pcriment

活4u=， ・100

.意1 。
-的同

100 

200 
F α Br 

Fig.2 x泊SiX4

同様に、 SO相互作用を考慮した化学シフトの

計算を、 SiBrnF4-n(n=O・4) 系に適用した。 -50

Fig.3には、 nに対するSiBrnF4-nのSi化学シフト

を実験値と理論値を比較して示してあーる。 SO効

果を考慮しない場合、 U-shape型の依存性は、再

現されておらず、 SO効果を考慮、して初めて、

U-shape型の依存性を再現することができる。結

局、 SiBrnF4-n(n=O・4)系のSi化学シフトにみら

れるU-shape型依存性の主たる原因は、 NHDと

同様、 SO効果であるといえる。

1) H. Nakats吋iet al. CPL 233 (1995) 95. 

2) P. A Christiansen et al. JCP. 82 (1985) 2664; 

JCP 84 (1986) 6840; JCP 87 (1987) 2812. 

。
350 
.包
g 

司 100
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ー回目・f--- cxpc:ri田enl

200 
01234  

Fig.3 n in Sillr.，F何

SiNMR化学シフト、スピン

なかじまたかひと

-16-



P3 
SnとAlのハロゲン化物のN恥1R化学シフトに対するスピンー軌道相互
作用の効果(京大工)0金子広明、手島孝人、高島 一、波田雅彦、
中辻博

τbe spin-orbit e百ecton NMR chemical shifts in tin t怠trahalid凶 andaluminum 
tetrahalides 

(Fu∞ty of Engineering， Kyoto Univ凶 ty) Hiroaki， Kaneko; Takahito羽町;Hajime， 
Tak笛加a;Masahiko， Hada; Hiroshi， Naka飴吋i
We have studied the spin-orbit e百'ecton the Sn and Al NMR chemical shifts of tin tetrahalides 
and aluminum tetrahalides using the ab initio UHF wavefunction and the血lItepertubation 
method.百lecaluculeted chemical shifts show good agreement with experiment when the spin-
orbit interaction is included. The spin-orbit e百ectis important for Br and 1 ligands.τbis effeα 
白 usesthe normal halogen dependen∞(NHD) in SnX4 and AlX4-(X=CIゆ Br吟 1).But山

paramamagnetic t芯rmIsdorninant in inverse halogen dependen∞(IHD引inAIX4-( X=F時 Cり.
我々はこれまで金属錯体や金属核のNMR化学シフトを非経験的分子軌道法を用い

てその電子メカニズムについて系統的に研究してきた1)。今回は、スピンー軌道相互
作用がSn、Alハロゲン化物のNMR化学シフトに及ぼす影響、 SnX4とAlX4・(X=CI局勤

時りが示すNHDとAlX4・(X=F時CI)が示すIHDの要因について理論的に研究した。
<方法>今回、我々はAIX4・(X=H，F， Cl， Br， 1)， SnX4 (X=H， Cl， Br， 1)， SnBr4-xIxを

対象化合物とし、 abinitio UHF l1~fI!，艮摂動法を用いてスピンー軌道相互作用を考慮し
た磁気遮蔽常数の計算を行った)。その際、ゲージ依存性を無くすためfirst-order
higher angular momentum basis functions (FOBFs)を加えた。また、ハロゲン原子に対し
てスピン軌道相互作用を考慮したeffective∞re potential (ECP)を用い、基底関数依存性
の軽減につとめた。

<結果>
・Sn化合物
対象とするお化合物について得られた化学シ z 

フトの計算値と実験値とをスピンー軌道相互作 司

用を考慮した場合〈・〉としない場合 (0)と o

で比較した物がFig.lである。スピンー軌道相互負号
作用を考慮した値は実験値をかなり良く再現し、 ï~七 1 <.…n__1 

この効果がNHDの大きな要因となつていること ?γ引\守~1.'了1.'
がわかる。 a | て/

次にスkンー軌道相互作用考慮した場合とし弱。1/5州・ 叫出凶
ない場合とす得られた計箆値を常磁性項σpara， z!ノSnCI. 。 叫畑山
反磁性項σGIR IS項 σ'~(spin-dipolar項+Fermi "，-;' 
∞n匂ct項)に分割した物が百ble1である。 FC項が向・ 1.ωMMiztzぷ72ムyand叩 師 側 Cor

スピンー軌道相互作用に大きく寄与しており、 品 chemi叫 .hiCt.sinIhe lin le同 hydlideand刷削idCJ.

その効果は配位子が重ハロゲンになる程大きく The n抽出 .hownby (印刷{・)町田luculated叫附

なっている。 前 Ihouland哨出 thespin.o帆 (LS)inler則。s.[~pcclive1y. 

ただし、 SnBr4・xlx
において値が多少
ずれているのは構袖1

造の不正確さによ 而同相官州都内電…:ニtmm叩Inti"，叫仙川州叫出ココ叫岡山由創出品削阿

るものと考えられ 0・・ O~・ 0"  ゐ剖 0" 0"'" 。LS e回・"'ILS)' ・n，
る。 τable2はスピ竺ヂ単

.lIn回 比回 .).01 

ンー軌道相互作用 Mh 肌“岨79JJ lIOS.IO )19.11 JI....6) .10".・S 相川山川U 国 別 出

so rc 回~

を考慮した場合の ;::; ;:江主;::z:ぉ;;::::::;c::::ご;:::;:::: 
計算値に対する お8'111 SlnU.2山捌皿山川岬判明刷出羽山，..柵凶品“

MO解析でSD項、 ;:tu ::::ご:ヱ芯::::ご:::::::: :ご:::京主: :η:ゴ::ロ立立::に:工ロ::2::U:ロ幻; -J;:: 
F陀C項共lにこvalence電 e巾而圃吋岨血副"凶l

子の寄与が支配的
である。
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Table 2はスピン
ー軌道相互作用考
慮した場合の計算
値に対するAO解
析で、 FC項は中心
金属のsAOの寄与
が支配的であるこ
とがわかる。
.AI化合物
対象とするAI化

合物においても化
学シフト計算値は
スピンー軌道相互
作用を考慮すると
実験値とかなり一
致している。
(Fig.2) Fig.3は
AIH4-をreferenceと
した場合のAIX4-
(X=F， Cl， Br 1)の各
値を図に示した物
である。
これを見ると反磁
性項δdiaと実験値
δexptl.がparallelで・
あり、 X=CI，Br 1 
における常磁性項
δparaの傾向とLS
項δLSの効果が相
設することで計算
値δ伺 I(LS)と実験
値 δexptl.がほぼ
一致していること
が分かる。 つま
り、IHD(X=P時 Cり
は反磁性項に起因
し、 NHD(X=Cl吟
Br司 1)はスピンー
軌道相互作用の効
果が重要であると
考えられる。

τable 4， Table 5， 
Table 6ではSn化合
物とほぼ同じ傾向
が見られる。

T'球指2
h町e咽品、Jlinnc ，" Þ 咽n-d i凹hr lT吋れ~Im輔副附，，"0(lt旬tSn cnmDωd・(ro刑

".... 0円・・ OUISDI o'-'Iro .... ・叫凶} ・岬

E盟国吋 副官官 官IItnec 回 d 電車R軍 司r・.. 冒ヨ5 ・a・E 冒m.. 

草川" 量伺1“ .1&17.岨Z B祖 U..JS "."ω ....n J.筒・，.叫ーー)").11
畠岡11，・ 割胃1・. .，陶'" . 一一一 . '0)・u . . 
$町Ch ..，拘" .輔副， .u 乱崎 純tJ ".'1 -)UI lUI..U W.tJ >>D 

h・“ 自.J) '.14 .." .....， 胤")t，.，.叫U' "'1'-'伺 "'1.1." ，...， .1揖

S網.." "胃'~'. .21U.U I.U ，..， ι1， ..." 1'-'1 '11.帽4lJAI -QUI .)411 

S胸蜘'" )11I1，ft 1.1， "'0 ・‘伺 4輔 "“"，.凋 IW.".111J.JJ ..却1..'"'1.61 ... 回
S肉自，" .::a-.t.r 1.41 11." H.n .'4.29 101.)2 1~輔 U曹且司 .I)n.，. 4UU'.'輔，... 噌岬

Sih "帽" I.M ，." 11.11 .11川 nn I:Jo.l・un.JI

.""""""，漏・4・ぬ圃"帽S叫l・吋，ha瓜I.S_旬"d“.dCltM・み
τd凶‘3
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P4 化学シフトの計算

(北見工大)0馬場雄久、福井洋之、鳴海純一、

三浦宏一、松田弘喜

Calculation of Nuclear Magnetic Shielding Constants 

Kitami Institute of Technology 
OT. Baba， H. Fukui， J. Narumi， K. Miura， and H. Matsuda 

Abstruct: Nuclear magnetic shielding constants in firsト andsecond-row hy-

drides were calculated with electron correlations through third order. The cal-

culation was performed on the use of London's gauge-including atomic orbitals 

(GIAOs) and finite-五eldMolle1'-Plesset perturbation theory (FF-MPPT). The 

calculated shielding constants of the non-hydrogen atoms reproduced rather well 

experimental values， but the 1'esults for proton were poor. The vib1'ational motion 

co1'rections to the isotropic shielding constants we1'e evaluated. 

I. INTRODUCTION 
In the last few years， several gauge-invariant 01' at leasどapproximatelygauge-invariant 

calculations of nuclear ma.gnetic shieldings at electron-correlated levels have been presented.1
-
6 

Until several years ago， it w田 believedthat the coupled Hartree-Fock( CHF) approxima-

tion， which includes only the五rst-orderelectron correlation correction in terms of the 

Moller-Plesset(MP) perturbation theory， give good results for calculations of nuclear mag-
netic shielding constants in most cases， e.g.， first-row hydrides.7 Recently we reported on 

the second-and third-order MP correlation corrections of the nuclear ma.gnetic shieldings 

in four first-row hydrides HF， H20， NH3， and CH4・5，8 We showed that the second-and 

third-order correlation corrections a1'e not so small as estimated before.9 

Sometimes experiments and theoretical calculations are complementary each other. In 

fact it is a hard work to get experimentally absolute values of the magnetic shielding con-

stants in the condition of an isolated molecule. On the contrary， in theoretica.l approaches 

it is a formidable task to calculate the effect of other molecules and estimate relative shield-

ings for substances in different circumsta.nces. Usually theoretical compuもationsyield the 

absolute shielding constant of an isolated molecule. Therefore， we may expect the possibil-
ity that precise theoretical values fo1' absolute shielding∞nsもantswould be more reliable 

七hanthose evaluated from experiments. It is a work of importance to perform accurate 

calcula.tions for absolute magnetic shielding constants of small and simple molecules which 

may be used as standard substances in NMR chemical shift measur官 nents.In this wo1'k， 

Keyword: SCF， Electron Correlation， Chemical Shift 

。ばばたけひさ，ふくいひろゆき，なるみじゅんいち，みうらこういち，まつだひろき
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1'able 1. lsotroplC nUClear magnetlc S111eldmg constants in nrsも-rowhydrides (in ppm).u 

Exptl. 
410.0土6
28.8土0.5

343.8土17.2
30.09 
264.5 
30.68 
198.7 
30.61 

MP3 
417.6 
29.41 
335.4 
31.23 
268.9 
31.82 
199.2 
31.86 

HFb 

H20b 

NH3
b 

CH4
C 

b [8s5p2dj3s2p] basis set is used. a Experimental geometries are used. 

c [6s4p2dj3s1p] basis set is used. 

Table 2. Isotropic nuclear magnetic shielding constants in second-row hydrides (in ppm).a 

Exptl. 
950 
31.5 
752 

30.54 
599.93 
28.3 
475.3 
27.61 

間一弘一弘一
m
M
一ω
m

MP2 
972.1 
31.08 
761.0 
31.39 
612.3 
29.89 
495.1 
28.49 

SCF 
952.1 
30.80 
728.4 
31.22 
590.9 
29.85 
491.8 
28.46 

CHF 
952.0 
30.85 
728.1 
31.22 
591.5 
29.85 
491.8 
28.46 

σ-σ

一-σ-σ
一-σ-σ
一-σ-σ

α

H
一S
H
一PA
H
-
G山

H

HClb 

PH3
d 

MP2 
423.9 
29.23 
344.1 
30.99 
274.7 
31.66 
201.3 
91.78 

SCF 
413.7 
28.57 
327.2 
30.87 
261.5 
31.78 
195.3 
31.94 

CHF 
413.7 
28.57 
328.0 
30.88 
261.7 
31.78 
194.9 
31.92 

σ-σ

一-σ-σ
一-σ-σ
一-σ-σ

F

H
一O
H
一N
H
一C
H

H2SC 

『

d
A
噌H

 
・1n3
 

a Experimental geometries are used. b [8s6p2dj3s2p] basis set is used. 
c [8s6p1dj3s1p) basis set is used. d [7s5pldj3s1p] basis set i~ used. 

we present correlated calculations of the nuclear magnetic shielding constants in first-and 

second-row hydrides and estimate the vibrational corrections to the shielding constants. 

II. RESULTS AND DISCUSSION 
A. The electron-correlation effect 

We performed self-consistent-自eld(SCF)，second-order Moller-Plesset(MP2) correla-
tiOIし andthird-order Moller-Plesset(MP3) correlation calculations for nuclear magnetic 

shielding consもantsin four firsトrowhydrides HF， H20， NH3， and CH4 and four second-row 

hydrides HCl， H2S， PH3， and SiH4 with the use of ga.uge-including atomIc orbitals (GI-

AOs) and fini七←日eld(FF) method. The theory for these calculations of magnetic shielding 

constants is shown in our previous paper.5 The magnitudes of the used FF parameters， 

magnetic flux density component and nuclear dipole moment component， were chosen ap-

propriately from the condition that the SCF value reproduces well the CHF one. The CHF 

value was obtained with the use of the density matrix method proposed by Dodds et al.1o 

We used the basis sets proposed by Schafer et al.，l1 which were augmented by polarization 

functions. 

The results for the calculation of nuclear magnetic shielding constants in the first 
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and second-row hyd1'ides at the expel1lnental geometries are shown in Tables 1 and 2、

1'espectively. Tables 1 and 2 show that the calculated magnetic shielding constants of 

the non-hyd1'ogen atoms ‘1'ep1'oduce rather well experimenta.l va.lues， but the agreement 

between calculations and experiments fo1' p1'oton shieldings is poo1'. In order to imp1'ove 

the calculated shieldings we evaluated the vibrational corrections to the shielding constants. 

B. Vibrational corrections 

ln diatomic molecules we have one vibration which couples with the rotational motion. 

Let us a.ssume the following intera.tomic potentia.l function: 

U = (1/2)[( R記2(1+αlC)， c = (R -Re)/ Re， 、‘B
，，，

噌

2
4(
 

where K is the force constant and Re is the equilibrium internuclear distanceおrthe bond 

length R. The averag田 ofcn are expressible in terms of the pa.rameterα1 a.nd the usual 

molecular constants ωe and Be， in cm-1 _I2 We have13 

(ご)vJ=一3(←いυ叶+Dか)aα仙 /ω拘ωe)川)

仇 J= 2 (v + D (Be/ωe) 

(2) 

(3) 

whe1'e v and J are the vib1'ation and rotatio11 quantum numbe1's， respectively. At 1'oom 

temperature we may剖 sumethat v is O. The vibl'叫ionalcorrection to the isot1'opic shielding 

constant jj is given by 

(δ) -jje = (δδ/δc)e=o(c)vJ + (1/2)(δ2 jj / ae)e=o(e)vJ， (4) 

where 九 isthe jj value at the equilibrium bond length，と=O. 'VI.
'
e have previously reported 

011 the vibrational corrections fo1' the HF molecule; (jj(F))J∞K -jje(F) = -9.9 ppm and 
(δ(H))300K一九(H)= -0.66 ppm.5 We calculated here the vibrational corrections to the 

jj(Cl) and jj(H) in the HCl molecule. We used the expe1'imental value for al;α1 = -2.3，12 
and obtained (jj(Cl))3ooK -jje(Cl) = -17.0 ppm and (jj(H))3∞K -jje(H) =ー0.35ppm. 

The vibration correction improves the shielding value of Cl. 

For the non-diatomic molecules we use the potential function: 

U = (1/2)Ke(1 +α10， (5) 

whe1'e c is the non-dimensiona.l disp!acement varia.ble for a normal mode vibration. We 

obtain in this case 

( ご)v = -~ (v + D aμμ川α向叫ω1バlUい仲hω叫ω叫叫e/川/

仇 =(υ+D(I;叫

(6) 

(7) 

-21・



whereωe IS the vlbratlOnal trequency， III cmーヘ ofthe normal mode. The results of calcula-

tions for the H20 and NH3 molecules are lisもedin Table 3. We ca.lculated the force constant 

]{ and the unharmonic parameterα1 from the SCF energies. Ta.ble 3 shows that the. total 

correction to the 0 shielding due to the three vibra.tional motions is -10.1 ppm and the 

vibrationally corrected value for a-( 0) may. be 325.3 ppm. The experimental value for a-( 0)， 
343.8土 17.2ppm， may be too high. We note thatもheeffects of stretching vibrations are 

larger tha.nもhoseof bending motions. 

Table 3. Vibrational corrections to the isotropic shielding contants (in ppm). 

I-hO 
Al stretching B2 stretching Al bending Total 

(a-) -Ue 
。 -8.73 -4.19 2.79 -10.1 
H -0.24 0.11 0.03 -0.10 

NH3 
Al stretching Al bending 

(σ)ーσe N -2.23 0.84 
H -0.10 -0.03 
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P5 
化学シフト言下鼻によゐロドフンン中の11・cis-レチナールの構造予測

(東工大生命理工， t日本クレイ)

O北俊博彦，浅川直紀，和田光人，楼井実，井上義夫，白村祐介¥渡辺庸ーす

Ab initio study of NMR chemical shifts for the structure of ll-cis-retinal in rhodopsin 

(Department of Biomolecular Engine氾ring，Tokyo Institute of Technology，加dtCray ReぉarchJapan Limited) 

Hirohiko Houjou， Naoki A鈎kawa，Mitsuhito Wa凪 MinoruSakurai， Yoshio Inoue， Yusuke Tamurat and 

Yoichi Watanabet 

百levisual pigment rhodopsin shows an absorption maximum at about 500 nm， which is 60 nm Ionger山an

that for proωna旬dSchiff b鉛eof 11・cis-retinal. The discrepancy， i.e. opsin shift， arises from 山e

chromophore-protein interactions. The intcractions also affect the 13C N恥1Rchemical shifts. One of the ca凶 esof 

the chemical shift diffl巴renceswould be a torsion of C12・C13single bond. We caπied out出eab initio chemical 

shift calculations inαderωappreciate the effccts of the bond rotation on the chemical shift variation. The 

calculation pr巴dicts山atthe chemical shifts of C9 to C14 of ll-cis-retinal vary about 5 ppm depen<並ngon the 

dihedral angle of Cl トCI2-C13・C14. From thcsc results， it is supposed that thcre is a mixture of skewed 12s-cis 

and 12s-tr，訓 sconformations in solution. If it is consid巴redthat 11・cis-retinalPSBin solution is a mixture of 

12s-cis and 1250・trans，the tendency for chemical shifts of rhodopsin is cxplaincd by the torsion of C12-C13加nd.

[緒言}視物質ロドプシンは11・cis・レテナールを内包しており、それはリシン残基とプロトン化シッ

フ塩基 (PSB)結合を形成している。ロドプシンの吸収波長は約500nmであり、遊離のレチナールPSB

に比べて60nmの長波長シフトを示す。これはオプシンシフトといわれ、タンパク質と発色団の相互作

用によるものと考えられている。

このような相互作用の影響は13CNMRの化学シフトにも現れ、ロドプシン中のレチナールの化学シ

フトは遊離のレチナールPSBに比べて低磁場倶~にシフトすることが知られている九このような化学シ

フト変化をもたらす原因のーっとして、 C12・C13結合のねじれによる電子状態の変化が考えられる。我々

はabini/io化学シフト計算により、 CI2・C13結合の回転が11・cis-レチナールの13CN恥1Rの化学シフトにお

よほす影響について調べ、ロドプシン中でのレチナールの構造についての考察を試みた。

【計制 11・cis-レチナールの二面角Cll-CI2・C13・C14(φ)をOO(l2s-cis)ー1800(12s-/rans)の防で貯毎に固定

し、他の部分はすべてプログラムGaussian92をもちいて構造最適化した。プログラムRPAC9.0をもち

いて、 LORG江.ocal国 dOrbital / Local Origin)法による化学シフト計算を行った。基底関数は4-31Gをも

ちいた。

{結果]Figure 1に各φに対するCI1-C14の等方平均化学シフト(σ凹)の計算値を示す。各々の炭素につ

いて、 C12・C13の回転に伴って5ppm前後の変化を示すことが予想される。この結果を、同じ方法で求

められたall-tr創 s-レチナールについての計算他2)との差で表し、溶液NMRの実験値と比較した(Figure2)。

エネルギ一的に極小債をとる<p=450のものとφ=180。のものはC9からC13にわたって実験値を曳く再現し

ていることがわかる。 C14では実験値は両者の中間に位置することから、溶液中ではねじれ型12s・CISと

12s・tr，ωuの混合物になっていると予想される。 C5-C8では計算値と実験値との問に2-3ppmの違いが見ら

れるが、これらの炭素のσ凹はC6・C7結合の回転によって大きく変化することが知られており、溶液中

でのコンフォメーション変化によるものと考えられる。

レチナールPSBにおいてもレチナールと同様の傾向があらわれると考えられる。 ll-cis-レチナール

PSBとall-trans-レチナールPSBの溶液NMRの化学シフトの差と、ロドプシンと国体のall-tr，飢 Fレチナー

ルPSBとの差を比較すると、ロドプシンではll-cis-レチナールPSBにくらべてC9で高磁場シフト、 Cll，

C12， C13で低磁場シフトが見られ、 C14では比較的一致している。溶液中のll-cis-レチナーJレPSBもね
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じれ型12s-cisと12s・trωuの混合物になっていゐと考えれば、この化学シフト変化の傾向はCI2-C13結合

のねじれによって説明することができる。すなわち、 Figure2に示すようにcp=1500のものではC12では

溶液のデータに比べて低磁場側にあり、 C14ではほぼ一致している。ただし奇数番呂の炭素については

>C=w<基周辺のプロトンや対イオンの状態による変化が大きいと考えられるため、これだけでは説明

できていない。
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Figure 1. Calculated chemical shift of C11， C12， C13 and C14 of 11・cis・retinalshown in ppm 
from TMS. Showing a dependence on出巴dihedralangle Cll・C12・C13・C14(φ). 

Figure 2. Chemical shift 
differences of 11・cis-悶 inal
from all-trans-retinal; 

experimental value3) (open 
circles) and calculated values 
(印刷 squaresforゃ45，印刷

lriangles for φ=150 and filled 
circles forφ=180). 
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P6 
McWeeny理論によるポルフィリンの環電流効果の見積もり

帝京大・薬 O戸原明、佐藤三男

Evaluation ofthe ring cぽ renteffect ofporphyrins by McWeeny's th∞q 

Faculty ofPharmaceutical Sciences， Teikyo University 

Akira Tohara， Mitsuo Saω 

A model based on the entirely quantum-mechanical th印 ryof Mc Weeny and the extended trea回 entby 

Haigh and Mallion is proposed to calculate magnetic deshielding constant d.o in porphyrin. The 

par姐 e出zatIonof the model is carried to give precise agreement with the known ring current shifts of intemal 

pyrrole protons， pyrrole s protons組 dmeso protons of po叩，hine.The model is generally applicable over a 

wide r，組geof distan回 tothe porphyrin ring.百levalidity of血emodel is verified with some TPP ty戸

porph;戸lsS.

【はじめに】 NMRスペクトルは、へム蛋白質やモデル化合物としての超構造ポルフィリンの構造

研究にとって極めて強力な手段である。 その際、スペクトルに現れる、ポルフィリンの環電流が

引き起こす遮蔽(脱遮蔽)効果を見積もる事によって、非常に詳細な構造情報が得られる事がある。

ポルフィリンの環電流に起因する誘起磁場を記述する従来の計算モデルとしては、主に以下の二つ

が良く知られている。①ポルフィリン環をいくつかのループに分割し、各ループの中央に適当な大

きさの磁気双極子をポルフィリン面に対し垂直に置しこれらの双極子がつくる双極磁場(の和)

をもって誘起磁場とする。②ポルフィリン環にいくつかの円電流をあてはめ、ピオーサパールの法

則に従ってそれらの円電流が作り出す磁場(の和)をもって誘起磁場とする。 しかし、これらの

モデルはポルフィリン環にかなり接近した領域では必ずしも満足のゆくものではない。一方、

McW，鈎:nyによって量子化学的に導かれた理論 CHaigh叩 dMallionによって拡張された)は、ベン

ゼンや多くの芳香族炭化水素のプロトンの化学シフトを正確に再現する事に成功している。 我々

は、ポルフィリン環に非常に近い領域も含めた広い領域にわたって誘起磁場を記述する事が可能な

計算モデルをめざして、 McWeenyC及びHaighand Mallion)の理論をポルフィリンに適用する事を

試みたので報告する。

【McWeeny理論の概略】基本的には、ヒュッケルの分子軌道法に依ってL、る。基底としては通常

の原子軌道関数P.(ゆ，0)のかわりに外部磁場と同t必伊leの作る磁場のベクトルポテンシャルをふ

。 I le ， ¥ 
くむゲージファクターのかかった関数。，ーや，'exp卜-A-rlをもちいる。二次摂動の計算で

¥ nc ' J 

磁場に依るエネルギーを求め、その中でtestdipoleか覗れる項から誘起磁場を導きだす。結局、空

間の任意の点rにおける deshieldingconstant d.oとして次のような式が得られる。

品 (r)= cons刷 txド[民(r)]…・・…(1)

ここで tはloopを意味し、 J，はloopiをながれる電流、 K，(r)は1∞'piからの相対的位置だけ

ポルフィリン、 NMR、環電流効果

とはらあきら、 さとうみつお
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で決まる幾何学的因子である。

【porph:戸血への適用】 (1)式をポルフィリンに適用するにあたって、更に以下のような仮定をした。

①ポルフィリン骨格に流れる電流を、 Fig.lの (a)，(b)に示すように、大きなl∞'p(電流はJj) と

四つのピロール環にそったloop(電流はみ)に分割する。②電流ネットワークは実際の分子面に対

して上下に閤踊2dだけ離れておかれる (Fig.2)。これらの前提のもとに、三つの既知の環電流シ

フト値(ピロール内部プロトン:・10.5ppm、ピロール0プロトン :+4.4ppm、メ、ノプロトン :+5.2ppm)

を再現するようにJ!，Jz(∞ns刷 tも含めて)と dをパラメトリゼーションした。その結果、 i)トJj

/(Jj+ゐ)司{).784となり、みは Jjと同符号である。よってピロール環を流れる電流は一方向であ

る事を示しており極めて興味深い。 ii)d=0.70オングストロームとなった。 Boveyがベンゼンの環電

流効果を見積もった際に用いた 0.64オングストロームに非常に近い値であり極めて興味深い。

Fig.3に、ポルフィリン環の中心とメソ炭素を通りポルフィリン面に垂直な面内での等脱遮蔽線を

図示した。現在、幾つかのTPPタイプのポルフィリンについて当モデルの検証を行っている。遮

蔽領域と脱遮蔽領域の両方にわたって必値が良く再現されている。
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P7 '2iAl NMRによる水一 DMF混合溶媒中での

Al(m)イオンの溶媒和

(北見工大) 0三浦宏一、松田弘喜、佐々木健一、

馬場雄久、福井洋之

27 A1 NMR Stucly on Al(III) lon Solvation 

in a Water-DMF Mixecl-So1vent System 

K. Miura， H. Matsuda.. 1-":. Sasaki. T. Baba and H. Fukui 

(Kitami Institute of Technology) 

27 Al NMR spectra were llsed to investigate the solvation of AP+ in water-N，N-dimethyl-

formamide (DMF) solvent mixtllres. The 27 Al spectrum is in the slow司 exchangelimit at 

room tempera.ture， which permits llS to observe severa.l pea.ks corresponding to different sol-

va.ted [Al(H20)6_."(DMF)，"P+ (:1' = 0 -6) ions. The successive equilibrium constants for Al 

ion solva.tion in water and DMF mixtures ha.ve been evalllated by analyzing the 27 Al peak 

areas of spectra. mea.sured for various lllolar ratios of two solvents. The overall equilibrium 

consta.nt ](1/6 indicates preferentia.1 solva.tion of AP+ by wa.ter over DMF. 

【緒論】

金属イオンを含む電解質溶液中でのイオンの溶媒和に関して、 NMR分光法を適用

した研究は古くから非常に多く行われている。 1960年代後半からの 20数年間は主と

して官、 170、13CNMRを用いて、電解質溶液中での溶媒分子の測定が多く行われ、

その化学シフトや緩和時間の測定などから、金属イオンに対する溶媒和分子数の決

定、配位した溶媒分子の運動、混合溶媒中における競合的溶媒和に関する知見などが

数多く報告された。また、最近 10数年間は、高磁場での測定を含めた装置の発達に

より、溶媒和しているイオンを直接観測する多核 NMR測定が多く行われ、溶媒和殻

構造や、金属イオンとアニオンのイオンペアに溶媒が配位した錯体種などについて詳

細な情報が得られるようになっている。

多核測定の中でも、 27Al NMRはAl核の NMR感度が高いことや、 AP+が比較的小

さなイオン半径と高電荷を有することにより溶液中で配位子と強L、結合をつくること

を利用して多種の研究が行われている。1)この Alイオンと配位子聞の強い結合によ

る配位子交換速度の遅さが、溶液中に存在する複数の AP+錯体種を反映する化学シフ

キーワード Alイオン、溶媒和、水、 DMF

0みうらこういち、まつだひろき、ささきけんいち、ばばたけひさ、

ふくいひろゆき
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トの異なるピークとして観測される場合がある。我々は、この現象を混合溶媒中での

Al(ill)イオンの競合的溶媒和現象の研究に適用した。溶媒としては水と N，N-ジメチル

ホルムアミド (DMF)の混合溶媒を用いた。

【実験】

試料は水と DMFの割合を変えた混合溶媒に、 Al塩として Al(Cl04)3・6H20をAlと

溶媒のモル比が 1:100になるように溶解した溶液を調整した。

2
7Al NMRスペクトルは、 JEOLFX・200e7Al 52.05 MHz)を用いて、室温 (220C)で

測定した。化学シフトは外部標準として用いた 0.1M Al(Cl04)3水溶液の Alピークを

Oppmとした。

【結果と考察】

混合溶媒のモル比を変えて測定した27Al NMRスペクトルを Fig. l(a)に示す。配

位子の交換速度が遅いため各溶媒和状態に応じた複数の Alピークが存在している。

全スペクトルを通して見ると、 7種類の Alピークが確認できる。 AP+に対する溶

媒和数は 6であることはよく知られていることから、これらの 7種類のピークは

[Al(H20)6_x(DMF).rP+ (:r = 0 -G)の Alで、低磁場側からI1固に zが Oから 6に対応

していると考えられる。

各ピークの分離があまり良くないので、測定スペクトルが再現されるように下記の

条件でシミュレーションを行った。(1)[Al(HzO)6日 (DMF)xl3+(x= 0 -6)の7種類の溶

Table 1. Successive Equilibrium Constants for Al峠 -Water-DMFSystems. 

mole ratio 
Al:H20:DMF /{l 1¥ュ I<ョ Iイ4 /{s Iイ6 /(1/6

a 

1:90:10 7.65 3.09 1.05 

1:80:20 6.80 3.1.5 1.18 

1:70:30 5.71 2.50 0.947 1.11 

1:60:40 9.80 1.98 0.572 0.988 

1:50:50 1.90 0.523 0.930 0.254 

1:40:60 1.25 0.528 0.660 0.275 

1:30:70 1.2:3 0.433 0.589 0.189 0.0290 

1:20:80 1.0:3 0.391 0.586 0.120 0.0529 

1:12:88 0.598 0.492 0.153 0.0507 

1:06:94 0.570 0.146 0.0496 

av. ]{i 7.49 2.02 0.691 0.740 0.190 0.0455 0.637 

sta.tist.ical J{ib :3.82 1..')9 0.849 0.478 0.25.5 0.106 

a ]{附=(IT ]{i)l/Ii b Calculated by using eq. 4. 
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Figure 1. 2i Al NMR spectra for AI(C104);l in wa.ter--DMF bina.ry solvent mixtures with 

va.rious mole ra.tios. (a.) Ob 円開制f刊n刊 CI 日叩pe刊r叶山唱叱tr叫.
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媒和 Alイオンはそれぞれ化学シフトの異なる lつのローレンツ型のピークを生じる。

6配位した溶媒和 Alイオンのうち、 [Al(H2 0)2 (D MF)4]3+と [Al(H20)4(DMFh]3+，こはそ

れぞれ czs・と tra.ns-、また [Al(H20h(DMFbP+には mei-とfαc・の構造異a性体が存在し

ている可能性が考えられるが、簡単化のためこれらの区別はっけない。 (2)個々の

溶媒和Aj3+のピークは、溶媒効果から、溶媒の組成により僅かにシフトする。 これ

らのことを考慮に入れてシミュレーションを行った結果を Fig.l(b)に示したが、測

定スペクトルをよく再現することができた。

シミュレーションから得られた各溶媒和 Alイオンのピークから次のように溶媒和

平衡を仮定した。

Iイi
[Al(H20)ー+1(DMF)ト 1]3++ D!VrF -;.: [Al(HZO)ぃ (DMF);]3++ H20 (1) 

(11 = 6 ， i = 1 -6) 

(1)式において配位数 η を6とし、 i=1-6の各段階について加え合わせると

ハ 1¥
[AI(H20)6]3+ + 6DMF ~ [Al(DMF)6P+ + 6H20 (n = 6 ， i = 1 -6) (2) 

1¥ = f{1.f:らIら1¥41¥51山 (3)

となる。得られた各ピーク面積から求めた逐次平衡定数 l<j(i= 1 -6)と、各 f{jの平

均値から算出したJ{1/6を Table1に示す。 /(1/6< 1であることから、水-DMF混合

溶媒系では水分子の方が DMF分子よりも優先的に Aj3+に配位することがわかる。

Covington等2)は、イオンの競合的溶媒和に関する上記の逐次溶媒和平衡モデル

を、混合溶媒中で測定したイオンの化学シフトの解析に適用している。彼らの用いた

statisticalな取扱いに基づくと、 I{;は次式で表される。

-i+1 円

K;=一一_'_-1¥山=によIイ附 (4) 

(4)式を用いて計算した1¥;を Ta.blt子 lの最下段に記す。これを面積測定から得られた

1¥;と比較すると、約lから 2倍程度の違いを生じている。
2 

さらに、シミュレーションから得られた [AI(HzO)6_x(DMF)xP+(x= 0 -6)のピーク

線幅Vl/2を比較すると、 [:r= 0]， [:r = 6] < [x = 3] < [:r = 2]， [x = 4]， [:l: = 5] < [x = 1]の傾

向が明確に現れた。また、混合溶媒の割合により各 [Al(H20)6-:r (DMF)"，P+ピークの

Vl/2も変化したが、これらについての考察も討論会で報告する。

【参考文献】

1. J. W. Akitt， Progr. NMR. S'pectro町・司 1989司 21.1. 

2. A. K. Covington‘T. H. Lilley. I¥. E. Newman and G. A. Porthouse， J. Chem. 80c.， 

Fara，day百万115.ム197:3， 69， 963. 
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P8 
変型マジックエコーシーケンスによる交差分極

住友化学筑波研三浦等、 筑波大物理工学松井茂

Cross polarization with a modified magic echo sequence 

H. Miura and S. Matsui 
Tsukuba Research Laboratory， Sumitomo Chemical Co. Ltd.， Tsukuba， lbaraki 300・32

and 
lnstitute of Applied Physics， UniversiηofTsukuba， Tsukuba，lbaraki305 

l lwe repodthat a modified magic巴cho(MME) sequence can be used for lH spin locking in the 
H_13C cross polarization (CP) experiln.~nt. The amplitude of the effective spin-locklng field has been 
evaluated ind.irectly by measuring the 13C radio-frequency nutation fields correspondfng to the 
Hartmann-Hahn condition and found to be made as weak as 0.01 G under certain conditions. Since 
the MME sequenc号ca.I_lachieve quenching ofthe lH_1H dipolar interacti(~n and simultaneously 
modulation of the 'H_"C dipolar interaction by the virtuaIly inserted 1800 pulses， the dynamics of 
MME CP becomes analogous to that of usuaI CP under high-speed magic angle sample spinning. 

Introduction 
The magic echo (or magic sandwich echo) sequence w出 originallydemonstra包din the 

famousN恥1Rtime reversal ex戸rimentin dipolar-coupled spin system [1]. The magic田 ho(ME)
S叫uenceωnrefocus the homogeneous free-de心aysignal which w邸 regarded槌 beingan 
irreversible d配 ay.The echo formation is based on the sign change of the dominant homonuclear 
dipolar Hamiltonian between in the rotating frame and in the tilted rotating frame. Subsequently， 
Takegoshi加 dMcDowell [2] simplified the originally ∞mpli回 ted恥ffisequenceω 田 eit for high-
resolution NMR spectrocopy of abundant spins in solids. This simplification w部 essentialfor 
practical applications [3]. 

Recently， it is further employed for NMR imaging of solids [4・12].To obtain higher 
resolution， an additional modification for improving the ME ref，∞ussing effect has b偲 nmade[4-

η: The modification w鎚 toinvert the ph出 eof thb 900
•y pulse for sandwiching (Fig. 1). The phase 

inversion results in inco中oratingthe useful properties of the Meib∞m-Gill (MG) P山 esequen白

[13] into the ME sequence， because 900

・
y+ 1800 

y = 900 
y' While the simple modifi伺 tionofphぉe

inversion h出 gr'回 tlyimprov吋 theMEref，∞ussingeffect and thus permit凶 highlyefficient line 
narrowing， it h描 givenrise to a zero-frequency artifact in solid imag回 [6].The artifact w部

considered to result from the spin locking effect of the modified magic echo (恥仏ffi)sequen白 .A
∞m戸n詞t吋 M~在Es叫uen印Wぉ devísed ωeliminate the artifact by effectively伺 n白 lling出e
l∞king field [6]. However， details of the spin locking effect still remain to be elucidated. 
1 3To obtzdn deeper insight into the M恥偲spin1∞kingm配 hanism，we have conduc低dstatic 
H_13C cross polarization (CP) experiments [14，1勾usingthe M恥包sequencef or 1∞king lH 
spins. This paper reports the results of the static恥仏1ECP experiments. It has been found that 
M恥伍 CPd田 so∞urand the effective spin-l∞king field is very weak. The amplitude of the weak 
i∞king field has been evaluated through the MME CP experiments. Furthermore， a close 
resemblan白 h出 b白 ndisclosed between the static恥仏1ECP and the usual CP under high-speed 
magic angle sample spinning (恥1AS)[16-18]. 

Experimental 
All the experiments were carried out on a Chemagnetics C恥1X3∞s戸ctrome低rwitha

standard CP，市1ASprobe， operating at 3∞MHz for protons. The pulse sequence for the lH_13C 

キイワード: 交差分極、 マジツタエコー、 スピンロッキング

みうら ひとし、 まつい しげる
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MME CP experiments is shown in Fig. 1. The radio-frequency (rf) field for 1 H w剖 fixedat 13.9 

G except the 900 
v pulses used for sandwiching. The overall CP contact time w出 fixedat 6 ms. 

The evaIuation of the effective spi_n-locking field w拙 madeindirectly ty measuring the 13C 
rf field amplitude which maximizes the 13C CP signal. The calibration of the I:>C rf field ampli旬de

was done by making use of the fact that if a 900 ph出 e-shiれedrf pulse is added immediately after 
出e13C rf pulse applied for CP， then the 13C signal is zero when the flip剖 gleof the added rf 

pulse is exactly 900， 2700， 4500， and so on. An adamantane powder wωused as the test sample 
because of its reduced dipolar interactions∞mpared to rigid solids， which w錨 convenientfor our 
ex戸rime臨 wi白alimited rf field amplitude. The回 mplelength w描 about1/3 of the rf coillength 
to reduce the rf field inhomogeneity. 

Results and discussion 
A previous study [6] showed that the MME spin-l∞king field is provided by the smaIl flip-

angle deviation of the sandwiching 900 
y pulses， o (Fig.l). Therefore， to change the effective 

locking field， H1eff> the nominaI amplitude 13.9 G of the 900 
y puls回 W部 firstvaried from 75 to 

125 % with the time intervaI for pulse spacing，τ， fixed. In searching for 13C rf amplitudes which 
m杭 irnizethe 13C CP signal coηesponding to the Hartmann-Hahn (H-H) condition [14-15]， we 

have found that for each flip-angle deviation， O， there exist two distinct 13C rf amplitudes which 
can be regarded出回tis匂ingthe H-H condition. Furthermore， the町 signalsobserved at the two 
rf amplitudes were n回 rlythe sam<:_ in amplitude but mutuaIly opposite in ph酪 e.

Figure 2b and c show the 13C spectra of adamantane obtained by the恥仏伍 CP.A
spec町umrecorded with the usual CP by the simple spin locking is aIso shown in Fig. 2a for 
comparison. Note that the phase of spectrum c is opposite compared to spec回 aand b. The signaI 
amplitud目釘eapproximately the same， indicating that the CP efficiencies over the 6 ms∞ntact 

time are identicaI. In the experiments of b and c， the flip-angle deviation O w出 109もwiththe time 

intervaI，τ，set at 15μs and the 13C rf amplitudes co町espondingto the H・H∞nditionwere 5.9 
and 4.0 G， respectively. 

Another variable p紅白neterfor changing the spin-locking field w部 thetime intervaI for 

pulse spacing， 1:. By setting the time intervaIτat 15，25，40μs， we have further measured the 13C 

rf amplitudes∞rresponding to the H-H condition出 afunction of the flip-angle deviation， O. The 
results are plotted in Fig. 3. It is seen that the 13C rf amplitud邸 dependaImost linearly on the 
flip-angle deviation. Also noted is that there is an offset for each plot and the offset depends on the 
time intervaI，τ. For all the m回 surementsin Fig. 3， the overall CP efficiencies were essentially the 

sぉne;however， the CP efficiency dropped sharply when the time intervaI τwas set longer than 50 

凶， which is the lH町ansverserelaxation time of the adamantane sample. 
These experimen凶 resultscan be explained by drawing an anaIogy between MME CP and 

usuaI CP under high-speed MAS [16・18].The CP dynami岱 underhigh-speed MAS h部民cently
attracted renewed attention and has been anaIyzed theoretically in detail [17，18]. The theori回 show

that under high-speed MAS， the usual H-H condition for the CP nutation frequencies，ωlS -ω11 
(S = 13C， 1 = lH) is modified and separated into the sφcalled zero-and double-quantum condiiions 
[17-19]: 

ωlS =ωlI+nωr 

・ωlS-ωu+nω'. (1) 

wheren= O，:!: 1，:!: 2and ω" is the恥1ASmodulation frequency. 
The modification repr田entedby eq. (1) is due to the quenching of the 1-1 dipolar interaction 

and the modulation of the I-S dipolar interaction; both effects result from high-speed MAS. The 
same effects of the quenching and the modulation are attained in the l¥品1Esequen∞:The 1-1 
homonuclear dipolar inもeractionis averaged out by the suitably rep回 tedtime-reversal sequen∞and 

simultaneously the I-S dipolar interaction is modulated by the virtuaIly inserted 1800 pulses. The 
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m吋 ulationfrequency，叫， c叩 begiven by the inverse of the cycle time，た=12τ(Fig.1). 

Therefore， as far倍。くく 1，the H-H conditions in the static M恥1ECP experiments are expec民dto
begiven by 

ωIS =ωlI+nω 

-ωIS -ωu+nω1 ・(勾
The zero-qu叩 tumCPco汀espondsto the usual flip-flop proc回 sand the double-quanωm 

CP to the flip-flip pr'∞田s.The latter CP produc田 anegative S polarization relative to that induced 
by the former CP and is unobservable in the usual CP experiments under high岬 sp偲 dMASb民 ause

ω11+ωIS>>叫 (eq.(1)) [17・19].An only exceptional experiment has been reported by Meier， 
who observed the double-quantum CP under high-speed MAS [20]. By con佐田t，in the M恥1ECP
experiments， the rf nutation frequencies伺 nbe made small to m配 tthe double-quantum ∞ndition， 

ω11+ωIS =叫.Thus， the two typ回 ofCP can readily be observed in the static恥仏担ECP
expenments. 

The two distinct H-H conditions found for a given spin-Iocking field can therefore be 

regarded出 beingthe zero-and double-quantum H-H conditions，部 signi白edby the 1800 ph出 e
difference between the 13C spectra (Fig. 2). The 13C spectrum.with the same ph出eas that 
obtained by the usual CP (Fig. 2b)∞汀espondsto出ezero-quan旬mCP and the uC spectrum with 

the opposite phase to the double-quantum CP (Fig. 2c). Further， the modulation frequency，ωv 

coπesponds to the offset frequencies in the three plots shown in Fig.3. Namely， forτ= 15，25，40 

μs， the observed offset frequencies are about 5.3，3.4， 2.2 k:Hz， in good agreement with the 

values， 5.6，3.3， 2.1 kHz， obtained from the inverse of the cycle times，た=180，300， 480μs. 
The amplitude of the small spin-Iocking field can be evaluated from the slopes of the 

plots in Fig. 3. The effective locking fields， H1err. obtained by least匂 squaresfitting to the plots are 

given by the slopes， yHH1efIYcO = 6.7，3.9，2.7 G forτ= 15，25，40μs. Since the effective 

locking嗣 fieldamがitudedepends on the time i時叫τofthe陥 1Esequen切出 well出 the

deviationδof the 900 y pulses for sandwiching， it can be apporo刻 mated出

H1eff
回 H1 O t)2.， ( 3 ) 

where YH and Yc are the lH and 13C gyromagnetic ratios. H1 = 13.9 G and tw = 4.23μs， being the 

amplitude and the width of the sandwiching 900 pulse. Equation (3) coincides with the expression 
for the averaged field amplitude deduced from the pulsed spin-locking experiment [21] if the time 

interval4τfor the on-resonance rf irradiation is∞unted部 ahalf time interval 2. without the on-
reson組問 rfirradiation. It tums out that the effective 1∞king field回 nbe made as weak出 0.01G 

(τ=40μs and O回 0，Fig. 3) in MME CP. 
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Abstract 

Z方向のCr，ωsPolarization 

(京大理)0竹腰清乃理、寺尾武彦

Coss-Polarization along the Z axis 
k. Takegoshi and Takehikoτ'erao 

Department of Chemistry， Faculty of Science， Kyoto University， 

Kyoto 60&-01， Japan 

The conventional cr，α;s..polarization in solids occurs between transverse magnetizations 

of heteronuclear spins by the spin-l∞king rf fields along the X or Y axis. The crω8・

pola血ationalong the Z似 iscan be achieved by WIM・24[1]and the rotor-synchronized 

12-rotor s句 uenceunder magic angle叩inningprop佃吋 byGeen et al.[2] In both methods， 
組 isotropiccoupling Hamiltonian for the heteronuclear interaction is realized by multiple 

pulse and the homonuclear dipol町 couplingis vanished. This feature is pre-req凶sitefor 

the heteronuclear correlation experiment， however， is not useful for other experiments. In 
this work， we have proposed a new cr'佃s-polarizationscheme， which m池田 itp佃 sibleto 

cr，曲tethe "enhanced" Z magnetization of a rare spin. 

Theory 

We consider a static heteronuclear two spin system (I -S) under a rf irradiation. The 

1 spin is abundant， and the S spin is dilute. The two spins interact with each other by a 

heteronuclear dipole interaction 冗d= dlzSz， where d is a dipole coupling consもant.For 

simplicity， we shall negl配 tthe chemical shift anisotropy interaction and the frequenci田

of the applied rf fields町 e"on-r，伺onance"to the r四 P配 tiveLarmor frequency of the 1 and 

S spins. The relevant Hamiltonian in a frame rotating at its r田P配 tiveLarmor frequency 

(the double rotating frame) may be given錨

冗 =1lrf十冗d ， 

where凡freprl田entsthe double rf irradiation along the X axis邸

冗rf=ωlIIx+ωlSSX 

(1) 

(2) 

where WlI and WlS are rι自eldstrengths. The evolution of the spin system during the 

double rf irradiation is dictated by the propagator U(t) written回

U(t) = UO(t)U1(t) (3) 

with 

A key word: Cr佃 spolarization 

たけごし きよのり、てらおたけひこ
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Uo(t) T叫 {-ild仇 f}=州一仇ft}， (4) 

仏(t) ニ Texp{-il dtw')} ， (5) 

組 d

冗d(t)= l1uil(t)冗dUO(t) (6) 

This equation repr，部entsthat the heteronuclear dipolar interaction is modulated by the 

rf irradiations，叩db配 om田 timedependent as follows: 

冗d(t)= d{lzoω(ωlIt) + ly sin(，ωlIt)}{SZCOS(ω1St) + Sy sin(ω1St)}. (7) 

The Eq. (5) can be低 pr団関dby using the Magnus expansion酪

111(r) = exp{ -i(1iaO) +冗iI)+…)r}， (8) 

ザ =;fdmd(t)， (9) 

吋=三j;dt1j;1dtzぬ t州凶 (10) 

The zer仁川horder average Hamiltonian (Eq. (9)) for a pulse duration period tw may be 

written槌

冗(0)
d 

d I(sin('Etw) . sin(~tw) 
=一一({一一一一+一一一一}lzSz

2tw" 'E 

{!-oos('E tw) 1 -∞s(~tw) 一 }]zSy
2 

1-0佃('Etw) 1ー∞IS(ムtw)
}lySz z 

s泊('Etw) sin(s tw) 
一{一一言一一一一五一}lySy] . (11) 

where'E =ωSI十ω'11and s =ω1lー ωlS・ Forthe conventional cross-polarhmtion (CP) 
experiment at the exact Hartman-Hahn condition s = 0， we rnay choωe a cycle time tw 

to satisfy 'E tw = 2mr (Uo(tc) =仇(t= 0) = 1)， where nお組 integer.Then， theπy) 
becom回

可}=:(IzSZ十ly (12) 

Note that this c∞omml剛m凹u脚1

q中u幽組i引 a“伽ona叫aly円sp内i泊n-sta句 w柿叫hi凶d 民t山hee匂i泡ge叩n-喝引s杭t凶a蹴t旬eofth加1児etωO凶 Ham凶凶il恥tωO∞n凶nia飢n冗rf十 冗f).
A dipolar interaction to realize the CP along the Z axis should have a flip-flop term 

(/xSx + lySy). The IxSx can be realized when we shift the phase of the rf field of 

both spins from X to Y at t = tw. The total zero-th order average Hamiltonian for 

t = 0 f'V 2tw becomes 

可)=;(2IzSz+IxSX十同) (13) 
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This Hamiltonian commut田 withlz + Sz， therefore， brings an quasi-equilibrium longi-

tudinal magnetizations among the 1 -S spin syetm. Note here that when one of the 

phas部 ofthe rf field of the 1 or S spin is inverted， namely Y to -Y， the resul ting di polar 

Hamiltonian is not the flip-flop term， nut the flop-flop(flip-ftip) term. In this case， the 
transferred Z magnetization of the S spin appe鉱"Salong the -Z axis. 

Experimental 

NMR measurements were carried out using a CMX300 FT NMR spectrometer， op-
erating at 300.45MHz for lH，組d75.56MHz for 13C. Pulse sequence for the CP along Z 

(the CPZ問 uence)can generally be written錨{(0)"'1 -(0)の一(0)の一(0)仇一" '}n' where 

(0)φi denot回 thatthe 0 degree pulse is applied to both spins with a phase仇.Several 

S伺uenc剖 canbe envisaged， for example: 。1 仇仇仇仇
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R怠sults

Fig. 1 shows the tw dependence of the intensity of the methylene carbon of adaman-

tane， obtsined by using the CPZ sequencφA. As have discussed in the above， the CP 

efficiency is better atωltW = nπ. Fig. 2 compar部 the13C spectra of adamantane 01>-

tained by using (a) the CPZ sequence-A with 0 =πand by using (b) the conventional 

spin-lock sequence. In both methods， the contact time w錨 8ms.Fig. 3 shows the 13C 

spectra of a single crystalline of f-alanine obtained by (a) the CPZ sequence-B with o =π 

組 dby using (b) the conventional spin-lock sequen回.

Figure 1: 
The tw dependence 
of the intensity of 
the methylene caト

bon ofad釦nantane，
obtsined by using 
the CPZ佼刈uencト
A. 

。。。。
e=4π 
0 

0 
000 

。冒3π。。
。。。。

。。

e園 2π

。。
。
。。。

。

e-π 。
。

。

300ト

200ト

。100ト司

リ

V
A
m
E

コ
』
L
悶

L
H相
判

a
L伺
¥
K戸

川

V
4
m
由

C
由

#
C
H

よ
30 

-37・

一O
S

J
2
μ
 

J
/
 

tw 

ム
10 



(a) CPZ 

110 40 30 20 10 

Chemical shittノppm

Fi酔re2: The 13C spectra of ad加 E岨 taneob-
tained by using (a) the CPZ鎚qu佃a-Awith 

θ=πand by回 ng(b) the∞nventional spin-
lock鈴 quence.In boぬ methods，the ∞ntact 
time W8S 8ms. 

Discussion 

(a) CPZ 

1110 80 。
Chemical shitt/ppm 

FigiJre 3: The 13C s戸ctraof a s泊glecrys-
talline of ιal阻 ineobtained by (a) the CPZ 
S伺uence-Bwith 0 =π加 dby using (b) the 
conven七ionalspIIトlocksequence. The contact 
time was 560，μs 

Jn the c蹴 ofadamantane (Fig. 2)， the enhancement factor (M/Mo) achieved by the 
conventional CP田 quencew，錨 about1.8， and do缶 notreach to the theoretical value of 

4. On the other hand，出eenhancement realized by the CPZ sequenc&A (M/Mo = 3.1) 

is close to the th旬開ticalone.For f-alanine (Fig.3)， the observed enhancement is CP ;?: 

CPZ (s叫uencφB)三CP(s叫uenc&A).This shows that a quick averaging of the 1 H_1 H 

homonuclear dipolar interactions during the irradiation phas四 of土Xand土Yis nec借 sary

for the CPZ to work. 

In the above， we have rl佃 trictedourselvl田 tothe matched Hartman-Hahn condition. 

The Eq.(ll) shows that even at an unmatched condition I司， one can induce CP. Such 

experiments are in pr噌:ress.
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Pl0 13C_l3C同種核開の選択的な磁化移動の測定法

京大理 O野村薫、竹腰清乃理、寺尾武彦

Selective Homonuclear Coherence 'I)-ansti町 underMagic Angle Spinning 

kaoru Nomur~， K.1'akegoshi， and 1'.1'erao 

Department of Chemistry， Faculty of Science， Kyoto Univerちity，

Kyoto 60ふ01，Japan 

A単位笠主:A recent selectiv，目配ouplingmethod R21'R [1] (旦otationalResonance 

in the ])lted .Bρtating frame ) for the homonuclear dipolar interaction under magic 

angle spinning (MAS) is applicd to acheve sclectivc homonuclcar coherence transfer. 

1'he flip-flop and the flop-flop exchanges are demonstrated to occure between selected 

two carbol1s in triply 13C enrich吋レal叩泊e.

Introduction 

80 far， m創1ysolid-state NMR methods for structural analysis in a powder sample 

have been proposed. Most of them are d部 ignedto obtain internuclear distance."i by 

measuring nuclear magnetic dipolar couplings. However， it is also desired to obtain pa-

rameters on orientations such幽 adihedral angle. For this pnrp儲 e，observation of 2D 

spectra in which two anisotropic inteI・actionsare correlated may be a powerful means. 

In a multiplかspinsystem， however， two-dimensionally broadened peaks overlap with 

each other. In oder to avoid such overlapping， a selective coherence transfer method 

is pre-requisite. Recently we developed a seletive recoupling method under MAS ( 

R2TR ).In this work， we applied th民R2TRmethod to selective coherellce transfer 

experiments in a homonuclear multiple-spin system. 

MAS / dipolar interaction / solid state NMR 

のむらかおる、たけごしきよのり、てらおたけひこ
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Theory 

¥Ve consider a dipolar-coupled homonuclear tWIか spinsystem under a rf irradiation 

and MAS. Neglecting the chernical shift anistoropics for sirnplicity， we have the total 

Hamiltonian in a doubly tilted rotating frame 儲

冗(t)=冗eJf+冗D(t). 、‘E
，，

句

E
i

，，a
‘、

ln this frame， the Zeeman interaction is expr部 sedas 

行eJJ= we1lz +ω'eSSZ， (2) 

where WeX is the strength of the effective field for the X spin， and Z illdicat田 thc

direction of the e百ectivefield. By transforming the Ramiltonian to the interaction 

frame with r田 pectto冗eJf， we can express the dipolar interaction凶

行h(t)= Ue!!t行D(t)Ue!!， (3) 

where Ue!!(t) = exp( -iwedzt) exp(-u，ωSzt). The spacia1 part of討ち(t)is modulated 

by MAS with the spinning frequencyωR， while the spin part is modulated by the 

d配 tivefield with the仕equenciesof 'EeJ f =ぬ1+ω'eS，D..eJf = WeI一ωeS，ωe[， and 

WeS. When one of the following R2TR conditions is satisfied， two time dependcncics 

of討ち(t)町 epartially cancelled with each other， recovcring a certain part of 冗る(1);

'EeJf，ムeff，ωeI，arω白 =71弘}R， m =土1，土2. (4) 

For example， when the condition D.eff = mwR is satisficd， the flip-ftop tcrms are recov-

eI吋. Then thc homonuclear zero-quantum transition provides an energy-conserving 

mechanism， and < l¥f1Z + Msz > wou1d be conservcd. On the other hand， when 

the condition 'EeJf = mwR is satisfied， the flop-flop tcrms arc r配 overcd. Then the 

homonuclear double-quantum transition provid印 刷 energy-conservingmechanism， 

andく凡'hz-Msz > would be conserved. 

When none of the R2TR conditions are satisfied， the dipolar iuteraction is averag吋

to be 0 and the propagator may be given錨

U(t) = exp( -iwedzt) exp( -iwesSzt). (5) 
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The 1 and S magnetizations oscillate with the resonance frequencit's in their e百ective

fields. On the other hand， if one of the R2TR conditions is satisfied， the dipolar 

interaction is recoupled and the propagator may be written as 

u(t) = exp( -iwedzt) exp( -iwesSzt) exp(-'I完了t)， (6) 

where完了 is the average Hamiltonian of thc dipolar interaction. In this c値引 the 1 

and S magnetizations oscillate not only with thcir efIectiv&field frequencies but also 

with the frequency of the recovering dipolar interaction冗j.

E:xperimental 

The NMR experiments were ca町 iedout on a Chemanetics CMX-300 sp配 trometer

operating at a r田 onancefrequency of 75.6kHz for 13C， us出gahomβbuiltMAS probe. 

Triply 13C enrichedレalaninewas used as a sample. The experiments have been done 

by using the pulse sequenc怠 shownin Fig.l. We can observe the longitudinal m唱net-

zations by settingゆ=900 or the transverse magnetizations by setting 4J = 00
• 

U
H
 

de∞uple 

Fig.l Pul骨 sequencefor the selective 

coherence transfer. T is set longer th加

the transverse relaxation time of the S 
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Fig.2 shows observed mixing time dependence of the normalized magnetizartions of 

the ca.rboxyl (a.)， the methin (b)， and the methyl (c) carbons. The left data indicate 

the selective coherence transfer from the carboxyl carbon to the methyl carbon wruch 

is caused under the conditionムeff= 2WR・Inthis case， we observed the longitudinal 

magnetizations. As expected， coherence transfer occurs between th田 emagnetizations， 

and the flip-ftop exchange is observed. In the right data， the dipolar interaction between 

the metrun and the methyl carbons is r田 oupledunder the condition L.eff =ωR ; here 
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¥¥'e observed the transverse magnetizations. vVe can see that coherence transfer t心<es

place between these magnetizations by the flop-flop exchange process. Under either 

condition， the carbons irrelevant to the R2TR condition show no exchange behavior 

but only the precession around the effective field. Thus， we could con五rmthat the 

selective coherence transfer can be achieved by using the R2TR method. 

condition Lleff = 2ωR condition L:eff =ωR 
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Fig.2 M以ing州国edipendence of the normalized m昭netizationsof the 

C釘 b似 y1(a)， the methin (b)， and the methy1 (c)carbons under the 

condition D.eff = 'l;.，;R (1品)and the condition L，ef f =ω'R (right). 

R怠ference

1. K.Takeg缶 hi，K.Nomura， and T.Terao， Chem. Phys. Lett. 232，424 (1995). 
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P11 国体NMRによる13C由 15N核問距離の精密測定法と

1 H -13C双極子相互作用の新しい測定法の開発(II)

0石井佳誉(京大理)、 寺尾武彦(京大理)、林宗一(京大化研)、

内田健一(帝京大理工)、甲斐荘正恒(都立大理)

Measurements of dipolar spectra for 13C.15N using the 

MLEV8/8R sequence and for 13C.IH using the combined use of 

the WIM・12/FSLG・2sequence and MAS(II) 

OYoshitaka Ishii and Takehiko Terao (Dep訂 tmentof Chemistry， Faculty of 

Science， Kyoto University)， So凶chiHayashi (Institute of Chemical Research， 

Kyoto University)， Kenichi Uchida (Department of Chemistry， Faculty of 

Scien切 andTechnology ， Teikyo University)， Masatsune Kainosho(Department 

of Chemistry， Faculty of Science， Tokyo Metropolitan University) 

Novel applications of our recent two solid-s阻teNMR techniql邸紅e

reported. Using the MLEV8/8R s問uence，the first determination of a JCN 

∞upling constant including the absolute sign by solid s泊teN加1R is 

a∞omplished in the peptide bond of glycylglycine， together with determination 

of the 13C_15N dipolar∞upling∞nst佃t.A 2D correlation spectrum was 

ob詑 rved under MAS(magic angle spinning) using the WIM-121FSLG-2 

判 uencefor the determination of dihedral angle in the H-C-C-O of 

DL蜘 alanine.

[Applications of the恥1LEV8氾Rsequence] 

R民 ently，we propo田da new method恥1LEV8/sRto determine a∞urate 

internuclear 13C_15N distances by ob舘 rvingPake doublet patterns due to the 

13C_15N di polar∞uplings[l]. In this method，∞mposite inversion pulse cycles 

highly ∞mpen泊 tingfor finite pul詑 -widtheffects， off-re釦 nan，句 effects，加d

flip-angle eηors are applied to both spins in a static sample. 

キ}ワード:国体13C-NMR、精密距離決定、異種核問双極子相互作用、二面角

。いしいょしたか、てらおたけひこ 、はやししよういち、うちだけんいち、

かいのしようまさつね
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N 日I-----，ml ~ 

E
阿 decoupling 

F止_l_illj_mllJr

* sampling -1 .0 ・0.5 0.0 0.5 1.0 

Fig.l Pulse sequence for the 
MLEV8/8R with composite p凶ses.

ω/'ht (kHz) 

Fig.2 13C MLEV8/8R spec仕aof 1・

13 C Glycyl-15N glycine. 

In the present study， using the MLEV8/8R田quen旬{13C:τR司 2τ-R-2τ-R-2τ

R-2τ-R2τ-R-2τ-R-2τ-Rτ/15N:τ-R-2τ-R-2τ-R-2τ咽 R-2τ-R2τ-R-2τ-R-2τ-Rτi

(Fig.1 )， we observed a very clear Pake pattern for a 1-13C Glycyl 15N 

Glycine. Analyzing this sp配 trum，we determined the dipolar and J∞upling 

∞ns匂ntsbetw悶 1 13C_15N including the latter absolute sign. To our 

knowledge， it is the first JCN value obtained by solid state NMR. In addition， 

we show that 0町 technique

伺 nbe applied to determine 

long internuclear dist姐句s.

discuss 
舘 quen叩

Decoupling WIM12/FSLG2 

一一t2一一布炉

coupling cons阻nts.

CSA(COO) 13 C_
1
H dipole 

Fig.3 Pulse sequence for determination of dihedral angles. The 6Jt pulse 
sequence by Tycko et.al. and our WIM-12/FSLG-2 sequence are rotor-
synchronously applied to obtain the CSA in the calbonyl carbon and the 
CH dipolar coupling constant in the methylene切 rbon，respectively . 
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[Determination of dihedral angles using the WIM-12/FSLG-2 sequence] 

恥1anysolid state N乱1Rtechniques for structural studies have been developed to 

determine internuclear distances. However， few techniques have been reported 

determination of dihedral angles[2-4]. In our method， we ob記 rvea 2D 

∞rrelation NMR叩ectrumin which a伺 rbon magnetization is develo戸dunder 

an anisotropic interaction and transferred to an adjacent白 rbonafter tl， and the 

AD signal of the transferred magnetization developed under another anisotropic 

interaction is observedωa function of t2・B民 ause紅凶noacids and peptides 

舘emto be interesting for application of our technique， we treated a H晴 C-C=O

system姐 da 2D correlation s戸以rumdue to the 13C=O CSA and the 13C-IH 

dipol紅∞upling.Determining their relative orientation， we伺 nobtain the 

dihedral angle made by the C-H and the C=O bonds. Here we show a 2D 

NMR spectrum 

of 1， 2 13C DL-alanine. We 

will 

for 

∞rrelation 
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Fig.4 2D CSA(COO)伽 CH
dipole(CH) correlation spectrum of 
1， 2-13C DL-alanine obtained by 
the sequence in Fig.2. 
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Fig.5 Assumed CSA principle 
axis direction in a calboxyl c訂'bon.
The dihedral angleψis defined to 
be the angle between the C-C岬 H
plane and the O-C-O plane. 



-2 .1 0 1 2 

ひ、 CHdipoleαHz) 

Thep叫田 記quenceis shown in Fig.3. 

In the t1 period， the 伽 pul田 S伺U如何

by Tycko et al.[5] is applied to re∞V町

the 13C CSA interactions of the 

αr bonyl car bon under 恥1AS，and 

WIM・121FSLG-2sequence is used to 

observe the Pake doublet pattern due to 

the 13C_IH dipolar interaction in the t2 

period. The ob記 rved s戸ctrum is 

shown in Fig.4. Assuming the CSA 

principle axis directionsぉ shownin 

Fig.5， we simulated the dihedral angle 

dependen叩 of the spectra(Fig.6). 

o回 rly，the ob毘 rved s戸ctrum is 

similar with the s戸ctrumin Fig.6b， 

-2 -1 0 1 2 

CHdipoleαHz) 

2 

C CHdipole肘iz)

Fig.6 Simulated 2D CSA(COO) -
CH dipole(CH) correlation spectra. 
The assumed dihedral anglesψare 
(a)120.40， (b)135.40 and (c)l50.40， 
respecti vel y. 

which is calculated for the dihedral angle given by the X-ray crys凶 analysis.

[References] 

[1] Y. Ishii and T. Terao， J. Magn. Reson. A 115 (1995) 116. 

[2] Y. Tomita， J. O'Connor， and A. McDermott， J. Am. Chem. S∞116 (1994) 8766. 

[3]Y.Ishii叩 dT. Terao， Pr，∞田dingof the 33rd NMR symposium(Kobe 1994) 

[4]T. Shimomura， T. Fujiwara， H. Ala.山u，Proc民 dingof the 33rd N恥恨 symposium(Kobe

1994) 

[5] R. Tycko， G. Dabbagh， and P. A. Mirau， J. Magn. Reson. 85 (1989) 265. 
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P12 ニ面角情報を得るためのMAS条件下異方的相互作

用相関多次元国体NMR実験

横浜国立大学・工学部

0下村泰次、藤原敏道、阿久津秀雄

Multidimensional Solid-State NMR Experiment for Obtaining Information on Dihedral Angles 

by Correlating Anisotropic Interactions under MAS Conditions 

Taiji Shimomura， Toshinuchi Fujiwara and Hideo Akutsu 

Department 01 Bioengineering. Yokohama National University 

Multidimensional NMR spectroscopy has been developed to correlate anisotropic 

interactions of different spins in rotating solids. An experimental spectrum of 13C labeled 

alanine correlating C守王adipolar interaction with carbonyl 13C shielding anisotropy was 

obtained. It was compared with the spectra simulated as a function of dihedral angle "'1'. The 

dihedral angle could be determined with accuracy of about 100 referring to the cηstal 

structure. Numerical simulation showed that spectra obtained by this method is sensitive to the 

orientation of the C守王Uvectorrelative to the principal axis system of the carbonyl shielding 

anisotropy. 

分子の立体構造を決めるためには、角間距離と二面角を求める必要がある。最近、国体

高分解能NMRで粉末試料について核問距離を決められるようになってきたが、高分解能化

の図れるマジック角高速回転下で共鳴周波数に依存せず非選択的に二面角情報を得る方法

はない。昨年の本討論会で我々は、 MAS条件で二面角情報を得る固体多次元NMR法を提案

した。その原理は、等方シフトの違いを使って各スピンを分け、異なる核についてのCH相

互作用や化学シフト巽方性を相関させてその2つの相互作用テンソルの相対的な配向から二

面角情報を得ょうとするものである。

昨年は、主に数値シミュレーションでその方法の予備的な検討を行なった。今年は、そ

の方法をさらに改良し、 13cで完全ラベルしたアラニンに適用した。また、より正確な数値

シミュレーションも行い、どのような精度で角度情報が得られるかを実験結果とも比べて

検討したので報告する。

多次元国体NMR、マジック角試料回転、二面角、安定同位体標識

0しもむらたいじ、ふじわらとしみち、あくつひでお
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1・I.MAS条件で化学シフト異方性とCH双極子相互作用を相関させる3次元パルス系列

図1にアラニンに適用したパルス列を示す。(準備期]交差分極と13Cへの90。パルスで非

選択的に13Cのz磁化を作り、 CaとCfJ.へのダブルDANTEでカルポニルI3C以外の磁化を消

す。 t
1
期の直前にはカルポニル13C検磁化が用意されている。[t1期]コンスタント・タイ

ムのt1期では化学シフトの異方性のみで展開される。このために3つの πパルスをt1ととも

に矢印の方向に移動させる。この部分は去年のに比べオフセット依存性がなくなるように

改良した。 [混合期11.2msの双極子HOHAHA(USEMEハ・M列)で炭素間双極子相互作用で

Caに磁化を移動する。 (t2期]コンスタント・タイムのt2期では、 CH双極子相互作用で展

開する。昨年発表したように、 t2の増加とともにCWデカップリングをCH双極子相互作用

の残るBLEW+f.・パルス列と置き換えていく。(t3期1CH双極子デカップリングのもとで等

山川伊

方シフトで展開しFIDを取り込む。

t，メ4-・TOO..戸咽ー-

f~~In r手円相日 Mix附山日
けら:く 2τ; ベド 'tm 円売 2τR

: -t2--* 

linQ: !I CW decoupling庇示

口[epj) 

H
 

13
C 

CW CW decou 

図1異方的な相互作用を相関させるパルス系列

'mを約1.2ms.試料回転速度を4.960kHz( ， R =201.6μs)にした。

太いパルスは πパルス、狭いパルスは πβパルスを表す。

実験は ChemagneticsのCMX4∞(Bo=9.4T)で

5mm径のローターを用いて行なった。 MAS回

転数は4960Hz、用いたラジオ波の最大強度は、

I3Cと1Hについてl∞妊{zであった。

図2に、円周波数軸のCa共鳴周波数での断

面をとった実験二次元スペクトルを示す。 Fl

軸にカルボニルの化学シフト異方性を、F2軸

にC守V双極子相互作用を取っている。スベ

クトルは、対称、になるので、その時間領域で

は余弦成分のみを観測した。時間領域でのポ

イント数10xlOを128x128にゼロフィルした後、

余弦二重フーリエ変換した。
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1.2.実験結果
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図2Alaの2次元異方的相互作用相関の

実験スペクトル
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2.計算機シミュレーションによる解析

図2の実験スペクトルと同様、カルボニルの化学シフト異方性とC守fa双極子棺互作用相

関のシミュレーション・スベクトルを図4に示す。シミュレーションはカルボニル

13C，13Cて'Ha
の3スピン系に約13001聞の異なる配向の分子を重ね合わせて行なった。また、

試料一回転は約l∞に時間分割しそれらについてのプロパゲータの積から、時間領域の信号

を計算した。カルボニルの化学シフトは単結晶アラニンの値を用いた(A.Naito，S.Ganapathy， 

K.Akasaka， and C.A.McDoweIl， J.Chem. Phys. 74， 3190 (1981))。

これら計算スペクトルについて2つの相互作用テンソルの相対的配向を図3に黒丸で示し

た。図3では、 CH単位ベクトルの方向をカルポニル化学シフト・テンソルの主軸座標系で

示している。点線は二面角。について回転したときのCHベクトルの軌跡を表しているo

q軸がC・c結合軸にほぼ平行なので、二面角を回転することでCHベクトルはC;-2 と ~3軸

との相対的な角度のみが主に変化する。図4のψ=ー90。から30。のシミュレーションが示す

ように、二面角の変化に対して2つの分裂したピーク周辺の形と強度が変化しているのが分

かる。 ~1:-90。とい=ー30・のスペクト jレが比較的似ているのは、両者についてのCHベクト

ルの向きが CflC;-2平面に対して対称なためである。また、図4のAとBはCHベクトルとq-，

の向きを図3のA，Bのように変化させている。この変化に対して、スペクトルは極めて敏感

に変化していることが分かる。

実験スペクトルと計算スペクトルを比較すると、実験スペクトルはψ←30。と-18.5。の

計算スペクトルにほぼ一致している。このことから併は約-24・と予測できる。一方、結晶

解析では併←18.5。であることが明らかになっている。従って、化学シフトの主値や主軸

方向が二面角に依存しないと仮定すると、この方法では約10。の精度で二面角を見積もる

ことができることが分かる。また、既にこ面角と主値が分かつている場合には、逆にこの

方法で主軸方向を同様な精度で求められることが分かる。

。nu 
n
ヲ

、t. 
t
 

ー
A 

.ω。

図3CH単位ベクトルの方向をカルボニル化学シフト・テンソルの主軸座標系で示した図。

角度は二面角 ψを表す。
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図4シミュレーションした化学シフト異方性-CH双極子相互作用相関 2次元スペクトルの
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P13 国体13CNMRを用いた[1_13C]Glycylglycine単結晶試料の

化学シフトテンソルの主値および主軸の決定

(東工大工) 0武田直登、亀田恒徳、水谷高彰、黒子弘道、安藤慎治、

安藤勲、橋爪大輔、大橋祐二

Determination of the 13C NMR chemical tensor orientation of 

[1-13C]Glycylglycine single crystal 

Naoto Takedaa，Tunenori Kamedaa，T紘拙kiMizutania，Hiromiti Kurosua，Shinji Andoへ

Isao Andoa，Daisuke Hashizumeh，Yuji Ohashih 

a)Department of Polymer Chemistry，Tokyo Institute of Technology 

b)Department of Applied Chemistry，Tokyo Institute of Technology 

百le13C chemicaI shielding tensor components加 dtensor orientations of [1・13C]Glycylglycine

in a molecule-tixed coordinate system have been determined. But we have to use白especial probe 

to rotate crystaIs paraIlel to Ho if we make such a experiment. In出iswork we explain the way to 

determine tensor orientation by using special rotors.The amide carbon of glycylglycine is forming 

hydrogen bond so it is important to examine detail imformation of elec剖calstructure. 

l序論

今まで単結晶試料を磁場の中で回転することにより、化学シフトテンソルの主iWlの方向を決定する実験

が数多くなされてきた。しかし、それらの実験は結品を儀場の中で回転させる方!I'Jtこ制約があるために特

別なプロープを使用しなければならなかった。今ドiJは自作のローター(Fig.I)を考案することにより、通常

のCP/MASプロープで同様の実験を行うための方法論を開発した。また、本実験でmいた

α・[1_13CjGly-Gly単結晶試料は、カルポニル炭素が水素結合を形成しているジペプチドであり、水素結合

構造とNMRパラメーターとの相関関係を誠べることを目的とした。

2.実験

[試料1 [lJ3CjGly-Glyの 10%ラベル試料を合成し、水とプロパノールの 1:1水溶液から!ji.紡till試料

(8x5xlmm)を得た。この結晶の空間訴はP21/Cに属し単斜品系で、ある。

[測定] テフロン製の門松型ローターに単結品試料をlね体パラフインで|占lAし、儀場の"，でIIIJ転させる

実験を切り角(9)の違ういくつかのローターについて行った。 NMRiUUi:l::は日本屯了・製GSX・500NMR分光桜

と DOTY社製270NMR分光器を用いた。パルスシーケンスはうど泣分断去を用い、アダマンタンを外部)k i:V~

とした。また、化学シフトテンソルの主依(σ11=244.9ppm，σ22=174.0ppm，σ33=X5.4ppm)はスピニングサイ

ドバンド法により決定した。これらの値を利用し、ローターのI"J似ifH¥jI)に依イfーしたスペクトルのシミュ

レーションを行い、分子軸と 13C化学シフトテンソルの主制l系とのオイラ一角を決定した。

0たけだなおと かめだっねのり みずたにたかあき くろすひろみち あんどうしんじ

あんどういきお はしずめだいすけ おおはしゅうじ

単結晶門松ローター 水素結合
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3.結果と考祭

α-(13C]阿Gαly-Gαlyl単}Ff

である。(磁J場揚の1方加J刀li仙向li旬1司jと紡t品日同1~制紬U油l とが.致している J場劫f介Tには l 本、それ以外の場合には 2~である)。 しかし、

本実験で注目しているカルポニル炭素は成扱14N伐と結合しているために、ピークは、それぞれ 3~，:に分
裂することが予想される。 Fig.2 に私till11のかI~I と{磁場の }ilílJが・放している II.~:の 13CNMRスペクトルをぷ
す。これらのピークは、 1'4瓶子結合定数がOのII.¥':にはせ;IIIJICM(D)に分裂し、それj.J、外のII.¥':は'11火のピーク

が2d、 ï~~ fl!IJ のピークが反対fl!IJ に dだけシフトすることが知l られている。シフトする )jlílJ は 1 ドリとのピークに

ついては、日~I 阪子.t1i{予定数がïE のlI ifは低磁場側、れのII.~:は，f.1儀場ll!1l である。従って、 1':実験で JIIいた

α-( 13C]G1y-GlyJjl.私!itit's試料の場合には、 l'問j倒日t桜曲磁H'
クトルをj解1拝平析することにより E小!ド1火のピ一クを1¥九対¥j}~;属雨することができる。ローター (6=500) を 11 11 1松させた II，~の

中央のピークの角度依存変化をFig.3に示す。シミュレーションにより決定したオイラ -f{Jは(00，50，00)で

あり、カルボニルの方líiJ と σ22の方IÎiJが50ずれていることがぶされた。さらに、この結以は!i~: {.化~~r:~1・ 1~:

による ~i巣と非常・によく一致した。注目しているカルボニルÞ.i~~+~が水ぷ紡合を形成している場合と形成し
ていない場合との議論は講演で行う。

人
仰関崎

.，. ;弘、t IS' I牌宅C 4・

Fig.1 Tenon r酬明 buillf<官官yslalrOlalion. 
Fig. :.! Prolon enh制ICedI3C NMR speClrum uf山港le口y剖al

llf 1'3qGly_Gly wi山 prolondccoupling (hllb axis). 
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τllc calcul制民1'3Cchcmicalshift is問F町scnlcdby solid lillc alld lhc obscrvcd I3Cchcmical 
shifls rClllovcd I3C.14N dipolar inleraclions制"Crcprc即日lcdby dollcd linc 
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P14 DSX300用液体He温度領域m偲プロープの製作と

二、三の核種の測定例

(阪穴理)0武田定、丸田悟朗、山口兆

Construction of wide-band and liquid He temperature N}.依probefor DSX300 system and 

measurement ofN恥低 spectrumof several nucleus. Deuterium N}.低 oftunneling CD3・

groups. 

Sαd.amu. Taked.a， Goro Maru踊，andKiz，αshi Yamαguchi 

Department of Chemistry， Faωl砂ofScience， 0却 kaUniversity， Toyonaka， Osakα 

A wide-band and wide-line N恥1Rprobe for the low temperature operation between 1.6 K and 

300K was constructed for BRUKER DSX300 system. A wide range ofthe resonance 

合equencycan be a司justedby changing the sample coil and low temperature capacitor. The 

resonance condition was tuned by a capacitor and matched to 50 Q by a coil. The N}.1R 

measurements were tested for several nucleus between deuterium frequency (461任fz)and 

proton合equency(3001任fz)for the wide temperature region between 4.2 and 300 K with a 

small consumption ofthe liquid He. A typicallength ofm'2-pulse was s2.0μs forD-~品低

(46阻 fz)and 1.3 -2.0μs for H-N}.1R (300MHz). The sample coils with inner diameter of3.2 

mm were used for these measurements. The deuterium N}.1R spectra oftunneling CD3・group

ofC6D2(CD3)4 and Sc(CD3C00)3 are mainly presented in this paper. 

固体物性の研究において、液体He温度領域で種々の核についてNMRスペクトルを測

定する必要がレぱレぱ生じる。ここでは、これらの測定をできるだけ安価に行うだ

めに、 BrukerOSX300用に、二重のガラスデュワーのクライ才スタットに液体Heを

溜める方式を採用レた液体He温度領域NMRプローブを製作レ、重水素核(46MHz)から

プロトン(300MHz)までの周波叡領域で、 NMRスペクトルの測定を行つだ。その中で、

今回は特に重水素核NMRによる重水素化メチル基(C03-)のトンネル回転現象について

報告する。

[液体He温度領域NMRプローブと測定例] クライ方スタットはガラスの二霊デユ

ワ一方式とレ、外側に液体旬、内側の内径45mmのデユワーに液体Heを溜める。サン

プル部分より上までいっぱいに液体Heを溜めると(700ml)、4.2Kで、あるいはこれを

排気して1.6K-4. 2Kの間で、 12時間程度設定温度を保つことができる。また、サンプ

ル部分より下に300ml程度液体Heを溜めることにより、温度領域にもよるが、やはり

重水素NMR，重水素化メチル基， Tunneling，液体ヘリウム温度多核広幅NMRプローブ，

たけださだむ、 まる疋ごろう、 やまぐちきざし
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12時間程度4.2K-150K程度の間で設定温度に保つことができる。

このクライ才スタットは、室温シムを取り外

レた直径89mmの室温ポアに挿入レて使うが、

Fig.1に示レたように室温でのH20(CuS04)のプロ

トンのNMRスペクトルの幅(FWHM)は100Hz程度で

あり、広幅NMRスペクトル用とレては十分な磁場

の均一度が得られている。使用レたコイルは内

径3.2mmのソレノイド型でπ/2パルスは2μsであ

lH-NMR room temp. 

H
2
0(CUS0

4
) 

Fig.l Test spectrum for resolution. 

る。他にも87Rbなどの測定ち行ったが、 Fig.2とFig. 31こはそれぞれ重水素化テトラ

メチルベンゼン(C602(003) 4)と重水素化酢酸ス力ンジウム(Sc(003COO) 3)の重水素核

NMRスペクトルの温度依寄住を示す。サンプルコイルはやはり内径3.2mmで試料の大

きさは、直径3mmX長さ5mmである。 π/2パJレスはほぼ2μsである。 Fig.41el:Larowicz
ら(1988)によて計算された、 C03基の重水素核NMRスペクトルのトンネル分裂(Vt)依

容性を示レている。これによると、 Fig.2の(0602(C03) 4)の38.7Kのスペクトルは、

トンネル分裂が重水素核の核四極子分裂と悶程度の太きさであることを示レ、 Fig.3

の4.2Kのスペクトルは、

(Sc(C03COO)3)のトンネ C
6
D
2
(CD

3
'4 SC(CD3COO'3 

ル分裂が、鍛MHzより太

きいことを示レている。

Fig.3でC03基がトンネ

ル回転レていることは

矢印で示レた最も外側

のピークに現れている

が、温度上昇に伴いこ

のピークが消えていく

ことは、温度上昇によ

りトンネル回転から熱

励起による回転へと

同 .，ふ輔
出

Fig.2 D-Nお低ofCD3・tunnelingFig.3 D-NM1えofCD3・

of tetramethylbenzene. tunneling of scandiumacetate. 
移っていくことを示レ

ている。

“ 
Fig.4 Simulation ofD-m低 spectrumofCD3 group due to tunneling splitting (vt) by 

Larowicz， et al (1988) . 
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P15 DSX300用簡易型単結晶回転NMRプローブの試作と

単結晶Ti02/0.3%Scの45Sc-NMR

(阪大理)佐藤和則、 0武田定、山口兆、南園忠則、福田茂一、

大坪隆、福田光)1債、松多健策、野尻洋一

45Sc-M.依 andprecise determination of quadruple coupling constants ofO.3% Sc doped in 

Ti02 single crystaI. An easy use ofwide-line probe ofDSX300 for the sin~員e crystaIs. 

KSα，toh， S. J:生生，K Yamα![JUchi， T. Minamisono， S. Fukuda， T. Ohtsubo， M Fukuda， 

KMα~tsutα， Y. Nojiri 

Depα~rtment of Chemistryαnd Physics， F;αω匂ofScience， Osaka University 

The doping effect oftrivaIent Sc ion into tetravaIent Ti site ofTi02 single crystaI was studied. 

RotationaI pattems of second order quadrupole s組合 of45ScNMR were measured at room 

temperature and quadrupole coupling constants were precisely determined for 0.3% Sc doped 

in Ti02 single crystal. The chemicaI shift anisotropy ofthe doped 45Sc was determined合om

the extemaI magnetic field dependence (at 7.05組 d9.40 T) of the rotational pattem of the 

N乱低lines.47，49Ti N恥1Rspectra were aIso measured to investigate the locaI Iattice 

deformation ofthe crystaI due to doping ofO.3% Sc. For the measurement ofrotationaI 

pattem of the M.偲 spectrum，an easy attachment was constructedおra wide-line probe of 

BRUKER DSX300. Error ofthe rotation angle was estimated to be土 l。

ルチル(Ti02)の四価のTiの代わりに三価のおを少量(0.3%)ドープレだ結晶中での

おの容を状態を調べるために、 Ti (0. 3%Sc) 02の単結晶について45Sc-NMRスペクトル

の角度依寄性を室温で測定することにより、 45Sc(I=7/2)の核四極子結合定童文を精密

に決定レ、 45Scの化学シフトの異方性ち決定レた。また、ホスト格子の局所的な歪

みなどを見積もるために、 47Ti(1=5/2)，49Ti (1=7/2)のNMRスペクトルの測定も試み

た。単結晶試料のNMRスペクトルの角度依害性を測定するだめに、 Bruker-DSX300の

固体広幅NMRプローブ用に簡易型の単結晶回転装置を自作レ、測定を行った。

[実験] 試料は、 Ti02とSC203の溶融物から育成された単結晶から5x7x20mmの結畠

を切り出レたものを用いた。 Ti02結晶は正方昆系で(P42/mnm)、すべてのTiは結晶学

的に等価であり2回対称軸の上にのっている。まだTiは6個のOが作る少し歪んだ八

面体の中山に位置している。この結晶を自作した単結昆回転装置に掻蓄剤で固定レ、

T i (0. 3%Sc) 02，単結晶回転装置， 453c-NMR，核四極子結合定叡，化学シフトの巽方性

さとうかすのり、たげださだむ、やまぐちきざし、みなみその疋だのり、ふくだしげかす、おおっlまだかし、ふくだみ

つのり、まったけんさく、のじりょういち
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この結畠のa軸にほぼ近い軸の回りに回転させることにより、 NMRスペクトルの角度

依寄怯を測定レだ。結晶の回転軸と試料の結晶軸とのなす角度はX線回折j去により

決定した。 NMRスペクトルの測定は室温でBrukerDSX300 (7. 05T. 72，9MHz)とDSX400

(9.40T， 97.2MHz)を用いて行つだ。

単結昆回転装置は市販の2枚の分度器を利用レ、また若干の機械工作を行うこと

により容易に作ることができる。またBruker広~~NMRプローブlこ容易に取り伯けおよ
び取り外しができる。 Ti02の47Ti ，49T iのNMRスペクトルの角度依母性はすでに報告

されているが、今回の測定結果と良く一致する。また吸収線幅は、四極子シフトの

分布によって決まっているが、 100-200Hz程度と極めて狭い(49Ti: e2QQ/h=14. 00 

MHz，η=0. 19)。これを利用レて今回自作した単結晶回転装置の回転角の設定誤差を

見積もったところ、::1:10 程度であっ疋。

[結果] 7.05Tで測定レ疋45Sc-NMRスペクトルの角度依害性を下の図に示す。この

図の中に挿入レたスペクトルは、図の横軸の回転角が400 のもので、くり返し時間5

秒で360回積算したものである。二種類観測されるのは、外部磁場の方向に苅レて結

昆中に核四極子相E作用の主軸の方向だけが異なる二種類のScがあることと、回転

軸が結晶のa軸とー毅レていないだめである。実線で示レた曲線は核四極子抱互作

用の二次のシフトと化学シフトの異万世を者えに入れて計算レた結果である。これ

により、 45Scの核四極子結合定叡は、 e2QQ/h=11.02MHz，η=0.983と求まった。三つ

の主軸の方向は結晶の[001]， [110]， [1-10JでTiのそれとー鼓する。 Ti (0. 3%Sc) 02 

の45Sc-NMRの吸収線幅は7.05Tで約1000Hzであり、また9.40Tにすると線幅が狭くな

ることから、この線幅は核四極子相互作用の若干の分布により決まっていると考え

られる。

DSX400での測定は分子科学研究所で行っ疋。宮島、中井両!蓉土に感謝する。
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特別講演1 高温超伝導体のNMRとその応用
東京大学物性研究所安岡弘志

NMR in High-Tc Superconductors and their Application 
Hiroshi Yasuoka， Institute for Solid State Physics， University ofTokyo 

Recent development ofthe m低JNQRresearch in high temperature superconducting Cu 
Oxides is reviewed. From the temperature dependence of the NMR parameters such as T!， T 2 ， 
Knight shift and NQR frequency， the following characteristic features have been emerged. 
1) In the normal state， the unconventional metallic properties are cahacterized by the strongly 
temperature dependent antiferromagnetic spin fluctuations and the“spin-gap" observed in 

the low doping regime ofthe two Cu021ayer systems. 
2) In the superconducting phase for all Cu oxides， llTl decreases quite rapidly just below Tc 
and follows a power low， 1汀1ocT3， suggesting unconventional superconducting propeはies.
The d・wavesymmetry of the superconducting order parameter is confirmed by the 

temperature dependence ofthe indirect nuclear spin-spin interaction， lIT2g・

1.はじめに

我々が酸化物超伝導体のNMRの研究を開始してから早 10年の歳月がたとうとして

いる。その問、 NMRの研究に限っても、国内外で膨大な量のデータが蓄積され、かつ、

それらの解釈に関しても数多くの直感的な説明や理論的モデルが提案されてきている。

しかしながら、現時点においてさえ、超伝導状態のみならず常伝導状態において、 NM

Rから得られる種々の実験データに対して、統一的な理論的解釈を与えることができな

い状態にある。 NMRによる研究の世界的動向を眺めてみると、ここ数年、常伝導状態

における電子状態を微視的に明らかにしようとする努力が数多くなされてきている。特

に、超伝導を示す種々の銅酸化物系の、系固有の物理量ではなく、系に依存しない普遍

的な特徴を見い出していく研究が一つの方向であると思われる。また、超伝導の秩序パ

ラメターの対称性に関しても、s・波かd・波かとし、う論争が数多くの実験結果をもとにして

繰り広げられてきている。 NMRの観点からすれば、現在ではふ波であろうと言う結論

が一般的になっているであろうが、最近のスピン・スピン緩和時間の測定よりふ波超伝

導の状態の中に、更に対称性の変化を伴う相転移の存在も指摘されている。このような

研究では、均一な試料が作成できる物質系を選ぴ、可能なすべての構成原子核それぞれ

にNMRを適用して、種々の渡数空間で温度やキャリヤ濃度に依存した磁気励起の詳細

を明らかにする事が重要となる。

これらの研究の中で、本講演では、 NMRの実験によって得られる物理情報を概観し

た後、いくつかの最近の話題を紹介することにする。それらは、①ホール濃度と常伝導

状態での電子状態との関連を典型物質 YBa2C¥408(Tc=81K)、YBa2Cu307σ'c=92K)、

ThBa2CUOy (Tc=85K)のナイト・シフト、スピン・スヒ。ン緩和時間、スピン・格子緩和時

間の温度依存性からその特徴を明らかにすること、②YBa2C¥40SのCu(2)サイトの核スピ

ン・格子緩和時間の温度依存性で顕著にみられる反強磁性磁気励起におけるスヒ。ンギャ

ップ的な振る舞い、及び③ lIT2gの温度依存性から明らかになった超伝導の対称性の問題

である。更に、高温超伝導物質を用いたNMRに関する応用についても、最近やっと話

題に上り始めた事柄であるが、 NMRコイルやMR用のマグネットについて報告する。

高混超伝導体、核磁気緩和、スピンギャップ、超伝導ギャップ、超伝導対称性

やすおかひろし
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II.高温超伝導体のNMR物理情報

H-1)ナイトシフト

ナイトシフトK は、着目する原子核に働く局所磁場H10cの静的部分による共鳴磁場の

シフトを用いて第 1式で定義され、局所一様磁化率引0，0)に比例する。

H。ー<Hloc〉 χ。(0，0)
K， hM  ぼ χ(0，0)ぽ 7 でー， (1) 

口 o .l-v.o 
α。=2fχ。(0，0). (2) 

ここで、凡(0，0)、α。はそれぞれ相互作用を無視した場合の一様磁化率および電子聞の相

互作用を表すパラメーターである。

E-2)スピン・格子緩和時間

非平衡状態における原子核の磁化の熱平衡値ぉιへの回復、 M(t)、は第3式のごとく指

数関数的に起こり、その時定数を T1で定義してスピン・格子緩和時間と呼ぶ。ナイトシ

フトが着目する原子サイトにおける静的な一様磁化率に比例しているのに対して、この

緩和率と温度の逆数の積 1庁lTは、波数(q)と周渡数 (ω)に依存した一般化磁化率(動

的磁化率と呼ぶ)の虚数部に比例している。

M仰Qω)-M叶叶oイo{lトト1ト川同-→引叫州e侃仰x却p ( 3 ) 

1 _十 γγvv，2χ"(q，ω_)
-ーは玄凶… '.F.FI一一一-'-'. (4) 
Tl q I q Iωn  

なお、必F，刀は波数に依存した超微細相互作用の結合定数の垂直成分で、叫は対象にし

ている原子核の共鳴周波数である。

H-3)スピン・スピン緩和時間

スピン・格子緩和時聞が原子核系と電子系のエネルギーのやりとりに関係しているの

に対して、スピン・スピン稜和時間は原子核スピンの量子化軸と垂直成分の緩和現象で、

エネルギー伝達には関係なく、 「横緩和」とも呼ばれている。スピン・スピン緩和の最

も基本的な過程は、原子核スピン聞の直接相互作用で双極子相互作用による二次のモー

メントに起因している(第5式右辺第 1項)。しかしながら、磁性体の場合は色々な機

構で電子スピン系を擬似的に励起することによる間接的な相互作用が存在し(第5式右

辺第2項)、磁気励起に関して重要な情報を提供する場合が多い。

I (似)2 (Rg)21 
M(t)ーMoexp~-一一一司一一一-~ (5) 

V • I 2 2 I 

ここで、 A は直接相互作用、民は間接相互作用の大きさを表す時定数である。

高温超伝導酸化物の Cu(2)サイトにおいてもこの間接相互作用が重要な役割を担ってお

り、スピン・エコーの緩和率のガウシアン成分 l庁2gが、超微細相互作用の結合定数の平

衡成分ぐと波数に依存した静磁化率、ピ(q，O)、を用いて第6式のように表される。
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一般に、高温超伝導酸化物の Cu(2)サイトでは反強磁性的な Cuスピンの揺らぎが熱力

学的な諸量を決定しており、かっ、構造上の観点より超微細相互作用の波数依存性も反

強磁性波数ベクトルQの位置で強く増大している。従って、波数ベクトル qで平均化さ

れた量として与えられるもやT2gは反強磁性成分が重要な意味を持つ。
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温度 (K)

典型的高温超伝導体、 YBa2Cu408ぐTc=81K)、YBa2CU307(Fc=92K)、

τ1~a2CuOy (I'c=85K)における1ITIT(I'}， 11T2g(I')およびKa(I'}の相関

-59・

第 1図



m. 1庁 1T(T)， l!f 19(T)および K(T)の相関

NMRによって得られる物理量 l庁lT，l庁28および Kα の温度依存性は、それぞれが低

エネルギー領域における波数と周波数に依存した一般化磁化率、 χ(q，ω)、の特徴的な波数

領域についての情報を提供してくれる。第 1図に、低濃度ドープ状態、最適濃度ドープ

状態、過剰濃度ドープ状態と呼ばれている物質群の中から、典型物質として、それぞれ

YBa2C1l40s(Tc=81K)， YBa2CU307(Tc=92K)， ThBa2CUOy(Tc=85K)を取り上げてそれ等の温度

依存性を示す。ここで、ナイトシフトに関する情報については、一様静磁化率刈0，0)の

温度依存性をいちばん反映しているのがK..bであることに注意してほしい。図からも一目

瞭然のごとく、一般化磁化率の温度依存性はドーピングの程度や波数成分によって特徴

的な振る舞いを示している。これらを統一的に理解する理論は現在のところ存在しない

が、以下に実験的に明らかとなったいくつかの特徴をあげてみる事にする。

① l庁lTの温度依存性は温度低下とともに反強磁性スピンの揺らぎの増大にともなって

増大していくが、低ドープ領域においては、 Tc以上のある温度 (T.gと定義する)でピ

ークを持ち Tcに向かって急激に減少する。これが いわゆるスピンギャップの振る舞

いである。しかしながら、この振る舞いは、 1ff28の温度依存性には全く現れておらず、

静的なX(q)は Tc直上までcw的に増大し続けている。更に一様静磁化率の温度低下

に伴う減少の様子、K..bσ7、は 1庁lTのそれとも異なっている。これらのことは、いわ

ゆるスピン・ギャップの現象は、反強磁性スピン相関の動的な性質に特徴を持ってお

り、静的な部分とは異なった温度依存性を示すと結論できる。

②ドーピングが最適領域に近づくにつれて、スピン・ギャップが起こる温度、 T小 が Tc

に近づき、一様静磁化率の温度依存性も無くなってくる。

③過剰ドーピング領域においては、電子系は反強磁性相関が弱まり、より金属的に振る

舞うようになる。このような場合は、タリウム系のデータにおいてもみられるように、

それぞれの物理量が閉じような温度依存性を示すようになる。現在我々は、この温度

依存性をバンド構造による温度効果であると考えている。

④最後に超伝導の秩序パラメーターの対称性の問題に触れておく。 NMRからこの対称

性を決定する場合、一般的にはTc以下でのナイトシフトや lff1の温度依存性から判断

されてきた。しかしながら、高温超伝導銅酸化物の場合はそれ等の実験結果からは決

定的な対称性が求められず、 1庁1に関する銅サイトの異方性の温度変化や銅サイトと

酸素サイトでの 1庁1σ)のスケーリングから議論されてきている。それ等の結果は概ね

d・波超伝導の予想と一致していたが、もっと直接的で疑いの余地のない実験的確証が

1庁2gのTc以下での温度依存性から明らかとなった。 YBa2C140Sの場合に典型的に見ら

れるごとく、 Tc以下での低温で静的な磁化率が有限に残っており、かつ l庁2gの温度依

存性がふ波超伝導の理論式とも良い一致を示すことより、 NMR的にはふ波が決定的

なものとなったと我々は判断している。更に、興味あることは、 Y(又は La)Ba2CU307
のいわゆる 123相においては、約 30Kの温度で lff2gの急激な現象が観測され、 d-

波超伝導状態の中で、更に対称性の異なる他の超伝導状態(多分 s・波的)への転移が

観測されたことである。従来から言われていた 30K近傍における種々の超伝導特性

の異状と何らかの関係、があるものとして注目している。

VI.おわりに
核磁気共鳴 (NMRやNQR)を用いた、銅酸化物高温超伝導体の研究は、最近スピン・

スピン緩和時間の詳細な実験が参加したことにより一般化磁化率の全貌が明らかとなり、

種々のドーピング領域において、基本的な部分で収束の段階を迎えていると考えられる。今
後は、それ等を理論的に解決していく過程で、強相関で特徴づけられている二次元 Cu02面

内の電子物性が明らかとなり、併せて超伝導発現機構が解明されるものと期待したい。

f 
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特別講演2 Decoupling， Recoupling， and Dynamic Nuclear 
Polarization in Rotating Solids 

R.G.Griffin 

MIT， Cambridge， MA 02139 

仁:Ompositepulses are used wid巴lyin liquid state experime時 forlH spin de∞upling. 

However， solid stat巴MASexperiments have位aditionallybeen performed with CW irradiation 

methods because the pulse train and出巴 sampl巴rotationinterfere with one another. We have 

recently demons位atedthat linewidths in MAS spectra白nbe reduced by factors of 2・5with a 

simple two pulse， ph掛かmodulateddecoupling sequen∞. Op自説zationof the sequen∞ 
produ∞s subs凶1tialimprovements in resolution of dilute spin MAS spec回 overa broad range 

of spinning speeds at high magnetic fields. 

In addition to providing approach回 fordecoupling， we have also developed techniques for 

r民oup出19spins in rotating solids. Rf pulse trains or sample rotation are used to rein位odu∞the

homo-and heteronuclear dipole interaction and to m回sure加temucleardistan∞s and detern由c

S位ucturl白.We use出国etechniqu回 toperform J3C_I3C dis匂n句 measurementsin a nine ar叫no

acid peptide derived from the C-tenI1Inus of th巴β-amyloidprotein associated with Alzheimer' s 

disease.百1epeptide is insolubl巴叩dnoncrystalline， and therefore solution NMR and di世action

techniqu白白血10tbe used to determine its s釘ucture.百1eintramoleωlar peptid巴 backbone

structure is a highly pleatedβ-sheet. We also ob匂.indata on the intermolecular packing. 

Dynamic nuclear polarization (DNP)仕 組sfersthe large polarization of unpaired electrons to 

nuclei and也ussignificantly enhan田sthe signal s回 ngthin nuclear magnetic rl回 onan∞(N恥1R)

spec仕os∞py.High frequency DNP h描 beenimplem巴ntedin solid state NMR experiments 

using 140 GHz gyrotron as a miαowave source and ni住oxideradicals as the th巴parぉnagnetic

po加包ingagent in a water:glycerol frozen solution. The lH and J3C NMR signal strengths of 

both也esolvent and an arnino acid solute have been enhanced by a factor of 185， which 

reprl国 entsa reduction of > 102 in sample size requirements or > 104 in signal acquisition time. 

百1ishigh frequency DNP study using a water:gly∞rol:ni位oxidesystem opens the possibility of 

acquiring enhan∞d NMR spec凶 oflarge proteins， membranes and other macromole印 lar

biological sarnples. 
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P16 13C NMRによる二量体液晶の配向特性の研究

東工大工 O清水レナット宣男 黒子弘道古屋秀峰安藤勲

東工芸大安部明贋

13 
Orientational Characteristics of a Dimer Liquid Crystal studied by .JC NMR 

ORenato Norio Shimizu， Hiromichi Kurosu， Hidemine Furuya， Isao Ando and Akihiro Abe 

Department of Polymer Chemistry， Tokyo Institute of Technology 

Department of Industrial Chemistry， Tokyo Institute of Polytechnics 

13 
High-resolution variable-temperature .T NMR measurements have been carried out on a 

dimer liquid crystal namely α，ω-bis[(4，4'-cyanobiphenyl)oxy]decane (CBA・10). A large 

13 
transitional change of the '-C chemical shift was observed in going from isotropic to 

13 
nematic phase. The principal values of the .JC chemical shift tensor are determined by the 

Herzfeld-Berger method and the evaluation of the order parameter along the molecular axis 

is attempted， taking into account the conformational behavior of the flexible spacer in the 

frame of rotational isomeric state (RIS) approach. 

はじめに

剛直なメソゲンと柔軟なアルキルスペーサーの交互からなる高分子液晶は、アル

キル鎖のメチレン基数の偶奇により液晶相一等方相相転移に伴うエンタルピーおよ

びエントロピ一変化に振動を示し、その値は低分子液品に比べてはるかに大きい。

これは液晶相の配向秩序の形成にスベーサーがかなり大きな寄与をしていることを

示す。一方、二個のメソゲンをアルキル鎖でつないだ二量体液品は上のような特徴

を示し、高分子液晶の構造的挙動を理解するためのモデル化合物として用いられ

る。以前の結果lから二量体液品であるα，ω-bis[(4ダ-cyanobiphenyl)oxy]decane(CSA・

10， NC・0ゆ-O(CH2)100ゆや-NC) はネマチック相においてスベーサーのコンホメーシ

ヨンをほぼ一定に保ち、液晶場の影響を受けて分子軸の配向が変化していることが

分っている。本研究ではこのCSA・10の配向挙動を 13C化学シフトの異方性を観測す

ることにより詳細に調べることを目的とする。

遡乏
団体高分解能 13CNMRスベクトルは、温度可変装置付属の日本電子製GSX・

270NMR(67.5MHz)分光器および、Doty社製のCP/MASプロープを用いて測定を行っ

た。化学シフトの基準としては外部基準としてアダマンタン (29.5ppm) を、そし

てパルスシーケンスはpulsesaturation transfea去(PST法)を用いた。

13C NMR 二量体液晶オーダーパラメータ一 回転異性状態近似 スベーサー

0しみずれなっとのりお、くろすひろみち、ふるやひでみね、あんどういさお、

あべあきひろ
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結果と考察

CBA・10は166.40C-186.90Cの間でネマチック相を形成するためネマチック相およ

び等方相においてJ3CNMR測定を行い、得られたスペクトルをFig.ltこ示した。 Fig.

laは等方相(190.0oC) 、Fig.lbはネマチック相 (MASの周波数、 2729Hz、170.0。

C) そしてFig.lc)はネマチック相(static、171.0oC) のものであり、 13C化学シフトに

みられる温度に対する変化は明らかに分子の配向によるものである。またFig.lb、

lc両スベクトルの違いはサンプルの回転に起因するものと考えられる。 2

一方、ネマチック相で分子が一軸配向しているため、等方相 (σi叩)および液晶

相 (σLC) における 13C化学シフトは次式で関係付けることができる。

σuzwjs(σパょ)

σ/I=sin
2
s (∞S2α)σ11 + sin2s (sin2α)σ22+(Cω2s)σ33 

σょ=(σ11+σ22+σ33一σ，，)/2

ここでSは分子のオーダーパラメーター、 α，sは主軸系と分子軸系を関係付けるEuler

角である。 σ11，σ22，σ33は化学シフトテンソルの主値であり、 Herzfeld-Berger法
3
によ

り求める。分子長軸は両メソゲンの中心を結ぶ線の方向 (Fig.2) にあると仮定す

る。また、ネマチック相において、スペーサー・コンホメーションはかなり制限さ

れるが各コンホマーの配向を考慮する必要があるため、以上の解析を回転異性状態

近似法
l
と併せて行う。即ち、各コンホマーの配向秩序度を求め、その統計力学的平

均を計算する。

_:_ __ J1L_j_ 
v;山札叫ん

ふ九一よ白人
Fig・I

I)c PST speclra of CDA・10recorded al 
differenl lempernlures: a)190.0・C(isolropic 
5lnle. wilh MAS); b) 170.0・C(nemnlic 5lnle. 
wilh MAS); c)171.0・C (nemnlic slnle， 
Slnlic). 

Szz 

Diroctor 

止
。

一∞
庁
制

「
却

Fig. 2 DefinIlion of lhe molecular 
aXls. 

1. Abe， A.; Furuya， H.; Shimizu， R. N.; r、~am ， S. Y. Macromolecules 1995，28，96. 

2. Teeaar， R.; Alla， M.; Lippmaa， E. Org. Magn. Res. 1982， 19， 134. 

3. Herzfeld， J.; Berger， A. E. J. Chem.Phys. 1980， 73，6021. 
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P17 国体 NMRによるコレステリック液品の

オーダーノミラメーターの決定

(京大理)0西山裕介，久保厚，今城文雄，寺尾武j~

Evaluation of the order parameters of 

cholesteric liquid crystals by solid state NMR 

We have recorded the 13C CP(static) spectrum andもhe13C CP-l¥1AS spcct.rum o[ lhe cholcsleric Iiquid 

cryst凶.The peaks of the static spcctrum are br伺 .derth加 thωeof the MAS spectrulll. Thc center of 

each peak of thc static spL'Ctrum is shifted from that of the MAS spectrulIl to higher or lower frαlucncy 

Assuming that the axis of the pitch is perpendicular to a magnetic field and that the l1lolecular di仔'usion

takes place along the piteh axis， we have simulated the spectrum. 

1はじめに
一般にネマティッグ液晶は、磁場方向の一軸のディレクタ}を持ち、 NMHを{克ってケミカルシフト臭.

方性や、双極子相互作用、四極子相互作用などから、オーダーパラメーターが決定されている IJJ。ところ

が、ネマティック液晶に分子構造の似たキラル分子からなるコレステリック液晶は、ピッチとともに一回

転するディレクターを持つためネマティック液晶で仮定できた対称性が失われ、解析が困難となり、 N，¥1H

を用いて各分子基のオーダ}パラメーターは決定されていない。また、ネマティック液晶とは異なりコレ

ステリック液晶では分子拡散が NMRスベクトノレに直接の影響を与える。分子拡散が2J-Iの NMRスベク

トルに与える影響についてはすでに Doancらによって解析されている向。分子拡散がケミカルシフトの

異方性に与える効果を評価することによってケミカノレシフトの異方性を得て、それをもとにコレステリッ

ク液晶のオーダーパラメータを決定することも可能になる。この目的のために今回、我々は、固体高分解

能NMRを用いてコレステリック液晶のケミカルシフトのパウダーパターンを測定し、それをもとにして

分子拡散の影響を見積もった。

2理論
ケミカルシフトテンソルの主軸方向をディレクタ一方向 (σ33)とヒ。ッチ方向 (011)、それらに垂直なん向

(σ2'l)と仮定する。分子の配向は、 0，φの二つの角で与えられるがコレステリックであることを考えるとパ

ウダーパターンは、このうち一つについて積分することによって得られる。ディレクタ一回りの回転によ

り軸対称テンソルになることを仮定する (σ11=σ22)と、化学シフトの角度依存性は

+庁内 σ3一σ11
σ(0) = コム十~+一一一一∞s20 (1) 

2 

となる。 51子拡散にブラウン運動を仮定して時刻0においてらの配向を取ってし、た分子の時刻tにおける

ケミカルシフトをDoaneらと同様の手法を用いて計算すると

σ33一σ11 _ n~ ，16π.2Dt 
万(00，t) = 一一一一+一一一一一ω2θexp(一一一一) (2) 

2 " 1毛
ただし、 Dは拡散係数でありめはピッチである。 (2)式をmいて、数値的に日J)のシミュレーションを

行った。

キーワード:液晶NMR，ケミカルシフトパウダーパターン，分子拡散， 13C NMR，コレステリック液晶

0にしやまゅうすけ、くぽあっし、いましろふみお、てらおたけひこ
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3実験方法
試料として UCllzellamillc，N-[4-(ethoxy phαlyl )mcthylcne]-t1-(2-mcthy lbu ty 1)ー(S)(以下 EDMBA)を用

いた。実験装置は、 ChemagneticsCMX300 spectrometerを用いた。ケミカノレシフトの等方値は lHデカッ

プリングクロスポーラリゼーション (CP)マジックアングルスピニング(MAS)により測定し、パウダーパ

ターンは lHデカップリング CPにより測定した。

4実験結果と考察
実験結果を Fig.lにしめす。分子運動のため、静止スベクトルもかなり先鋭化しているが、分子が配向

しているため、 MASスベクトノレに比べてピークの位置がシフトしている。

コレステリック液晶のパウダーパターンは、分子拡散のないとき Fig.2(a)のようになるが、分子拡散に

よって Fig.2(b)μ)のように変化する。また、 Fig.2(d)はこのピークの MASスベクトルであるがパウダー

パターンの peakがMASのピークに比べてシフトしてることがわかる。

(a) (a) 

(d) 

、，
e'
h
u
 

〆
'
t

、

j
 

L
U
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・、
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-1∞ 100Hz 

。 17kHz 

FIG 1: i5l¥lIh: I~C CI' NMlt spcct.rll. of EsMsA 

["('Coru収1at 350C with a 50kHz 1 H-d∞oupling，a 2ms 

cr，叫砕polalizat.iolltirne lllld n 2s rocycle dclny. (いn)M叫AS
f什r。凹q午叩!l卯11山I(川('川叩、河II(町cヲy:念2kllz，11削t

Il U川I口rnbf川e川、.~r of t.rnllsicωIlts:γ'1096. 

FIG 2: (11) simullltcu chcmical shift powder pllttcrn of 

chokstcric liquid cryslal without di 汀IIsioll. (b) お削刷s礼削LI叩m印【G〕

出 (ωa吋)u山11川l

k=J防5以印o川l(S-1り).(d) ぉimula!.r叶 MAS NMH. spcctrllm. 
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P18 結晶及び液晶における異方的拡散係数テンソルの測定

(分子科学研究所)0宮島清 一 、 大 石 修

Measurement of Anisotropic Self-Diffusion Coefficient Tensors in Crystals and Liquid Crystals 

by Seiichi Miy吋加a叩 dOsamu Oishi 

(Institut巴forMolecular Sci巴nce，Myoda司i，Ok沼 aki，444，Japan)

Application of pulsed field gradient NMR method to the study of slow and anisotropic self-

diffusion is reported. To t巴st出eability of measuring slow dynamics， the temperature-
dependence of glycerol diffusion was measured， and gave good agreement with the known 
data.百lediffusion coefficients∞mponent of the smectic liquidαystall加eCBOOAwas 

measured as a function of the angle between the quadrupole coil axis and the main extemal 

field.百le∞mponent∞πespondingto the diffusion across the smectic layers was found to be 

2.8timeslargerthan血atwithin the smectic layer. 

【序論】

パルス磁場勾配(PFG)NMR法を用いて異方的な拡散係数テンソルを測定すること

ができる。講演P19で製作した装置を用いて比較的遅い拡散係数を持つ標準試料とし

てのグリセロールの拡散係数の温度依存性と、異方的拡散係数のを持つものとして

4・Octyloxy-N-(4・cyanobenzylidene)aniline (CBOOA)のスメクティックA相の拡散係数の

角度依存性を測定した。

【異方的拡散係数の測定】

P19の4極コイルにおいて、磁場勾配の線型性の高い領域においては。Bz/δz= (-2μ01/ TC a2)sin 2 o， o Bz/δx = (2μ01/ TC a2)cos 2φ 

と近似できる。 n面内で‘試料の軸(例えば液晶の配向ベクトル)をz"、これに直交

する軸をx"とし、 Zとz"のなす角を θOとすると。Bz/o z" = (2μ01/ TC a2)cos(2 o・θ0)'δBz/o x" = (2μ01/πa2)sin(2 o・θ0)

となるので、例えばゆ=θof2となるように角度を設定するとz"方向に最大かつ均一

な磁場勾配が生じ、これに直交する方向には磁場勾配が消失する。こうしてz"方向

のテンソル成分が測定できる。

【グリセロールの拡散係数の温度依存性】

測定はHahn'stwo pulse echoに2発の磁場勾配を加えたtwopulse∞ho法を用いた。この

方法ではスピンエコー強度の減衰率は、磁場勾配強度(G)、磁場勾配パjレス幅(δ)、

拡散時間(ム)を変えながら測定できるが、 T2が短い化合物を測定する時を想定して

ム=4ms、G=6.23T/m (設計値)に固定し、 δを0.5msから0.5msおきに3msまで変化さ

せてエコー強度の変化を測定した。設計値のコイル定数から計算された拡散係数は

異方的拡散・液晶・磁場勾配

みやじませいいち・おおいしおさむ
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文献値とよく一致しており、本装置が設計通りの性能を有していることがわかった。

また、 10・11rn2s・1という液晶程度の拡散係数の領域で正確な実験ができることがわ

かっfこ。

【αOOAの異方的拡散係数】

αOOAがスメクティックA相を示す75
0Cにおいて、 4極コイルの回転角(ゆ)を4.5

0

お

きに回転させながらtwopulse echo法と魔法角配向(MAO)法を用いて拡散係数を測定

した。 4極コイルを主外部磁場に対してゆだけ回転させると、主外部磁場に対して2

6方向にある拡散係数の成分を求めることが出来る。観測される拡散係数Dobs(ゆ)

はスメクティック相が一軸対称性を持つことを考慮すると

Dobs( 1> )=D l.sin221> + D/fOS22φ 
と表され、 Dobs(ゆ)は周期π(2の単振動となる。得られた拡散係数の角度依存性はよ

く理論曲線と一致しており、。=0
0

、45
0

の時の観測値が各々D//(層法線方向成分)、

D， (層内方向成分)に対応する。最少二乗法によるフィッティングにより求められ

だ拡散係数はそれぞれDょ=1.86x 10圃 11、D/;=5.20x 10・11rn2s-1であった。拡散異方

性D/;fDムは2.8で、あり、層法線方向の成分(D//)の方が層内で拡散する成分ρ上)より大

きいことがわかった。これはこの物質のスメクティックA相の非常に乱れの大きい特

質と密接に関わっている。
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• this work 
o M. 1. Hrovat and C. G. Wade 

J. Magn. Reso!l_.， 44， 62-}5(1981) 
Fig. 1 Self-diffusion coeffidents ofglycerol 

【まとめ】

今回作成したパルス磁場勾配NMR装置はその基本性能においてほぼ設計値通りの性

能を有していることが示された。今回は最も基本的なパルス配列(twopulse echo)にお

いて10・11rn2s・1の拡散係数まで測定できることを示したが、 T1が l秒以上ある物質

に対してはパルス系列にstirnulatedspin echo2)を用いることによーりさらに11100程度の

10・13rn2s-1までの異方的拡散係数を測定できる。

l)S. Miyajirna et. al.， Chern. Phys. Lett.， 212， 277(1993) 

2)J. E. Tanner， J. Chern. Phys.， 52， 2523(1970) 
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P19 固体、液晶用パルス磁場匂配NMR装置の開発

〈分子科学研究所) 0大石修、宮島清一

Design and Construction of Pulsed Field Gradient NMR Spectrometer for Solids 

and Liquid Crystals 

by Osamu Oishi and Seiichi Miyajima 

(Instiωte for Mo/ecu/ar Science，めlodaiji， Okazald・444，Japn) 

We designed and constructed a new pulsed field gradient N乱低 spectrometerfor the 

study of slow and anisotropic self-difiusion in solids and liquid crystals. It has been 

shown that rotatable quadrupole coil generates intense and homogeneous field gradient 

in fairly large area. The spectrometer passed preliminary test experiments such as proton 

NMR imaging and the difiusion measurement of water. 

【序】 パルス磁場匂配 (PFG)NMR法は液体における分子の並進拡散を測定

するために活用されており、国体中でも、高速で拡散している化学種が存在す

る場合に測定例がある。しかしこの手法を、強く双極子結合した(短いT2を

持った〉系や、拡散が遅く、かっ異方的な系に適用することは、依然として容

易でない課題である。

液晶においては、同種及び異種核問双極子結合が強く、また、並進拡散の異

方性がその諸物性に重要な影響を及ぼしている。このため PFG-NMR法を適用

すべき対象として、これまでにもいくつかの努力が払われてきた。多重ノ勺レス

法による同種核問双極子結合の消去1)がBlincらによって試みられたが、その後

この手法の限界も指摘され、粘性の高いスメクティック液晶の場合には魔法角

配向(MAO)法の方が有効であることが示された2，3)。低粘性の系であるネマ

ティック液晶では、過渡的MAO法とも言うべき、主外部磁場の方向を高速ス

イッチンクーする方法が試みられているの。 Pines，Voldらは実効磁場匂配を強め

るために多量子コヒーレンスを用いているの。いっぽう、我々は、回転4極コ

イルを用いて主外部磁場方向の成分 Bzの任意の方向 (χ)に関する一次偏導関数

。Bz/dχを一定にでき、しかもそれに直交する方向の成分をゼロにできること

を示した3)。このことは拡散異方性の測定に極めて有効である。また、 4極コ

イルによって強力な磁場匂配を作り出せれば、多量子コヒーレンスの方法に代

わるものともなりうる。

こうした状況の中で、液晶と有機結晶を対象として異方的で遅い拡散を測定

するためには、回転4極コイルを用いてできる限り強力でかつ線型性の高い 2

次元磁場匂配を発生させ、それにいくつかの尖鋭化 (line-narrowing)の技術

キーワード:ノ勺レス磁場勾配NMR、自己拡散、装置

おおいし おさむ、 みやじま せいいち
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を適用すること、つまりスメクティック液晶にはMAO法でlH-NMRを、ネマ

ティック液晶や柔粘性結晶にはlHデカップルと交差分極を伴った13C-NMRを

行うことが当面、最も有効なアプローチであると考えた。

【磁場匂配の設計】 主外部磁場をz

方向にとり、図 1のように、 z面内で

磁石の中心から半径αの円周上の等間

隔の4点にy軸に平行に長い導線を張

り、これに図のような方向で定常電流

Iを流すと、発生する磁場のz成分は

x 

や
z 

K-虻;ト1)j[7-Mn(ぺj)J

2M戸七ー∞仲シ)f+[~-州
Fig. 1. The Quadrupole Coil. 

The z-axis is taken parallel 

to the main external field. 

とあらわせる。これをもとにBz及び dBzfdzをシミュレートしたのが図 2で

ある。回転角 φ=45。の時に z方向に最強の磁場匂配が生じ、その線型性もよ

い。試料空間を半径 0.2a以内にとれば、磁場匂配の不均一性は 1%未満、 0.3a

以内では4%未満である。リード線の太さを考慮に入れると、この不均一性は

もっと小さくなる。

1 1 戸‘、
'叫. 
z -、 v叫

F・4 . 
0.5 0.5 〈z F司

伊叫 . 
' 

量u 4宅
rI.l 
切

。 。 rI.l 
uョ

eE e eE 電
、む-'心 、。-"心
N 

-0.5 N 間・0.5
、旬、N、

-1 -1 
凶唱

。 0.2 0.4 0.6 0.8 1 

z/a 
Fig.2. Spatial distribution ofBz (solid line) and dBzfdz (dotted line). 
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我々は、 a=6.5 mmの4極コイルを製作し、内径 3.2中， 4.2ゅの石英管を試料

管として用いた。これらは2aに対して各々 259ら， 32%のサイズにあたるo

dBz/dz = cIによってコイル定数cを定義すると、我々のコイルの設計値は c=

0.156 T m-1 A-lである。 50Aのパルス電流によって 7.8T m-1 (780 G cm-1)の

磁場匂配を発生できる。安定化電源から配給される正負電荷を各々 0.125Fの

コンデンサに蓄わえ、 MOSFET(2SJ50 + 2SK135)各々 12個を並列接続したス

イッチング回路と負帰還による安定化回路でパルス電流を発生させている。

【プローブヘッドと分光器】

図3に示すように、プローブ'ヘ

ッドの特徴は、①主外部磁場に

対して4極コイルと試料を各々

独立に回転できる構造、② -180

'C-+250'C程度の温度可変測定

のためのステンレス鋼製真空2

重槽型クライオスタット、③

13C-{1H}二重共鳴型の整合回

路である。但し、二重共鳴の実

験はまだ試行中であり、本討論

会ではlH単共鳴のデータのみ紹

介する。

分光器のその他の部分は厄O

Lの1.4T電磁石、送信側には

HP3335Aシンセサイザ、自作の

ノ勺レスプログラマ(コンビュー

ター制御〉と変調器、増幅器、

井上電子特注品のパワーアンプ、

受信側には ThamwayN-141前置

空気、液体富豪

導入、排出口

」ι

全体主テンレス

固量satJS 削指たm

~j 務付~ ~ J~~{偽

BNC 

メ9ルコヰヲク

Fig. 3. The cryostat and probehead. 

増幅器、 R&K社とMCL社のコンポーネントからなる主増幅器と直交検波器、

パルスコントロールとデータ格納用に pω821Ap(問。などである。

【実験結果】 (1)水のイメージング。 内径 2.4φの石英管に水を入れ、この

FTスペクトルを磁場匂配下で測定することにより、円筒形の水試料の断面をイ

メージすることができた。この測定から、コイル定数として設計値と非常に近

い値を得た。また、磁場匂配下での FIDを第一 Bessel関数に回帰する方法で

も設計値に近い結果であった。
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(2)水の拡散係数。 H油n'stwo pulse echoに磁場匂配パルスを加えると、ス

ピンエコー強度の減衰率は

A(G，o，s) ____r F ..F...~， 2 f& ~ 1"" ，，1 
一一一一一圃expl一(yGor(s-δ/3)DI
A(O，O，O) &L"" ， J 

とあらわされる。ここにDがスカラー拡散係数である。 FGの強さ (G)、FG

パルスの幅 (o)、拡散時間(心の各々を変化させて3種類の方法で 23"Cの水

のスピンエコー減衰プロットを描いたのが図4である。 Gを決めるのに、コイ

ル定数の設計値を用いた。 3種の方法で共通の値D=1.9x10-9 m2 s-1が得られ

たこと、及びこの値が 25"cの文献値 (2.14x10-9 m2 s-1 by radio-tracer， 

2.23x 10-9 m2 s-1 by lH-NMR)に近いことから、この装置が全体として正しく

機能していることが明らかになった。

【まとめ】 結晶及び液晶中の遅くて異方的な拡散係数テンソルを測定する

ことをめざして、パルス磁場匂配NMR装置を製作した。水を使った一連の試

験測定により、性能が正しく発揮されていることが明らかになった。

1) R. Blinc et al.， Phys. Rev. Lett.， 30， 546 (1973). 

2) G.J.胎 uger，Phys. Rep.， 82， 229 (1982). 

3) S. Miyajima et al.， Chem. Phys. Lett.， 212， 277 (1993). 

4) F. Noack， MoL aη'st. Liq. aη'st.， 113， 247 (1984). 

5) J. F. Martin et. al.， J. Chem. Phys.， 76， 2632 (198勾， D. zax et al.， J. Chem. Phys.， 

78， 6333 (1983). 
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Fig.4. lH-NMR spin echo decay plot ofwater at 230C as a function of (yGO)2(s-Oβ)・

The symbols 0，・， and 企 standfor the data taken by varying G，δ， and s， 

respectively. 
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P20 固体NMR法を用いたペプチドの構造研究

(東工大・生体分子¥高分子う 0浅川直紀l、安藤勲2、桜井実l、井上義夫l

A Structural Study of Peptides and by Solid State NMR 

ONaoki Asakawa1， lsao And02， Minoru Sakurai1， Yoshio lnoue1 

1) Department of Biomolecular Engineering and 2) Department of Polymer 

Chemistry， Tokyo Institute of Technology 

ABSTRACT: So far， it has been quite obscure whether the chemical shift tensor 

for the L-alanine residue α-carbon in peptides is sensitive to the differences in 

hydrogen-bonded structure. We made the extended chemical shift 

modulationCXCS) experiments in order to determine the small chemical shift 

anisotropy for the α-carbon in some solid peptides. From our NMR measurements 

and 4-31G-gauge invariant atomic orbital-coupled Hartree-Fock(GIAO-CHF) 

chemical shielding calculations， we found that the hydrogen-bonding causes the 

deviation of the chemical shift tensor components for the L-alanine residue 

a-carbon which have various main-chain dihedral-angles and hydrogen-bond 

distances. 

lntroduction: NMR chemical shift provides information about electronic structure 

around a nucleus. Particularily， principal values of chemical shift tensor involve 

the information about three-dimensional electronic structure and molecular 

motion， in addition to orientation of principal axis system with respect to molecular 

fixed frame. So far， it has been demonstrated that the chemical shift tensors for 

the caibonyl-carbons in several amino acid residues show the explicit dependence on 

hydrogen-bonding structure and main-chain dihedraトangles. On the other hand， 

chemical shift tensors for the α-and s-carbons have not yet determined because of 

small anisotropies and severe spectral overlaps. It is well known that the isotropic 

chemical shifts for the 仕 ands-carbons vary in associated with changes in electronic 

structure originated from the conformational isomerizations. This is called as 'the 

conformation-dependent chemical shift.' However， in the case of pef;tides， the 

term 'conformation-dependent' implies the dependence on not only 'the 

main-chain dihedral!angles' and but also 'the hydrogen-bonded structure.' Thus， 

in order to estimate the dependence of chemical shift for the α-carbon， we made the 

extended chemical shザt modulation(XCS)l experiments for some peptides 

containing the L-alanine residue whose molecular structures in the crystalline state 

are already available. 

keywords: 13C， solid state NMR， XCS， peptide， molecular structure， chemical shift 

あさかわなおき・あんどういさお・さくらいみのる・いのうえよしお
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Experiments: Solid State NMR 

measurements were performed by JEOL 

GSX-270 NMR spectrometer equiped with 

the CP-MAS accessory. The rf-field 

intensity for the carbon-channel was 

54kHz(4.6μs for the 90 degree pulse); the 

contact time for the matched 

cross-polarization between 1H and 13C was 

2ms; the heteronuclear dipolar decoupling 

during acquisition period was carried out at 

the same intensity as 13C channel. The MAS 

speed was at 2778Hz+/・5Hz;thiscorresponds 

to the rotor period of 360μs. The 

cross-polariza tion proced ure is followed by 

the extended chemical shift 

modulation(XCS). Fig.l shows the pulse 

sequences for the XCS with the effective 

rotor cycles of 2. NMR measurements 

include three steps. First， we made the 

XCS-plus and XCS-minus measurements 

with eight t1・values. Secondly， we made 

both addition and subtraction for each data， 

and then obtained eight pairs of real(Mx') 

and imaginary part(My') for the complex 

magnetization. With taking into account of 

the magnitude of a carrier off-resonance， we 

made calculations for the true real(MJ and 

imaginary part(My) by using the following 

equatlOns: 

MtJ) = Mx '(tJ) cos[<<tJ)] + My '(t) sin[ (WJ)] 
Mt) = -Mx '(tJ) sin[杭1)]+ My '(t1) cos[抑1)]

o (t1) = 4πN c vofftJ 

， where N c is the effective rotor cycles; voff is 

the carrier off-resonance frequency. 

Thirdly， 16 points Fourier transformation 

with 8 pairs of Mx +i My and the complex 

conjugates， was carried out. Then，ωE 
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obtained MAS sideband pattern at the MAS 

勾eedof vr/4 ; here， Vr is the actual MAS 

speed. This way， the enhancement of MAS 

sideband intensities can be performed. This 

approach enables us to determine small 

anisotropies of chemical shift tensors for the 

α-and s-carbons in amino acid residues in 

solid peptides. 

Results and Discussion: Fig.2a and b 

show the addition-and subtraction-spectra 

for poly(L-alanine) DαR-helix form;<Mw> '" 

50，000] by the XCS(Nc=2) measurements， as a 

function of t1・ Allthe measurements were 

carried out at the MAS speed of 2778Hz. 

The signal for the L-alanine Residue 

ルcarbon was set at 1kHz off-resonance 

condition， because in the case of 

on-resonance， we experienced difficulty to 

estimate the intensity of the imaginary 

part(My') -for the signal was almost aligned 

to the real-axis of the magnetization. From 

these measurements， we were able to build 

the sideband pattern at the MAS speed of 

694Hz(Fig.3). By employing Herzfeld-Berger 

analysis， we determined the principal values 
of the chemica1 shift tensor for the α-carbon， 

as (0111 022' 033) = (67，60， 32)[the unit is p.p.m. 

from TMS]. We are a1so trying to perform 

the similar measurements for some other 

peptides containing the L-a1anine residue. 

The resu1ts are listed in Tab1e 1 with their 

X-ray crystallographic geometries. In order 

to gain further insight on the chemica1 shift 

behavior， we made 4-31G-GIAO-CHF 

chemica1 shielding calcu1ations as well. 

The L-alanine dipeptide model， 

N-acety1-N'-methy1 しalanine amide， was 

ernployed as a model compound for the 

b) 

a) 

-
-
E
 ・E
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Fig.3 SSB intensities of the L-alanine residue 
α-carbOIl in (L-Ala)1l at MAS speed of694Hz; 
a) the observed and b) the calClllated. XCS(Nc=2) 
experimetlts were performedαl MAS speed of 
2778Hz. 

calculations; no hydrogen-bondings were 

considered in the calcu1ations. Tab1e 1 a1so 

shows the comparison between the 

experimental and the calcu1ated chemica1 

shifts for the samples used here. From this 

figure， we found that the hydrogen-bonding 

formed by the carbonyl-group affects 

principa1 values of the chemical shift tensor 

for the L-alanine residue α-carbon; 

specifically， the effects on 022 and 833 are large. 

The detailed discussion will be made at the 

meeting. 

References 

1) T.Gullion， Jぶ1agn.Reson.，85，614(1989) 
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Table 1 Observed chemical shifts(δ) and theoretical shielding constants(σ) for L-alanine 
residue α-carbon in some solid peptide干，with their X-ray di万ractioncrystallographic 
geometries 

sample Oiso/σiso 011/σ11 '&n/σ2 033/σ33 RN・・・O(A) 中 <p 白3

L-(Ala)n(αR-helix) 53.0 67 60 32 2.87 -57.4 -47.5 -179.8 
45.52 61.9 43.7 30.9 

AcーしAla-NHMe 49.3 66 53 32 2.92 -84.3 159.0 173.3 
50.4 2.72 -87.6 154.8 171.9 
43.72 65.8 45.5 18.9 

Boc-L-Ala-Aib-OH 52.3 64 60 32 2.58持 -66.3 -24.1 171.8 
45.71 64.7 46.0 26.4 

事事

L-alanine(amino acid) 51.2 65.1 56.5 31.3 

持 Theintermolecular hydrogen-bond between the L-Ala residue carbonyl-group and the Aib 
carboxylic-group. 

料 ηzeexperimental results by Naito et al.， J.Chem.Phys.， 74，3190(1981) 



P21 固体高分解能13CNMRによる13C標識パクテリオオプシンーレチナール

相互作用の解析

(姫工大・理) 辻暁、 O山口悟、内藤晶、斉藤肇

A . High-resolution Solid-Stase 13C-NMR Study of Interaction between 
Bacterioopsin and Retinal. 

Satoru Tuzi ，0 Satoru Yamaguchi， Akira Naito and Hazime saitδ 

Depertment of Life Science， Him吋iInstitute of Technology 

We have recorded 13C NMR spectra of [3-13C]Ala labeled bacteriorhodopsin (bR)， 

bacterio・opsin(bO) and 1凶 nalanalog -bO complex in order to clarify how conformation 

and dynamics of extramembranous loops and transmembraneα・-helicesare aitered by 

removal of retinal from bR. It is noteworthy that conformational and dynamical changes 

were demonstrated in the transmembraneα-helices. Increase of motional flexibility 

by removal of retinal is characteristic of the loop and a part of the transmembrane 

helices in bO whose correlation time is in the order of 10・Ss as determined by 

measurements of spin dynamics. The presence of such motional flexibility seems to be 

very important to allow refolding of bO into the native form of bR by a specific 

interaction with retinal. 

l 序論

Bacteriorhodopsin(bR)は高度好塩菌の細胞膜に局在する膜内在性光プロトン

ポンプ蛋白質で、 7本のαーヘリックスを持ち、その中央に発色団であるレチナー

ルがLys216とシッフ塩基結合で結合している。レチナールの光異性化とそれ

に続く蛋白質高次構造の変化は光プロトンポンプの反応サイクルにおいて重

要な役割を果たすと考えられており、生体膜中におけるレチナール.蛋白質問

の相互作用を分子レベルで解析する必要がある。 3C標識蛋白質の国体高分解

13CNMRによりレチナールのアポ蛋白質の高次構造に対する寄与を直接解析出

来る。本研究では、アラニン残基の側鎖メチル炭素に13C標識を導入したbRか

ら、レチナールを除去して得たBacterioopsin(bO)を試料とし、レチナールの脱

団体高分解NMR，パクテリオロドプシン，レチナール，高次構造，ダイナミックス

つじ さとる、やまぐち さとる、ないとう あきら、さいとう はじめ
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離による高次構造への影響と、 bOにレチナールの類似体を導入した場合の高

次構造変化を解析し、レチナールーアポ蛋白質の相互作用に関する知見を得た

ので報告する。

2 実験

試料調製

標識bRを含む紫膜は[3-13C]Alaを含む合成培地で、高度高塩菌(Halobacterium 

salinarium)を培養することによりパクテリオロドプシン(bR)のアラニン側鎖を

13c標識して得た。またこの試料にNH
2
0Hを加え、光照射を行なうことでLys

216とレチナールとのシッフ塩基結合を切断 L，Bovine serum albuminで洗浄す

ることによりパクテリオオプシン(bO)を得た。レチナール類似体・bO複合体は、

これにレチノールと十イオノンをそれぞれ添加することで調製した。

3 結果と考察

1 ) レチナール除

去によるコンフォメー

ションの変化

図 lに[3-13C]Ala.f票

i哉のbRとbOの20
0C、

・20'Cにおける13ccp_

MASNMRスペクト

ルを示す。これまで

に得られている結果

より、 14 . 5 ~ 

15.5ppm ， 15.5~ 

16.5ppm ， 16.5 ~ 

17.5ppmの信号は、

<Xu-helix 

loop ^ ~-helix 

A D 

E 

{¥ 
ヘ)¥; 

F 

一一τ一一一一炉‘ γ，/ ¥/iA 
20 15 肉、.... 10-ー→~

仰川 .- 20 

Figure 1 100.7 MHz 13C CP-MAS NMR spectra of [3-13C]A1a-bacterio・

rhodopsin recorded at 200 C (A) and of [3-13C]Ala-bacterio・

opsin at 20 C (B) and at・200 C (C). Deconvoluted spectra. D. 

E. and F coπespond with A. B. and C. respective1y. 

それぞれα1・hclix，αI(-helixおよび、loop部位に帰属されている。 1) 2)図 lのA、B

より bRからレチナールを除去することにより、 α1(・helixの16.0ppmと16.3ppmの

信号強度が変化し、さらに16.8ppmと17.7ppmのloop部位の信号が消滅してし

まっているのが分かる。信号強度を定量的に取り扱うため図 2にDD・MASス
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ベクトルの測定を行ないガウス曲線でデコンボリューションを行なった。こ

のデコンボリューションしたピークの中で、膜貫通α.ヘリックスのみならずルー

プ部位も含め、 bRとbOの強度比の変化についてbRには29残基のAla残基が存

在する事を考慮すると、少なくとも 11個のAla残基に相当する信号変化が見ら

れた。

2 )レチナール除去によるダイナミッ

クス変化

DDMAS 
・20

0

C

bR 

A、Bのloop部位にj主目すると、 bR- ハ
では、 16.8，17.3および、17.7ppmに3本のに斗」τ

信号が観測されるのに対し、常温下

のbOでは17.2ppmの信号・のみが観測さ

れた。それに対し・20
0CにおけるbOの

スペクトルではbRの信号のとほぼ同

じ位置に信号が観測された。 bOにお

いてレチナールの除去によってloop部 bO 

位の運動性が上昇し、 16.8，および

17.7ppmの信号は速い構造の交換によ

り1η7.2勾ppmの信号と重複したと考えら Fig引i口』Jr 
a低ct旬eri巾t匂or巾hod白op吋sinr陀'ec∞or，吋de吋da紙t-2却ot

れる。このことからレチナールはル- and of[3.13C]AiaZactedoopsin at・20t

プ部位の運動性に影響しており、除去によってループの揺らぎが増加するこ

とが分かる。表 lはbR、bOそれぞれに関する13cスピン格子緩和時間 (T1)、交

差緩和時間(T
CH

)、回転座標系の IHスピン格子緩和時間(T1P)である。 loop部位

に存在する 17.2ppmの信号のT CHとT1Pで有意な差が認められる。 T1に変化が

見られいのに対しT
CH
、T1PがbOで、bRの約1.7倍の値をとることからbOにおいて

は 108Hz付近の速い運動成分は変化していないがlohzよりは速い運動成分の

増加があることが分かる。上述の結果はbRからレチナールを除去することに

より膜貫通α.ヘリックス構造の一部で構造変化が生じると共に膜表面に近い

ループ部位にゆらぎの増大が生じることを示している。
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Tabel 1 13C Spin-Iattice Relaxation Times (T))， Cross Polarization 
Times (T CH) and Proton Spin-Iattice Relaxation Times in 
the Rotaing Frame(T)p)of bR， bO and Lipid Methyl Groups. 

Apo-protein Lipid methyl 

22.5 ppm 19.5 ppm 

17.2 ppm (a) 16.3 ppm (b) 16.5 ppm 15.9 ppm (c) 15.0 ppm (e) (termina1) (side) 

bR 
T1 (s) 0.38 0.55 0.59 0.59 0.54 

TCH(ms) 0.13 0.12 0.12 1.4 0.40 

T1p (ms) 6.5 5.9 7.4 24.2 5.98 

bO 

Tl (s) 0.35 0.36 0.44 1.1 0.74 

TCH(ms) 0.23 0.16 0.17 0.14 1.3 0.32 

T1p (ms) 11.0 6.4 11.2 6.3 >30 21.1 

3 )レチナール類似体-bO複合体のコンフォメーション

bOにレチナール類似体でありシッフ

塩基結合を欠くレチノールを導入した

試料について測定を行ないレチナール

アポ蛋白質の相互作用についてより詳

細な情報を得ることを試みた。図 3は

bOとレチノールゐ0複合体のDD・MAS

スペクトルおよびその差スペクトルを

しめす。 15ppmから 16.7ppmのヘリッ

クス部分は正に大きな信号を示し、

17.2から 17.4ppmの部分は負に大きな信

号を示している。このことからレチノー

ルを導入することでイオノン環および

ポリエン鎖部分とアポ蛋白質の相互作

用により変化が生じα.ヘリックスの減

少とループ構造の増加が起きることが

分かる。

22.0 20.0 18.0 16.0 14.0 12.0 10.0 
ppm 

Figurc 3 100. 7MHzl3C NMR spectra of bO 
(A)， rctinol-bO complex (B) 
and th巴irdifference spectrum (C). 

1) S. Tuzi， A. Naito and H. Saito， Eur. J. Biochem.， 218， 837-844(1993). 

2) S. Tuzi， A. Naito and H. Saito， Biochemistry，主， 15046-15052(1994). 
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P22 国体高分解能NMRによるエンケファリン結晶構造と分子
運動の研究

(姫工大理)内藤晶・ 0上平美弥・辻暁・斎藤肇

Dynamics of enkephalin molecules in the crystals as studied by high resolution 

solid-state NMR 

Akira Naito • OMiya Kamihira • Satoru Tuzi . Hazime Saitδ 

Department of Life Science ， Him吋iInstitute of Technology 

We have recorded 13C CP-MAS NMR spectra of Leus_ and MetS -enkephalins crystallized 

from a variety of solvent systems. lt was found that they are well related to the secondary 

structures of the enkephalins. Dynamics of these crystals were also evaluated by means of 

proton spin-lattice relaxation time in the rotating frame and 13C spin-lattice relaxation time in 

the laboratory frame， respectivery， T1/ and Tt It turned out that not only the side chains of 
Tyr and Phe residues but also backbone around Gly-Gly residues show high frequency 

motion in the crystal of Leu5-enkephalin grown in water solvent in con汀astto those grown in 

other solvent systems. It is very int巴restingthat the residues are mobile in view of ligand-

recepter InteractiOns. 

エンケファリン (Tyr1_Gly2_Gly3_Phe4_Leus: Leu5
-エンケファリン、 -MetS

: M飢えエ

ンケファリン)はモルヒネ様の鎮痛作用をもっ、内因性オピオイドペプチドの一種

であり、そのN端に共通して見られる構造である。 X線結晶構造解析によるエンケフア

リン分子の 3次元構造は、結品化溶媒の違いにより差が生じ、大きく βbend構造と

extended構造に分類される。同じ構造でも結晶中に含まれる水などの溶媒分子の数

やパッキングの違い等により分子側鎖の配向に変化が生じるなど、 3次元構造がそ

れぞれわずかに異なる 1)。その結果、局所的な運動性にも違いが生じるものと考えら

れる。国体試料を用いた研究は、結晶化の過程でとり得る特定の高次構造の分子種

について、その構造に関する知見と共に局所的な内部運動に関する情報が得られる

という特徴をもっ。特にこの問題は、受容体ーリガンド相互作用を考える上で重要

である。

[実験]
Leu人エンケファリン、およびMetS-エンケファリンは、 ABIペプチド合成機により

合成した粗製試料をHPLCで精製した後、 O.5NKOHで中和し、それぞれ以下の方法

で結晶化を行った。 I)LeuS-エンケファリン:室温で蒸発(以下、 H20結晶とする， X

線結晶構造解析の結果、 9・bend構造をとる)、 2)Leu5-エンケフアリン:MeOH:H20= 

1: 1とし、低温で静置(以下、 MeOH/Hp結晶 ;βbend構造)、 3)Leu
s
-エンケフアリン:

DMF:HP=2:3とし、室温でゆっくりと蒸発(DMF/HP結晶;extended構造)、 4)Met
5
-

エンケファリン:EtOH:HP=I:1とし、低温で静置(EtOH/H20結晶;extended構造)。

エンケファリン、結晶構造、スピンー格子緩和時間、分子運動、固体高分解能NMR

ないとう あきら .0かみひら みや・つじ さとる・さいとう はじめ
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国体高分解能13CNMR測定は、 ChemagneticsCMX400 NMRスベクトロメータ(13C 

の共鳴周波数=100.7MHz) を用いて、繰り返し時間4-5sec、接触時間 lms旬、積算

回数1000-2000回で行った。試料は、結晶を乾かさないように留意しながら多少の

溶媒とともにサンプル管に入れ、アラルダイトで封じて溶媒がもれないようにした。
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緩和時間測定

内部運動の情報を得るために、それぞれの結晶について、接触時間を0.1-12msec

の間で変化させてTlfを測定し、さらにTorchiaの方法により、 Tfの測定を行った。

この結果を表 1に示す。

TlpHの値は、 extended構造ではすべての炭素核においでほぼ均一で2-5msの小さ

な値を示すのに対し、 s-bend構造ではそれよりはるかに大きく、特にHzO結晶につ

いては各値が不均一になっている。このことからextended構造には、 105Hz領域の遅

い運動成分が多く存在し、逆にH20結品については、この領域の運動成分は少ない

ものの、スピン拡散を大きく抑制する運動が存在することがわかる。

一方、 TIcの値は分子構造には関係なく、Leu5-エンケファリンのHzU結晶が極めて

小さくなっている。特に、ペプチドの主鎖の中でGlyCaのTIcの値は、 HzU結品が他
の約半分の値になっている。他の残基のCαの値は大きく異なっていないことから、

HzU結晶中のエンケフアリン分子の主鎖の中でGly-Glyは、他の結晶と比べてゆらぎ

をもっており、より運動性が高いことがわかる。また、側鎖の中でTyrのフェニル
環の炭素も同様にHzU結晶中で小さな値をとっている。 TyrのCεとC(の値を比べると

Cεが約半分の値になっており、さらにf1ip-flop運動の影響のないPheのC.とTyrのC(の
値を比べるとTyrCcの方が小さな値であることから、 Pheと比べてN端に位置するすyr
は、速い (102Hz以上) f1ip-flop運動のほかにTICの値に影響を与える別の運動成分を

もつことがわかる。またすべてのLeu5
_
エンケファリンの結晶について、Leuの側鎖

は、LeuC6 だけでなく LeuCrについても小さな値をとっていることから、メチル基

の回転運動のみならずLeuC s-Cy聞にも運動が存在することがわかる。このように、

Leu5
_
エンケファリン、 Md-エンケファリンはどの構造をとるものでも分子の局所的

な運動性が高く、特に、 Leu5
-エンケフアリンのHzU結晶については、末端や側鎖の

みならず主鎖の運動を含む、 108Hz領域の速い運動成分が分子内に多く存在するこ

とが明らかになった。

Table 1 : 13C spin-Iattic泡 relaxationtimes in the laboratory frame (T1CS ; sec)， and 
proton spin-Iattice relaxation times in the rotating frame (TlpHs ; msec) of Leu5-and 
Met5-enkephalins 

T・P!1e Tyr Tyr， Gly Leu Leu 
c Cy Ce Phe， Cな Cy or 

Leu Met 

Leu Tyr， 
or Gly， 
Met Phe， 
coo-c=o (Met) Co 

Cα 
LeUS=-tiC-13.7 33.5 12.1 23.3 5.09 8.94 6.26 1.01 0.66 
enk 
H20 -f日目-4o.'4 26.4 64了寸日一寸'9:j-"'-"T1T-'''Î(S-:3'' ゴõ~r--23'j"'"

LeuiTlC 12.3 38.4 23.0 :f6.7 14.3 10.3 13.4 1.00 0.65 
enk 
MeOH TlpH 14.3 10.4 27.1 8.17 10.0 g:T81主互 17.9 27.4 
/H20 
LeuS- TlC 33.0 36.7 31.6 27.9 12.5 20.4 11.6 0.91 0.77 
enk 
DMFI TIP~一一主吉0 3.67 4.75 4.15 4.04 4.06 4.45 4.64 5.71 
H20 
MetS- TIC 1 8.1 33.2 19.8 34.4 14.7 12.3 15.0 0.77 
E凶〈

EIOHI -TlpH一一3ヨE 2.65 3.04 2~29づ:-:i''j.....-..:2:6ïr--ï:9プ…ご了一-，fTC
H20 
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低温実験

LeuS-エンケファリンのH20結晶、およびLeuS-エンケフアリンのDMF/HP結晶につ

いて温度を室温(25"C)から・140"Cの聞で変化させて13CCP-MASスベクト Jレ(TOSS)測

定を行った。この結果、どちらの結晶についても、低温にするにつれて各共鳴線が

ブロードになり、室温で存在したピークの高磁場側に新たな共鳴線が現われた。こ

うしたスペクトルの低温での変化は、再び室温に戻すと元と全く同じスペクトルに

戻ることから、これら 2つの結晶は、低温においては可逆的な構造変化を起こして

いることがわかった。このことは、溶媒の状態変化に伴う結晶中の分子構造の変化

と考えることができる。

-120'C 

-80 'C 

0'C 

日pm

150 100 50 -0 

Fig.2 : 13C CP-MAS spectra (TOSS) at low temperature of the crystal of Leu5-
enkephalin grown in DMF/H20 solvent 

8受容体に結合するオピオイドペプチドについては、 Tyr-Gl)んGlyヂheの構造がそ

れぞれ役割をもっており必要不可欠であることがわかっているので、エンケファリ

ン分子のこれらの部位の運動性が高いことは、オピオイドペプチドの生理活性を理

解する上で非常に興味深い。

l)A. Naito， M. Kamihira， S. Tuzi ， and H. Saitδ J. Phys. Chem.笠， 12似 1-12似 6(1995) 
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P23 
国体高分解能13CNMRによる生体脱中におけるパクテリオロドプシンの高次

構造と膜ー蛋白質相互作用の解析

(姫路工大・理)0辻暁、内藤品、斉藤監

A High-resolution Solid-state 13C NMR Study on Lipid-mediated Dynamic Structure of 

Bacteriorhodopsin in Biomembrane 

Depertment of Life Science， Himeji Institute of Technology 

OSatoru Tuzi， Akira Naito， Hazime Saito 

We have recorded 13C NMR spec凶 of[3-13C]Ala-labeled bacteriorhodopsin (bR) in purple 

membrane at temperature down to・1100C，to examine how conformation and dynamics of bR v釘ywith

temperatures. The spωtral broadening observed at temperatur巴slowerth叩・400Cwas interpreted in 

terms of the frl田 zingof exchang巴processcharacterized by rat巴largerthan 1ぴS.I，at ambient 

temperatur，巴， among several conformations. This exchange process was found to be strongly dependent 

upon the organization of出elipid bilayers which in tum is influenced by the presence or absence of 

cations effective in electric shielding of negative charge of the polar head group. Furthermore， the 

secon如 ystructures of [3_13C]Ala-label巴dbR at lower temperatures tumed out to be not always tobe 

identical to those at ambient temperature， since the 13C chemical shifts and relative peak intensities 

changed with temperature range from ・1100Cto 230C. 

序論

生体膜中に存在する各種の受容体をはじめとするJJ英貫通型の蛋白質は脂質ー蛍白質複合

体としての;有効分子量が大きく、また良質の三次元結品の作成が難しいために、蛍白質構造

解析において通常用いられるX線回折、溶液多次元NMRによる構造解析が容易でない。また、

高次構造と機能を関連づけて解析するためには生理的条件に近い生体膜中における動的な構

造に関する情報が不可欠であると考えられる。我々は、国体高う〉解能NMRがこのような蛋白

質ー脂質複合体の動的な構造を解明する上で非常に適した手法であると考え、国体高分解能

13CNMRによる膜貫通型光プロトンポンプ蛋白質パクテリオロドプシンの高次構造の帰属と解

析を行なってきた。 1).2)ここでは、生体膜中におけるパクテリオロドプシンの国体高分解能13C

NMRスペクトルの温度および膜懸濁液組成に依存する変化から、生理的条件下におけるパク

テリオロドプシンー脂質複合体の動的構造の解析を行なった結果について報告する。

パクテリオロドプシンは高度好塩菌 (Halobacteriumsalinarium)の紫膜に含まれる光プロト

ンポンプ蛋白質で、膜を貫通する 7本のα.ヘリックスとヘリックス聞をつなぐ膜外のJレープ

構造からなる高次構造を持ち、紫膜中では蛋白質と脂質を重量比3: 1で含む二次元結晶に

近い状態をとっている。蛋白質の高次構造モデルは・2680Cにおいて測定された低温電子顕微鏡

による分解能3.5Aのデータから与えられているがへ蛋白質のプロトンポンプ機能に直接関与

する常温、生体JJ真中における生理的条件下での高次構造とダイナミックスに関する情報は十

分に得られていない。ここでは13C標識したアラニン残基を含む紫膜懸濁液を用い、 230Cから

・1l00Cの温度範囲、および異なる懸濁液組成において|重i体高分解能13CNMR測定を行なうこと

で、蛋白質および脂質のコンホメ}ションとダイナミックスを解析し、生理的条件により近

い条件'下で蛋白質の動的構造、蛋白質ー脂質相互作Jtlに関する情報を得た。

国体高分解能NMR，パクテリオロドプシン、高次構造、ダイナミックス、脂質

つじ さとる、ないとう あきら、さいとう はじめ
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実験

13C標識パクテリオ

ロドプシンは[3-J3C]ア

ラニンを含む合成培地

中で培養した高度好塩

菌より遠心分離により

紫膜を分離精製して得

た。

NMR測定は標識紫

膜を経衝液(通常:5 

mM HEPES. 10 mM 

NaCl.0.025 %(w/v) 

NaN3• pH 7.0、低イオ

ン強度における測定:

5 mM HEPES. 0.025 % 

(w/v) NaN3• pH 7.0)中

に懸濁した懸濁液より

遠心沈殿したペレット

を試科として230Cから

・llOOCの範囲で行なっ l
た。測定方法として、 l
CP-MAS法およびDD-

MAS (single pulse 

excitation Dipolar 

DDMAS 

20 

CPMAS 

α11・helix

20 15 

15 10 Decoupled-MAS)法を

使用した。 Fig.1 13C DD-MAS and CP-MAS spectra of [3-!3C]Ala-bR 
recorded at temperatu問 sbetween 23 oC and -11 OOC. 

結果 The bottom trace of DDMAS spectra is for [3-13C]Ala-

10 
ppm 

230Cから-llOOCに bR in which the C-terminus moiety was cleaved by papain. 

おける標識紫膜のCP・MASおよびDD-MASスペクトルをFig.lに示す。 14・18ppmの範囲に見ら

れる、アラニン側鎖メチル炭素の信号上に、これまでに帰属され、対応づけられた二次構造

を示した。また、 19.0ppmおよび22.7ppmには、菌体内の代謝によって標識された紫膜脂質の

疎水鎖 (3R.7R.llR. 15-tetramethylhexadecyl基)のメチル基の信号が観測される。 [3-13C]アラ

ニンのスベクトルはCP-MAS、DD・MASとも230Cから-200Cの範囲で7・8種類の二次構造に対応

する分離したピークを示しているが、 -400C以下では広幅化による分解能の低下が見られる。

また、 DD-MASスベクト Jレでは常温において17.0ppmに見られるC-末端部分に対応する特徴的

な信号が・200C以下では加水分解酵素パパインを用いてC-末端部を除去した場合と同様に消滅

している。さらに、脂質メチル基の信号も温度の低下とともに広幅化し、・400C (19.0 ppm) 

および・1100C (22.7 ppm)において消滅している。

Fig.2は低イオン強度の懸濁液 (5mM HEPES. 0.025 %(w/v) NaN3 • pH 7.0)中におけるスペク

トルの温度依存性を示す。上述の温度依存スベクトル変化は懸濁波組成に強く依存し、低イ

オン強度では脂質、蛋白質とも温度依存変化が観測されず、 -llOOCにおいても常温と同様の信

号が得られた。
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Fig.3は230Cと-200C・

、・200Cと-400C、・400C-

と-600Cおよび-600Cと

-1100Cの聞でのCP-

MASおよびDD・MASス

ベクト Jレの差スベクト

ルを示す。 DD・MAS差

スベクトルより -600Cか

ら-1100Cの範囲でルー

プ構造 (16.6および

20 15 10 
ppm 

20 15 10 
ppm 

17.1 ppm)およびan・

ヘリックス構造 (15.9

および16.2ppm)の信

号が減少し、 a(ヘリッ

クスの信号 (14.2およ

び15.4ppm)が増加し

ていることがわかる。

同様の傾向はCP-MAS

スペクトルにも観測さ

れる。 230Cから・200C-

で見られるDD-MASス

ペクトルの17.0ppmの

尖鋭な信号の減少は

Fig.2 13C DD-MAS and CP-MAS NMR spectra of [3-13C]Ala 
labeled bR without added salts (at・200C--llOOC).

Fig.lで見られるc-末端の信号の消滅に対応する。

考察

1)パクテリオロドプシンのダイナミックス

Fig.lでCP-MASおよびDD-MASスペクト Jレ双方に見られる-400C以下における広幅化は、低

温の領域で二次構造がわずかに二面体角の異なる多数の構造に固定したことによる不均一な

広幅化に対応すると考えられる。このことは、・200Cおよび230Cで観測される各二次構造の分

離した信号が速い構造の化学交換により動的に平均化された構造に対応していることを示し

ている。常温における交換速度は、化学シフトの広幅化の範囲(数ppm)より lぴHz以上である

と見積られる。このことから、生理的条件下におけるパクテリオロドプシンの二次構造は

lぴHz以上の速度の二次構造の揺らぎを含む動的な構造であるということができる。

DD-MASスペクトルの17.0ppmに見られるC末端の信号は、 CP-MASスペクトルで観測され

ないことからlO'Hz以上の速度の運動を持つランダム鎖構造に対応すると考えられるが、・2ぴC-

以下ではDD・MAS法でも観測されない。低温における信号の消滅は、 C-末端鎖の運動速度が

低下し、双極子デカップリングの周波数(1ぴHz) と干渉する運動成分を持つことによるデカッ

プリング効率の低下によると考えられる。同様のデカップリングとの干渉によると見られる

信号の消滅は-400Cおよび-1100Cにおいて脂質の信号にも観測され、これらの核が104Hz付近

の運動成分を持つことがわかる。このような核の運動による信号の消滅は、脂質-蛋白質複合

体の信号の一部が国体高分解能NMRによって観測されない場合があることを示している。

2)脂質.蛋白質相互作用

上に述べたような温度の低下に伴う運動性低下に由来するスベクトルの変化は10mMNaCl 

を含まない緩衝液に懸濁した場合には観測されない (Fig.2)。このことは懸濁液の組成が膜
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蛋白質の動的構造

に大きく影響して

いることを示して

いる。紫膜中の脂

質の80%以上は親

水性頭部に負電荷

を持つ極性脂質で

あることから、こ

のような変化は脂

質の負電荷と緩衝

液中のカチオンの

相互作用に由来す

ると考えることが

できる。 NaClが存

在する場合、脂質

の負電荷間の静電

的反発がカチオン

によって遮蔽され

ることにより脂質

DDMAS 

-400C --60oC 

CPMAS 

230C --200C 

-200C --400C 

-600C --llOOC 

分子聞のパッキン 制

グが増し、脂質疎

水鎖および蛋白質

の運動性が制限さ

れると考えられる。

Fig・_313C difference DD-MAS and CP-MAS NMR spectra of 

[3-1JC]Ala-bR between the temperatures indicated. 

この観測結果は生体膜中における脂質.蛋白質相互作用による動的構造の変化を国体高分解能

NMRによって直接直接観測できることを示しており、また生理的条件化における膜蛋白質の

構造を考える際に膜脂質および周囲の溶液中の低分子との相互作用を考慮する必要があるこ

とがわかる。

3)低温におけるパクテリオロドプシンの高次構造変化

Fig.3のDD・MASスペクトルに見られるように、低温下において動的構造の変化とともに、

二次構造の変化が観測される。主に・60。亡以下において見られる15ゑ 16.2，16.6および17.1ppm 

の4本の信号の減少と、対応する強度の14.2および15.4ppmの信号の増大はループおよびα11-

ヘリックス構造の一部がafヘリックス構造へ変換していることを示している。同様の二次構

造聞の変換はCP-MASスペクトJレにも観測されるが、異なる二次構造問の交差分極の効率の違

いのために差スペクトルの強度はDD-MASの場合と異なっている。このような二次構造の変

化は・600C以下の低温下における高次構造と常温下における構造がダイナミックスだけでなく

二次構造の分率においても異なっていることを示しており、常温、生理的条件下の高次構造

が低温下 (-2680C) において決定されたパクテリオロドプシンの構造モデルと異なっているこ

とを示している。

1) S. Tuzi， A. Naito and H. Saito， Eur. J. Biochem.， 218，837・844(1993). 

2) S. Tuzi， A. Naito and H. S山o，Biochemistry， 33， 15046・15052(1994). 

3) R. Henderson， J. M. Baldwin， T. A. Ceska， F. Zemlin， E. B巴ckmannand K. H. Downing， J. Mol. 

Biol.， 213， 899・929(1990). 
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P24 国体13CNMRおよびX線回折法によるGlyGly結晶の構造解析
東工大工 O亀田恒徳黒木重樹黒子弘道安藤慎治安藤勲

東工大理 橋 爪 大 輔 大 橋 祐二

Structure of GlyGly Peptide in the Crystalling State as Studied 

by X-ray Diffraction and Solid State NMR Methods 

T. Kameda， S. Kuroki， H. kurosu， S. Ando， and 1. Ando 
Department ofPolymer Chemistry， Tokyo Institute of Technology， 

Ookayama， Meguro-ku， Tokyo 152 

D.Hashizume and Y.Ohashi 

Department ofChemistry， Faculty of Science， Tokyo Institute ofTechnology， 

Ookayama， Meguro-ku， Tokyo 152 

The crystal structure of a new type of GlyGly hydrate crystallized from aqueous solution 

was determined by X-ray diffraction method.官leGlyGly hydrate crystal containing two 

wa町 moleculesper three molecules of dipeptides， taking parallel βst削 arrangement.The 

GlyGly hydrate crystal w邸 foundto change into αform with an increase in time at room 

temperature by using 13C solid-state NMR. Such a crystal transformation process was 

elucidated by 13C solid-state NMR and FPT-MNDO MO calculation. It w出 foundthat 
transformation process falls into two steps; the first step is delocation of water molecules 

from GlyGly molecules， and the second step is conformational change of skeletal bonds. 

【1、序論】

結晶中に水を含む透明な単結晶の中には、脱水によって失透(白濁化)するもの

がある [1]。すでに報告されているグリシルグリシン (GlyGly)の結晶型には、 α

型[2]、p型[3Jおよびγ型[4Jがあるが、今回我々は、これらいずれの結晶型にも

属さない含水型単結晶を得た。この単結晶は、低温(3"C)では安定であるが、室温

に放置すると数時間で失透する。さらに、高速回転を加えると、数分で失透する。

単結晶の構造を精度高く解析する手段としては、 X線回折法および中性子線回折

法が優れているが、試料が微結晶となると、その解析精度が低下するという問題点

がある。一方、国体高分解能NMRから得られる化学シフトを用いた解析法では、国

体試料の形状に関わらず、立体構造の解析を行つことができる。 そこで今回は、

X線回折法と国体高分解能NMR法を相補的に用いることにより、含水型GlyGly単結

晶の構造および失透過程について研究した。さらに、失透に伴う構造の変化と化学

シフトの変化を理論的に結びつけるために、量子化学計算を行った。

【2、実験}
(試料)GlyGly水溶液をゆっくりと乾燥し、最大でlOX7X4mm程度の含水型GlyGly

(キーワード)国体NMR、ペプチド、グリシルグリシン、単結晶、構造転移

0かめだっねのり、くろき しげき、くろす ひろみち、あんどう しんじ、

あんどう いさお、はしずめ だいすけ、おおはし ゅうじ
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単結晶を得た。比較のために、水-n-プロパノール混合溶液からも同様な

方法で結晶化することで、 α型GlyGly単結晶を得た。

(測定) 団体高分解能13CNMRスペクトルの測定は、 CP-MASアクセサリーを付けた

日本電子製GSX-270削R分光器(観測周波数67.8附~z) を用い、室温で、行った。化学シ
フトの基準としては外部基準としてアダマンタンを用い、その化学シフトを

29.5ppmとして、 TMS基準に換算した。

(量子化学計算) 有限摂動理論(FPT)の枠内において、半経験的分子軌道法であ

る崎町O-PM3法を用いることによって、核遮蔽定数を計算した。

【3、結果および考察】

NMR;X線回折測定の結果、含水型GlyGly単結晶中では、 GlyGly1分子に対し

水分子がN端に 2分子、 C端に 3分子水素結合しており、さらに平行に並んだ

GlyGly分子間で互いにアミドーアミド型水素結合していることが明らかとなった

(F ig.l)。一方、 α型GlyGly単結晶は、結晶内に水分子を含まず、また分子問のア

ミドーアミド型水素結合は、逆平行に並んだGlyGly分子間で形成されている。結合

長、結合角および二面角について含水型と α型で比較した場合、結合長および結合

角に関しては両者でほぼ一致したが、二面角に関しては両末端およびカルボニル部

分で大きく異なっている (Table1)。

Table 1 Torsion angles (deg) for GlyGly 
hydrate and GlyGly form a determined by 
X-ray diffraction 

「

& ヤ叩》ヤ》
Fig.l The molecular packing for GlyGly 
hydrate viewed along a-axis. 

C(3)・N(2)・C(2)ー0(1)

C(3)-N(2)・C(2)・C(1)

N(l)ーC(l)・C(2)・0(1)

N(l)-C(l)・C(2)-N(2)

C(2)・N(2)-C(3)・C(4)

N(2)-C(3)ーC(4)ー0(2)

N(2)・C(3)-C(4)・0(3)

H(lNA)ーN(l)ーC(l)・C(2)

H(l NB) -N(l)ーC(1)・C(2)

H(lNC)-N(l)・C(l)・C(2)

H(lA)-C(l)・C(2)-N(2)

H(lB)-C(l)・C(2)・N(2)

H(2N)・N(2)・C(3)・C(4)

H(3A)・ C(3)・N(2)・C(2)
H(3B) -C(3) -N(2)ーC(2)

GlyGly 
布ydr百le

-6.5制0.38)

172.99(0.19) 

4.88(0.31) 

・174.66(0.18)

159.73(0.21) 

-21.85(0.30) 

・159.55(0.22)

・175.572

-55.602 

64.459 

64.716 

-54.014 

・20.249

・79.216

38.597 
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含水型結晶は、室温に放置すると数時間で失透する。さらに、高速囲転を加える

と、数分で失透する。失透した試料は、微結晶となるためにその構造はX線回折法

では解析することができなかった。そこで、固体問Rによる測定を試み、得られた

スペクトルから α型と同定した。このことより、失透過程において含水型結晶は α

型結晶に転移したと考えられる。

さらに、失透過程を固体NMRを用いて詳しく検討した。 Fig.2は、 4000Hzのスピニ

ング下において、含水型結晶がα型に転移していく様子を国体NMRで測定した結果

である。測定前透明であった含水型結晶試料は、測定70分後には完全に失透してい

た。 スピニング開始直後より 3min積算して得たスペクトル (O~3 min)は、含水型
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結晶に由来するものである。 C(2)と C(4) C(2) C(3) C(1) 

C(3)は14Nの影響で四極子分裂してい巾ハー:一一m ミ 45.61'1'"':ーー
...‘中川 I ""_"'__ ， 1'11川

る。その後、時間とともに失透が進 一: iwm ハ 寸514札7pp

み、 C( 1)とC(4)のピークはそれぞれ 川 ;1161W;1673仰m 弘叫(
41. 5から40.7ppm、177.1から 173.5ppm : パ '¥ 60-70111;ヅにV::¥_
へと高磁場シフトしている。また、 (ー「f j」); 『 V ; 一
C (2)およびC(3)のピークは失透過程に ; n :: 内 爪

おいて化学シフト値に変化はないが、 : ;:¥ f¥. 5トωn帆 )円'-.... -

の形状に変化 - j ;; 
が見られる。 60~70minで観測されたス

ベクトルは、 α型のスペクトルと一致

した。ここで興味ある点は、 C(4)ピー

クの移動は30minで終了しているのに対

し、 C(l)ピークの転移、およびC(2)ピ

ークの14N-13C四極子分裂の形状変化

は、 C(4)ピークの転移が終了した30min

後も変化し続けていることである。こ

のことは、すべての構造転移が同時に

起こっているのではないことを意味し

ている。前半で終了するC(4)ピークの 山
同刊 昨制

高磁場シフトは、 このカルボニル基が 1品iJ5・i正i品1込町i対・i品1品目 Eby--ゐ・・ゐ'4112・五逼五

水分子と水素結合していることから考 Fig.2 13C CP-MAS spectra of GlyGly 
えて、 『水分子の脱離jを反映してい hydrateas a function of time; accumulated 
ると考えられる。一方、後半にまでお from0 to 3min， form 10 to 20min， from 

よぶC(l)およびC(2)ピークの高磁場シ 20 to 30min， form 30 to 40min， from 50ω 
フトおよび14N-13C四極子分裂の形状変 60min and from 60 to 70min. The spectrum 

化は、これらの原子が末端原子と隣接 forO~3min multiplicated by 3. 

していないことから考えて、水分子の脱離よりむしろ、結合長、結合角および二面

角によって決定される『主鎖コンホメーションの変化j、さらにその変化によって

引き起こされる鎖間結合形態の変化を反映したものと考えられる。以上のことから

失透過程が次のような 2段階で進行していると推定した。

第l段階; 水分子の脱離

第2段階; 主鎖コンホメ}ションの変化

量子化学計算; C(4)およびC(l)の化学シフトを決定する因子にはいくつかある

が、その中で水分子との水素結合、主鎖のコンホメーションおよび鎖間相互作用が

与える影響は特に大きい。上述の考察では、失透過程におけるC(4)およびC(l)化学

シフトの変化が、それぞれ水分子脱離および主鎖コンホメーションの変化を反映し

ていることを前提とした。そこでここでは上述の前提に対する理論的な裏付けをす

るために、 2種類のモデルについて量子化学的手法を用いて核遮蔽定数 (NMR化学

シフトに相当)を計算した。 まず計算-1としては、 GlyGly1分子に 5つの水分

子が結合したモデルを考え、水分子とGlyGlyの水素結合距離を変化した場合におけ

るC(1)および C(4)の遮蔽定数の変化を計算した (Fig.3)。水素結合の距離は、計算
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に用いた距離と実測値との比(Dratio)で表した。計算値は核遮蔽定数なので、負号

は低磁場シフトを意味している。なお、モデルに用いた結合長、結合角、および二

面角はX線回折法により決定された含水型結晶の実測値を用いた。次に、計算-2
としてGlyGly1分子モデルを考え、結合長、結合角および二面角に、含水型および

α型の実測値をあてはめた場合の遮蔽定数をそれぞれ計算した (Table2)oC(4)は計

算-1において、 Dratio>lの範囲内ではDratioの増大とともに高磁場シフトしてお

り、脱水によって高磁場シフトした実測結果と定性的に一致している。それに対

し、計算-2の結果はC(4)の低磁場シフトを示しており実測と矛盾している。この

ことから、 C(4)ピークの高磁場シフトには『水分子の脱離jの効果が最も大きく寄

与していると説明できる。一方、 C(l)は、計算-1では、実測と矛盾しているが、

計算ー 2では含水型から α型へ転移することで高磁場シフトしており、実測と定性

的に一致している。このことより、失透過程におけるC(1)ピークの高磁場シフトで

は f主鎖コンホメ}ションの変化jによる効果が支配的であるとして説明できる。

-230 . . . 
C(IH4-、、 {ド
+-1 : 

' 
..._ -.//-・三

a 
『叱ヨココ

' 一--C(1) 
-240 '-' 

C(4) 
' 

-116'"'' '..'" 金目白白~/山ムu ・245
o 0.5 1 1.5 2 

D削 io

Fig.3 The calculated I3C shielding constants(σiSo) as a function of the ratio of H20・・・

GlyGly distance to the observed H20・・'GlyGlydistance(Dratio). 

Table 2 Calculated shielding constants for a GlyGly molecule with some 
conformations by FPT-MNDO・PM3method 

間|田uleやo吋Orrnation) calcu凶倒Ippm
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P25 
結品および非晶領域を含有する高分子試料の

lH _ 13C NOE、13Cスピン拡散および物質移動

京大化研 O梶弘典・葉原和弘・堀井文敬

1 H -13C NOE， 13C Spin Diffusion， and Material Transfer in Polymer Materials 
containing Crystalline and Noncrystalline Components. 

H. Kaji， K. Kuwabara and F. Horii 
Institute for Chemical Research， Kyoto Univ.， Uji， Kyoto 611 

1 H -13C NOE， 13C spin diffusion， and material transfer have been examined 
in the polyethyene sample containing crystalline and noncrystalline components. 

Two dimensional CSA exchange measurements indicate both the spin diffusion 

and the material transfer hardly occur in this sample. 1n contrast， the large NOE 

beyond 2 is observed in the crystalline component. These results suggest that 

this large NOE is caused not by the spin diffusion and the material transfer but 

by the dipolar-dipolar interaction. The NOE above 2 is also observed for the 

high pressured polyethylene whose lamellar thickness is 457nm and crystallinity 

is nearly 100 %. This fact confirms the above idea. 

1.緒言

多くの多相系材料の NMR測定では、各成分の磁化が1H _ 13C双極子相互作用、 13Cスピ

ン拡散および物質移動等により複雑に関係しており、これらの寄与を明らかにすることは容

易ではない。本研究では、運動性の異なる結晶および非晶の 2成分からなる高分子試料のlH

-13C NOE、13Cスピン拡散および物質移動について考察した結果を報告する。 lH_ 13C閣

の双極子相互作用により NOEが生じる場合、運動性の低下とともにその値は 3から1.2に

近づく。しかし、結晶および非晶領域を含有するポリエチレン試料の結晶成分に対し NOE

を観測したところ、 2を超える NOEが観察された。この結晶中での大きな NOEの原因と

して次の 3つの可能性が考えられる。 1)結晶一非晶間での13Cスピン拡散、 2)結晶 非晶

間での物質移動、 3)結品中のlH_ 13C双極子相互作用。二次元 CSA交換スペクトルの測

定を行ったところ、 13Cスピン拡散および物質移動の寄与は非常に小さいと推察された。ま

た、ラメラ厚が 457nmでほとんど非晶成分を含んでいない高圧結晶化ポリエチレンに対し

でも、 2を超える NOEが観測された。これらの結果から、結晶における大きな NOEは結

晶中の 1H _ 13C双極子相互作用のためであると考えられる。

2.実験

主と基主主:規則正しい間隔でプチル分岐の入った、線状低密度ポリエチレン (LLDPE)を、

1・へキセンをコモノマーとし、メタロセン触媒を用いることにより得た。近年、活性点が均

一なメタロセン触媒を用いることにより、従来のチーグラー・ナッタ触媒を用いて作製し

たLLDPEよりも遥かに分岐度分布の均一な LLDPEの重合が可能となっている。得られ

た LLDPE(1白~ = 42，700， Mw/ 1白~ = 2.3)を 110
0

Cで 18時間等温結晶化させ測定に用い

た。この試料は R品 ding大学の Bassett教授らに提供して頂いた。高圧結晶化ポリエチレ

キーワード:lH _ 13C NOE、13Cスピン拡散、物質移動、結晶一非晶構造、ポリエチレン

かじひろのり、くわばらかずひろ、ほりいふみたか
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ン(HPPE)は、分別した高密度ポリエチレン (Mn= 23，400，1白w/1白n = 1.22)を、 4.95kbar 

の圧力下、 2600Cで 1時間融解後、降温速度 0.25- 1.6 K/minで徐冷することにより結晶

化させた。

2.2. NMR測定:13C NMR測定は、 JEOLJNM-GSX200分光計により、 4.7Tの静磁場

下で行った。 TlCの測定には、 CPT1パルス系列を用い、 T1Cの異なる各成分の分率は飽和

回復法により決定した。室温、 60OCおよび 800Cの各温度で TlC、過渡的 NOEおよび二次

元 CSA交換スペクトルの測定を行った。

3.結果および考察

3.1.結晶成分中におけるスピン拡散および物質移動:図 1に LLDPEの室温および 600Cに

おける二次元 CSA交換スペクトルの測定結果を示す。 Mixingtimeは 10秒である。対角線

上の CSAの裾にσ11 とσ22の交換を示すクロスピークが観察される。このクロスピークは、

分子鎖軸まわりの 90。ジャンプ運動、結晶中での隣り合う分子鎖間(約 0.5nm)でのスピ

ン拡散のいずれかに起因している。同様の測定をさらに 80OCでも行ったが、クロスピーク

の増大は極めてわずかであった。したがって、分子鎖軸まわり運動の寄与はほとんどなく、

結晶中でのスピン拡散によりクロスピークが生じていることがわかる。また、対角ピークと

比べクロスピークが小さいことから、スピン拡散もわずかである。
3.2.非晶成分中における 1H _ 13C双極子相互作用:LLDPEの非晶成分に対する過渡的 NOE
は、室温、 60OC、80OCいずれの温度においても数秒でほぼ平衡値に達した。非晶成分中の
過渡的 NOEの測定結果は、 lH_ 13C双極子相互作用を考慮した式

NAq I TぽNiH L ~.._( t ¥ 11 M~ON(t) = M~ON ，eq II +和計1 一位P(-T~ON)JJ' (1) 

によりうまく五ttingでき、その平衡値は NOE= 2.1 -2.3であった。

ここで、 M~ON(t) は非晶成分の 13C 磁化、 MUONmqはその熱平衡磁化である。また、 TUN
は非晶成分のスピン格子緩和時間、 TESNは非晶成分中のlH_ 13C双極子相互作用の時定数、

iH、γcは lHおよび 13Cの磁気回転比である。
31結晶一非晶聞におけるスピン拡散、物質移動、 1H _ 13C双極子相互作用:各温度にお

ける LLDPEの結晶成分に対する過渡的 NOEの測定結果を図 2に示す。結晶成分中での
lH _ 13C双極子相互作用(時定数 TSF)、および結品ー非晶聞のスピン拡散(時定数 Tso)を
考慮すると、結晶成分の 13C磁化の時間変化は、

呼位=市(凶町(t)_ MgRY，eq)一荷主(げ(t)_ M~RY，eq) 
~CH 1'-' 

ーが(材町(t)一吋RY，eq)_ (刈ON(t)一川ON，eq)} . (2) 

ここで、 MS町(t)、MZ町(t)は結晶成分の 13C磁化および lH磁化、 MS町崎、 M2町，eqは

これらの熱平衡磁化である。また、 TZFYは結晶成分のスピン格子緩和時間である。

1)一般に、高分子結晶中においては分子の運動性が低いため、 1H _ 13C双極子相互作用((2) 

式第 2項)は無視できると考えられている。この場合、 NOEは、結晶ー非晶聞のスピン拡散

((2)式第 3項)により生じると考えるのが妥当であろう。 LLDPEの結晶成分には TrYの

異なる 3成分が存在している(図 3)。各結晶成分が非品成分との間でスピン拡散を起こすと

考えると、 M8RY(t)は次式で表される。
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M8RY (t) = M~RY，叫

'T'NON _， 3 IーrCRY，n，eqr 1 

+ M~ON，eq立とこ2吋L-1 1 - l Nexp(ーがgsN7ct=li T肌 n ll/T;ty，n + 1/T)町 1/T1C~y ， n + l/TSD，n - l/Tl'cON ~~n Tn~ 

一 C/庁府T噌伊r
ただし、 M2町，e悶q=M2RYnM同'持e伺q+Md町RY2，e句q+M2R町.Y3へこのモデルに基づいた理論曲線を図

中に破線で示したが、測定結果をうまく品tingできていない。
2)一方、結晶・非晶聞のスピン拡散は起こっておらず、 1H _ 13C双極子相互作用により NOE
が生じていると仮定すると、 MgRY(t)は、

3 r '7'CRY，n _，_. ( .)  1 
MgRY(t) = ヤMS町，n，eq11 +鴇rn?~~l ー叫(- ~C:斗)~I. (4) 

会1 ITCH-「 7cl TIC-FーJJ 

このモデルに基づくと、測定結果をうまく批tingできた(図中の実線)。

3.4.非晶成分をもたない高分子試料の NOE:HPPEは、 TlCが 4510s、電顕から評価した

ラメラ厚が457nm、密度から評価した結晶化度が 97%であった。この、運動性が極めて低

く、非晶領域がほとんど存在しない試料に対しても 2.4と、 LLDPEと間程度の NOEを示

した。この試料の場合、ラメラ厚が極めて厚いことからスピン拡散および物質移動が起こっ

ているとは考えにくい。

以上より、結晶領域の大きな NOEは、 1H _ 13C双極子相互作用にほぼ起因しており、ス

ピン拡散や物質移動の寄与は小さいと考えられる。この考察が妥当であれば、ラーモア周波

数よりも大きな周波数を持つ運動モードが結晶中においても存在していることを示唆してい

る。ただし、 LLDPEに対してはラメラ厚が 10nmと薄く、結晶一非晶聞の物質移動すなわ

ち分子鎖軸方向の並進運動が、分子鎖軸まわりの 180。ジャンプに伴って起こる可能性があ

る。二次元 CSA交換スペクトル測定では、この 1800
ジャンプ運動をとらえることはでき

ない。今後、結晶一非晶間での物質移動、スピン拡散を二次元高分解能交換スペクトルの測

定から、より直接的に観測する必要がある。また、過渡的 NOEで、今回スピン拡散は結晶

一非晶聞のみで生じるとしたが、現在さらに TlCの異なる 3つの結晶成分間でのスピン拡

散をも考慮、した解析を行っている。
3.5. T1C測定に対する1Hデカップリングの影響:CPT1パルスや飽和回復法で TlCを測定
する際、 CPT1パルスに対しては、 CPにより得た磁化が減衰していく問、飽和回復法の場
合には、磁化の回復時間の問、 1Hデカップリングを行うことがある。この1Hデカップリン
グは、 1H磁化の時間変化を消去し、解析を容易にすることを目的としているが、上述の過
渡的 NOEが生じた場合に TlC値を正確に評価できるのか、検討を行った。 LLDPEの結晶
成分に対し CPT1および飽和回復法による TlC測定を行い、 1Hデカップリングを行った
場合と行っていない場合を比較した。図 3には CPTlの結果のみを示したが、いずれの測
定に対しても、 lHデカップリングの有無にかかわらず実験誤差内で一致した。

(2)式において、結晶-非晶聞のスピン拡散を無視すると、飽和回復測定の場合は t= 0で
Mc{O) = 0であるので、 1Hデカップリングを行った場合 (MH(t)= 0)は、

(， ， TPJtY iH ¥ [， __._f t J 
M吋SP門町町川町(t例t吟) = M，吋5Y 句「叩(や1+帝宵Y可石討Jtい1ト一→e臼州X

1屯Hデカツプリングを行つておらず、 1Hの磁化が熱平衡状態に保たれる場合 (M{iRY(t)= 
M~Ry，eq) 

呼炉附町町(t) = 吋r町句十(トトlト山一→e回叶X (6) 
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となり、 t=∞での磁化で規格化すると両式は一致する。 CPTlの場合は、 z軸方向に CP磁
化を倒した場合の 13Cの磁化 M S町 (t)+と、 -z軸方向に CP磁化を倒した場合の 13Cの磁
化MgRY(t)ーとの差をとるため、 lHデカップリンクeを行った場合も行なわなかった場合も、

MgRY (t) = MgRY (t)+ -MgRY (t)ー=2Mcp州一品γ)
~lC 

(7) 

となる。ただし Mcpは t=Oで CPにより生じた磁化である。以上の結果より、 CPTlパ

ルス、飽和回復法とも lHデカップリングの有無にかかわらず、閉じ結果が得られることが

理論的にも確認できる。ただし、飽和回復法の場合は、 NOE効果の分だけ SjN比がよく

なる。

(a) 

60 50 40 30 20 10 0 

F2 ppm from Me4Si 

60 50 40 30 20 10 0 

F2 ppm from Me.Si 

Fig. 1 20 CSA exchange spectra of LLOPE at (a) r.t. and (b)印 OC.

Mixing time is 10 s. 
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P26 固体NMRによるポリエチレンテレフタレートフィルムの相

構造とダイナミクスの研究

(帝人・構造解析センタ一、阪大理') 0永阪文惣、松田裕生、中村亘男.

Solid-State NMR Study of Molecular Dynamics and Structure of Poly(ethylene 

terephthalate) Film. 

OBunsow Nagasaka， Hironori Matsuda， Nobuo Nakamura* 

Material Analysis Research Centcr， Tcijin Ltd.， Hino， Tokyo 191 

寧Departmentof Chemistry， Faculty of Science， Osaka University， Toyonaka， Osaka 560 

Abstract: 

Biaxially-drawn poly(ethylene terephthalate) (PET) film has b巴eninvestigatcd by the solid-

state uC-CP/MAS NMR. It was found that the c=o signal splits into two components above 60 

"C and the one of the components shifts in the high-field direction with the incrcase in tcmpcra-

ture. The temperaturc depenencc of the pcak splitting is well interpreted by the two-sites jump 

model in an unequal potential well. 

【序】

ポリエチレンテレフタレート(以下略してPET)は繊維やフィルムなど幅広く工業的

に用いられているポリマーの一つで、加熱処理や延伸の条件によってその力学特性等

の物性が大きく異なることがよく知られている。これまで固体高分解能NMRスペクト

ルや緩和時間測定によって運動性の異なる 2つの非品領域と結晶領域の 3領域モデル

が考えられ、これらの領域のサイズや相対量比でもってこの物性変化が説明されてき

た[1・4]0特にPETを加熱処理あるいは延伸することによって結晶化してL、く現象を理解

する上で、この非晶領域について調べることは非常に重要である。

今回、延伸した試料のJ3C・CP/MASNMRスペクトルにのみ顕著に現れる現象からこ

の非品領域の動態について興味深い知見が得られたので報告する。

【実験】

試料はMw=46000のPETを280
0
Cで溶融させてからフィルム状にして急冷し、直交2

軸方向にそれぞれ4倍程度延伸したものを用いた。J3C・CP/MASNMR測定にはJEOL製

GX270を用い、観測周波数は67.8MHzで室温から130
0

Cの温度範囲で行った。

Keyword: 13C_CP爪仏S、PETフィルム、分子運動、延伸効果

0ながさかぶんそう、まつだひろのり、なかむら のぷお
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【結果】

図 1に安瓶におけるPETフィルムの13C-CP/MASNMRスペクトルを示す。 164ppm付

近に現れる非対称な(低磁場側にテールをもっ)c=oピークに注目すると、ゴ1:品性ピー

ク(165ppm) と延1111によって現れた結品性ピーク (163ppm)からなっていることが

わかる[3，4]。これを高温にすると(図 2)、 600C以上で亡=0ピークが分裂し、あ'i，ftltl:
ピークより高磁場側に新たなピークが観測され、瓶度上昇とともにさらに高磁場側に

シフトすることがわかった。このC=oピークの挙動はil!!J定出皮純聞で熱的可逆変化で

あった。 c=o 

'NMR-crvslalline' 

'NMR-amo巾hous

170 PPH 
150(Rcf.4) 

2酎，語 1割，.，

在

Fig.l I3C-CP/MAS N恥1RSpectrum of PET Film at room temp_ 

Spinning Side Bands are indicated by *， 

一一~ノ
11き 1':'0 1~ 

2広三、 1開
T 
S間

Y ，.， 

333 K 

353 K 

T 
S盟 d 

403 K 

1回 ，.。

Fig_2 Temperature Dependence of the Lineshape of the C=O Peak in I3C-CP/MAS 

NMR Spectrum of PET Film， 

-98-



【考察】

この分裂して現れたピークの潟度依存性は、図 3のような深さの異なるダブルミニ

マムポテンシャルの 2つの栃小間におけるジャンプ運動を考えることによって説明で

きる。すなわち、室潟付近で運動がすでに述い極限で起こっており、運動によって平

均化された l木のmobilcピークが結品性ピークに重畳して隠れているが、より高慌にな

るとポテンシャルの 2極小間の占有数が変化するため、この 1本のピークがシフトす

ることになる。ーブJ、私li品目:ピークは述動に関してrigidで・あるため殆どそのピーク枕ii!i:

を変えず、これがc=oピークの分裂として観測されていると解釈できる。

E 

がー¥

、、B
，，

噌

E
Al
 

Ea 

d.E 

ω 
-8 +8 

Fig.J Uncqual I'otcntial Wcll Modcl for Two-Sitcs JUI11(J Systcm. 

このmobilcなc=oピークに対する理論線形は以下のようにして与えられる。

運動を束縛するポテンシャルが図 3のように表されるとき、状態ベクトルを

11}=(O) 12}=(~) 
にとれば、確率変数の位置を与える行列G、及ひ・Jump行'?i1Jえは次のように表されるo

G=(23)ベ75)ただし[=叫ず)k = kocxp (手)

ここで状態11)，12}に対する存在確率ベクトノル{よーし)を用いれば、相関関
¥1+1[+11 

数 G(t)は ¥J J / 

G(t) =命叫{c小諸)t}i 但し i=(i) 
となる。そうするとえ =i( o) -(vE) +え(但しはわil111. rr ?i1J )とおけば吸収線形町ω)は

l(ω)=relM-111 

で与えられ、これを求めると
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41~ (! + 1 y~/ -(! -1 Yωづ
l(ω)=_J -_~，. ./、今

(OZ _ωzY + {k(O +ω)ー戸(Oーω)r

が得られる。この理論式に対して運動に必要な活性化エネルギーE.が13kJ!molでエネ

ルギー差~Eが5 kJ/molのときに δ=103Hz離れていると仮定したサイト聞を高温極限で

ko=106 Hzの速度で運動している場合について理論線形計算したところ(図4)、 c=o

ピークの温度依存性を半定量的に再現することができた。

67.8 MHz 

一ロコ
h
』
同
』

Z
D
h
〈
¥
へ
量
に

。
。 5 

wlppm 

Fig.4 Theorelical Lineshape for Temperalure Depcndcnl 

C=O Pcak in 13C-CP/MAS NMR Speclrum of PET Film. 

上記の機構によると、低温で運動が遅くなってくると、まず線l隔の広がりが起こる

はずであり[5]、これについても調べる予定である。
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P27 
国体高分解能 13C-NMRによるAlkanediyl・α，ω・bis

(dimethylalkylammonium bromide) surfactantsの水和と

コンホメーション変化

〈名工大工)0服部憲和、吉野明広、岡林博文

Hydration and molecular conformation of alkanediyl・α，ω-

bis(dimethylalkylammonium bromide) surfactants studied by High-Resolution 

Solid-State J3C-NMR Spectroscopy 

o Norikatsu Hattori， Akihiro Yoshino， Hirofumi Okabayashi 
Nagoya Institute ofT，巴chnology

Bipolar type surfactants， in which two quatem紅 y ammonium species 

(CλR+JN+(CH3)2) are linked at恥 headgroups by a hydro阻 bonspa悶 (CH2)n'were 

syn出国包ed.τbestructural difference coming企omconformational change ， which w回

induced by hydration number ， spa∞r chain length ， alkylchain length and tempera旬reis 

focused. We measured high-r凶 olutionsolid-state J3C-NMR spec回 forbipolar surfactant 

molecules having various hydration numbers ， different spa白 rchains and different alkylchain 

lengths at various temperaωr回 .In白ehigh-resolution solid-s匂te13C_N齢低 spectraof these 

∞mpounds ， there exists a mむkeddifference between anhydrous and hydrate s創npl回，
implying伽 thydration affects山 molecularconformation for批 sebipolar surfactants. 

【はじめに】

界面活性分子は水中で組織的な集合体を様々な形で形成することが知られている。例えば、ミセル

や二分子膜〈脂質二分子膜からなるリポソームなど〉のラメラ構造はその例である。それらは生体

膜構造に類似していることから、生体膜特性研究のモデル系を提供してきた。従来知られている界

面活性分子は、ふつう一本鎖型のもので、例えばDT A B (trimethyloo也cylammoniumbromia)や、

C T A B (cetyltrimethylammonium bromia)などはその伊jで、一方が極性基でもう一方は疎水基から

なる、 2つの性質の異なる部分からなる。一本鎖裂の界面活性分子 2つをspa聞でつないだもの

は、 n Gemini SUfi制飢ts.1)とも呼ばれており、新しい世代の界面活性分子の一つである。 sp蹴 rに

f1exibleな炭化水素鎖(CH:z).を用いて 2つの極性基(CRH2It+1W(CH3hlの極性基間を化学的に結合し、そ

の距離に束縛を与えた分子 (CR~R+1N'(CH3h (C同).W(CH3hCR叫R+l2Br)は、現在世界的に興味の対

象となっている。従来の一本鎖裂の界面活性分子は球状ミセルをつくるのみであったが、今回紹介

するdimericな界面活性剤は、低濃度においても長い棒状の絡まりあったミセルを形成することが知

られている。本研究ではこれら一連の化合物を合成し、固体構造におけるその水和水量に伴うスペ

クトル変化を追跡して、水和水量と分子構造の関係を特にsp蹴 rの炭化水素鎖長に着目し検討した結

果を報告する。

国体高分解能13C-NMR、水和、コンホメーション変化、 sp a c e rの効果

はっとりのりかっ・よしのあきひろ・おかばやしひろふみ
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【実験】

化合物は3級アミン(CH 3h N(C H 2)nN(C H 3)2、及

び臭化アルキjレBr-(CH2)R.l (CH3)をいろいろ

なnとRの組み合わせでアミンの徹底メチル化を行う

ことから合成した。これら一連の化合物は炭化水素数

n、Rの値を用いて、 n-R2・4というような略称を用

いる。固体高分解能13C-NMRスペクトルは V副釦

Unity400 plusを用いて100.58MHzにて、室温 (25"C)でCP/MAS測定し、離水過程は室温から昇

温しく 30-100"Cまで) 1 5分間待ってから測定した。試料のうち再結晶過程で得られた水和

物 (n-R2-4、n-R3・4)は元素分析により水和水量を計算した。また水和試料 (n-R2・12、n-R

2・10)については無水物を湿度 92%以上のデシケ・タ中で十分に水和させて調製しTGにより水

和量を計算した。

【結果と考察】

(1) TG-DTA測定

昇温過程におけるダイナミックスを調べ

るために TG-DTA測定を行った。

Fig.2に示されているようにDTA曲線に

は吸熱過程に伴い、 TG曲線から重量減

少が確認されるもの(a )と、吸熱過程

のみで重量減少が測定されないもの

(b)があった。前者は水和している水

分子が化合物からとれる離水過程であり、

後者は相転移の過程と考えられる。また、

融解及び分解に伴い吸熱過程と急激な重

量減少(c)が見られた。

(2)元素分析値

各々の試料の水和水量を仮定するために

用いた元素分析結果をTablelに示す。

( 3 )コンホメーション変化

国体高分解能13C-NMRスペクトルをFig.3、4、

5に示す。帰属はdipolaraphagingを行いメチ

ル、メチレンの確認を行い各々を比較するこ

とから行った。

(i)水和による効果

Table 1に示すようにn-R2-4、n-R3-4の試

料は異なる溶媒から再結晶し、7.)<和数の異な

る化合物を調製した。 7.1<和数によりスペクト

6.64 ルは大きく異なり、複数観測された。水和数

6.78 1/2H20 の増加に伴い水和数の少ない成分のシグナル

・0.14 は減少し、代わって水和数の多い成分に特有

9.19 6.51 なシグナルがあらわれた (Fig.3(a)と(b)，(d)と

9.07 6.63 1H20 (e))。後者は溶液のスペクトルで観測される

0.12 ・0.12 対称性の高いシグナルに近づいている。また、

n-R 2 -1 0、n-R2・12の無水物と水和物では水和水の有無によりN-CH3のシグナルの本数とアルキ

ル鎖の各炭素のシグナルの化学シフト差に相違が見られた (Fig.4)。この結果は化合物のコンホメ

ーションが水和により変化し、それぞれの水和物がNMRにより同定可能であることを示している。

+ + 

(CH3)川一(C同)0-ヤ(CH3)2・2Br'

CRH2R+1 CRH2R+1 

Fig.l Alkanediyl-α，ω・bis(di・methylalky1

arnmonium bromide) surfactants. 

DTA 

，。

•• 
.。
.。
s 

a・
'" 。
.u.. 

‘' 喝
・同主

-a・
-30 

-<0 

」

(c) (b) 

M 町 d.・u・

-1 

-2 

-田

s-

“Z自
明

ω
Z

(c) (b) 
-3 

-. 
ー・

-00 

‘・・ ‘s・
Temper・ture (・Cl

Fig.2 τ"G・DTAof n-R 1.12 anhydrous and hydrate. 

T'ablel Elemental Analysis 

C% H% N% 

.. -7 .. 

nH20 

5

2
仰

nw，
《

U

』
同

r
O
『

，

』

叫

1I2H20 

0

7

同

E

J

F

コ
白
l
h

r
o
r
o

，叫

2H20 

n-R 3-4 

8.87 

8.84 

0.03 

9.06 

8.99 

0.35 

9.13 

9.02 

0.11 

42.13 

42.12 

0.01 

ロ1.

S創nple
曹電盟畠=巴

n-R 1.4 

勾

'
c
J
n
Y

5

A

z

 

nツ

nツ
、
ム

3

3

4

 

C. 

m・c

ロ1.n-R 2-4 

-
A
n
y

、3

5
5
α
 

3

3

仏

必
仏
守

d
斗

・

A国

1
4
u

、，
M

A

S

T
釦

内
J
M

弓
，
街
、
山

4・

4

4

C. 

ロトC

C. 

m・c

ロ1.

到し

n-R 3-4 

C. 

ロ1・c

-102-



J 一九八JJしこーよ

(b) __J札一(e)

N-CIも N-CI主 C21 C3 C4 

7'0 6'0 5'0 4'0 3'0 2'0 ppm" 7"0 6"0 50 40 30 20 ppm 

Fig.3 13C-NMR spectra of n-R 2-4 (a) 1/2H20 (b)2H20 (c) solution 

andn-R 3・4(d) 1/加20(e) 1回 o(f) solution. 
(ii) spacerによる効果

化合物の対称性をspa閣を中心にして考えた場合その対称性による影響は化合物中に4つあるN-CH3

の観測されるシグナルの本数に大きくあらわれる。例えば、 N・CH3がC2、Ci対称性を持つ位置に

配置するならば、もともと 4本に分かれて観測されるべきシグナルは 2本となり、さらに対称性が

増しC2v対称性をもっ位置に配置したならば観測されるべきシグナルは 1本のみである。 n-R2・4

の2水和物 (Fig.3(b))、 n-R2・10の無水物、 n-R2 -1 2の無7.1<物のN・CH3のシグナルは 1本観測

された (Fig.3(b)、 Fig.4(a)，(c))。これらの化合物はspacerの炭素数が2である。ところでspa閣の炭素

数が3であるかR3・4ではシグナルは4本に分裂して観測されているくFig.3(d)，(e))。

Cl0 C12 

LiJ川-J〉 luLL-

80 70 60 50 40 30 20 ppm 80 70 60 50 40 30 20 ppm 

Fig.4 13C-NMR spectra of n-R 2・10(a) anhydrous (b) hydrate and n-R 2・12(c) anhydrous (d) hydrate. 
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CI0 

N-αも

(a) 

LjiいCl 

(b) 

(c) 

(d) 

75 70 65 60 55 50 45 35 30 25 20 15 10 
Fig.5 13C-NMR s戸ctraof n-R 2-10 hydrate at various temperature ppm 

(a) room tempera旬re(b) 30'C (c) 4O'C (d) 4O'C after lhour . 

(iii)アルキル鎖長効果

N-CH3の対称性はそのもののシグナルばかりでなくアルキル鎖にも影響を及ぼす。 n-R2 -1 0、n-R

2・12の無水物から水和物への移行にともなうシグナルのシフトに着目すると、両化合物において

N・CH3のシグナルが2本に分裂するとそれに対応してN令に直接結合しているClのシグナルは大きく

低磁場側にくn・R2・10では8.5ppm、n-R2・12では8.6ppm)、アルキル鎖末端のメチル基では小

さく低磁場側にシフト (n-R2・10ではO.5ppm、n-R2・12では0.7ppm)している (Fig.4)。この

観測結果からN-CH3の対称性が崩れることによるアルキル鎖への影響は末端のメチル基からN+の方

向に近づくにつれ大きくなることがわかる。

(iv)温度による影響

n-R2-10の温度可変のスペクトルを見ると、昇温に伴い末端の CI0のシグナルで低磁場シフトが

観測されたくFig.5)。低磁場シフトした理由は 7効果によるものと思われるが、シフト量は1.7ppm

でありゴーシュートランスの回転運動が起こっていることが考えられる。実際、目視により 40 "c 

付近で融解が見られることからこのシグナルは非品部でのシグナルと思われる。

【結論】

コンホメーション変化は化合物の構造に大きく影響を受けることがわかった。 nぷシリーズではこの

変化はspa閣の炭化水素数 (n)、アルキル鎖長 (R)を変化させることで確認できた。また、変化

を誘導する因子として水和数が大きな影響をおよぼしていることがわかった。 NMRはコンホメー

ション変化を明確に識別することができ、この現象を追跡することができた。
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P28 N・アセチノレグリシンオリゴヤ」の概査に関する研究

6名工均 O漉訴威主餌取英樹、吉野忠ζ!醐軟

8tn瓜凶Ana1同safN-Aacylg1岡田Oligomersby NMR 81阻怠阻碍y
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別仕悶副，阻d也furma也m.ofoo也凶~)tine1 (PG 1)担d凶}'gl岡田II(PG ll) tYI:e cry咽 l町田知resw問
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也悶I切沼会合目立抑町田tural帥 roonwrsionis JXX'i曲 fure州倒:ersofN~tY単阿国 oligomers

aOOVe也resid盟国:mJ::er6.Itw槌 alsofuund企omtbere剖 ltsofwi剖 ine2H-NMR宅配回也at也 PGII匂伊
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h也N-釦 dC-加盟泊algl;戸皿:residl踊arehi位ly低血凶

斥論

タμWパ号ザク質を構成するアミノ酷のう宅払入最も基柑t怜F舟よグリシシ刈φ糖合してて寸守きたポジグリシン似3刃.)Iは丈ジクロロ

臨却児A均〉拠処理を行うことによωり、平晋yグザグ補章似叩}I)をとMり剥ωチワム材d姻夜任ω.iBr)処遅を行うと、
らせ引λ摘章叩II)をとること幼カ放柳攻蜘口ら胤れて刀し刊屯。E閃DIほは齢幌麟孫であり血寓糊]脳凶ぬm
PGII即は立UアG苛守鵠轟孫であり 31'也Iix構造を持宅入問 I及lj，PG配分子fお水揃蛤瑚僚主それ績も舗A、2.73A.で
あることカ攻口られている0

1，2

これまてたオリゴグリシンにq 、て問 I型と PGII型むっともらのコパポーションをとりうるかというグリシ

ン獲量総司観樹こq 、て¢如見Ji.少なからす鴇られている。我々はすでにポリグリシ凶こ見られる舟物質で

のPG1 <=>PG II併函翠蜘主要間以岳、オリゴ?べトリマ」うでも起こりうることを報告した3初防でIi.
種々 ¢濃運識のN・アセチルグジシンオジdマ」を合戒し、∞A及びIiBr処理を行った後倒苛タイプ¢結晶概念の

生励び有無を確詑するためにX動勺ダーパターン、固儲奇分繍~!3(;.NMR及茂周冨割・NMR棚l淀を行った

実験

(1)N・アセチルグリシンオリd←エ合J.a:ステノLの合成

酸鮒噌脳こよりグトンJ残運動~1、2及び3 の N-アセチルグリシンを合戒し混合滋樹嚇脳こよりオリゴグ

リシンエチ:lJ.a:ステ'，UT.塩酸主と緒合させ目白ゆN・アセチノレグリシンオリゴマーエチノレエステノレを得た

(2)垂水表{!::Nーアセチノレトリグリシンの合戒

(1)と開鑓こして回初メチレL倍扮を茸水痢包し担qーアセデFレトリグリシシ々 ヱチノほステノレを合成し、水中てー

アノl-1J!J:IJ休分解レた後、酸を加えヰ和しで結晶を析出させ目前向垂水素{凶ーアセチルトリグリシンを紺と。

キーワード: 由備高錦織ls().NMR..凪冨2H-NMR..ポリグリシンI弘ポリグリシンE型

わたなべかずセ えとりひでき、 よしのあきひろ、来訪ヰまやしひもふみ
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。装置と担!定法

X静勺ダーパターンl之理学趨幾RAD-RCを用い、ステップスキヤニング皆で12---貯 (2B)時繍こq 、て勘定

したX繍ネ cu・.Kcx線を用いたL

由備部鴻翰色l3C-N1侃はVarianUnicy400pl国 (1∞.国MHz)剖克用し、富監:25'0でCPIMAS法を用し、た

凪ig2H-NMR 繍!問調幾 (61.4OMHz)を龍用し、室直~qて想l定を行った

結果と考察

①X静勺ダーブザーン

すでに我々 I"i..N-アセチノレグリシンオリゴ干ーエチノレエステ1¥.1こ引、て、田

スベクトIV，ラマン散活Lスベクトルd滋!陸及。務執斤を行ってきたそ¢結果グリ

シン残基裁が3-δの場合怯、E氾A処理討すっても目 H世ゆコパリーシ

ョン愛{りお起きす司こPGII主めまま支あり、一本グリシン残基裁が6のものに

q 、ては日泊先箆ZがPG1主事。コシホメーションを務匙すること、さらにこの

〈キサマ」をIiE祉交濯すると、PGII型初コンホメーションに転殺することを

見出じ丸4これら¢観調!結鼎こq 、で結露結子防砂子f'd問鴎鮭競合ナるた

刷こX勧句ダーパターン¢結果を考察する。

∞A処理を施した詩料でi主すべてのパウダーパターンにおいて 3.担Aと
4.41叫位Aの2本明開に強J恒断蜘潰材1る。これは問 I型釦3必λと

似>AO:X勤鳴訪日当するものであり、単斜轟系団到し.t:5t子d砂子事妨向lこ

明玲2-:x7.河宅勘当らo:xmtfflこよるものであるlillr処理を施し73部開丈す

ペてのパクダーパタ-;..-1こおて4.l!令吐19Å~~聞こ掛由噺扮漬材Lる。

司'UJ二PGII~切4.15ÅC7.@師協調当するものであり、六方皐孫岨E列した

分子¢砂子事肪I部こ平行な平置ぬもの痘腕こよると考えられる。

Fig.1にlillr従躍を施じたグリシン残基数含喝のN-アセチノレグリシンオリ

ゴ?ーエチル4 ステルのX静勺ダーパターンを示す.グリシン残基掛;5以

下のものでは郎 副議材1るa10A叫豆折糠の周辺こ幾勺坊のPGIIIこは見

出品寝苦瀬めま見ら九郎IIJ;.l.7'同掛海野序白こよるものと考えられた。

島砂ことから残基動;6サのN-アセわレグリシンオリゴ?ーエチルエス

テノ!.1'j:_PG1型とPGm政来訪¢結晶髄を持ちうることが材』った

告片リゴ?ーエチノレエステ:Jl-の国備高分発輸~l3C-1'品位

9 

ー-~
日

-~~ 

Fig.l X-ray powder pa tt.ern 

of N-acetbylglycine origomcrs 

of etbyl es回 r(LiBr treatment) 

さらに樹首給量を決定する上で重要な要因となる分子間の持続合にq 、て議論するために固簡略湘離l3C-

NMRスベク r-IU7羽庭を行った.(Fig.2)グリシン残基中のか同七ル捗務紡ケミカノレンフトと、7}::.:諦音師団住との

聞こi描繍耕to減り立ち、(1)式で表わされることカ鴻I11らによって示され刀、る。5

8.，=2:】6.0-124RN…0 ・・・(1)

政ユA処理を施した群制におJ、てはペフ守ド~コの 1むシグナノ\.1こ切、てはグリシン残基動;6へ9 で印ま一

定制'jt(168.初m)を示し、(1)式よりそ倒偶者合慨肘3.但Aと舟責もられた。lillr処理を施l北部Hこq 、ては

ペプテドG喝 の1吃シグナノ凶こq 、てはグリシン残運動>3"9にて夫、ては11I妥一定制tr(172.2...... 1叩.lppm)を

示し、(1)式より計算するとそ倒舗蛤瑚齢 Z白--.J2.73A.となったこれらのl3C-NMRからナ院し掛鼓長から、
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問 I型オリゴマ}と PGII型オリゴ~燭融合鴎傷玄関 I及びPGII

倒噺蛤瑚傷こよく却むし刀、ることが坊も

Fig.2に示した眉備部湖特色13(;..N1仮スベクトIJ..<T.溺彬を掛けるとLi訟

を施しT藷桝に品、てはグリシン残基説坊主6以上司立入国ま!端t.Tパターンを示

す功5、残基数が 3-5では、ペプチドカルポニルより低磁場側に 172.但~

174.51即mの13(;シグナパ4拘まっきりと分離して見られ朋ら制こ具なるパター

ンを示れこれl'i.グリシン残謹裁が6以上で却，、とPG1のコシ命メーション

をとれj必、ことに関係していると思材1る。

③N-アセチルトリグジシンの国備高分売翰~13(;..:r品位

C 来持め~H (T，;.酸型にお、てはグリシン残基識が3以上で目 I型及びPG

E型釦コパポーションをとりうるのて三そ繍堺勾詰撒であるトジマ}を用

いて、より翁鞠吟 N-アセチノレグジシンオリゴマ」の国体構窟こq 、て議論を行

う。エチノレエステルと同議こして(1)式を用いて水素結合鴎舎を賠責もった車操

は∞A処理を施しT金制は2.部Aであり、Lil3r処理を施しT遺 制 は 脳Aであ

った。これら制面玄関 IとPGII倒 d融合瑚侮こよく却芯しており、酸霊長つ

オリゴマ叶こお、てもポジマ叶こよく調以しt~結合情筆をし万、ると考え

~る。Fig.31こ N-アセチノレトリグリシンの~I氾A処理を施したもの、赤災直多つ

もの、IiBr処理を施したものにつして、ハザチドカ11#ニル腸詰扮の13(;..

NMRスベクトJ暗示す。3勺のスベクトノJ..<T.溺彬を比較してみると、Fig.3(a)と

Figぬ)引ては非期こシャープ方溺彬をし刀、るが、Fig.筑p)にq ては綿福

の島、スベクトルを示している。掛富市拡おったα土日g劫)砂ミプチ

ドc=oのヒ」ク(172.7:担ppm)とアセチノレc=oのヒ」ク(174.41即 m)

カ窪訟ったためであり，オ等蒜青合精争防等しくなったと考えられる。一

樹匂ζ紺匙耽偉句読軍め出η低下を意宋するので、このことはIiBr処

理を施し目躍的コけがーションをとることによって、分子¢活動

洲服され刀、ることを示凌してU、る.この理由か勺として分子側己

向出成島訪湖デぽLる。

@N-アセチノレトリグジシンの励冨2H-NMR

l ires山 u皿ber=

ー}川~…こ

J .，、¥，、

伊一戸rJ〕Jノ j八i
8 

l i7  
一__.;(八¥"' ....... "、一一一

/ ¥ 6 
j 九、J 、

_____" i ¥ '_一一一一一

1:: 
..... 可剛市句明町鴨W甲町吋叩吋"市可明吋開抑制門戸「

178 174 110 166 ppm 

Fig.2 Solid-state !3C-NMR spectrn 

。fN-oce叶lyIglycineorigomcrs 

より静除園体構窟こ.-?V、て¢糊見を得るためにN-アセチノレトリグ

リシンの各メチレL倍扮をーカ晋陀け選開匂こ重水素化uヒ3種窃齢十

を合戒し、それ初1p.:精脱酸施し問 I弘PGII盤可タイプ¢前科

を得て、2H-NMR峨!定を行川分子町句出こ切、て比綿捕を行った

Fig.4にN・アセ吠ルトリグリシン俳誌露崎、Fig.5に各茸水調じされ

たN-アセわレトリグリシンの2H-NMRスベクトノL示す。 1'...，....，....'....1ι1 ・1 ・1ιr."'.."I.".'....I.".'.".I....'

各スペクトル4溺彬批撤してみると涼拠趣のものと∞A処理

を施じたものにq ては数多くの2HシグナノLぬま見られることから分

子のどほ扮にお、ても一方部項目句し刀ないことが示された。ーホ

IiBr処理を施すことによって、N-末端員約メチレンを重水素化した試
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Fig.3 Solid.state 13C.NMR spectra 

ofN・acethyltriglycine

(a)DCA treatment (b)original 

(c)LiBr treatment 



料と、G末端AIJ7)メチレンを垂水素化じた詩附こ叫吋はスベクトノ同潟糊になることから、重討諜fじされた付近

例汗伺耐|掛痛くなってし、ることが幼Lった映のメチレンを垂水素化じた詩附こ叫て峨捗くの 2Hシ

グわゆ2見出ることから、CD結合カト苅部項目句し・口湖、こと枠錠された。これら僻揖初防13CNMR

スベクトルか鴻ぽlt~操( IiBr処理を施じたも僻説話Tiボ広くなり運蜘糊良され刀、るが∞A処理を施

じたもの及以来変暗扮も明記樹富均等間同国くなり運動!由痛い)と一致する。

経論

均 11J J 
C--~--~--?--~一目ーcーc一目ーC--C-OH

II H J ~ H 1 " H f 11 
u H 0 H 0 H 0 

Fig.4 Structure of N-acethyltriglycinc 

:川JJJ川J川ぺ炉ん(叫J1;川h耐w~~んJA品dふ仇凡h川州帆W1 (L川川山)v，ル州f治ペ，^~
(》〉し ::;L::;シ:;〉ん九.. J"，凡凡}v，州V九~九~角:凡
:::ごιιM』ιιιιM』弘ι:ごχJJごχJごJJ0;j川ιι泊J(11;

Fig，5 Wideline 2H-NMR spcc町aof N-acecbyltriglycinc 

(a).(b).(c) DCA treatrnent (d).(e)ベf)original 匂).(b).(i)LiBr 

treat皿ent

(心.ω.ωDeuteratedat tbe 1 position (b).ω.(b) Deuterated 

atthe 2po副tion (c).(f).(i) Deuterated at出e3 position 

N-アセチノレグリシンオリゴ苧→こ持、てもポリグリシンI型とE型に類似凝謀緒子及rJ，水瀬音合醐陵枠コ

ことがオコゆりたエチ1V-r.ステ1J..O';場合，グリシン残基裁が 3~るまで沈樹ではPGn型初コシ命メーション￠砕

をとる治勢鑑識妨~6以上官立PG 1抵PGn型双方のコシ付tメーションをとりうるようになる。このことはグリシ

ン残基数が6以上でポリグリシンの性質を持つようになることを示してしも。また、選開匂諸防車オ報化すること

によって、PGn生め方が悶 I型よりも分子町句l掛滴く、そ舗前を決定しホハる似訂時椅恥グリシン残留E

分である事カ鴇手った

参考女敵: (1)α地 F且C.虫油，A Natur叫血伽1)19日斗謹，7鈎.

(2)lotζB. JMoU以 1974.87.169.
(3) R Okabay;出hi，KOh晶画lB，RE国土KT勾a，T.YI劫 idaJ.Phys.α四 n.

l鰯'~邸沼

(4)日本イ除鎖倒秋季年会よE迎(1ぬ4)。N.As出wa，R Kurau， I. Anoo， A sl時 T.Ozakiよ陥118tn瓜 1鈎4&11.119
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P29 
2次元国体13C，15N_NMRによる

安定同位体標識アデノシンの完全帰属

(横浜国大工)0菅瀬謙治、藤原敏道、 阿久津秀雄

(都立大理)小野明、小野晶、甲斐荘正恒

Complete Assignrnents ofUniformIy Isotope-Labeled Adenosine 

by Two-DimensionaI Solid-State13C， 15N_NMR 

OKenji Sugase1，Toshimichi F吋iwara1Akira Ono2
• 

Akira Ono2 

1 Department of Bioengineering. Facu1ty of Engineering. Yokohama Nationa1 Univeβiザ

2 Department of ChemistI}'. Tokyo Metropolitan University 

Two-dimensiona1 solid-state 13C dipolar HOHAHA and 2-D 13C_15N TEDOR experiments were 

performed for unifoロ刈yisotope-label吋 adenosine.All the 13C and 15N signals were assigned 

from the 13C_13C and 13C_15N dipolar couplings. In the rruxing periods. 13C_13C and 13C_15N dipolar 

couplings under MAS conditions were recovered by USEME and TEDOR puls回 r回pectively.

which are rf m叫tip叫sesequences applied synchronously with sample spinning. Dipolar m凶ng

periods were set to times at which only spin pairs connected with direct covalent bonds give rise 

to cross peaks in the 2・Dsp配tra.四国.these high resolution 2-D sp配traunveil a network of 13C 

and 15N spins connected with cova1ent bonds in solids. 

【緒言】

溶液NMRでは、タンパク質など生体高分子の全構造解析を目的とした、安定同位体

標識と多次元NMRを組み合わせた方法論が確立している。私たちは、国体状態の生

体分子を対象に、同様な方法論の開発を試みている。複雑な生体高分子について多く

の構造情報を効率よく得るには、分解能の高い等方化学シフト相関多次元NMRを用

いることが不可欠である。今回は、 2次元13Cdipolar HOHAHA法と 2次元13C_15N

TEDOR法を13C.15Nで一様に標識したアデノシンに適用し、 13C_13Cと13C_15N双極子結合

を用いてすべての信号の自己完結的な帰属を行ったことを報告する。

2次元国体NMR、信号帰属、安定問{立体標識、マジック角試料回転、 13C_13C.1t_ 15N双極子相互作用

0すがせけんじ、ふじわら としみち、あくつひでお

おのあきら、おのあきら、かいのしよう まさつね
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{実験】

すべてのN服実験は静磁場強度9.4TでChemagneticsC問 400核磁気共鳴装置を用いて

行った。

13C同種核双極子相関

13C同種核双極子相関を得るために

用いたのは2次元13Cdipolar HOHAHA 

法(Fig.1)である。 2次元13Cdipolar HO 

HAHA法では、初めにCPでlHから13C

に磁化が移される。混合期において

試料回転周期 τRに同期した多重パ

ルス(SE+ME+π)を繰り返し照射する

と13C同種核双極子相互作用が復活す

IH iCP I川;;1;十;JYiCW 1 

71 TCx π75 
何日司←tI叶ISEIMEllsEIMElllAf:.

jJy v 

る。それによって13C磁化が13C_13C問 Fig.l Pulse sequence for 2・Ddipolar HOHAHA 
を移動する。

この混合時間を調節すると共有結合で結ぼれた13C_13C聞にのみ交差ピークが生じる

ようにすることができる.すなわち、その2次元NMRスペクトルより共有結合で結

ばれたスピン対の関係が明らかになる.実際の実験では、 2チャンネルブロードバン

ド用CP!MASプロープで約20mgの標識アデノシンに対して5kHzのMAS条件下で測定を

行った。 CPの接触時間は4msとした。 dipolarHOHAHAの混合期の13CRFパワーは50kHz、

lHのデカップリングパワーを95kHzとし、混合時間は1.2msとした。また積算の繰り返

し時間を40s、1つのFIDを得るための積算回数を 8回とした.

13C_15N異種核双極子相関
13C_15N異種核双極子相関を得るた

めに用いたのは 2次元13C_15NTEDOR lH 包
月RT

CW Decoupling 

法 (Fig.2)である o 2次元 13C_15N

百OOR法では、 CPによってIHから15N

に移された磁化が、百DORの混合期尚N

に復活した13C_15N異種核双極子相互

作用によって15Nから13Cへ移される。 1I
なお、 13Cの最初のπ12パルスは観 13CJ 

測時に15Nから13Cへ移動した磁化に
13Cの初期磁化が混入するのを防いで

いる。

1fnnn nnn 

Fig.2 Pulse sequence for 2・DTEDOR

l十仲

実験では、 lH，13C，15N3チャンネル用CP/MASプロープで約40mgの標識アデノシンに

対して5kHzのMAS条件下で測定を行った。 IH_15NのCPの接触時間を7.5msとした。

13C，15N RFパワーは42kHzでIHのデカップリングパワーを52kHzとし、混合時間は共有

結合した13C_15N聞にのみ交差ピークが生じるように1.6msとした。また積算の繰り返し

時間を40s、1つのFIDを得るための積算回数を 16回とした。
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【結果}

標識アデノシンの 2次元13Cdipolar HOH妊fAスペクトルをFig.3(左，糖;右，塩基)に示

す。縦軸、横軸ともに13Cの化学シフトである。まず糖ではC1'からC5'まで5個の炭素

原子が共有結合で結ぼれているのでスペクトル上でも 5個の炭素原子のシグナルが相

関ピークで結ぼれている.ここで92.6ppmをCl'のシグナルと仮定すると、相関ピーク

をたどることによって75.4ppmがC2'と決まる。同じようにして相関ピークをたどると

順に、 C3'(71.5ppm)，C4'(85.1)，C5'(63.2)が決定する。また、塩基ではスペクトル上で

C4，C5，C6の3個の炭素原子のシグナルが相関ピークで結ぼれている。構造式から考え

るとC5だけが2個の炭素原子と共有結合しているので2つのシグナルと相関ピーク

で結ぼれた120.8ppmのシグナルがC5のシグナルと決定する。 C4，C6についてはC5のシ

グナルと相関ピークで結ぼれた148.5ppm，155.6ppmのシグナルの一方がC4で他方がC6

のシグナルであると言うことしかできない。またC2，C8は相関ピークで結ばれた 3つ

のシグナル以外の位置に存在するということ以上は分からない。なお、*で表わされ

ているものはスピニングサイドバンドである。

160 150 140 130 

F2/ ppm F21 ppm 

Flg.3 2・D13C dipolar HOHAHA spectra of 13C and 15N labeled adenosine 

日

g 
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a
a
¥
 

O
守
F

守蘭'

u. 
呂

。
由
F

以上より13C同種核双極子相関だけでは、完全な帰属をすることはできず、 13C_15N異

種核双極子相闘が必要なことが分かつた。

Fig.4は標識アデノシンの 2次元13C_15NTEDORスベクトルである。縦軸が15Nの化学シ

フト、横軸が13Cの化学シフトである。ここでの帰属はC1・に着目する。糖ではC1・だけ

が窒素例9)と共有結合しているのでC3Cの化学シフト [ppmJ，15Nの化学シフト

[ppm])=(92.6， 172.5)が(C1'，N9)の相関ピークと決定する.これによって 2次元13Cdipolar 

HOHAHAにおけるCl'の仮定が正しかったことが証明され、同時に糖の帰属が完了する。

次に、 N9を見るとN9はC4，C8と共有結合しているので(148.5，172.5)と(138.1，172.5)の相関

ピークの一方はに4，N9)で他方が(C8，N9)の相関ピークであることになる。ここで2次元
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13C dipolar HOH妊弘の結果より C4のシグナルは148.5ppmか155.6ppmに位置しているこ

とが分かつているので(148.5，172.5)が(C4，N9)の相関ピークで(138.1，172.5)が(C8.N9)の相関

ピークと決まる。また同時にC6のシグナルが必然的に155.6ppmとなる。以下、同様に

帰属を行った。

之
町
F

、白
子、

E
a
a
¥
F
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60 70 80 90 110 100 160 150 140 130 120 

F2' ppm 13C 

Fig.4 2-D 13C，15N TEDOR spectrum of 13C and 15N labeled adenosine 

以上、 2つの2次元NMR実験により標識アデノシンの13C_13C間と13C_15N聞の双極子

相関が得られ、これにより13C，15N_NMRシグナルの帰属が完了した.その結果をまとめ

ると、 C2(154.8ppm)，C4(148.5)，C5(120.8)，C6(155.6)，C8(138.1)，C 1 '(92.6)，C2'(7 5.4)，C3'(71.5)， 

C4・(85.1)，C5・(63.2)，Nl (223.9)，N3(217.2)，N7(237.7)，NH2(85.2)となる。なお、標準物質として

13Cはヘキサメチルベンゼン(17.1 7ppm)、】5Nは飽和15NHP(27.34ppm)を使用した。

【考察】

一般に天然に存在する核酸を試料に用いる場合、観測される13C，15Nに対して13C_13C

と13C_15Nのスピンースピン結合がまずないため、そのシグナルを帰属するのは難しい。

これまでの核酸の固体NMRシグナルの帰属は主に溶液N憾の結果に依存している。し

かし、今回の私たちが行った実験のように13Cと15Nで一様に標識した試料を用いて13C

同種核双極子相関、及びに13C_15N異種核双極子相関を得ることによって自己完結的な

帰属を行えることが分かつた.また、今回の実験から固体生体分子についても同位体

標識と多次元等方化学シフト相関NMRを組み合わせた方法が構造解析に有効であるこ

とが分かつた。
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P30 国体高分解能15N-NMR法を用いたグリシン含有ペプチドのN-H…o=c

水素結合に関する研究

(姫路工大・理)内藤品、 O福 谷章、辻暁、斉藤肇

Study on hydrogen bonding of N幽 H'''O=Csystems in peptides containing glycine 

residues by high resolution solid state 15N-NMR 

(Department of Life Science， Him吋iInstitute of Technology) 

Akira Naito、OAkiraFukutani、SatoruTuzi、HazimeSaito 

In order to investigate the relationship between N-H bond lengths and their 

strengths of N-H…O=C hydrogen bond ， we have measured N-H bond length 

accurately in amide nitrogen of simple peptides containing glycine residues by 

means of high resolution solid state 15N-NMR spectroscopy. The results show that 

the longer N-H bond lengths make the weaker hydrogen-bondings. 1 H dipolar 

coupled 1~ powder pattern was obtained using homonuclear decoupling pulses. 

The 15N_1 H bond direction with respect to the principal axis system of 15N chemical 

shift tensor was evaluated by analyzing the powder pa杭ern.It turned out that the 

direction is also sensitive to the strength of hydrogen bonding. 

1.序論

N-H…O=C水素結合は、タンパク質の高次構造の形成にとって重要な役割を果た

している。この水素結合の強さを評価する方法として、赤外分光法による N-H伸縮

振動(VNH )の観測や国体高分解能NMRによる 1H ，13C ，1~核の化学シフト(テンソル)値や
170・NMR法による核四極子定数の研究がなされている。本研究では、構造に直接的

なN-H原子間距離(rNH)を15N_1H磁気双極子相互作用の解析から決定しN-H…O=C水素

結合の強さとの相関をペプチド中のグリシン残基のアミド窒素について検討してみ

た。また、 15N化学シフトテンソルの主軸と15N_1H原子間ベクトルの相対方向を決定

する新しい方法の検討も行ない、水素結合との相関について議論する。

2.実験

試料の調製

C末端に位置するグリシン残基のアミド窒棄を 15Nで標識した試料としてGly-L-

Pro・D-Leu-[1~]Gly ，Gly_[15N]Gly， Val-Gly-[15N]Gly、C末端から離れたグリシン残基

のアミド窒素を15Nで標識した試料としてTyr-[15N]Gly-Gly-Phe-Leu. H20， Acetyl-

N-H原子間距離、 N-H…O=C水素結合、 SLDF法、 1H双極子結合15N粉末スペクトル、

グリシン含有ペプチド

ないとう あきら、 Oふくたに あきら、つじ さとる、さいとう はじめ
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Pro-[15N]Gly-Phe， Val-r5N]Gly-Gly，をペプチド合成機を用いて国相法により合成し、

得られた粗製試料をHPLCで精製した。さらに、結品化を行い多結晶を調製した。

固体高分解能15N-NMR法

r N Hの決定は、 SLDF

(Separated Local Dipolar Field) 

法にCP・MASを併用して行った。

このパルス系列をFig.1に示す。
1耳目

CWD:S∞UPLlNO 
~ 

b 

lH核に対して、 2次元の展開期

にBLEW12(多重パルス)による

同種核開デカップリングを行い、

検出期にcwテeカップリング下で

15N核を観測した。 CPとFID検出

の中間に15N核にπパJレスを照射

することにより、 FID検出開始

時における15N化学シフトの異方

性による位相のずれを打ち消し

た。得られた2次元スベクトルの

F1軸にはr
NHに依存する15N_1H双

UN且 ほ〉180'・
ntr ntr 

lt-Irradlatlon lImo of multlplo pulsos 

k-Intogor (Varl油lo)
も，-Ono cyclo porlod of multlplo pulses 

、，-Detoctlont1me of FJD 
n-Integor (Constant) 
~-Rotorpe巾d

極子相互作用を示すスペクトル

が、 F2軸には15Nの化学シフト相

Fig.1 Pulse sequence for 2D-MAS-SLDF method 

互作用のみを示す固体高分解能

スペクトルが現われた。

15N化学シフトテンソルの主軸

と15N_1H原子問ベクトルの相対

方向の決定のためのパルス系列

をFig.2に示す。通常のCP法に 頃

おいてlH核をcwテ'カップリング

する代わりにBLEW12(多重パル

ス)でlH核問種核デカップリング ISN

を行い15N核でFID検出した。こ

の方法を適用することより lH双

極子結合15N粉末パターンが得ら

~ BLEW12 

れ、単結品や配向試料を用いず Fig.2 Pulse sequence for obtaining lH dipolar coupled 

にペプチド面における15N化学シ 明仰wderpattern 

フトテンソルの主軸とN-H原子
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間ベクトルの相対方向をFig.3のような(r，a，b)の極座標で決定した。

赤外吸収法によるN-H伸縮振動(VNH)の観測

赤外吸収法によるグリシンアミドのV州の観測はKBr法を用いて行った。 VNHのピー

クの帰属は、 1SNで安定同位体標識した試料が安定同位体標識していない試料に比

べて、約8cm吋民波数シフトすることを利用して行った。

3.結果および考察

1SN_1H原子間距離(rNH)の決定

2D-MAS-SLDFによるVal-Gly-[1SN]GlyのrNHの測定結果とF1軸のシミュレーショ

ンスペクトル(口ーターの周期:1500Hz，N-H原子間距離:rNH，BLEW12のスケーリング

ファクター:0.475)をFig.4に示す。 1SN化学シフト異方性のためF2軸のサイドバンド

がローターの周期ごとに現われるので、それらのF1軸のクロスセッションを足し

合わせた。足し合わせたスペクトルをシミュレーションスペクトルと比較して、

r州を+0.01Aの精度でTable1のように決定した。なお、センターバンドは疑似信号

が重なっているため、シミュレーションでは考慮しなかった。

測定されたN-H原子関巨離とN-H…o=c水素結合の強さと相聞を示すパラメーター

として知られている1SNの8嗣(化学シフト等方値)、 033、N…0距離(rN...O)およびVNHと

の比較を行ってみた。これらの値もTable1に示した。これらのパラメーターにつ

いてN-H…o=c水素結合が強いペプチドほど、 1市5Nの8丸国帥。，0臼の値は低磁場シフトし、

r恥N仲..心.

1では、 rNHが長いものほどlSNの九。，033
は高磁場シフトし、 rN...Oは長くなり、 V州は高

波数側へシフトする傾向がみられた。この結果は、 N-H…o=c水素結合が強いほど

rNHが短くなることを示唆している。この現象を次のように解釈した。水素結合が

強くなるほどプロトンの振動が束縛を受け熱振動の振幅が小さくなる。このため

15N_1H双極子相互作用の平均化が起こりにくくなりrNHは短く現われる。
1SN化学シフトテンソルの主軸とISN_1H原子間ベクトルの相対方向の決定

Tyr_[I~]GIy-Gly-Phe-Leuにおける lH双極子結合ISN粉末パターンとシミュレーショ

ンスベクトルをFig.5に示す。シミュレーションは、 1SN化学シフトテンソルの主値:

( 011'022，033)、N-H原子間距離:r州、 BLEW12のスケーリングファクター:0.475を定数

とし、角度a，bを変数として+2
0

の精度で角度a，bをTable1のように決定した。解

析の結果、 022軸がペプチド面にほぼ垂直であり、 Oll軸、 033軸がペプチド面上にあ

ることが分かった。また、 Gly-しPro・D-Leu-[15N]Glyでは022と033の大小関係が逆転

していることが明らかになった。この大小関係の逆転は、通常の1SN化学シフト粉

末パターンでは判別できないことを注意しておきたし、。さらに、水素結合が強くな

るほどN-H結合方向がOllの方向と一致する傾向が見られた。本研究により水素結合

の評価に国体高分解能15N-NMRが有用であることが判明した。
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Table 1 N-H恥ndleng白s，N-Hs位協hingfrequency， p巾 c.ipalvalues of-chemical shift tenso隠.

N…o distances and a.b an.lde for various kinds of peptides 

Sample 
(tH}" (pp九m)(pp九m)(pp九m2)(pp5且m)r{NA・唱} a 

b V({cNm・H-g}Y 

Gly-Pro-D-l訓告!i 1.1∞99.8 205.3 39.7 54.4 2.86 5. 14. 3311 

Gly-Q!i 1.02 95.9 203.2 57.3 27.2 2.94 10. 21. 3290 

VIIlをh:-01y 1.04 94.0 199.6 62.5 19.9 3.05 5. 21. 3334 

VaI-Oly-Q!i 1.05 92.3 203.3 54.9 18.7 3.05 5. 21
0 

3323 

Tyr-Q!i-Oly-Phe・Leu 1.06 83.4 194.2 46.0 10.0 o. 26. 

AωtyトPro宮h:-Phe 1.08 81.7 190.7 33.9 20.5 2.85 O. 21. 3347 
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P31 
多重ラベノレした13C_15N聞の双極子相互作用の選択的測定法

京大理 O武田和行、竹腰清乃理、寺尾武彦

Selective Recoupling of 13C_15N Dipolar Interactions in a Multiple 

Labeled Sample 

kazuyuki 'f.出.ed80，K.τ'ak.egωhi， 80nd T.百四ο

Deparlment of Chemistly， Faculty of Science， Kyoto University， 

Kyoto 60~Ol ， J8opa.n 

Abstract 

In order to observe 80 pa.rticul8or 13C_15N dipol8or int.er8oction in 80 multiple 

[13C， 15問 l80beledsa.mple， we h80ve ex80mined the effect based on the rota.ry r，部onance

recoupling[l， 2]. Firstly， a.11 the dipole inter配 tions80re町 era.gedto be zero by m80gic 

angle spinning(MAS). Secondly， by 80pplying 80n rf selectively on 80 particular 15N， one 

can r，配overall dipole inter8octions between the 15N sp泊鉛ldthe 13C sp泊s.

Theory 

The heteronuclear dipol8or interaction for the r and S spins under MAS can be 

writtell出

Hd = d(t)lzSz 

where d(t) denotes 80 sp80tial part of the inter8oction， whichωcill80tes at frequencies of 

MAS(凶印d2ω'r).Thc rf irradiation on the r spin (l5N) rotat部 thespin part出

lz→ IZCOSW1t + IXS'Irtw1t 

where the irradiation is alOllg the Y a..xis and its intensity isω1・Whenω1=凶， the 

tim&averaging of the spatial part by MAS is interferred by the modulation on the spin 

part， thus， a part of interaction becom田 timφindependent.

MAS / rota可 r部 onance/ dipolar interaction / solid state NMR 

たけだかずゆき、たけごしきよのり、てらおたけひこ
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E:xperimental 

NMRm伺 surementswere caηied out using a modified JEOL GSX-200 NMR 

spectrometer， opera七ingat 200 MHz for lH， and 50MHz for 13C. A lH_13C_15N triply 

tuned MAS probe w舗 developed.

Results and Discussion 

Fig.1 shows observed 13C sp配 traof 99% doubly enriched [15N， 2_13C] valine 

under MAS. Fig.1(a) shows a conventional CP-MAS spectrum without rf irradiation 

on 15N. Fig.1(b) shows the effect of applied irradiation on 15N with an intensity ch田 en

to satisfy the rotary resonance condition (Vl =件=1.8kHz ). The particular lin白 hape

found in Fig. 1 (b) c叩 beanalyzed by reintroduced anisotropic heteronuclear 13C_15N 

dipolar interaction. Modifications of the CW  irradiation used in the original rotary 

r田 onanceexperiment are underway with a hope of impro吋ngthe selectivity. Such 

modifications include a composite pulse and the double irradiation2. 

Figure 1. 13C CP-MAS spec-

tra of 99% doubly enriched F5N， 

2_13C] valine (吋 withno rf ir・

radiation at 15N加 d(b) with 

an rf irradiation “on }'悩onallce"

to 15N so as to fulfill the rotaηr 

reson釘Icecondition. The spin-

ning fl陀 quencyof the sample is 

1.8kHz. 

(a) No irradiation 

15 
(b) Under、 N irradiation 

80 60 40 

Chemical shif七/ppm

R.eference 

1. T.G.O部， H..G.Gri白n，M.H.Levitt， J.Chem.Phys. 89(2)，692 (1988) 

2. K.Takeg部hi，K.Nomura， T.Terao， Chcm.Phys.Lett. 232，421 (1995). 
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P32 
15N NMRによるEーカルポベンゾキシ L-リシン含有

ポリペプチドの固体構造解析

(群馬大工) 。芦川幹也・河村智行・尾崎拓男・荘司 顕

Structural Analysis of Solid Polypeptides Containing 

E-Carbobenzoxy L-Lysine Residue by 15N NMR. 

Mikiva Ashikawa， Tornoyuki Kawamura， Takuo Ozaki， and Akira S加Iji

Depaはmentof Biologi伺 1Sciences， Faculty of Engi同 ering，Gunma U川versity，

Kiryu， Gunma 376 

Abstract: In order to elucidate the re抱tionbetween t岡市5NNMR chem回Jshiftandthe

st印刷re(amino-acid sequence and∞nformation) of 釦 lid polypeptides， we have 

synthesized poly (e-carbobeほ oxy L-Lysine) and 釦 me copolypeptides ∞ntaining 

α-1'N_labeled ←carbobenzoxy レLysine( Lys・(Z)) residue. It was found that the 1初

出emicaJ凶前 ofLys・(Z)residue depends not only on∞nformation but also on amino-acid 

sequence of copolypeptide. Thus， the 1'N chemi伺 1shift of Lys・(Z)residue is very useful for 

the analysis of conformation of solid polypeptides. 

緒奮)われわれはこれまでに、ポリペプチドの惜N化学シフトがコンホメーションおよび

アミノ酷残基の種類により異なるだけでなく、アミノ酪配列をも反映することを報告してき

た1.2。本研究では、これまでのアルキル側鎖およびベンジルエステル側鎖を有するアミノ酸

と異なり、側鎖にアミド結合を有するトカルポベンゾキシし・・リシンに篇目し、そのホモポリ

ペプチドおよびコポリペプチドについてトカルポベンゾキシしーリシン残基の暗N化学シフト

とポリペプチドのコンホメーション、および帽N化学シフトと共重合アミノ酷残基の種類と

の関係について検討した。

実験)本研究で用いたα_15Nラベル(99%)トカルポベンゾキシ L-I)シン (Lys*(Z))残基

を含むポリ(e四カルボベンゾキシ Lーリシン) ~Lys・(Z) 1ft) 、および他の天然存在比アミノ酸

(X -GIy，L-Ala， L-VaI， L-Leu，L-lIe， L-Asp(OBzQ， L-Glu(OBzQ， D-Ala， D-Val) とのコポリ

ペプチド([Lys*(Z)，Xl，)はN-カルボキシアミノ酸無水物 (NCA)法により合成した。各試

料のコンホメーション解析は、赤外吸収スペクトルおよび叩CCP甲 MASNMRスベクトルに

より行なった。

13Cおよび惜NCP-MAS NMRスベクトルの測定は、 JEOLEX-270 WB型分光計により、

それぞれ67.8MHzおよび 27.3MHzで行なった。時N化学シフトは惜NH.N03を基準 (8=0 

ppm) とし、時NH.CI (8 =18.0 ppm) を二次基準とした。

固体高分解能NMR・時N化学シフト・コンホメーション・トカルボベンゾキシLーリシン

あしかわ みきや、かわむら ともゆき、おざき たくお、しょうじ あきら
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結果・考察)観測されたLys*(Z)残基の帽N化学シフトをFigure1に示した。ホモポ 1)ペプチ

ドの場合、[lys・(Z)]，，-100ではαーヘリックスのピーク (97.5ppm)のみが、 [Lys・(Z)1.-5では

αーヘリックスのピーク (97.7ppm) に加えて低磁場側に二本のピーク (103.0，107.1ppm) 

が観測された (F泊ure2) 0 [Lys・(Z)1.-5の13CCP-MAS NMRスペクトル (Figure3) では、

。ーシートのピークは一本しか観測されなかったことから、この二本のピークはいずれもs-シー

トに由来するものと考えられるが現時点では詳細な帰属は不明である。

コポリペプチドの共重合アミノ酸残基 (X) がしーアミノ酸の場合、トシートのピーク

(105.2-105.9ppm) は、 αーヘリックスのピーク (96.5-99.2 ppm) より低磁場側に観測さ

れた。この撮なコンホメーション依存性はVal*残基、 Leu.残基、 Asp(OBzl)*残基の場合と同

じ傾向であり、 Lys・(Z)残基の泊N化学シフトがポリペプチドのコンホメーション解析に有効

であることが明らかになった。

共重合アミノ酪残基 (X)がDーアミノ酸の場合、トシートをとるD-Valは同じくトシート

をとるしーValよりも6.1ppm高磁場シフトしている。これに対し左巻αーヘリックスをとる

D-Alaと右巻αーヘリックスをとるL-A陥ではほとんどシフト差は見られなかった。このことか

らしys*(Z)残基の15N化学シフトは、トシートの場合にポリペプチドの隣接残基効果を強く反

映していることが分かった。

さらに、市N化学シフトと共重合アミノ酸の側鎖構造および隣接残基効果との関係について

も詳しく踏論する。

I 「 L ↑b

eu Ala 

:附叫 ~:ト卜ト:斗1拘[仏ωMしLy sp(OBz討1) 一-， Gωl川u吋(OBz剖lり) 1 1 D-Ala 

105 100 川什 . I1111 

Val lIe D-Val 

11'¥ I ， '，1，1，" I ， I Oiso 
95 [ppm] 

Gly 

s-sheet 

Figure 1 Diagram of the observed isotropic惜 Nchemi回 Ishifts (oiso) of 

Lys・(Z)residωin sorne polypeptides in the solid s泊te.

Figure 2 27.3MHz 1~ CP-MAS NMR 

spectrum of [しys・(Z)1.-5. 

Rgure 3 67.8MHz 13C CP-MAS NMR 

spectrum of [Lys・(Z)1.-5. 

1. A. Shoji， S. Ando， S. Kuroki， 1. Ando， G. A. Webb， Ann. Rep. on NMR Spectroscopy. 

1993， 26， 55. 

2.芦川.廷司.尾崎，安藤.第33回NMR討論会情演要旨集 1994，195.
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P33 固体重水素NMRによる poly(s・phenethylL-aspartate)の動的構造

。北津聡・平沖敏文・岡本敏人古屋秀峰T・安部明贋1・堤耀贋

北大工・ T東工大工・ 1東京工芸大

Dynamical Structure ofPoly(s-phenethyl レaspartate)by Solid State 2H NMR 
s. Kitazawa， T. Hiraoki， S. Okamoto t ， H. Furuya t ， A. Abe t ， and A. Tsutsumi 

Deparlmenl of Applied Physics. Hokkaido University. Sapporo 060.セDeparlmenlof Polymer Chemislry. Tokyo 
/nslilule ofTechnology. Tokyo /52. t To匂o/nslilule of Polylechnics. Alsugi 2-13・02

Poly(s・phenethylL・ぉpa巾 te)(PPLA) undergoes the irreversible conformational transition from the 
right-handed α-helix to the left-handed helix around 130 oC iil the solid state. The dynamical 
structure of PPLA side chain was investigated by solid state 2H NMR. Line shapes and spin-Iattice 

relaxation times (九)of PPLA deuterated in the sR-or C-methylen group we向 measured. There are 
rapid and large-amplitude motions in the side chain at higher temperatures，ぉ weIIas rapid and smaII-
amplitude librational motions. Although remarkable changes in the line shapes and T1 were not 
observed around 130 oC， the temperature dependence of these parameters showed hysteresis， 
suggesting that the side chain motion depends on the main chain conformation. 

poly(s-phenethyl L-aspartate )(PPLA)の主鎖は国体状態において、温度上昇に伴い 130--
140 "cで右巻きルヘリックスから左巻きヘリックスに不可逆的に転移する。 1).2)本研究では

PPLA側鎖の動的構造及び、主鎖のコンフオメーション変化との関連を調べるために、側鎖

のp・メチレン基の水素を一個のみ重水素化した PPLA-sRdlと、むメチレン基を重水素化した

PPLA・Cd2を国体重水素 NMRで測定した。固体重水素 NMRは局所的な分子運動の研究に適

した手段であり、スベクトノレの線形やスヒ。ン・格子緩和時間(T1)などから運動のモードと速さ

を識別することが可能である.

PPLA-sRdl及びPPLA・5むのスベクトルの温度依存性を Fig.lとFig.2にそれぞれ示す。

PPLA-Cdlのスベクトルは・750Cですでに静止状態の線形とは異なり、積分強度は・300C付近

でexchangebroadeningによる極小値をとる。これはこのような低温においても、側鎖末端に

は 10--100kHzオーダーの大援幅の運動が存在していることを示している。 PPLA-sRdlのス

ベクトルは・290Cでは静止状態の線形に近く、主鎖に近いP位では大振幅の運動はかなり制

限されていることを示している。しかし PPLA-sltdlの四重極分裂幅は・290Cで 122kHzであ

り、静止状態の理論値 128kHzよりも僅かに小さい。これは側鎖には小振幅で高速の libration

が存在していることを示している。温度上昇に伴い四重極分裂幅は徐々に減少し、 libration

の振幅は温度上昇とともに大きくなることを示している。

温度を上昇させるとスベクトルの線形は徐々に変化し、 PPLA・Cd2では約 200Cから、

PPLA-sRdlでは約 1100Cからスベクトルの中央部の強度が相対的に大きくなる。これは大
振幅の運動が速くなるためである。転移温度の 130oC付近では運動によって完全に平均化

されたシャープなスベクトルが観測される。これは大振幅の運動の速さが四重極結合定数の

大きさよりも十分速くなることを示している。大振幅の運動は PPLA-sRdlでは C.-C，1軸まわ

りの内部回転、 PPLA-Cd:!では側鎖に沿った多重内部回転に起因すると考えられる。

キーワード:Poly(s-phenethyl L-aspa巾 te) /ヘリックスセンス反転 / 固体重水素 NMR

きたざわそう、ひらおき としふみ、おかもと さとし、ふるやひでみね、

あベあきひろ、つつみあきひろ
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PPLA-Cd2の7・lは・860Cで200ms、温度上昇に伴い徐々に減少して、 200Cで 50msに

なる。さらに温度を上昇させると、 1'， は著しく減少し始め、 1100Cで 8msの最小値をとる。

PPLA-sRdlの T，は・290CでI.ls、温度上昇に伴い徐々に減少して、 800Cで70msになる。

さらに温度を上げると、著しく減少し始め、 1400Cで 5msとなる。双方の T，とも高温では

msオーダーであり、理論計算から、転移温度の 1300C付近では側鎖の運動の速さは観測周

波数の 30恥田zに近いと考えられる。

転移温度付近では双方の試料の線形と T，には著しい変化は観測されなかった。これ

はこの温度域では巳位、 p位の運動の速さが重水素 N恥R の観測タイムスケールに比べ十分

速いためと考えられる。しかし、双方とも線形とれの温度依存性にはヒステリシスが見い

だされ、不可逆転移後は線形とれの温度依存性はいずれも低温側にシフトする。これは側

鎖の運動が主鎖のコンフォメーションに依存することを示している。

1) S. Sasaki， Y. Yasumoto， and 1. Uematsu， A佐lCromolecules，14， 1797 (198り.
2) S. Okamoto， H. Furuya， A. Abe， and J. Watanabe， Polymer Prψrints， 42， 3364 (1993) 

I∞ 0 ・1∞
kflz 

100 0 -100 

kHz 

Fig. 1 Temperature dependence of 2H NMR 
spectra of PPLA・Cd2(a) before the transition and 
(b) a仇erthe transition. The figures on the 
right-hand side of the spectra show temperatures. 

H則() -1(副 I(XI 0 .I(XI 

k'i< kH. 

Fig. 2 Temperature dependent spectra of 

PPLA-sRd，. The figures on the 1eft-hand side 
of the spectra indicate the temperatures. The 
figures on. the right-hand side of the spectra 
indicate the integrated intensity values relative to 
the value at -29 oC. 

-122-



P34 固体重水素NMRによる絹の構造と

ダイナミクスに関する研究

農工大工

北大工

フロリダ州立大

0南雅史、出村誠、朝倉哲郎

平沖敏文、堤耀慶

T. ACross 

The Study of Structure and Dynamics of Silk Using Solid State zH-NMR 

Masashi Minami¥ Makoto Demura¥ Tetsuo Asakura¥ Toshifumi Hiraokiz， Akihiro Tsutsume釦 dT. A. Cross
3 

1. Department of Biotechnology， Tokyo University of Agriculture and Technology， Koganei， Tokyo 184 

2. Dep釘伽lentof Applied Physics， Hokkaido University， Sapporo 060 
3. National High Magnetic Field Lab.， Florida State University， Tallahass巴e，FL， USA 

[2，2・ZHz]Gly，[3ム3.2H3]Ala制 d[2ム5，6-Z~]Tyr labeled silk fibroins were obtained by oral administration of 

∞rresponding ~ labeled amino acids to Bombyx mori silkwonns. 百lesolid state zH-NMR spectra of powar and 

the oriented fiber samples were observ叫 inorl伽 tocharacterize the (抑制iαandstructure of silk fibroin in solid 

state.百lepowar pattem spectra were analyzed with the program， MXQET， by Vold et al;τ'he libration， rotation 

組 dflip-flop motions are the paramet悶 fordynamics組 alyses. With the中拙upolesplittings observed in the 

2H_NMR sp釘 lraof uniaxially oriented silk fiber which was sel parallel wilh respect 10 Ihe magnelic field， Ihe 

Ca-ZH and Ca・C~ bond orientalions wilh respect 10 fibぽ axiswere atennined for Ihe Gly and Ala resiwes in Ihe 

silk，respぽ lively. 百le中組dψtorsion釦 glesof the Ala and Gly resi伽esin the silk fibroin fib回 weremore 

rigorously deterrnined by adding白ese2H-NMR data to the previous
13
C却 dlSN CP NMR data. 

緒言

これまでに、一軸配向試料の角度依存13Cおよび15N国体NMRの測定から結晶や非晶

領域の配向構造について詳細な構造解析が可能であることを報告してきた以)心また、

絹タンパク質配向試料についても、 13Cおよび15N同位体ラベル絹フイブロインを用い

て、国体NMR配向構造情報を検出し、その団体構造の原子座標を決定できることを報

告してきた σ'able1戸。

国体重水素NMRは、立体構造や分子運動の様式・速度に敏感であるとともに、 2Hラ

ベリングが主鎖・側鎖の任意の箇所で可能なため、多くの構造、運動情報が得られる。

本研究では絹フイプロインに於いて、構造及び運動様式の大きく異なる 3つのサイト

(Gly主鎖CH2・ Ala側鎖CH3 • Tyr側鎖ring) を重水素化することを試みた。得られた

2Hラベル絹の、粉末試料と配向試料にワいて国体重水素NMR解析を行い、絹中でのそ

れぞれのアミノ酸残基の運動性を解析すると共に、従来の絹の固体13Cおよび15N NMR 

解析の結果と合わせることにより絹主鎖の原子レベルでの構造解析を行った。

キーワード:2H核安定同位体ラベル、国体重水素NMR、内部回転角、分子運動、絹

みなみまさし、でむらまこと、あさくらてつお、ひらおきとしふみ、つつみあきひろ、

T. A.クロス
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茎監
各アミノ酸毎の固体構造情報を得るために、 [2，2-2Hz]Gly. [3，3，3-2H3]Ala. 
[2，3，5，6-2H4]Tyr， 2H20のカイコへの経口投与及ぴ絹糸腺培養による絹の2Hラベルを試

みた (2Hs・Gly，し[3，3，3-2H31Ala，L・[2，3，5，6-2H4]Tyr. 2H20の各重水素ラベル物(99

atom%)を使用)。該当するラベルアミノ酸水溶液を人工飼料に混入、 5令期に 4日間

与える場合と、マイクロシリンジを用いて直接カイコに2HzOを経口投与する場合を試

みた。また、 5令 4日の家蚕4頭分の絹糸腺を取り出し、ラベルアミノ酸を添加した

培地中で24時間絹糸腺培養を行った。絹フイプロインのZHラベルサイトおよびラベ

ル率の決定は、得られた2Hラベル絹フイプロインをτ下Aに濃度7%で溶解し、 2H溶液

NMRにより行った。続いて、 2Hラベル絹フイプロインについて粉末試料、及び、配向試

料の国体重水素NMR測定を行った。なお、配向方向と磁場とを変えて配向試料の

NMRを測定した。 NMR装置は、 JEOLGX・400(GSX固体ユニット付属)を使用し、配向

試料用に作製された固体試料用プロープを装着してZH(61.25阻む)NMRスベクトルを

測定した。パルスシークエンスは四極子エコー法を用い、 9げパルスは3.4μs、900パル

ス間隅は34μsとした。パウダーパターンスベクトルのシミュレーションにはVoldら3)の

プログラムを用いた。

結果と考察

1.
2
H安定同位体ラベリング:経口投与または精糸腺培養法によってラベルした

絹フイプロインのZH溶液NMRスベクトルを測定し、そのスベクトルから絹フイプロ
インの2Hラベル法を検討した。これまでに、絹を 13CおよびlSN同位体ラベリングする

場合、同位体ラベルアミノ酸存在下での絹糸腺培養及び経口投与によってそれが可能

であり、前者の方がラベル率が高いことを報告してきた。しかしながら泊ラベリング

については、絹糸腺培養では対応するアミノ酸は絹中に入らず、経口投与のみラベリ

ングに有効であることが分かった。 [2，2-ZHz]Glyラベル、 [2，3，5，6-ZH4]Tyrラベルでは対

応するラベルアミノ酸の経口投与が有効で、あった。またし[3，3，3-2H31Alaの経口投与で

はSe市II鎖CHzへの転移が認められた。マイクロシリンジを用いた ZH20のみの経口投

与の方が、よりAla'側鎖CH
3
の高い2Hラベリングが可能であることがわかり、後者を

[3ム3_2H3]Alaラベル法として採用した。

2.パウダースペク介ノル:[3ム3-
ZH

3
]Ala、[2，2-2H2]Gly、[2ム5，6-2H4]Tyrラベル絹

フイプロイン粉末試

料について，その固 んJ¥ (A) 

体ZHN限スベクト ω…W吋~ ............... 山 叫 叩

ルをFigure1に示し

fこ。バ勺ゲ}バヲー

ンスベクトルはそれ

ぞれラベルサイトに

よって、運動性の違

いを反映した異なっ

た線形を示した。 目。

[2，2-2Hz]Glyラベル

絹フイプロインのパ

ウダーパターンは四

(8) 

(C) 

.1.。 .200 ZOQ 1.。
KHz KHz 

Flptc1.1岡 崎 出 制'1"岬申Z開館mNMR駒 α..(Icft田 lumns)andlhc剣mulalcd

(ri仰剖um叫申醐..0( (A) (3.3.3.'H，JAl， (8) 12.2.'H，JGI，酬J(c) 12.3.S，μH，J 

Tyr凶剖国silktibroin. 
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極子分裂i幅が118KHzであり、そのスベクトルシミュレーションからGlyのCα_2H結合

は絹フイプロイン中で非常に運動が制限されており、 12。の角度で、libration運動してい

ることがわかった。またAlaのメチル基はそのパウダーパターンが四極子分裂幅38

KHz の運動平均化された線形を示していることから、 Cα・C~結合周りの速い回転運動
をしていることがわかったの。さらに、スベクトルシミュレーションにより、 Ca-C~結
合のまわりで、振幅10・のlibration運動が存在していることがわかった。一方、 Tyrの芳

香環は他の二つのパウダーパターンとは非常に異なった線形を示しており、非常に運

動の遅い成分(四極子分裂i隔が125KHz) と芳香環のflip-flop運動由来の成分とが観測

された。運動の遅い成分は絹中で水素結合などにより非常に束縛された、もしくは絹

フイブロイン中の密なパッキング構造により制限された芳香環由来のものであり、運

動の凍結した成分である。また、 flip-flop運動由来の成分は室温で1x107
S.lの速度で運

動しており、温度上昇する毎にその運動の速度とflip咽 flop運動成分の割合が増加し、温

度上昇による運動性の向上が観測された。

3. te向読料のスヘ・ク卜ノル:繊維軸と磁場方向とを平行、及び垂直にセットし、

配向絹の2H-NMRスベクトルを測定した(Figure2)0 Alaのメチル基は固体2HN恥恨のパ

ウダーパターンより、 Ca-Cp結合周りの速い回転運動をしていることがわかっている

ので、 [3，3，3-2H3]Alaラベル絹フイプロイン配向試料の磁場平行固体2HNMRの四極子

分裂幅(39.8KHz)から求められる配向角は、繊維軸とメチルの回転運動軸方向、即ち

ca・Cs結合方向とのなす角である。配向試料の磁場方向と繊維軸とを平行においた場

合に観測される四極子分裂幅から配向角。は次の式を使って求められる D

3 dqQ Simulated 
E叩・rlmental Slmulated 

avQ=ττ一(3cos2e・1) (1) 8a 350 ""P 

しかし、これより決定される配

向角は88。、 35・のこっの解が得ら…ー 一色

れ、これから一つの解を導くた‘
Jp.r.刷

めに磁場平行および、磁場垂直 JLJLJL 
スベクトルについてのスペクト

ルシミュレ}ションを行った。 II 
磁場に平行の場合の計算スペク

(8)P附・ndlcular l J 
トルは88

0、35
0ともに同様の線形

-
_j'Lー

を示し、区別することは出来な
叩 0 4z 

λ同』し
KHz KHz 

い。しかし、磁場に垂直におい ， 
'H岨Ud醐 cNMR申町田制 (A)凹r..llcl.刷 (0)pctpondi曲 larwith

た場合の計算スベクトルは明ら 甲山叫品川闘同伽岡山M印刷(3.3.3・2HJ凶山
問 in.官棺寄寓..ra

‘
m由e包ft.....附cdontt悔僧XnIat耐'1ftMsIIc 0(8・35'

かに異なった線形を示し、配向 wbitc lbc spcctna nn lht ri山蜘d冊臨時山吋cu(8.附，

角が88・の場合と良く一致した。従って、繊維軸と Ca-C~結合方向とのなす角度は88。と

決定した(TableI)。

絹フイプロイン中でGlyのCa2Hはパウダーパターンスベクトルの線形から基本的に

運動の凍結した状態にあることがわかった。 [2，2-2H2]Glyラベル絹フイプロインの配向

試料について、磁場平行国体2
HNMRの四極子分裂幅(117.8KHz)から、繊維軸と

cfH結合方向とのなす角度、。C2Hが370、82。と得られた。さらに、磁場と繊維軸の

なす角度を変化させたときのスベクトルのシミュレーションによって、その角度は

82。と決定した。
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4.絹fAla残去の(rt，tt)の制限:固体重水素N恥仮により得られた結果は、既に報告
してきた 13Cと15Nサイトの角度制限に矛盾せず、絹フイブロインの逆平行戸シート面
が繊維軸と平行であることと一致する。また、固体2

HNMRから得られた各アミノ酸
残基のC_2H結合の配向角は、 13Cと15N核同様に、絹フイプロインの内部回転角の計算
のための角度制限として使うことができる。絹フイプロインのAla残基について内部
回転角(仇 ψ)の制限を行った(Figure3)0既に報告してきた13Cと15Nサイトの固体CP

NMR法から得られた繊維軸と分子軸とのなす角度をパラメーターとして用いた場合

(Figure 4， Table II)、内部回転角川， ψ)の制限は典型的なß-sheet領域(-150勺400)~こ分布
〉ていた。この13Cと15Nサイトからの角度パラメーターに新たに本研究において固体
官 NMRから得られた、AlaのCα・C

s結合に関する角度パラメーターを組み合わせること
により、内部回転角($， lt )の制限示さらに加えられることがわかった(黒域)。

11・.0
1‘5.・
150.0 

号炉 135.・

"・.0

105.0 

90.0 

量韮

Table 1. Orientation of the side chains with respect to the fiber axis determined by quadrupolar 

splitting， AvQ of 'H NMR spectra placed the oriented sample parallel to the applied magnetic 

Side chain t~VQ(KHz) e'qQIh(KHz) Orientation angle (deρ 

[3，3，3-'H，]Ala 

[2，2-'H，]Gly 
39.8 S3 88 (自白叩'H，)

117.8 168・ 82(8む<1'H)

a. Burnou. L. J. 01.1 (1971)J. Chem. Phy.'. 55. 5829・5831

.110 .1‘5 ・150 ・135 ・tl・・105 .90 
+ 

fi.u開 3.(1・.明剛岡畑d抽闘.....同......品加申.-・
血m胸 R細胞・r.鴫 I.'C省叫IS"CPNM脈"困戸弘 τh申凶剖"'"“

命醐脂樗劇脇陣刷叫".由lH-NMR輔副''''・・1‘c・IdI)NCP
N". 陣~，.恥

Fiaurc‘Dclcrm刷加開。，仲.榊Irumthcrc凶悩ofIJC 
岨dUNCPNMR.刷".樋

Table 11. Calcuhuion o( oricnl副旧同1如 gl凶 (degr<<J，
8NH. 8NC and OCO or Gly and Ala rcsiducs for Ihc 
silk fibroin sCruClu問 with~.ihec.t Slructu目.

GlL..___ Ala 
」且ー」♀ー 」札ー」♀-
ONII ONC flCN _ Dro ()刷I_I ONC ACN f)cn 
88.5 139.5 40.5 8~.0 83.0 141.0 37.5 90.5 
91.5 40雪ill，_S____2j.!l _97.0 3θ0142.5 89.5 

蚕体内の代謝機構に関するご助言を頂いた金沢大、小山内実先生、国体重水素NMR

測定に協力を頂いた日本電子(株)藤戸輝昭氏、配向スベクトルのスベクトルシミュ

レーションに協力を頂いたEMBL、A.Ulrich博士に感謝いたします。
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P35 強誘電性相転移を示す(CH3NH3)5Bi2Br11結晶の

15N-CP/MAS NMRスペクトルの温度依惇性

(阪大理、名大工*)0武固定、山口兆、岩田真*、石橋善弘*

Ferroelectric phase transition and ISN-CPIMAS NMR spectrum of(CH3NH3)SBi2Bq 1 

S. ](坐坐ー，K.Yamα'gUchi， M Iwata*，αnd Y. Ishi加が

Department of Chemistry， Falω!lty of Science， 0.叫叫 University

*Department of Applied Physics， School of Engineering， Ni.αgoy，αUniversi砂

(CH3NH3)SBi2Bq 1 is known to show feηoelectricity at room temperature and to undergo a 

second-order phase transition at 310 K. X-ray structure ana1ysis suggested that this phase 

transition is due to disordering ofCH3NH3+ cation. To investigate precisely a relation 

between respective CH3NH3 + cations and the phase transition， we measured the temperature 

dependence of high resolution lSN・CPふ仏SN1低spectrumofCH3NH3+ cations. On1y one 

ofthe resolved three kinds CH3NH3+ cations showed remarkably a continuous change ofthe 

chemica1 shift and thus is closely related to the phase transition. The behavior is similar to that 

of(CH3NH3)SBi2Clll. 

(CH3NH3)5Bi2Br11は温度をあげていくと310Kで強誘電、常誘電の相転移を示す。

これはCH3NH3+イ才ンの運動性やディス才一ダーと密接に関係するといわれている。

CH3NH3+イ才ンとこの相転移との関係を調べるために、 15N-CP/MASNMRスペクトル

の温度依母性を測定した。その結果、単位格子に含まれる20i固ののCH3NH3+イ才ン

のうち一部だけが椙転移近憶でその化学シフトが穴きく変化レ、相転移と密接に関

係レていると考えられる。

[結晶学的特徴と 1拘置CP/MAS NMRの結果] (CH3NH3)5Bi2Br11結晶は

(CH3NH3)5Bi2C111と岡型であるが、塩化物の結晶構造の万が詳しく調べられている

ので、塩化物の結晶学的特徴を下の表にまとめる。この表に示すように、 Lefebvre

(1991)らによれば常誘電相では、結晶学的に異なるCH3NH3+ィヨンのサイトが三種

類あり、単位楢子中に含まれる20i固のCH3NH3+イ才ンはそれぞれ8i圏、 8i固、 4個に分

けられる。サイト2とサイト3ではさらに二力所にディスコヲーダーレていると言われ

ている。表ではこれを*マークで示レている。一方、強誘電相では結晶の対称性が

僅くなるため常誘電相のサイト1とサイト21こ対応するそれぞれ8個のCH3NH3+イオン

が、 4個づつの非等価な環境 (aとb)に分かれる。表では両相でEいに関係旬けられ

lSN・CPIMASN1依，強誘電性相転移、(CH3NH3)SBi2Bq1、メチルアンモニウム、

だけださだむ、 やまぐちきざし、いわたまこと、いレぱレよレひろ
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るCH3NH3+イ才ンを同じ番号で表している。

本研究では、この各局のCH3NH3+イ才ンと強誘電性相転移との関係を調べる試み

とレて、 CH3NH3+イ才ンに含まれる15Nの国体高分解能川Rスペクトル C15N-CP/MAS

NMR)の温度依静性を測定レた。測定はBRUKERDSX300型の分光器を用い，天然醇在

比の15Nについて共鳴周波叡30.4MHzで測定しだ。 digitalfilterとoversampl ing)去

を用いることにより、通常の方法に比べS/Nを二倍以上あげることができた。

測定レた15N-CP/MASNMRスペクトルの温度依惇性を下の図に示す。化学シフトは

ニトロメタンを基準にレている。最下段の強誘電相 C297K)のスペクトルからは3種

類のCH3NH3+イ才ンを見分けることができる。三つのピークの相対強度から対応す

るCH3NH3+イ才ンの鍛の出を求めるのは困難であるが、表に示レたサイト1，2， 3に対

応すると思われる。 MA(1 a)とMA(1 b)、MA(2a)とMA(2b)は分離することができない。

最も高磁場側に観測されるピークの化学シフトが温度上昇とともにシフトレていく

ように見える。つまり単位格子中iこ201固あるCH3NH3+イオンのうちの一部だけの環

境が相転移に伴って変化レている。

(CH3NH3) 5B i 2Br11と同型である(CH3NH3)5Bi2C111は307Kで相転移するが、この塩

化物の測定結果と誓えあわせると、化学シフトが温度変化するCH3NH3+ィヨンはサ

イト3に対応すると思われる。塩化物の15N田 CP/MASNMRスペクトルは全体的に高磁場

側(ー374"-'-350ppm)に観測されるが、やはり三つのピークが観測され、レかももう少

レ穴きく分離レている。 (CH3NH3)5Bi2Br11と同様に、最も高磁場側に観測される

ピークだけが顕著に温度変化する。一方、 13C-CP/MASNMRスペクトルは二つにレか

分離せす、温度変化も極めて小さい。

pp・ -3<15.0 -3~7 .5 

CH3NH3)SBi2Clt 1結昆中での CH3NH3+のサイト
l常鴎電相(Z-4)，Pcab I強麗電相(Z-4)，Pca21 

サイト1 tサイト1
MA(1) x8 I MA(la) x4 

MA(lb) x4 
サイト2 Iサイト2
MA(2) or MA(2). x8 I MA(2a) or MA(2a)・x4

MA(2b) or MA(2b)・x4
サイト3 Iサイト3
MA(3) or MA(3). x4 I MA(3) or MA(3). x4 

-350.0 -352.5 

Different sites of CH3NH3 + ions in a unit cell and the temperature dependence of lSN 

CP&仏 sm低 spectraof(CH洲町)SBi2Bq1 above 297 K. (CH3NH3)SBi2Bq 1 is 

isomorphic with (CH3NH3)SBi2Clll. 
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P36 1D.2D_129Xe-NMR法による高分子ブレンド構造の

解析法の開発と評価

京大理 0三好利一、竹腰清乃理、寺尾武彦

One and two-d加 目lsional129Xe-NMR study of a polymer blend 

Toshik沼 uMiyoshi， K. Takegoshi，紅ldTakehiko， Terao 
Dep紅白nentofCh臼叫stry，Faculty of Science， 

Kyoto University， Kyoto 606・1，Japan 

Abstract 

The 129Xe NMR me也odis applied to studyせlestructt江eofa 

polymer blend. One-dimensional spectra of 129Xe dissolved in出e

blends atv紅 iouscompositions訂 efound to show compositional 

dependent chemical-shifts. These chemical-shift values are 

interpreted by吐le仕eevolume of the blends. Further，也ephase-
separation process is detected by observing one-紅 ldtwo-
dimensional 129Xe NMR spectra. The co-existent composi世onofthe 

polymer blend is determined using one-dimensional spectra. The 
grow也 ofthe domain size is monitored by obsぽ vingtwo-
dimensional 129Xe exchange NMR spectra. 

1.Introd uction 

Recently， various NMR techniques have been applied to study吐le
S甘uctureof a polymer blend. Among出em，most powerf叫 techniques
are those examing an inter-polym町 spin-dぼusion(e.g.lH TI， TIp，1 
Gol也nan・Shen，22D-CRAMPS，3 HEfCOR， 4 and so on).百lesetechniques 

elucidated吐lemiscib出句rof the polymer blends on a scale of SA・200A.

In this study， we use Xe atoms as a probe for the s甘uctureof出e
polymer blends. For testing 129Xe NMR methods， we use a 

poly(s匂rrene)/poly(vinylme也yle血er)(PS/PVME)blend. Firstly， the 
miscibility is examined via one-dimensional 129Xe NMR spec甘a.

Secondly， the phase-separation process is studied via one-and two-
dimensional129Xe NMR spec甘a.

Keyword; 129Xe-NMR/polymer blend/free volume/phase-

separation/poly(styrene)/poly(vinyl methyl ether) 

みよしとしかず、たけごしきよのり、てらおたけひこ
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2 .Experimen tal 

A NMR sample was prepared by packing about 19 of a polymer 

blend into a NMR tube with a "悩11thickness of l.Smm( 0.d.=10mm 

and i.d.=7mm). After the tube was attached to a vacuum line，吐le

sample was thoroughly evacuated for one hour. Xe gas was 

仕組sferredto the NMR tube註nmersedin liquid ni甘ogenuntil由e

fmal pressure of 8.Satm. And then，吐letube was sealed 0妊.One-

andtwかdimensional129Xe NMR spectra were measured on a JEOL-

GSX 200 spectrometer with a 129Xe resonance仕equencyof 

SS.26MHz at room temperatl江e.τbechemical-shift value of 129Xe 

was referred to that of仕ee129Xe extrapolated at 0 pressure. 

3・1.Miscibility and free volume 

Fig.l shows the 129Xe spec町adissolved in PS， PVME and the 
PS/PVME=SO/SO blend. The chemical shift value of 129Xe dissolved 

in也ePS/PVME blend(221ppm) differs from those dissolved in出e

pure PS(22Sppm) and 回出epure PVME(209ppm). Further， the 
line-width of 129Xe， which reflects the chain mob出tyof polymer， is 
affected by blending. These results show that the PS/PVME blend is 

miscible and也emob出匂rof the component pol戸即時泊 theblend 

differs from those of仕lepure polym町 s.
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Figure 2.百leobserved (0) and the cauculated 
chemical shift values( x)仕omthe density 
m回 surementof 129)(e dissolved in出ePS/PVME 

blends with various' compositions. 
Figure 1.ηle NMR spec位ヨ of129Xe dissolved 
in (A) PS， (8) the PS/PVME=SO/SO blend， and 
(C) PVME at room temperature. 

-130-



Xe atoms reside in出evoid space of polymer. Since the chemical-

shift value of 129Xe is proportional to the collision rate， the chemical 
shift provides the measure of the free volume. Fig 2. shows吐le
chemical-shift values of 129Xe dissolved in仕lePS/PVME blend wi仕1

vario凶 compositionratios(O). To compare these results wi也 也e
仕eevolume， we assume吐latthe chemical-shift value of 129Xe 

dissolved泊吐leblends c但 1be linearly correlated to its仕'eevolume.
百lecalculated chemical shift values( x) obtained仕ombulky 

density measurement，5 are plo伏.edin Fig. 2.百leg∞dagre臼nent
between也eobserved( 0) and出ecalc叫ated(x) chemical酬 shifts

shows白紙吐leXe chemical-shift value can be a good measure of 

也e仕eevolume in a polymぽ.

3噌 2. Phase-separation 

When a PS/PVME blend is heated above its binodal temperature， 
the phase-separation occurs and the two co-existent phases appe紅:

the PS-rich phase and吐lePVME-rich phase. Fig. 3 shows the 
spec官aof 129Xe dissolved in the blends at various phase-separation 
times. Wi也泊creぉingphase-separation出 leabove 10min， doublet 
character becomes more obvious. Further increa品ngphase-

separation time above 1伽ninbrings about no spectral change.百le
higher-field and lower-field peaks are attributed to those dissolved 
副社lePS-rich phase and也ePVME-rich phase， respectively. The 
chemical-shift values of仕letwo peaks can be used to elucidate吐le
co-existent composition of吐leblends. From the chemical-shift 

values， the compositional ratios of the PS-rich and也.ePVME-rich 

phases， after the long sep訂 ationtime of 12∞min， WIぽ ecalculated 
to be PS/PVME=94/6 and PS/PVME=1S/8S. 

Fur由 民 wehave measured the two-dimensional exchange 
spectra of 129Xe dissolved in出ephase-separated blends. A11 two-
dimensional spec甘awere measured wi也凶足ngtime of 1s. Fig 4(a) 
shows 2D spectra of 129Xe dissolved in吐leblend wi血性lephase-

separa世ontime of 3伽 00.This spec町田nshows that也.ecross peaks 
are clearly observed between吐lepeak of 129Xe dissolved in PS-rich 
phase and也atof吐lePVME-rich phase. Wi吐1furthぽ註lcreasing
phase-separation time( 120臼凶n)，no appreciable cross peak was 
observed between those two peaks.τ'hese results indicate也創出e
domain size gets too large for Xe to diffuse in the n註泊ng世meof 1s 

outside each domain. 

-131-



240 220 200 
吋
品
。

(A) 

吋
問
。

。 」持
PPH 

220 200 
Ra，3 h 

o 

280 240 200 160 

Chemical shift/ppm 

Figure 3. The NMR spectra of 129Xe dissolved in 
the phase-separated PS/PVME blends with the 
phase-separation time of (A) no heating， 
(B) 2min， (c) 5min， (D)10min， and (E) 60min. 
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Figu陀 4.τ'hetwo開dimensionalexchange NMR 
specロョ of129Xe dissolved in the phase駒 separated
PS/PVME blend wi白血ephase-separation time 
of (A) 30min， (B) 1200min. 
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P37 固体高分解能113CdNHR法によるペプチド-Cd ( 11 )錯体の構造解析

神奈川大工 0高山俊夫，大内田調，小池芳雄

A Structural Study of Dipeptide-Cd(II) complexes in the Solid State 
by 113 Cd NHR 

()Toshio Takayama， Shirabe Ohuuchida， and Yoshio Koike 
(Department of Applied Chemistry， Kanagawa University，Yokohama) 

The 113Cd CP/HAS NMR experiments have successfully provided very useful 

information about structure of cadmium complexes in the solid state. In 
this work，曹estudy structural analysis of dipeptide-Cd(II) complexes in 

the solid state by means of 113Cd CP/HAS NMR powder spectroscopy. The 

cadmium shielding tensor for t輔o5-membered chelate rings in Cd(glyglY)2 

pH6 and Cd(glyval)2 is axially symmetry， and for a slightly distorted 

octahedral type in Cd(glyglY)2 pH9 and Cd(glyala)2 is nonaxial symmetry. 

1) 緒論

生体内における金属蛋白質・酵素基質と金属イオンとの相互作用の基礎的な研究

の1方法として，小分子ペプチドを基質モデル化合物とした金属イオンとの相互作用

の解明という方法が行われている。金属イオンとして生体内で重要な役割を持つ亜

鉛属金属，ーなかでもNKR劃定が可能であり Zn( 11 )のプロープイオンとしてのCd( 11 )に

注目した。 113Cd-NMR法は構造解析及び金属一記位子間相互作用の直接的情報を得る

方法として期待されるが，ペプチドーCd( 11 )結合が溶液中では置換活性であり，特

に溶液のpH変化に敏感に対応した平衡化学種が多数存在することが分かっている。

これらのことは溶液附R法によるペプチドーCd( 11 )結合の構造及び相互作用の語論に

おいて障害でもあり，結合構造とNHR化学シフトとの相聞の詳細な解明が必要である。

そこで，国体状態での錯体の構造と国体113Cd-NKR化学シフトとの相関を確立するこ

とを目的に固体113Cd-州 R測定を行った。

2) 実験

2・1 錯体合成:Cd(N03h :ジペプチド 0:2):を水に溶解し1HNaOH溶被でpH(6，9)

を調整後，有機構媒を用いた拡散法により結品化させた。

2・2 113Cd国体高分解能NMR劃定:JEOL EX270装置を用いて観翻周渡数59.79KHz， 

化学シフトは基単物質としてCd(CI04)2・6H20(d =0.0)を用いた。

3) 結果と考察

ジペプチドとしてN端にグリシル基を有するグリシルグリシン (GG:pH6，pH9)，グリ

シルアラニン (GApH9)，とグリシルパリン (GVpH6)を用いて合成したCd-ジペプチド

錯体の闇体113CdNMRスペクトルとパウダーパタン及びシフトテンソルの主値(d11 d 

22d33)'異方性(f).d )，非対称パラメータ (η)及び等方値(d; 50)の実験値をFig.
1に示す。 Cd(GG)2・2H20pH6(A)とCd(GG)2・H20pH9(C)の単結晶X線回折法にて

得られた構造図をFig.2に示す。 (A)は5員環キレート 2個を同一平面に有した6配位

(2N-40)Distorted Octahedral型をしており， Honkonen 1 )が報告しているCd(G) 2・2

113CdNKR化学シフト，パウダーパタン，ペプチドーCd錯体，構造解析

0たかやまとしお，おうちだしらベ，こいけよしお
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H20のX線構造と 113CdNl'IRパウダーパタンが非常によい類似をしていることからCd周

りの構造は同ーの型をしていると考えられる。化学シフトテンソル o11 . 0 22の値が

ほぼ同じであるのでCd-N，Cd-O分子軸の相関を決定しにくいが，最大遮弊を示すo33 

はキレート環(5員環)平面と垂直な方向である。以上の考えから， Cd (GV)2 pH6( B) 
についての構造決定を行った。 113Cd 0 i s。は (A)とほとんど同じ値であることから，

同じ (2N-40)結合八面体構造と推定できるが，最大遮蔽テンソルが2成分あることか

ら(A)とは主軸方向が異なっていることを示す。これはレパリンのイソプロピル基

の立体障害によって構造が微妙に異なっていることを示す。

次に， (C)はキレート環を有していない6配位 (2N-40)SlightlyDistorted Octah 

edral型をした構造である (X線)0 (A)より高磁場シフト， 6. 0が小さい，非対称パ

ターンであることより， Cd周りの結合角がほぼ900の6配位8面体を形成していること

を支持している。このことから ，Cd(GA)2 pH9(D)の立体構造を類推すると oi S 0が

( C)とほぼ同じであることから， Cd周りの構造はほぼ同ーであると考えられるが，

(C)より 6.0がやや大きく， ηが小さくなっているのはメチル基の影響でCd周りの

対称性が崩れていることを示す。

以上のように， 113CdNHRパウダーパタンの測定から得られた種々のパラメータよ

りCdージペプチド錯体のCd周りの構造を決定しうることを譜論する。
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P38 遷移金属カルボニルクラスター化合物の 13CCP/MAS 

NMRにおける分子間交差分極効果

(阪大理、リパプール大ヘボローニャ大“)

中山尋量、 O江口太郎、宮城慧、中村亘男、 B.T.Heaton'. 

J. Nahring-. G. Longoni 

Intermolecu1ar Cross-Polarization Transfer in the Solid State 

日 CONMR of Transition Metal Carbonyl Clusters 

Hirokazu Nakayama. Taro Eguchi. Kei Miyagi. Nobuo Nakamura. Brian T. 

Heaton-. Jens Nahring-and Giuliano Longoni 

Depα比mentofChemお句.Facul旬ザScience.OsαkαUηivers均，
Toyonαkα.Osαkα560.JIαpαπ 

αηd 
Depαr加官ntofChem白Uν• Universi匂ofLiverpool Liverpool L69 3BX. uI( 

αnd 
Dipαrtimento di Ch加lic<αFisicαedlnorgαηicα.VI白ledel Risorgimento 4. 40136. 

Bologれα，It，αly 

The cation effect onせlenatural abundance 13C CP /MAS spectra of 

[Ni6(CO)1/・ wasexan出ledfor nickel carbonyl cluster complexes. ~[Ni6(CO)121 
(A = (NMeJ+. (NEtJ+ and (AsPhJ+). It was found出 atthe intermolecular 

magnetization transfer makes it possible to observe the carbonyl resonances 

in (NMeJ2[NIs(CO)121 with excellent S/N ratio. The possible mechanism for出is

observation will be presented. 

はじめに

遷移金属カルボニルクラスター化合物中のカルボニル基やヒドリドは、水素化触媒

機能と関連して注目されており、 NMRによる溶液中での配位状態や運動状態の研究

が盛んに行われている。しかしながら国体中でのこれらのクラスターの構造やヒドリ

ドの配位と運動状態に関する研究は少ない1.2)。我々は、一連の遷移金属カルボニルヒ

ドリドクラスターの結晶中での構造と動態を 1HMAS. 2H. 13C CP /MAS NMRなど

により調べてきた310その際 (NMeJ2[NiI2(CO)21H21クラスターのカルポニル基の 13C

CP/MASスペクトルがきわめて感度よく観測できることを見出し、昨年の本討論会

で報告した九

遷移金属カルボニルクラスター、国体 13CCP jMAS NMR 

なかやま ひろかず、 Oえぐち たろう、みやぎ けい、なかむら のぶお、ブライアン ヒートン、

エンス ナーリング、ジュリアーノ ロンゴーニ
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溶液中でカルボニル基の 13Cシグナルを観測するためには、 13COガスにより

enrichするのが普通である。一方、国体中で 13Cシグナルを観測するには、 IHとの

交差分極を利用して信号の増幅を行う。ところが遷移金属カルボニルクラスター(陰

イオン)の場合、相手側(陽イオン)の IHが遠く離れており交差分極の効果があま

り期待できない。実際、 PPN[Co6(CO)lSH].PPN[Ru6(CO)国H]などでは、陽イオンの

13Cシグナルしか観測できない。そこで、 [NiI2(CO)21Hl-クラスターにおいて予想外

に強い 13COの信号を観測できた理由を検討するため、陽イオンの異なる一連の

[Nis(CO)12tクラスター化合物を合成し 13CCP /MAS NMRスペクトルの測定をした。

実験

(NMeJ2[Nis(CO) 12] は文献の方法に従って合成した九他の化合物 ~[Ni6(CO)12] (A = 
!NEtJ+， (AsPhJ+)は、イオン交換によって得た。

13C CP/MASスペクトルおよび IHT1・IHT1Pの測定は、 Bruker社製 MSL-200に

より行った。

結果と考察

Fig. 1に示すように [Nis(CO)12]2・クラスターは S6対称性をもっヘ Ni原子は、歪ん

だ凶gonalantiprismを構成し、 terminalCOとbridgingCOが 1種類ずつ存在

する。溶液中では、この形を

とり 237 と 197ppm に

bridgeとterminal
l3
COの信

号が観測される旬。 X線構造解

析によると (NMeJ+塩では結

晶中でも [N以CO)ll-クラス

ターは S6の対称性を保存し、

すべての terminalCO と

bridge COは等価である九一

方、 bulkyな陽イオンの場合

は S6の対称性は保存されない。

例えば、 PPN+塩では、対称性
Fig. 1 Structure of the [Ni6(CO)12]2-anion. 

は Q に低下し、結晶学的に非

等価なサイトがbridge，terminal COのどちらにも三つ存在するようになる九

[Ni6(CO)ll-クラスター中の 13COCP/MASスペクトルを Fig.2に示す。カルボニ

ル領域のスベクトルの強度が陽イオンにより大きく異なることがわかる。

[Ni12( CO )21 H2]2-クラスタ}の場合と同様に、 3種の陽イオンのうち (NMeJ+では、

240と 200ppmに非常に強い 13COの信号が観測され、 X線の結果と一致する。一

方、 (NEtJ+では、同じ位置に強度が4分の l以下で観測され、 (AsPhJ+では信号は

ほとんど観測できなかった。これらの傾向は、これまで我々が得た遷移金属カルボニ
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ルヒドリドクラスターについての結果と一致する。ただし [Ni
6
(CO)121

2ーでは、 1Hは陰

イオンには存在しないので、 COの 13CCP/MASスペクトルは分子(イオン)間の交

差分極の結果として観測されたと結論できる。

CP/MASのスペクトルの強度は、 Hartmann-Hahnconditionが満足されていて

も様々な要因によって左右される8)。例えば、 1Hの T1.T1P' T
CH などが挙げられる。こ

れらの条件について検討す

るために、 1Hの T1.T1pの測

定をおこなった。 Table 1 

にその結果を示す。今回の

測定では、 contacttimeは

1・3ms、 積算のための繰り

返し時間は 4sに設定した。

Tl' T1pの値は、いずれの化

合物に関しても CP/MASス

ペクトルを感度よく観測す

るための条件を満足してい

る。つまり、 1Hsideに関し

ては、 3種の陽イオンで違

いがないことを示している。

一方、交差分極の効率を示

す TCH に関しては、分子内

の CPが支配的な有機化合

物の場合と異なり、分子聞

の交差分極によるため陽イ

オンによる違いが大きいと

考えられる。交差分極を引

き起こす 13C と 1H との

couplingは、双極子一双極

子相互作用により、 l/r6
の

依存性を示す。 X線構造解

析によると (NMe4tの場合町、

最も短い C-H距離が 3.16

A で有機物などにおける

0.9 Aに比べるとかなり長く

なっておりこの値だけから

すると交差分極の効果はほ

とんど期待できない系である。また、 PPW塩結晶の場合も最も短い C-H距離は、

(NMeJ+に比べそれほど差がないη。このことから、スペクトル強度の陽イオン依存性

J 中
.) 
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Fig. 2 13C CP /MAS NMR spectra of (a) 
(NMeJ2[Nis(CO)121 (480 scans)， (b) (NEtJ2[Nis(CO) 121 
(5240 scans)， (c) (AsPhJ2[Ni

6
(CO) 121 (2400 scans) 

wi仕1せlespinning rate of 3.5 kHz. * represent 
吐lespinning side bands. 
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は、 packingの違いによる C-H距離の差では単純には説明できない。

Table 1 1H T1紅 ldT1p in~[N以CO)12] (A = (NMe4f. 
(NEt.r and (AsPh.rl at room temperature. 

(NMeJ2[Nis(CO) 12] 
(NEtJ2[Nis(CO) 12] 
iAsPhJ?[Ni，，(CO)，?] 

TJms T，o/ms 
220 124 
87 17 

243 12 

MSL・200was used for measurements. T1P was 
measured in CP /MAS experiment. 

まとめると、 (NMeJ+のような小さな球形陽イオンを使うと 13COCP/MASスペ
クトルを感度よく測定できることがわかった。正確な理由は、現在のところわからな

いが、幾つかの因子、例えば packing、sites戸nmeむy、陽イオンの運動状態などが

複雑に関係しているものと思われる。
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P39 リチウムイオン2次電池負極炭素中リチウムの国体NMRによる状態解析

(旭化成工業・解析センター・電池開発研)0山崎悟、橋本知孝、

入山恭彦、森吉彦、白木弘之、田村亘弘

Study of the states of Li doped in carbons as an anode of LIB by 7Li-NMR 

(Asahi Chemical Industry Co. .Ltd.) Satoru yamazaki. Tomotaka Hashimoto. 

Takahiko Iriyama. Yoshihiko Mori. Hiroyuki Siroki. Nobuhiro Tamura 

7 Li-NMR were used to investigate the states of Li泊 graphite，needlecoke and two 

disorderd carbons which exhibit large charge capacities above that of LiC6 . The signals 

attributed to intercalated Li were detected in graphite and needlecoke. However， in a 

coke heat-treated at 750 oC two types of Li were detected， and one was assigned to Li 

located at the edges ofαrbon layers and the other was intercalated Li. In the case of 

nongraphtizable carbon charging 498mAh/g， a signal was observed n伺 r90ppm which 

was lower field than LiC6 in graphite. The signal was sp批tedinto two peaks with 

reducing mesurement temperature and the lower field signal was shi立edto near 190ppm 

at 140K， which of linewidth turned out broader than that of metal Li. 

ユ4一度
現在、リチウムイオンを用いた2次電池の開発が活発に行われ、様々な負極用炭素

が作られている。グラファイトの場合、吸蔵された Liは炭素網薗の層聞に入り、い

わゆる黒鉛層間化合物 (LiC6)を形成する (Fig.1)。一方、非結品性炭素におい

ては、炭素の種類によって吸蔵されるし iがLi C6に満たない炭素から、 Li C6の

容量以上に吸蔵される炭素まで存在することが分かってきた。容量のみならず、放電

電位などの特性にも炭素の種類に依存した特徴がある。本研究ではし iを吸蔵した炭

素にし iの固体NMRを適用し、炭素の種類によって吸蔵Liの状態がどの様に異な

るのか検討を行った。

2.実験方法

本研究に用いた炭素は、グラファイト (GP)、ニ一ドルコークス (NC)、低温

焼成炭素 (Cー75)、難黒鉛化性炭素 (H-10)の4種類である。低温焼成炭素

(Cー 75)はコークスを7500Cに加熱処理してサンプルとした。一方、難黒鉛化

性炭素 (H-10)は原料を 130 OoCで加熱処理してサンプルとした。各炭素粉末

をラッテクス系パインダーを添加して銅箔上に成膜し電極とした。対極、参照極に金

リチウムイオン2次電池 負極炭素 7Li-NMR 低温焼成炭素鍛黒鉛化性炭素

やまざきさとる、はしもとともたか、いりやまたかひこ、もりよしひこ、しろきひろゆき、たむらのぶひろ
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属リチウムを用いた3極式セルを作製し、定電圧・定電流法により充電を行った。

7L i -NMR測定はBruker社製MSL400Pを用いた。 7しiの共鳴周波数は、 1

55.503MHzでMAS法およびSTATIC測定を行った。低温NMR測定は

STATICプローブを用いて、 140-390Kの範囲で測定した。

3.結果と考察

( 1 )各炭素の放電特性

本研究に用いた炭素の放電力一ブの測定から、 GPはステージ構造を形成するため

に低電位で放電され、 NCは放電と共に電位が上昇していく。 C-75は、 NC同様

に放電と共に電位が上昇するが、途中で電位変化の少ない高電位プラトーが生じる。

この高電位プラトーを形成するし iが存在することで、 Li C6以上の高容量となる。

同じく非結品性であるが難黒鉛化性のH-10では、まず低電位で放電プラトーが存

在し、途中から NCと同様に放電と共に電位がよ昇していく。 C-75、H-10と

もにLi C6の容量以上!こし iを吸蔵できるが、放電特性に大きな違いがある。

(2) C-7 5の室温測定

C-75のフル充電状態について、 7Li -NMRのMAS測定を行ったところ、 5

ppm付近のブロードなピークと 18ppm付近のピークが現れ、 2つの状態の Li

が存在することが分かつた (Fig.2)。前者をSサイト Li、後者をCサイトし iと命

名した。充放電過程を7Lト NMRのMAS測定で追跡すると、充電初期にはCサイ

トLiが出現し、充電後期になるとSサイト Liが出現してくることが分かった。ま

た、放電時には最初にCサイト Liが消失していき、 Sサイトは放電末期においても

残存する。更にSサイト Liは、およそ200kHzの範囲にスピニングサイドバン

ドが出現する。このスピニングサイドバンドは出現範囲から、サテライトピークの広

がりに由来すると判断され、 Sサイトし i核近傍の電場勾配が大きいことを示す。以

上の結果から、 Sサイト Liは炭素網面の端に存在する Liで、一方Cサイト Liは

炭素網面の層間にある Liと推定した。 C-75は炭素網面の端部にLiを取り込む

ことでLi C6の容量以上に吸蔵できるが、放電しにくいし iとして放電時に高電位の

プラトーを生むと考えられる。

(3)難黒鉛化性炭素 (H-10)の室温測定

H-10の充電過程では充電初期から 350mAh/g程度までは、 20ppm付

近にC-75のCサイト Li同棟の層間 Liが出現するが、充電量が更に増大し 40

OmAh/gを越えると、 Li C6より‘低磁場の60ppm付近にブロードなピークが

出現し、 480mAh/gでは90ppmまでピークが低磁場シフトする (Fig.3)。

このことから H-10においては、充電途中でイオン性が高い層間 Li状態から、よ

り金属に近い状態のLiに転移することが推定される。

(4)温度可変測定

各炭素中のし iについて、温度可変測定を行った。 GP中の Li C6はおよそ 250

K以下では線幅の変化は見られず、 250K以上でし iの線幅と同程度の熱拡散が生
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起することが分かる (Fgi.4)oNCは160Kにおいても線幅は一定せず、低温から

熱拡散が起こっていることが示唆される。 C-75の層間 Li (Cサイト Li )も 1

70K程度から線幅が一定になり始める。線幅の変化から各Liの拡散の活性化エネ

ルギーおよび頻度因子を求めると、 NCおよびC-75のLiはGP中の Liに比べ

て熱拡散の程度が大きいことが推測された。

また、 GP中の Li CsはKorringaの関係が成り立っているが、 NCおよび

C-75中のし iはこの関係を満たさない (Fig.5)。このことはGP中の Liのシフ

トや緩和の原因がフェルミ接触相互作用によるもの、即ちナイトシフト的であり、フ

ェルミ面における電子の波動関数がし i核の位置において s性を持つことを示す。 G

Pに対して、 NCやC-75ではLi核はよりイオン的であり、炭素との聞に電子の

共有はほとんどないことを示唆する。この様な電子的な差異が放電時の電位挙動の違

いと関連すると考えられる。

一方、 H-10では低磁場ピークが降温と共に2つに分離し、低磁場側のピークは

190ppm付近までシフトする (Fig.6)。低温における低磁場側のピークの線幅は

金属リチウムより大きく (Fig.5)、低温においてはLiの状態は金属リチウムと間程

度ないしより短い原子間距離で存在することが示唆される。また、 (シフト)2と縦緩

和時間および温度の積は、室温から 250KまではGPより小さいが、降温していく

と金属し iと間程度の大きさになる (Fig.6)。これらの結果から、 H-10中のし i

は低温では金属状態と同程度ないしそれ以上に密に Liが集合した状態となり、室温

では層間 Li状態との遷移が起こっていることが推測される。この様な Li状態が生

成するためにH-10は、 Li Cs以上のし iが吸蔵され低電位で放電されるものと考

えられる。

Fig. 1. Structure of LHntercalated graphite 
C叩 poundLiC6. 
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P40 国体 NMRによるキノリン型リチウム・イオノファーの研究

(物質研)0早水紀久子、柳沢 勝、杉原秀樹、平谷和久

Solid-State NMR Studies on Lithium Ionophores of Quinoline Derivatives 

K. Hayamizu， M.Yanagisawa， H. Sugihara， and K.Hiratani 

National Institute of Materials and Chemical Research， Tsukuba， Ibaraki 305， Japan 

High-resolution solid-state 13C NMR叩 d7Li NMR spectra of lithium ionophore (compound 1) 

having Li+ high selectivility and the homologue (compound II) with less selectivity were 

observed. The stability of the Li ions in the complex with 1 was confirmed. 

選択的にリチウムイオンを捕らえるリチウムイオノファーとしてキノリンタイプの

化合物(りを提案しているが[1，2]、メチレン鎖の数n=3の場合には n=4に比べると

際だつて大きな分離能を持つことを見いだしている。一般に骨格構造が同じ同族体でメ

チレン鎖の数が化合物の性質に対して大きな効果を及ぼすことが知られている。リチウ

ムイオンとの相互作用の観点から、メチレン鎖の数による分子運動の相違をNMRによ

って研究した。
5 

F 

∞ ∞ 化合物 1 (Q 3) 化合物 11 (Q4) 

実験:化合物 (1)，(II)を03、04と省略し、 03および 04、またそノレ比で、 1: 1のコン

プレックス 03-LiS03CF3及び 04-LiCI04 の4種類の化合物の国体高分解能 13 C 

NMRと7LiNMRを測定した。 13CNMRの測定は50MHzで行った。 7LiNMRは77.5MHz

では国体モードで室温で測定し、 155MHzは，溶液モードでは室温から 110ocまで測定

した。

結果:

13CNMR: 03において溶液状態から固相状態へ変化した時に大きな化学シフト値

の変化を示す炭素は C2 : -1.4ppm、Cα:-3.3ppm、 C f3 : -1.5ppm であり、メチレン鎖

の炭素に大きな高磁場シフトが見られる。一方 04 では C 2 • C 3• C 4 • C4aの炭素で

「はやみずきくこ、ゃなぎさわまさる、すぎはらひでき、ひらたにかずひさJ
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ー1.8ppm程度の高磁場シフトが見られ、 C6 : 2.5ppm、C7 : -2. 6ppmと隣接した炭素で

逆方向にシフトし、メチレン鎖の Cα はシフトは小さく、 Cs:2.1ppmと低磁場方向であ

る。メチレン鎖がひとつ異なるだけで、固化するときに異なった構造変化をしているこ

とが分かる。さらにLiーコンプレックスにおいて、Liの添加効果として Q3-Liの系で

は、 C2 : 5. 8ppm， 1. 6ppm、C3 : 1. 2ppm、C4 : 3.0ppm、C8 : -1. 3ppm、Cα:3. 1ppm で

あり、 X線構造解析[3JでLiが 2個の酸素、 2個の窒素、及びアニオンと 5点で相互

作用している結果と一致している。一方、 Q4-Liの系では Liの添加にNを含む環炭素

では低磁場シフトがみられ、 C6 : -1. 7ppm、C7 : 3ppm、 Cα: 1. 7ppm、 Cs : -3. 5ppm 

と国化シフトとは逆方向へのシフトとなっている。言い換えるとコンプレックスが形成

した時のは Cシフト値は溶液状態の Q4の値に近い。

7 L i NMR: 7 L 1は 1=2/3で、四極子の性質をもっ核種であるが、 Q3及び

Q4のL iコンプレックスのスベクトノレ線はローレンツ型に近く、 Liが対称性のよい

状態にあるか、あるいは運動により平均化がなされていることを示唆している。 Table1 

に室温 (25 OC) で固体モードで測定した結果を示す。

Table 1. 7 L i NMR  of Li -complex 

Line Width (kHz) T1(sec) 

no-irradiation lH-irradiation lH-irradiation 

steady MAS steady MAS steady MAS 

Q3-Li+ 4.2 0.44 1.5 0.19 52， 85 52， 78 

Q4-Li+ 3. 7 0.42 1.0 0.10 4.9 6.3 4. 5 

lH照射によって線幅が先鋭化することにより、 Liとプロトン聞に双極子相互作用が

あることが分かる。またマジックアングノレスヒ。ニング (MAS)によってさらに線幅が狭く

なることは、二次的な四極子相互作用の平均化としてよいであろう。緩和時間はQ3-

L iの系では非常に長く、 2つの成分があるが、 MASによって長い方の緩和時間は多

少短くなる。 Q4-Liでは緩和時間は約1/10の短さであり、 MASによって一つの

緩和時間に変化している。この現象については、現在検討中である。緩和時間の相違か

らリチウムイオンはQ3の方がQ4より遥かに強く包接されているといえるが、 7L i 

の線幅に大きな相違は見られなかった。

リチウムイオンの運動性をみるために、温度を 11 0 ocまであげて7LiNMRを測

定した。その結果、 Q3ー Liの系では線幅、 T1ともに温度効果は少なく、室温の値

と際だった変化は見られなかった。 Q4ー L iではT1は徐々に短くなるが線幅の変化

は僅かで、あった。クラウンエーテルに L iが包接された系の固体NMRでは、温度変化

が観測されているので、本報告で取り扱った包接力の大きなイオノファーの特徴を今後

詳細に検討する予定である。

1. K.Hiratani， K.Taguchi， H.Sugihara，釦dT.Okada， Chem. Letts.， 197 (1986) 

2. K.Haratani， T.Okada， and H.Sugihara， Anal. Chem.，59， 766 (1987) 

3. K.Ueno， K.Hiratani， K.Taguchi， T.Okada， and H.Sugihara， Chem. Letts， 949 (1987) 
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P41 
青色蛍光体ZnS:Ag、Alの、発光特性と国体NMRによる構造解析

〈三菱化学総研・化成オプトニクス'.東京水産大勺

O原因としえ・徳永幸夫2 ・安達隆二E ・渡部徳子'

Lumlnous characterlstlcs and 27A1 So11d state NMR 

of blue phosphor. ZnS:Ag.Al 

(M1tsub1sh1 Kagaku Research Center， Kase1 Opton1x1 ， Tokyo 

Un1verslty of Mar1ne Sc1ences2) 0 Tosh1e Harazono， Yuk10 

Tokunaga1 ， Ryuj1 Adachl1 ， Tokuko Watanabe2 

27 A1(工=5/2) STATIC NMR spectra were measured 1n blue 

phosphor， ZnS:Ag，Al， where Zn atoms 1n ZnS were rep1aced w1th 

Ag or A1. The spectra 1nd1cated the presence of three A1 

s1tes， that 1s， (A); Al replaced to a Zn s1te， wh1ch 1s present 

1n the ne1ghborhood of Ag rep1aced to a Zn s1te， (B); A1 

rep1aced to a Zn s1te， wh1ch 1s present 1n the ne1ghborhood of 

an 1nterst1t1a1 Ag; (C); A1 released from a latt1ce s1te， e.g. 

A120a or Al(OH)a etc.. The analys1s of spectra revealed that 

the phosphor hold1ng no Al compounds released from a latt1ce 

s1te and no 1nterst1t1al Ag， has a stronger em1ss10n 1ntens1ty. 

亙:昨年度の緑色蛍光体、 Y.Al.OIl:Tb、及び、赤色蛍光体、 Y.O.:Euの報告H に引き

続き、今回は、ブラウン管や投写管等に用いられる青色蛍光体、 ZnS:Ag、A1の、発光特性と

固体NMRによる構造解析について、新たな知見を得たので報告する

話担:本研究に用いた試料は、 ZnSO.7Jく溶液にH.Sガスを吹き込むことによって得られる ZnS

に、 AgをAgNO.水溶液として添加し、 AlをA1. (CH.COO) .' 4H.Oとして添加し、他

の融剤と共に930・Cで焼成して得られた。得られた試料のAg、及び、 Al濃度を表1に示した。

なお、ここで用いた原料、及び、得られた試料の不純物濃度は全て、 ppm以下であった。

装置、及び測定:試料のAl、Ag、及び、不純物浪度は、 Seiko SPS-1200A IC 

P装置と Rigaku 3370蛍光 X一線装置を用いて定量した。さらに、 Philips P 

W1700 X-ray 回折装置で結晶構造を確認した。発光スベクトルと発光強度は、 TOPC

ONABT-32 電子線励起薮置でiJlIJ定した。粒径の大きさは、 Model PA-2 コールタ

ーカウンターで測定した。 NMRの測定にはBruker社製MSL-300固体NMR装置を用いた。

I1Alの共鳴周波数は78.2MHzで、測定は、 STATICプロープを用い、、四極子エコー法で

青色蛍光体、 ZnS:Ag、Al、J1Al STATIC NMR 

0はらぞのとしえ ・ とくながゆきお ・ あだち りゅうじ ・ わたなべとくこ
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鎧塁:ZnSは図1に示した様な立方晶型の結晶構造を有し、 ZnサイトをAg、または、 A1が置

換する。試料が電子線励起されると、 AgとAlが近傍に存在している場合、ドナーである A1 準位

から、アクセプターであるAg準位に電子遷移が起こり青色発光が起こる。発光スベクトルを図2に

示した。各試料の27Al STATIC NMR スベクトルを図3-図5に示した。図3は、 Ag

の投入量が100ppmのMAシリーズ、図4はAgの投入量が700ppmのMBシリーズ、図5

はAI!Ag(モル比)= 1. 5のMCシリーズのスベクトルである。 MAとMBシリーズのスベクトルには、

129ppmのシャープなシグナル (A)、Aのシグナルの裾に現れるブロードなシグナル (B)、

Oppm 付近のブロードなシグナル(C)の3種類のシグナルが現れている。 Cのシグナルは、 AI!A

gが1.5位までは現れないが、それ以上のモル比では、モル比の増加と共に増加した。 Bのシグナルは

Agの量が少ないMAシリーズでは顕著には現れないが、 Agの量が多いMBシリーズでははっきり

と現れている。 MAとMBシリーズでCのシグナルが現れないAI!Ag=1.5のMCシリーズでは、 Agと

Alの量が増加しでも Cのシグナルは現れない。一方、 BのシグナルはAg、及び、 A1の添加量が

増加すると共に多くなっている。

主峯:Aのシグナルの半値幅はいずれも 560Hz前後と極めてシャープであり、 Alが対称性のよ

い電場の中iこ存在していることが示唆されることから、 Znサイトを置換した4配位Al (Al-S 

ρであると考えられる。この場合、 Alの近傍に存在する AgはZnサイトを置換した格子点上にあ

ると考えられる。 BのシグナルはAのシグナルとケミカルシフトがほぼ同じなので、 Bのシグナルも

また、 Znサイトを置換したAlであると思われる。 Bのシグナルは、 Agの量が増えると増加して

おり、また、シグナルの形から四極子結合定数がかなり大きいことがわかる。これらのことより、こ

のAlは対称性の悪い電場の中に存在していることが示唆される。置換Alの電場の対称性を低下さ

せる原因の 1つに格子間Agの存在が考えられる。即ち、 Bのシグナルは近傍に格子間Agが存在し

ている置換Alに帰属されるのではないか、と考えられるが、さらに詳細な検討を行っている。 Cの

シグナルはケミカルシフトがOppmで、 Alの割合が多くなると現れるので、遊離したA1化合物、

例えば、 A130.やAl(OH).等であると考えられる。一方、表1から、発光強度の大きいものは、 MAシ

リーズではMA3、MBシリーズではMB4-5、MCシリーズではMC5であったo 37Al NM 

R スペクトルから、これらの試料には遊離したAl化合物や格子間Ag等が存在していないことが

明らかになった。即ち、遊離したAl化合物や格子間Ag等が存在していない試料か高い発光強度を

持つことが判明した。

鎧詮:37Al STATIC NMR スベクトルから、青色蛍光体ZnS:Ag、Alは、遊離し

たAl化合物や格子間Ag等が存在していない試料ほど、高い発光強度を持つことが判明した。

1 )第33回NMR討論会要旨集、 p. 253-p. 260、1994. 
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sample Ag Al Al/Ag granular slze emls.lnt. 
ppm ppm mol dSIl /μm % 

MA1 70 3 12.8 57.4 
MA2 80 20 1.0 12.4 87.0 
MA3 80 40 2.0 9.6 93.5 
MA4 80 100 5.0 7.2 91. 2 
MA5 90 200 8.9 6.0 89.7 
MA6 80 270 13.5 5.9 89.1 
MA7 90 470 20.9 6.1 89.7 
MA8 90 1200 56.0 5.0 84.8 
MA9 90 2220 98.7 5.6 67.7 

MB1 580 。 ー 13.7 13.7 
MB2 680 3 ー 14.4 28.1 
MB3 740 7 0.04 14.5 45.2 
MB4 610 110 0.7 13.2 95.0 
MB5 630 250 1.6 10.8 95.0 
MB6 660 390 2.4 8.4 92.1 
MB7 690 390 2.3 7.8 88.1 
MB8 650 1350 8.3 5.7 81. 7 

MC1 20 10 2.0 11. 2 66.8 
MC2 60 10 0.7 10.9 83.1 
MC3 100 50 2.0 11.8 90.0 
MC4 200 80 1.6 11. 6 97.9 
MC5 490 180 1.5 11.0 100 
MC6 660 200 1.2 13.7 99.5 
MC7 980 360 1.5 14.3 93.0 
MC8 1550 560 1.4 15.2 65.2 
MC9 1730 740 1.7 13.9 78.3 
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Flg.1 Structure of ZnS. 
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Flg.3. 27Al STATIC NMR spectra of Al ln Zn:Ag，Al， 
where Zn slte was replaced wlth Al. 
The content of Al was kept constant 
at 100 ppm for all samples. 
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Flg.4. 27A1 STATIC NMR spectra of Al ln Zn:Ag，Al， 
where Zn slte was replaced wlth Al. 
The content of Al was kept constant 
at 700 ppm for all samples. 
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Flg.5. 27Al STATIC NMR spectra of Al ln Zn:Ag，Al， 
where the molar ratlo， A1/Ag ， was held 1.5. 
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P42 国体高分解能NMRによるアルミノシリケー卜系材料の

構造と化学反応性に関する研究

(積水化学工業¥名古屋工業大)

O新田勝三¥神谷昌岳¥中野龍俊¥辻田義治，吉水広明

Structures and Chemical Reactions of Aluminosilicates as Studied by 

High-Resolution Solid-State NMR 

Katsumi NITT A.， Masatak.a KAM汀ANI"， Tatsutoshi NAKANO.， Yoshiharu TSUJITA 

and Hiroaki YOSHIMIZU 

Kyoto Technology Center， Sekisui Chemical Co.， Ltd.. 

Department of Materials Science and Engin民 ring，Nagoya Institute of Technology 

Structures of heat-treated kaolinites were investigated by solid-state NMR measurement together 

with both its solubility to an alkaline solution and its reactivity with an alkaline silicate solution. 

Kaolinites with two different heat treatments show巴damorphous XRD pattems， but their local 

structures were different. The whole structure of kaolinite calcined at 700"C was strained. When 

kaolinite was cooled quickly after had been heated in a moment at temperatures above出emelting 

point， kaolinite structure partly in its pa口icleand amorphous Si02 was found to be formed on the 

surface of the particle. The resulting Si02 showed enhanced dissolution of Si in an alkaline 

solution. Heat-treated kaolinites were able to react with an alkaline silicate solution providing 

consolidated material which included 4-coordination Al. 

1 .はじめに

粘土鉱物であるカオリナイトを徐々に昇温していくと 5∞℃付近から層間水の脱離が開始

し、非晶質であるメタカオリンに変化する。更に昇温を続けると l∞0"Cを超えたあたりから

ムライト， r-アルミナ，クリストパライトが形成される。これらの熱変性挙動は加facKenzie

らによって NMRを用いて検討されている山。本研究では代表的なアルミノシリケートである

カオリナイトを二種類の熱処理方法により非品質化させ、その構造を 27札、iMASNMR及

び却SiCP/MAS NMRの測定により解析し、アルカリに対する溶解性との相関性を調べた。更

に珪酸アルカリ溶液との化学反応性についても評価したので報告する。

2.実験

2.1サンプル調製

カオリナイトの標準サンプルはジョージアカオリンを使用し、カオリナイトを 7∞℃で 3

時間焼成した粉体A (メタカオリン)と約2(削℃の火炎バーナー中を瞬時に通過させ 10μm

以下に分級した粉体Bを用意した。各粉体の特性を Tablelに示す。

2.2アルカリ水溶液に対する溶解度測定

粉体5gを36%KOHaq.50g中に 20"Cで 5分間分散させた後、遠心分離器および鴻紙により

Keywords; Aluminosilicate， Kaolinite，幻AlMASNMR，担SiMASNMR叩 d却SiCP/MAS NMR 

0にった かっみ、かみたに まきたか、なかの たつとし、つじた よしはる、よしみずひろあき
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溶液と田形分を分離し、溶液中のAl， Si漉度を ICPにより測定した。

2.3化学反応性評価

熱処理したカオリナイトの珪酸アルカリ溶液との化学反応性を評価するため、アルミノシ

リケート:珪酸カリウム溶液 (Si02;21%， K20; 24%， H20; 55%) .珪砂(結晶性Si02;ク

ラック防止のため添加)=1:2:3(重量比)の割合で混合し 85"cで 2時間加熱し、固化

を試みた。

2.4 NMR測定

団体高分解能幻必MASMv1Rおよび却SiMASMv1Rスペクト Jレの測定はバリアン社製UNπY

400 p.us MV1R分光計を用いて共鳴周波数はそれぞれ 104.2払佃z，79.4肋田zにて行った。試

料回転速度はそれぞれ 12ほfz，4.5kHzであった。

3.結果と考察

3.1アルミノシリケートの構造解析

Tablel. Properties of aluminosilicates 

Kaolinite Powder A Powder B 

Si02 45.2 52.3 53.8 
AI泊 3 38.8 44.6 41.3 

Composition (wt%) Ti02 l.0 l.7 0.2 
Fe泊 3 0.5 0.6 0.9 
other 0.4 0.8 l.7 
H20 14.1 0.6 2.1 

BsuErfT acsepe釘ceifa1c(m勾"'/g) 14.7 13.9 34.5 

Concentrauon of Si 132 558 15809 
dissolved elements AI 325 979 870 

Fig.l. Structure of kaolinite. 
(ppm) 

Rg.1 にカオリナイトの構造を示す。カオリナイトの理想的な化学組成は ~Si2Ûs(O町4 で

SiO.四国体層と剖(OH ，O~ 人面体層とが 1 1で lつの層を形成している。 OH基は Al原子

に結合しており SiO.四面体の酸素原子と水素結合している。 Rg.2に示す XRDパターンでは

結晶構造を有する。このカオリナイトを熱処理することにより結晶構造が歪み粉体A，B共

に非品質になり、 XRDパターンからはこれらの粉体の構造解析は不可能である。しかし、

Tatie1に示すBEf比表面積やアルカリ水溶液に対する溶解度から粉体AとBは明らかに異な

る性能を有しており、局所的には構造が異なると考えられる。

各粉体の幻Al，却SiMASNMRおよび坦Si

。'/MASMv1Rスペクトルを Fig.3に示す。

カオリナイトは'DAlMASNMRスペクトル

から Oppm付近に 6配位を示すピークと、

却SiMASNMRスペクト Jレから・93Wmに

ぜ構造を示すピークが検出された。このカ

オリナイトを 7∞℃で焼成した粉体Aの

'DAlMASNMRスペクトルから 6配位のピー

ク以外に 28，50 p伊 1にそれぞれ 5， 4配

位のピークが検出され、却SiMASNMRス

10 20 30 40 50 60 
28 (deg.)CuKα 

Fig.2. XRD pattetrns of aluminosilicates. 
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Fig.3_ NMR spectra of aluminosilicates._Jleft) 27 Al恥1ASNMR spectra， 
(center) 29 Si MAS NMR spectra， (right) 29' Si CP/MAS NMR spectra. 
a; kaolinite b; powder A c; powder B. 

ペクトルでは・107p戸Eを中心とした線幅の広いピークに変化した。これらの変化は層間水の

脱水(刈・OH聞の縮合)によるものであり、 6配位中 4個の AI-OHの結合が 1or 2個切れる

ことにより 5or 4配位のAlが出現し、それに伴い SiO.四面体層構造が査むためである。ま

た、プロトンが消失するため粉体AはCP/MAS法ではスペクトルは得られない。一方、粉体

Bにおいても XIAlMASN恥1Rスペクトルで 4，5配位の Alの存在が確認されるが、粉体Aに

比して比率が小さくカオリナイトにみられた 6配位の Alの鋭いピークが残る。更に、却Si

MASNMRスペクトルで・110ppmを中心とした線幅の広いピークがみられたが、・93即m に

もピークが検出され、 29SiCP/MAS NMRスペクトルでもこの・93ppmのピークは消失しない

ことからカオリナイトの QJ構造を残し 21∞ 
ていることがわかる。これはカオリナイ

トを融点以上の温度で瞬時に加熱し急冷

させているためカオリナイトの粒子表面

で構造変化が主に起こり、粒子内部で

はカオリナイト構造を残していると考え

られる。カオリナイトはFig.4に示す状

態図において a→ bの点線に沿って変化

し、最終的にはムライト (3Al2~ • 2SiOJ 

とクリストパライト (SiUz)に分解する

がJ)、粉体Bの粒子表面における構造変

Liquid 

J六で 1¥鈎治0

~ I伊釘仙O仇伽ωz卦叫州+叫l

Eη 
E 

" 
ト 1500

13∞ 
SiOz 

Alρ3+mullile (ss 

SiOz+mullile 

20 a 40 60 80 AlzU3 

Fig.4. The binary system A12白 -SiU2.
(S.Aramaki et al.，1962) 
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化はムライトと SiOzが融解し急冷されるため非品質化したものと考えられる。ただし、 SiOz
はムライトに比して融点が低いため非品質SiOzが多く生成したと考えられ、このことが粉体

Bのアルカリ溶液に対する Siの溶解量が多いことを裏付けている。

3.2固化体の構造解析

10 20 30 40 50 60 
2 8 (deg.)CuKα 

カオリナイトと珪酸カリウム溶液は反

応せず固化体は得られないが、前述した

条件で索拠理したカオリナイト(粉体A，

B)からは固化体の合成が可能であった。

この反応機構は現在検討中であるが、必

成分が SiO.ユニットに入るか否かが議論

となっている。粉体Aから得られた固化

体はFig.5に示すXRDパターンから粉体

Aと同様非品質であることがわかる。固

化体の7:1Al ， 29Si MAS NMRおよび却Si

α'/MAsm侃スペクトルをFig.6に示す。

Fig.5. XRD patte佐nsof consolidated material 
and powder A. 

幻刈MASNMRスペクトルにおいて 54p戸nにピークが検出されていることからA1が4配位に

変化したことがわかる。穆SiMASNMRスペクトルでは・94ppmを中心とした・80-・1l0ppm

の線幅の広いピークが検出され、種々の Qn(mA1)(n=3，4 m=1-4)が共存する構造であると考

えられる九なお、却SiMASNMRスペクト Jレの・109ppmにみられる鋭いピークは反応に関係

しない結晶性Si02である。 29SiCP/MAS NMRスペクトルでは・93即 mにピークが検出され、

SiO.ユニットに AIO.とOH基が一個ずつ結合した状態であると考えられる。更に -80-・100

即mにかけてもピークがみられることから、固化体内部に脱水縮重合反応に関与しない OH

基が部分的に残っているものと考えられる。

54 

3∞ z∞1(∞訓)() 0 寸l∞.2。帥。 .3鈎0∞。-40 ω.8ωo .l(∞)() .12初o .14柑o .1ω.40 圃ω.8ωo .1∞ .1ロ20.寸I柑 .1ω

ppm from Al(印H胎1也∞附2ぬ均0)ば)ぱ6
3
+ ppm fj仇ro印凹I町川r

参考文献

Fi培g.6.__NMRspec汀aof consolidated m~lerial by using powder A. 
Oeft) 2?.A1 MAS NMR spectra， (center) 29 Si MAS NMR spec町a，
(right) 29 Si CP，ル1ASNMR spectra. 
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P43 メタルフラーレン SC2C84の45SC-NMRによる研究

(都立大・理)0三宅洋子、小島康彦、鈴木信三、菊地耕一、

真庭豊、甲斐荘正恒、阿知波洋次

岨 Sc-NMRstudy of Me泊lIofullerenes，SC2β制"

(Tokyo Metro. Univ.) y!Oko Mivak~， Yasuhikoκ.ojima， Shinzo Suzuki，κoichi Kikuchi， 

Masatsune Kainosho and Yohji Achiba. 

We have studied the唱Sc-NMRspectra for two kinds of dトmetallofullereneSc2CB4. which have 

been purified and isolated by use of two-stage HPLC technique. In Sc2C桝-B(second fraction)， 

there is only one peak observed in the NMR spectrum. It indicates that the two Sc atoms are 

located in the equivalent position of the fullerene回 ge. The motion of the Sc atoms in the 

伺巾on伺 gehas been also estimated， that its activation energy was 8.5 kJmol-1 (88meV)， and 

its correlation tirne was about 1 0・8s'.In S~C84-A (自rstfraction)， two Sc atoms have been found 

to be 10回.tedin the non-equivalent positions. In this case， two kinds of motions of the Sc atoms 

have been observed. One was the comparatively fast motion which ∞uld be very similar to 

that of in Sc2C制・B.The other was the exchange of the non-equivalent Sc atoms. Its activation 

ene句yand the life time have been estimated as 80 kJmol・1(0.8eV) and 10・4s，respectively. 

『序J

金属原子が内包されたフラーレン類はその電子状態及び分子構造において特異な状態が期待されるた

め非常に興味深い~ La， Y ， Sc， Gdなど様々な金属原子っきフラーレンの存在が確認されており、いくつ

かについて単離精製されている.また、金属核のfIlVRはその金属原子の状態の情報を得る最も有力な

手法の 1つである.45Scはスピン7/2、天然存在比100%でyが13Cと同程度であり、金属核の

N'VRの中で非常に感度がよく観測し易い原子核である.Scつきのフラーレン類についてはScが1個

から 3個のものまで種々存在が確認されており、ScC82及びSc3C82についてはすでにESRスペクト

ルによってお核近傍の不対電子の存在とその状態について研究されているが、 C84にscの2個つい

たメタルフラーレン (Sc2C弘)についてはESR不活性であるため、これまで金属核自身の磁気共鳴分

光は行われていなかった.本研究では、 HPLCによって単離精製された2種類のSc2C84(A.B)につ

いて溶液の“Sc-NI¥II烹を用いてメタルフラーレン中のSc核の化学的環境や運動状態について検討を行っ

た.

「実験」

2 種類のメタルフラーレン S~C84 は HPLC カラムにより単離精製した. (ここではretentiont耐砲

の順に SC2~-A. S~C制-Bとする。)両メタルフラーレンとも C~を溶媒として低温(・35 ・ 35C) の N

後高温 (20・160C)の測定を行った. NMRはVarianUnity plus-500.及びUnity-300を用いて 121.5

MR測定を行った後、溶媒を減圧除去し、。ージクロロベンゼン溶液として、脱気、た置換を行った

後高温 (20・160C)の測定を行った. NMRはVarianUnity plus-500.及びUnity“300を用いて 121.5

メタルフラーレン、溶液45SC-NMR、緩和、

みやけようこ、こじまやすひこ、すずき しんぞう、きくち こういち、まにわゆたか、かい

のしよう まさつね、あちばょうじ
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MHZ、73M-セで測定したo Scのケミカルシフトは 1MScρ:/HCI(Hρ) (原子吸光標準液)をO

ppm (外部標準)とした.

「結果及び考察J

1 ) Sc2C84-B (等価)について

Fig.1に様々 な混度でのSc.j.沼4-BのCS2及びかジク口口ベンゼン溶液の45Sc-1'lvRスペクトル

(121.5 MHz)を示した.ほとんどシフトの温度変化のいない10000-1500Hz程度の線幅のシグナル

として観測されたことは、少なくともSc核付近には不対電子を持たないことを示している.また、ケ

ミカルシフトの健は230ppmとScみの錯体について観測されている範囲 (-50ー250ppm)内に一本の

シグナルとして観測された.室温CS2溶液については73lV1セでの測定も行い 121.5Mセでのスペク

トルと線帽、線形ともにほぼ一致したことから、このブロードな 1本のシグナルはケミカルシフトの違

う2つ以上の成分の重ね合わせやそれらの化学交換によるブロードニングではないことを確認した.こ

のことから、 Sc，C84-Bの2つのsc核は等価であることが明らかになった。また、室温において

inversion r，配ov明y法を用いてT1測定を行い、線信より求められるもはT1に等しいことを確認した.

この系の緩和は大部分が四極子結合による緩和と考えられる。 T1=T2の時、四極子結合による緩和は

_l=上=註2 21+3 ~立21+t te 

T1 T2 10 e(21・1) h 3 

で表され、相関時間Lが分子全体の運動である時には溶媒の粘性係数h及び温度Tに関係する.

'tc =4πR3η/3kT (Rは分子の半径)

したがって分子全体の運動が緩和に寄与している場合、線幅 (Lw=1/:πT2 'tdはη/TIこ比例し、

その傾きは溶媒によらず一定のはずである.しかし、各温度での観測された線幅をη/TIこ対してプロッ

トするとその傾きは2つの溶媒でほぼ3倍と大きく異なっていたo (用いた2つの溶媒の粘性係数は同

じ温度で約3倍であるo )線編、すなわちこのsc核の緩和に寄与する棺関時聞はFig.2で示したように

溶媒の粘性に無関係であり 1/Tのみに関係し、指数関数の相闘を示している.

Lw = 148.5事 exp(1 020/T) 

一方最も簡単なモデルとして活性化エネルギーEaの活性化過程を考えると相関時間'tcはArrehenius
の式から

τc=C * ex師a!R1)
と表せることから、 S~84-Bの sc 核の緩和に寄与する相関時聞を持つ運動は活性化エネルギーEa=

8.5k抑制-1(88meV)でであり、運動の時間オーダーは、分子全体の運動 (2叶0-11s程度)よりも緩和

に大きくに影響することから N¥Rの共鳴周波数 (108s)の逆数により近いと考えられる。溶媒の粘性

に無関係な運動であることは明らかなため、この運動はフラーレン内でのお原子の運動であると考え

ている.

2) S~A (非等価)について

Sc2C84-Aについても様々な温度での45Sc-!¥tvRスペクトル (121.5MHz)を観測した (Fig.3) 0 

室温付近でのスペクトルl己主目すると、 200ppmと260ppmlこ1:1の2本のシグナルが観測されている。

このことからScぷ::;84-Aの2つのSc核は非等価であることが明らかとなったo (S~84-A についても

2つのSc核ともほぼScおであることは Sc;;β84-Bと同様にそのケミカルシフト及び線幅から明らかで

あるo )しかもこの2つのシグナルは高温では 1本に観測され可逆的であったことから、 2つの非等価

なsc核は化学交換し得る位置にあることが解った。 sc正沼4-Aについてはその温度変化から少なくと

も2種類の緩和に寄与する運動があることは明らかである。一つは各シグナルの線幅に寄与する運動、

もう一つは異なるケミカルシフトを持つ核の化学交換である.化学交換による寄与を差し引いてみると

各シグナルの線幅は温度が上がるにつれてシャープになっていることがわかる。この線幅はやはり溶媒

によってほとんど変化しなかった.化学交換が線形にほとんど表れない程度遅い時 (25-80 C)につい

て、その線幅を1/Tに対してプロットするとSc2C84-Bの時とかなり近い指数曲線となった (Fig.4)。
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したがって、Sct34-Aについても線幅に寄与する運動があり、それはSct34-Bと同程度(活性化エネ

ルギー数十meV、10-85-1程度)の運動であるといえる。化学交換については、交換を含んだBloch方程

式を用いて線形のシュミレーションを行い (Fig.5)、観測されたスペクトルと比較することにより各

温度での交換速度を決めた.各温度での交換の非常に遅いときの線幅には (Fig.4)から見積もった値

を代入した。交換速度kは活性化エネルギーEaの25iteの交換として考えると、

k=A市 exp(-Ea/RT)

であるから、交換速度kの対数を 1/Tに対してプロットし (Fig.6)、その傾きから活性化エネルギー

Eaを80kJmol-1(0.8eV)と見積もることができた.この交換速度 kは110C(∞alesce temperature) 

で

1045・1程度である.

3) ScP34-A 及びS~84-Bの分子構造とその内部運動の状態についてのモデルの検討

1. Scの存在位置

S~84幽Aでは 2 つのSc原子は化学交換可能であり、 ~84-Bでは等価であることから、再S~84

とも2つのSc原子は2っとも内包か2っとも外付きと考えられるが、 Sc核の運動が溶媒の粘性によら

ないことから内包の可能性が強いo 2つのScl;t畿化状態0+の時に考えられるようなSc閣の強い共有結

合はなく、むしろ電荷の反発によりある程度離れていると考えられる.電荷の反発のあるScの聞に相

互作用があることも外付きよりも内包を示唆している.したがって両~84とも 2つのscはFullerene

CaQeの内側に2つのscの距離ができるだけ長くなるような位置に存在していると考えられる.

Sc2C84-Aではその位置が非等価な環境であり、 S可::84・Bでは等価であるといえる。 FullereneCageの

構造に関して篠原ら(名大)はSc2C84-Bの13C-NMミを測定した結果D2d対称であることを明らかにし

ている.永瀬ら(都立大)はD2d-C84の対称軸上における 2つのSc原子の安定点を計算することによ

りD2dの最も長い軸上でSc緩はCageにかなり近い位置が最安定であることを見いだしSc2C84-Bの構

造を示しているが、それは本実験結果に合致しているo S~84-AのCageの対称性は決定されていない

が、 2つのSc核は非等価であることから、フラーレンの2つのScを結ぶ輸に垂直な対称面は存在しな

いといえる.

2. Sc緩の内部運動について

2-1. 速い運動

活性化エネルギー白=8.5 kJmol・1(88rneV)程度、相関時間10-85程度の比較的速い運動の存在は

scρ84-A、ScP34-Bの両方について見いだされた.この程度の相関時間であることは、間に活性化エ

ネルギーの存在する 2状態以上の状態簡の運動であることは明らかである.特にS~84-Aに関しては、

この速い運動の平均位置が非等価であることが示されていることから、この運動はかなり局所的な位置

での運動であると考えている.

2-1. 遅い運動

~84-Aにおいては活性化エネルギー白 =80kJrnol-1 (0.8eV)程度、相関時間10-45程度の遅い

運動が存在することが見いだされた.この運動は非等価な磁気環境の2つのSc核が交換する運動であ

るo S~84-Bについては 2 つのscが等価であるためこのような交換の運動の有無を確認することはで

き怠かった.

Fig.71こSc核の内部運動についてのモデルを示した.
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P44 重原子の四極核のMASスベクトル

物質工学工業技術研究所 O林繁信・上田 貴洋

MAS卸 doff-MAS NMR spectra of half-in旬gerquadrupole nuclei of heavy atoms (National Institute of 

Materials and Chemical Research) Shigenobu Hayashi組 dTakahiro Ueda 

Quadrupole interaction and chemical shift anisotropy have the effects of comparable magn山deinNMR

spec回 ofquadrupole nuclei of heavy atoms. MAS卸 doff-MAS NMR spec回 of59CO and 51V nuclei have 

been measured for ∞>balt(O) a田 tyla回 tonateand ammonium metavanadate， respectively. Spinning sidebands 

originated企omsatellite transitions are erased experimentally in the off-MAS spec回. We have analyzed the 

pa批 :rnsofthe∞:ntral transition in仕leoff-MAS spec回出回retically，taking inω∞nsideration both quadrupole 

interaction組 dchemical shi食anisotropy.

四極核の固体N MRスペクトルは 1次の核四極相E作用が働くことにより数百kHzから数M

Hzに容易に広がってしまう。半整数のスピンの場合は m叶1/2仲・1/2の遷移のみを観測すること

が多い。一方、重原子核になると他学シフトの異方性も大きくなる。このため、重原子の四極核に

おいては、核四極相互作用と他学シフト

の異方性を同時に考慮する必要が出て

くる。静止試料において、 1次および2

次の核四極相E作用に他学シフトの異

方性が働いた場合のスペクトルの線形

については既に理論的な解析がなされ

ている。一方、マジック角回転 (MAS)

を行ったスペクトルでは、 1次の核四極

相互作用と化学シフトの異方性の線幅

への影響が消去され、スピニングサイド

バンドが数多く観測される。 Satellite

Trar凶itionSpectros∞pyではこのスピニ

ングサイドバンドの強度を主に問題に

している。核四極相互作用が大きい場合

は、 2次の効果により各サイドバンドが

あるパターンを示すようになる。 1次お

よび2次の核四極相互作用と他学シフ

トの異方性すべてを考慮してスペクト

ルシミュレーションを行えば2つの相

15000 140∞ 13000 12000 11000 10α氾

(ppm) 

Fig. 1. 59CO NMR s伊 ctraofCo(aCaC)3， measured at 94.94 

MHz Top: a static sample and bottom: a sample 

spinning at the magic angle and at a rate of 10.00 

kHz. 

固体NMR・マジック角回転・四極核・他学シフトの異方性・核四極相互作用

はやし しげのぷ ・ うえだたかひろ
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互作用に関するパラメータが得られるが、そのためにはスベクトル 1つ計算するにも膨大な時闘が

かかる。

本研究では、マジック角から少しずらして試料を回転させ、 off-MASNMRスペクトルの測定を

行って m=+1/2特・1/2の遷移のみを観測した。そのスペクトルの線形の解析から、化学シフトおよ

び核四極相互作用のパラメータを得ることを試みた。

NMR測定は、プルカ一社製 MSL400お

よぴASX200を用いて行った。外径4mm 

のローターを用いて、試料を 10kHZ以上

の高速で回転させた。 S9Co (Co(O)アセチ

ルアセトネート Co(acac)3)および SlV核

(メタパナジン酸アンモニウム)について

測定を行ったが、以下に示すのは S9Coの

例である。スペクトルは、 K3Co(CN)6飽和

水溶液を Oppmとして表示した。

Fig. 1上に静止試料のスペクトルを示し

た。サテライトの遷移を含めるとスペクト

ルは 10000ppm (1 MHz)近くにわたって広

がっており、線形を正確に測定することは

困難であった。中央付近に見られる 3本の

ピークは佑学シフトの異方性に起因して

いると考えられる。 MASを行うと Fig.2 

下に見られるようなスペクトルが得られ

た。 10000ppm近くにわたってサイドバ

ンドが観測された。サイドバンドの強度

は左右対称ではなく、 1次の核四極相互

作用に化学シフトの異方性の効果が混在

していることがわかる。

Fig.2上に MASスペクトルの中央付近

を拡大して示した。等方ピークの位置か

132∞ 12800 12400 12000 

(ppm 

Fig.2. Central p紅tofS9Co NMR spec佐aof

Co(acac)3， measured at 94.94 MHz A sample 

is spinning (top) at the magic angle佃 d

(bottom) at the angle deviated about 1 degree 

企omthe magic angle. Spinning rates were 

bo也 10.00kHz 

ら、みかけの化学シフト値 (2次の核四極相互作用によるシフトを補正していない値)は 12495ppm 

である。 m=+l/2特・1/2の遷移は 1次の核四極相互作用の影響を受けていないから、その遷移のみ

を拾い出すことよって、サイドバンドの強度から他学シフトの異方性を求めることができる。そこ

で、回転軸をずらして off-MASスペクトルの測定を行った。回転軸をずらしていくと急激にサテラ

イトの遷移に起因するサイドバンドの強度が減少し、約 1度ずらしたところほほ無視しうる強度と

なった。 Fig.2下にそのスベクトルを示した。このスペクトルのサイドバンドの強度を解析して化

学シフトの異方性を見積った。 off-MASにすることにより、各サイドバンドが特有の線形を示すよ

うになったが、これは化学シフトの異方性が復活して 2次の核四極相互作用と混在した効果を示し

たためと考えられる。この線形を解析して核四極相互作用の大きさを見積った。

-158-



P45 
国体高分解能 NMRによる KxRb，-XX (X=臼「、 I )の情造解析

(三菱製紙(株)総合研究所" Chemagnetics ぺ東京都立大 理学部ヘ

JEOL応用研究所‘) 銀持基子" 0遠藤一失 1、 Frye James 2、本田憲治ヘ

北川進ぺ 出口健三‘

Structure Analysis of K 異 Rb1 -.  X(X=Br. n Mixed crysta1 by 3. K and • 9 Rb MASNMR 

Research Center. Mitubishi Paper Mil1s. Ltd '. Chemagnetics 2. Department of Chenustry. 

Faculty of Science. Tokyo Metropolitan University 3. and Applied Research Labor百tory.JEOL 4 

M. Kenmotsu '. K. Endo '. J. Frye 2. K. Honda 3. S. Kitagawa 3 • K. Deguchi・

Mixed K. Rb 1-' Xα=Br. nαys凶 s were prepared by the me1t-annealing method. X-ray 

d佐actionprofiles indicated白紙 theαystalsare a fac←centered cubic structure and the method produced a 

∞mplete soIid-solution. 3・K and ・・RbMASNMR method have been used to perform a structure 

analysis of the rnixed crysta1s. K. Rb 1ー翼 xα=Br.1); to detennine the local structure. We emphasize 

出atthe high-field shifts of 3・Kand ・・Rbnuclei were observed wi出 increasingthe lattice抑rametersof 

the rnixed crysta1s. The chenuωI 剥 ftsαnbe explained by considering components which involve 

銃犯ond-order quadrupolar coupling tensors. In order to comp紅 ethe experimental lattice par沼田terswi白

the theoretical values. weαlculated a Q!脇氏erla凶何回世tof Na • K 1 -.  1 by a semi-empirical MO me白od.

PM3 program.・1 using Na • K 1 -.  I(X =0. O. 25. o. 5. O. 7 5. 1) model 

く序>

イオン導伝体として知られている cU x A g ト xIの混晶について、その構造と

63  C U、 及び 10 9 A g M A S N M R CENTRAL PEAKの高磁場シフトについて考

察さ れ て い る ・ 2. それによると格子定数の増加に伴う金属核の高磁場へのシフト

は 日 C U核 に つ いては二次の核問径子相互作用、 10・A g綾についてはケミカル

シフトの異方性に よ っ て 説 明 さ れ て い る 。 今 回は、 KxRb，-XX (X=Br、 I ) 

に ついて綜料の合成 と 3.K、 B.R b核 MASNMR測 定 を 行 い 、 構 造 と ケ ミ カ ル

シフトの関係につ いて考察した。

また MO法を用いて、 NaxK，-xl をモデ ルとしてエネルギーの量適化におけ

る原子間距離を求め、 X線回折結果との対応 を 考 察 し た 。

3. K回 dB. Rb MASNMR. X-ray di鈴百ction.rnixed K • Rb 1ー双 X(X=Br.1) crys凶 s.semi-empirical MO 

method 

けんもつ

きたがわ

もとこ、えんどう かずなか、フライ

すすむ、でぐち けんぞう
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く実験>

①鼠料 作成

Ko. 2.R b o. 75X、 Ko..Rbo..X、 KO.7.RbO.2.X (X=B r、 1)の 6

種類についてそれぞれのモル比で(K B r、 R b B r )、 (K 1、 R b 1 )を混

合し 、電気炉を用いて融点以上の温度で共融させて合成した。

②粉末 X線 測定

粉末 X線測定に は 理 学 RAD C を用いた。

③ MAS-NMR測 定

3. Kについては JE 0 L E G S X 270ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー を 用 い ( 観 JIJ周

波数 12.5閥均)、 87R bについては Chemagnetics CMX-300、

2 0 0 (観測周波数 98. 23MHz、 65.47MHz)を用いた。

④ MO計算

j昆晶単位格子 1/4のモデル N a混 K，っ 1 (X =0， o. 25， o. 5， O. 7 5， 1 ) の 計 算 は

SE阻-EMPIRICAL M 0の PM3プログラムで行い、エネルギーの最適化から原子間

距離を求めた。

く結果と考察>

Fig. 1に Kx R b ，-x 1 (X =0. 2 5 • o. 5. o. 7 5 )の粉末 X線回折のチャートを

示す。ここで取り上げた K 1、 R b 1は共に立方晶で N a C 1裂をとり、各々の

格子 定数 は 6.956A、 7.290Aである。 Fig.1から分かるように各々のモル比で合成

した混晶は完全国溶体を形成している.その 格子定数の変化をグラフに表すと

Fig.2のようになり、 Iまぽモル比と格子定数が直線関係を示している。 H

K x R b ，・xB r (X =0、 0.25、 0.5. 0.75、 1)についても同様のことがみられ

る。 Fig.3、 4に Kx R b ，・x1における 39K、 87R bの MASNMRのチャート

を示す。 3・K核、・ 7R b核両方とも格子定数の地加に伴ってケミカルシフトの

CENTRAL PEAKが高磁場側にシフトしているのが分かる。裕子定数の増加にとも

ない結晶のパッキングがゆるみ他核からのシールドが減少し高磁場側へシフトす

るのは当然と言える。各々の核に着目してみると 3.Kは、回りに 87R bが増加す

るにつれて KIか らのケミカルシフトの差が増加し同織に、 87R bも回りに

3. Kが増加するにつれて R b 1からのケミカルシフトの差が増加している。 この

様にこれらの混晶は結晶格子は保っているが各々の核の回りの電子状態には歪み

が生じていると考えられる。

3. K、引 R bはそれぞれ 1=3/2、 7/2で核問様子モーメントを持ってい

る。これらの核の MASNMRのケミカルシフトの原因としては、 2次 の 核 四 綾

子相互作用が考えられる。その場合 MASN M Rの CENTRAL PEAKのシフト(A 

ω) は 以下のようになる。日

Aω=ー1β0ω 。2/ω 。[1 (1 + 1) -4β1 

Aω: CENTRAL PEAK のシフト(ppm) 

ω。:3e2qQ/h21 (21-1) 
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η :異方性パラメータ
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KO.5RbO.51 

KO.75R凶.251

19.sO ZD.O9 
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Fig.l.X-ray di佐古ctionprofiles of KxRbl-XI 

(x= 0.25，0.5，0.75 )crystals. 

IO・...
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式(， )から KxRb，-xlの核四佳

子結合定数(e2 q Q / h )を計算し

た。その結果を TABLElに示す。 こ

の様にこれらの混&は結晶格子は保

っているが、各々の核の回りの電場

には歪が生じておりその結果ケミ

カルシフトがシフトすると考えられ

る。また核四極子結合定数の変化 lま

Kより R bのほうが太きいことが分

かった。

M Oの計算結果からも格子定数の

直線的変化がみられこのような現象

は理論的にも裏付けられる。

7.4 

7 

4 

6.9 
0 20 

自 L

40 60 

Rblのmo1% 

80 100 

Fig.2.Latticeμrameter ofKxRb 1-XI 

(x=O，O.25，O.5，O.75，l)crystals 

vs K:Rb ratio. 



格 子 定数

一一一一一大
KO.2SRbO.7S1 

K I 

40 20 0 -20 -40 (ppm) 

Fig.3. 3 • K MAS NMR Sp低回 ofKxRbl-xI 

Rbl 

KO.2SRbO.7S' 

KO.SRbO.S' 

KO.7SRbO.2S' 

20 。ー20
(ppm) 

(x=0，0.25，0.5，0.75，)crystaJs. Fig.4. • 7 Rb MAS NMR Spectra of KxRbl-xI 

(x=0.25，0.5，O.75，l)crystaJs. 

TABLEl.Lattice par百metersof KxRbl-xI(x=O，O.25，O.5，O.75，l)crystals， 

け K，8 7 Rb chemical sluft釦 dquaむupolecoupling constants. 

Rbl KRb314 K2Rb214 K3Rbl4 

格子定キA) 7.290 7.210 7.180 7.068 

RblJミカ品シ7十 .. 0 1.1 7.6 19.3 
(ppm) 

eZQq'/(h M 
Hz) 

。 1.665 4.377 6.974 

KIJ~ 力外シH
ー 13.56 ー9.29 ー7.75

(ppm) 

dQ叩Mllz) 0.291 0.241 0.220 

KI 

6.956 

判。

。
一一一

*Refered to the slufts for Rbl(句pm).

.. * Referd to the slufts for阻(Oppm).
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L5 臨場句配バルスを用いたINADEQUATE法
理研 O鵜漂淘、越野広雪

INADEQUATE Spectroscopy using Pulsed Field Gradient 

Jun Uzawa and Hiroyuki Koshino 

The Institute of Physical and Chemical Reseatch(RIKEN) 

The INADEQUATE experiment carried out using phase cycling，but it is not sufficient 

for tl noise and some "ghost signal" suppression. Nowadays， Pulsed Field Gradient(P 

FG) techniques are widely applied to several multi dimensional NMR spectoroscopy for 

purposes of coherence selection. 

Here we present the application of PFG-INADEQUATE experiment， it detect not only 

one bond correlation， but two or three bond carbon-carbon connectivities and 

measurement of the spin coupling constants(zJc、cand 3Jc‘c) values. These values 

will be useful for stereo chemical analysis. 

1.はじめに

磁場勾配パルス (PF G)法をコヒーレンス選択に使うことの利点は必要とする信号成分の

みを試料コイルの段階から選択することにある1)。位相回しによるコヒーレンス選択は、 HM

BCやINADEQUATEの場合、 200倍以上の不必要な信号成分をプリアンプ、中間周波増幅器、

Phase Sensitive Detectorなど全ての信号経路を経て最後に近いコンピュータで差し引きする

ことになる。このことが装置に与える負担は大きい。これら増幅系のダイナミックレンジが狭

ければ、大きい信号成分のクリッピング歪が発生して必要とする小さな信号成分より大きなノ

イズが発生する。この成分は位相もそろっていないので、差し引きしてもかなり残る。増幅器の

直線性が悪い場合は非直線歪や混変調歪を発生させる。これらのノイズはt1ノイズや解釈不可

能なアーテイファクトの原因となる。我々はPFGをコヒーレンス選択に使う利点に注目し、

天然存在比率のままでlSN信号を観測する lSN-HMBC法を93年と例年の本討論会を始めE

NCなどで発表してきた。今回はINADEQUATE法に適用し Z)、直接結合した炭素同士の結合関係

ばかりでなく、 2ボンドないし 3ポンド離れた炭素聞の結合関係やZJ c. cと3J c. c値を観測す

るなどの結果を得たので報告する。ボルネオールのメチル基の帰属が3J c. c値と差NOEの結

果から訂正された 3)。 なお、 36回ENCや1SMAR' 95における報告と一部重複する。

キーワード INADEQUATE， Pulsed Field Gradient， 13C-13C coupling constant， Borneol 

ふりがな うざわじゅん、こしのひろゆき
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2.装置と測定条件

FT-NMR装置は日本電子製α400に磁

場勾配ユニットを付属させて測定した。

プロープはT H5/FG型で10%エチルベンゼ

ンのS/Nは94であった。

パルス系列を第一図に示す。磁場勾配パルス

の強度は概ね28ガウス/cmで、 o.8'" lmsecの
サイン波を用いた。重クロロフオルムを溶媒と

した場合、必要に応じて脚シゲミ製の対象型ミ

クロチューブを用いた。パルス繰り返し時間は

Tlの1.2'" 1. 4倍とした。カルボニル基や4級

炭素などTlが長い炭素とのクロスピークのS

/Nは長い方の炭素で決まる。

C It I t I t1 ! Lt> 
H
 BB 

Z Gradient ハ
叫
G1 G2 

Fig.1. Pu1se sequence of the PFG-INADEQUATE. For 
N-type spectrum. gradients ratio of G1 : G2 = 1 : 2 and read 

pu1se of α= 1200 were used. For P・typespectrum. gradients 
ratio of G 1 :G2 =・1: 2 and read pu1se ofα= 600 were used 

(4). For the gradients. a sine shape was used. Phase cyc1ing 
was same that of conventina1 one as follows:中1= x. y. -x. 

-y. -x. y. x. -y; 中2= 4x. 4y. 4(・x).4(・y);陀 c= 2(x. -x). 

2 (-y. y). 2( -x. x). 2(y. -y). 

3.位相回し法と PFG法の比較

INADEQUATE法は日C-13Cの結合を天然存在比で測定するが、その存在確率は約 1/8000で

あり、例え試料が充分使えてもても tlノイズやアーテイファクトに悩まされてきた。位相回し

法ではt1ノイズはどうしても残るし、 Pタイプと Nタイプの選別が厳密にできないのでU 、ど

うしても対象処理などが必要となる。 PFG法ではこのような処理をしなくても良い。位相回

し法ではt1ノイズやアーテイファクトを小さくするために、繰り返し時聞を長く取らなければ

ならなかったが、 PFG法ではTlの1.2'" 1. 4倍でよい。そして位相回し法で困るのは、積算回

数をある程度以上増やしても tlノイズやアーテイファクトは減少せず、実質的なS/Nの向上

には効果がなくなることが多いが、 PFG法では積算回数と S/Nの関係は理論通りの結果が

期待できる。実際は一次元スベクトルの結果をみて全体の測定時間を判断する。この段階で、

欲しい 13C信号の S/Nからみて無理なものは無理である。

4. 2J c、cと3Jc‘c値の測定

tlノイズやアーティファクトが無くなったので、 2J c.cと3J c_c値がラベルせずに測定でき

るようになった。試料としてボルネオールを使った例を第2図に示す。

他にニコチン、メントール、ロテノン、 2ノニルアルコールについて測定した。ラベル体で

は抗生物質カチオノマイシンの酢酸1，2ラベル体と 2ラベル体について測定したい。

ボルネオールのgem-メチル基の日C帰属はシフト試薬を使った結果が報告されているがれ、

環の炭素とメチル基との3Jc、c値は報告されている帰属ではいずれもcisが大きく transが小さ

くなる。ベンゼン溶媒中での差NOEとC-HCOSY実験を行った結果、水酸基の付け根の

プロトンにNOEのあるメチル基は文献の帰属とは逆であった。よって、図中の帰属とした。
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5.むすび

位相回しを使う従来のINADEQUATE法では、例え試料が大量に有っても難しい測定法で、あった。

また、生合成的にラベルした場合などラベル率が大きい場合でもアーティファクトを消すため

に測定回数を増やさねばならなかった。しかし PFG法では位相回しは最低4回でも良い。

さらに、 ZJ c. cと3J C.C値がラベルせずに測定で、きるようになったので、今後様々な化合物

のZJ c. cと3J c. c値が得られ、立体化学への利用の範囲を広げることができるt
測定感度の問題は、今回使用したプロープがプロトタイプとでも言うべきもので、測定に大

量の試料を必要とし、また溶解度の問題から実験試料に限界があったが、今後、様々なタイプ

のプロープが作られ感度の改善が図られれば、 PFG-INADEQUATEは実用的な測定法になるであろ

う。試料管の径は、 5mmφを標準にして感度のよいプロープの出現が待たれる。試料の溶解度

の問題もあるので太い試料管を使うとすれば、超伝導磁石を一般的なボアー径を使うとすれば、

対象型試料管の問題も考慮して 8mmφ用が最適と思われる。一方、溶解度がよい試料の場合や

ラベルした試料を測定する場合は3mmφ用を使えば少ない試料で測定できる。

NMRの本質からみて、 INADEQUATEが多くの試料を必要とすることに変わりはないが、もは

や名人芸的な測定法ではなく、誰もが使える「普通の測定法Jになったと言って良い。その結

果、構造決定が正確かっ迅速に行えるようになるであろう。

参考文献

1. R.E.Hurd， J.Magn.Reson.，87.422(1990l. 

2. A.Bax，R.Freeman and T.A.Frenkiel， J.Am.Chem.Soc.，103.2102(1981l. A.Bax，"Two-

Dimensional Nuclear Magnetic Resonance in Liquid" p.155 Delft Univ.Press， 

The Netherlands， 1982. 

3. H.Duddech，B.Blagoev，N.D.Berova and V.Vassilev， Org.Magn.Reson.，21，122(1983). 

4. T.H.Mareci and R.Freeman， J.Magn.Reson.，48.158(1982l. 

5. M.Ubukata，J.Uzawa and K.Isono，J.Am.Chem.Soc.，106，2213(1984). 

6. O.Kalinowski，S.Berger and S.Braun， "Carbon-13 NMR spectroscopy"，p.549，John Wiley 

& Sons Ltd.(1988l. 

-166-



L6 
核磁気緩和一モデルフリーの取扱いの可能性と限界

京大化研 O堀井文敬、梶弘典、石田宏之、石田正登

Nuclωr Spin Rel阻 ation-Thepossibility and Linutation ofModel-Free Analyses 

Fumitaka Horii. Hironori K司ji，Hiroyuki Ishida， and Masato Ishida 

Institute for ChemiωlResωrch，K:刊toUniversity，切i，Kyoto 611， Japan 

A large number of molecular motion models have been proposed to interpret the nuclear spin parameters such as 

TI，T2，NOE for 13C， 15N， etc. In白ispaper， the validity組 dlinutation of these models mainly used for 

macromolecules are discussed after classifying them into three groups; corr官lationtime distributed models， 

∞nformation jump models， and multi ∞rrelation time models. On the ba討sof the discussion， the first-and 

second-order model-free tr四 .trnentsare proposed and their validity is ∞nfirmed 防 analyzingthe合'equen町制d

temperature dependenc記sof 13 C T1 and NOE for poly(methyl methacrylate) solution. 

1.はじめに

13Cや UNのT1、T2、NOEは、高分子をはじめとする多くの有機化合物の分子運動を解析するため

に広く利用されている。これらの系では、主として 13C_l Hまたは ISN_lH磁気双極子一双極子相互作用が

緩和を規定すると考えられ、 2スピン系の理論に基づけば、結局これらの緩和パラメータはC-Hベクトル

のランダムな時間変動を表わす相関関数G(τ)あるいはその周波数ωに関するフーリエ変換であるスペク

トル密度J(W)で表わされる。したがって、これまでC-Hベクトルの時間変動を表わす数多くのモデルが

提出され、解析に用いられてきた。本報告では、これらのモデルのうち高分子に関係の深いモデルを3つ

のグループに分け、実験との比較によりそれらの妥当性と限界を考察する。また、できるだけモデルに依

存しない解析を行うため、第一次と第二次のモデルフリーの取扱いについて検討した結果を報告する。

2.実験

用いた試料は、ラジカル重合ポリメタクリル酸メチル(pMMA，M，，= 105， M，.IM，，=l.05)の 10%toluene-dg溶液

である。 13CNMR測定は、 JEOLGX400およびFXI00s阿佐ometerにより、それぞれ9.4Tおよび2.35Tの静

磁場下で種々の温度で行った。

3.結果および考察

(1)相関時間1:cに分布を導入したモデル

高分子の分子運動が多様であることを考慮して、九に幅の広い分布カ噂入されてきた。既にPMMAIク

ロロホルム溶液系について報告したように 1)、CH2(m)、α-CH3炭素の T1またはNOEのそれぞれの周波数

依存性は、 τcにmonom吋alな分布を導入することにより良く説明できる。しかし、同ーの分布モデルで

はT1とNOEの周波数依存性を同時に説明することはできない。また、 PMMAトルエン溶液系のT1の温度

依存性についても検討した結果、 monomodalな分布をもっモデルでは実験で得られるもの極小値を説明で

きないことが判明した。

核磁気緩和、 T)，T2，NOE、分子連動、多相関時間モデル、モデルフリー解析

ほりいふみたか、かじひろのり、いしだひろゆき、いしだまさと
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。)コンホメーションジャンプモデル

分子鎖の運動をより実際に近い状態で記述しようとするモデルで、代表的なモデルはHall-Weber-Helfand 

但W町モデル均である。このモデルでは、 2種のコンホメーション+とーを仮定し、単独の+οージャンプ

と協同的な+一∞一+ジャンプが起こるとした。これらの速動の相関時聞をそれぞれτ0，τ1とすれば、こ

の場合の自己相関関数Gq(τ)は次式で与えられる。

Gq(τ)=Kqexp(・τ/τ 印刷・τ/τ.)ゐ(τ/τ.) q=O，1，2 l<zyヰ/5，K.=2/15ん=8/15 )
 

l
 

r・、

ここで、以τ/1:.)は修.iEBessel関数である。この式には2種の運動の相関時間しか含まれていない。した

がって、次に述べる 2τモデルに相当し、 2τモデルと同様T..NOEの温度依存性、周波数依存性を説明

するには不十分なモデルであることが判明した。

D司ωnら司は、第3の運動としてジャンプの回転軸自身がlibrationするとして3種の運動に基づくモデル

ρLMモデlめを提出した。このモデルは後述の31."モデルに相当し、 3τモデルと同様多くの高分子系の

T..T2，NOEの周波数依存性或いは温度依存性を説明するのに妥当なモデルである。しかし、式の誘導は経験

的に行われており、厳密な理論的根拠に乏しい。

(3)多相関時間モデル

C-Hベクトルの運動をいくつかの互いに独立な運動の重ね合わせで記述しようとするモデルである納。

このモデルでは、各運動の単位に設定された直交座標系を小さい運動単位から大きな運動単位の順でそれ

ぞれO.、O2，…、op-.とし、 Opが実験座標系に一致するとする。また、 Ojo.座標系はOj座標系において

オイラ一角(φj，(} j，φDにより表わされるとすれば、実験室座標系におけるC-Hベクトルのx，y;z軸に対す

る方向余弦I，m，nは次式で与えられる。

日=T， ••• T，T， (::) (2) 

ここで、百はO.H座標系からOj座標系へ座標変換するためのマトリックスであり、 1..m.，1I.はO.座標系に

おけるC-Hベクトルの相当する方向余弦である。したがって、各座標系の運動モードが決まれば各緩和パ

ラメータを計算できる納。

Woessner6)の提出したモデル(2τモデル)は、p=2の場合に相当する。 HWHモデル同様21."モデルでは、

T.とNOEの周波数依存性を問時に説明することはできない九また、今回のPMMAトルエン系のもとNOE

の温度依存性もこのモデルでは説明することができない。一方、p=3に相当する Howarth1)の提出したモデ

JV( 3τモデJLうでは、 C-HベクトルはO.座標系のz.軸のまわりを回転拡散するが、 z.軸はO2座標系の Z2

軸のまわりのコーンの内部をランダムに揺動(1ibrationと呼ぶ)する。さらに、 Z2軸自身は実験室座標系に対

して等方ランダム運動をする。 既に報告したように 1にこの3τモデルによりもおよびNOEの周波数依

存性を同時に説明できる。 3τモデルの妥当性は、今回のPMMAIトルエン溶液のT.およびNOEの温度依

存性に対しでも認められた。

これらの結果および先に述べたDLMモデルの結果から、高分子の運動を記述するためには少なくとも 3

種の独立な運動が必要であること、またこれらの速動のモード自身は余り重要ではないことが指摘できる。
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したがっつて、次に述べるモデルフリーの取扱いが重要であると考えられる。

(4)モデルフリーの取扱い

以上に述べたモデルに基づいた解析とは異なり、できるだけモデルに依存しないで、考慮すべき運動の

数およびそれらの相関時間、さらには各運動の制限の程度などの情報を得る方法を開発することは重要で

ある。ここでは、第一次および第二次のモデルフリーの取扱いに分けて検討した。

(a)第一次モデルフリーの取扱い: C-Hベクトルの運動がいくつかのランダムな独立の運動の重ね合わ

せで記述されるとし、それらの相関時間に著しL、違いがあるとすれば、 Gq('Z')は各運動の寄与の一次結合で

表わされるとみなす九すなわち、

p 

Gq('Z')=Kq ~1 内吋・ τ/'Z' .j) (3) 

ここで、 pはランダムな速動の数、 τ4は各運動の相関時間である。また、 AjはI:Aj= 1で、各運動の重み

にみえるが~通常は物理的意味をもたせないで、単なる adjustableparameterとみなすのを第一次モデルフリ

ーの取扱いと呼ぶ。なお、巴ngらめはより一般的な方法で(3)式を誘導した。

ο)第二次モデルフリーの取扱い: (3)式の各項の係数 Ajに物理的意味をもたせる場合が第二次のモデル

フリーの取扱いである。 Li戸ri，Szabo9lはC-Hベクトルの運動が全体的な等方運動と異方性の内部運動の重

ね合わせで表わされるとい全体のGq(τ)は次式のようにそれぞれの寄与の積で表わされるとした。

Gq(τ) = G1( 'Z')GA(τ) 

G1(τ) =.Kqexp(・τ/'Z'J) 

GA(τ) = Sl + (1・Sl)exp(・τ/'Z' A) 

)

)

)

 

叶“
J

《
J

k

u

t
‘
rt
、，，‘、

ここで、 Slは運動の制限の程度を表わし、一般化されたオーダーパラメータと呼ばれる。 (4)式で、 τ1<<

τAのときは次式が成立し、形式的には(3)式のp=2の場合に一致する。

Gq(τ) = .Kq[ S2exp(・τ/τ J)+(トS2)exp(・τ/τ A)] (η 

この式で明らかなように、 TJ，Tl，NOEは2種の運動の棺関時間、内部運動のオーダーパラメータにより記述

できる。 fごだい先にも述べたように2種の運動では高分子の運動を表わすには不十分である。

そこで我々は、 (6)式を一般化し、 p-I個の独立に重なり合った内部運動のそれぞれの相関関数に次式が成

立するとみなすことにした。

G Ai( 'Z' ) = Si
2 + (l-Si2)exp(・τ/τ M) (8) 

いまp=3とし、各相関時間は著しく異なり、たとえばτA1<<τ Al<<τIであるとすれば、全体の相関関数

は

Gq(τ) = .Kq[S22S12exp(・τ/τ J)+ (1・S/)SI2exp(・τ/τ 日)+ (1・SI2)exp(・τI'Z'A1)] (9) 

で与えられる。この式は、相当する条件下の3τモデルに対する式、第一次モデルフリーの(3)式[p=3]に相
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当する。一方、 Cloreら町立(9)式と悶様な式を誘導したが、 (9)式はより具体的に各運動のオーダーパラメー

タにより記述されている。

図l、2には、 PMMAクロロホルム溶液のCH2(rrr)炭素のT1，NOEの周波数依存性1)を第一次のモデルフ

リーの取緩いにより解析した結果を示す。実験値:(0)と実線で示した計算値は良く一致することがわかる。

また、図3、4には、 PMMAトルエン溶液の CH2(rrr)炭素の周波数25MHzおよび 100恥妊Izにおける TJ，NOE

の温度依存性を示す。実線は(9)式に基づく計算結果である。この場合τAIは温度に依存しないが、 τ 品

τIはArrheni凶の式に従って温度変化すると仮定した。実験結果と計算結果はし、ずれの周波数におし、ても

かなり良く一致する。これらの結果は、第二次のモデルフリーの解析が妥当であることを示すが、現在他

の炭素についても解析を行っているので、総合的な考察は発表時に行う。
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L7 川C-NMRによる側鎖型液晶性高分子の分子運動

(北大工) 。堤 耀広・八木達也・平沖敏文

川 C-NMR lnvestigations of Molecular Motion in Side-Chain Liquid Crystalline 

Polymers (Depar回 entof Applied Physics. Fac凶cyof Engineering. Hokkaido 

U凶versicy. Sapporo 060) A. Tsuts四払 T.Yagi and T. Hiraoki 

In orderω 泊vestigatethe molec凶紅 motionin side-chain liquid crys匂llinepolyme悶. 1I C-NMR 
relaxation measurements on poly(acrylate)s having mesogenic side gr刀upswere carried out in CDCl s. 
The effects of spacer leng也 andside-chain end groups on出emobilicy of mesogenic group were discu-
ssed. The rate and amplitude of intemal motion were estimated using the model仕eeapproach by Lipari 
and Szabo. For s釘npleswith a constant length of side-chain end group. an increase of世lespacer 
lenがhcauses a rapid increase in the ex戸ndof也eintemal motion at位lemesogenic group keeping the 
rate at a certain value. On the 0ぬerhand. for the samples with a constant length of spacer. motion of 
mesogenic group is slower and ∞出国inedin the longer end group. 

剛直で異方的ななメソーゲン基を側鎖に有する poly(acrylate)は側鎖型液晶性高分子と

して知られている。本研究ではこの化学機造的に特徴ある高分子の分子運動を調べるため

に、側鎖メチレン基(スペーサー〉、側鎖末端メチレン基の長さを系統的に変えた試料に

ついて川 C-N恥R によるスピンー格子緩和時間、核オーバーハウザー効果の測定をを溶液

中で行い、特にメソーゲン基の運動性の化学構造依存性について検討した。 Table1に試

料の化学構造を示した。 Xは側鎖スペーサ一部、 Rは側鎖末端基を表す。 Xはメチレン基

数で O、 2、 6から成っている。また、 Rはカーボン数で O、 l、4から成っている。こ

れらの試料をクロロホルム (CDCls)中に溶解させ NMR測定を行った。

メソーゲン基と主鎮の聞にスペーサーを含まない試料 (PAB. PAEB)の主鎖メチン

に対する T，の温度変化を Fig.lに示す(測定周波数 75阻Iz)o T，はほぼ一定値、

1 70 - 190 ms 、を保っていることから、この温度範囲は T，極小に近く、主鎖は室温

で相関時間10-・sオーダーの運動を行っていることが分かる。この傾向は他の試料につい

ても同様である。 T" NOEの値は相関時間に適当な分布を仮定することにより説明で

き、例えば、簡使な Cole-Cole分布の場合ノfラメータ値は r-0.7程度であった。

Fig.2に PABのメソーゲン基内の 2つのアロマチック環炭素 C3 (ARI-3、 AR2-3)

の T，の温度依存性を示す。 T，は温度と共に増加し、主鎖一CHーより大きいこと

キーワード:側鎖型液晶性高分子/Poly(acrylate) /メソーゲン基/核磁気緩和/

内部運動/

つつみ あきひろ、ゃぎ たつや、ひらおき としふみ
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Chemiω1 Structure and Abbreviation for Samples Table 1 

X 

R 
(CH.).O 

H 

o C H. 
O(CH.).CH. 

MPAHB 
BPAHP 

(CH.).O 

PAEB 
MPAEB 
BPAEB 

PAB 
MPAB 
BPAB 

一十w-CH寸
oc-O-x一〈三>-CO-O-<三>-R

からメソーゲン基は高速の内部運動を行っていることが分かる。さらに、側鎖末端側のア

ロマチック炭素(AR2)の値が大きいことはメソーゲン基内でも高速の内部運動が存在す

ることを示している。このような結果は他の試料についても観測された。以上のような観

測結果から各試料の側鎖の内部運動の速さを見積もり、側鎖構造依存性を検討した。

ここでは、主鎖に対する内部運動の相対的な速さと振幅のオーダーを見るため Lipari、

Sza加等による簡便な modelfree approachを採用し、試料閣の比較を試みた結果を示す。 ス
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ベクトル密度には以下の式を用いた。

1 1 I¥x-で日
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K・1

Fig. 2 Temperature dependence 

of T I for ARl-3 and AR2-3 of PAB. 
Dashed lines represent calcuIated T I • 
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1000/T I 

Fig. 1 Temperature dependence 
of T I for P AB and P AEB. Dotted 
line repr目印tscalculated T 1 for 
for r =0.7. 
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ここで、 τM は主鎖の相関時間、 G( < M)はその分布関数(ここでは Cole-Cole分布を仮

定)である。また、 <i、 Sは内部運動の相関時間、オーダーパラメータである。 Fig.2

に示した PABのメソーゲン基の 2つのアロマチック炭素 ARl-3、 AR2-3については、

それぞれ τlは1-0xl0-1
0s、3.5xl0-11

s、 Sは 0.56、0.29でありメソーゲン基

内でも側鎖末端側のアロマチック環はかなり高い運動性を持つことが分かる。

均 .3、4に側鎖末端基として R= OCH sを持つ試料(MPAB、 MPAEB、 MPAHB) 

の 303Kでの τ=、 Sを示した o r iはスペーサーに関してはスペーサーが長くなると全

体として減少、メソーゲン基に関しては実験誤差の範囲内で系統的なスぺーサー長依存性

を示さない。しかしながら、 Sはスペーサーおよびアロマチック環〈特に主鎖に近い AR

1)においてスペーサーが長くなると急激に低下した。一方、 AR2ではその依存性は小さ

い。この傾向は他のシリーズ(PAB、 PAEB R=H)、 ( BPAB、 BPAEB、 BPAHB R= 

O(CH • ) s CH s )においても同様であった。これらの結果より、一般的傾向として、スペ

ーサーが長くなるとメソーゲン基の運動の振幅は増加するが、その速さはそれほど変化し

ないことが分かる。

Table n はスペーサーを持たない試料(PAB、 MPAB、 BPAB)に対し、メソーゲン

基の τa と Sの側鎖末端長 (R= H、 OCH s、 O(CH• ) 3 CH • )依存性をまとめたもので

ある (303K)。いずれの試料においても AR2のほうが τaは短く、 Sは小さい。即ち、

側鎖末端側のアロマチック

環のほうが運動性が高い。

また、側鎖末端基が長くな

ると τt は増加、 Sは滅

少している。これらの傾向

はスペーサーを有する試料

においてスペーサー長を一

定にした場合も同様に観測

される。以上のことより、

側鎖末端基はメソーゲン基

の連動の振幅、速さの両方

を抑制する(重りの)働き

をしていることが分かる。

以上、全試料に対する
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Fig.3τi for carbons having protons in 
poly(acrylate)s with different spacers at 303K. 
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Fig. 4 Order pa日meterS for carbons having 
protons in poly(acrylate)s with different spacers 
at 303K. 

Intema1 corela出 nTime 7: 1 and order parameter S 
for mesogenic group 

Table n 

ARl-3 AR2-3 

7: ，(sec) s 7: I (sec) s 

PAB 9.7xlO・11 0.55 3.5xlO・11 0.28 

IIPAB 1. 2xlO・10 0.55 5.3xlO・11 0.28 

BPAB 1.8xlO・2・ 0.65 7.1xlO・11 0.40 
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L8 
百leuse of Pulsed Field Gradient N恥1Rfor studying diffusion and transport of 

small mol民 ul凶 throughspherical interfaces 

William S. Prlce .， AI既 anderV. Barzykin and Kikuko Hay創 nizu

Nauonal Institute or Mat町 ialsand Chemical R，回曲目h
1・1Higashl， Tsukuba， lbaraki 305 

1.INTRODUCηON 

Pulsed Field Gradient NMR (PFG NMR) is one of血emost powerful methods for de加古li凶ngdiffusion coefficients 
釦 dmicrogωme町泊chemicaland bi∞:he凶 叫sy蹴 ms(1-3). It has major advantages over回 ditionalme白叫s，such as 
radioactive佐乱cers，form鎚 suringdiffusion in白紙itis non-invasive and rapid. PFG NMR has a displacement sensitivity of 
めout1∞nmandalow釘 limitfor measur泊gdiffusion coefficients of about 10・14m2s'・1.1f the diffusion is unres凶ctedon曲e
NMR time-scale也edeterm泊ationof the diffusion coefficient is s町宮igh由開ard.However， if白ediffusion is路 S凶ct剖 on血e
experimen匂1timeぉale，mωeinformation is available， but theoretiω1 difficulties exist in de町 mi凶ng血e'true・(asagainst 
・apparent・)diffusion coefficient 

Fl'田 Diffusion Res住ictedDiffusion 

しハル

e.g.， a vesicle 

PFGNMRωn山 obeused ωmαlSure transport between regions of diffiぽingdiffusion coefficients. Recently， we have 
以出endeveloping曲e曲eoryfor組 alyzingPFG NMR experiments of diffusive釘ansport曲 oUI戸sphぽicalinterfaαs (4，5，6). 

2. THE PFG EXPERIMENT 

An analogy: imagine a race回 .ckwith 3 1m:陥.Each lane has a different surface so血鉱山e'sμ剖， of each lane is 

different 5uppose伽 twe let曲erunners run泊 onedirection for a time τ. After timeτ血eyrun in白eopposite direction for 

thes阻 leperiod of time. 50 long as也erunners don't change lanes白eywill all end up 鉱山estart鉱山esm:ne time. 

Case 1. No lane changing All runners re-align 

T泊le: 。 τ 2τ 

Key Words: Diffusion， Pulsed Field Gradient， Restriction， Transport 
針esentAddress: Water Research Institute， 5engen 2・1・6，Tsukuba， Ibar紘i305 

-175-



Case 2 Lane ch釦 g泊gallowed The runners do not re-align 

Diffusion coπespondsωrandoml組 echanging and the gr鎚 terthe diffusion the less白.erunners re-align at time 2τ. 
τ'he NMR exper加 enむ曲eprec蹴 ionfrequency is proportionalω也es回目gthof也eapplied magnetic field. So if we 

impose a magnetic field gradient包Jalong the z-axis血rough白.esample，sμcies at different positions with respect to曲目・

以 iswill have different precession 岱明uencies(ω~. Diffusionω，uses血emolecules (or ions) to moveωdifferent positions (wi白
res戸剖ω也ez-axis)組 dtherefore to obtain different precession合'equencies.

sample 

τ'he NMR experiment is a variation of也estanぬrdspin-echo experiment (iι1tI2・τ・π-τ'-Acq.)including magnetic 
field gradient pulses of magniωde g and duration o applied along血ed出αionof血estatic magnetic field (i.e・.z axis). 

τ τ 

π12 π 

Acqulsitlon 

A 

The diffusion is studied d町ingthe period I:J..τ'he effiωts of diffusionωuse a decrlωse in曲eecho intensity (E). 

3.CORRELAηING DIFFUSION附 THSIGNAL A TTENUAηON 

1n the short gradient pulse approx泊lation，where motion during the gradient pulse is ignored (O <<企)，白ePFG
spin-echo amplitude is given by， 
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E(k，d) = f f dro drp(ro，O)G(ro，r，A)け同 宅
E
E
a

'
a
A
 

[
 

where k =γ6gωd-yis出egyromagnetic ratio， p(ro'O) is臨叩ilibriumsp加 density.The Green function (or diffusion 

propagator)， G(ro，r，t)， is血econditional probability白紙aspin starting at position ro will migrate to r in a time d.. 

G (r 0 ' r， t) satisfies the diffusion equation 

dG(ro，r，t) 空

三すエニ!..= DV'G(ro，r，t) [2] 

subject to曲einitial condition 

G(ro，r，t) = 3(ro -r) [3] 

組 dapprop由 teboundary conditions (e.g・， ret1ecting boundaries油 sorbingwalls， transpoπ). 
For unrestricted diffusion on也e山崎scaleof d.由esolution of Eqn. [1] is particularly simple and is given by 

E(k，d) = exp( _k2 Dd) [4] 

Forsy蜘 msinwhich血.ediffusion is res凶c凶 theωlutionto Eqn.[l] becomes much more∞mplica凶 .Inωme 
ωses analytical solutions are not possible and numerical methods must be used. lf diffusion is studied wi山泊 ares佐ictive
gωme紅Yusing large values of d.， such血atall the diffusing molecules feel the effects of曲erestriction， the echo attenuation 
ωappro山Illtelybe desαibed by Eqn. [4] but with a s叫 ingf:制，orsmaller也anunity. 

4. DIFFUSION THROUGH A SPHERICAL INTERFACE 

Consideran‘idealized' spheriωlirωrfaω(e.g.， red bl∞d cells) with some small molecule (or ion)白紙isund巴rgoing
diffusive exchange between曲ein包ロ凶andexternal environments. The parame飽rsused in也esimulation below ∞mefroma 
PFGs回dyof hypophosphite紅ansportin red blood cells (4). R is the effective radius of the red blood cells， h is血e
permeability coefficient and白eratio of the internal to external concentration (iム [In節目凶1]: [External]) = 41:66.0白er
experimenta1 parame包rswer官d.= 100 ms and Gradient streng血(g)= 28.2 Gauss四 11

R=2.5μm 

D... = 5.9 x 10'・IOm
2
s.
1
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Using the above mぼlelsy御 m鍋 do町 mathematicalmodel for the signal attenuation for various values of the 
炉問leabilitycoefficient we c初 show曲創出eattenuation of也eecho signal is very sensitive to differences in permeabililty . 

.Q2 

.Q.4 

5 

.1.0 

0.15 

•12 t 。 5 旬 筒 3) 25 3) 

O (ms) 

5. CONCLUSIONS 

PFG NMR. provides a convenient mωns for measuring回 nsporteven in the absence of a chemical shift difference 
between曲etwo domains.τbe echoat回lUationis also sensitive to白emiαogeome凶esin which the diffusion occurs. 

6. REFERENCES 

1. W.S. Price， Ann. Rep. on NMR Spec. (1995)泊 press.
2. W.S. Price， B.E. Chapman， B.A. Comell組 dP.W. Kuchel，よ Magn.Reson. 83 (1989) 160. 
3.W.S.町民B.E.Chapman組 dP.W. Kuchel， Bull. Chem. Soc. Jpn. 63 (1990) 2961. 
4. W.S. priω組 dP.W. Kuchel，よMag払 Reson.90 (1990) 1∞. 
5. A.V. Barzykin， W.S. Price， K. Hayam泊Jand M. Tachiya，よMagn.Reson. A1l4 (1994) 39. 
6.W.S.針ice，A.V. Barzykin， K. Hayamizu釦 dM. Tachiya， to be submitted to Biophys.よ(1995).
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L9 
マウス体内の低濃度代謝物画像化の試み

_
19F NMR画像

(九大薬)金沢洋子、新村俊幸、馬屋原慶子

19F NM  R Metabolic Imaging of F-hexoses at Low Concentration in Mice 

Faculty of Pharmaceutical Sciences， Kyushu University 

Yoko Kanazawa， Toshiyuki Shimmura， Keiko Umayahara 

Metabolic mapping of drugs and of pharmaceuticals for diagnosis will be a useful 

method in the field of pharmaceutical sciences. NMR is a method capable of 

determining physical and chemical properties as well as spatial information， and is 

particularly suitable for this purpose. The application of NMR imaging to the 

dynamical study of pharmaceuticals， however， is a challenge to the well known 

limitation from the detection sensitivity. This work is a trial of NMR imaging of an 

NMR-pharmaceutical at the levellower than 1 mmol/kg. Chemical shift selected 

images and the simultaneous imaging of 2 species using F-Iabeled hexoses will be 

presented， and the feasibility of F NMR method for the animal study at high 

magnetic field will be discussed. 

医薬品の適正使用に向けて薬品およびその代謝物の分布や存在状態を無侵襲で視覚化

することの意義は大きい。薬物濃度や代謝物の同定はもとより物性情報から存在状態が

無侵襲で推定でき、これらの画像描出も可能な NMR法はもっと活用されるべきである。

技術が確立されればNMR画像に基づく診断試薬ー集積だけでなくその代謝や存在状

態を指標とした造影剤申開発の可能性も広がろう。一方、薬品や診断試薬の許容濃度

は一般に低いので、 NMR法でどこまで検出できるかが成否の鍵となる。本研究は無侵

襲生体測定に有利な 19 F標識化合物によりマウス体内の F標識糖代謝物の画像化を試み、

1 .化学シフト選択画像、

2. 2信号の識別問時画像化、

3. 高分解能NMR用縦型超伝導磁石 (9.4T)による動物画像の可能性、

4. 本研究対象であるFDGの画像が病態診断(第33回NMR討論会で報告)に役立つか、

等について所要濃度、測定時間を含めて評価を行った。

[背景]

研究対象であるフッ素糖のマウス体内および腫傷内動態の概略を図 1に示す。

2-deoxy-2-fluoro-D-glucose (FDG)はグルコースと同様6-リン酸化されるが、さら

にそのエピマーである 2-deoxy-2-fluoro-D-mannose(FDM)に変換され、ヌクレオ

チド体になる。これは腫携に集積し長時間保持される。従って腫傷画像化試薬となる可

キーワード:NMR薗像、化学シフト画像、 F標識糖、がん診断

著者:かなざわょうこ、しんむら としゆき、うまやはら けいこ
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育自主がある[1]。一方、 2-deoxy-2-fluoro-D-gal actose (FDGal)は肝臓集積性であり、

1-リン酸化の後UDP-FDGalとなり、さらに UDP-FDGへと変換される[2]。

[ID[L@@[Q) 

-ー+-"--
略ζーー「ーーー

2

一十22

一一2

üO@@l\D~ 

FDGal ミ=ごとFDGal 

1 : Galactokinase 
2 : UTP:hexose-1 ・p~osphate uridylyltransferase 
3 : UDP-galactose 4・eplmerase
4 : Phosphoglucomutase 
5 : Hexokinase 
6 : Phosphogluco鵠 isomerase
7: Glucose-6・phosphatase

τ戸NDP-FDM

41~ 4 

6116 

4114 

5 
一一一_::，._
"""ーーーーーーー-

7 

FDG 

5

一一7
FDM 

一一ームー=‘司馬「→ーーーー-. . . . . . . . . . 
ーー一ーー・ーー主主』『ご-ー一司. . . . . . . . . . . 

. 

. . . . 

FDG 

FDM 

Fig.1. Metabolic Pathway of Fluorohexoses in Tumors and Organs 

[実験]

測定試薬[3]:実験A : 2-deoxy-2-fluoro-D-glucose (FDG) 腫傷集積性.

実験 B: 2-deoxy-2-fluoro-D-galactose (FDGal) 肝臓集積性.

実験動物:実験A:雌性C3Hマウスに肝がん由来細胞MH134を8-9目前に皮下

移植し、実験前16時間は絶食させた。実験時腫蕩サイズ 3.0x 1.8 cm、1.3g. 

FDG (200mg/kg)投与後、ハロタン麻酔下でNMR測定を行った。

実験 B:健常ICRマウスを 16時間絶食させて使用。 FDGal(100mg/kg)投与後、

ペントバルビタール麻酔下にNMR画像撮像を行った。

なお、いずれの系においても invivo 測定直後、腫携と健常臓器を摘出、酵素失

活し、通常のNMRスペクトルを得て代謝物定量を行った。

NMR測定:Jn viνo NMRは VarianUnity400plus (9.4T， vertical， 89 mm)により、

内径 40mmの遮蔽型勾配とrfコイルCHl
9
Ftunable)を装備したプロープを用

いた。 F定量用スペクトルは JEOLFX-1 00 (2.3T， 10 mm tube)により測定。

実験A:1H画像測定後、 19Fスペクトルにより測定周波数を決定し19F-画像を作成。

F-画像条件:スピンーエコー法、 2.5msの gauss型 rfパルスにより FDGある

いは α-FDMを選択し、画像化を行った。 Tr= 1 s， Te = 4 ms、観測領域 6x4

cmスライスなし、 64x 16 points (zero filled to 256 x 128)、測定所要時間

107分 (FDG)，160分(α-FDM).

実験B:Aと同様、 H画像測定後、 F画像作成。

F-画像条件:Dixon法 [4]により 2信号同時画像作成。 Tr= 1 s， T e = 4.1 ms， 
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a 

b 

観j崩事夏主義 6x4cmスライス立し、 128 x 16 points (zero filled to 256 x 128)， 

制定所要時間 1む7min.o えEお、 Dixon;:去{まる離れた 2つの寵号に対して通常の

とこれと 2種号の{立椙蓬 1 (こ対立、する時間 (1/26)ずもせた工コー

ある。

FDG投主宰マウスかも簿たH臨機ならびに Fスベク

F;員IJ定に痛いるものと開ーコイんのチューニングを

したうちから中央の部分を示したものであるが、その時の

により脊推が

にみると鍾

F D G-groupの器

り、投与後25時間

(α-F D 

を用いとも

H麗織でi霊長喜

j農産はiまiま1mmol/kgであったと推定される。

19F spectrum 

き

4一一一一一一α-FDMgroup 

ウヱj~F

'5 

19 Fスベクトjレ

1 mmol/kg. b. 25時間後、 FDM濃度 0.3mmol/kg. 
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実験 B: El 3にFDGal投与 5時間後の H画像およひ Fスベクトjレと画{象を示すο

肝臓に集積した FDGalは、 FDGal-lーリン接、 UDP-FDGalを経てUDP-FDGへと変

換される [2Jのであるが、 InVIVOスペクト jレの分解能では FDGalグループ(FDGより 8

ppm 高磁場開)と FDGグルーフ(母磁場t~_lJ)との 2 信号に見える。ここで用いた 5 時間で

は 2グループ間での平衡に近づいており、可成りの量のUDP-FDGが生成している u

FDGalを選択した画像では肝臓の{立置および跨肢と考えられる位置に強い信号がみられ

る。 FDG選択闘像では日子躍の位置に信号が得られた。

FOGal 

H函像(コロナjレ) 下 (FDG)画像 1'F (FDGal)蕗像 下スベクトjレ

図 3. FDGal投与マウス(たて置き)の invivo NMR測定 (投与後 5時間)

実験後の動物には格別の異常は認められず、また、代謝物濃度は exVIVO実験で得ら

れた値の範囲であった。つまり、この軽度の mνlνo実験条件では結果の信活性は高い。

[評価]

上空間分解能 3mmで 0.3mmol/同の代謝物画犠が得られ、麗需画f象イヒに成功した。

2.化学シフト選択は必すしも完全ではないが、 2菌{象同時;，&IJ定ができた。 2信号系で

は反応、の追跡にこのような単純な方法が適用可能と考えられる。

3. 9.4Tの縦型磁五内での動物画像化が可能であることが示された。

4.パルス系列等には改善の余地があり、 F-NMR代謝画橡;去には将来性が認められるつ

〔文蹴]

1. KO)I行冷，Kanazawaet al. (1988) Chem.Pharm.Bull.， 36， 1194と中の文献。

Shlmmura， Umayahara， Kanazawa， Yamashita (1994) Proc.2nd SMR， 3， i 156等
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Spatio-Temporal Patterns of Brain Activation Seen by fMRI 

Seiji Ogawa 
AT&T Bell Laboratories， Murray Hill， New Jersey， USA 07974 

In addition to its complete non-invasiveness as a method to study 
human brain白nction，functional MRI claims to have capabilities to provide 
reliable spatial information of functional activation sites with high spatial 
resolution and to acquire useful data on an individual subject， and above all 
the capability of following the time course of the brain function in real time. 
In the past few years， efforts have been made in m叩 yinstitutions in the 
world to push the technique forward. Fast imaging， such as EPI or spiral k-
space scanning， enable one to acquire image at a rate of -50 msec/image or 
covering the whole brain within a few second. Understanding of the nature 
of品1RIsignal changes based on the hemodynamic response to neuro-
activation is advanced and various interesting ways of measurements have 
been presented. They include not only BOLD imaging (Blood Oxygenation 
Level Dependent T2* changes with the balance between oxygen 
consumption and delivery in the brain vascular system) but also imaging 
inflow blood water signals enhanced by the activation induced CBF 
increase. To the question of the site of岱1RIsignal relative to the area of 
neuro-activation， an attempt has been made to image individual ocul紅

dominance column activation in the visual co此exin man. Leaming from 
PET studies， task imposing technique has been improved to make fMRI 
data useful for neuro imaging community. 
In spite of these advances，動1RIstill have problems which prevent白e
potential of the technique to be fully realized. They are of course SIN 
problems mainly due to image signal fluctuation in time. Major parts of 
these signal fluctuations， in addition to the unstability of the MRI hard Ware 
outputs， are physiological (cardiac and respiratory) and出eymay be called 
physiological oscillations. The nature of the physiological oscillation of MRI 
signal is not clear. They may be water movements mediated by the cardiac 
pressure wave or the Bo variation and the circulatory modulation by 
respiratory motion. Some improvements in reducing these noises have been 
made by correlating MRI signal with physiological data monitored 
simultaneously. Brain motion during品1RImeasurements (only a fraction 
of the image pixel) have been identified and the effect on the image can be 
corrected. Recently， we have taken an approach to get around these 
problems by a way of post processing. It can eliminate large portions of the 
contribution of uncorrelated noises， cardiac and respiratory oscillations and 
small shifts in the brain position to the image signals. It is a well known 
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data processing method of principal component analysis with several 
modifications and additions. Raw data are processed to decompose into a set 
of principal components each with its time series. Among these components， 
some show position shifts in the image by intensified edges， some have a 
strong oscillations coherent to cardiac or respiratory motion monitored 
during the品1RIacquisition. One can discard components irrelevant to brain 
function or remove the p紅 tof time series coherent to the physiological 
oscillations. Since the functional signal in岱1RIusually changes very slowly 
in time， one can apply low pass filtering to these time series. After that the 
residual principal components with the processed time series is reconstructed 
to yield original data back except those unwanted components. The 
processed data血usobtained is essentially the oscillation free and reveal the 
undergoing phenomena originally covered by the physiological signal 
oscillation unrelated to the brain function (Proc Soc Magn Reson 1995 page 
817). Since the processing is independent of the input event of the fMRI 
tasks， one can follow the dynamic variation of the spatial and temporal 
pattems of the brain image. If one needs to make a functional map for the 
input event， one can make a correlation analysis with the event. Followings 
訂eexamples. In a large field visual stimulation we observed not only the 
visual area being activated and making undershoot after cessation of the 
stimulation， but also a司jacent紅 easbeing depressed in signal during出e
stimulation and then slightly overshoot back in the recovery period. This 
looks like a phenomenon of blood steal by the activated紅白 fromneighbors. 
In a motor activation study， we see rather a chaotic state during the resting 
period (MRI signal appe紅 sto make rather random jumping in an 
uncorrelated way in distance) and then suddenly the whole areas become 
quiet at the st訂 tof出etask input and the activation appe紅 sin the motor 
related紅 easonly. Similar dynamic phenomena訂ealso observed in a visual 
stimulation experiment. In a visual attention experiment， some parietal areas 
are activated as a response to the cognitive function in addition to the 
modulation in the signal response in visual町 eaincluding V 1 by the 
attention. At a major activated site in parietal area (right hand side)， signal 
activation is steady except occasional dip down and recovery during 
attention period. At an equivalent parietal area at the left side， the signal 
shows much more frequent up and down variation and therefore often 
missed in mapping with usual statistical analysis because of the large signal 
variation. Understanding these activation phenomena and also minor signal 
variations seen in the various parts of the images of these processed data is 
stillleft for the future studies， but the ultimate feature of fMRI， which 
reveals multi-dimensional spatial-temporal correlation in the functioning 
brain， may be within our reach. 
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特別講演4

N M R 5 0年一つの歩み

A S k e t c h 0 f N M R 5 0 Y e a r s i n J a p a n 

藤原鎮男(東京大学名誉教授)

1 繋明期: d a w n (1949-1953) 

Encyclopedia of Nuclear Magnetic Resonance. John 

Wiley. 1995 

" Early development of NMR in Japan" S. Fujiwara 

阪大の伊藤順吉教授と神戸大の神田貞之助教授はサイクロトロンが破棄

され た 後 、 核 研 究の継続を念じており、 たまたま、 隣りの米文化センター

で PakeとGutowskyの NMRの論文を知り 、研究を開始した (1951)。藤原は

当時、高周波分析をしており、 NM Rの発明を風説で聞き、 それが高周波

分 析に外部磁場をかけた現象であると覚り、文献が全く無い状態の中で手

探りで、林昭一助 手 と 装 置 を 自 作 し 実 験を開始した (1952)。阪大は Pakeの

流 れに従い、複塩の結品水解析に向かった。藤原はこれに対し、核の定性

定量分析化学の観点で研究をすることとし、核磁気能率の精密測定をし、

H 1、 F 19、 P 32、 N a 23、 C 0 59、 C u 63、65、 B r 73、75、 1 n 113を祖t

定した。感度と精度で、 電通大のデータ ーは評価された (Chem.Rev.1953)。

1 953年、 自前の装置での研究の限界を感じ、 Gutowsky教授の所に留

学し、高分解能 N M Rの装置造りに参加させてもらった。

2 高分解能 NMR分光 計 :High Resolution NMR in Illinois 

(1953-55. Univ.lll. Prof. H. S. Gutowsky) 

イリノイの装置は永久磁石、 2 8 MHzの装置で、 精密電波発信器、高感度

ブリッジ、高速記録計の構成であった。 1954年の正月に試料の回転の

技術が S t a n f 0 r d (Prof.F.Bloch)で生まれ、翌日イリノイでも試行

し、成功した。 これが今日の、 真の高分解能 NMRの始まりである。 こ

れがバリアン社 (Stanford)や ヒュ ーレ ット パッカード社 (Illinoi)の製品

の基礎となった。 Gutowsky氏は日本で装置を復製することを快く

許 してくれ、電通大で科学研究費の援助で再現した(1957)。この装置は国

内研究者に解放され NMR研究が一挙に活発になった。
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3 第 l回 NMR討論会 (1962): The 1st NMR Symposium 

1 960年代に入り、 日本電子 (JEOL)、 バリアン社が装置をつく

り(ともに当初は 4 0 M H z、ついですぐ 9 0、 1 0 0 M H zとなる)。

V社の装置は阪大産研の湯川研、ついで東北大非水研の羽里研、ついで、

原子力研、東工試にも導入され、 わが国の NMR人口が十分育ったので、

この討論会を始めた。

4 第 1回 NMR国際会議 (1965): The 1st ISMAR in Tokyo 

藤原は、 N M Rの分野が基礎、応用さ ら に は 、 物 理 、 化 学 に わ た り 、 そ

れも各個別々に展開しているので、 これらを統合総合し、 一体となって研

究 発表する場 を持つことが必要、有効と考え、世界の有力研究者に呼びか

けたところ、賛成を得、 この会議が発足した。 これは 1 S M A Rとなって

現在に至っている。

ちなみに、第 2回はサンパウロ(伯)、第 3回はモナッシュ(豪)である。

5 第 1回生体関連 NMR国際会議:ボストン (1964) 

The 1st MRBS in Boston 

ハーバード大医学部の O.Jardetzky 教授や、 Bell研の Shu1man博士

らが 196 4年にこの会議を開催した。藤原は招かれて NMRによるアミ

ノ酸の NM R (桃井、荒田と共著)を報告した。 との会議は、 MRBSと

して今に及んでおり、藤原は、 第 9回を奈良で主催した。

藤原のアミノ酸の NM Rは鏡像体の研究として今に続いている。

6 水 溶液系の酸素効果:

Oxygen Effect in Aqueous Media 

第 1回 NMR討論会 (1965)で藤原は、 エチルアルコールの h f sの切れ

が酸素の存否に影響されることを報告した。 これは、水中の酸素がアルコ

ール 分 子 内 の 水素の核の場に関係することの発見である。 当時、 藤原は

「分子空間反応 Jの研究(第 2回朝日科学奨励金)としてこの現象の考察

を初めたものであって、 その後、東大と千葉大で、 分子空間の下限と上限

が、海水とヒト血液の塩濃度、 O. 5 M および O. 1 M  NaClに相当

することを証明し、神奈川大で下記のまとめに到達した。
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7 非生体系における、 アミノ酸、糖の光学異性体の完全分別

NON-BIOLOGICAL COMPLETE DIFFERENTIATION OF 

ENANTIOMERIC ISOMERS OF AMINO ACIDS AND SUGARS 

O. 1 M塩水溶液において、酸素ないし硫化水素は、塩と水の共晶(N 

a C 1 ・2H 20) と錯体を作る。そしてこの錯体が、 アミノ酸および糖の

L体と D体を、 1 00%分別的に反応することを、 Hお よ び C-NMRと

示差熱分析で明かにした。 これは、生体系以外で光学異性体が完全分別さ

れるとい うこ との最初の発見である。

これはまた、生 理食塩水の塩濃度 (O.lMNaCl) が生合成の代理

場となることを 示唆する。長年関わった NMRと生体系と分子空間が全部

此処で融合したように思う。

残念記録 : E x p e r i e n c e S 0 f R e g r e t 

N M R 5 0年一つの歩みの途中にはいくつも 'ああすれば良かった'と

いうことがある。その中の目星いものを二三挙げる。

- 1 ) 核磁気共鳴による核温度上昇の利用

Application of Heat-up of Nuclei by NMR 

1 950年、 日本にアイソトープが初 めて輸入された。輸入された錫の

アイソトープのなかに不純物として Inl13rnがあることがあった。準

安定な 1n核であ る 。 小 生 は 共 鳴 に よ る核温度の上界が核の半減期に関係

する か ど う か 見 たいと思った。それで、 Inl13rn共存状態で 1nの共

鳴をさせ、 Inl13の半減期を測った。半減期の測定はローリッエン験電器で

ある。 うまくゆ くはずはない。漉米してすぐ Gutowskyに言ったが同氏は、

核の回転工林寺二と核子の結合エネルキ.ーは析が違うとして取り合わず、 その他

皆そうだった。ひとり、 Bloembergen氏だけは反対せず、 有り難うと言われ

た。 そして 3年後、 C 0 6 0の 核 磁 気 共鳴をガンマ線の放出方位の変化か

ら見出した(角度相関)と報告され感服し た 。 この研究はその後多くの追

随があり、最近は、核医学医療機器に応用さ れ て い る 。

追加後日談: 1 9 6 4年ころ、原子力 産業会議で、雨宮綾夫氏と一緒に

放射性アイソトープの廃棄処分法を研究したことがあった。そして、 b u 

r n u p の関連で先のことをもう一度検討した。その結果、有効だろう

が日本の総発電量が必要だという結論になった。
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- 2 ) 環式 有機化合物の電子局在の実証/分子軌道法の実証

1st Observation of Loca1ization of orbital 

electrons in aromatic molecules 

5 3年秋、 イリノイを去る直前 Gutowsky教授がりブロモベンゼ

ンを持ってこられ、 スペクトルを見たいのだがということであった。結果

は単純な d 0 u b 1 e tであった。帰国して装置が再現されたとき、 島村

修教授に U フルオルベンゼンを工面して頂き、実験したら複雑な微細線を

伴う二重線で清水博氏が叫にハ.ラ、け 位に電子の局在を仮定してスベク

トルを解析した。

これは当時では世界最高の高分解能スペクトルであり、 さらに、 6 s p 

i n系の解析で按群の結果であった。それよりなにより、 Mullike  

n の分子軌道法に対して、 分子電子の局在を明かにした最初の例だったの

である。 G教授、清水氏に稔りをもたらし得なかった小生の不才を残念遺

協に思う。

(S.Fujiwara & H.Shimizu， J.Chem.Phys.， 32. 1636 (1960)) 

- 3 i n v i v 0 N M R 

1 960年代初頭、手当たり次第に E S R、 N MRを測定した。蚕の授

精、 産卵 、ふ 化以後の成長を E S Rで記録出来、報告した。 (S.Fujiwara 

& M. Nakajima， N. Y. Acad. Sc.. 222. 677 (1973)) との報告のあとワシ

ントンの N S Fに呼ばれでもう一度話しをしたら、 今なにがほしいかと言

うので、人聞が入れる磁石と答えた。翌年ラウターパー氏から Ze u g m 

a t 0 g r a p h y に予算がついたと手 紙 が あ っ た 。 傾 斜 磁 場 の ア イ デ ア

は北大にも以前あった。 しかし当時の 日本の科学力とくに計軍機のそれで

は到底手の届く問題ではなかったと思う。

関連追加:蚕とつきあっている途中、 あるとき、糸を吐く直前の蚕の NM

Rをとったら 4 0数 H zの h f間隔の 7または 5本線のプロトン共鳴を

測定した。第 9回 MRBS国際会議の直前のことで Jardetzky氏にも見せ、

感嘆を博した。 ところが残念なことにこの現象が再測定出来ない。絹が出

る直前に、絹糸材料と燐酸基とで錯体でもつくるのか。生命一瞬の機作な

のであろう。 とすれば見る経験を得た だけでも幸せなのかも知れない。

「一つ Jの 歩 みとしてのささやかな記録を述べさせて頂いた。 rN M Rの

5 0年 j 問、私は、公私にわたり、 また直接間接に多数のかたがたから、

数え 切 れ な い御支援御好誼を頂いた。あらためてそれらの方々に深甚の謝

意を表し、今日のこの機会を与えられた本討論会の主催者に感謝する。
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P46 微量糖脂質のNMRによる構造解析

0市川さおり、串田克彦、対多国陸海、料稲垣冬彦

(ノてリアンジャパン .NMR応用部、滋賀大・教育・化学*、都臨
床研・生理活性物質**)

Structural Analysis of Microgram Order Glycolipids by NMR. 

Saori Ichikawa， Katsuhiko Kushida， Mutsumi Sugita*加 dFuyuhiko Inagaki ** 
(Varian Japan Ltd.， Department of Chemistry， Faculty of Liberal Arts and Education， Shiga 
University* and Department of Molecular Physiology， Tokyo Metropolitan Institute of Medical 
Science**) 

Summary: 

We have been studying structural analysis of glycolipids and report here the following two 

subjects. 

1) We determined chemical structure of novel glycolipid containing inositolphosphate by NMR. 

2) We demonstrate the application of a Varian Nano・probe，which has been sp∞ially designed 

for very small volume (< 40μ1 ) liquid samples.百lespectrum is obtained from a 50Ilg/40μl 

san1ple of glycolipids taken by Magic-angle spinning. High sensitivity and high resolution of 

nano probe made it possible to identify sugar componen岱 andsugar linkages of microgram order 

glycolipids. 

序)我々は幾種類かの微量な糖脂質の構造解析を行っており、今回以下の 2つの項目
について知見を得たので報告する。

1) イノシトールリン酸を含有する新規糖脂質の構語解析

我々はイノシトールリン酸を含有する糖脂質について、糖とイノシトーJレとの結合位

置を決定した。サンプルには動物寄生性線虫の一種であるプタカイチユウ(袋形動物、
線虫網)由来の糖脂質をlmg用い、 DQF-COSY，TOCSY， NOESYを測定し解析を行った。
Fig.1にTOCSYスペクト Jレ、 Fig.2にNOESYスペクトルを示す。

.，. ， 

.." -可雷

1-iiijli 
ーー ー

， 

"1b-
一一一一戸…一一…一~--γー-，一一••• '.  '.1 •• 'f  ...・ 2・3・.， 1.0 ，. 
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TOCSYスペクト jレにはGalαに特徴的なスピン系とイノシトールのスピン系が観測され

ている。 DQF-COSYスペクトルではイノシトールのJ12とJ23の大きさがゴーシュの配

置を反映していることからMyかイノシトールと同定した。更に、 NOESYスペクトル
にはGalαHlからの展開にイノシトールH2とのNOEピークが観測されている。これに

よりこの糖脂質がGal(α1-2)Inositol-P-Cerという構造であることを決定した。イノシト

ールリン酸を含有する糖脂質の存在は極めて珍しいと思われる。

2) ナノプロープの微量糖脂質への町、用

糖脂質ではサンプルが徴量でしか得られないため、 NMRで測定する際に感度の問題が
大きな障害となる。今回我々は、微量サンプルを高感度で測定するためにVari佃社で
開発されたナノプロープを用いて、糖脂質の構造解析を試みた。ナノプロープは外径
4mm、長さ20mmのチュープに40ulのサンプルをつめ、磁場主軸に対して54.7度傾けて
高速で回転させる (Fig.3)。コイルがソレノイド型のため、サドル型コイルを使った
プロープに比べてfillingfactorが高く、高感度で分解能のよいスペクトルを得ることが
で き る。¥¥ !I 

: .A¥"^ド

Fig. 3 Nano nmr probe and sample tube assembly cross section 

Fig.4はミミズ由来の糖脂質を50μgl40μI用い、ナノプロープで測定した1Dスペクトル

である。積算 4回で十分な感度と分解能が得られている。 Fig.5は積算 64回、 mixing

tirne l00msで測定したTOCSYスペクトルである。 TOCSYおよびNOESYスペクトルから
この糖脂質がGlcα1-4Galsl・6Galsl・6Galsl・Cerという糖鎖構造であることを決定した。

微量糖脂質の構造決定にナノプロープが有用であることを確認した。

D. ー、 . 
'.1 ，.. 
m 岡山

Fig.4 1D spectrum of glycolipid from anneIida. Fig.5 TOCSY spectrum 
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P47 ラグランジュの乗数法により

発熱が最小になるよう電流を制御するシム
(日本電子・基礎研究部) 0石川彦成，志野英雄，須藤誠，工藤修士，

木 田 惇

Minimum power-dissipation shim designed by Lagrange method ofundetermined 
multipliers 

JEOL Ltd. Hiroshige Ishikawa， Hideo Shino， Makoto Sudou， Nobuo Kudou， 

JunKida 

A shim with 44 gradients controls has been developed. The winding section 

comprises independent 92 coils whose currents are determined by Lagrange method of 

undetermined multipliers so as to minimize overall power dissipation. This 

minimization allows complete correction of inhomogeneity especially in high field SCM 

by compact power supply unit avoiding temperature disturbance for sample. 

1.はじめに

NMRで必要な磁場均一度を得るために、試料を回転させている. しかし.この回転は

安定度の低下.スピニングサイドバンドの発生など種々の副作用を引き起こし、測定に悪

影響を与えるため. 最近のタンパク質などの高度な測定では.試料の回転を行わずに均一

な磁場を発生できる装置を求めていた。

このため、磁場補正項数を通常使用しているシムの約2倍にした、より高次の回転方向

の補正磁場成分を発生する 44の補正項を持つシム(ラグランジュシム)を開発した. 試

料を回転させた場合には及ばないものの、磁場均一度が通常よりかなり低い超伝導磁石 (S

CM)に対しても試料の回転を行わずに実用的な分解能を得ている。補正項数を塘加すると

一般にシムの発熱が増加し試料を加熱してしまう傾向がある。しかし.本設計ではラグラ

ンジュの乗数法を用いてコイルの形状、配置と個数の自由度を増加させ、 これを利用して発

熱を大幅に低減し、通常の状態では試料の温度上昇をシムの空冷を使用せずに十分低い値

に制限できた。また、個々のシムコイルに供給する電流が電源設計での精密技術の導入が可

能な程度に小さくなり、 さらに高品質電源を開発して. NMR測定の安定度、信頼度の向

上を図った。

ラグランジュの乗数法を応用したシムコイルの設計としてはHoult& Deslauriersが行っ

た補正項とシムコイルが 1対1に対応するコイルパターンの設計方法 1)があるが、本設計

shim， resolution， magnetic field homogeneity 

いしかわ ひろしげ， しの ひでお，すどうまこと， くどうのぶお， きだじゅん
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は、複数の補正項に複数のコイルを対応させ、その電流を決定するためにラグランジュの乗

数法を用いている.

2.磁場補正項

一般にSCMの中心軸をZ軸とし Z方向磁場 Bzを極座標(r， e，φ) により(1)式

のように表現し.各項に名称をつけてシムの補正項、あるいはシムの軸と表現している 2).

。。

Bz= 4 Anrn 九 (cos&) 
n=O 

∞ m=n 

+ 4 rn 4 { Pnm(cos &) (Anmcosmφ+ Bnmsinmφ)} (1) 

九m(cos&):ルジャンドル倍関数 Anm， Bnm :定数で磁場傾斜を表す.

ところがシムの名称は設計者ごとに異なり統一していない. ここでは、下記の表記法を用

いる.

Z n : An 項

XmZ (n -m) : Anm項

Y m Z (n -m) : B n m 項

(2) ー (4)式の表現方

法で本シムの補正項を表示

すると表 1で示す 44項に

n 

なる. 細線で囲った部分が o 

通常使用しているシムの補

正項 21項である.
2 

3.原理と構成 3 

4 

5 

6 

例 Z0， Z 1， Z 2 

例 Xl， X2Z. X3Z2 

例 Yl.Y2Z. Y3Z2 

m 。 2 3 

ZO 

」|

Z2 XZ 

YZ 2 

Z3 XZ2 2Z 

YZ2 Y2Z Y3 

X2Z2 X3Z 

Y2Z2 Y3Z 

X2Z3 X3Z2 

Y2Z3 Y3Z2 

X2Z4 X3Z3 

YZ5 Y2Z4 Y3Z3 

シムの設計には、表 1の補

正磁場項と補正コイルを 1

対 1に対応させコイルの位

置と形状で単一の出力磁場

項を発生する方法と、磁場項
7 I Z 7 

Nb個にコイルNc個を対

4 

X4 

Y4 

X4Z 

Y4Z 

X4Z2 

Y4Z2 

(2 ) 

( 3) 

(4) 

Table 1. 

Nameof 
shim axis 

応させ、シムに特有な行列から計算によって各コイルの電流値を求め複数の磁場項を発生す

る方法がある 3). 後者は m=O即ち (2)式で Nb=Ncの場合のみの適用が存在して

いたが、 本設計では m*Oの場合にも適用し，更に NbくNc の場合でもラグランジ

ュの乗数法と発熱最少条件により適用できるようにした。これによりコイルの配置と個数の

自由度が確保できるので、単位電流あたりの磁場発生効率が大幅に上昇し、シムコイルに供

給する電流とコイルでの発熱を大幅に減少できた。また、電流の減少はシム電源での電力素
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子の発熱が原因となる回路設計への望ましくない影響を防止している。コイルの形状はソレ

ノイドコイルと面状の馬蹄形コイルで、シムはこれらのコイルの 92個の集合である.

92 channel 

Outpu旬

44 terms 

Correction 

Fig 1. 
Block diagram 
of a shim system 

シム系は、図 lに示すようにコントローラ、電源、シムで構成している。 コントローラ

は入力したシム値から電流値を行列計算により求め電源に設定する. ロックとホモスポイ

ルの信号は高速性を保つため専用の信号経路を使用しているが、それ以外の電源への入力は

コントローラからの光ケーブルのみで行い、 NMR信号へのデジタル雑音の混入や電波の基

準電圧の変動を防止している.電源は基準グランドと電源グランドを分離して基準電圧を安

定化し、雑音を排除して相互干渉のない極めて高い安定度を実現し、表面実装の大幅な導入

で補正項数が倍化しでも従来とほほ同じ寸法を保っている。電源の概要を表2に記す. 各

電源の平均的な動作電流は最大値よりかなり小さい。

本シムの導入による、 シム調整、

シム値の管理、自動シミングなどの操

作性への影響はほとんどない.電流値

を求める計算によるシム調整時の応

答の遅れは実際上ほとんど感じられ

ない.また、追加した高次の補正項の

調整はロック信号を指標としての調

整が困難であるので，その調整の前に

磁場測定を行って決める久

4.磁場の補正結果と分解能データ

Table 2. 
Power supply characteristics 

Number of channels 9 2 

Maximum current 

Current resolution 

Maximum voltage 

Dimensions 

300 mA  

20-21bit 

12 V 

4 8 0 x 1 4 0 x 7 2 0 mm  

概略の磁場分布の均一化は、微小サンプルをZ軸上と円筒表面を移動して磁場分布を測定

し、その解析結果からシム値を求めて行う。 約 20台の SCMのデータを解析した結果で

は、磁場補正時の発熱は最大でも 4W以下で、補正項数を倍加しでも従来のシムの通常の発

熱以下である。シムの発熱による試料温度の上昇は、通常行っている試料の空冷があれば最

大発熱時でも 3"(;程度である。また、かなり均一度の低い SCMも含め磁場補正に成功して
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おり、本シム系でSCMによる分解能の差異を吸収できることを示している。

試料の回転のない場合の 8mm径のプロープのCHCbの信号を図 2に示す。 カーボン

サテライトの高さで 5.7Hz. その 115高さで 9.8Hzであり、実用上十分な分解能を得

ている.

「一一一

Fig 2. CHCla non~spinning lineshape 
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P48 H-X HSQC法におけるオフレゾナンズ効果およびRFインホ
モジニティの影響の考察

(日本電子)0末松治人，栗原範明

Study of the off-resonance effect乱ndthe RF・inhomogeneityeffect in H-X HSQC experiment 

(JEOL Ltd.) 0 Hiroto Suematsu， Noriaki Kurihara 

In recent NMR experiments，pulse sequences that contain multiple pulses are used. In such 
experiments the pulse imperfection often reduces the signal intensity. We have studied about 

two kinds of pulse imperfection，the off-re80nance effect and the RF-inhomogeneity，in H-X HSQC 
experiment. We e8timated that 1088 in experiments and simulations. 

1 はじめに

近年の NMR実験においては，パルスを多数使用した測定法が広く使われている。パルスを多

数使用する実験においては，パルスの不完全性が観測される信号強度に景怨する。今回は， HSQC 

法 [1]を例にとり，パルスの不完全性が観測される信号強度にどの程度影響するかを調べた。 H-X

HSQCにおいて観測される信号強度は，以下のパルスの不完全性により低下する。

1.H核，X核のパルス幅，オフセット周波数によるオフレゾナンス効果。

2.プロープの H核， X核用コイルの作り出す RF磁場の不均一性 (RFインホモジニテイ)

本研究では上記 1，2の信号強度に対する影響を，実験およびシミュレーシヨンにて解析した。

2 実験およびシミュレーション

2.1 オフレゾナンス効果の影響

今回は X核(13C，lSNなど)のオフレゾナンス効果のみを考慮する。 Fig.Hこ使用したH-XHSQC 

のパルスシーケンスを示す。通常の HSQCからはによる X核の展開を消去したものを使用した。

通常の HSQCのt1== 0の時のデータとほぼ等価なデータカヰ専られる。 Fig.2にX核(1SN)のオフ

セット周波数を変化させながら観測したスペクトルを示す。 lH核のオフセット周波数は OHzに固定

した。サンプルは15Nをエンリッチした NH基を持つ化合物(1SNラベルメチオニン)を使用した。

X核の RF磁場を B1とした場合，オフセットが0.45B1で信号強度が半分になってしまうこと

がわかる。これは 2次元の H・XHSQCを採った場合， (1H，X)の周波数が(OHz，OlIz)の位置のピー

ク強度を 1とすると， (OHz，0.45B1 Hz)の位置のピーク強度は 0.5しかないことと等価である。

Fig.1のシーケンスをシミュレーションした結果も Fig.2に示す。シミュレーションは，磁化の追

跡はプロダクトオペレ}タ [2][3]により行い，パルスのオフレゾナンス効果はブロッホ方程式 [4]に

て計算する半古典的方法を用いた。シミュレ}シヨンと実験は良く一致している。

HSQC，オフレゾナンス効果，RFインホモジニテイ

すえまつひろと，くりはらのりあき
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Fig.1のX核側の最初と最後の 180度パルスを 90X-180NX・270Xのコンポジット 180度パルス

[5]に置き換えた場合のデータとシミュレーシヨン結果を Fig.3に示す。 Fig.2と比べると帯域が大き

く改善されていることがわかる。

2.2 RFインホモジニティの影響

プロープの H核， X核用コイ jレの作り出す RF磁場の不均一性 (RFインホモジニテイ)も信号

強度を低下させる原因となる。 Fig.5に通常の H-XHSQC法(Fig.4)にて X核(l3C)のパルス帽を

変化させながら観測したスペクトルを示す。 X核のパルス幅は 180度パルス法にて求めた 90度パ

ルス幅を 100%とした。サンプルは13Cをエンリッチした蟻酸 (HCOOH)を使用した。また，オフ

レゾナンス効果を小さくするため，オフセット周波数はlH，13Cとも CH基の共鳴周波数に合わせ

た。 Fig.5の縦軸の 100%はlH90度パルスにより得られたデータの信号強度とした。

H-X HSQC法は理想的な場合 lH90度パルス法と同じ信号強度で磁化を観測出来る。ところが

Fig.5のデータでは信号強度の低下が見られる。(同図 A)

実際のプロープの RF磁場分布をモデリングして信号強度をシミュレーションした。オフレゾ

ナンス効果等，他の要因は無視した。結果を Fig.5に示す。シミュレーシヨンと実験結果は約 5%の

誤差で一致した。よって，この信号強度の低下はプロープの RFインホモジニティが主な原因と考

えられる。

また Fig.5より 180度パルス法で求めたパルス帽の 90%のパルス帽で信号強度が最大になってい

ることがわかる。(同図 B)これは実際のプロープの中心RF磁場が， 180度パルス法で決めたパjレ

ス幅から求められる RF磁場よりも， 10%大きいことを意味する。この誤差は RF磁場分布が中心

RF磁場に対してやや低磁場側に片寄った分布をしていることから生じていると考えられる。 (Fig.6)

3 おわりに

本研究にて次のことがわかった。

1. H-X HSQC法において，オフレゾナンス効果およびRFインホモジニテイは，信号強度低下

の大きな要因となる。

2. X核のオフレゾナンス効果は，コンポジットパルスを使用することにより改善することが出

来る。

3.両効果の影響はシミュレーションにより定量的に計算できる。

両効果の影響はシーケンス中のパルス数が多いほど顕著になる。今後，本手法を更にマルチパ

ルスの実験の感度計算にも応用していきたい。
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Fig. 4: HSQC pulse sequence to investig乱tethe effect of RF field inhomogeneity 
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Fig. 6: An example of RF field distribution 
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P49 
INADEQUATEの改良

0内海博明、宮林延良、藤井直之、鴨修、日元徹

日本電子株式会社分析機器技術本部

〒 '96 東京都昭島市武蔵野手1・2

Modified INADEQUATE to measure small amount samples 

()Hiroaki Utumi，Nobuyoshi Miyabayashi，Naoyuki Fujii，Osamu Kamo， 
Tetsu Hinomoto 
JEOL LTD. NMR Application Laboratory 
1-2 Musashino 3-chome Akishima Tokyo 196 JAPAN 

INADEQUATE has great possibility of es七ablishingcarbon skeletons 
of organic compounds. But the experiment has also substantial 
difficulty七orequire long measuring time because of low natural 
abundance and long relaxation time of 13C. 
The latter difficulty is even severer when quaternary carbons are 
measured， which have much longer T1七hanprotonated carbons. To get 
connectivity of quaternary carbons， the conventional INADEQUATE 
requires unfavorable long repetition time to avoid saturation of the 
signals. 
We propose a modified INADEQUATE which can make the repetition time 
shorter by using JCP ( J-cross polarization) 

はじめに

多次元NMRの発達は、 NMRスペクトルから有機化合物の機械的な平面や立体構造の解

析を可能にしつつある.この中で、注目されるのはINADEQUATEスペクトル (l)，(2)の構

造解析における重要性であるo INADEQUA TEスペクトルはC-Cの骨格連鎖を直接的に導

くことが可能であるため、他の測定 (HSQC，HMBC等)で求められるより情報精度が高

い.それに対して、 INADEQUATE以外の測定では、 lHの化学シフトの分離が基本になっ

ているため、化学シフトの分離が充分でない場合、その有効性は落ちざる得ない.しか

し、 INADEQUATEの問題点は、その感度の低さと四級炭素の縦緩和時間の長さに由来す

る時間当たりの積算効率の低さである。感度の低さは、近年の磁場の向上プロープの改良

によってかなり改善されている。我々は、今回、 1H-13C間における磁化移動を用いて緩

和時間による積算効率の低さを改善することを試みた。

感度に対する対策

近年、少量サンプルを測定するため、プロープの内径を小さくする試みが行われてい

る。そこで、以前に比べて少量のサンプルでも13Cのスペクトルが容易に測定できるよう

になってきた.このことは、 13Cの同種核相聞を求めるINADEQUATEの感度も向上する

ことを意味する。今回は 3mmφのPFGチューナブルプロープを使用して測定を試みた。

プロープの観測領域(通常液量1.2-2cm)にサンプルを濃縮することも感度を上げる方法
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の一つである。従来より、このような方法は行われていたが分解能をあわせることが困難

なためあまり使用されなかった。しかし、近年、シゲミ社製の磁化率補正マイクロセルサ

ンプル管を使用することによって、これらの欠点が克服されつつある。今回は、 3mmφ

用のマイクロセルも使用した。

JCP(=Hetero TOCSY)による磁化移動

INADEQUATEの測定に長時間かかる理由は、 13Cの天然存在比が低いことが第 1の原

因であるが、 13C特に四級炭素の緩和時間が長いことが次に挙げられる。

一般に分子量500程度の分子では、 lHが直接結合している炭素の縦緩和時間(T1)は 1

秒以下なのに対し、四級炭素のTlは4-5秒になる.また、構造によっては40-50秒にな

る四級炭素が存在することが知られている.このように、四級炭素とlHの結合している

炭素とのTlの差が大きいことはINADEQUATEの測定をより困難にしている.すなわち、

lHに結合している炭素のTlに合わせてパルス繰り返し時間を設定すると四級炭素は飽和

して信号感度は著しく低下する、そして、逆に四級炭素のTlに合わせて繰り返し時間を

設定すると単位時間当たりの積算回数が少なくなり lHの結合している炭素の信号感度が

悪くなる.

これらの問題を解決するために、従来INEPT，DEPT等のlHの磁化を1H-13Cの直接ス

カラー結合定数を利用して13CIこ磁化移動する方法により lHのTlに合わせた繰り返し時

間で測定することが提案されてきた(3)，(4)， (5) 0 しかし、これらの方法は、 lHが結合して

いる炭素間の相関や、 lHの結合している炭素と四級炭素の相聞を得るには有効である

が、四級炭素同志の相聞は四級炭素には磁化が移動しないため信号は消失していた.ま

た、 INEPT，DEPTではロングレンジ結合定数に条件を合わせることは、磁化移動が位相変

調であるため困難であった.

近年、これらの問題を解決するべく提案されているのが、 INEPT，DEPTの代わりに

JCP(別名HeteroTOCSY)を使用することである向。このHetero TOCSYは、その接触

時間をロングレンジ結合定数に条件をあわせることによって、四級炭素を含めた13Cに

lHの磁化をinphaseで移動することが可能になる.この方法によって四級炭素間相関も

lHの緩和時間で測定ができるようになる.

しかし、 HeteroTOCSYの問題点は、そのカバーする範囲である。一般にHeteroTOCSY 

はWALTZ16，DIPSI3で行うが、高磁場(500，600MHZ)で13Cの0-230ppmをカバーす

るのは難しい.今回、我々は、これらの問題に関して種々の実験を行った.

fig.2.に示すように、 7mgのCedrolで、 63時間程度で解析可能なINADEQUATEのスペク

トルが得られた.

PFGを使用することによるイメージ信号の消去

今回、 INADEQUATEの測定にはPFGのコヒーレンス経路選択を使用した.これは、

INADEQUATEの測定で現れやすいイメージ信号を消去するためである。また、イメージ

信号が無いことは、プログラムによるINADEQUATEスペクトルの解析の精度を上げるこ

とを意味する。
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‘ Fig.1Pulse sequence for JCP PFG INADEQUATE 
G1 is a homo spoiling gradient pulse. The 
gradient s七rengthof G2 and G3 are 10 and 20 

G/cm respectively. 
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Fig.2 JCP PFG INADEQUATE spectrum of 

Cedrol 7 mg/56 ul. 
The experiment took 63 hours and 35 
miniutes. The pulse repetition time was 

2.25 seconds. JCP was achieved with 

DIPSI3. The matching period was 7 msec. 
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P50 選択的磁場勾配エコーを利用した 1次元NMR測定法

0熊木康裕、内海博明、鴨修、日元徹

日本電子株式会社分析機器技術本部

lD NMR method using se1ective pulsed宣e1dgradient echo 

Yasuhiro Kumaki， Hiroaki Utumi， Osamu Kamo， Tetsu Hinomoto (JEOL Ltd.) 

Compared to conventional di宜'erencemethod， lD NMR method using se1ective 

pulsed fie1d gradient echo gives better spectrum which contains no subtraction 

artifac臼.But this method has some factors which cause sensitivity 10sses such as 

the se1ection of on1y one coherence transfer pathway， and the diffusion during 

mixing time. The 1atter e宜ectdeep1y depends on mo1ecular diffusion coe血cient，

PFG strength， and mi泊ngtime. Especially in case of small mo1ecular disso1ved in 

solvent oflow viscosity， sensitivity 10ss is not negligib1e. 

<序論>

選択励起を利用した各種差スベクトル測定は、特定の信号について交差緩和やスピ

ン結合による相関を得るのに有効である。しかしながらこの測定は対象とする信号を

選択励起/非励起のスベクトルの差をとることで、最終的なスベクトルを得ているた

め、不完全な差し引きによる信号の消え残りが現れることは避けがたい。これは小さ

な信号を判別する上で障害になっていた。近年磁場勾配を利用してこの問題点を解消

する測定法が提案された。この方法は選択的磁場勾配エコーをとる聞に、交差緩和や

スピン結合を介して磁化移動を行うものである。この方法では注目する信号やそれか

ら磁化移動によって生じた信号以外は観測されないので、消え残り信号が現れないと

いう利点がある。しかしその反面コヒーレンス移動経路の選択、また混合時間におけ

る分子拡散などにより感度が低下するのも事実である。このうち前者では感度は常に

J2だけ低下する。一方後者の場合感度の低下は拡散係数や混合時間の長さ、磁場勾

配強度に依存し、サンプノレ系によっては重大な感度の低下を生じる。今回はこの後者

の影響に注目し、拡散係数の異なる複数のサンプノレ系について、この方法を利用した

TOCSY、NOESY、ROESYについて実験を行った。

キーワード

artifacts) 

選択的磁場勾配エコー 分子拡散 消え残り(subtraction 

くまき やすひろ うつみひろあき かもおさむ ひのもと てつ
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<実験と結果>

Fig.l、Fig.2はそれぞれ GOESY(Gradient enhanced nuclear Overhauser Effect 

Spectroscop y) 1)，及びPFGlD-TOCSy2)のパルスシーケンスである。基本的には混合

期間以外は同じである。

唱N

GOESY(PFG 10・NOESY)

pulse sequence 

90 90 180 

G1 G2 G3 

Gradient. • • 
PFG 10・TOCSYpulse sequence 

90 180 

1H 

G1 G2 

Gradient 

Fig.1 Pulse sequence 

scheme of GOESY 

(Gradient enhanced 

nuclear Overl羽 user

Effect SpectroscopY) 1) 

Fig.2 Pulse sequence 

scheme of PFG 10 -

TOCSy2) 

Fig.3の a)、b)はそれぞれ D20溶媒でのラフィノース(分子量 504)の GOESY

スベクトノレ及び通常の過渡的 NOE差スベクトルで、ある。装置は JEOL-A500を使用

した。ともに測定に要した時間は 3分、混合時間は 700msecである。
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a) 
Fig.3 NMR spectra of 20 mg 

raffinose in D20.These spectra 

were measured by JEOL A500. a) 

is GOESY spectrum. PFG 

strength and pulse width are 

6G/cm and 1 msec， respectively. 

b) is conventional transient NOE 

difference spectrum. 80th a) and 

b) have the total time required 

3min. and mixing time 700msec .. 

c) is 1H-NMR spectrum. 

Compared to b)， a) has little 

subtraction artifacts. 

a)はb)に比べ、全体的に消え残りが小さく溶媒(水)のピークも良く消えているこ

とがわかる。ちなみにこのサンプルでは、ピークの SINは磁場勾配強度にほとんど

依存しなかった。

Fig.4は CDC13溶媒でのサントニン(分子量246) のGOESYスベクトルである。

測定に要した時間は6分、混合時間は 700msecである。 a)、b)はそれぞれ磁場勾配

強度 6G/cm、12G/cmで測定した。この場合ではSINが磁場勾配に依存しているこ

とがわかる。

Fig.4 NMR spectra of 20mg 

santonin in CDCh・Thesespectra 

were measured by JEOL A500. 

a) is GOESY spectrum ， PFG 

strength is 6G/cm. b) is GOESY 

spectum， PFG strength is 

12G/cm. c) is 1H-NMR 

spectrum. Compared to a)， peak 

intensity is reduced in spectrum 

Fig.5はラフィノースの PFGlD・TOCSYスベクトルで、ある。
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a) 

b) 

円1

Fig.5 PFG 10・TOCSYspecta of 

raffinose in 020. These spectra 

were measured by JEOL A500. In 

spect問 a)， b)， C)， H3 of 

fructofuranose， H 1 of galacto 

-pyranosyl， H1 of glucopyranosyl 

(arrows) were selectively excited， 

respectively. d) is 1 H-NMR 

spectrum. Each ofTOCSY spectra 

have the total time required 3min. 

and mixing time 11 Omsec.. 

a)、b)、c)はそれぞれ構成単糖であるフルクトースの 3位、ガラクトースの 1位、

グルコースの 1位を(矢印)を選択パルスのキャリアーとした。測定に要した時間は

約 3分、混合時間は 110msecである。このように選択的磁場勾配エコーを利用する

と、消え残りが存在しないので構成単糖のサプスベクトルが締麗に抽出できる。

<今後の課題>

今回使用したサンプノレであるラフィノースとサントニンでは磁場勾配強度の感度

への影響のしかたが大きく異なった。これは溶媒の粘性の違いからくる分子拡散の影

響が、選択的磁場勾配エコーを利用したこれらの測定法において大きいことを示唆す

るものと思われる。種々のサンプル系において実際に拡散係数を求め、磁場勾配強度

と拡散係数の感度に与える影響を定量的に調べる。
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P51 
磁場勾配パルスをコヒーレンス選択に用いた

選択的 l次元および2次元NMR測定法

(理研)0越野広雪、鵜i畢淘

Selective 1 D and 2D NMR Experiments Using Pulsed Field Gradient for Coherence Selection 

The Institute of Physical and Chemical Research (RIKEN) 

Eiirovuki Koshino and Jun Uzawa 

Recently promising 1 D selective TOCSY experiment related GOESY experiment using 1 8 OOsoft 

inversion pulse釘ldpulsed field gradient for selection of the desired mag巴tizationand coherence 

pathway is reported by T. Facke and S. Berger. We propose new 2D NMR experiments with 

selective TOCSY suchぉ sel-TOCSY・COSY.sel-TOCSY-ROESY. sel-TOCSY-HMQC加 d

sel-TOCSY -HMBC experiments which are application of the 1 D selective TOCSY pulse sequence 

to tlle 2D N恥1Rexperiments. Additionally， we would like to show lD selective TOCSY and 

ROESYexperiments with homo spin decoup1ing. These NMR t巴氾hniquesare useful and effective 

ω印.alysisof tlle interesting unit of target molecule which is selected by TOCSY. 

磁場勾配パルスをコヒーレンス選択に用いることにより必要な興味あるコヒーレンス

のみを観測できるようになり、様々な測定法が改善されたり、新たに可能になってきた。

我々は、磁場勾配パルスを有効にコヒーレンス選択に用いた測定法として、天然存在比

で測定可能な15NHMBCi法や13C_13CDQFCOSY， INADEQUATEについて報告してきた1)。

また安定同位体で標識が困難で3D-NMR法を用いることが出来ない化合物の解析を目的

に開発したselective2D-PFO・TOCSY-HMQC，TOCSY-HMQC・COSY，TOCSY-HMBC法につ

いて昨年度の本討論会で報告しため。今回は最近報告されたGOESy3lで用いられた選択

的磁場勾配エコーを利用したselective1D-TOCSY引を 2次元NMR法に組み込んだ白lective

2D-TOCSY-COSY， TOCSY・ROESY，TOCSY-HMQC. TOCSY-HMBCについて報告する。

T. FackeとS.Bergerによって報告された、 selective1D-TOCSYのパルス系列を以下に示

ザ。 90(x)・01・180Cx，selective)・02・胤EV16・τ・180tx)・03・A叫

このパルス系列を 2次元N恥限法のCOSY，ROESY， HMQC， HMBCの最初の90度パルス

と置きf臭えてselective2D-TOCSY-COSYへTOCSY-ROESy
6l， TOCSY-HMQC， TOCSY-

HMBCのパルス系列を作成した。モデル化合物としてstrychnineを用いて測定した結果を

以下に示す。 Fig.lはselective2D-TOCSY -ROESYの部分拡大図で4.29ppmを選択したスベ

クトルである。対角線上のピークにはTOCSYで磁化が移動したプロトンの信号が現われ、

さらにそこからROESYの相関ピークはF2軸と平行に 2次元に展開されて現われる。比

較のために4.29ppmを選択したlD-TOCSYおよびlD-ROESYと3.86ppmを選択した

キーワード : Selective 2D experiment， TOCSY. ROESY. PFG， homo spin decoupling 

こしの ひろゆき、 うざわ じゅん
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1O-ROESYのデータを示す。 Fig.2には4.29ppmを選択したselective2D-TOCSY -HMQCの

データを示す。 TOCSYで磁化移動したプロトンのみにHMQCの相関ピークが現われる。

Fig.3には今回作成したselective2D-TOCSY-HMQCのパルス系列を示す。これは昨年報告

した選択的ガウス型180度パルスをon/offさせて 2次元の差スペクトルをとる方法2.)J:.り

も、今回報告するパルス系列の方が差スペクトルではないので t1ノイズがでにくい。

また選択的反転パルスの磁場勾配エコーを利用しているので選択性に関しても優れてい

る。

住
c) 

b) 凡_JJUλA-
..， '.0 

a) d 

J 
10 

. 

基血‘
‘ 
• 

Ll 

1.5 

。目

a a 自

ω 
白

ω .. 
-o 

.. 
" 
.. 
ω 

Fig. 1 a) Expanded selective 2D-TOCSY -ROESY s戸C凶 mof strychnine(40mg in CDCI3). 68ms Gaussian 180. 

pulse were used for selection of 4.29ppm proton. Using mixing time were 180ms and 400ms for TOCSY and 

ROESY mixi，ng respectively. Total a句uisitiontime was 4hr 26min. b) 600阻 izIH spec凶 mofs町chnine.

c)Selective 10・TOCSYspectrum. 4.29ppm signal was selec飽d.d)Selective 1O-ROESY spec町um.4目29ppmsignal 

was selected. e) Selective 1O-ROESY spec釘um.3.86ppm signal was sele氾ted.

磁場勾配エコーを利用したlD-selectiveTOCSY')やROESy
7
)は差スペクトルをとらない

ので消え残り信号がなく、以前の差スペクトルよりもスピン結合定数を l次元スペクト

ルから読みやすくなった。そこでこの特徴をより活かすために、 10剖 I即 tiveTOCSYと

ROESYについてホモスピンデカップリングを併用することをこころみたところ良好な結

果がえられた。 Fig.4に2.83ppmを選択したROESYとさらに1.36ppmを照射したホモスピ

ンデカップリングを併用した結果を示す。ホモスピンデッカプリングは分裂パターンの

単純化や結合順序の解析に有効であり、 TOCSYの場合にはスピン結合が小さいために

TOCSYで効率良く磁化移動出来ない部分の結合を確認するなどの応用が可能で、ある。
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Fig.2 Expanded selective 2D-TOCSY-HMQC spectrum of st1'ychnine. 68ms Gaussian 1800pulse we1'e used fo1' 

selection of 4.29ppm signal. Using TOCSY mixing time was 180ms. Total acquisition time was 3hrl6min. 

(H 

lハc;吋tn 円112t( at〉s 112 t( 

13C 

MPF 

Z Gradient 

ハG2 G3 ハ
GlV  G4 G4 G5 

Fig. 3 Pulse sequenceおr的 ctive2D-TOCSY-HMQC. The na1'1'ow b川町esent90・'pulseand 胸 largeb制

correspond to 180.pulses. The second pulse is a 180'もelectiveGaussian pulse. Used gl叫 ientratio is G 1・G2:G3:

G4: G5 =1 :・1:・2: 4 : 2 with lms duration. 
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a) 

Fig. 4 a) lH spec釘umof strychnine. b) Sele屯tivelD-ROESY spectrum. 2.83 ppm signal was selected. c) Selective 
10・ROESYspectrum with homo spin decoupling. 2.83 ppm signal wぉ selecledfor ROESY and 1.36ppm was 
泊泌iatωfordecoupling. 

最近GOESYが報告されて以来、従来の 1次元測定法が見直され、また l次元の

TOCSY-NOESY， TOCSY-ROESY，COSY-NOESYなども報告されているヘ今回報告した測

定法は10selective TOCSYの2DNMR法への応用であるが、 TOCSYで磁化移動するスピ

ン系の内、最低ひとつのシグナルが分離していれば残りのシグナルが複雑に他のシグナ

ルと重なっていてもその部分構造を詳細に解析することを可能にするものである。今後、

安定同位体で標識が困難な糖鎖や複雑な天然物の解析に応用されるものと期待される。

la)鵜i畢淘、越野広雪第33回NMR討論会講演要旨集 121頁(1994).1 b)J. Uzawa and 

H. Koshino， 36th ENC Abstracts pl15(1995). lc) H. Koshino and J. Uzawa， 12th ISMAR 

Abstracts (1995). 

2a)越野広雪、鵜i畢淘第33回NMR討論会講演要旨集 125頁(1994).2b)H. Koshino and 

J. Uzawa 36th ENC Abstracts plI5(1995). 

3)J. Stonehouse， P. Adell， J. Keeler and A. J. Shaka J. Am. Chem. Soc.， 116， 6037(1994). 

4)T. Facke and S. Berger， J. Magn. Reson. A 113，257(1995). 

5a)J. M. Nuzillard and G. Massiot，J. Magn. Reson. 91， 380(1991). 5b)降旗一夫、瀬戸治男

第28回NMR討論会講演要旨集 83頁(1989).

6)H. Kessler， G. Gemmecker and B. H剖 se，J. Magn. Reson. 77，401(1988). 

7)C. Dalvit， J. Magn. Reson. A 113， 120(1995). 

8)P.Adell， T. Parella， F.Sanchez-Ferrando and A. Virgili， J. Magn. Reson. A 113 124(1995). 
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P52 一次元，二次元NMRの自動位相補正

(日本電子)0宮林延良，河野静江，内海博明，日元徹

Automatic Phase Correction for One-and Two-dimensional NMR Spectra 

(JEOL Ltd.) 0 Nob町oshiMiyabayashi， Shizue Kohno， Hiroaki Utsumi， Tetsu Hinomoto 

NMR spectrum has a phase shift represented in a polynomial of frequency for each 

observed axis of that. High order terms of polynomial are canceled by simulating causes of 

phase shiftj delay time of measurement， analog filter， off-resonance effect in pulses. Constant 

(0 order) term of polynomial is canceled by analyzing maximum distribution of data points 

on baseline and signal foot of the spectrum after simulation. This approach gives one-or 

two-dimensional spectrum enough to analyzing it. 

1 序文

NMRスペクトルは，全ての観測軸に対して，観測周波数の多項式で表される位相シフ

トを持っている.各々の観測軸に対して，位相シフトφ(ω)の完全な表記は，

φ(ω) = PO+ωP1+ω2P2+・.. 、、，，
F

唱
E
ふ，，.‘、

である.ωは角周波数，PO，Pl，P2・は 0次， 1次， 2次の位相補正係数である [1].

現在，利用可能な自動位相補正プログラムは，位相補正係数の決定問題を簡単にするた

め式 (1)を一次式で近似している.そしてそれらは，複数の信号の DISPA円[2]の方向を

モデル円のフイツティングによって求め，その方向が一次式を満足するように最小二乗法

を用いて位相補正係数を決定している.しかし この種の方法は以下の欠点を持っている.

1.一次式による近似では，スベクト jレの両端 20%の範囲にある信号の位相を完全に補

正できない.

2.ひとつの信号を構成する NMRデータ点の数が少ないと，誤った DISPA円のフイツ

テイング結果を与えることがある.

3. DISPA円のフイツティングに際して，オーバーラップのない信号のみを選択する必

要がある.

4.選択された信号の数が少ないと，最小二乗法によって決定された位相補正係数が最適

でないことがある.

一次元NMR，二次元NMR，自動位相補正

みやばやしのぶよし，こうのしずえ，うつみひろあき，ひのもとてつ
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これらの問題を解決する方法として，位相シフトの高次項をその原因をシミュレーション

することによって補正し 0次項をベースラインと信号のすそ部分を構成する NMRデータ

点の最大分散方向から決定・補正するアルゴリズムを開発した.この方法は一次元NMR[3]

のみならず，二次元 NMRにも適用可能である.

2 実験

二次元 NMRの位相シフトの原因は， F2軸と F1軸において異なる (Table1).F2軸の

Table 1: Causes of phase shifも

Delay Time 

Analog Filter 

0ff-resonance Effect 

Carrier & Reference 

位相シフトは，測定の遅延時間，周波数フィルタ，オフレゾナンス効果，キャリア波と検

波参照波の位相差の4つを原因とする.一方， F1軸の位相シフトは，測定の遅延時間とオ

フレゾナンス効果の 2つを原因とする.一次元 NMRでは，二次元 NMRのF2軸と同様

の位相シフトを持つ.これらの原因のうち，測定の遅延時間，周波数フィルタ，オフレゾ

ナンス効果は，観測軸の周波数の関数で高次の位相シフトのみを生じる.またキャリア波

と検波参照波の位相差は，周波数に依存しない 0次の位相シフトを生じる.このことより，

式 (1)から次式が導かれる.

φF2(ωF2) = 柑2(ωF2)+ <TIA(ωF2) + <þ~(ωF2) + <TF2 
φF1(ωF1) = <Þ~l(ωF1) +ゆ見(ωFI)

測定の遅延時間 tdと位相シフトがt(ω)の関係は，

。dt(ω)=ωtd

(2) 

(3) 

である.この式によりゅの(ω)をねから計算した.F2軸に対しては測定遅延時間を用い， F1 

軸に対しては展開時間の初期値を用いた.

周波数フィルタの設計式は，

T(ω) = rr 7 Q~ (4) 

が良く使われる.T(ω)はフィルタの通過特性， ωcはカットオフ周波数， nkとQkは設計定

数である.次式を用いてゆaf(ω)をT(ω)から計算した.

exp{ i<taf 
(ω)} = T(ω)/ I T(ω) I (5) 
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オフレゾナンス効果による位相シフトグJ(ω)は，二次元 NMRの場合マルチパルス実

験であるため，単一の数式による計算で求められない.そこで観測軸の全ての NMRデー

タ点に M(ω)= (O，O，lfなる核磁気モーメントを仮定し，それらが観測核に与えられるパ

ルスによってどのように運動するかを追跡した.追跡の完了した M(ω)の回転座標系上の

X，Y，Z成分の比率から，個々の NMRデータ点の位相シフトを計算した.

キャリア波と検波参照波の位相差は NMR分光計のチューニング状態によって左右さ

れる.従って，位相シフトグTは数式化できない.本法では.F2軸と F1軸の高次位相シフ

トをシミュレーションにより補正したスベクトルに対して，ペースラインと信号のすそを

構成する NMRデータ点の複素空間における最大分散方向を解析した.ItCTの補正されたス

ペクトルでは，これらの NMRデータ点が複素空間の虚軸に一致する方向に最も分散する

ことを利用した.最大分散方向を決定するのに，一次元NMRの場合はスベクトル全域を，

二次元 NMRの場合は信号の存在する F2軸スライスを連結した仮想一次元 NMRを用い

た.まず全ての NMRデータ点に対して隣りあった NMRデータ点を結ぶベクトルを想定

し，さらに隣り合うベクトル同志の外積を計算する.これらの外積は，信号上では必ず正

になり，ベースラインや信号のすそ部分では正・負になる.従って外積が負になる NMR

データ点のみを選択すれば，ペースラインと信号のすそを構成する NMRデータ点を取り

出したことになる.取り出された NMRデータ点に対して，複素空間上で主成分分析を行

なうことにより，データ点の最大分散方向を決定した.最終的に最大分散方向を虚軸に一

致させるだけ，スペクト Jレ全体を回転させてゆCTを補正した.

3 結果と考察

Fig.1に，位相補正を実施した DQF-COSYスベクトルを示した.メッシュの信号は，負

の強度を示している.信号強度が正負反転しているが，十分にスベクトルを解析できる程

度で位相補正が完了している.信号強度の反転は，ゆCTの決定アルゴリズムが信号強度を考

慮できないためである.

Fig.2に，位相補正を実施した NOESYスベクトルを示した.これもメッシュの信号が，

負の強度を示している.NOESYスベクト Jレは，微弱な負の信号の積分値が必要なので十

分な位相補正を要求するが，そのために十分な精度で位相補正が完了している.
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P53 誘電体共振器型マイクロ波温度ジャンプNMR検出器の開発

神戸大学大学院自然科学研究科

0川上勝、鎌足雄司、藤原健一郎、赤坂一之

Development of a microwave temperature-jump NMR probe using dielectric resonator 

τ'he GraduateSchool of Science and Technology，Kobe Univercity 

Re∞ntly，we have devised a new type NMR probe using dielec凶cresonator as a microwave 

mediator. With this new technique，we have been able to realize some 15 CC temperature-jump in 

an aqueous environment in only a few tens of milliseconds，and showed，for the frrst time，that the 

unfolding of the entire polypeptide chain of ribonuclease A takes pla白 within25 ms. 

はじめに〉 当研究室では数年来マイクロ波を用いた温度ジャンプNMR法の開発に取り組んできた。

液晶試料に対しては、すでに安定した動作をみせている。しかしタンパク質試料といった水溶液系に対し

ては、これまでのプローブ (RFとマイクロ波の2重コイル方式)では以下のような問題点があった。

1. マイクロ波のチューニングを鋼板コイルの形状を変えることにより調節していたため、マイクロ

波照射効事の最適化が難しい。

2. 大出力のマイクロ波を照射したときに放電が起こり、ラジオ波コイル、マイクロ波コイル珂方に

ダメージを与えてしまうなど、安定した動作が困難である。

3. ラジオ波コイルとマイクロ波コイルとの干渉が大きいためラジオ波コイルの形状の制限が大きく、

この結果としてラジオ波の感度の低下、磁場の不均一によるスペクトルの分解能の低下を起こす。

そこで本研究では、新たに誘電体共振器をこの系に導入し、開発を行った。

装置の改良〉 図lに新しい温度ジャンプNMRプロープを示す。それまでのプローブではマイクロ波

の導体として銅板をコイル状にしたものを試料と検出器コイルとの外側に巻きつけてマイクロ波を照射し

ていたが、この方式を廃止し、新たにマイクロ波発生装置の周波数 (2.46 GHz)と同じ特性周波数

を持つ誘電体共振器を作成し、ループ状にしたマイクロ波回路とカップリングさせることによって、この

空洞部分にマイクロ波を集中させるとともに、試料管にはシゲミ製の特殊セルを用い、空洞部分のみに試

料を集中させるようにして、マイクロ波を効率よく照射させる方式をとった。使用した誘電体共振器は村

田製作所の好意によって作成されたもので、誘電率38を持ち、波長12.5cmのSーバンドマイクロ

波をおよそ-1/30に短縮してプロープ内に閉じ込める効果を持つ。この方式ではラジオ波コイルの形

状のマイクロ波回路への影響が少ないことがわかったので、ラジオ波コイルは市販のものと同じサドル型

にすることができ、分解能、感度を向上させることができた。

実験) このプローフ'を使ってタンパク質水溶液に温度ジャンプを試行し、すぐにシグナルの取り込み

を行うという 1次元温度ジャンプNMR実験を行った。試料は重水中より 2回凍結乾燥したribonucIeaseA
(Sigma，type沼I・A)を用い、試料溶液は100mg protein/mg，0.15 M KCI，pH 1.0に調製した。このとき

キーワード:温度ジャンプNMR、誘電体共振器、 ribonucleaseA、熱変性

かわかみまさる、かまたり ゅうじ、ふじわら けんいちろう、あかさかかずゆき
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ribonucleaseAの変性中点は43"cである。観測にはJEOLLA・400型NMR分光計を用いた。観測条件はポイ

ント数 4096、観測幅5000Hz_積算回数 16回、ダミー 4回、積算間隔 80秒とし、試料を32.5"cに保ち、

30Hzでスピニングさせながら、マイクロ波を25msec照射して温度ジャンプを行った。

結果) 混度指標としてHDOピークの化学シフトを用い、得られたスペクトルを解析した結果、わずか

25ミリ秒のマイクロ波照射によって平均 10 "c以上の混度上昇がみられ、このときすでに、

ribonucleaseAのNMR信号はジャンプ前とは大きく異なり、ランダムコイル状態とよく似た形状を示して

いた〈図 2)。このことから、巾onucleaseAは熱変性によって非常に短い時間内に高次構造が壊れるとい

うことを初めて確認したことになる。

考察〉 今回開発した義置は安定性、感度、ジャンプ効率、分解能の全てにおいて以前のものに比べ大き

く改善された。また、数十ミリ秒以内の短時間でのジャンプが可能となったことにより、タンパク質のア

ンフォールディングおよびフォールディングの中間体をNMRによって観測することが現実のものとなっ

てきた。

謝辞) 誘電体共振器の使用を勧めてくださったスイスETHのSchweige汁専士、誘電体共振器の設計製

作において種々御協力いただいた村田製作所原材料事業部の阿部博次氏に感謝いたします。
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P54 高圧 NMRによる蛋白質の変性状態の解析

0山口徹、神村耕二、山田博昭、赤坂一之

神戸大学大学院自然科学研究科物質科学専攻

High Pressure N勘1RStudy of Denatured States of Proteins 

OT.Yamaguchi， K.K佃 limura，H.Yamada and K.Ak:asak:a 

τ'he GraduateSchool ofScience and Technology， Kobe University 

On-line high pressure NMR system has been developed for measurement of denaturation of 

proteins in aqueous solution.τ'his system is advantageous over the glass cell method in that 

measurement under∞nst叩 tpressure can be conducted. By出issystem， cold denaturation of 

ribonuclease A was observed. 

我々 は、 1)高圧NMRの手法の開発および改良、および2)高圧NMRの蛋白質の変性状

態の解析への応用を目的に研究を行っている。昨年の年会では、 2)に関して、熱膨脹型

高圧セノレ1を用いて1・2000atmの範囲で圧力と温度を変えて蛋白質ribonucleaseAの構造

安定性を調べた研究について報告した2。これにより、 ribonucleaseAの変性に際して起

こる熱容量の増加分 (~Cp) が圧力とともに減少することを初めて見出し、圧力変性にお

ける掠水水和の寄与について一石を投じた3。この熱膨脹型高圧セルは測定自体に関し

ては通常のNMR測定と全く同様に行うことができるので、高圧力の下での測定には適

しているが、温度可変実験を行なう場合、温度を変えることによってセル内部の圧力ま

でもが変化するという難点がある。この内圧の変化については既に較正曲線が得られて

おり、解析の段階で補正することが可能であるので、この熱膨脹型高圧セルを用いて、

例えば、一定圧力の下での熱力学関数を求めることも可能である3。しかしながら、厳

密に定圧力の下での実験を行うためには、別の方法で行う必要がある。今回我々は上記

の1)に関連して、試料セルを直接に加圧ポンプにつないで測定を行う装置を蛋白質水溶

液に対して応用し、一定圧力の下での実験を可能にした。

装置の概要をFig.1.に示す。試料を封入するセルの部分は基本的には熱膨脹型高圧セ

ルと同様であるが、圧力媒体側の端は配線を通じてハンドポンプにつながっていて、

Heiseゲージでセルの内圧を直接確認することができる。この方法でもNMRプロープ自

体に改造を加えることなく測定を行うことが可能である。

Keywords : high pressure NMR， ribonuclease A， cold denaturation， pressure denaturation， 

protein stability 

やまぐちとおる，かみむらこうじ、ゃまだひろあき，あかさかかずゆき
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Fig. 1. Block diagram of a on・linehigh pressure NMR system. 

この装置を用いて一定圧力の下で温度を変えて測定したスペクトル (HisE領域)をFig.

2.に示す。測定には JEOLGX・400NMR分光計を用い、試料として用いたのは先の熱膨

脹型高圧セルでの実験に用いたものと閉じ ribonucleaseAの水溶液 (90mg protein/ml， 0.15 

M KCl， pH 1.0)である。

このスペクトルから、一定圧力(2000Kglcm2)の下で温度をoocから・150Cへ下げると変

性状態に由来するピークが大きくなっていることがわかる。これは低温変性が起こって

いることを示している。前回の実験で用いた熱膨腹型高圧セルでは、 400Cで2000atmで

あった内圧はOOCまで温度を下げると約400atm圧力が低下し、このために今回の加圧ポ

ンプ式で見られたような低温変性現象は顕著には観測できなかった。よりS/Nを向上し

て熱力学関数を用いた解析を行なうため、試料セル部分の改良を行っている。

このように、今回の実験で蛋白質溶液を含む試料セルを直接に加圧ポンプにつないで

測定を行うことが可能になったことにより、我々の高圧NMRの測定は蛋白質の圧力変

性についての知見を得るための方法としてさらに大きく前進した。なお、この加圧ポン

プ式の手法の改良とともに、熱膨脹型高圧セルによる種々の蛋白質の圧力変性の熱力学

的解析も現在進行中である。
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P55 
塩化ドデシルアンモニウムー水二成分系液晶における

lH，2H，170，35Clの NMRスペクトルと緩和

(筑波大・化) 0田中晋、山室憲子、石丸臣一、池田龍一

lH，2H，170，35Cl NMR Spectra and Relaxation in a Liquid Crystal Phase of 

Dodecylamrnonium Chloride-Water System 

(Department of Chemistry， University of Tsukuba) 

Susumu Tanaka， Noriko Yamamuro， Shin'ichi 1shimaru and Ryuichi 1keda 

Solid dodecylammonium chloride(DACl) transforms at 347 K into a "rotator ph出 e"

in which the axial rotation and two-dimensional self-diffusion of cations take place. 1n 

DACl-water system， a lamellar-type liquid crystal phase is obtained above room temper-

ature. This phase is formed even in a mixture containing a few water molecules per DACl 

molecule. lH， 2H， 35Cl and 170 NMR measurements were carried out to investigate the 

dynamics and structure in the lamellar phase of DACl-water system and compare with 

those in the rotator phase of DACl crystal. From the analysis of NMR data， it was found 

out that molecular motions of dodecylammonium ions in the lamellar phase are quite sim-

ilar to those in the high-temperature rotator phase. 

塩化ドデシルアンモニウム(以下 DAClと略記)の結晶は、 347.......458Kの温度範囲で

Rotator相(低次元柔粘性結晶相)を形成する。この DAClに水を加えたこ成分系は、水の

濃度が1O.......50wt%程度のものについて、約 300K以上でラメラ型の液晶相を形成する。本

研究では、 DACl結晶と比較しながら、 DACI-H20二成分系液晶における構造と分子運動

を明らかにすることを目的とした。特にこの二成分系は一個の DACl分子に対し二、三個

程度の水分子しか含まない高濃度領域においても液晶相を形成するので、比較的水の濃度

の低い液晶相に着目し、 lH，2HPO，35ClNMR測定を行った。

1 H， 2H， 35Cl NMR測定では、 DAClの-NH;のlHを重水素に置換した試料DACl-d3と

D20の二成分系を用いた。 170NMR測定では水分子の運動のみを観測するために、 170

濃縮水 (1CON社製 H2
17010atom %)と DAClの二成分系試料を使用した。 lHNMR測

定には BRUKER社製 SXP-100分光器を使用し、 lH核のラーモア周波数40.0MHz、測定

温度範囲 118.......417Kにおいて、吸収線幅の二次モーメント M2、スピンー格子緩和時間 T1

を測定した。 lH以外の核については BRUKER社製 MSL-300分光器を使用し、 2H‘35Cl，
170核のラーモア周波数46.073，29.407、40.686MHz、測定温度範囲 155.......380Kにて NMR

スペクトルおよび170のTぃスピンースピン緩和時間 T2を測定した。

Key Words: Solid State NMR司 lH，2H，17Qand 35Cl NMR Spectra‘Liquid Crystal， 
Dodecylammonium Chloride， Rota.tor Phase 

0たなかすすむ、やまむろのりこ、いしまるしんいち、いけだりゅういち
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クロスニコル状態の偏光顕微鏡による観察およびX線回折の測定から、液晶相ではラメ

ラ型の層状構造が保たれているが、層面内の並進秩序は失われていることが分かつた。液

晶相における1HのM2、2Hおよび35Clの核四極子結合定数 e2Qqh-1では、結晶の Rotator

相とほぼ等しい値が得られた。したがって、高濃度液晶相でのアルキルアンモニウムイオ

ンの運動状態は基本的に結晶 Rρtator相中と変わらず、アルキル鎖の乱れた一軸回転と層

内の二次元拡散と考えられる。

2Hのe2Qqh-1については液晶相で 17.5kHz前後と 8kHz以下の異なった二種類の値が

得られ、 NMRスペクトルの面積比より前者を-NDj基の重水素によるもの、後者を D20

の重水素によるものと帰属した (Fig.1)o-NDt基の e2Qqh-1は液晶相の転移点直上で温度

上昇とともに増加した。この傾向は35Cl核にも見られた。一方 D20については、転移点

直上に限らず液晶相の広い温度範囲で、 e2Qqh-1が温度上昇とともに徐々に増加し続けた。
170 核でも同様の傾向が見られ UL =46.073MHz 

(Fig.2)、転移点直上とより高温側

の液晶相で異なった構造を持つ可

能性がある。

さらに170の T1は液晶相と自由

水で値は異なるが、温度変化はよ

く似た傾向を示した (Fig.3)。活性

化エネルギー Ealま WH20=22.8，

30.7wt%の二成分系液晶相でそれ

ぞれ 16.2，18.8 kJ mol-1となり、自

由水での値 19.3kJ mol-1と近くな

った。このことから液晶相に含まれ

る水と自由水で、緩和を支配してい

る運動の速度は異なるが運動モー

ドはよく似ていると推測される。
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P56 13 C N M Rによる反強誘電性液品MHPOBCの

アルキル鎖の配向と運動の研究

分子科学研究所 O中井利仁、宮島清一

13C NMR Study 00 the Orieotatioos aod Motioos of Alkyl Chaios io 

Aoti-ferroelectric Liquid Crystal MHPOBC 

Institute for Molecular Science， Toshihito Nakai and Seiichi Miyajima 

τb.e orientations and motions of alkyl chains in anti-ferroelectric liquid crystal 

MHPOBC were studied via the measurements of 13C MAS and stationary NMR 

spectra as well as T1・Thealkyl chain involving the chiral carbon (chiral chain) of this 

compound was found to be bent with respect to the molecular axis in all the liquid-

crystal phases， allowing the approach of the interlayer carbonyl groups to which the 
electric dipoles are attributed. In smectic-A phase， not showing anti-ferroelectricity， 
the bent chiral chain exhibits large-amplitude precession around the molecular axis. 

This motion becomes slow drastically in anti-ferroelectric smectic-CA * phase， 
exposing the dipoles perpendicular to the molecular axis and leading to the interlayer 

dielectric ordering. 

【序}一般に反強誘電性液晶では、分子が層構造をもっスメクティック相において、隣り合

う膚の聞で誘電分極が反平行に秩序化している。この秩序形成が電気双極子聞の直接の相互

作用によって起こっているのならば、双極子を担うカルボニル基が眉を越えた分子聞で接近

する必要がある。しかし、カルボニル基に連なるかさ高いアルキル鎖はこれを阻むように思

われる。この問題を回避するためのひとつのモデルとして、少なくとも反強誘電性を示す相

ではアルキル鎖は根元で大きく折れ曲がっているのではないかというアイデアが出された。

このような折れ曲がりモデルの妥当性を判断することは、液晶における反強誘電性の発現機

構を解明する上で重要であるが、これまで直接的な証左は得られていない。本研究の対象と

するMH P 0 B C (4・0・methylheptyloxycarbonyl)phenyl4'-octylbiphenyl-4・carboxylate)は

液晶の反強誘電性が初めて発見された物質であり、液晶状態での分子構造に多くの関心が注

がれて来た。 MHPOBCではカルボニル基に隣接してキラル炭素を含むアルキル鎖(キラ

ル鎖)があり、このキラル鎖の折れ曲がりの有無が問題となる。本研究では広い温度範囲に

わたって、 MA S (magic-angle spinning) させた試料に対する13Cスベクトルおよび13C

T1、また静止させた試料に対する13Cスベクトルを測定することにより、折れ曲がりモデ

ルの可否を明らかにし、さらにより詳細な分子の挙動に関する知見を得た。

キーワード:反強誘電性液品、 MHPOBC、13CNMR

0なかい としひと、みやじま せいいち
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【実験】試料は(R)-MH P 0 B Cおよび化学シフトの比較のために(R)ーTF (trifluoro) M H 

POBCを、東工大福田敦夫教授から御提供頂いた。 NMR測定は日本電子製GSX-270分光

計 (13C共鳴周波数 67.8MHz)およびMASプローブを用いて行なった。特に断らない限

り、 13C測定にはlH核からのCP (cross polarization) を利用して信号感度を増加させ、ま

た1H decoupling パルス (RF磁場の強さ:約70kHz) を印加した。 13CT 1はCP直後の磁化

を -z方向に用意し、その回復から評価した。試料温度は加熱した圧縮空気を試料に送るこ

とで室温から160.Cまで変化させた;測定はいったん試料が等方液体相のスベクトルを示す

まで昇温してから徐冷して行なった。 MAS実験における試料回転速度は 3-4 kHzで‘ある。

[結果と議論】 MHPOBCの分子構造とアルキル鎖中の13C核の番号付け、および相系列

は下の通りである。

/v'vヘ、/へnfV1Y o u u 叩

'" L/  '¥..J、く〉〈。-Fん~人29

CH3 
30 

Cry一(73.C)ー SmCA
串ー(117.C)一SmC申ー(122.C)-Sm A ー(150.C)ー Iso

反強誘電相 強誘電相

点1::1議議i高対民主義
図 1にさまざまな温度で測定したMHPOBCの 13C C PMASスベクトルを示す;本

研究で関心のあるaliphatic炭素に対する化学シフト領域のみを表示した。参考のため等方相

に対するスベクトルを吸収線の帰属とともに示した。阪収線の帰属はまず類似の化合物の化

学シフト値を参考にして行ない、残る睡昧さを TFMHPOBCのスペク卜ルを考慮して取

り除いた ;TFMHPOBCでは側鎖メチル基の水素がフッ素置換されており、この置換に

より大きくシフト変化する吸収線をキラル鎖倒の炭素に帰属させた。

図1より明らかなように、測定したすべての相に対して13C化学シフト等方値に有為な変

化は見られない。このことは折れ曲がりconformationが、強誘電相SmC申あるいは反強誘電

相SmCA申で突如出現するわけではないことを示峻している。

一方、 SmA相からSmC様、 SmCA事相への変化は、スベクトル上ではいくつかの吸収線の

強度の変化として現れている;たとえばC6とC25の相対強度はSmA相:からSmC申の相転移に

伴い急激に変化している。この変化の主たる原因は、 SmA相においてα5などキラル鎖中の

炭素に対して CPが効果的でないためであることが、 CPを行なわないで得たスベクトルと

の比較によりわかった(スペクトルは省略した)。これはSmA相でキラル鎖が.1H_13C磁気

双極子結合を振り切るような何らかの大振幅運動をしており、この運動力1~.SmC 車、 SmCA
串

相に転移することで極めて緩慢になることを意味する。このような効果は非キラル鎖中の炭

素に対しては見られない。
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c 戸効率より明らかにされたキラル鎖と非キラル鎖の運動性の遣いは、内 T1によって

より明確に反映されることがわかった。図 2にそれぞれの鎖中のいくつかの炭素に対する

13C T1の温度変化を示す。温度降下に伴い、非キラル鎖中の炭素の T1
は相転移と無関係に

減少し:この鎖の運動が徐々に遅くなることを示している。これに対し、キラル鎖中の炭

素の T1はSmA相で急

激に減少し、 SmC申、

SmCA申相ではほぼ一

定になっている。す

なわち、 SmA相では

大きな立体障害をも

っ運動一大振幅運動

ーがキラル鎖に生じ

ており、この運動は

SmC申、 SmCA事相で

( T 1の時間尺度で)

凍結することが明ら

かになった。
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券会券系義務議決i併発
磁場中で静止させた液晶では、分子軸が磁場方向に揃い、また化学シフトテンソルカf分子

の長軸周りの回転により平均化されるため、 13Cスベクトルはテンソルの分子軸方向への射

影成分を反映する。たとえばメチレン炭素は鎖方向に最大しゃへい成分をもち、メチレン鎖

が分子軸に沿う方向にあれば13C吸収線は等方シフト位置に比べ高磁場シフトする。このよ

うにして、分子軸に対する鎖の方向を明らかにすることができる。

図3にMHPOBCの13C静止試料スベクトルを示す。各液品相に対するスベクトルを比

べた場合、畷収線の位置が大きく変化することはなく、鎖の方向カIfSmC申、 SmCA申相で急

激に変化するものでないことを表している;若干のシフトは秩序パラメータの変化および

SmC車、 SmCA申相における分子全体の10
0

程度の傾きによると考えられる。

図3において注目すべき点は、液品相での吸収線が等方化学シフト位置から大きく高磁場

シフトするもの(図中点線)とほとんどシフトしないもの(実線)に分けられることである。

ここで吸収線の帰属はSmCA事相での CP効率を考慮して行なった;すなわち CPを行なわ

ないで得たスペクトルに比べ、 CPを行なって観測したスベクトルではキラル鎖中の炭素の

相対強度が著しく減少することを利用した。この結果、非キラル鎖中のメチレン炭素はほと

んどすべて約6ppm高磁場シフトするのに対し、キラル鎖中のメチレン炭素はすべて土lppm

程度の変化しか見せない。前者 126 __ 2 

のシフト値はメチレン鎖が分子 T__ 2~ 3 ~7 4， 15~ ~ ~5 ~8 3，0 

軸方向にあるとし、また典型的 J."'U __ I I 7 

な化学シフトテンソル主値と秩閉じ)ーナーヤゲ尋;ょ人l
序パラメータを仮定した場合の I I I 11 A-1内 0 1

SmA~. ~ "'.，. 4~.28 (.，司
計算値に一致する。一方後者は 24 27 26 ̂3，.，..25 7代 rz 
鎖が分子軸に対して50・程度の (135.C) ^ "'̂ l.bjVヘ J V¥30 

角度を成す場合に対応する。こ ι 

うしてMHPOBCでは、すべ

ての液晶相でキラル鎖のみが折

SmC車

(120.C) 

れ曲がり構造を取っていること ー

SmCA • が明らかになった。またSmA相 〈
で起こっているキラル鎖の大振 (100.C)

幅運動は、折れ曲がったこの鎖

の分子軸周りの才差運動である

I I 

といえる。 Fig.3 13C spec仕aof MHPOBC in the stationary sample. 

【結論}以上の実験結果より、 MHPOBCの反強誘電性発現についてひとつのシナリオを

描くことができる。 MHPOBCでは、液晶状態において分子聞の電気双極子結合を強めや

すい、キラル鎖の折れ曲がった分子構造が実現しており、このことは不可避的にこの鎖の大

振幅分子運動を生んでいる。この運動は大きな立体障害を伴うため低温では急速に凍結し、

分子軸に垂直な方向に存在する電気双極子が顕在化する。この結果、層を越えた分子間の双

極子が結合し、反強誘電的に秩序化する。
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P57 MASおよびNMAS条件下二次元液品NMR法を用いた

コンフォメーション解析

一異方的環境下におけるMet-Enkephalinの配向と構造ー

(阪大・薬1，阪大・医2) 0圏直人1 木村 敦臣h藤原英明2

The Conformational Analysis of Methionine Enkephalin using Liquid 
Crystal-Two Dimensional N恥1RunderMAS組 dNMAS conditions 

-The Orientation叩 dConformation 

of Methionine Enkephalin under Anisotropic Environmentー

o Naohito Kuni a)， Atsuomi Kimura a)， and Hideaki Fujiwara b) 

a) Faculty of Pharmaceutical Sciences， Osaka University 
b) Faculty of Medcine， Osaka university 

Conformation of a methionine enkephalin (Tyr-Gly-Gly-Phe-Met) has been determined by 
liquid c可stalNMR spectros∞py after exploiting magic・叩gle-spinning(MAS)and near-magic-
叩 gle叩 inning(NMAS)twか dimensionalmethodology. The solvent used for this investigation 
is cesium pert1uor，∞ctanoate(CsPFO) lyotropic liquid crys凶.Analysis of the conformation of 

Met-enkephalin dissolved in anisotropic environment is based on a mea<;urement of lH・lH
homonuclear dipolar couplings obtained under NMAS and a measurement of space proximity 

of lH-lH spin pairs from ROESY experiment under MAS condition. By these approaches， 

prefeπed conformation of Met-enkephalin and their orientation in liquid crystal membrane were 
determined successfully. 

《はじめに》

双極子・双極子相互作用由来の直接結合定数 (Dij)を解析する液品NMR法は異方的

環境下にある分子の構造と配向に関する情報を与えるため、膜作用性薬物の作用機
序の解明等に有用な研究手法となりうる。我々はこの液晶NMR法の汎用性を高め、
一般的な手法とすることを目的としてmagic-angle-spinning(MAS)及びnear-magic-

angle-spinning (NMAS)を利用した二次元NMR法を提唱し、 LasalocidA (昨年の本

討論会)及びLeucine-enkephalin(本年のISMAR・95国際会議)について報告した。

今回この方法をmethionine-enkephalinに適用し、得られた距離情報および直接結合
定数からコンホメーション及び配向を決定したので報告する。

今回溶質としたMet-enkephalinはオピオイドレセブターと作用してモルヒネ様作

用を示す生理活性物質で、その作用機序としては一度生体膜と結合し、次いで膜上

に存在するレセブターと結合すると考えられている。したがってMet-enkephalinは

膜中において、膜を構成する分子との相互作用によりその活性コンホメーションが

安定化していると考えられる。そこで生体膜モデルとみなせる液晶を溶媒として
Met-enkephalinのコンホメーションを解析することにより、作用機序に関する考察

に貴重な情報が得られると期待される。

【キーワード】二次元液品NMR Met-enkephalin直接結合定数
Magic-Angle-Spinning Near--Magic-Angle-Spinning 

くになおひと、きむら あっおみ、ふじわら ひであき
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《実験》

溶媒はリオトロピック液晶であるCesiumPerfluoroctanoate (CsPFO/H20/D20 = 

40:48:12 wfk)を用い、溶質であるMet-Enkephalin(acetate form)を0.7wt%溶解さ
せたとき、 2H-NMRスベクトルは25

0

Cで2本に分裂したピークを与えたので、これ
によりこの溶質の濃度で液品を形成していることを確認した。

NMR浪ij定はVarianUnity-500ナノプローブを用いてROESY実験を行った。また
Varian VXR-200 固体プローブを用い、マジック角から試料回転軸をー2.0' 、-1.0

、0，0' (マジック角)、 +1.0' 、+2.0'傾けた 5点て:Homo-2DJ実験を行った。す
べての測定を通じ、試料温度は25(土0.1)OCに保った。

帰属についてはW.H.C泊 hamら1)の値を参考にしてCOSYスベクトル、 ROESY

スベクトルの結果にもとづいて行った。
構造計算は使用言語Forな舶にてすべて自作プログラムにより行った。

《結果および考察》

MAS測定条件下でROESY測定を行い、 Fig.1に示す様なROESYスベクトルが得ら
れた。観測されたROEは合計351国て・あった。プロトン間距離はクロスピーク強度の

オフセット依存性を考慮した補正を加え 2)、 Gly2α1・Gly2α2を基準(1.75A)として

算出した。

次にHomo-2DJ実験において観測された分裂幅を試料回転軸の角度に対してプ
ロットした図をFig.2に、またアミドプロトンの回帰直線を外挿することにより求め
た直接結合定数をTable1に示す。
直接結合定数Dは次のような(1 )式で与えられる。

hy:y: 
D..己ー一一←」す~.. (1) 
リ4trt:;.r..'>リ

り

ここで YV Yjは核 i，jの磁気回転比、 rijは核 i，j閣の距離、 hはPlank定数、 Sijは核

問ベクトルトjの配向性を表わしている。
配向パラメータ Sijは分子座標軸X，Y，Zに関する配向パラメータSpqを用いて次のよ

うな(2 )式で表わすことができる。

S..誼 LCOs::tリ・CO抑リ・S~~ p，q=x，y，z σ) 
p q pq 

p，q 

また配向パラメータS問は次のような(3 )式で表わすことができる。

s =土<3cos8 cos8ーδ> p，q=x，y，z (3) 
pq 2 p q pq 

。p、8qはp、q軸と外部磁場 H。とのなす角であり、 Opqはkroneckerのデルタで、 P

=qのときはるPQ= 1でそれ以外は0となる。
直接結合定数を構造解析に利用するために次の(4 )式で表わされる目的関数を

定義した。

EbD=W{OKaid-Oxpf}2(4) 
この(4 )式を内部変数ex. e y及びezの関数とみなし、 powellの共役勾配法に

より最小化した。ここでWは重みを表わす。
直接結合定数Dにはい)式に示したように距離と配向に関する項が含まれるた
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め、それぞれについて一義的に決定するのは困難である。したがって距離をあらか

じめ固定しておく意昧で、前述のROEにより得られた距離情報を用いてランダムに

386個の初期構造を発生させ、 build-up method3)により 8個のコンホーマーを得

た。次にそれぞれのコンホーマーについてランダムに 12 8佃の外部磁場の方向を
発生させ、実験的に得られた直接結合定数Dの値を用い(4 )式によって定義され
る目的関数が最小になるような外部磁場の方向をピックアップした。なお、 Dの計
算において、チ口シン及びフェニルアラニン側鎖の芳香環の運動を180・flip-flopと

仮定した。それらについてさらに距離情報と直接結合定数Dとを同時に用いて目的

関数の最小化を行い、最終的に2つのコンホーマーを得、それぞれについて 1つの配

向を得た(Fig，3)。これらの直接結合定数の計算値と配向パラメータをそれぞれ
Table1、Table2に示す。

Met-en kphalinについて得られたコンホーマーはともに主鎖に関して什bend構造

をとっており、チ口シン、フェニルアラニンの芳香環が膜方向へ向いていることは

Leu-enkephalinと一致していたが、それらの芳香環についてLeu-enkephalinの場
合、ともに膜中に埋っているのに対し、 Met-enkphalinの場合、チロシンの芳香環は

やや膜に入り込み、フェニルアラニンの芳香環は膜表面に服着しているといった構

造をとっている。したがってMet-enkphalinはLeu-enkephalinに比べて伸びた構造を
とっていると考えられる。

豆
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Tabl<:!__Obse!yed and Calculated Direct couplings 

calculated 

observeda) conformerl conformer2 

Tyrl Ar2 -T)'rl Ar3 2.93 (0.66) 
司 2.73 -3.08 

TyrlArs・TyrlAr6 2.93 (0.66) -2.73 -3.08 

G1y2α1 -Gly2αz 5.33 (0.08) 
噌5.33 -5.33 

PheAr2 -PheAr3 6.72 (1.42) -6.73 -6.76 

PheAr3・PheAr4 6.72 (1.42) -6.73 -6.69 

PheAr4・PheArs 6.72 (1.42) 
輪 6.73 -6.69 

Phe4Ars・PheAr6 6.72 (1.42) -6.73 -6.76 

pheNH -Pheα 2.13 (1.01) -2.10 -2.36 

MeeNH・Meeα 1.64 (0.33) ー1.69 -1.63 

a) absolute value 
b) The standard deviations are given in the parentheses 
through the column of observed value. 

Table2 Order Parameter for two orientations 

Sxx Syy Szz Sxy Sxz Svz 

conformerl 0.0212 0∞87 ・0.02990.0488 0.0635 -0.0722 

conformer2 0.0206 0.0120 -0.0326 0.0435 o.郎04 -0.0667 

め γ

Fig.3 Conformation and orientation of Met引 lkephalin;a) conformer 1， b) conformer2 
Vectors on one side represents direction of the magnetic field direction and molecular f1ame 
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P58 2H-NMR緩和時間による医薬品添加剤に吸着した水分子の

運動性の評価

(国立衛生試験所)0阿曽幸男、吉岡澄江、小嶋茂雄

Water mobility absorbed in some pharrna伺 uticalexcipients as determined 

by 2H spin-Iattice relaxation time 

Y. Aso， S. Yoshioka and S. Kojima 

National Institute ofHealth Sciences 

Hydrolysis rate of cephalothin (rnodel of chernical stability of drugs) and 

crystallization rate of amorphous nifedipine (model of physical stability of drugs) in the 

mixtures with 6 pharmaceutical excipients were exarnined as a function of water ∞ntent. 

2H spin-Iattice relaxation time (Tl) of deuterium oxide absorbed in the mixtures was also 

determined as a measure ofwater mobility. Both ofthe reaction rates and Tl increased 

for all the excipients studied as water content of the mixtures increased. The extent of 

increase in the reaction rate and Tl ，however， was diITerent between the excipients. It 

was found that the reaction rates in most of the mixtures were correlat.ed with Tl， 

indicating that water mobility is one of the import.ant. factors which aITect stability of 

drugs. 

はじめに

国体不均一系医薬品の安定性は水分含量の影響を大きく受けるが、それのみでは説明で

きないことが多く、系に存在する水の動的状態すなわち水の運動性も安定性に影響するこ

とが示唆されている九そこで、モデル医薬品に吸着した水分子の運動性をあらわす指標と

して NMR緩和時間を用い、それを不均一系医薬品の安定性評価に適用することを目的とし、

以下の実験を行った。医薬品の化学的な安定性に及ぼす水の運動性の影響を明らかにする

ために、 s-ラクタム系抗生物質であるセファロチンの加水分解反応をモデルとした。また、

溶解性の改善を目的として非品質化したニフェジピン非品質体の結晶化を物理的な安定性

のモデルとした。 6種類の医薬品添加剤との混合物の系において、それらに吸着した重水

のNMR緩和時間引を測定し、加水分解速度および結晶化速度との相聞を検討した。

実験

試薬

医薬品添加剤としてトウモロコシデンプン(STA)、溶性デンプン(SSTA)、結晶セルロース

キーワード:NMR緩和時間、安定性、水、運動性

あそゆきお、よしおかすみえ、こじましげお
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ゆ1:CC)、メチルセルロース(MC)、ポリピニルピロリドン(PVP)およびポリピニル'アルコール

(PVA)を用いた。 STA、MCCおよび PVPは 100'cにおいて 4時間乾燥して用いた。その

他の添加剤は前処理せずにそのまま用いた。セファロチンと医薬品添加剤との混合物はセ

フアロチンナトリウム(Sigma製)の水溶液に医薬品添加剤を懸濁あるいは溶解し、それを凍

結乾燥することにより得た(セフアロチンナトリウム:添加剤=1:200)。ニフェジピンの非晶

質体はニフェジヒ・ン(Sigma製)を 180'Cで融解した後、 液体窒素で急冷することにより得

た 2)。得られた非品質体と医薬品添加剤とをメノウ製乳鉢で混合することによりの重量比 1:

1の物理的混合物を得た。

セフアロチンの分解速度の測定

セファロチンと医薬品添加剤の混合物約 20mgを試料管にはかりとり、その管を塩の飽和

水溶液の入った管に入れ、 40'Cの水浴に保存した。適当な時間間隔で試料を水浴から取出

し、残存するセフアロチンを高速液体クロマトグラフィーを用いて定量した。セファロチ

ンの残存率の経時的な変化を擾一次反応速度式にあてはめ、みかけの反応速度を算出した。

結晶化速度の算出

ニフェジピンの非品質体と医薬品添加剤の物理的混合物を 25'C、 11......75誕の相対湿度(RH)

に 1時間保存し、その水分含量を調整した。非品質のニフェジピンの結晶化にともなう発

熱を等温ミクロ熱量計(2277型、 ThermoMetricAG)を用いて測定した。測定された熱一時

間曲線から非晶質ニフェジピンの残存率が 50%となる時間%。を算出し、その逆数lIt50を結

晶化速度の指標とした 2)。

NMRの測定

VXR400s(Varian)を用い、 inversi

on・recovery法により薬物と添加

剤の混合物に吸着した重水のスピ

ンE 格子緩和時間(Tl)の測定を行な

った。

結果および考察

Fig. 1に添加剤との混合物に

おけるセファロチンの加水分解速

度とその水分含量の関係を示す。

何れの添加剤においてもセファロ

チンの加水分解速度は混合物の水

分含量が大きいほど大きかった。

しかしながら、閉じ水分含量であ

っても加水分解速度は添加剤によ

0.4 

0.3 

F、
::2. 0.2 
屯 壬/.

0.1 

x-ー-x

0.0 

0 50 1∞ 
Water content (mg/g solid) 

Fig. 1 Hydrolysis rate of ce凶alothinin t同 mixtures
of some pharmaceutical excipients as a function of 
糊 tercontent 
.6.， STA;・， SSTA;Q，MCC;x，MC;ロ， PYP;.6.， PVA 
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って大きく異なることが明らか

となった。セファロチンの水溶液

における加水分解速度はpH2-S

の領域ではpHに依存しないこと

が知られており、添加剤による分

解速度の違いは添加剤に吸着し

た水分子の運動性が異なること

によるものと考えられる。

Fig. 2に混合物に吸着した重水

のTlと水分含量の関係を示す。

水分含量の増加に伴いいずれの

添加剤の系においても Tlの上昇

が観測され、上昇の程度は添加剤

によって差があることが明らか

となった。このことは水分含量が

閉じであっても混合物に吸着し

た水の運動性が添加剤によって

異なっていることを示している。

Fig. 3にセファロチンの分解速

度と添加剤に吸着した重水のTl

との関係を示す。 PVP、PVA

以外の添加剤の系では Tlが大

きいほど分解速度が大きく、添

加剤による差は加水分解反応速

度を水分含量の関数としてプロ

ットしたFig.1の場合よりも小

さいことが示された。 PVP、P

VAの系において他の添加剤の

系と差が見られたのは不純物あ

るいは添加剤自身がセファロチ

ンに対して触媒作用を持つため

と考えられる。

反応速度と Tlの関係は物理

的な変化であるニフェジピンの

結品化においても観察された。

Fig. 4に示すようにニフェジピ

ンの結晶化速度はいずれの添加

剤の系においても混合物の水分

0.4 

0.3 

0.1 

F‘ 
SO.2 
~ 



含量が高いほど大きくなったが、

速度と水分含量の関係は同ーの

水分含量で比較すると添加剤に

より差が見られた。結晶化速度と

Tlの関係は Fig.5に示すように

PVP、SSTA以外の添加剤の系で

は添加剤で差が見られず、 Tlが

大きい混合物ほど結晶化速度が

大きかった。

まとめ

6種類の医薬品添加剤との混

合物の系において、それらに吸着

した重水の NMR緩和時間引を

測定し、モデル医薬品の加水分解

速度および結晶化速度との相聞

を検討した結果、加水分解反応速

度、結晶化速度はいずれの添加剤

においても混合物の水分含量が

高いほど大きくなったが、速度

と水分含量の関係は同ーの水分

含量で比較すると添加剤により

差が見られた。反応速度と Tl

の関係は例外があるものの、添

加剤問で差が見られず、 Tlが大

きい混合物ほど反応速度が大き

かった。従って、系に存在する

水の運動性が医薬品の安定性に

大きく影響することが示唆され

た。

文献

1) Y. Aso， S. Yoshioka and T. 

Terao， Chem. Pharm. Bull 42， 

398 (1994). 

2) Y. Aso， S. Yoshioka， 
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月 arm.Bull 43， 300 (1995). 
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P59 高圧NMRによる疎水性有機溶媒中の水分子の

回転に対する圧力効果の研究

(京大化研) 0若井千尋・中原勝

High-Pressure NMR Study on Pressure Effect on Rotational Dynamics of Water Molecules in 

Hydrophobic Organic Solvents 

(Kyoto Univ. Inst. Chem. Res.) Chihiro Wakai and Masaru Nakahara 

Deuteron sp加・latticerelation times T 1 have been measUI芯:dfor solitary water molecules at 

low concentrations in apo加 andpol紅 organicsolvents such as benzene， chloroform， and 
ぉeto凶trileat 30 oC at high pressures up to 300恥1Pa.百lerotational correlation times τ2R for 

~O泊 organic solvents increase with increasing pressure. In contrast to白 predictionof出e

hydrodynamic model，出epressure effect on t2R for ~O in solution is not equalωbut smaller 

than白紙onτ'2Rand viscosity for the neat solvent. When τ2R is plotted against solvent viscosity 

divided by temperat凶芭，出etemperature-variable slope (ST) and pressure-variable one (Sp)お怠

markedly different， the ratios of ST to Sp being 0.2・0.3. This remarkable discrepancy for the 

very small solute molecule is caused by the difference between varying solute-solvent 

interaction by pressure and v紅y加gkinetic ener，白，by temperature. 

[序]流体力学的モデルによるSωkes-Ein邸 in・Debye(SED)郊によれば、液相中での溶質分子の回転相

関時間t2Rは溶媒の粘度を温度で除した量 (ηバ3に比例し、その比例定数は溶質の有効体積を表わし、

溶媒、温度、圧力によって変わらない定数である。これまで我々は疎水的環境下にある水分子の回転

運動について研究し、温度変化では、溶媒によって傾きが大きく異なり、溶質の体積で傾きを説明で

きないことが分かった。溶媒を変えて粘度を変化させた場合、粘度に比例せず反比例するという SED

則の大きな破綻を報告した。 1これらの破綻の漂白は、溶質ー溶媒分子聞の引力的相互作用の無視に

よる。そこで本研究では、圧力を変数とすることにより、温度や溶媒を変化させずポテンシャルエネ

ルギーのみを変えて、溶質ー溶媒分子関相互作用の効果を取り出し、同一溶液系での温度変化と圧力

変化に対し、流体力学的モデルが有効か否かを検討した。我々は3∞Mぬまでの高圧下で測定可能な

高圧用プロープを開発することにより、疎水性溶媒中の水分子の回転に対する圧力効果を明らかにす

ることができた。 2，3

[実験]高圧用プロープは、日本電子と共同制作したもので、圧力容器はチタンでできている。 2熱

電対とラジオ波コイルの導線の絶縁周にはセラミックジルコニアを用いている。この点が従来の雲母

や高分子を使ったものとの違いであり、繰り返し実験に耐え得る。疎水性有機溶媒としてベンゼン、

クロロホルムを用い、重水を約300Cで飽和に溶解させた溶液(それぞれ35、76mM)を試料とした。

比較として極性溶媒であるアセトニトリルを溶媒とし、重水のl∞mMの溶液を調整して試料とした。

重水のD核のスピンー格子緩和時間Tlを反転回復法により測定し、回転相関時間τ2Rを求めた。

[結果と考察]ベンゼン中の水分子と溶媒分子のτ2Rおよび溶媒の粘度の常庄での値に対する比をFig.

1に示す。純液体の水の場合とは異なり、すべての溶媒中で水分子のτ2Rは圧力増加とともに増加する。

純液体の水の場合、水素結合のネットワークが圧縮によって壊され、水素結合が弱くなるために回転

が促進された。しかし有機溶媒中では圧縮によって溶質ー溶媒分子関の距離が縮まり、回転がより束

縛されていることが分かった。すべての有機溶媒中で圧力効果の大きさの順序は、

溶媒粘度〉溶媒分子回転〉水分子回転

高圧・回転相関時間・水

わかいちひろ・なかはらまさる
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であった。ただし極性溶媒のアセトニトリ Jレでは、溶媒分子回転と水分子回転の圧力効果の差は小さ

かった。弱い溶質一溶媒分子関相互作用のために、水分子回転の圧力効果が溶媒分子の圧力効果より

小さいことが分かる。

SED則によれば、液相中の溶質分子のτ2Rは溶媒の粘度に比例し、 τ2Rの圧力による変化は粘度の変

化と同じとなるはずであるが、 Fig.lに示したように大きく異なっている。この圧力効果を温度効果

と比較するために、 Fig.2ではアセトニトリルおよびクロロホルム中の水分子のτ2Rをη庁に対しプロッ

トした。 SED則に従うとすると、同一溶液系においては温度効果と圧力効果の結果は一つの線になる

はずであるが、実際には傾きの大きく異なる二本の直線に分かれる。圧力および温度を変化させた時

の傾きをそれぞれSpおよびSTと表わす。その比SP'STは、
溶質が水分子の場合にはOふ0.3と、流体力学的モデルの室 内^， ー

弓 2.0寸・ :η(C6H6)

予想値である1から大きくはずれている。このように比戸 I ...:τ認 (C6DdCA)
o I 

が小さくなるのは、溶質分子のサイズが小さいときの '5 I ・:τ2R(D20/C6H6) 

特徴である。 Tめle1に示すとおり、分子サイズが溶質 事
と溶媒が問程度(純液体)の場合、溶質が溶媒よりかなり き
大きい場合(色素)とでその比を比べると、 2 

水のふ0.3)く溶媒 (0.75心.78)<色素 (1) ]...， 
という順になる。括弧内の数字が比である。溶質がか 宮
なり大きいときには1となり、流体力学的モデルに従うoa
温度効果では分子関のポテンシャルエネルギーと 竺

ともに運動エネルギーも変化しているが、圧力効果は J 
ポテンシャルエネルギーのみ変化する。温度効果と圧

力効果の違いは、運動エネルギーの変化のあるなしで

1.0 

O. 20 40 60 
p (MPa) 

80 100 

ある。しかし、二体問衝突を考慮したExtendeddiffusion 

モデルではこのような大きな温度効果は全く説明でき

ない。温度効果と圧力効果の遠いは、回転の活性化エネ

ルギーの指数因子にあると考えられる。

Fig. 1. Pressure eff，巴cton the relativeτ2R for 

D20/C6H6 and C6D6IC6H6 and the relative 
viscosity for C6H6 at 30 oc. 

lM.N紘ahar富加dC. Wakai，J. Chem. Phys. 97，4413 (1992)・2.5 

2c. Wakai and M. Nakahara， J. Chem. P勿s.100，8347 (1994). 

3C.W紘aiand M. Nakahar司，J.Chem. Phys. 103，2025 (1995)・2.0
Table 1. Slopes of linear plots ofτ2R vs.ηrr for various 

solute molecules;η， solvent viscosity (P) and T， 

temperature (K). ST and Sp denote the slopes obtained by，..... 1.5 
V町 ing叫 ventvisco向 throughtempmmreand s 

E揺
れa

pressure， respectively. 

Solute Solvent ST Sp Ratio 
~ 1.0 

(10.8 S K p-l) (10.8 S K p-l) Sp I ST 

0.66 ー_JI ー一一.11

0.65 0.19 0.29 

D20 D20 

D20 CH3CN 
0.5 

D20 CHC13 0.12 0.022 0.18 

0.077 0.022 0.29 

0.82 0.64 0.78 

D20 C6H6 

CH3CN CH3CN 
0.0 

CDC13 CHC13 0.65 0.49 0.75 

0.28 0.21 0.75 

o 1 2 3 4 5 6 7 

η/T (10・5pK・1) C6D6 C6H6 
DPEb DPE 5.2 5.2 1.0 
Cyc C3H70H 0.34 0.34 1.0 

VOAAd CC14 1.0 

aNo linear r巴lation.bDPE is diphenyl ether. CCY is 

Crystal Yiolet. dYOAA is vanadyl acetylacetonate. 

Fig. 2. Plots of the rotational correlation times 

for D20 in CH3CN and CHC13 against solvent 

viscosity divided by temperature. Open and 

solid symbols are for temperature-and pressure-

variable viscosity variations， respectively. 
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P60 エチレンアイオノマーにおけるイオン会合体の持脳j斬

名工大工

曽羽諮問釘p 皇制ミ蔚~寄付五Iy~ 木下1獄 IJ 辻田毅台

Structural Anarysis of Ionic Cluster of Ethylene Ionomers 

K Sogabe， Y. Suzuki， H. Yoshimizu， T. Kinoshita and Y. Tsujita 

Departmel1t ofMaterials Sciel1ce al1d El1gineexカ19，

Nagoya Il1stitute ofTechl1010gy 

Thc high-rcsolution solid-statc 13C N恥恨 spcctraof cthylcnc ionomers werc mcasurcd 

in ord巴rto discuss thc influencc of thermal treatment on crystal and ionic cluster in the 

ionom巴r.At first， we凶edto determine也ecrystallinity of出eionomer at various 

temperat山田 from13C DD爪ゐ生SNMR spectra. Thcre was no change of the crystallinity 

from r.t. to 80"C， but when the sample was∞oled from 100"C to r. t.， the crystallinity 

b巴comelow. Next， we examined the line shape of 13C=O signal of methacrylic acid 

moiety in 13C CP&仏SN恥1Rsp民国of出eionomer.百四 lineshape was changed at high 

t巴mperature(above about 80"C) and in the samples annealed or quenched at above 80"C 

for 24h. It was reported白紙 thet巴tracoodinatedzinc salt changed to the hexacoodinated 

zinc salt and the acid salt stracture， when the sample w硝 keepingat high temperature for 

long time (田.over 10h).τnerefor， it w回 considered伽 tthe change of chemical shift 

(企om189ppm and 185ppm to 187ppm) w部 O民巴redby the structural change of the ionic 

c1uster. 

旦的・・・エチレンアイオノマーの有するイオン会合体の製拠盟による変化と、

エチレンマトリクス相の形成する結晶がイオン会合体の存在により受ける影響

を国体13CNMR法を用いて検討する。

塞盤・・・閥斗は三井・デュポンケミカルより供与されたものを毘時間室温にて

保存した、エチレンメタクリ川襲共重合体〈酸含量S.4mol%)およびその Zn

塩、 Na塩 (E・O.OS4MAA、 ιO.OS4MAA-Zn、 E-O.OS4MAA-Na)を使用

しTこ。 担l淀にはNMR誤1阻まUnity400pl us NMR分う喧十(Varian社製〉を用

、....t.こ舟
結果と岩察・・・Fig.lに E・O.OS4MAA・O.6Znを室温にて測定した 13C

CP/MAS NMRスペクトルを帰属と共に示す。
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CHzピークはポリエチレンと同様に

結晶、 ~I:品を反映した 2 本のピークに

分裂しTこ。定量|生のよL、DD/MAS法に

より結晶の挙事Jを日観察したところ900C

程度まで昇温するとその結晶は殆ど融

解しむこれはDSC訊|淀による結果と

一致する。また 1000Cまて堺温した後

に室瓶まで冷却し訊l淀を行うと結品化

j立は熱を)JIIえるT)ijと比べ低;Fしアこ。これ

は 2抄品品目イヒの迂節するl時閥均十iづ討こ

与えられなかったためと考えられる。

アイオノマーの中利文の迷いにより

結晶化j立がと‘のように変化するかを

NMR法制=oいて民躍tもっfこ。 (Fig.2)
制ゆ測定明専られt;:.!f，諺畏と同様に中和

度〉洲齢、ほどその結晶化度は大きかっ

fこ。

一芳イオン会合体は800C.以上の熱を

加えると4配位から6配位のZn塩と

酸並辞部告へと変イじする。Fig.lから明ら

かなように後者の 13C=Oのピークは

187ppmに王財つれることカち3トかっfこ。

今回の実験では一度笈汚したイオン会

合体は少なくとも 6ヵ月魁邑しても元

の4配位Zn:塩には戻らなかっTこ。

CH2 

'/""/''''1''''/''''1''''1・'，""1・1""1""1""1

55 50 45 40 35 3e 25 28 15 10 pp・

'....1....1.".1.'../....'....1....1.."1'...'....1.'..'..."・0・.，
193 191 189 1・1 1・5 113 pp・

Fig.l 13C CP/MAS NMR spectra of E. 

0.054MAA・0.92nat room temperature. 

(a). (b)as given.(c)annealed at 100"C for 
24h. 

• E-O.054MAA 
l' E・0.054MAA・0.2Zn
• E:・0.054MAA-O.6Na
• E・0.054MAA・0.9Zn

50 

，
.
‘
 

ιtト
r
F
r「
ト

n
u
w
n
v
n
u
v
n
v
 

a

a

T

e

A

W

内

'

h

-

，

(
s
b司
副
司
幅
広

δ
旬。
g島
@
白

v--'圃，. 
，. 

-
V
 

• • • • • 
‘ 4‘ 

.I....I....I....I....I....L 0.0 
20 30 40 50 60 70 80 90100 

Temp. ("e) 

Fig.2 Degree of Crystallinity of E-O.054MAA. 
E-O.054MAA・O.2Zn，E・O.054MAAO.6Na

and E-O.054MAA・O.9Zn

キーワード・ーエチレンアイオノマ一、イオン会合休結晶化底 13CNMR 

著者ふりがな・そカヤ叫丸、すけ、すすsきやすひこ、よしみずひろあき、きのし

たTこかといっじたよしはる
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P61 不安定異常ヘモグロビン赤血球の磁化移動の研究

0上坂伸宏、 1曽我美勝、 2恵良聖一、 3加 藤 一 夫 、

長谷川節夫、 4大西忠博、 5A.N .Schechter 

日本医大・ l 生理、 1藤田保衛大・衛生・生理、

2岐阜大・医・ 2生理、 3稲沢市民病院・中検、 4関東逓信病院・医用情

報、 ~ab. of chem. Biol./ NIDDK/ NIH 

MAGNETIZATION TRANSFER CHARACfERIZATION OF RED CELLS FROM PATIENTS 

WITH UNSTABLE HEMOGLOBIN DISEASE . 
2_ _ 3__ __ __ _ 4 

Uyesaka， N.， .Sogami， M.， ~Era， S.， "Kato， K.， Hasegawa， S. ~Oonishi ， T.， "Schechter A.N. 

Dept. of Physiol.， Nippon Med. Sch.， Tokyo， 'Dept. of Physiol.， Sch. of hygie凶cs，Fujita Health 

U凶V.，Toyoake，釦d2Dept. of Physiol.， Sch. of Med.， Gifu U凶v.Gifu， 3Inazawa MUIUcipal 

Hospita1， Inazawa，官leKanto Teishin Hospita1， Tokyo， Lab. of chem. Biol./ NIDDK/ NIH， 

Bethesda， MD. 

ABSTRACT 

百lemagneti:zation transfer characteristics of red blood ce11s (RBC) from patients with unstable 

hemoglobin (Hb) disease were analysed， using RBC from patients with Hb Koln and Hb 

Yokohama， with the aim of elucidating the biophysical state of those Hb 釦 d related 

pathophysiologic events. We measured intermolecular cross-relaxation times (TIS) from irradiated 

macromolecule protons to observed water protons and spin-latti回 relaxationtimes (Tl) of waもer

protons. We found白紙 unlikeconventional Tl measurements， TIS me部町ementsare very sensitive 

for the detection of conformational changes of Hb molecules within RBC and may be useful for 

studing other diseases due ωHb-membrane association， such部 thalassemiasyndromes and sickle 

田 11disease. 

INTRODUCTION 

百leformation of membrane-bound Heinz bodies， i.e.，出epresence of precipitated， denatured 

hemoglobin (Hb) a，銘記gateswithin red blood cells (RBC)， is白eprimary event for hemolytic 

anemia in unstable Hb disease. We have recently demonstrated加 dconfirmed a marked 

impairment in the deformability of Heinz body-forming RBC and conjunctival hemolytic 

significances， using our own developed porous thin metaI filter with bo出 3・μm加 d5・μmpores 

(1，2). In this study， we investigate the magnetization transfer characteristics of RBC from patients 

with unstable Hb disease (Hb Koln and Hb Yokohama) and RBCtreated with phenylhydragine to 

elucidate the biophysical state of those Hb. 

MATERIALS AND METHODS 

We measured intermole叩 larcross-relaxation times (百S)from irradiated protonsωwater 

protons with off-resonance (f2) irradiation at 7.13，・4.00or・8.79ppm，at a power level of 

怖2/21t-69Hz，as well as conventional spin-lattice rel郎副onparameter (Tl)， according to the 

method introduced by Akasaka (3). To investigate effects of biophysical state of Hb on the 

magnetization transfer within RBC， we used RBC treated with phenylhydrazine and RBC from 

patients with unstable Hb disease.τ'he formation of Heinz bodies w出 examinedby both scanning 
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and transmission electron microscopy. AIso， we measured RBC filterability using gravity-b出 ed，

nickel mesh fil回.tionmethod (2). 

RESULTS AND DISCUSSION 

Phenylhydrazine-treated RBC showed dispersed formation of small Heinz bodies and impaired 

filterab出ty血roughnickel mesh泊 adose-dependent manner (1， 2). RBC from a patient with Hb 

Yokohama (the substitution of a proline for a leucine at position 31 of the s-chain) prese附 dmany 

large and often solitary Heinz bodies and strongly impaired filterability (1， 2)， while RBC from a 

patient with Hb Koln (出esubstitution of a methionine for a valine at position 98 of the s-chain)， 

who does not undergo splenectomy， showed few rnicroscopically typical Heinz bodies and virtually 

normal filterability. RBC from出epatients ， even in Hb Koln disease， exhibited a more marked 

shortening of Trs th釦 phenylhydrazine-treatedRBC. Conventional Tl meas町 ementswere not 

sensitive to these differences. Further， to look explicitly at出ee釘ectof macromolecule-water 

interactions wi出inRBC， we applied the saturation transfer technique (3); the degree of saturation of 

the wa飽rsignal for RBC clearly demonstrated the broad component of the lH-NMR spec汀umin 

the off-resonance region of water protons. Thus， we confirmed白紙 saturationtransfer from 

irradiated protons of macromolecules to observed water protons actually occured within RBC， in 

p紅ticular，RBC from the patients. Since Trs values are prima~ily determined by the efficiency of 

spin diffusion and the shortening of TIS occured prior to釦 existenceof unstable Hb molecules as 

well as a high yield of Heinz body-formation， it is likely白紙 theseunstable Hb molecules 

themselves have s町onginter-residue interactions and lead to eventual restricted motion of Hb 

molecules， thereby sugges也19白紙白eoxidant-treated RBC are not a suitable model for studing the 

molecular pathophysiology of unstable Hb disease. We conclude that Trs me部 urementsare very 

sensitive for the detection of conformational changes of Hb molecules and resultant association of 

Hb molecules within RBC and may be useful for studying other diseases due 10 Hb-membrane 

association， suchぉ thethalassernia syndromes， or reversible association within the RBC，出 in

sickle田11disease， in cells ex vivo. 

REFERENSES 

(1) Hasegawa， S. et. al.， Biorheology 30， 275-286， 1993 

(2) Nakamura， T. et. al.， Blood Cells 20， 151・165，1994

(3) Akasaka， K. et. al.， Physica B 164， 163・179，1990 

Key words: Nuclear magnetic resonance (NMR)， Cross-relaxation times， Red blood Cells (RBC)， 

Unstable hemoglobin， Hemolytic Anemia. 

0うえさかのぶひろ、 Iそがみまさる、 2えらせいいち、 3かとうかずお、はせがわせつ

お、 4おおにしただひろ、 5Alan N. Schechter 
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P62 酸性側における血清アルブミン構造転移の研究

一一一 moltenglobule-like state 
l藤田保衛大・衛生・生理， 2.岐阜大・医・生理， 3.生理研・分子生理

O曽我美勝 I，恵良聖ーへ桑田一夫2，梶原孝彦 I，亘弘 3

lU・NMR加 dCD studies on structural transition of serum albumin in the acidic region 

一一一一 themolten globule-like state 
l. Dept. of Physiol.， Sch. of Heal也 Sci，Fujita Health Univ.， 2. Dept. of Physiol.， Sch. of Med.， G泊I

Univ. and 3. Dept. ofMol. Physiol.， NatI. Inst. for Physiol Sci. 
z 

Sogami， M'.， Era， S..， Kuwata， K..， K勾ihara，T'. and Watari， H'. 

Helical content (fα) of bovine mercaptalbumin (BMA) showed the two-step decrease in the acidic 

region， one correspondingω也.eN→FtransitionωH4.4→3.7，f引 0.68→0.58)and the other ωtheF→ 

E位ansl討onωH3.6→2.9， fω0.58→0.48). 1H-NMR spec仕aand cross-relaxation times (T1S) showed 

the two-step change from native to intermediate and from intermediate to unfolded spec回 andthe two-

step elongation in血eN→Fand F→E transitions， respectively. On the other hand， fαof human serum 

a1bumin (HSA) mainly decreased in the N→F仕組sition(N→F: pH 4.6→3.4， f a， 0.70→0.55; F→E: 

below pH 3.0， f a， 0.55→0.52). 1H_NMR spectra and T1S values showed the one-step change from native 

to unfolded spectra and the one-step elongation in the N→F仕組sition，respectively. Obtaind results on 

HSA might coincide with the Wallevick's model (1973)白紙血.eN→FandF→Etr叩 sitionsof HSA釘 e

independent but more or less simultaneous pr.∞esses. Reported hydrodynamic data and obtained results 
might su路 estthat the F品 rmof HSA is the molten globule-like state which has a native-like glob叫紅

白，rmwith native-like high helic抑 制dfluctuating tertiary s出向re.百leF・formof BMA may be 
presumably the molten glob叫e・likestate. 

[はじめに] ウシ血祭アルブミン(BPA)は酸性側において 2段階の構造転移，即ち， N→FωH

4.40→3.75)， F→E(pH3.60→2.80)転移を示す(1)。筆者らも含めて，多くの研究者は， BPAと

ヒト血清アルブミン(HSA)の酸性側における構造転移は全く同等であろうと仮定した。しかし

ながら，ヘリックス含量(fa)のpH依存性(2)，結合ピリルビンの誘起 CDのchilarity，特殊な

レジンとの相互作用等に， HSAとBPAに大きな差があることが報告された。筆者らは， CD， 

1H_NMRスベクトノレ，交差緩和時間(T1s)などの pH(PD)依存性を測定し，少なくとも， HSAの

F型は， Ptitsynら(3)，Wadaら(4)により報告されたモルテン・グロビュール状態に近い構造で

あることを見いだした。

[実験材料と方法] 脱脂したヒト血清アルブミン(HSA)，ワシメルカプトアルブミン(BMA)

を使用した。8.23M尿素中の実験は，ヨードアセトアミドにより SH基を化学修飾した1A陶HSA，

lA-BPAを用いた。 CD測定はJASCOJ・40Sを用い， αヘリックス(fa)' s構造(fB)' ランダ

ムコイル(た)量を求めた(5)0lH_NMR 測定は，Bruker AM 500を用い，交差緩和時間(T1s)は

Akasakaらの方法により求めた(6)。

[結果と考察] 二次構造変化:図 lにHSA(0.10MNaCl)のし， f B' fRのpH依存性を示し

た。 HSAはN→F転移(pH4.6→3.4)，酸膨潤(F→E転移， pH3.0以下)を示した。 N型のし量

は0.69""-'0.70でX線結品解析の 0.67に，ほぽ等しかった。 N→F，F→E転移におけるし量の

変化(ムfa)は，次のようであった:(N→F)，ムfα=・0.15; (F→町，ムfa =・ 0.020BMA(O.lO M 

KC1)の二次構造変化を図 2に示した。 BMAは，明らかにN→F転移(pH4.40→3.75，ムfα=

・0.10)，F→E転移(pH3.60→2.90，ムfα=・0.09)の2段階構造転移を示し， N型の九値は 0.68

であった。図 lのしの pH依存性は， Wallevickの〔α)233のpH依存性と良く一致した(2)。

キーワード:cross-re1axation， molten globule-like state， lH-NMR， serum albumin， structural transition 

そがみまさる，えらせいいち，くわたかずお，かじはら たかひこ，わたり ひろし

-241・



Wallevickは， HSAのN→F及びF→E転移(酸膨潤)は独立の構造転移であるが，かなり同時進

行の現象であると説明した(Wallevickモデル)0BMAまたは BPAのN→F，F→E転移(図 2)は，

明らかに Hilakら(7)のモデルのように， 2段階転移であった。 Hilakらによれば， BMA， BPA 

のN→F転移はC端側の共同的アンフォルディングとし量の変化を伴わないN端側の異性化

反応，ついでF→E転移でこのN端側のしの減少が起こると説明した。

lH・NMRスペクトルと交差緩和時間σIS): HSAのN，F， E型(4.84%，0.10 M Cr)及び 8.23

M尿素中の IA-HSA(1.50%，0.10 M cr， pD 7.93)を図 3に示した。 HSAのF，E型の lH-NMR

スベクトルは，尿素による低磁場側への僅少の化学シフト，高 pDによる HisC2Hの差を除い

てIA-HSA(8.23M尿素)と全く閉じであった。HSAN型の lH-NMRスベクトルは低分子量タン

パク質(10・20kD)のスベクトル(4)と異なり，吸収線は、ンャープでなく，広い範囲にわたって分

散せず，化学シフトは， F， E型及びIA-HSA(8.23M尿素)と著明な差が観測されなかった。タ

ンパク質分子の「ゆらぎ」増加の指標となる・2.45，0.40， 7.13または 8.65p.p.mをγ Hz/2π

単位で 39-107Hzでfz照射して求めた主鎖(4.26p.p.m.)， 1liJ鎖(CH3(0.92-0.93p.p.m.)， Lysの

E CHz(2.99 p.p.m.)，芳香族側鎖(7.11-7.12p.p.m.)， His C2H(8.61 p.p.m.)のT1S値を表 lに示し

た。 HSAは N→F転移により約2倍に滑加し，明らかに三次構造のゆらぎの増加を示した

(fluctuating tertiary s回 C旬re)oBMAのN，F， E型及び 8.23M尿索中の IA-BPAの lH_NMRを

図4に示したが，HSAと異なり N→F，F→E転移で段階的に変化し， E型の lH・NMRスベク

トルはアンフオノレディング状態のスベクトルに殆ど同じであった。 F型のスベクトルも E型

に大変似ていた。主鎖，側鎖の T1S値は，HSAと異なり， IH・NMRスベクトルと同様に 2段階

に増加した。 BMAのF型の lH・NMRスベクトノレ， T1S値は明らかに主鎖，仮tl鎖のゆらぎの増

加を示唆した。

F型構造と moltenglob叫e-likestate: HSAのN→F転移は， BMA， BPAのN→F転移と殆ど

大部分の性状は似ているが，若干異なる点がある。 N→F転移における分子容は， HSA， BPA 

の何れも，大きな増加は報告されていない(1，8・10)0図 1，2に示すように，何れの F型も，

かなり f"含量は大きい。即ち， HSAのN→F，F→E転移は， Wallevickモデル(2)のように，

独立に，しかも，かなり同時進行している。これに対して BMAの場合は Hilakらのモデル(7)

のように 2段階に進行している。 HSAの lH・NMRスベクトルは， N→F転移で 1段階的に，

尿素アンプオルディング状態に，ほぽ同じになり，しかも，分子のゆらぎを反映する T1S値も

1段階的に変化した。これらの結果は，HSAのF型はmoltenglobule-like stateであることを示

唆するだろう。また， BMAの lH・NMRスベクトノレ， T1S値は2段階的に変化したが，BMA F 

型も少なくとも moltenglobule-like stateに近い構造であろう。

[文献1
1. Fo喧ter，1.F. (1975) in Albumin， Structure， Function and Use (Rosen四 r，V. M.， Oratz， M.， Ro出shild，

M. A.， eds)， pp. 58・84，Pergamon Press， Oxford 
2. Wallevick， K (1973) 1. Biol. Chem. ~坐， 2650・2655
3. Dolg耐1，D. A.， Gilmanshin， R 1.， Br但 hnikov，E. V. et al (1981) FEBS Lett. 13ι311・315
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ibid. 7!1， 3393-3396 
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Fig. 1 pH-profiles of f ，，(0)， f 8 (.) and fR(⑥) of HSA in 0.10 M NaCl at 25
0 

. N・Fand 

EXPANSION indicate the N→FandF→Etr組 sitions，respectively 
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Fig. 2 pH-profiles of fα(0)， f 8 (.) and fR(⑥) of BMA in 0.10 M KCl at 25。 N-F and 

EXP ANSION indicate the N→FandF→E transitions， respectively. 

Fig. 3 lH_NMR spec凶 qfthe N-(pD 5.02)， F・(pD3.74)， E品 nns(pD2.97) of HSA(4.84%)阻 dlA-

HSA(8.23 M urea， pD 7.93， l.50%) in 0.l0 M cr at 250 
• *-marked signals indicated protons in 

deuterated町 ea.

Fig. 4 lH_NMR spec回 oftheN-(pD 5.41)， F-(pD 4.00)， E・fonns(pD2.96) ofBMA(4.80%)組 dlA・

BPA(8.23 M urea， pD 6.42， l.50%) in 0.10 M cr at 250 

• *-marked signals indicated protons in 

deuterated urea. 

Table 1 Cross-relaxation times(T1s) of HSA in 0.10 M cr A T 25・C，obtained by the 
inversion recovery method. 

T1S(sec) 

Form pD fz(ppm) 7 H2/2π(Hz) CHJ εCHz αCH Arom HisC2H 
(4.26 ppm) 

N 5.02 -2.45 107 1.08 1.23 1.13 1.98 2.94 
F 3.74 2.65 3.26 2.32 4.82 8.13 
E 2.97 2.60 3.45 3.96 5.00 7.86 

N 5.02 0.40 39 0.69 0.84 0.72 1.50 2.42 
F 3.74 1.59 2.18 2.32 3.26 5.88 
E 2.97 1.45 2.24 2.76 3.16 6.25 

N 5.02 7.13 69 0.81 0.92 0.88 2.18 
F 3.74 1.82 2.20 2.22 5.88 
E 2.97 1.77 2.21 2.53 6.25 

N 5.02 8.65 107 1.08 1.23 1.07 2.06 
F 3.74 2.70 3.18 3.34 3.95 
F 3.74 2.74 3.26 3.94 3.37 

Table 2 Cross-relaxation times(TIS) of BMA in 0.10 M cr A T 25・C，obtained by the 
inversion recovery method. 

T1S(sec) 

Form pD fz(ppm) 7 Hz/2π(Hz) CHJ εCHz αCH Arom His C2H 
(4.28 ppm) 

N 5.31 -2.45 107 1.36 1.46 1.22 2.05 5.15 
F 4.00 1.58 1.92 1.94 2.59 8.43 

E 3.02 3.09 4.23 4.83 9.22 ※ 

N 5.31 0.40 39 0.82 0.88 0.55 1.68 8.07 
F 4.00 1.03 1.35 1.34 2.07 12.22 

E 3.02 1.54 2.52 2.56 6.14 ※ 

N 5.31 7.13 69 0.83 0.93 0.62 5.30 
F 4.00 1.17 1.40 1.40 9.41 

E 3.02 1.80 2.37 2.17 ※ 

N 5.31 8.65 107 1.13 1.25 0.82 1.86 
F 4.00 1.58 1.84 1.96 2.36 
F 3.02 2.72 3.47 3.73 5.34 

※. data were not given. because of too long. 

-243-



可b

tooi 

Fig.2 Fig. 1 

BMA. 0.10 M KCI 

EXPANSION 
静一ーー--ot 持団 N・F~

70.0 

O -X 60.0 
..J 
w 
Z 

H 

d
p
咽
，
明
。
濁

za
・匂'
C
2
0淘
。
向
調
問
。
明
。
，

z-e-

b

。

。

。

o

a

'a

帽
，
.
・
・

HSA ， 0.10 M NoCI 

ト -N-F-ー剖EXPA崎 10N"，

70.。

。
内
u'

a

・

。-x
-
J
M
Z
H

'.0。4.00 

pH 

3.00 2.0。

~.O 
'0.0 

4.0。
pH 

'.0。3.0。2.0。

Fig.4 

NORMAL IH-NMR SPECTRA OF 8MA (4.60%) 

AND IA-BPA (8.23 M UREA， 1.50%) 

0.10 M CI-

Fig.3 

NORMAL IH-NMR SPECTRA OF HSA(4.84%) 

刷 oIA-HSA (8.23 M UREA， 1.50%1 
0.10 M CI-

IA-8PA 

pO 6.42 

E-FORM 

pO 2.96 

IA-HSA 

pO 7.5お

8.23 M UREA 

E-FORM 

pO 2.97 

N-FORM 
pO 5.41 N-FORM 

pD 15.02 

。4.0 

(ppm) 

8.0 

-244-

。4.0 

(ppm) 

8.0 



P63 
交差緩和時間測定による卵白アルブミン (0V A) 

モルテン・グロビュール状態の研究

l岐車大・医・生理， 2藤田保衛大・衛生・生理， 3近大・

生物理工・生物

0恵良聖一 l，曽我美 勝人梶原孝彦2 小関泰平3 土居悦四郎3

Cross-relaxation studies on the molten globule state of ovalbumin 

Seiichi Era 1• Kasaru Sogami 2• Takahiko Kajihara2. Taihei Koseki3. 

Etsushiro Doi3 

lDept. of Physiol.. Gifu Univ. Sch. of Ked.. 2Dept. of Physiol.. Sch. of 

Health Sci.. Fujita Health Univ.. 3Dept. of Biotech. Sci.. Faculty of 

Biotech. Oriented Sci. Tech.. Kinki Univ. 

Structural characteristics of ovalbumin (OVA) in the acidic (E-form) 

and neutral (N-form) regions were studied by measuring hydrodynamically 

equivalent radii. CD spectra. lH-NKR spectra and cross-relaxation time (T1S). 

Hydrodynamically equivalent radii and T1S values for main and side 

chains protons showed 1.08 and 1. 5 ~ 2.0 times increases. respectively. on 

going from the N-to E-forms. Kolecular characteristics of the E-form. 

infard from far and near UV-CD spectra. hydrodynamically equivalent radii 

and elongation of TI5 values might indicate that the E-form of OVA might be 

the molten globule state. 

1.はじめに

一般に，球状タンパク質の構造について，安定で正しい立体構造をもったネイティ

ヴ状態と，立体構造が完全にほぐれた変性状態とが知られているが，タンパク質の立

体構造形成過程において，両者の聞に折りたたみの中間体が存在することが明らかに

なり，この中間体の構造は. 1983年に. Ohgushiとiadaによって，モルテン・グロビ、ユ

ール状態と呼ばれl，これまでに多くの球状タンパク質で見いだされてきている。

卵白アルブミン(OVA)においては. Kosekiら2は，固有粘度やCDの測定によって，

OVAの酸性pH域でのE型構造では，分子容や二次構造は，安定な中性pH域で、のN型構造

キーワード:交差緩和時間，モルテン・グロビ、ュール状態，卵白アルブミン

えらせいいち，そがみまさる，かじはらたかひこ，こせきたいへい，どいえっしろう
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における値とほとんど同じであるが，芳香族側鎖の可動性の指標となる近紫外の誘起

CDが消失することから. OVAのE型は，モルテン・グロビ、ュール状態であろうと推論し

た。

従って，我々はさらに，動的光散乱法. 500 VHz lH-NVRスベクトル及び交差緩和時

間(T，s; Akasakaりを測定し. OVAのN型とE型におけるゆらぎの変化について検討し

た。

2.材料と方法

OVAIまSigma社のGradeVを使用した。このOVAを，さらに精製することなく. D20中

に溶解し. pD 3.0-3.1. pD 7.2-7.3で希望するタンパク質濃度に. O. 10 V DCl. 

0.10 V NaOD. 0.10 V NaCl(D20)を用いて調節した。

OVAの分子容測定には，大塚電子社の動的光散乱調IJ定装置(LPA3000/3100型;励起

波表. 632. 7 nm)を用いた。

lH-NVR測定には. Bruker社のAV500スベクトロメーターに，インパース・プローブ

ヘッド (5m吋)を装置し 25:t0.02 'cで測定した。タンパク質の主鎖及び側鎖のT1は，

インパーション・リカバリ一法.T2は.CPVG法を用いて測定した。 TISは. Akasakaの

方法久即ち. f2照射下でのインバーション・リカバリ一法によって測定した。

3.結果と考察

N→E転移におけるOVA溶液の粒径分布測定

632. 7 nmのレーザ一光を試料に照射すると，

タンパク質分子からの散乱光は，それぞれの

粒径に対応したゆらぎを示す。このゆらぎ.

即ち，散乱強度の変動を光子相関法を用いて

解析すると，タンパク質溶液の粒径重量分布

が得られる。このようにして求めたOVAのN型

(pD 7.29. 0.10 V Cl-)とE型(pD3.08. 0.10 

V Cl-)の測定例を，図1に示す。これによると，

OVAはN型でもE型でも単分散で，それぞれの平

均直径は4.8および5.2nmであり. E型の平均

直径及び分子容は，それぞれ. N型の1.08倍及

び1.26倍であった。このような. E型における

分子容の増加の程度は，他のタンパク質のネ

イティヴ状態からモルテン・グロビュール状態

への構造変化で観測される増加(1.25-1. 36倍)

とほぼ同程度であった。
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N→E転移における 'H-NIIRスペクトルの変化

OVAのN型(pD7.27. 0.10 11 Cl-)とE型(pD

3.06. 0.10 11 Cl-)における50011Hz 'H-NIIRス

ペクトルを，図2に示す。この図において，

OVAのN.E両型のスペクトル性状の明瞭な相違

点を指摘することは困難であるが，このこと

は. Ohgushiとiada'が最初にモルテン・グロ

ビュール状態を定義したとき，そのNIIRスペク

トルの特徴として，モルテン・グロビュール状

態においては側鎖などの可動性が増加するた

めに，タンパク質分子内の磁場が平均化され，

さらに均一になるためと説明したが，このこと

に起因する結果として. N型. E型の通常の'H-

NIIRスベクトルでは，明瞭な相違点が観測され

なかったと考えられる。しかしこの図の左

側に付記しているT，s 値は，両構造聞では大き

く異なっているので，我々はこの点に着目し

た。

N→ E転移と主鎖及び側鎖のT，sの変化

'H-N胞によるタンパク質構造の「ゆらぎ」の

研究に. T， sの測定が非常に有用であることが，

Akasaka3によって指摘されている。彼による

と，タンパク質分子のゆらぎが増すと.T， s値

は一般に長くなる。さらに，タンパク質分子

の回転相関時間，即ち分子量が増すと，スピ

ン拡散の速度が速くなり， しかもむ照射部位

より離れたプロトンまで，ほぼ一様な速さで

スピン拡散すると報告している。

OVAのN型(pD7.29.・)とE型(pD3.08. 0) 

を. -2. 45 P. P. m. (↓. f2照射部位)の部位を，

107 Hz( r Hzl2π単位)の照射強度でf2照射し

たときの，各側鎖のプロトン及び主鎖の αCプ

ロトンのT，s値を周波数(P.P. m. )に対してプロ

ットした結果を，図3に示す。この結果から，

E型においては，側鎖及び分子の内部構造のゆ

らぎが明らかに増加していることが分かる。
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さらに，図3に対応した側鎖プロトン及び主鎖

のαCプロトンのT，s(E)/T，s(N)比の値を周波

数(P.P. m. )に対してプロットした図を，図4に

示す。 T，s (E) /T， s (N)比は，約1.5-2. 0となり，

OVAのE型で有意に延長していることが分かる。

モルテン・グロビ、ュール状態は，ネイティヴ

構造に比較して，分子容，二次構造はさほど

変化しないが，分子のゆらぎが増加した状態

である。従って，以上の結果から.OVAのE型に

おいて観測される分子容の若干の増加，特徴

的な lH-NIlRスペクトル，分子関スピン拡散速

度の低下(T，sの延長)によって示唆された，タ

ンパク質分子ゆらぎの増加及びKosekiら2によ

る遠紫外CDスベクトル(二次構造).近紫外CD

スペクトル(芳香族アミノ酸側鎖の誘起CD)の

結果などから. OVAのE型構造は，典型的なモ

ルテン・グロビ、ュール状態であると結論される。
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P64 新しい分子間交差緩和時間測定法とその応用
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Magnetization transifer from irradiated protein or polymer protons to observed water protons 
1. Dept. of Physio1.， Sch. of Health Sci， Fujita Health Univ.， 2. Clin. Labor.， Inazawa City Hospt.， 3. 
Dept. ofPhysio1.， Sch. ofMed.， Gifu Univ. and 4. Dept. ofPhysio1.， Nippon Med. Sch. 

Sog叩， M
1
.， Kato， K九Era，S3.， Kl抑制，ピ.，Uyesaka， ~.， K勾加a，T

1
. andNakag紐lI， yl 

As the basic studies on the magnetization transfer contrast imaging (cross幽 relaxationimaging)， the 
saturation transfer合omirradiated protein or polymer protons to observed water protons with fr 
irradiation at・100'"'"'100p.p.m. atγH~2πof 69'"'"'350 Hz were monitored wi白 出eAkasaka's 

saturation回 nsferme出叫 (1981，1983). Ploωof intermolecular cross-relaxation times (TIS) vs position 
of色・irradiationωp.m.)were obtained on protein solutions， protein gels， synthetic polymer gels and 
living tissues. Plots of T1S VS f2 (p.p.m.) indicated that significant saturation transfer of protein gels， 
polymer gels and living tissues in the ofI-reson組問色-irradiationnlight be attributed to ex出 melybroad 
component in IH_NMR spec位a

[はじめに] ウシ血衆アルブミン(BPA)の溶液→ゲル(BPA・ゲル)変換において，水分子のス

ピン格子緩和時間(T1)，スピン・スヒ。ン緩和時間(T2)が短縮するが，特に，タンパク質プロトン

を f2照射して求めた水への分子間交差緩和時間σIS)が大幅に減少することを見いだした。つ

いでラット正常肝，腫湯肝の水の T1値は腫湯肝が長いが，特に腫蕩肝の T1S値が正常肝に比

べて長いことを見いだし，交差緩和イメージング法(MTCimaging，磁化移動イメージングと

同等)を開発した(2)。磁化移動イメージングの基礎的研究としてオフ・レゾナンス照射による

磁化移動を， Akasakaの飽和移動法(3)を用い，各種試料について系統的に研究した。

[実験材料と方法] BPA溶液， BPA・ゲル(1，2)，各種ソフトコンタクト・レンズ(SCLs，成

高分子ゲル;筆者らのファントム)，ラット肝及び脳組織を Bruker社 AM500を用いて測定し

た。 T1S値は，原理的にAkasakaの方法を用いた(3)0S， 1 2スピン系を仮定し， Sスピン系プ

ロトンをラジオ波で f2照射し，1スピン系の磁化変化を観測すると， [1]， [2]式のように変化

する(飽和移動法， SAT.法)。
心Idt=・0・10)/T1・UTIS [1] 

1=1∞ +  (10・I∞)exp(・τIT1*) [2] 

10， 1∞は長時間 f2照射する前，後の Iスピン系の磁化，lIT1* = l/T1 + lIT1Sである。 Sスピン

系を長時間 f2照射したとき， 100/10は[3]式のようになる。

I∞IIo=T1*/T1 [3] 

インパージョン・リカバリー法(別v.REC.法)による T1S測定は，前述のように Iスピン系の磁

化が定常状態に到達した後，別V.REC.測定をすると，観測する Iスピン系の磁化変化は[4]式

のようになり， [2]式と同様lIT1・=lIT1 + lIT1Sである。

1=1∞ (1・2exp(・τ1T1 *)J [4] 

ところが， BPA事ゲIレ，生体組織などでは， ι照射タンパク質プロトンより水への飽和移動の

際， [4]式のひW.REC.法により求めた T1・を使用すると [3]式が成立しなかった。 SAT法により

キーワード:gel， magnetization transfer， ofI-resonance irradiation， water-polymer interaction 

そがみまさる，かとう かずお，えらせいいち，くわたかずお，うえさかのぶひろ，

なかがみやすし，かじはら たかひこ
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求めたT1・では(3]式が成立する。ただし，均一な合成高分子ゲル，タンパク質溶液では，何れ

の方法による T1*を用いても， [3]式は成立した(4)。筆者らは通常の方法で水分子の T1を測定

し，ついで[3]式の SAT.法により， 100/10を測定して飽和(磁化)移動の作用スベクトル， (1・

(100/10)) VS f2 (p.p.m.)σ)及びT1・を求め，T1s VS色ω.p.m.)を+100---・100p.p.m.にわたって測定

した。

[結果と考察] 図 1にBPA・ゲル(14.39%，pD 4.00， 0.10 M cr )の・30.00p.p.m.， γH2/2π 

---350 Hzのf2照射前，後の lH・NMRスベクトルを示した。 BPA・ゲルでは，大変ブロードな吸

収線があった。この系で T1> T1sは，それぞれ 1.57，0.63秒であった。 IA-BPA(ヨードアセト

アミドで SH基を化学修飾した BPA，4.74%， pD 9.31， 0.10 M Na+)ではブロードな吸収線は

観測されず， T1> T1s値(図 lと全く同ーの色照射条件)は，それぞれ 8.l0，318秒であった。即

ちブロードな吸収線の観測されない場合は，オフ・レゾナンス照射による水分子への飽和移動

は殆ど観測されなかった。 BPA・ゲル(4.83%，pD 4.00， 0.10 M cr， 0)， BPA・ゲル(14.39%，

pD 4.00， 0.l0 M cr， .)及びBPA溶液(12.0%，pD 7.14， 0.10 M cr，口)を，それぞれT1の5

倍， γH2/2π---350Hzでf2照射した際の作用スベクトル，(1・ (100/10))vs色ω.p.m.)及びT1SVS 

f2 (p.p.m.)を図 2A，2Bに示した。 12.0悦 BPA溶液の lH-NMRスベクトルには図 lのようなブ

ロードな吸収線がなく，プロードな吸収線をもっ 4.83%，14.39% BPA・ゲルの作用スベクトル

と非常に異なった(図 2A)。また，図 2Bに示したように， T1s VS色(p.p.m.)にも大きな差が観測

された。 γH2/2π単位で 69，107， 150， 200， 250Hzのf2照射においても，溶液，ゲル聞に

同様の差が観測された。図 1，2A， 2Bの結果は，オフ・レゾナンス照射による水分子への飽

和移動における，巨大高分子集合体によるブロードな吸収線の寄与を示唆している。

合成高分子ゲル(SCL)(含水量， 40.8---76.0%)は2・hydro可ethylme血acrylate(HEMA)，gly，ωrol 

methacrylate(GMA)， methyl methacrylate(MMA)， N-vinyl-2・p明Tolidone(N-VP)と架橋剤， allyl 

methacryla旬(AMA)の重合体である。これらの IH・NMRスベクトルは，図 lと同様にブロード

な吸収線が観測された。 γHJ2π単位で 107，150， 250 ， 350 Hzで色照射し， (1・ (100/10))

VS色(p.p.m.)及びT1SVS f2 (p.p.m.)を測定した。 γH2/2π---350Hzの結果を図 3A，3Bに示した。

図3Aの含水量76.0(企)， 62.7(マ)， 48.7%(ム)は HEMA，N-VPが，それぞれ 39久 59.8%; 59.8， 

39.9% ; 79.8， 19.9%であった(重量%)。含水量76.0%のSCL(企)の作用スベクトノレは 12.0%BPA

溶液に良く似ており，対応した f2照射部位における T隠値はBPAの---1/2であった。

ラット脳組織のγHJ2π---350Hzの作用スベクトル， T1s VS f2 (p.p.m.)1ま図 3A，3Bの置と

マ， 0のSCLの中間であった。脳組織では， 150， 250Hzのf2照射も使用した。ラット脳組織

では，150， 250， )50 Hzの色照射を用いた。 350Hzの色照射による作用スベクトル， T1s VS色

ω.p.m.)は，図 3A，3Bのマ， 0に近い結果を得た。上記の生体組織と BPA溶液の結果より，

合成高分子ゲル(SCL)は磁化移動イメージングのファントムとして有用であろう。

[文献]
1. Sogami， M.， Nagaoka， S.， Era， S. et al (1986) lnt. 1. Peptide Protein Res.益， 130・140;Era， S.， 

Sogami， M.， Kuwata， K. et al (1989) ibid. 33，214・222
2. Era， S.， Kaω，K.， Sogami， M. et al (1986) Biomed. Res. 1. Suppl. 2.， 41・46;Ueshima， Y.， Sogami， 

M.，Kato， K. et al (1990) 9血SMRMAbstract p. 585 
3. Akasaka， K. (1981) 1. Magn. Re哩onan∞仏 337・343; Akasaka， K.(1983) ibid目2.1， 14・25; Akasaka， 

K.， 1shima， R & Shibata， S. (1990) Physica B誕生 163・179
4. Sogami， M.， Era， S.， Kato， K. et al (1995) Magn. Reson. Med. (submitted) 

Fig. 1 lH-NMR spec回 ofBPA*-gel (14.39%， pD 4.00， 0.10 M cr ) with f2"irradiation at・30.00

p.p.m. andγ H2/2π---350 Hz for 0.0001(大)and 8.000(大)sω 

Fig. 2A Action spec佐afor the saturation transfer from irradiated protons to water protons ( ( 1・(1"，/

10)) vsιω.p.m.)) for BPA*-gel (・， 14.39%，pD 4.00， 0.10 M cr)， BPA*-gel (0， 4.83%， pD 4.00， 

0.10 M Cr) and BPA solution (口， 12.0%，pD 7.14， 0.10 M CI・)， obtained by f2・irradiationatγ H2/2 

-250-



π""-'350 Hz at 25
0 

Fig.2B Plots of cross-relaxation times (T1S) vs f2 (p.p.m.) for BPA九gel(.， 14.39%， pD 4.00， 0.10 M 

cr)， BPA*-gel (0， 4.83%， pD 4.00， 0.10 M cr)釦 dBP A solution (口， 12.0%，pD 7.14， 0.10 M cr)， 
obtained byι・ 町adiationat γ Hi2 π.......350 Hz at 25

0 

Fig. 3A Action specなafor the saturation仕組sfer企omirradiated protons to water protons ( (1・(1001

10)) VS f2ωp.m.)) for synthetic polymer gels， obtained by fシirradiationatγ H2/2π""-'350 Hz at 25。
Fig. 3B Plots of cross吋 axationtimes (T1S) VS f2 (p.p.m.) for syn町出 polymergels， obtained by f2-
irradiation atγ H2/2π.......350 Hz at 25。

Fig. 1 

1H-NMR SPECTRA OF BPA九 GEL(14.39 %， pD 4.00， 0.10 M 

Cr) WITH f2-1RRADIATION AT -30.00 ppm AND 7 Hi2i! 

-350 Hz FOR 0.0001 (会)AND 8.000 (女)SEC 

T1(HDO) = 1.57 SEC 

T，s(HDO) = 0.63 SEC 
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P65 酸素17・リン31分極移動法による選択的リン31・NMR観測

(目立基礎研) 0田村充、 原 田 義 則

17Q-
31
p Polarization Transfer Applied forthe 

Chemically Specific Observation of a Phosphate Mixture 

M.Tamura， Y.Harada， Advanced Research Laboraωry，Hiωchi， Ltd. 

ABS1RACf: To separate chemically specific 3lp-NMR s戸ctrain the mixture， 

one dimensional rl 0-3lp HMQ<ご experimentsof oxygen-17 labeled phosphoric 

acid groups were done by a home-built 3lp_{rlO} NMR probe for wide-line 

NMR use conn民也dωacommercial s戸ctrome鎗:r.百lerelative sensitivity and 

S戸~出c observation examp1回 ofmixed solutions are presen匂d.

1.動機、目的

3Ip_NMRはリン酸代謝系のinvivo観測や、リン脂質膜の動態解析などに利用され

る1)。生体などの混合物系において、リン酸基を含む化学種ごとの31p_NMRスベク

トルの識別ができれば、代謝追跡や、膜蛋白質を含む混合脂質膜の動態解析など、

個々のリン酸基が含まれる化学種ごとの経時変化や動的挙動に基づくスペクト Jレを

混合状態で分離測定できる点で利点がある。

そこで我々は、酸素17(安定同位体、天然存在比0.037%)標識リン酸基を対象と

し、酸素17・リン31分極移動をリン31・NMRで検出することにより、標識リン酸化合

物と無標識物のリン31・NMRを識別することを試みている 2)。以下、相対信号強度、

混合試料における選択観測スペクトルについて述べる。

2.方法

現在までに、 110照射、 31p検出コイルを有する広幅NMRプロープを製作した 2)。

測定試料は直径5mmのガラス管に充填して検出コイル内に固定した。分極移動の検

出は、図 1に示す l次元HMQC3)パルス系列を用いた。

酸素17標識リン酸化合物として 79.1wt%

25.7atom% H3pl104 (lsotec， Inc.)を用いた。混

合試料として、 2mM無標識ADP，150mM

KCl， 8mM 25.7atom% HJ'11Qぃ 12臼nMKCl， 

4mM MgClz， 20mM MOPS緩衝液(pH7.0)の水

溶液を調整して用いた。

リン31、酸素17、HMQC、選択観測

たむら みつる、 はらだ よしのり
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3.結果4)

図2に、現状の装置での l次元17u-31pHMQCスペクトル信号強度の170.パルス幅依

存性を示す。 170パルス幅を短縮すると信号強度が0に外挿されることから、孤立31p

由来の信号は消去され、 HMQC信号のみが観測されたと言える。 HMQC信号の最大

強度は、スピンエコーを基準として・3.1x lO'zであった。この値は、観測条件

(τ昨-=320μs，tSE=630μs)と分極移動の増強因子5) から次式によって見積もられる信号

強度比・3.0XlO-
zとほぼ一致していた。 戸[μ5J

叫島町/~ =Rηf 0 100 200 300 

ここに、 Rは同位体標識率、 ηは 0.0 • 

分極移動の増強因子、 fは観測パJレ・0.2 ト一一・一十一一十- i • 
I • I I I 

ス系列中の待ち時間τ宵を変数とす-0.4 ト一一二ーよ一一一一ト一一一ート

間Tzよりもエコーインターパルτgを

短く設定するので、上式ではTzによ

る減衰は無視している。

る周期関数である。なお、横緩和時 .osl i l l 
L 見 ーー_L_ーーー

図 3に、混合試料のHMQCスペク

トルを示す。線幅およそ400Hzの、

酸素17と結合したリン31が選択観測

された。

Spl作鶴ho

HMQC 

4096 scans each 

25.7 atom% 
HaP1704 

10 

・0.8 ト一一一ー「一__..ーー「

-1.0 

。

Flg. 2 170 Pulse Width Dependence of 
170_31p HMQC Spectra 

Normaliz凶 bythe in伽 Sity01β=220μs 

ADP 

O 31P [ppm] 
-20 

Fig. 3 170_31 P HMQC Spectra of 170・phosphoricacid 
and non-Iabeled ADP in a buftered solution 

Rererences 

1) P.L. Yeagle，山PNMR and the Phospholipid Headgrozψs 01 Membranes，" in C.T.burt eds.， 

"Phosphorus NMR in Biology，" 95・133，CRC Press (1987) 

勾田村，原田， r酸素17標識リン酸基の選択的リン31・NMR観測J，第33回NMR討論会要旨

(1卯 4)

3) A.Bax， R.H.Griffey， B.L.Hawkins， J.Magn.Reson.， 55， 301 (1983) 

4)M.Tamura， Y.Harada， J.Mag凡 Reson.(B)，oct 1995， in press 

400 

5) R. R. Ernst， G. B叫enhausen，and A. Wokaun， "P，かぽか如 01Nuclear Magnetic Resonance inαIe 

and Two Dimensions，" Chap. 4， 184， Oxford U凶versityPress (1987) 

-254-



P66 Analysis of Compartmentation and Anisotropy of Diffusive 

Motion ofWater in Rat Sciatic Nerve Measured by lH 

Pulsed Field Gradient NMR. 

。'YoshiteruSEO， Y出 ushiMORITA*， Yoshiaki KUSAKA* and MasatakaMURAKAMI 

Lab. for Magn. Reson. Irnaging & Spectro.， Dept. ofMolec. Physiol.， Natl. Inst. for 

Physiol. Sci.， 38 Myoda羽i，Ok但 aki，444 Japan and事Dep.ofOrtho. Surg.， Kyoto Pref. 

Univ. ofMed.， Karnikyo・ku，Kyoto， 602 Japan 

Surnmary Diffusion ofwater was rneasured in rat Sciatic nerve at 22.5 :t 0.50C using 

the spin-echo pulsed-field gradient sequence. Three diffusion coefficients (伺.1.1， 0.23 and 

0.02・10・9m7/sec at a diffusion time of 10 rnsec) were obtained in the fresh nerve and 

showed rninirnal orien匂tiondependency. The extracellular water signal w出 quenchedby 10 

mMMnCl2回linesolution， and 10% ofwater signal rernained. Two diffusion coefficients 

ofwater were observed.百lefaster diffusion coefficient (65% of the rernained signaI) was 

Oふ 10-9rn祐氏whenthe axis of the nerve fiber was set in parallel to the gradient field (Do)， 

andw酪 0.3・10・9m7/sec when the axis of the nerve fiber w出 setin perpendicular to the 

gradient field (D90) at a diffusion tirne of 10 rnsec. Values ofD90 and Do decreased when 

diffusion tirne was changed frorn 3 rnsec to 50 rnsec. A diarneter of cylinder (5.4μrn) was 

obtained on an assurnption of restricted diffusion in cylinders， which agree with an average 

of inner diarneter ofaxons in the Sciatic nerves. 

Introduction Several reports dernonstrated that apparent diffusion coefficients (DJ of 

water in the central and peripheral nerve tissues depend on direction ofaxonal fibers， and 

suggested a restricted diffusion ofwater across axon fibers since the axon is tightly wrapped 

by the rnyelin sheath which might be a diffusional barrier ofwater. However， this 

hypothesis is not proven yet since they could not get diffusion tirne dependency ofDa. It is 

also very curious that all reports presented a single diffusion coefficient ofwater. We expect 

at least two diffusion coefficients correspond to the intra-and extracellular water. In this 

experirnent， 1 tried to detect intracellular water in rat Sciatic nerve which is expected to be a 

q回 rterof the total nerve volurne， and wish to confirrn a restricted diffusion of water in 

axons. 

Key Words: water， diffusion， pulsed-field NMR， restricted diffusion， peripheral nerve 
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Materials and Metbods Diffusion coefficients were measured by using the spin-echo 

pulsed-field gradient sequence (SE-PFG; d・900・t1-δ・t2・t3・1800

・t1-δ-t2・t3・acquire).1H NMR 

spectra were acquired at 22.5土10Cusingan NMR spectrometer (MSL-I00， 2.34 T， 

Bruker) with a diffusion probe (Difiロ5)consists with a 10 mm diameter RF-coil and an 

actively shielded gradient coil which can produce field gradient up to 6 T/m in paraIlel to the 

static field (Z・杭is)，and the eddy current settIe down within 0.3 msec. 

Pair of Sciatic nerv回 (wetweight 50 mg) were isolated from rat and the outer coat 

of adipose and connective tissues were removed very carefuIly in the saline solution (155 

mM NaCI). The nerve w;出 cutby 4 mm in length， and pieces of nerves were placed in 

paraIlel to an orthogonal axis a polyethylene box. The cube w出 placedin a f1at-bottom 

NMRωbe. 

百lediffusion coefficients (D) were calculated from the attenuation ofthe echo signal 

(お仙10)described by tl児島Ilowingexpression: 

MlMo = exp[ -y2. o2.g2'(A・fY3)・D]

where O is the width of the gradient pulse and A is the pulse intervaI. 

Results and Discussion Three diffusion coefficients (ca. 1.1，0.24 and 0.02.10・9

m2/sec at a diffusion time of 10 msec) were obtained in the fresh nerve (Fig. la， b). The 

three diffusion coefficients showed minimal orientation dependencyand diffusion time 

dependency with the diffusion time varied from 3 to 400 msec. A nerve consists of severョ1

compartments: an axon is tightly wrapped tenth times by the myelin sheath of the Schwann 

ceIls， hundreds of myelinated fibe凶 areenclosed in concentric layers of connective tissue 

(perineurium)， severaI fascic1es are associates together by coIlagenous fibers running 

longitudinaIly (epineurium). Three T1 and T2 relaxation times ofwater were observed in the 

nerve after incubation in the Mn2+-回 linesolution. Since the perineurium and epineurium 

回 np笛 smolecul回 such出 sugar冨andions， the myelin sheath might be the distinct 

diffusional barrier for Mn2+ ion. 

The extraceIlular water signal w出 quenchedby Mn2+-saline solution， and 10% of 

water signal remained in the SE-PFG experiment. This water corresponds to the slowest T 2 

relaxation compartment， and might be corresponds to the intra-axonal water. Two diffusion 

coefficients of water were observed. The危sterdiffusion coefficient (65% of the remained 

signal) w，錨 0.8・10・9m2/sec when the axis of the nerve fiber w出 setin paraIlel to the 

gradient field (Do)， and was 0.3・10-9m2/sec when the axis of the nerve fiber was set in 

perpendicular ωthe gradient fie1d (D9O) at a diffusion time of 10 msec (Fig. lc， d). 
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Fig. 1 Attenuation of the 1H reωnance ofwater in the rat Sciatic nerve observed with the 
SE-PFG sequence at 22.50C. The gradient strength (g) was varied from 0.2 to 5.3 T/m (24 
values were used)， and fixed values of 11 (10.48 msec) and O (1.44 msec) were used. 
R回 ultsof a non-linear twcトexponentialor three-exponential fitting were represented as bold 
lines. In the fresh nerve， a) three diffusion coefficients (0.024 :t 0.001， 0.226 :t 0.003， and 
1.055 :t 0.006・10・9m2.sec-1) were observed when the axis ofthe nerve fiberw笛 setin
perpendicular to the gradient field (D9o)， and b) three diffusion coefficients (0訓 8:t0.002， 
0.230:t 0.008， and 1.185:t 0.007.10・9m2.sec-1) were observed when the axis ofthe nerve 
fiber was set in parallel to the gradient field (Do). After the nerve w笛 incubatedfor 30 m加

in the Mn2+-sa1ine solution， c) two D90 (0.022土0.002，0.408:t 0.014・10-9m2・sec-1)，and 
d) two Do (0.012 :t 0.002， 0.725 :t 0.024・10-9m2.sec-1) were observed. 

Values ofD90 and Do decreased when diffusion time w笛 changedfrom 2.9 msec to 

50 msec. The D90 reduced from 0.40 to 0.22.10・9m2/sec when the diffusion time was 

varied from 2.9 msec to 50 msec.τhis decr回 seis much smalIer than the value expected 

from the restricted difTusion in the impermeable boundary. If the nerve fibers exact1y 

oriented in paralle1 to the longitudinal axis， the D90 should reduce in the order of 10-11 

m2/sec due to the impermeable boundary. This higher D90 value might be due to variation of 

direction of nerve fibers. 

We used a model for restricted diffusion in cy1inders based on the dependence ofthe 

trace ofthe diffusion tensor on diffusion time [vanGelderen et a1.， JMR B 103: 255， 1994]. 
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Assuming cylindrical symmetry， the trace ofthe difTusion tensor is independent of 

orientation， and is the回 rne出血eaverage of the observed difTusion coefficients (Do， D90): 

1/3・Tr(D)= lh(Dq+ 2・Dム)= Dav = liJ(Do + 2・D90).

The difTusion coefficient of parallel to the cylinder axis (D#") is the回 me錨 thediffusion 

coefficient ofu町田tricted(free) difTusion of intracellular water (Dr). The restricted difTusion 

coefficient perpendicular to the cylinder axis (D.ム)described部品1l0ws，

D，L = 2・{L[2・Drαm2O・2+2・exp(・Drαm2O)+ 2・exp(-Drαm2a)

-e却(・DrClm2(a・O))・exp(・Drαm2(ム.+O))]/[Dc2αm6(R2αm2-1)]} l[o2(a・&'3)]，

where R is the radius of the cy1inder， and clm are the roots of the derivative of the Bessel 

function ofthe first kind， order one， 

J'l(αmR)草 o.
Numerical figures used for fitting were provided generously from Dr. van Gelderen. 

Results offitting the observed Dav to the 1/3.Tr(D) are shown in Fig. 2. The estimated free 

diffusion coefficient (Dr) is 1.1・10-9m2/sec and the radius of cylinders (R) is 2.7μm. 

The Sciatic nerve is the typical peripheral nerve consists of rnotor and sensory 

neurons， so that diameter ofaxons varied from 1 to 30μm.τhe ca1culated diameter of 

cy1indricaI difTusion barrier (5.4μm) is in good agreement with the diameter of the axo凶

(inner diameter of mye1in sheath) 4 :t 2μm (mean :t S.D.). 

Dav 。0.75 

0.65 

0.55 

0.45 

官、

N
4
E
?
φ
)
〉
同
ロ

0.35 

60 40 20 
0.25 

0 

(ms) 

Fig. 2 The averaged diffusion coefficient (Dav = lf3(Do + 2・D90))ofwater at various 
difTusion times (.11-町3)in the nerve incubated in the Mn2+・回linesolution. A bold line 
showsa rl儲 ultof fitting Dav to the 1/3・Tr(D).The estimated free diffusion coefficient (Dr) is 
1.1・10・9m2/sec and the radius of cylinders (R) is 2.7μm. 
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P67 生体試料のための高速 2次元
HMQC測定法の開発

0高橋征三、荻野孝史*

日本女子大・理・物生、国立精神・神経センター神経研究所*

Rapid 2D・HMQCMeasurement of in vivo Samples 

Seizo Takahash! and Takashi Ogino牢

Dept. Chernical and Biological Sciences， Japan Women's Univ.， and 
本Instituteof Neuro Science. NCNP 

Rat brain tissue was investigated by CH-HMQC spectra Since the signal decay is profound due to 

the intrinsic inhomogenious environment in the回 mple，the conventional pulse sequence w部

considered to be more improved. Thus， the T 1 decay sequ如何 of1 H center peak by BIRD pulse w出

replaced by T2 decay sequen田. Preliminary result indicates that the田 nterp回 ksare suppressed 

reasonably well within the order of ms which is in contrast to some 100 ms of waiting time by BIRD 

p叫se.With the aid of this new pulse sequenceね併せlerwith the help of 10 mm probe， 2D-HMQC 

spectra of in vivo samples are expected to get in an hour with reωonably well S/N ratios. 

生体組織は複雑な形状の固体成分と細胞液からなる不均一系であり、その中に多種多様

の物質が混合して存在する多成分系である。しかもこれらの成分は動的平衡にあり、時々

刻々と変化すると考えられる。このような生体組織を対象とする invivo NMRにはinvivo 

系固有の問題が存在する。 N恥仮で脳の代謝機能を研究する場合、スベクトルが複雑に重

なり合い、従来行なわれている 1次元N恥仮スベクトルからの解析では研究対象がきわめ

て限られていた。我々はこの問題を克服するために 2次元N恥侭をin vivo系ヘ適用すること

を試みている。

昨年、本討論会において、 super-COSYの結果について報告した. super-COSYは、感度も

申し分なく、一般的な代謝物質の追跡には最も強力な方法であることが分かった。しかし

この方法は、微量で観測にかからない特定の成分をラベルをして追跡する目的には適して

いない。そこで本研究ではCH-HMQCについて検討した。 HMQCはlH-COSYに比べて感度

が低いので、感度向上の方策としてT2による信号の減表に注目し、パルス聞の待ち時間の

短縮をはかった。

キーワード:N恥恨、 invivo、E弘t1QC、pulse

Oたかはしせいぞう、おぎのたかし
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[実験]装置はBrukerAMX-4∞WBを使い298Kで測定した。プロープは Brukerの5mmHX 

プロープとNaloracの10mmHXプロープを用いた。 invivo試料としては 7週令の WisterRal 

の脳を用た。

[結果]in vivo試料はT1や本来のT2に比べて、試料の不均一による見かけのちが極端に

短いという特徴がある。この性質を積極的に利用するために、目的の核スピンが XY軸上

に滞在する時間をできるだけ短縮し、かつ見かけのちを利用して不要の信号を消去するこ

とを考えた。

図 1は今回テストしたパルス列である.

(
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四四

BIRDパルスの代わりに、 Y方向から90度

パルスをかけsatelliteピークをZ方向にして

centerピークがちで減表するのを待った後、

、^'"、，_.._~."....-ィ、

もとの方向に戻し通常の方法で測定する

という、考えられる限り最も単純なパル

ス列である。

図2はcenterピークがどの程度抑制されるかを示すために、 O.lMグルコース溶液につい

て待ち時間が5msと500msという両極端の場合について示した。図から明らかなように、

均一試料の場合でも、待ち時間は数 ms程度で十分である。待ち時間を変えても不要信号

抑制の程度はほとんど変イじしなかった。

大口径の試料は

磁場の不均ーなど

で、思ったほど効

果があがらないの

が普通である。事

実10mm試料管で
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考えられるので、

今後検討する予定

である。
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P68 31p_飽和移動NMR法によるヒト骨格筋の酵素反応速度の測定

{徳島大・医・生理工、京府医大2、神戸大・発達科学部3、生理研4)

O吉崎和男1、平野尚志2、平川和文3、村上政隆4、亘弘4

31P-Saturation Transfer NMR Study on Creatine Kinase F1ux in 

Human Ske1e七a1Musc1e. 
2 Tr TT! _ _ 1_ __  __ 3 

K. Yoshizaki~ ， T. Hayano~ ， K. HirakawaJ， M. Murakami~ ， and H. 

，4 ，1 Wa七ari" (.J..Dep七.Physio1.， Sch. Med.， Univ. Tokushima， ~Kyoto 
Pref. Univ. Med.， 3KobeUniv.， and4Natl.工nst.Physio1. Sci.) 

31P-saturation transfer NMR systemwas successfu11y deve10ped 

on an MRI/MRS system to measure the f1ux of creatine kinase 

reaction in human ske1eta1 musc1e using a surface coil. 

31p_飽和移動NMR法の生体系への応用として、高分解能NMR装置を用いてカエル骨格筋

におけるクレアチン・キナーゼ反応のフラックス測定について、本討論会ですでに報告し

た1)。ところが、人体用MRI/MRSシステムでは種々の制約のため、 31p_飽和移動NMR法が

通常装備されていない。

今回、人体用MRI/MRS装置で31p_飽和移動

NMR法が実施できるように改良し、ヒト骨格筋の

クレアチン・キナーゼ反応の非侵襲・非破壊的な a) 

測定が可能となったので報告する.

[方法]

NMR装置として、生理研・磁気共鳴室の目立製

服工/MRS装置の横置型超伝導磁石(磁場強度2.1T、

ボアー径 67cm)ならびにスベクトル測定に日本電

同~と人-^-----.，
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Fig. 1 31P-saturation transfer NMR spectra of human ske1etal 

musc1e to measure the flux of creatine kinase reaction. (The 

arrow: the irradiation position， PCr: phosphocrea七ine)• 

キーワード: 3工P-NMR、磁化移動、骨格筋、クレアチン・キナーゼ、ヒト

よしざき かずお、はやのたかし、ひらかわかずふみ、むらかみまさたか、

わたり ひろし

-261-



子製JNM-EX90システムを用いた。 1Hおよび31pの共鳴周波数は89.9および36.3MHzで

あり、直径4cmの表面コイルをNMR信号の検出に用いた。

測定対象として、 lOOmM無機リン酸および50mMピロリン酸の水溶液(pH7)をプラス

チック容器にいれた試料を31p_飽和移動NMR法のための調整に用いた。安全性の確認として

実験動物に用いた後、ヒト{健康成人}の四肢の骨格筋に応用した。

[結果および考察1

1.31p_飽和移動NMR法の開発。

人体用NMR装置において、 31p_飽和移動NMR法を実施するためにハードウエアおよびソ

フトウエアを改良した。まず、特定の共鳴線を磁気飽和させるために、その共鳴周波数のラ

ジオ波(RF)を照射するパルス系列を作成し、その照射強度、刺す時間、照射幅を決定した。

その際に最も問題になったのはRF照射にともなうノイズの増加を抑えることであった。

とくに、 RF送信部の最終段のRF電力増幅器について、通常使用していたpu1semodeを照

射のためにcwmodeにすると、 31p-NMR信号が埋もれてしまうほどにノイズが大きくなっ

た。このため、 RF電力増幅器のcwとpu1semodeの手動切り替えをコンピュータ制御でき

るように改良した。さらに、 RF受信部ではRF前置増幅器にgateを設けた。 RF送信中には

RF前置増幅器が稼働しないようにし、ノイズの増加ならびにRF前置増幅器の劣化を防いだ。

このような装置の改良のもとに、ヒト骨格筋におけるクレアチン・キナーゼ反応の測定

に応用した。ヒト骨格筋の31p-NMRスベクトルを表面コイルで測定し、 ATPのγ位のリンの

共鳴線を磁気飽和させて測定すると、クレアチン

リン酸の共鳴線の強度{面積}が65土7も (n=4)

に減少した(Fig.1).すなわち磁気飽和され

たATPのγ位のリン原子がクレアチン・キナー

ゼ反応によって、クレアチンリン酸のリン原子

へ移動していることが観測できた.

2.表面コイルによるスピン・格子緩和時間の測定。

31p_飽和移動N眠法でクレアチン・キナーゼ

反応のフラックスを求めるには、クレアチンリン酸

のスピン・格子緩和時間T1を測定する必要がある。

斗L1F
Aー.........~r--ー 1

二千平二37
• • I ・・・・ 5 ・・・・，.. 

10 0 -10 
Chemical shift (ppm) 

Fig. 2 31p-NMR spectra of a mode1 solution of inorganic 

phosphate (Pi) and pyrophosphate (PPi)， showing the inversion of 

magnetization detected by a surface coil. A dep七hpu1se was used 

for七heinversion-recovery sequence (2eーτ-e )， and the interva1 

(τ) is shown on the r ight-hand side of each spectrum. 
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表面コイルではB1磁場が不均一であるため、 π/2および、πパルスが一義的に設定できな

い。しかし、 Benda11& Gordon2)が提唱したdepthpu1seを用いると、表面コイルで

もinversion-recovery法(2(;)-τ-(;)パルス系列)で磁化を反転させることができた

(Fig. 2)。簡単に説明すると、。パルスによるNMR信号の観測には、実際には0・2(;)・

2(;)・acquisitionを実行する。。をπ/2パルスと考えると、これはスピン・エコーのパ

ルス系列であり、 2回目のエコー信号を計測することになる。このことによって、測定対象の

試料のうち、 B1磁場がπ/2ならびにπパルスになった部位からはエコー信号が生じるが、他

の部位からのNMR信号は、 RFパルスの位相を変化させてNMR信号の積算の際に消去させるの

であるほig.2のスベクトルは16回の積算である}。従って、パルスとパルスの間隔{・)

は、最短の時聞に設定し、スピン・スピン緩和による信号の減衰をできるだけさける。この

方法によって、表面コイルでも磁化を反転させることができ、 T1測定にinversion-

recovery法が利用できる.しかし、パルス系列の繰り返しの待ち時聞を5"'6倍のT1にす

る必要があり、生体を対象とする場合には実用的でないため、これ以上は検討しなかった。

つぎに、パルス系列の繰り返しが短時間でよいsaturationrecovery法を検討し

た.最初に、すべての核スピンを磁気飽和させる方法として、 Reesら3)がヒトに用いた

homospoi1 saturation recoveryi法を追試した.横磁化を消去するためのホモスポ

イル・パルスにはイメージング用傾斜磁場を用い、そのパルス制御回路を試作した。 RFパル

スとNMR信号を消去するためのホモスポイル・

パルスの一組をlOmsで32回繰り返した。し

かし、初期磁化の飽和が完全でなく、残存

磁化が有意に生じるという問題が生じた。

さらに、表面コイルによるT1測定法につ

いてEve1hoch& Ackerman4)が推奨する

pu1se-burst sa七urationrecovery 

法を検討した。 RFパルスのみを多数回繰り返

して磁気飽和させる方法であり、初期磁化の

飽和もほぼ完全であった(Fig.3)。

ヒト骨格筋について、 ATPのγ位のリン

を磁気飽和させた条件下で、このpu1se-

burst saturation recovery法でクレ

陀 r

10 0 寸O 由 20

Chemical shift (ppm) 
31 Fig. 3 ">..LP-sa七ura七ionrecovery NMR spec七raof human ske1eta1 

musc1e in the presence of irradiation at ATPγ-phosphate 

resonance. The recovery七imeof the magnetization is shown on 

the r ight-hand side of each spectrum. 
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アチンリン酸のT1を計測すると、 2.8土0.5s(n=4)となった(Fig.4; T1mと表す}。

3.ヒト骨格筋における筋細胞内クレアチン・キナーゼ反応のフラックス。.

31pー飽和移動NMR法によって得られたヒト骨格筋の測定結果をここにまとめる。 31p_

NMRスベクトルを表面コイルで測定し、 ATPのγ位のリンの共鳴線を磁気飽和させると、ク

レアチンリン酸の共鳴線の強度が65亀になった.ATPのγ位のリンの共鳴線を磁気飽和させ

た条件下で、クレアチンリン酸のスピン・格子緩和時間(T1m):を測定すると、 2.8sであっ

た。これらから計算したクレアチンリン酸のintrinsic T1は4.3sとなり、クレアチン

・キナーゼ反応(PCrー>ATP)のみかけの速度係数は0.13s-1となった。 ATP濃度を8.2

mmo1/1 ce11 water (= 5.5 mmo1/kg wet weigh七}と仮定すると、共鳴線の面積比

からクレアチンリン酸の濃度は30mmo1/1 ce11 waterとなった。この値に速度係数を乗

算して、クレアチン・キナーゼ反応のフラックスは3.9mM/sとなった.組織重量あたりで

示すと、 2.6mmo1・kg-1wetweight . s-1であり、以前に報告したカエル骨格筋の

値1)、3-4mmo1' kg-1 

wet weight • s-1と閉じ

オーダーとなった.
... 町、

1.0 
克Cコ己

以上のように人体用の

MRI/MRSで31p_飽和移動 ja s 
NMR法の応用が可能となっ

ぎた。今後、筋組成ならびに
Tlm=2.4 SE詑

運動負荷による変化、さら
~ 

に脳などへの応用について

も検討する予定である。 3 6 9 12 15 

Time (sec) 

Fig. 4 Time course of the recovery of magnetization of 

phosphocreatine in human ske1eta1 musc1e ob七ainedfrom Fig. 3. 

[謝辞] 本研究は生理研・生理機能研究施設の磁気共鳴装置を利用した。表面コイルでの緩

和時間測定について助言頂いた環境研・三森文行氏、技術的援助を賜った生理研・市川修

氏、日本電子データム・小J11秀次郎氏ならびに徳島大・北村光夫氏に感謝します。
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P69 31 P NMRによるカドミウムの肝エネルギ一代謝の

アンカップリング作用に関する研究

0三森文行1、吉岡大1ぺ板井悠二3

(1国立環境研究所、 Z放医研治療診断部、 3筑波大放射線)

31p NMR study of uncoupling of oxidative phosphorylation in rat liver caused by 

cadmiurn chloride 

Fumivuki MITSUMORI1，回roshiYOS班 OKA1.2，Y吋iITAI3 

('National Institute for Environmental Studies， 2National Institute of Radiological 

Sciences， 3Tsukuba Univ. Radiol.) 

Cadmium is known to be the causative factor in Itai-Itai disease， and damages liver， 

kidney， and other organs.τbe aim of this study is elucidation of effects of Cd on 

energy metabolism in rat liver using phosphorus-31 NMR. In the liver of rat which was 

injected with CdC12， both pi and N1P peaks gradually decreased over a 6 hour period. 

However， an increase in pi along with a decrease in NτP was observed in the perchloric 

acid extract of the Cd-treated liver. From these results we conc1uded血atCd 

uncouples the oxidative phosphorylation reaction in liver mitochondria， which 

decreses白evisibility of pi due to iωuptake into mitochondria. 

【はじめに】 αはイタイイタイ病の原因物質として知られる重金属であり、

多くの体内臓器に変調をきたすことが知られている。しかし、その毒性発現の

機構は十分には解明されていない。本研究ではラットに塩化カドミウムを投与

し、その結合蛋白質であるmetallothioneinが発現される前の急性期の肝エネルギ一

代謝系の変化を31PN1仮により追跡した。

【方 法} ラット肝の31pNMRスペクトルは、麻酔下で開腹処置により露

出させた肝上面に直径17mmの自作表面コイル検出器 (lH、31p、13C3核向調)

を当て、単一パルス法により、 Biospec24/30分光計システム(2.35T)で測定した。

麻酔は50%02、50%NPガス吸気中に 1%halothaneを用いて行った。ラットの大

腿静脈にカニューレを挿入し、これより α投与群では、lOmMCdCI;7.k溶液を

lmg Cd/kg体重、コントロール群では、同量の生理食塩水を投与した。 31pNMR 

スペクトルは、パルス繰り返し時間w、でωo回積算し、 30分ごとに測定を繰り

返した。得られたスペクトルは、プロファイル処理後、カーブフイツティング

法により面積強度を定量した。面積強度は、パルス繰り返し時間 7秒で測定さ

れた完全緩和スペクトルとの比較により部分飽和の補正を行い、未処置肝の

in vivo 31p NMR， rat liver， cadmiurn， oxidative phosphorylation，日visibility

みつもり ふみゆき、よしおか ひろし、いたい ゅうじ
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ATPsの強度を2.8仰nol/gwwとして代謝物濃度を定量した。測定後、液体窒素を

用いてフリーズクランプした肝の過塩素酸抽出を行い、中和後、抽出液の31p

NMRスペクトルを日本電子GXωo分光計(9.4T)により測定した。

【結果と考察】 正常ラット肝ではATP，Pi， 

PME， PDE等の代謝物が6時間にわたってほぼ

定常状態に保たれるのに対し、 αC~投与ラッ
ト肝ではATPs，日の共鳴線強度が徐々に減少

した(図 1)。定量の結果、投与後310分まで

で、 ATPは2.88→ 2.28仰nol/gww、日は1.28→

0.64山田l/gwwと減少していた。この結果はCd

が肝のATP生成の阻害、または消費の増大を

もたらしていることを意味する。通常ATPの

減少は、その加水分解による日の増加を伴い、

ここでみられるように日も共に減少するのは

普通ではない。しかし、 α投与ラット肝抽出

液の測定では、 invivoとは逆に正常肝に比べ

て日が増加していることがわかった(表1) 。

この結果は、 invivoでの日の減少がvisibi1ityの

低下によるものであることを強く示唆する。 帥 剖 apm

1=310 

t=2.S0 

1=190 

恒 130

恒 70

1=10 

(min) 

一方、寺田らはラット肝より調製した遊離 Fig.1. In vivo 31p NMR sp民国 of

ミトコンドリアにおいてαおイオンがアンカプ theliver of aα-trea凶 rat. Time 

ラーとして働くことを示している[1]。さらに、 after inj回 tionof CdC12 is shown. 1， 

αおのアンカプリング作用には日のミトコンド勘⑪P(ref.); 2， PME; 3， Pi; 4， PDE; 

リア内への取り込みが必須であるとされる。 5・7，"(， α， f3 ofNTP. 

本研究でみられたα投与肝でのATPの低下と、 Piのvisibi1ityの低下はこの遊離ミ

トコンドリアで得られた結果とよく一致している。すなわち、 invivo肝でもα

はアンカブラーとしてミトコンドリアに作用し、この結果ATPが低下、またこ

のアンカプリングに伴う日の細胞質からミトコンドリアへの取り込みによって

日のvi温bi1ityが低下したと考えられる。正常ラット肝では日のvi豆bi1ityは34%と

算出され、この値は既報の結果とほぼ一致するが、 α 投与肝では自のvisi凶 ity

は10%と著しく低下している。

Table 1. Concentrations ofphosphorus metabolites in the liver extracts measured by 31p NMR 

Pi NTP NDP GPC GPE P-cho 

control 4.18:t 0.23 2.82土0.19 1.92:t0.1O 1.66:t0.ll 1.57:t0.18 3.22:t0.42 
車市. . . 

cd 6.06土0.58' 1.68土0.22 2.03 :t 0.06 4.34 :t 0.84 1.77土0.13 4.85:t 0.44 

Results紅emeans土standarde汀orexpressed as仰nol/ g wet wt. .p < 0.05ゾヤ<0.01

【文献]

[1] H.Koike， Y.Shinohara， H.Terada， Biochim.Biophys.Acta， 1060， 75-81 (1991). 
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P70 高血圧症モデルラット脳のMRIと病変組織、血管構築像との相関

(近畿大、医、生理学 1)0千葉惇、秩父志行

(近畿大、医、病理学 1) 太田善夫

Relations among MRI ， pathological changes and vascular architecture in M-

SHRSP 

Atsushi Chiba， Yoshio Ohta* and Shiko Chichibu 

Departments 01 Physiology and *Pathology， Kinki University School 01 Medicine， 

Osaka-Sayama， Osaka 589 

MRI， histopathological and vascular architecture in the brain of maJignant stroke-
prone sp∞taneously hypertensive rats (M-SHRSP) were studied to establi副部lid

relations between MRI and structuraJ changes in the brain. 80th edema and 

infarct were dear in the cぽ onalT2 weighted images than in the cor∞al T1 

weighted images. After magnevist injection， T1 weighted images dearly showed 

areas of injured b10。φbrainbぽrier. Comparison of the above-stated sccre 

vaJues showed that the paraJlel relationship between MRI and histopathological 

findings is fairly good. The vessel visuaJized by vascular伺 stformed multiple 

microaneurysms with the severity of hypertension. 

M-SHRSP (悪性脳卒中易発性高血圧自然発症ラット)は、 SHRSPから分離樹立

された高血圧症モデルラットの一つである。このラットは、週令7週より血圧が上

昇し始め 15週で収縮期血圧が約30 0 mmHgまて1こ上昇し、死亡する特徴をもっ。

そのため、もっとも悪性の高血圧モデルラットとして有用である。

本研究では、高血圧症の病変の進行を推定するために、 M-SHRSPを用いて脳の

MRIとその病変組織、血管走行を調べた。

f材料と方法J
1 4週令のオスのM-SHRSPを用いた。 pentoba巾ital(30 mg I kg)腹腔内投与後

に4.7テスラーのMRIシステム(OMEGACSト11，GE Inc.)を用いてT1とT2ー強調画像

を求めた。造影剤であるマグネヒストを尾静脈内に0.1mmol/kgを投与してT1一強

調画像を得た。前頭葉先端から小脳の後端までを 8等分し、それぞれの前額断面に

ついて調べた。 MRI画像と病理組織学的所見をスコア化(表 1)し、両者を客観的

に比較した。脳を前額断面で 8等分した標本のそれぞれについてスコアを求め、総

和した。病理組織切片は、 H.E.染色を行った。脳血管鋳型像を得るために左心室に

直径1.2mmのカテーテルを挿入し、脱血海流後にメルコックスを注入した。組織を

アルカリで処理したのちに脱水、臨界点乾燥し、 SEMで観察した。

MRI， M-SHRSP， cerebrovascular lesion， MRI score， vascularcast 

ちばあっし、ちちぷしこう、おおたよしお

-267-



f結果と考察J
検索したラットにおいて病理組織学的に浮腫あるいは軟化巣の認められた部位は、

T2強調画像では高信号を示し、出血部位は低信号を示していた。 T1強調画像では

顕著な軟化巣、出血巣は、低信号領域として認められた。マグネビス卜投与後のT1

強調画像では、高信号領域内にはangionecrosisを来した細小動脈が高頻度に認め

られた。この部位の血管鋳型像では毛細血管レベルにおいて血管の途絶がSEMで

も観察された。 28匹についての組織スコアとMIRスコアとの相関図から、両者聞

に強い相闘があることが示された。浮腫あるいは軟化スコアとT2強調画像スコア、

血管壊死スコアとマグネビス卜投与後のT1画像スコアとの聞には強い相関関係があ

った。出血スコアとT2強調画像スコアおよびマグネビス卜投与後のT1画像スコア
との聞にも有意義な相関が認められた。

脳血管病変を起こしたラットの所見より、 MRI画像と病理組織像、血管鋳型懐と

の間に極めてより一致することが明らかになった。病巣のうち、脳浮腫あるいは脳

梗塞巣では、 T2強調画像において鮮明に描出された。 T2強調画像に比べてT1強調

画像は、マグネヒス卜投与後における病変部位の読み取りが更に明らかとなった。

T able 1 Criteria for comp~is∞ of MRI and histological findings 
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P71 N M R映像法による三次元泡構造の計測
筑波大学物理工学系 巨瀬勝美

NMR Imaging of 3D Foam Structures 
Katsumi Kose， Institute of Applied Physics， University ofTsukuba， Japan 

Abstract 
3D foam structures were measured using NMR imag.白!gand their 3D geometricaJ 
properties were analyzed E~泊t bubble polyhedra were extracted 1子'Om3DNMR血 age
data of a polyure幼anefoam specimen us.血wanewly developed 3D geometricaJ structure 
analysis PI1噌 2・'8l1land quantitative geometricaJ data were measured for幼enrst time for 
real foam systems. The results quaJitatively agreed悶 ;ththe study by Matzke with soap 
bubbles but did not agree問 ;ththe solution by 防匂'aIIeand Phelan for 3D space divおrion
血to equal volume celJs with m.II.凶刀umpartitional area. The reason for 品is
disagreement is not dear， however， improved foam pr.匂parationand more systematic 
measurements using the method developed here may clarify this di島rence.

INTRODUCTION 
How 加 divide3D space into equal volume cells with minimum partitional area is 
a classical mathematical problem (1). Recently， a better solution than that by 
Lord Kelvin has been proposed (2)， but this solution has not been verified 
experimentally. Since it is considered that a foam gives the solution for this 
problem， quantitative measurements of 3D foam structures are essential to this 
problem. The purpose of this study is thus to visualize 3D structures of foams 
using NMR imaging， to measure 3D geometrical quantities， and to evaluate the 
observed structures. 
MEτ百OD
Two specimens were prepared by immersing two kinds (different in cell sizes) of 
commercially available polyurethane foam into CuSO 4 doped water泊 20mmゆ
NMR sample tubes. 3D microscopic MR images <FOV:(19.2mm)3， matrix:1283， 
voxel:(150μ)3) were obtained with a home built NMR imaging system using a 
4.74T， 89mm vertical bore superconducting magnet and an actively shielded 
gradient coil. The pulse sequence used was a conventional spin-echo 3D imaging 
sequence (TR=200ms， TE=12ms) to avoid susceptibility artifacts (signal loss). 
Image distortion due to the gradient nonlinearity was checked using a phantom 
and that due to the static field inhomogeneity was evaluated using two images 
measured with positive and negative read-out gradients. 
RESULTS AND DISCUSSIONS 
Since only cross-sections of edges and vertices of bubble polyhedra were 
visualized in 2D slices of the 3D MR images， minimum intensity projection (mIP) 
images were computed to visualize network structure of the edges. Figures 1 and 
2 are mIP images computed from 8 and 24 contiguous 2D slices， respectively， of 
the 3D image data. 
A computer program to measure geometrical quantities of the bubble polyhedra 
was developed on the X-window system running on a workstation and eight 

Key words: NMR imaging， MRI， foam， bubble， 3D 

こせかつみ
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bubble polyhedra were extraded interaεtively on the CRT screen using three 
series of mIP images of which directions were x， y， and z directions. 
Some of them are shown in Fig.3. 
Summa巧{of the results is: 
1. 12-， 13司 14-ヲ and 15-sided 

were observed. The average 
number of faces per 
13.63.2. 
and hexagonal faces were observed. The 
ratio of the numbers of them was 9 : 70 : 
21. 3. The cell sIze was nearly uniform. 
4. The average value of isometric 
quotient for polyhedra was improved to 
0.723 contraction of the polyhedra 
along one direction司 5. There is a 

positive correlation between the surface 
area and the number of sides of the 
faces. 6. IntersectIon angles at vertices 
distributed around the tetrahedral angle 
of 109 .47 0

• 

The results agreed well with the study 

with soap bubbles (3) but did not agree 

with the solution recent1y proposed ( 
The reason for the discrepancy is not cle訂 atpresentフ however，more systematic 
study using the method developed here may clarify the difference令

image computed from 8 
contiguous slices of the 3D image of 
the smaller cell-size foam. 
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(1) J. Nnture 367，598-599 (1994)ー

D. Weaire and R Phelan， Phil.λ-i.ョg.Lθtt
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P72 テトラヘドラルマジックエコーによる固体NMRイメージング

筑波大学物理工学系 O裏岡昭博、松井茂、井上多門

Solid-State NMR Imaging by Te凶 h巴dralMagic Echo巴S

AUraoka， S.Matsui，組dT.Inouye 

Inst. of Appl. Phys.， Univ. of Tsukuba 

A new approach to solid-state凶 agingusing te往ぬedralmagic echoesσME) is demonstrated. 

Experirnental∞mparison with批 o出ermagic echo(ME) approaches has shown白紙泊施 degree of TME line 

narrowing is almost血巴鈎meas that of modified magic echo(MME) line narrowing. The包laging

perform回 ceof the TME approach is however significantly superior to由巳 previousME approaches.百 isis

beαuse the cycle t国 esof the TME民quenαS紅 egenerally shorter th組曲oseof the ME sequences， 

allowing a∞rrespondingly stronger field gradientωbe used. Further， the in∞rporation of the self ph鉛 e

en∞ding technique泊toaτME泊lagingsequence w総出omade to加provethe resolution further. 

【はじめに]

国体NMRイメージングは液体の場合と異なり、依然として開発の初期段階にある。これは非常に

強し、dipolarinteractionが原因で、これを克服するための方法がこれまでにいくつか報告されている。

我々はModifiedMagic Echo(MME)(l)と呼ばれるシーケンスにより高い効率でlinenarrowingを実現し、

国体イメージングを行ってきた。このMMEシーケンスは、 homogeneousinteractionのみをおお叩sする

Magic Echo(ME)(2)に仮想的に180'パルスを挿入した形になっており、 homogen巴ousばかりでなく

泊homogeneousな加teractionも同時にrefoc凶できるようになっている。しかしながらこのrefocusingは近

似的なものであり、このことがこれらのシーケンスの泊施 narrowingの限界をつくる原因のーっとなる

可能性がある。

今回我々はlinenarrowing、分解能がさらに向上するよう、 TetraliedralMagic EchoσME)σ，4)を使っ

た新しい手法を提案する。これにより理論的には完全なrefo叩singが可能となり、 MMEのときよりも

高効率のlinen町 owingが期待できる。実際、実験においてTMEはMMEと同程度のlinenarrowingを達

成した。またτMEはMMEIこ比べデータのサンプリングの間隔が短くできることを考慮すると、より

大きい磁場勾配を印加することが可能になるため、この手法は高分解能を与える優れたイメージング

シーケンスといえる。

【MagicEchoとTetraliedralMagic Echo】

HR
、HTRをそれぞれ回転系 (R)、tiltされた回転系 (TR)の全羽田]紅ハミルトニアンとすると、

homogeneous、inhomogeneousそしてZeeman(R F)項を含めたものはそれぞれ、

H
R 

= Hh岨 o+ H蜘+(Hz. RF
R
) 

H
TR = (3∞IS2 e -l)Hhomfl +∞s e Hinho + (H/

R
) 

と表される。ただし Oは静磁場と有効磁場のなす角、 Hhomolまtruncateしたhomonucleardipolむ

interaction、そしてH
in加は凶nω.teしたheteronucleardipolar interactionでこれにはchemicalshift、磁化率

の効果などが含まれている。()内の項は最終的には実験結果に直接寄与しないので無視する。

keywords: solid irnaging， tetraliedral magic echo， resolution 

うらおかあきひろ、まついしげる、いのうえたもん
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ここで上の 2つの式より次の 2つのことが理解できる。 1つは Oが90。のときすなわちon

r凶 onanωのときで、この場合homogeneousな項のみが(ー1t2)Hhomoと反転したものとなる。 2つ目は

IJ=IJ戸 109.5'の時でこの角度では (3∞S2IJ ，-l)t2=cos IJ ，=(-1β)を満たし、先ほどの場合と異なり、

全ハミルトニアンがH
TR

=(_lβ，)H
R
と反転したものとなる。これによって [Hhomo，H蜘]* 0で

あっても、理論的には完全なrefo叩 sing、ひいてはt加esuspensionが達成できる。このエコーは

Te回 hedralMagic Echoと呼ばれており、このTMEによるlinenarrowingはMMEに比べ向上したものが

期待できる。このτMEは実験で IJ，でのoffresonanceを達成するためdcfieldの切り替え(3)が必要である

が技術的に困難であり、我々はその代わりに周波数のスイッチングを利用して行った。ただしスイッ

チングの後にも位相の∞herenceは維持されていることが必要である。

[実験]

今回全ての実験は1.4Tの (JEOLFX60)自作の装置を用いて行った。プローブコイルは直径 9mrn

長さ10mrn、RF磁場の大きさは100kHz、ては30μsである。そして、 τMEの周波数のずれA fは35.

36kHzである。先に述べたように、ダイレクトデジタルシンセサイザーστ'5250)でスイッチングの前

後で位相の∞herenceが保存されるような周波数の切り替えを行った。用いた滋場勾配の大きさGは例

えばMMEシーケンスの場合2.6G/cmで、 selfphase-encodingの実験の際には磁場勾配は通常の4倍の大

きさのものを使用した。

[結果、考察]

表 1に数種類のME、ンーケンスでのlinenarrowingの実験結果を示す。この表よりτMEによるline

narrowing は他のシーケンスのものと同程度の効率であることがわかる。図 1には、 2種類のイメージ

ング用のτMEを掲示している。 (a)はRF照射のないところでのみグラディエントを印加するタイプで、

これに対し(b)はRF照射の際にも印加するタイプである。この(b)で印加するグラディエントは(a)の

112の大きさで、それにより(b)においてはグラデイエントのスイッチングが容易になる。前者のタイ

プをTME-I、後者をτME-IIと呼ぶことにする。今回実験で用いたサンプルはアダマンタン、フエロ

セン、ボリカーボネイトの 3種類で、それぞれτ'REV8、MME、τME-I、TME-IIのイメージングシー

ケンスでプロジェクションを得、比較を行った。

図2にはフエロセンのプロジェクションを示している。 TMEによる飛践的な分解能の向上は見られ

ないが、 (c)と(d)の分解能の差は比較的よく現れており、また(b)(MME)の分解能は(d)σME-II)より

劣っているのがわかる。最後の結果は表 1の結果と必ずしも一致していない。この現象は表 1の

MMEのT2がspinlockingの影響により実際の値よりも長く見えているために生じたものであると考え

られる。またアダマンタン、ポリカーボネイトの場合もほぼ同様の結果であり、 TMEの有用性が認め

られる。

次にアダマンタンのサンプルを用いてTME-IIのイメージングシーケンスにより二次元商像を得た。

100個のプロジェクションから再構成された画像を図 3に示す。また分解能をさらに向上させるこ

とができるselfphase en∞ding(5)の手法を用いた実験も行った。今回はこの手法をポリカーボネイトの

サンプルを用いて、 TME-II(ただしtc=8てのもの)のイメージングシーケンスに適用して分解能の向

上を図った。結果を図4に示す。サンプルが矩形であることがより鮮明に見えており、 selfphase 

encodingとTME-IIとの組み合わせが有効であることがわかる。
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TABI.E 1 

line Nanuwi昭Obtainedon Test Sam酔 sby Usi昭島 TREV-8，民処凪 andTh也 Se午rences

sequenω adamantane ferrocene polycarbonate 

合巴e 0.05 0.03 0.03 

TREV-8 

MME 

TME 

3.5 

8.0 

9.0 

n
U

戸、Jr

コ

2

4

4

 

1.4 

2.0 

1.7 

Note. T2 va1ues (泊 millise∞nds)obtain巴dby assuming組 exponentia1decay for the echo env巴lopesare 
shown.百letime interva1 τwas set at 30μs and the RF field stren♂h was flXed at 100kHz. 

(a) 

H1 

Fre斗 f。 f. f司 1. 1. f。

n 
G 

(b) 

H1 

Fre斗 1. 1. f- f。 1. f。

G _j司

..ca....・M ・・ ・ Ic=16T .l> 

T 
F司 11 I I I I I I 

F1G.1.τME (tetralledra1 magic echo)印刷巴nωsfor solid-state凶 aging.1n the τME-1 sequenω(a)， no 
gradient pulses are applied during the RF irradiations to avoid d巴teriorationof the tetrahedral angle 
∞nditions. 1n th巴τME-IIsequence (b)， however， negative gradient pulses are applied even during由巳 off-
resonanαRF irradiations.τ'his optiona1 appliω!ion of出en巴gativegradient puls凶 isuseful to r巴ducethe 
peak amplitude of the gradient， m紘ingthe gradient switching easier. As far as the offset frequency induced 
by the gradient is small ∞mpared to the RF amplitude，出巴 optionalgradient application does not interfere 
significantly with the te紅alledra1angle off-resonance∞nditions and rather leads to improved resolution. 
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G 

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 

5mm 

FIG.2. Projcctions of thc tcst samplc of fcrroωnc 
obtain巴dby (a) TREV-8(2)， (b)MME(modificd 
magic ccho)， (c)TME-I(tctrahcdral magic 
民 ho，Fig.la)，組d(d)TME-II(Fig.lb) imaging 
scqu巴n∞s.τbcshap巴ofthcωnter holc in cach 

achicvcd. Som巴 rcsull~ むc not ncccssarily 
consistcnt with thc linc-narrowing rcsults listcd in 
Tablc 1. 

告刊n

FIG.3. Two-din1cnsional imagc of thc adam:却 tanc
samplc shown. 111巴 128x128imagc was 
reconstructcd from 100 projcctions obtaincd by 
thc TME-II imaging scqu巴nccshown in Fig.l b. 

(a) 

(b) 

園圃圃・・・喝惨

G 

5mm 

FIG.4. Projcctions of thc tcst samplc of 
poJycarbonatc 'Obtained by (a) the basic TME 
scqucncc with thc bipolar gradient puls巳sappJicd 
and (b) with thc four-fold scJf phasc encoding 
tcchniquc(5) furthcr incorporated. Thc cxpcctcd 
rcsolution improvcmcnt is cJc訂 lydcmonstratcd 
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P73 

西瓜緩和時間の

IN-VIVOでの測定

(側神戸製鋼所1 、制マキ製作所2 ) 

O斉藤一功 1 、三木孝史1 、林征治l 、西津節l 、杉浦伸裕2 、鈴木基文2

IN-VIVO measurement of NMR relaxation time in watermelons 

Kazuyoshi Sai to， Takashi Miki， Sei j i Hayashi， Takashi Nishizawa， 

Nobuhiro Sugiura， Motofumi Suzuki 

(Kobe Steel Ltd. ， Maki Engineering Ltd. ) 

The possibility of utilizing NMR relaxation time for the measurement of sweetness 

in watermelon was investigated. A O.5T superconducting magnet with 68cm horizont-

al bore was used. The spin-lattice relaxation times(Tl) and spin-spin relaxation 

times(T2) of watermelons were measured as in-vivo by the volume localized spectr-

oscopy technique STEAM(STimulated Echo Aquisition Method). The strong correlation 

between Tl， T2 and sugar content of watermelon was found. 

はじめに

近年、果実の糖度や熟度等の内部品質を非破壊で評価する事が課題になっており様々な計

測手法が用いられている。例えば、近赤外線スペクトルを用いて桃やリンゴの糖度をオンラ

インで測定する装置が既に実用化されている。 (1)・ (2)

NMRも非破壊計測方法として優れた手段でありこれまでにNMRを用いた果実の糖度や

脂肪量の測定も試みられている。山一 (6)

我々はNMRによる西瓜の非破壊糖度測定の可能性を探るためin-vivoで西瓜の選択領域

緩和時間測定をおこない、糖度との相関関係を調べたので報告する。

キーワード:IN-VIVO、緩和時間、果実、非破壊、糖度

さいとう かずよし、

すぎうら のぶひろ、

みき たかし、 はやしせいじ、

すずき もとふみ
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装量

NMR実験に用いた装寵の構成はJMT社の横型超電導マクネット(磁束密度O.5テスラ、ボ

ア径68cm)、SMIS社のスペクトロメー夕、 MAGNEXSC 1 ENTl F 1 C tl:のアクティブシールドクラ

ディエントシステム(最大勾配磁場lOmT/m)である。またHFプローフは直径39cmのバードケ

ージ型である。西見糖度の測定には一般的に選来場等で使われている屈折式の糖度計(アタ

コ製)を用いた。これは果汁の屈折率から糖度を求めるものである。

実験

最初に西瓜の緩和時間の部位による依存性を調べるために、スピンエコーイメージンクを

行い、西mの緩和時間分布の様子を調べた。イメージンクのパラメータはFOYが300mmx 30 

9問、スライス厚がlOmmであり、エンコード数は128 Y128のマトリソクスである G ドig. 1 

(A)はTIIが300msecTEが40msecのT1強調画像である。 Fi g. 1 (日)はT2強調画像で'1'Hが5000mscc

、1'Eが200msecで得られた。これらの函設から分かるように、緩和時間は部位によって異な

っており外皮近くの位置と中心付近の{立置で明らかに異なっている。このため全体からの削

R信号によって緩和時間を求める方法では有効な情報が得られないことがわかる。そこで領

域を選択して緩和時間を測定した。制定にもちいたシーケンスはスティミュレイテッドエコ

ーと領域選択用の勾配磁場を組み合わせたYolumcI.ocal iz~d STEAM(STimulaled Ecilo Aqui 

sition Melhodl と呼ばれるものでFig.2 にその HFパルス、勾配磁場の動作をしめす。 f~~ られ

るスチィミコレイテッドエコーの強度Sは選択領域のスピン密度が一定と仮定すれば

S了八ぺ:XP(← TM/Tl) .[Xl'(TE/T2). 11-EXP(TRiTl)! 
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で与えられる。ここでAは装置の関数である。従って、 TEを変えながら測定することでスピ

ンースピン緩和時間(T2)が求まり、 TMを変えながら測定することでスピンー格子緩和時間

(T1 )が求まる。あるいはTRを変えながらも測定をおこなってもT1を求めることができる。我

々はT1の測定に関しては後者を採用した。

測定は次の手順で行った。

1 )メージングを行い、得られた画像から緩和時閣を測定する位置を決める。

2)TRを500msから10000msの間で変えながら信号を取得しTlを求める。

3)TEを40msから200msの間で変えながら信号を取得しT2を求める。

4)NMR測定終了後に西瓜を破壊し、選んだ部位の糖度を測定する。

測定したサンプルは市販の西瓜70個である。測定領域の大きさは3cm角とし、 l個のサン

プルから3-5点の領域を測定対象とした。 トータルの測定点数は280点である。 lつの対

象領域の測定に要した時間は40秒であった。調'J定温度は250Cで一定とした。

結果と考察

得られたTlの値は1700ms-2200郎、 T2の値は90ms-150msの範囲であった。

Fig.31こ糖度とT1、 Fig. 4に糖度とT2の相関関係を表す。図より糖度とこれらの緩和時間と

の間には負の相聞があることが分かる。これは果糖等の分子の数が水分子の運動性に影響を

与えるためであると推測される。すなわち水分子の運動が糖類の分子によって制約されるた

めと考えられる。ただし糖度とT1との相関係数はO.67となり、 T2とはO.64となった。どちら

の場合も小さく実用的とは言えない。そこで次にこれらTl、T2と糖度との重回帰分析を行う

と糖度の予測値と糖度の実演.'J値の関係はFig.5の様になり強い相関があり、このときの相関

係数はO.84となった。したがって、TlとT2の双方の測定を行うことにより、本方法は西瓜の

糖度測定方法として実用レベルであるといえる。
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Fig.4 The correlation between sugar 
content. as determimed wi th a refractometer 
and T1 relaxation times for watermelons. 

FiL3 The correlation between sugar 
contenl. as determimed wi th a refraclometer 
and T2 relaxation times for watermelons. 

口…

z~日一拐∞
O

PREDICTED SUGAR CONTENT/児
Fig.5 Result of the multiple regression of sugar content 
plotted against T1 and T2 relaxation times for watermelons. 

今後の課題は測定時間の短縮である。実用性を向上させるために現在40秒を要している測

定時間の短縮を目指し、測定条件の見直しゃ高速でTl、 T2を測定できる新しいシーケンスの

開発等を行っていく。

:食品流通技術， 17(1989)，4

:計測と制御， 33( 1994)，823 

: J. Food Technol.， 18(1983)，401 

: J. Sci. Food Agr ic.， 36(1985)，162 

: Postharvest Biol. Technol.， 1(1991)， 153 

: Trans. ASAE， 36(993)，1217 
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P74 植物組織の水の制限拡散の局所的な一次元

プロファイルの測定

0石田信昭(食総研)、小川秀次郎 (JEOLデータム)、

小泉美香、狩野広美(生物研)

Measurement of localized restricted diffusion profiles of cell 

-associated water in plant tissues. 

Nobuaki ISHIDA1
， Hidejiro OGAWA2， Mika KOIZUMI3 and Hiromi KANO' 

1 National Food Research Insti tute， 2 JEOL Datum CO. Ltd. 品

3National Institute of Agrobiological Resources 

One dimensional profiles of restricted diffusion of cell-associated 

water in growing cherry fruits at 18 diffusion times were measured in a 

short period， by the pulse gradient stimulated-echo method combined with 

selective excitation. The data were transferred to a micro-computer， and 

transport rate of water， compartment size and membrane permeability in 

definit areas in the seed and the pericarp were estimated according to 

the Meerwall-Ferguson' s modification (1981) of the model of Tanner(1978). 

These parameters did not fluctuate significantly except for in the early 

gro曹thstage and the ripened stage. 

生体組織の水の動態は組織の生理活性と密接な関係を持っていると考え

られている CHazlewood 1979)。植物細胞は細胞壁に固まれた膜構造によ

って構成され、細胞の水の大部分は膜で固まれたコンパートメント内を動

き、一部分のものがコンパートメントを通して移動する。そのような組織

の水の動態は NMRによる制限拡散の測定によって解析が可能であると考え

られる。植物組織は部位によって解剖学的な形態及び生理状態が異なるの

で、測定は部位を限定して行う必要がある。本研究ではサクランボの果実

を用い、生育ステージを追って選択励起法によって限定した狭い範囲にお

ける制限拡散の一次元的なプロフィルを拡散時間を変えながら短時間の内

に測定して、異なる組織の水の移動速度、コンパートメントサイズ及び細

胞膜の透過性の変化を追跡した。

キーワード:NMR顕微鏡、細胞の水、制限拡散、選択励起、サクランボ

著者:いしだのぷあき、おがわひでじろう、こいずみみか、かのひろみ
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Fig. 1 Pulse sequence for the measurement of localized restricted dif-

fusion profile. 

【材料及び方法】

植物試料:栽培用のサクランボ(サトウニシキ)の木を鉢植えとして、果

実着生後、生育ステージを追って採取してサンプルとした。

ファントム:20"、30施及び40施のアクリルアミドゲルをガラスキャピラリ

ーにつめて作製した。

測定:270 MHzの超伝導NMRスペクトロメーター CJEOLGSX-270 WB) に装

着可能なミクロイメージング装置と自作の磁場勾配発生装置を用いて測定

した。 'H-NMRイメージは 20-FT法によって、拡散イメージは PulseGradien 

t Spin-echo法で測定した。拡散イメージ測定時の磁場勾配の強さは 278m 

T/m、 3msであり、拡散時間は 12msであった。画像の分解能は 50μmx 50 

μm x 1. 6 mm C Sl ice thickness)である。

制限拡散は PulseGradient Stimulated-echo法によって拡散時間を変化さ

せて測定した。選択励起法を加えた制限拡散測定用のパルスシークエンス

をFig. 1に示した。 2番目の 90・(y)パルスと同時に Y軸に 89mT/mの磁場勾

配を与えて画像の X軸に平行な線に沿った制限拡散のプロファイルを得た。

選択励起部位の分解能は 50μmx 1. 0 mm (選択励起幅) x 1.6 mm CSlice 

thickness) であった。制限拡散測定用の磁場勾配は 68mT/mでZ軸方向へ

3msとした。

約 3時間で 18ポイントの制限拡散データーを測定し、結果をミクロコンビ

ューターに転送して、拡散イメージより求めたoC拡散係数)を初期値と

して非掠形最小自乗法によって Tannerのモデル (1978) をMeerwall-Fergu

son (1981) が変形した式に当てはめて水の移動速度 (00)、コンパート

メントサイズ(a) 及 び 膜 透 過 率 (D∞/00) を求めた。
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【結果及び考察】

20施、 30施及び40%のアクリルアミドゲルをファントムとして Fig. 1のパル

スシークエンスによって制限拡散を測定した結果、ゲルが含有する水の量

はゲル濃度が高くなるほど少なくなった。水の量が減少するほど水の移動

速度(00) は低くなりゲルの間隙 (a) は狭くなった。一方、水の透過率

( 0∞ /00) には著しい差は認められなかった。

Fig. 2にサクランボの生育ステージを追って測定した 'H-NMRイメージ、拡

散イメージ及び 'H-NIlRイメージ上の線に沿って測定した制限拡散プロファ

イルから計算した水の量、水の移動速度(00)、コンパートメントサイズ

(a)、膜透過率 (0∞/00) の変化を示した。種子の水の量は果実の生育

ステージが進むと低下した。一方、果肉では増加した。水の移動速度は種

子では始め高く、その後わずかに低下するが、水が存在する聞は高く保た

れた。果肉では、初期には低く、生育中期以降は高く保たれた。膜の透過

率は、種子では生育の後期で水が少なくなる時期、果肉では生育初期の水

が少ない時期を除いては 20-40%程度であった。種子のコンパートメントサ

イズは水が少なくなると小さくなった。果肉では生育ステージを通じて著

しい変化は認められなかった。

種子及び果肉組織の水の量は生育ステージによって著しく変化して、組織

の構造が大きく変化することを示している。一方、水の移動速度(00)、

コンパートメントサイズ (a) 及び膜透過率(0∞ /00) は生育の初期や種

子が充実した後のような特別な時期を除いては水の量の変化と平行した変

化は示さず、むしろ、組織の違いによらず近い値を示した。これは組織の

違いを越えて各コンパートメント間が有機的な統一性、または、熱力学的

な平行を保つためには、著しい差のないコンパートメントサイズ、水の移

動速度及び膜透過性を持つ事が有利なためであろうと考えられる。

制限拡散を解析するために充分な数のイメージデーターを通常の方法で測

定するためには、植物の組織を生理的に安定に保っておくことが国難な程

長い時聞がかかるので、本研究では短時間に限定された部位より多数の拡

散時間を変えた測定値を得るために選択励起法を用いたが、エコープラナ

一法などによって短時間に多数のイメージデーターを測定するとより詳細

な検討が可能であると考えている。

【文献】

Hazlewood， C. F. (1979) Cell-associated lI'ater. pp.165-259. Academic Press， 

New York 

Ileerwall， E. 品 R.D. Ferguson (1981) J. Chem. Phys. 74: 6956-6959 

Tanner， J.E. (1978) J. Chem. Phys. 69: 1748-1754 
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P75 
傾斜磁場 NMRを用いた炊飯過程の解析

(東京水産大)0五味雄一郎、福岡美香、渡辺尚彦

〈三菱電機)竹内繁樹、前田満雄

An Analysis of the Process of Cooking Rice by Pulse-Field-Gradient NMR 

σokyo Univ.of Fisheries.) OYuichirou Gomi，Mika Hukuoka，Hisahiko Watanabe 

(Mitsubishi Electric Co.) Shigeki Takeuchi，Mitsuo Maeda 

Moisture diffusion and gelatinization in ri白 starch/watersystem was studied by pulse-field 

gradient NMR.Moisture diffusion∞efficient in ri田 starchwith a selected amount of wat巴rwas

measured after the sample was raised to and held at a preset temperature for 30 minutes.The 

present temperature w稲田川nedfrom 200C to 800C. The moisture diffusion coefficient inc・

I巴as巴das th巴increaseof temperature until the moisture diffusion ∞efficient was lowered when 

temperature reached 10 about 600C.This lowering was assum巴dto be caused by starch gelatini-

zation which releas巴dswollen polysaccharides into the free water pool surrounding the starch 

granules; turning the企eewater pool into viscous solution. And in order to∞Uect information 

on the rate of g巴latinization泊ri印 starch/watersystem，a detai!ed observation of th己changeof 

moisture diffusion∞efficient in the course of gelatin包ationwas made for starch/water samples. 

よ且♀盈ζ

米をクッキング〈炊飯)すると米粒内の含水率は経時的に増加する。この増加の機怖はいかなる図

子によるものだろうか。我々はこれを米粒周囲に存在する水の米粒内部への拡散と米粒内の搬粉の糊

化の 2つに因るものと仮定した。

澱粉を糊化させるには一定以上の温度と含水車が必要であるが、炊飯ではこれらは米粒表面から内

部へと進行する水及び熱の拡散によって供給されると考えられる。そして糊化によって澱粉粒子は水

を多く取り込み膨潤する。従って米粒中心部へと進行する水の拡散が糊化によって律速されるといえ

る。そこで我々は米粒を澱粉粒子の集合体と仮定し、米政粉-7.)<.混合系試料を用いて糊化の水の拡散

挙動に及ぼす影響について検討した。

三塞監
市販の米澱粉に常温の7.1<.を加え、含7.1<.;;与を47-60%の範囲で調盤し、これを直径9mm 高さ

10mmのテフロンチュープ容器に詰め、 10mm径 NMR試験管に抑入し、底部に固定させ測定に供

した。プロープ内の温度を 20-80"Cの範囲で昇温させ、その間の各温度において試料中の水の拡

散係数を測定した。試料には光ファイパー温度計を接触させ、試料温度が確認できるようにした。更

に含水率を42-89%の範四で調整した米政粉ー水系サンプルを一度60"C以上で加熱し、糊化

(米澱粉の糊化温度はおよそ 60 "C)させ、これを常温に戻し、上記と同じ方法で試料中の水の拡散

係数を 20-80"Cの各温度にて昇温させながら測定した。測定は STIMULATED-ECI-IO法を用いて

行ない、拡散時間は 500msecとした。この間の水分子の拡散による移動距縦は数十μmとなり、

米毅粉粒の粒径と同じオーダーとなる。よって得られる水の拡散係数は澱粉粒の障害効果によって見

掛け上低くなる。

キーワード.米、炊飯、澱粉、糊化、拡散係数

ごみゅういちろう、ふくおかみか、わたなべひさひこ

たけうち しげき、まえだみつお
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尚、実験はすべてBLUKER社製 AM20 0磁場勾配出力 AMP付を用いて行なった。

立蓋塁
fig 1-Aは米被粉ー水系サンプルについて 20-80"Cの範囲で昇温させ、その問の各温度ごとに

測定したサンプル中の水の拡散係数Dの結果を拡散係数の対数値と絶対温度の逆数のプロットに直し

たもので、 fig1 -Bは一度試料を 60"C以上の温度で加熱して糊化させ、常温に戻した後、上記と向

様の測定をした結果である。これらを見ると、 fig1-Aでは機軸の値0.003 (60"Cに相当)を境

に、それより低L、温度では温度の上昇とともに拡散係数は大きくなるが、更に高い温度では減少する

ことが分かる。一方、 fig1-Bのように一度60 "c以上で加熱し、糊化させたサンプルでは、拡数係

数は温度の上昇とともに常に増加する。以上のことから fig1-Aを解釈すると、 60"C以下では米澱

粉一水系サンプルはスラリーの状態で、その中の水は自由水として澱粉粒子間のすき間で拡散挙動を

行なうが、 60"C以上では澱粉枝子が糊化し、サンプル中の水は澱粉分子との相互作用の1齢、粘性の

高い溶液中で拡散挙動をとるので拡散係数の値は低くなるといえる。又、 fig1 -A ，Bを見ると、プロ

ットの傾きはそれぞれ含水率に関係なく同じであることが分かる。従って、米澱粉ー水系サンプル中

の水の拡散係数 DI立、 D=DoEXP(-N乃 (Aは定数、 Tは絶対温度)と記述でき、このうち l汀→0の

ときのD即ち Doは含水率の関数と考えることができる。

0.0036 1fT 0.003 0.0032 0.0028 

・9.5

InO 

.11.5 

(
U
U
C冒
U
)
Q

0.0036 0.0028 ・.町30.0032 1 fT 
.10.8 

J 
! -11.6 
Q 

InO 

42% 

figl-A 

figl・A:raw rice starch/water system 

figl・B:ge1atinized rice starch/water system 

figl-B 

.13.5 .12.4 

ところで、 fig1-A， Bでは各温度で測定に約 30分かかっているので、 fig1 -Aの60 "c付近での

拡散係数の減少がどのくらいのオーダーの時間で起きるものか判らない。そこで、米澱粉ー水系サン

プルを外径3mm，内径 201m，高さ 10cmのカeラス管に詰め、両端をふさぎ、これを 60"C以上の温度

にセットした湯につけて、サンプルの温度を短時間(数秒内)に湯温と均一にさせ、その温度に保持

する時間を変えたサンプルを作り、これらの拡散係数を測定することにより拡散係数の減少の時間的

変化を求めた。尚、測定はサンプルを所定の時間加熱保持した後、冷水にて急冷し、 20"Cのもとで

行なった。

日g2はその結果を示す。

横車由は加熱保持時間、縦軸は拡散係数で、

サンプルの含水率は 50%である。

これを見ると、 63.5"Cでは拡散係数

の時間的変化は見られないが、 70，75"C

で加熱した場合は、拡散係数の減少に約 l分

要し、その後は一定値をとることが分かる。

このことから、糊化による拡散係数の減少は

およそ 1分で完了することが分かつた。

Tempet"aUlre (C) 

56札一

;;ドミコーピヨ乞75

レ一一→トー一一
40 60400 600 360053600 

duration (s回)

20 

fig 2 

• 

3 
0 
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P76 
NMRマイクロイメージング法による耐火物の空隙解析

新日本製銭(株)先端技術研究所，日本電子・

0斎藤公児，篠原正昭，手島志帆，田村{言ー，津野久幸ぺ長谷川憲一‘

The voids analysis of the refractories using NMR micro-imaging method 

()Koji Saito，Masaaki Shinohara，Shiho Teshima，Hisayuki Tsuno*， 

Kenich Hasegawa*，and Shinichi Tamura 

NIPPON STEEL CORPORATION ， ADVANCED TECHNOLOGY RESEARCH LABORATORIES 

1618 IDA ，NAKAHARA-KU KAWASAKI CITY 211 ，JAPAN 

*JEOL LTD. 

The refractories ，which have the voids，were very important for the steel-
making industries，so the huge and many kinds of refractories were used to 
avoid very high temperature enviroments which were produced from the iron and 
steel making process. But there were no suitable methods for the void 
analysis，so only the potentiometer method with muercury were conventionally 
used. And then，we demonstrated the voids analysis of the refractories using 
NMR micro-imaging method. The results of NMR micro-imaging method，which 
reflected completely the voids image contrast，were very clear and consitent 
with the results of the potentiometer method. Additionally，we could easily 
understand those size and distribution maps from some statistical calculation. 
Fianally，we are sure that NMR micro-imaging method is a powerful method for 
the voids analysis of the refractories in the steel-making industries. 

1 .はじめに

鉄鋼業において、耐火物はその耐熱性や耐衝掌性という性質から非常に重要である。

また耐火物は各プロセスにおいてのコストを支配しており、長寿命耐火物の開発が急務

となっている。このような特徴のある性質は、梅成する成分とともに空隙の大きさや分

布によって支配されているにも関わらず、その空隙の分析法は従来から水銀を活用した

圧入法が主であり、直接空隙を続演IJ・解析する手法がなかった。

NMRマイクロイメージング法 1)は、生体に多く適応されており、臨床分野で広く活

用されているが、実工業材料解析 2)への応用例は非常に少ない。我々は、 NMRマイク

ロイメージング法を鉄鋼業に実際に用いられている耐火物の空隙解析に応用し、いくつ

かの知見を得たので報告する。

耐火物，マイクロイメージング，空隙解析

0さいとう こうじ，しのはら まさあき，てしま しほ，たむら しんいち，

つの ひさゆき，はさがわ けんいち
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2 .実験

装置は、日本電子 α-40 OWB-NMR装置にイメージングユニットが付設したもの

を用いた。磁場勾配は x， y， z方向の 3方向に行えるように設定した。基本となる測

定はスピンエコー法で行い、代表的な測定の際のエコ一時間は 30 0 msec，また繰り返

し時聞は O. 5. secであった。 2次元測定の選択励起パルスは、 Si n cパルスを用いた。

また 3次元測定での平均的な測定時聞は、 1 28* 1 28* 1 2 8のデータサイズで約

1 5時間，空間分解能は 20μmであった。 3次元解析に使用したソフトは、日本電子

製Lambdaのソフトウェアを使用した。また空隙データ解析には、伊藤忠テクノサイエン

ス(株)の協力で、 VISILOG4を活用した。

使用した耐火物は、 SiOz-AlzO.を主成分としたもので、高炉の一部に活用されている。

NMRの試料管(5 ， 1 0 mmφ)に入るように適当に砕いた。空隙を観測するために、

溶媒を耐火物に含浸させるソルペントイメージング法を採用した。観測に使用した溶媒

は、最終的には CH 30 Dを主に用いた。効率よく耐火物に溶媒を含浸させるために、脱

気や超音波処理等を随時組み合わせて行った。

3 .結果

空隙を観測するために使用する溶媒の選択は非常に重要である。我々が検討した結果、

下記のような条件を満たす溶媒が、観測に適していることがわかった。①人体に無害で

あること，② NMRの吸収線として半値幅が狭く Eつ単一吸収を与えること，③耐火物

に浸透し易いこと，④安価なこと，⑤耐火物と反応しないこと，⑥全体の取り扱いが楽

なことである。特に耐火物に浸透し易いという点は、耐火物の組成等に依存している場

合が多く、いわゆる"相性"という項が存在していることがわかった。本論文中で述べ

た高炉に使用されている SiOz-Alz03では CH.O Dが浸透し易いが、その他転炉に使用さ

れているMgO-C系やAlzO.-C系等では別の溶媒が適していることがわかっている。

従来耐火物の空隊解析に用いられていたのは、水銀厚入法である。この方法は耐火物

に対して圧力を掛けて水銀を厚入し、その結果からどの程度の空隙があるか，そのサイ

ズはどうかを推定で求める方法である。その結巣を Fig. 1に示す。この結果は、あくまで

も推定方法である。

2次元スピンエコー法での実験結果を Fig.2に示す。 2次元法は、メモリ一等の制約も

少なく簡便なため非常に有効であるが、耐火物のように形がいびつで且つ得たい情報が

空隙の場合、どの場所を測定しているかなどが不明確であることから不適当と考えられ

る。また選択パルスで正確に狙い通りのスライス厚を得られているかなどの問題点もあ

る。更に空隙解析という点から考えると、スライス厚が 200μm以下が望ましい。し

かしスライス厚が薄くなるに連れて感度は低下することから、 2次元法の限界が考えら

れる。

対して 3次元法は、 2次元法に見られるような問題点はなく、 トータルの積算時間で

も 2次元法を多く適応した場合と大差ない。 Fig.3に 3次元スピンエコー測定にから得ら

れたすべての断面の空隙の分布状態を示す。白い部分が空隙を示しており、これらを統
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計一的な処理を行うことで耐火物'1]の空隙の(:r:.(E割合を算出することができた。 TableIか

らわかるように、マイクロイメージング法の結果は 22隙本 26. 5 %であり、水銀圧入

法にから得られた結果 (25.9%) と良く一致した。また得られたデータから VISILO

G4で画像処理をすることで、~除:の大きさの分布を容易に得ることができた。その結果

をFig.4に示す。このようにマイクロイメージング法は非破墳であることから、引き続き

別の耐熱性実験をすることができる。様々な解析から、耐熱性には 100μm以上の空

隙の存在が重要であり、小さな空隙は耐熱性にはあまり関与しないことがわかった。

4. まとめ

NMR マイクロイメージング ili は、耐火物の~隙を解析する上で、従来法では得られ

ない空隙の分布や 3次元的な現時がりの情報を与えることがわかった。つまり本手法は耐

火物の空隙解析に対して、非常に簡便且つ有効な手法と考えられる。現在、日本鉄鋼協

会では「耐火物の主主縫研究部会」を中心に、耐火物の空隙測定法の見直しを進めている。

すでに述べたように、従来の水銀j享入法には綴々な問題点、が指摘されている。我々は、

マイクロイメージング法が耐火物の空隙解析の標準法となるべく、確立した本手法を活

用して協会の標準試料等の測定解析を進めている。

参考文献

1) Callaghan，P.T.(1991)・Principlesof Nuclear Magnetic Resonance Microscopy' 

Clarredon Press ，Oxford 

2) J.H.Strange et al Magnetic Resonance lmaging Vol.12 161 (1994) 
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Fig.3 The some slice images of SiO，-AI，O九 refracloreisby 3D spin echo method 
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P77 選択的緩和法の改良とその応用
-Ascidiacyclamide誘導体の構造とコンフォメーションの椙関一

(神戸薬大・大阪薬大助)0杉浦填喜子，上垣内みよ子，
石田寿昌¥篠崎史義.

A Modificatin of the Selective Relaxation Method and its Applications -A Correlation 

between a Structure and a Conformation 01 Ascidiacyclamide Derivatives 

Makiko Sugiura， Miyoko Kamigauchi， Toshimasa Ishida， and Fumiyoshi Shinozaki 

Kobe Phannaceutical Universityand Osaka University ofOhannaceutical Sciences 

百lemodified selective relaxation methods in which出eselective non-inversion relaxation times 

(~副) were used to get cross relaxation (円)have been applied to three Ascidiacyclarnide derivatives 

(2)・(4).The dynamical simulated annealing calculations have been done using the obtained rij 
valures and the resulting proposed conformations are Type III for (2) and (4) and Ty戸 1for (3). 

τbese observations suggest伽 tthe deviation fromαsymmetry leads to the Type III conformation. 

[はじめに】

選択的緩和法])は， Selective T](T]s)， Bi-selective T](T]BS)を用いて交差緩和 (σJを求め，

その σ11から得られる H-H間距離 (r)を用いて立体化学を議論する方法で，溶液中のコン

フォメーション解析に有用である。しかし必要な刊の数に相当する 7;SとTIBSの測定を行

わなければならないため，少々実験が煩雑になる。その点を改良し，測定の数を減らすた

め， Lindonらめの Selectivenon-Inversion T] (T]副)によって交差緩和 (σi) を得る方法に注目

し，選択的緩和法の改良を試みた。

んfs=RS(alhF(U)=手Nj(Jij + R'(i) =手Njσ弓NiPij+P' (1) 

ん?(j)=RhjHERS(此)zENdJRS(i)zENKσJZNJJP(2)

YT~S-)主":NI(j)= R'(all)-R'(i" j)=N，Gu (3) 

T]副は選択的に一つの水素核だけを反転させずに他の水素核全てを反転させて得られる T]

で，Trsが(1)式のように害けるとすると， ~sni は (2) 式のように書き表される。従って

(3)式のようにRNSと有田iの逆数の差からσijを得ることが出来，選択的綾和法は， Fig.lの

フローチャートのようになる。

今回はこの方法を AscidiacycIarnide(1)の誘導体(2)・(4)に適用した。(1)は海洋生物由来

の一連の環状ペプチドの一つで，強い抗腫揚/殺細胞活性を持つ。これらの環状ペプチド

はFig.2に示されるような 3種のコンフォーマーの存在が考えられ，その化学構造特に α

対称性からのずれの度合いによって優位コンフォーメーションが変化することが示唆され

ている。そこでc2対称性からのずれの程度の異なるように合成された誘導体(2)ー(4)につ

いてその溶液中でのコンフォメーション解析をFig.lのフローチャートに従って行ない，こ

れら環状ペプチドの構造とコンフォーメーションの相関を議論すると共に，この改良選択

的緩和法について検討した。

キーワード:選択的経和法，交差緩和， Selective non-Inversion ~， Ascidiacyclamide，コン

フォメーション

すぎうらまきこ かみがうちみよこ いしだとしまさ しのぎきふみよし
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{尖験l
NMRの測定には VarianVXR・5∞(500

MHz)及びGemini-2∞(2∞MHz)を用い

た。 T1副の測定は Fig.3に示すような

DANTEpulseを用いるもの (a)と

Gaussian-shaped pulseを用いるもの (b)の

2種類を試したが，いずれのパルスシー

ケンスを用いても得られた値に大きな差

はなかった。

試料 (2)・(4)はそれぞれCDCl3に溶解

し，脱ガス，溶封して測定サンプJレとし，
(b) Fig.lのフローチャートに従ってそれぞ

れの T.測定を行った。

得られたらを束縛条件として MD計算

を行いモデlレの構築を行ったが，この計

算は graphicsQUANT A parameter setを用

いた CHARMmprogramによった。

(a) Selective DANTE 

D 皿皿皿皿一司自
90x 180y 90昆

T 

TTFヲ切に;1τ日t>
Fig.3 Pulse sequences for T1

•ni meωurments 
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{結果と考察1
Table 1，2に， (2)及び(3)の200MHz及び500MHzでの TtS，500 MHzでの T，刷の測定値

を示した。 (紙面の都合で省略するが)(4)についても同様の測定値を得た。これらの測定

値を用いて Fig.lのフローチャートに従って得られる σiiの値及びらの値を Table4にまと

めた。この Tableから (2)及び(4)でTypeIIIのコンフォメーションを示唆する空間的に接

近したfijの値が見られる。 Table4の fijの他を束縛条件として計算されたモデルを Fig.4に

示したが，予想通り (2)，(4)がTypeIIIの， (3)がType1のコンフォメーションをとってい

る。この結果から，構造がα対称からずれるとコンフォメーションがTy戸 IIIに偏ること

が示唆された。

Tablel. 0出@何回 TY卸 dT.酬 valuos01 (2) 

ob同町ed (i) NH2 NH4 H・33 H.13 NHl NH3 H・35 H・15 H.26 H.3 H・23 H.61 H・2 H・22 H-6h H・36 H・16H・27 H.281 

R岨 (200) 0.561 0.518 8.309 8.3090.541 0.533 1.143 1.155 1目1951.224 0.390 1.424 1.498 0.2宮40.693 0.693 

R叫 (500) 0.7790.69010.74311.5370.733 0.707 1.554 1.563 1.341 1.723 1.691 0.510 2.094 2.006 0.439 0.998 0.954 0.822 0.568 
soleCled 

ol 

R醐 NH2 0.739 0.708 1.553 1.559 1.351 1.813 1.7430.516 2.092 2.009 0.45-4 1∞4 0.956 0.839 0.574 

R幽 NH4 0.718 0.707 1.553 1.570 1.358 1.750 1.704 0.511 2.082 1.976 0制 61.∞o 0.959 0.830 0.573 

7戸 H.33 0.729 0.694 1.553 1.563 1.3制 1.7341.694 0.510 2.077 1.983 0.439 1.010 0.977 0.806 0.564 

T，制 H・13 0.728 0.695 1.555 1.569 1.343 1.739 1.691 0.510 2.084 1.9900.439 1.011 0.9740.806 0.571 

T，制 NHl 0.787 0.684 11.350 11.980 1.577 1.584 1.325 1.718 1.6制 0.5112.116 2.010 0.438 1.016 0.9760.809 0.565 

R酬 NH3 0.788 0ω410.750 11.430 1.576 1.582 1.324 1.725 1.665 0.505 2.113 2.0100.438 1.0130.9700.817 0.567 

R酬 H・s・23 0.788 0.69810.770 11.990 0.731 0.707 1.551 1.545 2.087 2.054 O.必61.003 0.970 0.906 0.552 

R蜘 H・2/・22 0.7ωo.ω610.73011.9100.7制 0.7101.542 1.574 1.316 1.750 1.ω2 0.518 0.989 0.9ω0.829 0.5ω 

T，刷 H-6h 0.8080.70410.58011.340 0.733 0.715 1.565 1.592 1.326 1.800 1.690 0目6532.033 1.969 0.977 0.9570.815 0.593 

T.1ift H-1的 6 0.786 O.ω911.70012.950 0.7叫 0.7141.667 1.694 1.349 1.735 1.656 0.516 2.1∞ 2.019 

Table 2. 0国@何回 T.噛 and T， "" values 01(3) 

。回erved (i) NH2 NH4 13133 33113 NHl NH3 H・35 H・15 H・26 H.2 H・22 H・16 H.36 H.27 H・71

R帽 (200)

R帽 (500)

solecled 
。)

T."‘ NH2INH4 

T，"‘ H・13133

τ? NHl 

Tア‘ NH3 

T1
SH1 H.2/22 

T，"‘ H.l町36

0.479 0.479 4.288 4.266 0.567 0.567 1.059 1.059 0.917 1.441 1.441 0.741 0.741 0.336 

0.643 0.627 6.106 5.694 0.739 0.718 1.435 1.451 1.225 1.939 1.954 0.980 0.980 0.696 0.365 

0.733 0.660 1.430 1.463 1.222 1.943 1.917 0.965 0.973 0.713 0.367 

0.720 0.703 1.444 1.457 1.193 1.925 1.939 0.963 0.960 0.692 0.344 

0.633 0.610 6.051 5.928 1.497 1.466 1.224 1.978 1.987 1.008 1.003 0.701 0.367 

0.623 0.617 6.226 6.027 1.461 1目5071.228 1.956 2.026 1.000 0.994 0.681 0.365 

0.640 0.621 5.295 5.295 0.744 0.725 1.412 1.470 1.208 1.020 1.018 0.692 0.376 

0.632 0.615 6.188 5.937 0.746 0.725 1.564 1.583 1.229 1.928 1.961 0.659 0.361 
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Table 4 The cross relaxation (σ.) and the estimated らvaluesot several proton pairs tor (2)ー(4)

(2) (3) (4) 
H-i H-j 

NH1 H・2
H・35
H・36

NH2 H・6

H・7h
H・71
H・23
H・27

NH3 H・22
H・15
H-16 

NH4 H・26
H・27
2.70 
H・3
H・6
H・71

H・2 H・3
H・22H・23
H毛hH・61
H-6 H・7h

H・71
H・13H・36
H・33H・16
H・15H・16
H・35H・36
H・26H・27

σ‘110ーaσ;}， r/A 
σ“'/10.2σS

ー;1 
rjl A 

a'/1oaσ-= -1 
2.2 3.10 0.9 1.0 3.52 -3.59 

0.9 3.57 2.9 2.96 1.1 
2.1 1.7 3.12 -3.23 1.4 2.4 3.34 -3.04 3.7 

h 4.5 7.5 2.74 -2.51 1.2 2.1 
2.2 3.08 

2.3 1.6 
1.2 3.18 2.0 

1.4 1.8 3.33 -3.21 3.5 1.5 
2.3 3.06 4.2 

0.6 3.87 1.3 1.8 3.39 -3.19 1.3 
0.8 3.69 2.5 3.02 0.9 

1.4 1.7 3.32 -3.22 1.2 2.1 3.39 -3.13 3.7 
0.9 3.57 1.1 1.8 
1.1 3.46 3.5 2.87 4.1 4.4 

1.6 0.9 3.26 -3.60 3.2 1.6 
h 2.8 3.6 2.97 -2.84 0.8 

2.1 
0.9 3.59 0.9 

1.2 3.44 1.6 1.9 
43.0 1.88 

2.2 
0.8 

0.9 1.2 3.56 -3.42 0.6 2.4 
0.8 2.5 3.69 -3.02 0.6 1.3 
4.9 2.70 4.1 
4.4 2.76 4.2 

1.6 

(2 ) 

(4 ) 
(3 ) 

Fig. 4 Stereoscopic drawings of molecular conformations calculated using 
the fij values for (2)・(4)

【参考文献]1) T.Sai， N.Takao and MふIgiura，Magn.Resn.Chem. 30， 1041 (1992) 

2) M.Liu， R.D. Farrant and J.Lindon， Magn.Resn.Chem 30， 173 (1992) 
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P78 等価核のNMR的非等価性に着目した対称分子の構造解析(第5報)

10 PASS-ROESY;:去
(北大・農)川端潤、 O福士江里

Structure Elucidation of C2 Molecules from a Viewpoint of Non-equivalency 

of Equivalent Nuclei in NMR (Part V). 10 PASS-ROESY 

Jun Kawabata and Eri FukushL(Faculty of Agriculture， Hokkaido University) 

In a C2 symmetric molecule， hopeaphenol (1)， discrimination 01 intra-unit NOE 

(H-8b州・14b)and inter-unit NOE (H・8b州・14b')was achieved by 1D PASS-ROESY. 

The L.R JCH would appear as the displacement 01 ROE signals in two subspectra of 
3 

PASS-ROESY. In this experiment， the displacement by uJ(C幽 8b州ぺ4b)was observed 

in the ROE (H-8b/H・14b)signals， indicating the contribution 01 intra-unit ROE. 

(1 )概要

昨年の本討論会で， 1 D PASS-NOESYスペクトルの相関ピークにあらわれる遠隔C-H

カップリング(凹JCH)の値を利用して対称化合物のユニット内NOEとユニット間NOEの

区別に初めて成功したことを報告した1) 今回は，この方法をさらに分子量の大きな化

合物に適用するため， 1 D PASS-ROESY法について検討した.モデル化合物として天

然のテトラスチルベンhopeaphenol(1)を選び， H-8b州・14b(ユニット内ROE:太線矢EP)

とH-8b削・14b'(ユニット間ROE:破線矢印)の区別を試みた.このとき， H・8b州・8b'聞のJ

カップリングを経由するTOCSY -ROES Y偽ピークを生じたため，プロトンの中心周波

数を遠ざけスピンロックにDANTEパルスを用いた.その結果，得られた2本のサブスペ

クトルにはLRJcHのず・れがあるユニット内のROEを観;nlJできた(Fig.1).

HO 

OH OH 

OH 

14b 

tJ.1=3.88 ms 

tJ.2=0.4s 

LRJCH tJ.3=1.94 ms 

τm=O.4s 
27136 scans， 23 hr each 

Fig.1 Part 0110 PASS-ROESY spectra 01 1. 

Pulse sequence used was Fig.3a 

Key Words: C， symmetric molecule， isotopomeric asymmetriy， PASS-ROESY， intra-linter-unit NOE 

かわぱたじゅん.ふくしえり
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(2)方法および結果

C2対称分子は2つの等価なユニットからなり，通常のNMRスペクトル上では2つ分の

シグナルが重なってあらわれるため，たとえば， 1においてH-8b/H-14b(ユニット内:太

線矢印)とH・8b削・14b'(ユニット間:破線矢En)のROEは通常の方法では区別できない.こ

の分子の等価なカーボンc・8b，C・8b'に着目すると， NMR活性な13Cの天然存在比が

1.09%と低いことから， C-8bとC-8b'の両方が12C(Fig.2a，97.8%)，どちらか一方が

13C(Fig.2b，2.18%)，両方が13C(Fig.2c，O.01%)の3種類のアイソトポマーに分類され，そ

れぞれの存在割合が2桁ずつ異なることからNMRの測定法によって観測し分けることが

可能である.ここではC-8bが13C，C・8b'が12Cであるアイソトポマー(b)を観測する.

(a) 97.8% (b) 2.18% 

諮る。
Fig.2 Three isotopomers 01 1 in regard to carbon-8 at natural abundance 

(c) 0.01% 

PASS法では2本の一次元スペクトルを測定する.パルスシーケンス(Fig.3a)中のカ

ーボン選択パルスによりC・8bが13Cであるアイソトポマーだけが選ばれ，H-8bは1JCHで

分裂して2本のサテライトシグナルを与える.そのそれぞれにフロトンの周波数中心 ν。
を置いて一次元スペクトルをひとつずつ測定すると，求めようとする ROEが

H-8b州・14b(ユニット内)ROEであれば2本の一次元スペクトルのROESY相関ピークは

3J(C・8b/H・14b)でずれてあらわれ， H-8b/H・14b'(ユニット間)ROEであればピークはずれ

ない(4J(C・8b/H-14b')"-"0)はずである.

司

ζA
 

山山U
H
 

}
 

a
 

l
 

1t.l同t.311111111111..111111 人

凶 r

c 
‘ト司開帽E・・・
BIRD 

d土~ 目|;|:|供
c 

可E町、
・一一-・ー一ー一一一一一+

PASS ROESY 

. Fig.3 Pulse sequences lor 10 PASS-ROESY. 
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RD=repetition delay 
a 1=1 f2(1JCH) 

a2=BIRD delay 

a3= 1/4( 1 JCH) 

中1=04142434

中2=13132020

中3=31310202

中4=016216

中5=02
中6=0022
中R=02201331

20023113 



すでに報告したPASS-TOCSy
3
)と同様に作成したPASS-ROESYシーケンス(Fig.3b)

ではROESY部分には比較的弱いパワーで照射するスピンロックを採用した.ところが

H-8bとH-8b'の聞に強いTOCSYピーク(ROESYピークと逆の位相)が出現し(Fig.4)，

TOCSY -ROESY偽ピーク(ROESYピークと同じ位相)があらわれるおそれが生じた.

今， Fig.5aのように，求めようとしているROEがH・8bからH-14bへのユニット内ROE

だとするとH-8b'とH・14b'も閉じ関係にあり， H-8bからH・8b'へTOCSY磁化移動が起こ

ればH・14b'にはTOCSY -ROES Y偽ピークが出る. H-14bとH・14b'はほぼ同じ位置で

ROEピークとTOCSY -ROES Y偽ピークの位相は閉じなので，ふたつのピークが重なる

ことになる.また， Fig.5bのように，今，求めようとしているROEがH-8bからH・14b'

へのユニット間ROEだとしても同様にH・14bにはTOCSY -ROES Y偽ピークが出てしま

う.すなわち， H-8bからH・8b'へのTOCSY磁化移動があるとユニット内ROEである

Fig.5aとユニット間ROEであるFig.5bとの区別ができない.このため， 8bから8b'への

TOCSY磁化移動を抑える必要がある.

1 50mglO.5ml acetone-d6 
RD=2.0s 

d.1=4.00ms 

d.2=0.4s 

品3=2.00ms

τ何千=0.4s 
5120 scans. 7 hr each 

Lにみ)J人φ ノ e e 
合ぉ③

@一⑪

638b 
4.4 4.2 4.0 3.8 

Fig.4 Part 0110 PASS-ROESY spectra of 1. 

Pulse sequence used was Fig.3b 
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(b) 

通常のROESYスペクトルではTOCSYピークを抑えるためにフロトンの中心周波数ν。

を遠ざけて測定する2). PASS法ではプロトンの中心周波数の設定でサテライトピーク

の一方を選択しているために ν。を無秩序に動かすことはできないが，各々のサテライト

ピーク上から1J
CHの2倍ず・つなら動かすことができる3) ところが，シーケンスを通じて

ROESYスピンロックにちょうどよい弱いデカッフラーパワー(π12=100μS)を使用して

いたため，中心周波数を遠ざけた時にパルスの不完全性のためかPASSの部分がうまく

働かなくなった.

そこで，より強いデカップラーパワーが使え，また， TOCSYピークを抑える効果も

あるといわれているDANTEパルスによるスピンロック4)(Fig.3a)を試みた(π12=40μs).

中心周波数を1J(C-8b州・8b)の2倍ずつ低磁場へ動かして行ったところ，その12信のとこ

ろでH・8bとH-8b'の聞にTOCSY-ピークが出なくなり， H-14bへのTOCSY -ROES Y偽ピ

ークの寄与はなくなったと考えた.
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またPASSには13Cの選択励起パルスが含まれている.1の13C_NMRで、はC・8bはC・8，
と1.5ppm程しか離れていないうえに、 H-8bの左側のサテライトピークと、 H-8aの右佃

のサテライトピークがほとんど閉じ位置にある(Fig.4)ため， H-8bの左のサテライトを宣告

択励起する時にH-8aの右のサテライトも励起されやすい.ここでは選択パルスの不完

全性による不要シグナルを抑えるために13Cパルスを両方とも選択パルスとしこの間の

磁化展開を抑えるためにlHスピンロックを使用する選択励起5)の改良法を用いた.

以上の点を検討・改良し，パルスシーケンス Fig.3aを用いて得られた1の10

PASS-ROESY法の2本のサブスペクトル中のROEピークにはLRJCHのずれがあり (Fig.1)，

ユニット内のROEが強くあらわれていることがわかった.

(3)おわりに

PASS-NOESYやROESY法に遠隔力ッフリングがあらわれることを利用して，これ

まで不可能だった対称化合物のユニット内NOEとユニット間NOEの区別に成功した.

PASS法には求めようとする遠隔カッフ.リングを長い時間展開させる必要がなく，磁

化の減衰やプロトン同士のカップリングに悩まされることがない.遠隔カップリングを

二つのピークのずれとして読む利点はこれを一次元化したPASS法でより発揮すること

ができ，対称な系に限らず今後使われるものと期待される.
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P79 ガマ毒bufadienolideの二次元NMRによる

(神奈川大理)

(北陸大薬)

帰属とその応用 (6)

釜野徳明、 O野川俊彦、富岡靖、張恵平、小竹文乃

木津治久

Structural Assignment and Application of Toad Poison Bufadienolides 

by 20 NMR spec回 (6)

Yoshiaki Kamano， OToshihiko Nogawa， Osamu Tomioka， Hui-ping Zhang， 
and Ayano Kotake 

(Faculty of Science， Kanagawa University) 
Haruhisa Kizu 

(Faculty of Ph紅 macy，Hokuriku University) 

We wish to present the perfect structural determination of 20(S)，21句 oxy-

resibufogenin (2)， 14 s ，15 s・epoxy-digitoxigenin(4)， and 19・oxo・desacetyl-

cinobufotalin (6) were isolated from the Chinese drug Ch'an Su. For structural 

assignment， 20 NMR spectral techniques were used， in addition to 10 NOE difference 

spectra. In Table 1 ， structural assignment of bufadienolide (1)ー(6)were indicated. 

Also， in Fig 2， NOE result of 20(S)，21・epoxy-resibufogeninwas shown. Separation 
of bufadienolides on the hydrophobic gel carrier HP-Cellulofine， which was usuful 

for sepむ ationof the mixture and minor constituents ， were illustrated in Fig 3 . 

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。その構造は、ステロイド

17β位に α-pyrone環を有し、 A/Bcis、cρcisのユニ}クな構造を持ち、 NMRスベ

クトルもその特徴を示す。演者らは、今までに漢薬センソCh'anSuの主要

bufadienolideの400MHz20 NMRスベクトルを測定し、化学構造の帰属と立体的考

察を行い、 1)ついで側鎖α-pyrone環開裂体、 2)3) A環ラクトン体、 4)および3位と

5位のoxime体の構造解析を行っている。 5)

今回、新たに漢薬センソから新しい方法で単離した 3種の微量bufadienolidesA， 

B，およびCの詳細な20NMRスベクトルによる解析により、それぞれ、 Aを20(S)，21・

epoxy-resibufogenin (2)、Bを14s 15 s -epoxy-digitoxigenin (4)、およびCを19・oxo・

desacetyl-cinobufotalin (6)と決定した。そこで、 (I)NMRによる構造決定の詳細、 (2)従

来不明であった20(s)，21・epoxy-resibufogeninのNMRによる絶対配置決定について報

告する。

なお、今回複雑なmixtureと、微量成分分離に有効であった、疎水性ゲルによる分

離法もあわせて報告する。

かまのよしあき、 Oのがわとしひこ、とみおかおさむ、ちょうけいへい、

こたけあやの、きずはるひき
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キ}ワード ガマ毒、 bufadienolide、2DNMR、NOE、疎水性ゲル

実験

機種:JNM-4∞スベクトロメ}ター

サンプル:20(a)，21・epoxy-resibufogenin、14s 15 s・句oxy-digitoxigeninは重クロロホ

ルムに溶解し、 19・oxo・desacetyl-cinobifotalinは重クロロホルム/重メタ

ノ}ル (7: 1)に溶解した。内部標準としてTMSを用いた。

測定法:IH-NMRは399.65MHzで、I3C・NMRはl00.40MHzで記録、 NOE差スペクト

ルは20(S)，21・epoxy-resibufogeninに対しては照射パワーを 85，90，350，380，400

の順に用い、 19・oxo・desacetyl-cinobifotalinに対しては 300，350を用いた。

結果

I.20(S).21・eooxv-resibufogenin(2). 14 s 15β・eooxv-digitoxigenin(4) . 19・oxo-

desacetvl-cinobufotalin (6)の構造決定

漢薬センソCh'anSuより、主として疎水'性ゲル担体HP-Cellulofineを用いるクロマ

トグラフイ}により、加fadienolidesA. B およびCをそれぞれ単離した。

bufadienolide Aは、スベクトルの検討により20，21・epoxy-resibufogeninと推定し、

IH，I3C-NMRスペクト jレデ}タを以前報告されているものと比較し、構造.(2)を確認

した。但し文献では、 20，21・epoxy基の絶対配置は不明であった。 6)

bufadienolide B も同様に、スベクトルの検討により 14s 15 s・epoxy-digitoxigeninと

推定し、 IH，13C-NMR、2D-NMRスペクトルデータをdigitoxigeninのそれと比較する

ことにより、構造(4)を確認した。

bufadienolide Cは、 IH，13C-NMRスペクトルデ}タよりアルデヒドの存在がわか

り、構造型6)を推定した。ついで、 IH-IHCOSY， HMBC， HMQCなどの2DNMRや

NOE差スペクトルを詳細に検討することにより構造.(6)を確認した。

HO 

resibufogenin (1) 

HO 
H 

digitoxigenin (3) 

HO'vhvHO  H 

20(S)，21-epoxy 14β，15β-epoxy 
・民sibufogenin(2) ・digitoxigenin(4) 

Fig.l 
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HO 
OH 

desacetyl-cinobufotalin (5) 

O、
、CO

OH 

HO 
OH 

19・oxo・desacetyl
-CInobufotalin (6) 



Table 1. 13C-NMR Chemical Shifts of Bufadienolides (2). (4). (6) 

CNo. (2) (4) (6) CNo. (2) (4) (6) 

l 29.48(t) 29.48(t) 17.35(t) 13 44.05(5) 45.36(5) 44.73(5) 

2 27.85(t) 27.86(t) 26.38(t) 14 75.23(5) 74.02(5) 71.85(5) 

3 66.71(d) 66.72(d) 66.26(d) 15 59.87(d) 58.75(d) 61.57(d) 

4 33.23(t) 33.25(t) 37.00(t) 16 28.60(t) 30.73(t) 71.47(d) 

5 35.88(d) 33.16(d) 74.20(5) 17 51.73(d) 46.89(d) 51.72(d) 

6 25.73(t) 25.68(t) 35.33(t) 18 16.24(q) 15.83(q) 16.88(q) 

7 20.72(t) 20.72(。23.13(t) 19 23.72(q) 23.73(q) 208.49(d) 

8 39.19(d) 35.93(d) 33.13(d) 20 56.51(5) 173.03(5) 117.63(5) 

9 33.17(d) 39.36(d) 42.07(d) 21 84.58(d) 73.71(t) 150.61(d) 

10 35.48(5) 35.48(s) 54.54(s) 22 147.91(d) 118.84(d) 149.58(d) 

11 20.61(t) 20.82(t) 21.48(t) 23 121.41(d) 174.05(s) 113.21(d) 

12 39.70(t) 38.23(t) 39.59(t) 24 159.87(s) 163.01(s) 

E.20(S)，21・epoxy-resibufogeninの絶対配置決定

従来不明であった α-pyrone環上の20，21・epoxyの絶対配置をNOE差スベクトルの

詳細な検討により、 20S体であると推定した。その結果を Fig2に示す。

。

H 
H 、J、NOE

H 

Fig.2 

E.疎水性ゲル担体HP-Cellulofineによる分離

従来、ガマ毒bufadienolideの分離にはシリカゲルやアルミナが用いられてきた

が、疎水'性ゲjレSephadexLH・20を用いると、より良い分離が得られることを見い出
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し、 7)さらに、日本製の疎水性ゲJレ担体HP-Cellulofineを用いた分離についても報

告している。 8)9)今回、この疎水性ゲル担体HP-Cellulofineが、 3種の微量

bufadienolideの分離に非常に有効であった。その結果を Fig3に示す。

cinobufagin cinobufagin 
c二---二3

r官喧ibufogenin
・・・・・・・・圃・・・・・・・・・・・・・

resibufogenin 

・・・圃・・・

4
1
m
 

4
t
M刊

斗

Eω

20，21・epoxy-resibufogenin
圃圃圃圃

十 I
60 80 

十
間

20，21・epoxy-resibufogenin

column;世19mmX500mm

solvent ;且-hexane/CH2CJ2/Me<コH(4:5: 1) 

S阻 Ipleweight ; 600.0mg 

1 fr鉱山n;100drops 

column;世19mmX500mm

solvent; n-hexanelAcOEtlMeOH (4:5: 1) 

sample weight ; 189.0mg 

1 fraction; 1 OOdrops 

Fig.3 

考察 今回、単離した化合物 (2)(4) (6)の13CdataをTable1に要約したが、 lH

dataの帰属も完了している。 20，21・epoxy-resibufogeninの絶対配置をNOEにより 20S

体と推定したが、スベクト Jレ上20R体と思われる小ピークの混在が認められるた

め、さらに詳細に検討したい。また、疎水'性ゲlレ担体HP-Cellulofineによる分離に

おける溶媒による分離の違いなどについて、今後も実験を行う予定である。
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P80 
セイタカアワダチソウ SolidagoaJtissi.刷 L.の生物活性

ジテルペンの二次元NMRスペクトル

(神奈川大理)釜野徳明、 O小竹文乃、中山朋大、山下晃太

20 NMR Spectra of Biological Active Oiterpenes 

IsoIated from Solidago altissima L. 

Yoshi北iKamano. OAyano Kotake. Tomohiro Nakay叩 la.

and Kohta Yamashita 
( Faculty of Science. Kanagawa U凶versity) 

As a part of our search for constituents of plants which is overgrown around us. we 

pervio田 lyhave reported aIleropasy materials which were cisltrans-matricaria 郎防(A)isolated 
fromr，∞ts of Solidago altissima L. by u却 ofanewbiωssay screening白紙 inhibitcell division 
of sea urchin egg. In continuation of investigation. we newly isolated two active diterpenes • B 
姐 dC. Compounds B and C were elucidated to be Kolavenic acid (1) and Solidagonic acid (2) 

respectively by detailed 10 and 20 lHl13C N恥偲spec回 1data. Completed NMR spectral data 
of Kolavenic acid (1)姐dSolidagonic acid (2) were firstly presented in也iswork. Also. the 
NOESY. solvent effects and changing by temperature in NMR studies were performed. In 
addition. the biological activities of diterpenes. B and C were disc凶 sed.

緒言

北アメリカ原産の多年草であるセイタカアワダチソウ Solぬ goaltissima. Lは、他の

植物の成長を抑制するアレロパシ一物質を分泌し、範囲を広げ、土手や荒れ地に大群

落をつくることで知られている。我々は、簡便なスクリーニング法であるウニ受精

卵々割阻害作用やマウス白血病細胞P388に対する細胞毒性を指標に、身近にかつ大量

に存在する植物の活性物質を探索し、セイタカアワダチソウ根茎部から、活性物質を

単離し、それがアレロパシ一物質の cisI trans“dehydromatricaria ester (A)であること

を既に報告した1)。その後、検討を続け、新しく活性物質を単離した。詳細な2D

笈狗MHzNMRスペクトル(田ICOSY、HCCOSY、E品侶Cなど)を用いた解析によ

り、いづれもジテルベンカルボン酸の Kolavenicacid (B)とSolidagonicacid (C)である

ことが分かつた。いづれも既知化合物2)，3)であるが詳細なスペクトルの報告はこれ

が初めてであり、またこの実験によってNMR帰属の不明な点が明らかとなった。ま

た、 NOESY測定を行い興味ある知見を得、さらに、温度変化による影響や各種

solvent (CDC13、CsDsN、CD300、cα4など〉を用いる溶媒効果を検討した。

一方、ジテルベンBおよびCに対して、上述の活性以外に、ウニ精子酸素呼吸阻害

作用を検討し、興味ある知見が得られたので併せて報告する。

キーワード

Solidago altissima L.、diterpene、20NMR、NOE、生物活性

かまのよしあき、 Oこたけあやの、なかやまともひろ、やましたこうた
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12 

R=H Kolavenic acid (1) 
R=OCOC民 Solidagonicacid (2) 

Fig.l 

.'・-司 NOESY

Fig.2 

実験

試料:大学キャンパス周辺で採集したセイタカアワダチソウの根茎部5.16kgを混合

有機溶媒で抽出、減庄下で濃縮した。抽出物400gを分配し、 Hexane、

AcOEt、 BuOHおよびMeOH.H20の各可溶部を得た。活性のあるHexane可溶

部，70gとAcOEt可溶部30gをSi02、OOSおよびSephadexLH-20を用いたカラム

クロマトグラフィーにより、 Hexane可溶部より活性物質B4ωmgを、 AcOEt

可溶部より C1蜘 ngを単離した。

NMR測定:機種 JNM-EX40および JNM-A気治スベクトロメーター

1.活性物質BおよびC各2伽砲を0.5m1重クロロホルムに溶解、内部標準にTMSを使

用、 10 (明、 13C、OEI守)および:20NMR (HH COSY、CHCOSY、lTh届C、

NOESY、HOHAHA)を機種JNM-A気治で測定した。 (lH笈)().∞MHz、13C

125.6~佃zで記録。)

2. solvent効果に対しては、 BおよびC1伽ngをCDC13、C0300、(CD3)zCO、

Cp州、 CJJ6およとたCl4に溶解した。温度変化に対しては、測定温度を 50、

40、25、10、0、・5'Cと変化させlHNMR(4∞M却を測定した。

3. BおよびCの各重量3、10、20、30mgをCDC13に溶解させ、 lHNMR(4∞MHz) 

を測定した。
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Table 1 13C姐 d1 H NMR data of Solidagonic acid (2) in CDC13. 

No. 813C 81H HMBC No. 813C 81H HMBC 

1α 17.93 t Ca 1.58(2H) 11α 37.25t l..54m 
1β 11β 1.45m 
2α 26.66t Ca2.<D(2H) 12α 38.22 t ca 1.66(2H) H14.H16 
2β 12β 

3 1却 .12d 5.168 H19 13 1臼.ωs H16 
4 144.45s HI8， H19 14 115.侶 d 5.ωd H16 
5 37.358 15 171..59 s H14 
6α 39.如 t 214剖 H7.HI8 16 19.45q 2.18s(3H) H14 
6β 1.14dd 17 12.04q 0.92 s (3H) 
7 75.20d 5.13q H17 18 21.41q 1.19 s (3町 H6β 
8 38.22d 1.6“q H8 19 18.∞q L毘 s(3町
9 38.42s H17 20 19..59q O.99s (3H) 
10 46.33 d 1.39dd HI8.H20 170.77s H2' 

2' 21.44q 206s 

結果・考察

1. Kolavenic acid (1)及びSolidagonicacid (2)の構造決定

活性物質BおよびCを、それぞ、れKolavenicacid (1)、 Soli也go凶cacid (2) (F:迫.1)と

決定した。 Solidagonicacid (2)のlHおよび13Cケミカルシフト値とHMBC相関を

Table 1に示す。

2. solvent効果

(1)両化合物の∞30D、(∞3):zCO中での高磁場プロトンシグナルは、他の

solventに比べ、各位シグナルの重なりが少なく観測された。

(2)両化合物のピニルメチルプロトンシグナルH16とH19は、 cρ5NおよびC6D6

中において血.gletとして観測され、他の回Ivent中ではdoubletおよびbroadqurtetと

して観測された。この際、 H16のC5D.到中でのシグナルは他のsolventの場合よ

り、著しく低磁場シフトした。

(3)両化合物のメチレンプロトンシグナルH6α.s、E也、 H12とメチンプロトンシ

グナルのケミカルシフトは、各solvent中でそれぞれ異なるケミカルシフト値を示

した。

(4)化合物2におけるメチンプロトンシグナルH3とH7は、 CDCl3、CD30D、

C04、(CD3)2CO中では、 H7はH3よりも高磁場に観測され、 C5D_sN、 CJ)6中で

は、 H7はH3よりも低磁場に観測された。さらに、H7とH3のシグナルは、 C5D5N

とCJ)6中では良い分離を示したが、他の鈎，lvent中では互いに重なっていた。この

違いは、 solventの極性および磁気異方性あるいは分極率の違いから生じるもの

と思われる。

3.温度効果

(1)両化合物のピニルメチルプロトンシグナルH16、日19は、 CDCl3中で温度の上

昇により singletからdoubletに変化し、 CD.30Dではbroaddoubletからbroadqurtetに
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変化した。

(2)両化合物のメチレンプロトンシグナルH6α，sは、 CDCl3およびCD30D中で温

度の上昇により低磁場シフトを示した。

(3) 化合物2のCP~ 中でのアセチルプロトンシグナルは、温度が低下するに伴

~~singlet からdoublet に変化し、メチンプロトンシグナルH7は、 broadqurtetから

singletへと変化した.
4.試料護度の効果

両化合物とも、大きな変化は観測されなかったが、濃度が高くなるにつれ、シグ

ナルの分裂低下が見られた。

5. NOESY測定

両化合物ともI~H3と 17-CH3および1~αちと20-αちとの間にNOEが観測され
た。化合物2のデータをFig.2に示す。

生物活性

活性物質BおよrJCは、ウニ受精卵々割限害作用 (A)、マウス白血病細胞回88(B)に

対する細胞毒性およびウニ精子酸素呼吸阻害作用(c)を示した (Table2)。アセチル

基を有するCはBに比べこれらの生物活性は著しく低下した。

Table 2 Biologi伺 1activities of Kolavenic acid (1) and Solidagonic acid (2). 

Activity ICso (μglml) 

Bi伺鑓ay
1 2 

(A) 1出 bitionof cell divisi叩 17.3 28.3 

d鎚 awchine路

(B) cyt即刻cityofP3邸 4.9 >50 

(c) 1曲ibiti叩 ofJ1ω:pirati叩 24.4 却 .0

of総 aur由inspenna伏ll.OOll

謝辞
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P81 HMB C法の新しい応用測定・・・生合成研究への応用

--TANGO・HMBCについて---

東大・農、*東大・分生研 O降旗一夫、*渡辺裕之、*瀬戸治男

New application technique of HMBC --TANGO-HMBC 

K. Frihata， H. Watanab♂ and H. Seto* 

Division of Agriculture and Agricultural Life Sciences， University of Tokyo 

事 Instituteof Molecular and Cellular B iosciences， University of Tokyo 

ln the biosynthetic studies of natural products， it is sometimes required to observe 

1，3-13C_13C couplings to prove rearrangement. However， the smaIllong range couplings 

(0・3Hz)hamper to detect such long range couplings. In order to overcome this 

problem， we have developed a new technique named T ANGO-HMBC， which consists 

of a combination of HMBC and TANGO pulse sequences. This method enables to detect 

HMBC c ros s peaks from t he proton s atellite p e aks directly b onded to c arbon-13. B y 

incorporation of the TANGO sequence， conventional HMBC cross peaks are suppressed 

or 0 bserved with very low i ntensity. 1 ts application to biosynthetic studi巴s0 f 

menaquinone labeled with [U-'3C6]-glucose is described. 

天然有機化合物の生合成経路の解明の一つの有効な方法は、ダブルラベル実験であ

る.この方法のポイントは、 IlC-Il C結合を有するラベノレ体を用いて、そのけ C-リ Cス

ピン結合の観測によって標識位置を決定することであるが、場合によっては転位反応

のため 13C_12C_'lCという位置関係になる.スクアレンからトリテノレベンが生成する過

程を図 1に示す、日 C-13 Cラベル体がし2転位反応により IlCHl-llCH-'lCH・の 1，3の関

係をとっている。この 1，3の関係において、 11ccは通常数Hz程度になるため、従来法に

よってはこの関係の証明は不可能であった.この問題を解決するための一つの方法と

して、 13Cに直接結合したプロトンのサテライトピークを利用して HMBCクロスピーク

を観測する新しい応用測定、 TANGO・HMBC法の開発検討を行い、良好結果を得たの

で報告する.

図 2に 11Cに直接結合した水素

と、 13Cに直 接結 合した水素との

HMBCクロスピークパターンを

示す。 llCに直接結 合した水素は

その水素と 13Cの化学シフトの位

置 広一つの HMBCクロスピ}ク

を与えるのに対して、 13Cに直接

結合した水素は '1c・11結合により

大きく分裂し、そのサテライトピ}

クの位置に二個のクロスピークを

TANGO・HMBC

ーH3-*CH3b11.Mgration-f! 
-C-C-C一一一→ -CーC-Cー

J'.2 = 35陶 60Hz J，.， = 0“3 Hz 

Squalene Triterpene 

図1. トリテノレベンの生合成

ふりはたかずお、わたなべひろゆき、せとはるお
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与える.この 13Cに直接結合した水素か

ら三結合離れた炭素との HMBCクロス

ピークを観測するこ とにより、転位反

応により生じた 13C_llC_13Cの 1.3の関

係を証明することができる.

パルス系列

従来型HMBCでは、け Cに直接結合し

た水素からのクロス ピークを消去する

ために 10w-pass-J・fi1terを使用してい

る。この low-pass・1・filterを取り除い

た場合 は 、 従 来 型 HMBCクロスピーク

に加えて、 13Cに直接結合した水素から

のクロスピークが混在して観測される

ため、スベクトノレは非常に複雑となり

解析は困難となる.これに対して、 13C 

に直接結合した水素からのクロスピー

ク の みを観測する目的で考案したのが

TANGO・HMBC(図 3)である. HMBC 

の最初の励起パルスを TANGOパルスけ

とspin10ckパルスに置き換えている。

T ANGOパルスの原理

図4にTANGOパルスのペクトクモデ

ルを示す。 X紬方向に 135.パルスをか

けると、 Z磁化は Y軸方向に 135度回転

する。スピン展開時間 (τ) の後、

direct b ond由来の速いスピン (F)と

遅いスピン (S)が円錐上の X軸方向に配

向する。この時 10ngrange由

来の磁化 (L)はその地点に留まる。

この段階で 180.パノレスを水素と

炭素に同時に加えると、 10ng

ra n ge由来の磁化 (L)は 180皮反

転する。また、速いスピン (F)と

遅いスピン (S)も同時に反転する

が、スピンFとスピンSの入れ替

MVA pathway 
H-2 

内?ヘ、
〉 2Y?〉

''''''一…e… ・ ・ ・

no州 VA附 way TtbiLc 

_̂7¥ 
、'̂ ~Cと、 ~C--.. __ 
lJC' 2 !J 4 '"  

H-2 

C-4 

図2_HMBCクロスピーク模式図

6，・3.5msec 62-60 -70 msec 

IdtlsQニ且M且E

企，・3.5m同 C62-60-70 msec 

企戸3.5mscc 62-60.... 70 mscc 

図3_ パルス系列
a)_ HMBC b)_ TANGO-HMBC 

c). Decoup1ed-TANGO-HMBC 

TANGO (Testing for Adjacent 

Nuclei with a Gyration Operatc 

マム茎
えが起こる。更に同一スピン展開

時間 (τ)後には、速いスピン (F)

と遅いスピン (S)は円錐上の +Y

軸方向に配向する。一方 10n g 

ra n g e由 来

e
v《nu 

oo 
-

B
B
E
E
s
t
-
-
v
 

uH 
C
 

ぎ」x署長
図4.TANGOパルスの原理
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の磁化 (L)は-y軸方向のに留まっている。

この状態でX軸方向に 45' パルスをかける

と、 longrange由来の磁化はZ軸方向に、
合CH"'l1

direct b ond由来の 速いスピン(F)と遅い J )Vハ

スピン (S)はY軸方向に配向する。この Y軸ー CトIy--CHM-CHX- ， 11 . 

方向に配向したスピン (F)とスピン (S)のみ 2JCH3A-CM 1 1 1 I 1 111 

をHMBC二次元展開する。 longr ange由 .11. ，11111 I111111 1 

来の磁化はZ紬方向に配向しているため観 占州\1\..1いM川..1州州川lωゆ川J内川9バA川↓，U↓~J山川川』リ哨仇叫~~んバいl~\~いいt↓け川.u川l
測されない。しかし、 TANGOパルスだけ

では、この 1ong r ange磁化を消去する

ことは閤難である.この TANGOパルスの

不完全さを補うために、 Y軸方向に spin

lockパルスを加え、 Y軸方向の磁化の位相

を揃えると同時にz軸磁化を消去する。

TANGO・HMBC

45 

45 

50 ss 

50 55 

60 65 

60 65 

70 (mscc) 

70 (msec) 
TANO・HMBC法にとって重要なパラメー

タは、適切なスピン展開時間の設定である。

図5は TANGO司 HMBC法において、ダブル

図5.スピン展開時間(ム)とクロスピーク強度
二重標識体メナキノン メチル基(Bl，Cl)

ラベノレされたスピン系 -CHy-*CHM(

世 CH3A)-CHx-のメチノレ基プロトンに注目して、一結合、二結合の炭素とのスピン結合

によるクロスピーク強度とスピン展開時間の依存性についてプロットしたものである。

どちらも direct bond由来の 1・modurationを受け、 sin eカ}ブを描くことがわか

る。例えば τ=60msecのときは一結合の炭素によるシグナノレは S/Nよくが観測され、

ニ結合の炭素では S/Nの低下のため観測ができない。それに対して τ=64msecでは、

一結合の炭素シグナノレは低く押さえられ、逆に、ニ結合の炭素によるシグナノレは S/Nを

増加していることがわかる.このように、 TANGO・HMBC法ではスピン皮肉時間の設

定如何によっては、クロスピークの観測されないことがある。

図6は、モデノレ化合物として二重標識体でラベノレされたメナキノンを用いて、従来

型 HMBCスベクト/レ(左)、 TANGO・HMBCスベクトノレ(中)、 Oecoupled・TANGO-

HMBCスペクトノレ(右)をそれぞれ示す。

従来型HMBCスベクト Jレ(左)では、 Bl、Clのメチノレ基のサテライトプロトンから

のBト B2、Cl・C2のHMBCクロスピークが綴測され、それと同時に、従来型 HMBCク

ロスピークも観測される.。このスベクトルでは、サテライトプロトンからのクロスピー

クと従来型 HMBCクロスピークが混在しているため、スベクトルは複雑となり解析が

困難となる。一方 TANGO・HMBCスベクトル(中)では、従来型 HMBCクロスピーク

が非常に低く押さえられ、サテライトプロトンからのクロスピーク Al・A2、B1・B2、

C l-C 2等が明確に観測され解析が可能となっている。しかし、このスベクトルの一つ

の問題点は、サテライトプロトンが 1JCIIにより大きく二本に分裂するため、クロスピー

クも二本に分裂して観測されることである。そのためクロスピークの位置は 10プロト
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ンNMRスペクトルに対応せずに、スペクトノレが複雑な場合解析が困難となる。この問

題は Decoupled T ANGO・HMBC法により解決される o Decoupled T ANGO・

HMBCスベクト Jレ(右)では、スベクトノレは単純化され、二つに分裂したクロスピ}ク

は一つになり、クロスピークの解析は従来の HMBCスベクトノレと同様、 lDプロトン

NMRの化学シフトに対応するため容易になる。このスベクトルを測定する場合は、従

来型HMBCクロスピーク強度が低く押さえられ、解析に問題がないことを確認してお

く必要がある.

まとめ

TANGO・HMBC法は 13Cに直接結合したサテライトプロトンからの HMBCシグナル

を観測する方法であり、従来型 HMBCクロスピークの強度をいかに低く押さえること

ができるかがポイントとなる。この方法を使用するに当たっては、励起パルスの前に

BIR Dパルスを導入し、 longr ang由 来 のZ軸磁化を低く押さえてから測定すると効果

的セある。スペクト Jレを単純化する方法として、 d巴coupledT ANGO・HMBC法は有効

であるが、その場合、長い展開時間をニカ所設定しているために T2
による S/Nの低下

に十分考慮しなければならない。 TANGO・HMBC法は、生合成研究における標識位霞

の帰属に対して非常に有効である。特に、転位反応に伴う 1，3位の関係の証明には非常

に威力を発揮すると考えられる。また、もう一つの応用として、 TANGO・HMBC法を

TANG-HMQCとして使用すれば、従来の HMQC法よりは、遥かに良質なデータを得る

ことが可能である。

1). S.Wimperis and R.Freeman， J.Mag.Reson.58，348-353 (1984) 
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P82 NMRスペクトルによる植物細胞壁由来

キシログルカン糖鎖の構造解析

0山垣亮、三石安、中西洋志 (工技院・生命研)

The conformational analyses of xyloglucan oligosaccharides 

from plant cell wall by NMR spectroscopy 

OToru Yamagaki， Yasushi Mitsuishi， Hiroshi Nakanishi (NIBH) 

Three of xyloglu回 noligosaccharide subunits from plant all walls had been 

characterized by NMR spectroscopy. The conformational analyses of these xyloglucans were 

made by NOE measurements. The influence of the substitution by galactose or fucose ring 

on main xyloglucan chains were studied. 

1 )序:

タマリンドの種子、及び緑積もやし細胞から

分服したキシログルカンを微生物由来のキシログ

ルカン分解酵素で分解し、いくつかのオリゴ糖を

精製した. これらのキシログルカン及びオリゴ糖

は植物の成長に於て重要な設割をはたしているこ

とが明らかにされている.本研究ではセロテトラ

オースに α-1-6結合で Xylが3個結合したオリゴ

糠(1)、 Iの2個の Xylに(3-1・2結合で Galが2

個結合したオリゴ糖 (n)、及びEの1つの Gal

にFucが α-1，2結合したオリゴ糠(皿)の立体

構造解析をNMR~去を用いて鼠みた.

F 

オリゴ糖 (III)

Galb Gala オリゴ糖 (11)

XC Xb X
a 

オリゴ滋 (1)

iJιιGitol  

上記7糠-10糠までの非常に複雑な10'HNMRスペクトルは、すでに Albersheimらによってほ

ぼ全てのシグナルが帰属されている [1].特に我々は、水溶液中でこれらの糠鎖が取る立体構造に興

味を持ち、解析を行った [2].

2)実験:

[試料] オリゴ槍 1-皿はスペクトルの複雑さを少なくするために還元末端をアルジトール化

し、 α体， s体の区別をなくし単一の分子穣にした.

[ NMRの測定] 測定にはB本電子製 α・500NMR分光務(プロトン核で 499.65MHz)を使

用し、温度を厳密に 25.0"cに設定して測定した.溶媒には 99.96%重水を用い、濃度は 7.4

-12.4 mg/0.5ml 020に調整した.OQF-COSY， HOHAHA， NOESYなどの 2次元測定を行い、特

にNOESYに関しては mixingtimeを300-1000 msの範囲で種々測定条件をかえて測定を行っ

た.試料の純度はレーザーイオン化TOF-MSによって検定した.

Keywords: xyloglucan oligosaccharides， plant cell wall， 
conformational analysis， NOE 

やまがきとおる、 みついしやすし、 なかにしひろし
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3)結果と考察:

1-皿において同じ穏残基環内プロトン同士の NOEは非常に多数見い出された。ここでは一

番注目されている糠残基と糠残基との聞の謹環 NOEについて述べる。
a 

7糖である Iにおいて、 Gitol-Glc間では、糖と糖との聞のエーテル結合をはさんだ付け根のプロ

トンである H・1と H-4との聞に NOEが確認できた.さらに H・1とH-2との聞に渡環 NOEが見

a __ b __ b 
い出された.骨格構造である[3-1，4結合をしたグルコース、 Glc-Glc、Glc-Glc 聞には同様に、

エーテル結合の付け根のプロトンである H-1とH-4との聞に NOEが確認できた.さらに H・1と

隣の GlcのH・6のメチレンとの聞にも涯環の NOEが確認できた. 6位のメチレンの2つのプロト

ン同士はシグナルの位置が接近しているためにその NOEシグナルを区別することができなかった.

Glcとα-1，6結合している Xylとの聞の渡環 NOEは見つかっていない.
a b 

次に9糠である Eは、 Iのxyr，Xylとにそれぞれ Galが結合している化合物であるが、環と
a _ _ __ ____ _ __ a __ b __ b 

環との聞の渡環 NOEに注目すると、 Gitoト Glcとの問、骨格構造である Glc--Glc、Glc--Glc 

との聞には Iと向機の NOEが確認できた.しかしながら、 Glc-Xyl悶の渡環 NOEは Gal残纂が

Xylに結合したことによって大きく変化した.まず、 αー1，6結合している Glea-xylaとGicb-

Xylb聞の渡環 NOEはエーテル結合をはさんだ H・6，H・5とH・1との間に確認できた.一方、

Glee-xylc聞のNOEシグナルは、 aや bにおける Glc-Xyl聞のNOEシグナルとは異なり、 H-6 

とH・1との聞の渡環 NOEのシグナル強度が非常に弱く、 H-5とH-1聞の NOEは観測できなかっ

た.この結果は、 IとEにおいて Glc-Xyl間のコンフォーメーションが異なり、 Eに於ては、さ

らに aとbとではGlc-Xyl聞のコンフォーメーションが非常に似ているが、非還元末端側である

cでは少し異なったコンフォーメションを取ることを示唆している.
a a 

s-1，2結合をしている Gal-Xyl聞の NOEについて、 Gar-Xyl 間にはエーテル結合をまたぐ

b b 
H-1とH-2との問、さらに H-1とH・1との聞に渡環 NOEが確認できた.Gal--Xyl 聞において

a a __ _ _b _b 
も問機の結果が得られた.このことから Glc-Xyl聞と同様に、 Gal -Xyl 問、 Gal -Xyl 聞はよ

く似たコンフォーメーションをとっていることが推論できる.

さらに EのGal
a
残基の2位に Fuc:L-フコースが αー1，2結合した 10糠の田を現在解析中

c _C 
であるが、 Gal にFucが付くことによって Glc--Xyl 間の H-6とH-1の聞に、 Eで観測でき

たNOEよりも明らかにピーク強度の強い NOEが縫認できた.このことは Fucが結合することに
c _C 

よって Fucからは化学結合的にかなり厳れている Glc-Xyl 聞のコンフォーメションに大きな影

響を与えていることを示唆する結果であり大変興味深い.

[参考]: [1] William S. York， Herman van Halbeek， Alan G. Darvill， and Peter Albersheim， 
Carbohyaに Res.，200 (1990) 9-31 

[2]三石安、山垣売、根本直、中西洋志、

第68回日本生化学大会 (1995年 9月、仙台)
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P83 
ダンシルロイシン修飾シク口デキストリンの構造と機能

(東工大・生命理工)0池田 博、伊勢伸之、中村道衛、

戸田不二緒T、上野昭彦

Structure and Prひpertyof Dansylleucine-Appended Cyclodextrin 

Hiroshi Iked51， Nobuyuki Ise， Michiei Nakamura， Fujio Todat， and Akihiko Ueno 

(Department of Bioengineering， Tokyo Institute of Technology) 

The structures of new modified cyclodextrins儲 fluorescentindicators of molecular recogni-

tion were studied. They are consisted of s-CD， an L-orD-leucine moiety， and a dansyl moiety， 

and their fluorescence intensities紅 'edecreased upon addition of a guest. Their three dimen-

sional s紅uctureswere determined by the cοmbined use of 1 D and 2 D NMR techniques. The 

difference of their properties could be interpreted by the difference of the self-inclusion depth of 

their dansyl moieties. Upon addition of the guest， their NMR spectra were changed and these 

changes suggested that the pendants were excluded by the guest. 

1. はじめに

環状オリゴ糖であるシクロデキストリ

ン(CD)は、様々な分子を包接し、その包

接のしやすさは、ゲスト分子の形状や疎

水性等の様々な要因で決定される。この

ような性質に着目し、 CDは分子認識部

位として様々な研究に利用されている。

CD自身は無色なため、ゲスト包接を目

で見える現象として観測できない。そこ R= 

で我々は、 CDに色素分子を結合するこ

とにより、ゲスト包接に伴い、蛍光強度

や色が変化するように改良を行い、分子

認識指示薬を構築してきた。このような

分子認識指示薬の特性・機能発現機構を

DNS-L-Leu-s-CD 

Fig.1 

DNS-D-Leu-s-CD 

理解するためには、構造化学的な検討が不可欠である。今回、蛍光色素であるダンシ

ル残基をロイシンをスペーサーとして CDに結合させた分子認識指示薬の高次構造を

NMRを用いて検討したところ興味ある知見が得られたので報告する。

キーワード:シクロデキストリン、糖質、分子認識、二次元NMR、NOE

0いけだひろし、いせのぶゆき、なかむらみちえい、とだふじお、うえのあきひこ

t cuηent address: Tokyo Polytechnic College 
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2. 結果および考察

まず、修飾 CDのすべてのプロトンの帰属を行った。長さの異なる複数の mixing

timeを用いて一次元 TOCSYを測定するとともに、 2DTOCSY、COSYスペクト Jレを

測定することにより各グルコース残基内のプロトンの帰属を行い、 lH-13CHSQCによ

りCDの修飾残基が結合している炭素上の H-6の帰属を行った。最後に ROESYを用

いて、グルコース残基の配列を決定し

た。また、ダンシJレ基のプロトンの帰属

は、 NOE差スペクトルおよび COSYに

より行った。帰属結果から CD空洞内に

存在するプロトンのピークが高磁場にシ

フトしていることがわかる。これはダン

シル基がCD空洞内に自己包接している.

ことを示唆ている。また、ダンシル基由

来のプロトンのピークパターンがダンシ

ル-Lーロイシン修飾体とダンシル-D

ーロイシン修飾体とでは異なっており、

ダンシル基の CD空洞内での位置が両者 f
で異なっていることが予想される。そこ

で、修飾残基由来のプロトンと CD由来
-l L"1 

のプロトンとの聞の NOEをROESYによ よ

り観測し(図 2)、 NOEデータを満足 h ー」
させるような構造を構築した(図3)。 ・一寸

Iト .

ダンシlレー Lーロイシン修飾体とダト」二旦

ンシルーDーロイシン修飾体とでは様々 、→

な特性が異なっているが、それらはダン IL..， 

、i!!-.，1.  ，_ Flg. 2 Portions 01 the 500 MHz ROESY Spectrum 0 
シル残基の自己包接の深さの堪いドょっ dS・D-Leu-~-CD in D20 at 25 .C with a mixing time 

て説明できた。 of300ms，indicating the cmspeaks between th? 
protons 01 the DNS・D-Leumoiety and the protons 01 
the ~-CD moiety. また、ゲスト分

子を包接すること

により、分子認識

指示薬のlH-NMR

スペクトルが大き

く変化した。これ

は、修飾残基が空

洞外に追い出され

たことによるもの

で、蛍光スペクト

ル変化の結果と対

応できる。

DNS-L-Leu-s・CD
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Determined by NMR 
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安定同位体核利用N乱1RによるJ-結合定数測定のための問題点と測定

の最適化

(都立大・理) 0楯

明、小野晶、

真一、栗田順一、久保善大、牧田貴子、

甲斐荘正恒

P84 

小野

Practical Aspects of J-coupling Measurement using 

Isotope-aided NMR  techniques 

Shin-ichi Tat~， Jun-ichi Kurita， Yoshi-hiro Kubo， Takako Makita， 
Akira (Mei) Ono， Akira Ono， and Masatsune Kainosho 

Department of Chemistry， Faculty of Science， 
Tokyo MetropoIitan University 

1・1，Minami・Ohsawa，Hachioji， Tokyo 192-03 
Japan 

We have recently shown the isotope NMR technique is also a powerful tool to extract 
several kinds of structural information， especially torsion angles derived from the vicinal J-
couplings and Karplus equation. In spite of the apparent improvement in the J-measurement 
with isotope N乱低， however， there sti11 remains several problems in J-coupling analysis. They 
inc1ude dipolar interference on the observed J-coupling values which lead to the systematic 
eπors in the observed J-values， distorted cross peak shapes caused by passive splitting， 
inaccuracy of the peak picking which is sensitive to the signal to noise ratio and so on. In 
our poster presentation， we wi11 discuss these intrinsic and/or practical problems and 
experimental optimization to overcome them. 

Introduction: 

Isotope aided NMR techniques in protein research have greatly improved the 

ef五ciencyofresonance assignment process and quality ofthe NMR derived structural 

information. During the last two years， we have been engaged in the development and 
application ofthe isotope NMR techniques to the nucleic acids research [1・4].Our results 

and several reports by other groups have shown the use of the isotope techniques will 

give us novel ways旬批蜘cturalanalysis ofnucleic acids [1-10]. In con回 stω血e

structure determination of a protein， the nucleic acids s佐山知reanalysis 

Figure 1: pulse scheme of 
HCCH-E.COSY [5) 141 1:!τ・わゆ

m ln叫TDT.t!12nA+aDd.!d.'ni 0品Sh

日
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Keywords: stable isotope， DNA， J-coupling， structure analysis 

たかこ、おのよしひろ、まきた
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Figure 2: Simulated Hl・signal(a) C2・HDand (b)C2・HH.

has泊出nsicdiffic叫tycoming合omthe limited proton density which inevitably leads ω 

the less nwnber of dis飽nceconstraints. Thus， in the nucleic acids s凶 C加redetermination 

can not be carried out according to the authorized protocol adopted泊prote血research.In 

order to overcome this in住insicobstacles， James et al. have proposed the relaxation 

matrix analysis approachωimproved the‘a∞uracy' ofthe NOE derived distance 

information [11]. But， so伽，也eimprovement in the J-coupling information ofnucleic 

acids does not seemωbe位iedextensively. This may be due to re凶 on白紙ぬe肱凶ted

chemical shi食dispersionin sugar pぽtsof nucleic acids has prohibited the precise analysis 

oftherela也19J-couplings恒也e∞nventiona120 spectra. Recently， we have shown the 

several kinds of novel isotope NMR approach回 nbe successfully applied to也e

‘comprehensive analysis' ofthe backbone and sugar conformation ofONA. Its de包il
would be presented in the 0ra1 presentation of our group， L 12 in也isNMR conference. 

官leappli回，tionof the isotope NMR technique have actually shown to improve血e

e伍ciencyand a∞uracy ofthe J-coupling information， however， there still remains several 
in仕insicand practi伺 1difficulties in the J-coupling analysis even with the use of isotope 
NMR techniques. In our poster presentation， we will point out these remaining difficulties 

in J-coupling analysis and discuss 0町出alsand experimental叩也凶zationapplied ぬ

overcome出巴seobstacles. In也isabstract， we on1y focus on the obstacles encountered in 
l~~ 1 

the .H・Hcoupling analysis in labeled nucleic acids and some出alsapplied. 

(a) 圃肺由也固由.....胆輔副，... 

‘」SB 5 • 
韓"・M脆・由回'“

Figure 3: App創芭ntJ-coupling values according to the correlation time. 

(b) e・r......ioa“・・曲伊国崎句

11 t・

0.5 
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1__ 1 
Obstacles in 'H-'H coupling analysis of sugar parts in DNA: 

1__ 1 
The sugar conformational analysis ofDNA mainly re1!lY on the vicinal 'H-'H 

coupling analysis. Ifthe sugar carbons are fully labeled with ・J C， several NMR 

experiments are available for the J-coupling analysis. For the full analysis ofthe vicinal 

couplings in the sugar part，社leuse ofthe HCCH-E.COSY [5] seems to be best witl:l 
13 

respect to its tolerance to the line broadening and good spec仕alresolution when the . J C 

labeling is applied in a residue specific manner.百leHCCH・E.COSYpulse scheme is 

shown in Fi思lre.1. In the J-coupling me出 urementwith HCCH・E.COSY，we canpoint 
out伽田 obstacles;1) dipolar relaxation interference to the coherent J-interaction， 2) 
distorted cross peak shape caused by the large passive splitting， especially observed in血e

cross peaks of C2' protons， and 3) the inaccuracy of the peak picking for也ecross pe紘s

of low signal-to-noise ratio. In the followings， we main1y discuss the dipolar relaxation 

interference to the apparent J-coupling value. 

Dipolar relaxation interference to the J-interaction: 

It is well know in the apparent J-coupling can be changed by the line broadening， 
but it has not be叩 consideredthe same J alteration caused by the interaction between the 

coherent J-interaction and incoherent spin relaxation， though this problem was pointed 
firstly in 1960s [12] and recently again by Harbinson [13].百leessence of the dipolar 

relaxation effect to也eapparent J-coupl泊galteration can be explained by two spin system 

where theyare 1 and S. During the 1 magne也ationevolution， its amplitude can be 

modulated by its T 2 relaxation rate and the J-dependent企'equencymodulation caused by 

血eantiphase coherence between 1 and S spins as 21S. During this process， ifthe T2 

rel以 ationrate ofl transverse magnetization and the relaxation rate ofthe antiphase 

coherence 2IS are different， the encoded J企equencymodulation can be altered. This 

relaxation rate difference can occur via T 1 rel部副onofthe S spin [12]. 

Effect of the dipolar relaxation on the observation of JH I'H2' 

-How effective the C2' deuteration for the DNA structure analysis 

The above process can be expanded to the multiple spin system by introducing血e

e依 ctofmutual spin-flip ofthe S spin with third， fourth and further neighboring protons 
[l3]. This 1 spin evolution process was numerically solved to evaluate the effect ofthe 

dipolar interference on也eapparent J-coupling values among DNA sugar protons. Here， 
we focused on仕leJH1・H2・couplingconstant. In this situation strong dipolar interaction is 

expected among protons in methylen group at C2' site and it would be effective in 

apparent J-coupling alteration. In the present simulation， theぬrgetH l' proton is 

~~sumed to be the A5 H l' in the d(CGCGAA TTCGCG)z oligo-nucleotide having full 
13 
C labeling at A5 deoxyriobse part.百lerelaxation rate of批 involvingprotons was 

calculated on the basis ofthe X-ray coordinate. And the passive coupling interaction is 

not considered in the present simulation. Figure 2 shows the simulated apparent Hl' 

signal shapes according to the rotational correlation timeτc; vaηring 1.0 to 1.0 ns. Fi伊 re

2a is the result obtained in the sample with H2" being replaced with deuterium and Figure 

2b is the result for the ordinal deoxyribose moiety. Here， the apparent dependency ofthe 
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effect of mutual spin f1ip among 0出erprotons， the expected J-alteration can be derived 
analytically by solving the differential equation describing the magneti:zation evolution. 
Figure 3 shows you the result ofthe J-alteration of JH1'H2・accordingto the correlation 
time;(吋theoreticallyex抑制J刊 l印刷(b)actually measured from the simulated data 

inFi思.rre2. Figure 3 suggests， in the case ofmethylen at C2' site， the increase白血e

correlation time leads to about 1.5 Hz di百erencewhenτc = 10.0 nsec; this 'tC co汀esponds

to about 150 amino acid residue protein in solution at room tempera畑氏.on the other 
hand， the replacement ofH2" proton with deuterium can dr出 ticallysuppress this J・

coupling alteration where the caused J・alterョ，tionis with in 0.1 Hz泊出isrange of 

correlation time.百lIs血ω'reticale官邸tofJ・altemation，however， is not observed in血e

simulated lD spec仕umdue to the line broadening effect. However， it should be noted白紙

the observed J-value is severely depending on the correlation time but the C2'HD is more 
tolerate than C2 'HH case. In con仕asto the present result in lD spectra， in the E.COSY 
spec甘um，this line broadening e質問tcan be alleviated by the displacement wi出 150Hz
along F 1 dimension.百leextensive simulation to evaluate the same effect in E.COSY 
spec甘umis now underway. It should be emphasize here that the present simulation c釦

suggest the dipolar rel以 ationinterference is significant in JH1'H2' ofDNA deoxyriobse 

around the situation of its molecular mass around 20 kDa and白ise町民tcan be drastically 
suppressed by the introduction of the deuterium at C2' site.百lIs12 mer has 3.0 ns 
correlation time at 30 'C. Under this condition，出edipolar e能 ctis not so significant， but 
under the complex formation with a protein the total size would be greater也an20 kDa('tc 

= 10.0 ns). Thus the C2' deuteration would essential ωthes回 ctureanalysis based on 

the‘accurate' NMR s位uc知re泊foロnation.
Further advantages obtained from白.eC2' deuteration in E.COSY expe出nentwill 

be presented in our poster. The merits and lin叫ぬ，tionsin other J-coupling analysis isotope 

aided NMR techniques applied to the backbone torsion angles， which are based on血e
di百erentprinciple企omthe E.COSY type experiment thus involves di百erenterror 

sources， will also be discussed. 
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P85 モノヌクレオシド塩基部分のヘテロ核スピン結合定数

(都立大・理) 0小野明、 甲斐荘正恒

Hetronuclear Spin Coupling Constants of the Mononucleoside Bases 

Akira“Mei" Ono六 MasatsuneKainosho 

Department of Chemistry，Faculty of Science，Tokyo Metropolitan University 

ABSTRACT: Most of the heteronuclear spin coupling constatns and their relative 

signs have been determined for the base moieties of the isotopically labeled 

ribomononucleosides， by various 2D-NMR methods including P.E.COSY and 

HMBC. These coupling constants will supply useful data to develop heteronuclear 

mutidimensional NMR techniques for isotopically labeled DNA and RNA oligomers. 

[はじめに] 最近、 13C.15N等の安定同位体で標識したRNA、DNAオリゴ

マーの調製技術が発達し、蛋白質に比べて著しく遅れていた核酸への多核種多次元N

MR技術が盛んに研究されるようになった。しかしながら、多次元NMRパルス列の

開発に不可欠である基本的NMRパラメーターは、古く我々が報告して以来、系統的

に測定されていなかった。 1，2)本報告では、核酸の基本構成単位であるリポヌクレオ

シド類の塩基部分の核問スピン結合定数(JHN、JHC、JCN、JCC、JNN) 及びそ

れらの相対符号を測定する事にした。得られた結果に基づき、スピン結合定数(相対

符号)と塩基構造との関連等についても議論する。

[実験]
NH? 0 

H ト HJ 〉H
Adenosine' Guanosine 

uムine Tyciidine C戸idine

Fig.-1 The Structures of Nucleoside Bases 

キーワード: 安定同位体標識ヌクレオシド、スピン結合定数、相対符号

おの あきら、かいのしょう まさつね
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[ul-'t:;'SN]-adenosine， -gu加 ωmeは [ul-'t:]グルコースを炭素源、 'SN硫安を窒素源

とする微生物発酵法により調製した(微生物発酵に協力して頂いた味の素(株)中央

研究所に感謝する)。一方、 [uト't:;ISN]_uridine，ザmidine，cytidineは糖部分をct:]グル
コース、塩基部分を同位体標識した尿素等の簡単な化合物を前駆体から有機化学的合

成法で調製した。用いた標識体は様々な目的にために、窒素、或いは炭素のみを標識

したものや、 15%均一 13C標識したもの等を併用し、スピン結合の測定、相対符号の

決定を行った。 2D-P.E.C岱 Y、HMBC等の測定は、 UNITY-3∞ (3RFチャンネル)

とNalo即製三重共鳴グラジエントプローブ (5mm)を用いて測定した。

[結果]

a ) Adenosineにおけるアデニン環内の JCNの測定例

[ul-15% 13C;98%ISN]・adenosineを用い、観測された数多くのスピン結合をヘテロ核問三

重共鳴法を用いて帰属した。 DMS0-d
6
溶液中の 75.4附-Iz13C咽NMRスペクトル及び一

連の{'SN，'H}・13Cスペクトルを Fig.-2に示す。

川恥川ル~ぃー州一)し~…IC
J仰い山内~川ι~ル斗(人J川MMい附
抑州川~......_j川ぃ...A."Aぃ~市JしへんJ帆刷μN・1
A人ん吋ムλんィ川ヘーJ仇町一一州......_~-.J州川仇ー N・3
伽叫川伸川帆山崎吋ィ叫んい品川品い…山川ι~ん叫内川内Jい N H_ 

岨蜘州蜘叫dLP刷ιJ仇み~dJd刷比一一z
c・6 I C・2 C・4 C・8 C・5

C・2

C-8 
C-6 C-5 

160 155 150 145 140 135 130 125 120 ppm 

Fig.-2 {15N ，1H}_13C Spectra of [ul・15%13C;98%15N]-Adenosine

得られた結果を Table1に示す。[ul-15%13C;98% 'SN]-adenosineを試料として用いるこ

とにより、 3∞処置-Iz級装置によっても解析に耐えうる感度が得る事ができ、旦つディ

ジタル分解能の高いスペクトルが得られた。この結果、アデニン環の 1Hz以上のス

ピン結合定数を全て求める事ができた。その他の J値 (JHN，J HC，J cc，J NN) につ

いては基本戦略して、まず、高濃度で標識したサンプルの 1次元測定をし、 J値の総

和を求め、次に選択的デカップル測定を行い、総和を考慮し、各 J値を求めた。さら

に、それで求まらないもの、あるいはより測定精度を向上させるため、選択的に標識
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した試料も随時用いた。

b)相対符号の測定

相対符号は 2DNMR法 (P.E.COSy3)，HC-COSy4)，HMQC，HMBC5)) を用いて決

定した。系統的、一義的に相対符号を求めるため我々が用いた測定法を Fig.3に示し

た。図中の“Signs"の欄は実際にその左側に示した測定により求められ結果である。

例えば、 “CH_13C)/C3C_13C)"は“JC3C_13C)"の符号に対する“JCH-13C)"の符号が

得られたことを表している。

Sample Methods I [ Signs 
Deteminations of Signs 

98%"C・0.4%"N Iト一一，圃吃-IlCP.E.COSY I hII(‘'C-' 'C)/(， 'C・けC)

98%"C-0.4% "N Iト一一一ー・.'H -"CCOSY I ー11(' H-' 'C)/(' 'C-' 'C) 

98%"C・0.4%"N 

15%"C・98%"N 

1.1%"C・98%"N 

Fig.3 Flow Chart for the Determination of the Relative Signs of 

the Heteronuclear Spin Coupling Constants in Nucleoside Bases 

このようにして得られた相対符号を Table-1 に示す。数字に oが付いているも

のは符号が、現在決定できていないものを示している。決定が困難な理由として、我々

の方法では理論的に求められない事(スピン結合が AMXの関係にならないため)あ

るいはJ値が小さすぎてクロスピークのスプリットの方向が定まらなかった事が挙

げられる。
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+2.3 +2.3 o (2.3) (2.3) ー3.4+11.1 -3.7 

ー2.3 -5.4 +1.2 -19.4 (2.3) +63.1 +5.5 +9.6 

(1.5) (1.4) +1.5 -8.7 -3.4 +72.6 -2.4 

-4.0 ー2.3 -4.3 -0.7 (20.6) +7.4 。

o +4.7 +11.4 +0.6 +213.0 

o 0 +5.4 

o (3.2) 0 
・1.6 0 

0 

Tabel-1 Heteronuclear Spin Coupling Constants of the Adenine 

Ring in Adenosine 

[考察]

アデノシンの測定結果より、アデニンの 6員環部分においてはJ値、符号ともに

C2・C5軸に対して対称性がみられた。これに対して 5員環部分においては対称性は

認められず、 J値に関しては J(CSN9)が 10.4Hz、これに対して J(CSN7)はOHz、相対

符号に関しては CSC4とCSCs或いは C4N7とCSN9の符号が逆になっているといった

興味深い結果が得られた。これらは我々がかつて指摘したように N7の孤立電子対の

影響によるものと思われる。 1)，2)

さらにピリミジンヌクレオシドの測定結果も報告する予定である。

1 )甲斐荘正恒、小西博子、第 17回NMR討論会要旨集(1978)，P. 89 

2)甲斐荘正恒、小西博子、第 18回NMR討論会要旨集(1979)，P.109 

3)しMueller，J. Magn. Reson.7 2，191(1986) 

4) A.Bax and R. Freeman， J. Magn. Reson.4 5，177(1981) 

5) A.A.Ribeiro and M.J.Glen， J. Magn. Reson.S.A 1 07，158(1994) 
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NMRPipeによる 3次元NMR解析(1 ) 

P86 (北工研 l、北大・理)

0津田 栄 1、大木進野、三浦和紀、斉藤もよこ、引地邦男

3 D-NMR Data Processing on NMRPipe (1) (1 Hokkaido National 

Indiustrial Research Institute (HNIRI)， Hokkaido University) Sakae Tsuda，1 Shin-ya 

Ohki， Kazunori Miura， Moyoko Saito， and Kunio Hikichi. 

The variety of signal processing was carried out by using NMRPipe (F. Delaglio， 

NIH) on the multinuclear multidimensional NMR data acquired on JEOL Alpha NMR 

spectrometers. Although NMRPipe supplies a conventional macro which shuffles the 

Rance-mode pulsed field gradient (PFG) -enhanced data， we developped a set of 

programs to shuffle those data in order to check imperfections of the pulse experiments 

(e.g. amplitude difference between Real and Imag data sets). The developped programs 

were then used to process the fids of the 3D 15N-filtered PFG NOESY and 15N-filtered 

PFG TOCSY， which made us to assign the 1H-and 15N-resonances of the N-terminal 

half domain of yeast calmodulin (see the succeeding presentation). 

[序論]多次元のNMRスペクトルを S/N比良く得る為には、各周波数軸に対す

るフ}リエ変換に伴う信号の変化をきちんとチェックしておく必要がある。

NMRPipe (F.Delaglio， NIH)は、そのような目的の為に開発されたUnixベースの信

号処理プロトコルである。我々は日本電子アルファ NMR装置により得た多次元N

MR信号をNMRPipeの環境にのせ、パルス磁場勾配法(PFG)を用いたRanceモードの2

次元 enhancedHSQCおよび3次元 NOESY-enhancedHSQC (Palmer， A. G. et al.， J. 

Magn_ Reson. 93， 151 (1991))の fidを処理することに成功した。本講演ではその実

際について紹介する。

[実験]多次元NMRのパルス実験は、磁場勾配パルス発生器と 13C、15N核信号

増幅器のついた日本電子社製アルファ 500(500MHz) とアルファ600(600MHz) 

NMR装置を用いて行った。試料には13C/15Nダブルラベル化ヒトユーピキチンお

よび15Nラベル化酵母カルモデユリンN末端側ドメインを用いた。各々の約3mM濃

度の軽水水溶液250μlを調製した後に，これらをシゲミ社製二重管に詰めてパルス実

験に用いた。アルファの操作端末 (DEC) とSGI Indigo2をイーサ}ネットで結び後

者にインストーjレしたNMRPipe上で信号処理実験を行った。

[結果と考察] NMRPipe はfidデータ配列の先頭につく装置固有のヘッダー部を必

要としない。この為にアルファの l次元、多次元NMRfid信号データのヘッダー部

(現パージョン (V2.0) では16384バイト、旧パージョン (V1.8) では8704バイ

ト)をカットした。またアルファとNMRPipeでフーリエ変換の際のIMAG側fidの正

負の定義が逆であることを補正、更にDECとSGIの数表現を補正することにより、ア

ルファのfid信号をNMRPipeで読める形式に変換することができた。 MarkRance (1)， 

Lewis Kay (2)らが開発したパルス磁場勾配(PFG)2次元 enhanced-HSQCで、は、 t1方向

に対し(coswt1+isinwt1);Real と (coswt1-isinwt1);Imagが観測成分として得られる。

この為、両者を加えることでcoswt1を、差し引きすることでsinwt1を得て、これを
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Statesフォーマットに変換する必要がある。その際には、 RealとImagの強度差に対す

るチェック等をきちんと行うことが望ましい。仮に両者の強度が等しいとするとフ

ォーマット変換は、

addNMR .in1 Real .in2 Imag .out sum .c1 1・c2.1 .add 

およぴ

addNMR .in1 Real .in2 Imag .out dif .c1 1・c2・1.sub

を実行し、その後に再ぴaddNMRコマンドによりsumとdifを張り合わせることにより

実行される。こうしてcoswt1coswtz、coswt1(isinwtz)、.isinwt1coswtz、そして

isinwt1 (.isinwtZ)を成分に持つfidをNMRpipe環境下で作ることができた。この計算に

要した時間は通常2，3秒であった。

3次元NOESY.enhanced HSQCのt1軸方向に対しても、 fidは2次元HSQCと同じ配列

になっている為に上述の加減算処理が必要になる。その為に次のステップのデータ

フオ}マット変換をNMRPipe上で実行した。

x_y_z.→ y_x_z.→ z二x_y→ x_z・_y ① 

ここで、 xはt3軸(観測アミド基 lH周波数軸)のfid、yはt2軸 (NOE相関 lH周

波数軸)のfid、そしてfは加減算前のtl軸(J相関の15N周波数軸)のfidである。

こうして得られた x_z・_yのfidデ}タ配列中のx_z.面は上で述べたと同じ

(coswt1 +isinwt1);Realと(coswt1.isinwt1);Imagの配列になっており、次のマクロプロ

グラムの実行によりこれをStatesフォーマットのx_z面デ}タに直すことができる。

@ zcnt = 0 @ na = 0 @ nb = 0 @ nc = 0 

while ($zcnt<l28) 

@ na++ if ($na>9) then @ na = 0 @ nb++ endif 

if ($nb>9) then @ nb = 0 @ nc++ endif 

set z="$nc$nb$na" echo "temp/noehsqc$z" 

rance_st.com testR$z.fid testI$z.fid x_Z_y /test$z五d

@ zcnt++ 

end 

こうして得たx_z_yのfidデータに対して①を逆にたどるフォーマット変換を実行す

ることにより標準的Statesフオ}マットのx_y_zの3次元NMRデータセットが得ら

れることになる。このようなデータ処理プログラムの確立は今後のより複雑なPGF

パルスを用いた 3次元、 4次元NMRスペクト jレのデータ処理の基本になるものと

考えられる。

[参考文献]

(1) Palmer III， A.G.， Cavanagh，1.. Write， P.E.， and Rance， M. J Magn. Reson. 93， 

151.170 (1991). 

(2) Kay， L.E.， Keifer， P.， and Sarrinen， T. JAm. Chem. Soc. 114， 10663.10665 

(1992). 

3D.NMR、NMRPipe、ダブルラベル体、 Statesフォーマット

つだきかえ、おおきしんや、みうらかずのり、さいとうもよこ、ひきちくにお
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P87 NMR P i p eによる 3次元NMR解析 (2) 
(北大・理、 1北工研)

o大木進野、 1津田栄、斉藤もよこ、三浦和紀、矢沢道生、引地邦男

3D-NMR Data Processing on NMRPipe (2) 
Shin-ya Ohki， lSakae Tsuda， Moyoko S泊to，Kazunori Miura， Michio Yazawa， 
and Kunio Hikichi (Hokk泊doUniversity and lHokkaido National Industrial 
Reserch Institute) 

The procedure for protein structure analysis employing JEOL NMR 
machines (A500 and A600) and NMRPipe was established (see the former 
section by Tsuda et al.). This procedure was applied to the uniformly 15N-

labeled N-terminal half domain of yeast calmodulin (YCMO・N). YCMO・Nhas
two Ca2+・bindingsites.百lesecondary structures of YCMO・Nin the presence 

of Mg2+ and Ca2+ are determined. Ca2+-binding of YCMO・Nis examined 

by PFG-HSQC spectrum observed at various Ca2+ concentrations. 

[序]先のポスター講演(同名の(1) )で報告したとおり、我々は、日本電子社

製のNMR装置 (A5 0 0， A 6 0 0 )の 3次元FIDデータをNMRPipeで
解析する手続きを確立した。本講演では、この手続きを用いた蛋白質の構造解析の
実際について報告する。
試料として酵母カルモデュリンのN末端側ドメイン (YCMO-N;77残基)

を選んだ。多くの生物のカルモデュリンは1次構造の相向性が 90%以上ある。し
かし、酵母のカルモデュリンは他のカルモデュリンとの 1次構造の相向性が 60%
であり、標的蛋白質を活性化する能力も劣っている。酵母カノレモデュリンの構造お
よびCa 2+結合に伴う構造変化については殆ど知られていない。本研究の目的は、
NMRを用いて酵母カルモデュリンの構造と構造変化を調べ、他のカルモデュリン
と比較検討することである。

[実験]一様に15NでラベルされたYCMO-Nを大量発現系で培養しTCA法で
精製した。 Mg2+結合型と Ca 2+結合型の2種類のNMR試料を調製した。それ
ぞれの試料について 15N-edited TOCSYおよびNOESYを測定した
(共にPFG付きパルス・シークエンス)0 F 1 Dデータはワークステーションに

転送後NMRPipeを用いてフーリエ変換した(詳しくは問題(1 )の講演を参
照のこと)。得られたスベクトルの個々のシグナルを連鎖帰属法に基づき帰属
した。さらに、さまざまなCa 2+濃度で (lH，15N) -PFG-HSQC測定を

行った。 FIDデータをNMRP i p eで処理し、 PIPPで個々のシグナルの高
さを見積もった。

[結果と考察] Mg 2+とCa 2+結合型のYCMO-Nの2次構造をそれぞれ決定

した。 αヘリックス領域は以下の 3つの条件を考慮して決定した。 α1HのCSI
が正であること、隣接残基聞のNOEの強度比 dNQ (i， i) /dQN (i-l， 
i )が 1より大きいこと、および3残基離れた残基聞のNOEdQN(i，i+3) 

が観測されること。。ストランド領域は、 α1HのCSIが負であること、 dNQ 
(i， i) /dQN (i-l， i)が1より小さいことを基準に決定した。さらに、

それぞれの8ストランドの残基聞にNOEが見られるかどうかを基準にシート構造
の形成を判断した。
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結果を図 1に示す。 Mg2+とCa 2+結合型のいづれについても、 S26-3
28とQ62-E64の領域が逆平行の8シートを形成していることが明らか
になった。これらの結果は、既に報告されているカルモデュリンの構造の特徴と良
く一致している(1 )。 また、 Ca 2+結合型ではBヘリックスが形成されていな
いことが明らかになった。このことは今までに報告されているカルモデュリンとは
明らかに異なる。

Figure 1 Schematic representation of secondary structure for YCMO・Nin 
the Mg2+・組dCa2+-forms. Amino acid sequence of YCMO-N is shown by 
one-letter code. Bold letters indicate ligand residues of Mg2+ and Ca2+. 

Square with helix name represents determined α-helix region. Square of 
which side is open represents helix of which edge is not determined. s-strand 
reglOn represents aηow. 
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さらに、 Mg2+とCa 2+結合型のいづれも 1次構造上離れた残基である 19， 
F12， F16， F19， 127， F65およびF68の側鎖聞にNOEが観測さ
れた。この結果は、これらの残基が疎水性領域を形成していることを示していると
考えられる。この構造上の特徴も一般的なカルモデ、ュリンと一致する。

既に報告されている一般的なカルモデュリンと標的ペプチドの複合体の構造で

は、疎水結合の他にBヘリックスの残基と標的との聞に相互作用があることが
わかっている (2)。したがって、酵母カルモデュリンのCa 2+結合型でBヘリッ
クスがないことと標的蛋白質を活性化する能力が低いことには何か関係があるかも
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しれない。

図2にCa 2十結合に伴うケミカルシフトの変化を各残基ごとにプロットしたグ

ラフを示す。ケミカルシフトの変化は、 α1H， 15NおよびlHNについて IOCa 

-OMg Iを求め、それぞれの核について規格化し、値を残基ごとに平均した。

この結果から、 Ca 2+結合ループ 1，1 1はCa 2+結合に伴うケミカノレシフト
の変化が大きいことがわかる。さらに、 Ca 2+結合と共に消失する Bヘリックス領
域は他のヘリックス領域と比較してケミカルシフトが大きく変化していることがわ
かる。

Figure 2 Magnitude of chemical shift difference as a function of residue 
number. 百levalue of each residue is obtained by averaging血enormalized 
chemical shift differences of αlH， lHN， and 15N resonances. 

A I B C II D 
八

0.5 

書凶 0.4 

35 03 

0.2 

V 1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 76 

residue number 

HSQCの結果から、 Bヘリックスが崩れてもYCMO-NはCa 2+を2個結合
することが明らかになった。 Ca 2+結合に伴う構造変化の様子は2つのグループに
分かれることが明らかになった。結果を図 3に示す。この 2つのタイプは 1次構造
上ランダムに現れる。

2つのタイプの曲線がそれぞれのCa 2+結合サイトの残基から成り立っていれ
ば、解釈は簡単である。その場合、どちらかのサイトが高親和性部位であり、一般
的な 2サイトの平衡を仮定して実験データに結合曲線がフィットするように計算す
れば、各サイトのCa 2+解離定数を見積もることが出来る。
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立体構造上近い残基がひとつのグループで括れるという仮定も考えられるが、例
えば疎水性領域を形成しているのは幾つかの残基の側鎖であり、 HSQCでモ
ニターしているのは主鎖のアミドであるから、シグナノレ変化の取り扱いには注意が
必要である。今回の結果では、 F12とK13のように向ーヘリックス内の隣接残
基でも別のタイプに分類される場合がある。

Figure 3 Plot of relative change of several resonances ag泊nstthe 
[Ca2+ ]j[YCMO・N]ratio. (E&， E6; ~， Q8;φ， F12;回， K13; x， A15;マ， F16;十，

D20;米， K21;A， S26;国， R37;申， L39;四， L41;ロ， G59; ()， S66; 令， E67;~，
F68;回， L69;函， A70;令， L71; 0 ， S73;寸， R74;[>， K77) 
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同様のCa 2+結合蛋白質のトロポニンCのN末端側ドメインでも、似たような結
果が報告されている (3)。この場合、 Ca 2+結合に伴う 3種のシグナル変化のタ
イプがあり、それらが 1次構造上でランダムに現れる。

これらの2次元データの統一的な解釈は難しい。
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P88 Transferred NOE法による
RecAタンパク質に結合したDNAの構造解析

0西中太郎1，2，伊藤隆2，矢吹孝1，井川粛子2，横山茂之1人柴田武彦2

(1東大・理・生化， 2理研・遺伝生化学， 3理研・細胞情報伝達)

Transferred NOE annalysis of出es官uct町 eofDNA bound to RecA prote泊
Taro Nishinaka1.2， Yutaka It02， Takashi Yabukil， Shukuko Ikawa2， Shigeyuki Yokoyama1•3, 
Takehiko Shibata2 

(lLaboratory of白llular組 dMolecularBiology，百leInstitute of Physical and Chemical Research 
(RIKEN)， 2Depぽtmentof Biophysics and Biochemis町，School of Science， University of 
Tokyo， 3Cellular Signaling Laboraωry，百leInstitute of Physical and Chemical Research 
(RIKEN)) 

&且mery

The Escherichia coli recA gene was first found to be essential for genetic 
recombination， and its homologs were detected加 manyspecies including 

humans. In出epresence of ATP， its product， RecA prote泊 polymerizeon 

single-stranded DNA to form a helical nucleoprotein filament， which search for 
homology in other duplex DNAs. After they recognized homology， the identical 
strand can be exchanged and replaced single-stranded DNA released. In present 
study， we used transferred NOE analysis ωobta泊 informationabout the 

structure of DNA bound to RecA protein， and have found血atDNA adopts an 

extended and unwound struc同re.百leadjacent bases are not stacked， but H2'， 
H2" and H3・ofthe ribose come加 closecontact with the base of出enext residue. 

大腸菌recA遺伝子産物 (RecA) は相同組換えにおいて中心的役割を果
たす分子量38Kのタンパク質である.RecAタンパク質は一本鎖DNA上に協
同的に結合し，二本鎖DNAあるいは一本鎖DNAとの間で相同的塩基配列
を探索し，対合させる活性を持つ.遺伝的組換えの中間体として重要な
RecAフィラメント内のDNA構造については 電子顕微鏡による研究例は
あるが，未だ原子配置レベルでの知見は得られていない.RecA蛋白質は
RecA蛋白質問士の相互作用は強いが， DNAとの相互作用はそれに比べて
弱い.我々はRecA蛋白質のもつこの性質に着目し，小分子と巨大分子が
早い速度で結合・解離を行なう条件下においてNOEを測定するtransferred

NOE (TRNOE)法が応用できると考え，実際にRecAタンパク質に結合した
DNAの構造情報を得ることに成功したので報告する.

RecA， DNA， transfeロedNOE

0にしなかたろう，いとう ゆたか，やぶき たかし，いかわ しゅくこ，
ょこやま しげゆき，しばた たけひこ
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様々な配列の一本鎖DNA(3-4残基)に，徐々にRecAタンパク質を混合
してゆき， lD transferred NOE (TRNOE)スペクトル測定を行った.その結
果， RecAタンパク質に結合したDNAに由来するシグナルを観測すること
ができた (Fig.l). シグナル強度は補助因子に依存的であり ，ATPy Sを用
いた場合には， ADPを用いた場合に比べて，より強いシグナルが得られ
た.TRNOEシグナルが十分に大きいと判断した条件で2Dτ'RNOESYスペ
クトルを測定した.ピーク強度を測定し，距離束縛条件を設定し，

simulated annealing法による構造計算を行った.その結果， RecAタンパク
質に結合したDNAは，デオキシリボース部分が次の残基の塩基部分に近接
することにより， B-form DNAに比べ引き伸ばされ，巻き戻された構造を
とっていることが明らかになった (Fig.2) . 

Fig.l Fig.2 

TAG (ATPγS) 
T-H6 

，~制

Fig.1 1D NOE differenc巴spectraof the RecA-DNA(TAG) solution at 1:10 ratios. 

Fig.2 A T幽 Aregion ofthe calculated structure ofDNA(TAG) bound to RecA protein in出巴

presence of A TPYS 
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P89 クロモプロテイン系抗腫傷性抗生物質C-I027の二次元 NMR解析

(東北大理 1 大鵬薬品製薬セ 2 サントリー生医研3) 0福田純子 1

田中俊之 1 ・平間正博 1 ・大谷敏夫2 ・今城精一3 石黒正路3

Two-dimensional N恥依 Study 00 C-l 027， a Chromoprotein Antitumor Antibiotic. 

Sumiko Fukuda1
， Toshiyuki Tanaka1

， Masahiro Hirama1
， Toshio Otani2

， Seiichi Imaj03， Masaji 
1 Ishigur03 

('Paculty of Science， Tohoku University， 2Tokushima Research Center， Taiho 

PharmaceuticaJ Co.， Ltd.， 3Suntory Institute for BIomedicaJ Research) 

Abstract: C-1 027， a potent antitumor antibiotic， consists of an unstable chromophore with DNA cleavage activity 

and an apoprotein which stabilizes the chromophore by tight and specific binding. To reveal the binding s汀ucture

and stabilizing mechanism， we analyzed the cornplex composed of the apoprotein and the aromatized chrornophore 

by two-dimensional NMR. The apoprotein has three antiparallel I>-sheets， and its tertiary s汀uctureis sirnilar to 

those of neocarzinostatin and actinoxanthin. The computer mod巴lingof the complex was canied out based on the 

several intermolecular NOEs observed betw伐 napoprotein and chromophore. 

[序論]C-I027はStreptomycesglobisporus C-I027が産生する抗腫傷性抗生物質であり、 DNA切断活

性を示すクロモフォア (1) 1)とこれを特異的に結合するアボタンパク(アミノ酸 11 0残基) 2)か

ら構成されている (Figure1)。この複合体の結合様式とクロモフォアの安定化機構は、タンパク質の

低分子認識という観点から非常に興味深い。そこで我々は、 C-I027複合体の二次元NMRスペクトル

を解析し、クロモフォアの結合様式を明らかにしようと考えた。天然のC・1027はNMR測定条件下で

は不安定なため、測定にはコア部が芳香環化したクロモフォア (2) 3)を用いた。 C-1027クロモフォ

アコア部はエンジインとパラベンザインピラジカルの平衡にあるためり、芳香環化クロモフォアとア

ボタンパクとの複合体の構造は天然体の構造とほぼ同じと考えられる。

CM，oEF;ヱo

p情司
chromophore (1) 

CMZX。

恰唱
Aromalized producl (2) 

10 20 
Aln-Pro-̂Ia円lC-Scr-V;al-Scr-Pro-Ala-Ser-Gly-Lcu-Scr. A~pレ Gly-Gln. Scr-Val-SCf-Val 

m ~ 

---~---~~~~~~-~~---~ 
男o 00 

01)'-01n-A，.;p-Ala-C)'!i-男̂n.Prn. AI:l-lln-Ala-TI1T-Scr円IC.Thr-11，，-Asp-Al:1-Scr. GJy-̂'" 
m w 

Al;'!-$Cf 門lC-Scr・円1(:-Vnl-Vnl. Arg-Ly_~- Scr-Tyr-111r-Gly-Scr・TIlr-Pro-Glu-O[y-11u-Pro-

~ 100 
Yal-01)'-$cr-Val 八ミp-CyJl:. A13-Thr-Al:t. Al:1今 Cyト Asn-1..('¥1-01)'-Ala-Gly-A!in-Scr-Gly-Lcll 

110 
A叩 LCl1-Gly-IIh. Val. Ala-Lcu-l1lr-Phe-Gly 

Figure 1. Structures of the C-I027 chromophore and its aromatized product (1巴ft)釦 dthe amino-acid 

sequence of C・1027apoprotein (right). 

C-I027、二次元NMR、芳香環化クロモフォア、クロモプロテイン

ふくだすみこ・たなか としゆき・ひらま まさひろ・おおたに としお・

いまじよう せいいち・いしぐろ まさじ
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[方法]芳香環化クロモフォアーアボタンパク複合体の 7.8mM溶液 (H20及びD20、 pH5.0)

をNMR試料とし、 Br u k e r AM  6 0 0を用いて二次元NMRスペクトル (COSY、NOES

Y(200ms) 、HOHAHA) を3OOCで測定した。なお、軽水ピークの除去は通常の pr e 

-saturaionY.去を用いた。

[結果と考察]タンパク由来のシグナルのスピン系の帰属、及び連鎖帰属は常法5).に従って行い、現

在約 90%のプロトンの帰属ができている。また、クロモフォア由来のシグナルはすべて帰属した。

主鎖プロトン問のNOEパターンと交換の遅いアミドプロトンの存在から、アボタンパクは 3枚の逆

平行型pシートから構成されていることが明らかになった。さらに、各シ}ト聞に観測される NOE

からアボタンパクの立体構造が予想された。これは同じクロモプロテインであるネオカルジノスタチ

ン6)や、アミノ酸のホモロジーが 90%以上であるアクチノキサンチン 7)のアボタンパクの構造と良

い相関を示す。アボタンパク単独の解析結果的と比較すると、クロモフォアの結合による大きな構造

変化はタンパク主鎖部分に引き起こされていない。また、アポタンパク単独のシグナル帰属 S) と比較

すると、 Thr30-Phe53、Gly73-Va181、Ala90-Phel09の主鎖ある

いは領IJ鎖の一部のプロトンの化学シフトがO.lppm以上シフトしており、これらのアミノ酸に四ま

れた部分がクロモフォアの結合部位であることが予想された。

CI 

C45 

Figure 2. Intermolecular NOEs observed between apoprotein 

問 siduesand the aromatized chromophore 
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P90 ETBアンタゴニストRES.701・1の立体構造の再検討

一新たに得られた特異な“投げ縄"構造についてー

協和発酵工業(株)東京研究所

0片平律子、柴田健志、山崎基生、松田譲、好田真由美

Solution s佐uctureof endothelin B receptor selective antagonist， RES-70 1幽 1

Tokyo Research Laboratories， Kyowa Hakko Kogyo Co.， Ltd. 

Ritsuko Katahira， Ke吋iShibata， Motoo Yamasaki， Yuzuru Matsuda and Mayumi Yoshida 

Abstract: The three dimensional strucωre of the endothelin B receptor (ET s) selective釦 tagonistRES.70 1・1has 

been determined by IH NMR in deuter蹴 ddimethyl sulphoxide. RES-70 1・1consists of 16 amino acid residues 

with a novel intemallinkage between s-carbonyl group of Asp9制 α司 制inogroup of Gly 1. 百les凶 ctural

calculations were canied out. The re8ult indicates白紙 RES-701・1adopts an extraordinary folding， i.e.，出e

H凶1"σrplO-TrpI6)passes through the "ring"(Glyl-Asp9) region. Several critical NOEs directly support出18

ex回 ordinaryfolding.百lesynthetic RES-701・Iwascomμred with the authentic one.百leresults revealed why the 

authentic RES-70 1・1exhibits potency and血eaynthetic RES-701・Idoes not. 

<序> RES-701・1は、放線菌より単離されたエンドセリンBレセプター選択的アン

タゴニスト活性をもっペプチドである(図 1) 0 RES-701・lは、 Asp9の戸カルボニル炭

素とN末Glyのαアミノ基が結合したリング部分と戸 10.16残基のテール部分からなる。

我々は、このペプチドの立体構造を一昨年度の本学会で報告したが1)、今回は以前考慮

していなかったアミドプロトンの温度因子、 H-D交換速度を考慮し、 NOEの情報を新

たに 7個加えて再度計算したところ、前回に報告したものとは異なる、テールがリン

グを貫通したものが正しい構造であることがわかった。また、 RES-701・1を合成したも

のは、 MSより一次構造は同じであることが確かめられたにも拘わらず放線菌由来の

authenticなものが持つ活性を全く示さない。合成物のN恥依スペクトルはauthenticなもの

とまったく異なったNMRスペクトルを与えた。 2)，3) これらのことから、 authenticな

RES-701・1の特異な構造が活性と関連していることがわかった。

<実験> 実験は全てDMSO-do溶媒中で

ドプロトンの温度依存因子を求めた。また、 NOEの個数を増やし、 DADAS如及び

X-PLORによって再度計算を行った。さらに、得られた構造に対して、 NOEの強度に対

して緩和行列を用いてdirecdこrefinementを行つため。合成RES-701-1は、液層合成より

Fig， 1. Amino acid sequence of RES-70 1・1.

得た。合成RES.701.1の一次構造は、 MS

より確かめられた。 lHNMRスベクトルの

帰属は定法に従って行った。

エンドセリン、アンタゴニスト、 distancegeometry、simulatedannealing 

かたひら りつこ、しばた けんじ、やまさき もとお、まつだゆずる、よしだまゆみ
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<結果及び考察>authenticなRES-701・1の構造を計算したところ、図2に示すような

構造を得た。この構造は、テールがリングを貫通している ("lasso"構造)という極め

て特異な構造である。図 2の平均構造に対してNOE強度に対して完全緩和行列を用い

てrefinemenetした構造を図3に示した。図 3を用いてこの"lasso"構造を検証した。図 3

では、紙面に対してPhe12・Asn13の部分がGlyl・Trp3の部分の手前にあり、 Gly5・Ala7の

部分がTyr14-Tyr 15の部分の手前にあるのでリングをテールが通り抜けた構造となって

いる。この二つのセグメント聞の相対配置がなぜこのように決定されているかを検討

した。

まず、二次構造として7・9，12・14にpーシート

がある。このシートではPro8とAsn13のCαHが

向かいあっている。アミノ酸はすべてL体で

あるのでPro8の側鎖はシートの骨格原子対し

て紙面手前に出、その隣のAsp9の側鎖は、

Fig. 2. Stereoviews of山 superimposed 紙面奥にでる。 GlylとAsp9側鎖は結合しているの

backbone structures of阻 S-701-1. でPhe12帽 Asn13の部分は Glyl・Trp3の部分より必ず

紙面手前になる。また、このような条件下で、図 3に示したAsn13の側鎖からHis4

-Gly5の骨格原子へのNOEを満たす為には、立体障害を避けるためにTyrl4-Tyr15の部分

がGly5・Ala7より紙面奥になる。このようにしてAsn13側鎖からのNOEが"lasso"構造構築

に非常に大きく寄与していることがわかった。また、 H心交換速度

を調べたところ Fーシートの水素結合部分以外では (ゆ 2
Asn13が非常に遅いことがわかったが得られた構造 V-!!1.~~JI. 

よりこのAsn13のNHはAsn2のCOと水素結合し

ていることがわかり、この水素結合が"lasso"

構造をより安定化しているものと考られた。 Fig.3.Heavy atom s凶 ctureof the refined 

RES-701-1. 

次に、化学合成したRES-701・1をDMSO-d6中で、解析した。一次構造は、 au出enticなも

のと一致しているのに帰属したケミカルシフトはauthenticなものとは全く異なった。さ

らに、 authenticRES-701・1では、リングとテールの間に多数のNOEが観測されたが、化

学合成された阻S・70トlには、それらの間に全く NOEが観測されず、骨格原子はテール

がリングを通り抜けたauthenticRES-701・1のような構造をとっていないことがわかった。

化学合成されたRESヴ01・Hこはauthenticのものが持つ活性を示さない。従って、

RES-701・1の活性は、テールがリングを通り抜けた"Jasso"構造に由来し、化学合成され

た悶S-701・1のような“お玉杓子型"の構造に由来するものではないことがわかった。

<参考文献>

1)片平律子等第32回NMR討論会講演要旨集p.237'238.

2) Katahira R.， et al.， (1995) Bioorg. and Med. Chem. Lett. 5，1595-1600. 

3) Katahira R.， et al， (1995) Bioorg. and Med. Chem. in printing. 

4) Yip， P and Case， D.A. (1989) J. Magn. Reson. 83， 643-648. 
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P91 Solution structure of human Endothelin・2，
as determined by lH-NMR 

National Institute of Bioscience and Human-Technology: OKlas Arvidsson， 

Tadashi Nemoto， Yo吋iMitsui， Shinichi Ohashi， and Hiroshi N akanishi 

Abstract: The solution s位uctureof human Endothelin-2 in a mixed solvent of water 
and hexaf1uoroisopropanol was studied by 2D 1 H NMR and by CD. Proton 
resonance assignments were made and from NOE data， J-coupling constants and two 
disulfide bridges， distance geome住ys佐ucturesof the 21 amino acid residue peptide 
were calculated. These s釘ucturesshow a helical conformation from Lys9 to 
His16ι，euI7.百出 C-terminalhelix is joined to an N-terminal extended section via a 
wide turn or bulge at residues Ser4・Asp8.百leoverall relative orientation of the N-
and C-termini， of importance for the biological function， is determined by the two 
disulfide bridges linking the side chains of residues 1 and 15， and 3 and 11， 
respectively. 

Introduction 

Endothelin is a vasoactive polypeptide which has been isolated from 

aortic endothelial cells. There are numerous reported activities of Endothelin 

in血evascul紅， and in the central and peripheral nervous systems， including 

Endothelin being the most potent vasoconstrictor yet isolated. It is likely to 

play an important role in the regulation of blood f1ow， in hypertension and in 

vasospasm. 

Endothelin-2 belongs to the family of Endothelin peptides， comprising 

the human ET -1， ET・2and ET・3.τ'hese21 amino acid residue peptides are 

characterized by having a disulfide bridge between residues 1 and 15， and 3 

and 11， respectively， linking the hydrophobic C-terminal part to出eN-

terminal region. 

The solution structure of Endothelin has focused much interest and a 

number of studies have resulted. NMR techniques and subsequent structural 

calculations have been applied in various solvents and recently an X-ray 

S紅uctureinvestigation of ET -1 was published. Despite all these studies there is 

little of consensus on the Endothelin 3D s佐ucture.Some regions seem to adopt 

a solvent independent secondary structure， whereas other parts are shown to 

conform differently from one solvent to another. Surprisingly， studies on the 

same peptide in the same solvent show results in contradiction with each other. 

Endothelin-2， NMR， distance geometry， structure， helix 

0アーヴイドソンクロス、 ねもとただし、みついようじ、おおはししんいち、なかにしひろし
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In the light of these findings and the fact that the X-ray structure shows 

features that are not present in any of the published NMR structures， further 

structural investigations are required in order to understand the nature of the 

Endothelin structure. 

In this study we have performed an NMR structural investigation of 

Endothelin-2， the only member of which no 3D structure has been presented， 

dissolved in a mixed solvent of water and hexafluoroisopropanol (HFIP). 

Materials and Methods 

As創nplecontaining 0.5 mM Endothelin・2in 100 mM acetic acid and 

25% HFIP in aqueous solution w出 prepared.Standard 2D NMR experiments 

were recorded at 25 .C and assignments of proton resonances were made. 

More than 350 NOE intensities were detected and sorted into proton pair 

dependent classes applying NMR2lDistance. The intensities were converted 
into interproton distance restraints by using calibration curves， i.e. 

relationships between NOE intensities組 dinterproton distances. Spin-spin 

coupling constants were measured and transformed into dihedral angle 

restraints. Distance geome紅ystructures have been calculated in dihedral angle 

space using DADAS90. 

Results and Discussion 

Endothelin・2was found to severely aggregate in aqueous solution and 
not to be suitable for conformationa1 ana1ysis in DMSO-d6・Fluorinated

a1cohols in aqueous solution are known to interact with and solvate 

hydrophobic regions. 

CD experiments show血atEndo血elin・2solvates upon addition of HFIP. 

The ellipticity at 222 nm邸 afunction of HFIP， reaches a plateau at 20-25% 

co-solvent consistent with a stabilized and developed helica1 conformation. 

The distance geome紅y structures of Endothelin・2 show a helix 

stretching from Lys9 to His161Leu17， whereas the C-terminus， residues 

AspI8-Trp21， show only a tendency to adopt a helica1 conformation. The C-

termina1 helix is joined to an N-terminal extended section of residues Cysl-

Ser3， via a wide tum or bulge at residues Ser4-Asp8. The relative orientation 

of出eN-and C-termini is in major part determined by the two disulfide 

bridges linking the side chains of residues 1 and 15， and 3 and 11， respectively. 

A set of distance geometry ET-2 structures， having low target function 

va1ues， will be presented and a comparison between them and the crystal 

structure of ET -1 will be discussed. 
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P92 NMRによるRafと R魁の相互作用の解析

0寺田透l，伊藤隆2，柴田武彦2，Ernest D. Laue3，横山茂之1

('理研・細胞情報伝達，東大大学院理・生物化学， 2理研・遺伝生化

学， 3Depar回 entof Biochem.， Univ. of Cambridge) 

NMR study of the i臨 ractionbetw健 nRafand R舗

Tohru Terada'， Yutaka Ito2， Takehiko Shibata2， Ernest D. L卸 el， Shigeyuki Yokoyama1 

eCellular Signaling La加 ratory，The Institute of Physical and Chemical Re田 arch(RIKEN)， Department of 

Biophysics and Biochemistry， School of Science， University of Tokyo，手Laboratoryof Cellular and Molecular 

Biology， The Institute of Physical and Chemical Research (RIKEN)， 3Department of Biochemistry， University 

of Cambridge) 

The backbone and the side-chain resonances of the Ras・bindingdomain (RBD) of Raf 

wer写 assignedusing出.pleresonan伺 3DNMRspec位。s∞py，制dits solution 紺 ucturew鎚

determined. Next， we analyzed the interaction betw鵠 nRBD and Ras.GMPPNP. Since the 

molecuIar weight of RBD is about 12kDa and the toぬ1molecuIar weight of the complex exc鵠 ds

30kDa， we employed the protein deuteration technique in order to lengthen the transverse 

relaxation time of '3C"釦 dimprove the sensitivity and the resolution of the spectra. 2H decoupling 

versions of 3D HNCA and 3D HN(CO)CA were m伺 suredand the backbone resonances of RBD in 

the complex with Ras.GMPPNP were sequence-specifically assigned. From the chemical shift 

differen田 Sof HN and "N， we have identified the residues which are involved in complex 

formation. 

c-Raf-lタンパク質は細胞内情報伝達系で細胞の増殖や分化に重要な機能を担っている分

子量約 72kDaの serine/threoninekinaseである.Rafは Rasと直接相互作用し下流にシグナ

ルを伝える働きをしていることが知られている.また， RafのN端付近に存在する保存領域

(CR1)の一部 (51・131残基)が単独で GTP結合型の Rasと結合することが明らかになっ

ているり.私達は ratの c-Raf-lの Ras結合ドメイン (Ras-bindingdomain， RBD) を用いて，

このドメインと Rasとの相互作用のメカニズムを解明するために NMRによる解析を行っ

た.

はじめは 51-131残基のみをコードする発現系を用いていたが，恐らく末端がプロテアー

ゼによって分解され易かったために，構造がー形に定まらず，解析には適さなかった.そこ

で， N末端側に 14残基， C末端側に His-tag配列として 13残基を付加したところ，プロテ

アーゼから保護され，なおかつー形に折り畳まれたサンプルを得ることができた.このサン

プノレを用いて 3DHNCA， 3D HCCH・TOCSYスベクトルなどを測定し，主鎖および側鎖の帰

Raι阻 D，構造決定， Ras，重水素化，主鎖の帰属

てらだとおる，いとう ゆたか.しばたたけひこ.あーねすと でい} らうえ，よこやま しげゆき
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属を行った.次いで， NOEの距離情報，および主鎖の2面角の情報を集め， X-PLOR 3.1を

用いて構造計算を行った (Figure) .最近になって， h阻 anc・Raf-lの RBD(.5.5・132残基)

について， NMRによる構造が報告されているが刊本研究で得られた構造もほぼこれと同様

であった.

次に， GTP結合型の R槌との結合によって引き起こされる RBD側の構造変化を解析する

ために， GTPの非水解アナログ GMPPNPを結合した R舗と RBDの複合体について， NMR 

による解析を行った.この複合体の分子量は合計で 30kDaを越えており，緩和の影響によ

るシグナノレのプロードニングが顕著であるため，従来のままの方法で， IsN-edited TOCSY， 

NOESYや， HNCAなどの測定を行い，そのスベクトノレを用いて主鎖の帰属を行うことは困

難であった.そこで私達は山崎らの方法吋こ従って， 13Cに結合しているプロトンを重水素に

部分的に(-60%)置換し， 13C'"の横磁化の緩和による感度の低化の軽減を図った.ここで

は，2HJ日Cl'N標識された RBDを用いて， 3D HNCAおよび 3DHN(CO)CAスベクトルを測

定し，複合体中における RBDの主鎖の帰属を行った.最近 Rafを活性化することのできな

い Rasのホモログである RaplAとRBDの複合体の結晶構造が報告されたが吋，ここから予

想される変化と，今回Rasとの複合体の解析から明らかになった，複合体形成によるケミカ

ルシフトの変化との差異について，検討を行った.

Figure : Ribbon rep聞記ntationof the solution structure of RsD in the free form 

Refe砲，nces
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P93 

0・ROESY法による核酸及ぴ蛋白質分子内部運動の解析
(岐阜大・医・第二生理1、Dept.Chem. Biochem. UCSCI

) 

O桑田一夫l、ThomasSchleichl 

0・ROESYanalysis of the internal motional dynamics of nucleic acid and protein. 
Dept. Physiol.， Sch. Med.， Gifu Univ.，I， Dept. Chem. Biochem.， UCSCI 

Kazuo Kuwata1 and Thomas Schleichl 

Internal motional dynamics of all the observed interproton vectors in the DNA 
and protein were assessed using the 0・ROESYtechnique. Using the corrected 
distance constraints incorporating the internal motions of the internuclear vectors， 
new structures were generated by a standard simulated annealing schedule (inclu-
ding the restrained molecular dynamics simulation). These structures were signifi-
cantly different than those generated using the ordinary NOESY derived distance 
constraints. 

はじめに

2次元スペクトルにおいて、混合時間に、オフ・レゾナンスでスピン・ロック

を行うことにより、交差ピークはROESYとNOESYとの中間の性質を持つように

なる。オフ・レゾナンス照射周波数を系統的に変化させることにより、交差ピー

ク強度の分散曲線が得られるが、これに理論曲線を当てはめることにより、平均

核開距離や核問距離の揺らぎ(動径部分に関する情報)とは独立に核問ベクトル

の回転運動に関する情報が得られる。

他方、 NOESYスペクトルから得られる距離情報は、平均核問距離と核問ベクト

ルの回転運動の両者の寄与を含んでいる。その距離情報を基に、 DistanceGeome-

tryやRestrainedMolecular Dynamicsを使用して得られたタンパク質や核酸の 3次

元立体構造と、実際のNOESYスペクトル強度との差異から、核開ベクトルの回転

運動(スペクトル密度関数)に関する情報を抽出することが出来る。しかし、シ

ミュレーションから得られた構造は、ポテンシャル関数に明らかに依存している。

つまり、その差異は、ポテンシャル関数が悪いためなのか、スペクトル密度関数

の差のためなのか、区別出来ないことになる。

いままで、実験的に核問ベクトルの回転運動に関する情報を、核問距離情報と

は独立に取り出す事は出来なかったが、上述の0・ROESY法を用いることにより、

これが可能になって来た。スペクト Jレ密度関数を、核問距離とは独立に評価でき

れば、 DistanceConstraintsをRefine出来、さらに構造のRefinementにつながる。

0・ROESY，simulated annealing， internal motion， nucleic acid， protein 
くわたかずお、 ThomasSchleich 
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一方、特定の高分子鎖のピークのT1やT2はもちろん、それに相当したスピン

の回転運動に関する情報を含んでいるが、近傍の平均構造にも依存している。 T1
やT2は緩和行列でいえば、対角項に相当し、そのスピンの関与する交差緩和項を

全て含んでいるためである。つまりスピン・ネットワークの影響を無視できない。

XHベクトルの場合も2スピン系で解析されているが、 H部分のネットワーク効果を

無視できないと考えられる。

これらの点を改良するため、完全緩和行列法を用い、純粋に特定の核問ベクト

ルに関するスベクトル密度関数を評価した。

結呆と考察

試料はミス・マッチを有するDNA、d(GCTGTCGAAAGC)を固相法で合成し、 N
OESY、DQF-COSY、及ぴ0・ROESYスペクトルを13点のオフ・レゾナンス周波数

で測定した。 0・ROESY法により補正されたDistanceConstraints (すべての観測さ

れた核問ベクトルに関して異なる回転緩和時間を使用)とNOESY法のみから得ら

れたDistanceConstraints (すべての核問ベクトルに対し、同じ回転緩和時間を仮

定)との差は最大で約25%あった。これらのDistanceConstraintsを用いて、 Sim-
ulated Annealing Schedule (100 steps:steepest descent minimization; 500 steps: 
conjugate gradient minimization; 2 ps rMD at 100 K; 3 ps rMD at 100→ 900K; 5 ps 
rMD at 900K; 2 ps rMD at 900→ 300K; 12 ps rMD at 300K)によりそれぞれ10個の構

造を生成した。大きな差異は終末部分とミス・マッチ部分にあり、 0・ROESY補正

を行った方が内部運動を取り入れた分だけ、構造がコンパクトになっていること

が分かつた。

このように0・ROESY法は分子内部運動に関する情報が取り出す事が出来、同時

にそれを用いて構造がRefine出来るという特徴がある。

一方、問題点としては、 1)測定時間を要する。 2)1種類の周波数(例えば500

MHz)では、 1個の核問ベクトルの回転運動に関して、せいぜい2個のパラメー

ター(例えばオーダー・パラメーターと内部回転緩和時間)しかユニークには決定

出来ない。もちろん測定周波数が増えれば、それに比例して、決定出来る独立な

パラメーターの数も増加する。 3)量子化軸がマジック・アングルに近づくと、交

差ピークが消失するため、 S/Nが悪くなる。一方、 0・ROESY分散曲線の解析には、

交差ピークが消失するオフ・レゾナンス周波数部分の情報が重要である。一ー等が

ある。

また今後は、より長距離の核開ベクトルを観測するために、固体NMRを使用

することも可能である。
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P94 タンパク質及びペプチド構造解析のためのNMR化学シフトの利用

東京農工大工学部 朝倉哲郎、 O伊達健、出村誠

University of Sheffield M.P. Williamson 

Use of NMR Che圃icalShift for the Structural Analysis of 

Proteins and Peptides 

Tetsuo Asakural
， Takeshi Datel

， Makoto Demural
， and M.P.Williamson2 

1 Department of Biotechnology， Tokyo University of Agriculture and 

Technology， Koganei. Tokyo 

2 Krebs Institute， Department of Molecular Biology and Biotechnology， 

Uni versi ty of Sheffield， Sheffield， U. K. 

The parameters for the HN chemical shift calculation of proteins have been 

determined with the experimental data of the chemical shifts of hydrogen-

bonded HN protons and co-ordinates by X-ray diffraction analysis of 15 

proteins. From the HN chemical shift calculation， the main reason for the 

difference in the HN chemical shift in helices and sheets is considered to 

arise from an additional upfield shifts predicted in helices . The HN 

chemical shifts of the distorted amphipathic helices of the GCN4 leucine 

zipper are calculated according to the NMR structure. The periodicity in the 

自Nchemical shifts could be reproduced. The chain conformation of Silk I 

form was discussed according to the contour plots of the conformation-

dependent I'C and I・Nchemical shifts of the Ala and Ser residues. 

草草 近年、 NMRによるタンパク質の構造解析の分野は著しい発展を遂げてきた。我

は々、 NMRの最も基本的なパラメーターである化学シフトを積極的に、その構造解析に

用いることを試みている。既に、タンパク質の Hα 化学シフトは、化学シフト評価式中

のパラメーターを実験データに基づいて最適化することによって、十分に構造解析に

利用できることを報告してきた 1・20

ここでは、さらにタンパク質のHNプロトン化学シフトを評価するためのパラメータ

ーを新たに決定するとともに、 HNプロトン化学シフトの二次構造依存性の起源や両親

媒性ヘリックスにおける HN化学シフトの周期性について検討した 30

続いて 1.C及び I• N NMR化学シフトに着目し、タンパク質の構造解析への積極的利用

を検討した。 SperaとBaドらのはCNMR化学シフトの (φ 、 φ) マップ化が成功をおさ

トワード: NMR化学'17ト 7ミド 7'ロトy 磁気異方性 '1H構造 化学'17ト等高線表示

あさくらてつお だてたけし でむらまこと M. P.ウィリアムソン
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めていることから、化学シフトの実験データをより多く用い、各アミノ酸残基毎に、

Cα 、Cβ 化学シフトの (φ 、 φ) マップを作製することを試みた。この (φ 、 φ) マ

ップを絹のSi 1 k 1型構造の解析に用いた。さらに、絹の 1.N同位体ラベル試料について、

得られた Si 1 k 1、 SilkII型の固体 15NNMR化学シフトを、 I• N化 学 シ フ ト の (rt 1、

ゆト 1)マップ‘に基づいて、同様に Si 1 k 1型解析に用いた。

HH化学シフトの評価

HN化学シフトは次のような遮蔽効果の和とした 10

σ o .・ーσe・.4・.. .・ '1=σ r 1 ft &+σ ・n1 + u ! 

ここで σ・・・は実演.IJHN化学シフト、 σr・・ d・.. .・ 11はWuthrich・の報告によるランダムコ

イルHN化学シフト、 σr1..は環電流効果、 σ・自 tはカルボニル結合とアミド基の C-N結

合からの磁気異方性効果、 σEは電場効果である。 σr1日は他の効果と独立するものと

考え、以前にHα プロトンの環電流効果の計算に用いた Haigh-Mallionモデルを用いて

計算した 10

C=o結合の磁気異方性.dX 1 C。と.dX 2 CO、C-N結合の磁気異方性.dX ICNと.:1X 2 C N、

σE項の係数 ε1をパラメーターとし、 X線回折の分解能が2A以下で、 HNプロトンの帰属

された 15債のタンパク質のPDBについて、水素結合に関与した HNプロトンの化学シフト

の実測値 981偲を用いて、最適化を行った。その際、水素結合対の決定は、 Kabschと

Sander'の計算方法に従った。最適化された C=o結合の磁気異方性.dX目。 (in cm'x 

10伽日)と.dX 2 C。はそれぞれ、ー11と-5、C-N結合の磁気異方性.dX 1CNとL1X2CNはそ

れぞれ、ー?と +1であった。電場効果の係数はO.06と小さく、以下の HN化学シフト評価

では電場効果の寄与は考慮しないこととした。実測値と計算値の標準偏差は O.492ppm、

相関係数は O.715であった。

つづいて、 HN化学シフトの二次

構造依存性について検討した。

リボヌクレアーゼHのαヘリッ

クス領域と β シート領域について

HN化学シフトを計算し、残基毎の

寄与の平均をFi g. 1にプロットした・。

αヘリックス領域の計算では

(Fig.1a)、直接分子内水素結合

している i-4残基のカルボニル基

から低磁場シフト(約O.25ppm)

を受けるが、手前の j-2残基

(約0.25ppm、主に C-N結合)と

i-3残基(約0.25ppm、主に C=O結

合)からは逆に、高磁場シフト

の寄与があることが分かった。そ

れらの寄与の和として、 αヘリッ

クスの HN化学シフトはランダムコ

イル化学シフトに比較して、最終

国
J
i
-
-
一…

iozlrm 
.. .... ‘同居陣叫

j::;l 

i:L，……問

直廻;

同..... ，，3 "1 ，.1 I I・1 ;'2 ;':1 ，.・ 3・5
-柑a
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cal叫 la凶出回目、el¥Yd晴間同ded刷 protonsin he lical同giatS.The 

間】tri凶ti四15are divided into 廿聡凶吋凪~tic 田isotropy effects fr閣 h

C=o担 dC.N lrods. ln tI斑 β.sheetregi，αE廿混同si白eto‘hlch陀S1白ei is 
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的に、高磁場シフトすることが分かった。一方、 β シート領域では、 αヘリックス領

域と異なり、着目した HNプロトンに、高磁場シフトを及ぼす残基はなく、直接水素結

合したカルボニル基から低磁場シフトを受けるのみである (Fig.lb)。その結果、 β

シートの HN化学シフトは、ランダムコイル化学シフトに比較して、低磁場シフトする

ことになる。以上のように、 HNプロトンの αヘリックスと β シート間の化学シフト差

は、 αヘリックス状態で、主に、 i-3残基のC=o結合と i-2残基の C-N結合の磁気異方性

効果(高磁場シフト)に起因することがわかった。

次に、 HNプロトン化学シ

フトに規則的な周期性があ

ることが確かめられている

2本鎖両親媒性 αヘリック

スコイルドーコイルGCN4ロ

イシンジッパーの HN化学シ

フト計算を行った(F i g. 2)。

これまで、 X線回折に基づく

1. sXの固体梅造と NMR法に基

づく溶液構造が報告されて

いる(それぞれPDBでは、

2ZTA.，1ZTA川である) 0 X 

線回折に基づく樽造では、

化学シフトの再現性は極め

て悪かった。一方、 20個の

NMR溶液構造について実測値

(実線)と計算値(破線)

の比較を行ったところ、

10.0 

7.0 咽ー-，-開ー聞ーーー-一--
0 5 10 15 20 25 30 35 

Res. No. 
fig. Z P lot of se叩 encedependence of the calculated and observed a.ide 

prot叩 che・icalshifts in GCN4 leucine zipper. The calculated values for 

theZO NMR solution structures are shown. The co-ordinates are taken fro. 

e lZTA. and were calculatedusing dist剖 cegeo・etryfollowed 

by restrained energy・ini.ization(D1S胤Nand GROMOS respecti ve ly). 

注目すべき周期性が見られた (Fig.2)。総じて、その一致は 15残基から 28残基までは

きわめて良いが、 28残基以降では良くないことが分かる。この領域では、実測値と計

算値ともに、その周期性が欠如している。一方、ロイシンジッパーのN末端の半分では、

実演.tlと計算の両方が明確な周期性を示しているが、同位相ではなかった。

S i lk 1構造の検討

絹の結晶形態には、 Si 1 k 1型と Si 1 k 11型が報告されている。そのうち Si 1 k 11型は逆

平行 β シート構造として良く知られているが、特に、配向試料の作成が難しい Si 1 k 1 

型については、十分な構造解析がなされていない 11。ここでは、国体 "C及び 1• N NMR 

化学シフトの(ゆ、 φ) マップを用いて、 Si 1 k 1型構造の検討を行った。

各アミノ酸毎の Cα 、Cβ 化学シフトの(妙、 φ) マップは 12種類のタンパク質のX線

座標と NMR化学シフトデータを使用し、 SperaとBax・らの方法によって平均化を行い、

作製した。 AlaとSerについて、化学シフトマップ上で、 Si 1 k 11型の (φ 、 φ)il直に対

応する Cα 、 Cβ 化学シフトを求めた。続いて、 Si 1 k 1型と Si 1 k 11型の化学シフト差

(Table 1) を考慮し、 Si 1 k 1型について等高線図を作成した(残基密度関数1.0以上

の領域)け。マップ自身のばらつき度を考慮して、化学シフトの誤差を O.5 (実線)、
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1. 0 (一点鎖線)、1.5 (破線)ppmとするとともに、 Cα とCβ 化学シフトの重なる領域

を等高線表示した。 AlaとSerについて種々検討を加えた結果、 B領域の (φ 、 φ) の組

み合わせが妥当であることがわかった。この範囲はFosseyらの提案する Si 1 k 1型の二

面体角値を含んでいる 11。さらに、 1• N化学シフトマップを加えて、 Si 1 k 1型の構造解

析を行っている。

Table 1.ηle "c and 10M che・ica1 shifts observed for Ala回 dSer 

resi伽esof 8.・olisi1k fibroin .，i th Si1k 1皿 dSi1k 11 foras. 

1. C che・ical shi rts(pp・} "N che・icalshifts(pp・)
S 11 k 1 S 11 k 11 S 11 k 1 S i 1 k 11 

A 1 a Ca 51.4 49.4 102. T 100.9 

Cβ 16. S 20.2 

Ser Ca 51.0 55. 4 96. 4 94.1 

Cs 60. T 63.6 

軸

酬

2・iも B
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~<..，.. A 

」斗ー由ーーー・ー一一←. -・・・ .‘'・ -・・
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吋
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P95 NMRによる天然型及ぴ、[AbuB7]型モネリンの立体構造比較と

構造活性相関研究

(味の素中央研究所)0水越利巳、香村正徳、鈴木柴一郎、有吉安男

NMR Studies of Structure Comparison between Native and [Abu
B7
] Monellin and 

Structure-Activity Relationship 

central Research Laboratories ， Ajinomoto Co.， Inc. 
υToshimi Mizukoshi， Masanori Kohmura， Ei・ichiroSuzuki， Yasuo Ariyoshi 

An intensely sweet protein monellin， isolat巴dfrom African berries， is several thousand times 
sweeter than sugar on a weight basis. Monellin consists of two polypeptide chains， the A chain 
with 44 arnino acids residues and B chain with 50 residues.百1巴αys凶 structur，巴 ofmonellin has 
been determined， and出巴 nativeconformation is impoロantfor the sweet taste. For出epurpose of 
l民 atingthe active site of monellin， analogs， replaced amino acid residues within potentional active 
sit巴JEresynthesizedby solid-phお巴 meth吋.As a r巴sult，we supposed the c紅 box詰7groupof 
ASpD' was essential for the elici出ga sweet taste.An加 alog[Abu(L-2-aminobutylic acidt']monellin 
was devoideof my sweetIBss.HEre，wscompared chemical sh江tand NOE inforrnation of native 
monellin and出oseof [Ab¥，(']monellin，and prove出is凶 telessoriginates from the disappearance of 
the carboxyl group of ASPB¥not from the曲目dimentionalstructural changes for the replacement. 

{序論]

モネリンは1972年に西アフリカ原産のつる植物Dioscoreophyllumcumminsilf)果実から

単離された呈味物質であり、ショ糖と比べ重量比で数千倍の甘味を有する~その一次

構造は、アミノ酸44残基からなるA鎖と50残基からなるB鎖が非共有結合で結合したポ

リペプチドであり司、 X線結晶構造解析によりその3次構造は決定されている3)。我々の

固相合成を用いた類縁体による研究から、 ASPE7のカ JレボキシJレ基が甘味レセプターと

の親和力に重要な役割を持つと推測した。そこでASPE7の側鎖のカルボキシ jレ基をメチ

lレ基にしたAbu(レ2-aminobutylicacidrモネリンを合成したところ (Fig.2)、予想通り無

味であった。この甘味の消失が単にカ Jレポキシjレ基の消失による為であり、アミノ酸置

換による分子全体の高次構造変化の為ではない事を確認できれば、 AspB7が甘味発現の

ための活性残基であることが証明できる。そこで両者のプロトンNMRの帰属を行い、

その化学シフト、 NOE情報の比較をおこなった。

[実験}

天然型及び、Abu(L・2・aminobutylicacid)B7モネリンはFm民法を用いた既知の方法により合

成した。軽水中及び重水中サンプル濃度は、各々 l.5mMとし、 pHは3.5、測定温度は

3∞Kとした。 NMRはBruker社製AMX600を用い、 DQF-COSY、NOESY(l50ms)、

TOCSY(40ms，70ms)を測定した。

キーワード:モネリン、国相合成、活性残基、AspB7、Abu(L-2-aminobutylicacid)B7 

0みずこしとしみ、こうむらまさのり、すずきえいいちろう、ありよしやすお
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[結果と考察]

アミドプロトンと a・プロトンの化学シフト比較

天然型及びAbu
B7
モネリンの化学シフトを2D

1
H-NMRにより帰属し、両者の比較を行っ

たところ、アミノ酸置換を行った残基周辺以外では大きな化学シフトの変化はなかった。

隣接残基問、 A鎖B鎖聞のNOE情報、重水中でのアミドプロトン交換速度比較

NOE情報から、両モネリンの二次構造 (5本の s-ストランド、十ヘリックス)の残基

は等しく、結晶構造からの二次構造とほぼ一致した。また介シート間NOE、A鎖(のp
.シート)とB鎖(の α・ヘリックス)聞のNOE情報も両モネリンで一致し、アミドプロ

トン交換速度実験結果も同様な結果を得た (Fig.3)。

以上の結果より、天然型モネリンと、そのASPE7をAbu
B7

に置換して甘味が全く消失し

たAbuB7モネリンでは、 NMRによる構造研究からその全体構造はほぼ一致している事が

示された。この事からAbuB7モネリンの甘味の消失は、単にAsps7のカ JレボキシJレ基の消

失の為であり、 RPちASPE7が甘味活'性発現に必須である事が証明された。
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1) J. A. Moηis， R. H. Cagan， Biochim. Biophys. Acta， 261， 114 (1972) 

2) G. Fank，日.Zuber， Hopp巴・Seyl巴r'sZ. Physiol. Chem.， 357， 585 (1976) 

3) C. Ogata， M. Hatada， G. Tomlinson， W. -C. Shin， S. -H. Kim， Natur巴， 328，739 (1987) 
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P96 
プリンリプレッサーのDNA結合ドメインの高次構造

(横浜市大・大学院総合理1、蛋工研2、神奈川大・理 3、電通大・

電子物性4、。OregonHeal出 SciencesUniv. 5) 
。長土居有隆l、守川壮一2、中村春木2、江成政人l、小林邦子l、

山本晴彦3、三瓶巌_ 4、溝淵潔4、MariaA. Schumacher 5、

Richard G. Brennan 5、西村善文l

Solution Structure of the DNA Binding Domain of Purine Repressor 

o Aritaka Nagadoi 1， Souid州 10rikawa2， Har出 Nakamura2， MぉatoEnari 1， 

Kuniko Kobayashi 1， Haruhiko Yamamoto 3， Genichi Sampei 4， Kiyoshi Mizobuchi 4 ， 

M出aA.Schumacher 5， Richard G. Brennan 5， Yoshi釦miNishimura 1 

1. Graduate School ofIntegrated Science， Yokohama City University， Seto， Kan位 awa-ku，

Yokoh釦 la，236 Japan 2. Protein Engineering Research Institute， Furuedai， Suita， Osaka， 
565 Japan 3. Faculty of Science， Kanagawa University， 2946 Tsuchiya，日ratsuka，251・19

Japan 4. Department of Applied Physics & Chemis釘y，The University of Electro-

Communications， 1づー1Chofugaoka， Chofu-Shi， Tokyo， 182 Japan 5. Depaロmentof
Biochemis紅yand Molecular Biology， Oregon Health Sciences University， Portland， OR 

97201-3098， U.S.A. 

The purine repressor (PurR) consists of two functional domains : an N-terminal DNA-binding 

domain and a C-termina1 corepressor-binding domain. Recently ， the structure of 

PurR・corepressor-operatortem紅 ycomplex was determined by X-ray crystallography. In首1巴

complex the DNA-binding domain， consisting of 56 amino acids， was composed of four 
helices. Here， we have determined the solution s町uctureof the DNA-binding domain in its 

DNA free state by NMR. 1t consists of three helices and the fourth helix r，号gionis disordered . 

τbe釘chitectureof the first three helices of its DNA free state is very similar to白atof its 

DNA-bound form . 百lefourth helix is induced by the specific DNA binding and by the 

dimerization of PurR which is provided by the corepressor-binding domain . 

[序] プリンリプレッサー (PurR) は大腸菌のプリン生合成に関与する 13個の遺

伝子の発現を制御している。 PurRは341アミノ酸残基からなるDNA結合タンパク質

であり、そのDNA結合能はコリプレッサーであるヒポキサンチンあるいはグアニンの

結合によって活性化されるoPurRはN末端に小さなDNA結合ドメイン (DBD) とc末
端に大きなコリプレッサー結合/二量化ドメイン (CBD) を持っている。最近、 PurR

二量体・特異的DNA・ヒポキサンチンの複合体の構造がX線で決定された(1 )。複
合体中のDNA結合ドメインは 4本の r ヘリックスを持ち、 l番目と 2番目のへ 1)ック

スはHTH構造をとってDNAの大きな溝に結合していた。さらに、 4番目のヘリックス

カ~NAの小さな溝で特異的に塩基を認識していた。

キーワード:プリンリプレッサ一、 D N A結合ドメイン、 NMR、高次構造

ながどいありたか、もりかわそういち、なかむらはるき、えなりまさと、こばやし

くにこ、やまもとはるひこ、さんぺいげんいち、みぞぶちきよし、

まりあしゅーまつは、りちゃーどぶれなん、にしむらよしふみ
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今回、 PurRのDBDのDNAに結合していない状態の構造を明らかにするために、 N末

端56アミノ酸残基からなるPurRN56の立体構造をNMRにより決定し、複合体中の構
造と比較した結果を報告する。

[実験] PurRN56をT7フ。ロモーターの制御下で大腸菌内で大量発現させ、 CM

cellulose column (CM， Whatman)とSuperdex75pg column (Pharmacia)を用いて精製した。

m.恨の測定は1白凶t1KPB pH6.3， 2∞mM KCl， 0.5mM NaN3の緩衝液中で、 Bruker

AMX500， DMX600 NMR分光計により温度300Kで行った。 DQF-COSY，TOCSY (r m 

= 100ms) ， NOESY (r m = 50、150ms) による各2次元NMRスペクトルを90%HP/ 

10%DPと99%DP中でそれぞれ測定してシグナルの帰属を行った。さらに、!5Nでラ

ベルしたPurR-DBDを用いて、 HSQC，NOESY-HMQC， TOCSY-HMQCを測定した。

NOESYのピーク強度は強、中、弱の三段階に分け、それぞれに対応する距離を 3、4、

5Aとして上限値を与えた。また、 2つの水素原子のファンデルワールス半径の和を

2Aとして下限値とした。この距離制限をタンパク質の立体構造計算プログラム

B侶 OSSに入力し、 DistanceGeometryの計算を行った。

[結果と考察]距離情報として得られたNOEの数はトータルで 41 2個で、その

内訳は l次配列上の隣接する残基聞のNOEが 187個、 2残基以上 5残基以内の中位

のNOEが 174個、 6残基以上隅てた間で観測されたNOEが 51個であった。 Distance

Geome町による構造計算の結果、収束した 20個の構造を得ることができた己主鎖原

子について、そのRMSDは0.84土0.28Aで、全ての重原子については1.53:t:0.45Aであ
った。フリーのDNA結合ドメインは 3本のヘリックスから成ることがわかった (ne

4-Ala 11，官官 15・Asn23， Glu 30・Leu42) (Figure 1)。複合体中と同じく l番目と 2

番目のヘリックスはHTH構造を取っていたが4番目のヘリックスの領域 (T戸 45-Val

56) はフリーの状態で完全に不規則な構造であった。 l番目から 3番目のヘリックス

の領域の立体構造は複合体中とフリーの状態で有為な差はなかった(主鎖原子につい

てRMSDは1.03A) 。今回の解析から 4番目のヘリックスは特異的なDNAとの結合に

よって誘起されることがわかった。 PurRはコリプレッサーと結合して二量体で特異的

なDNAを認識し、 4番目のヘリックスの領域はDNA上でお互いに相互作用をしている。

DNAと特異的に結合するときには 4番目のヘリックスの形成が誘起され、このヘリッ

クスのお互いの相互作用によって協同的にDNAを認識していることが示唆された。

REFERENCES 1. Schumacher， M. A.， Choi， K. Y.， Zalkin， H. and Brennan， R.G. 
(1994) Scien叫 266，763・770

Figure 1. The structure of the PurR DNA-binding domain 
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P97 がん原遺伝子産物 c-MybとDNAとの複合体の動的構造

(横浜市大・大学院総合理人理研・筑波LS 2，都臨床研3) 

O佐々木元子 l，緒方一博l，2，畠中秀樹3，中沢賢一 l，黒田仁志 1

皿井明倫2，石井俊輔2，西村善文 l

Backbone dynamics of a specific DNA complex of the DNA-binding domain 

of a protooncogene product， c-Myb 

( 1 Graduate School of Integrated Science， Yokohama City University， 

2 Tsukuba Life Science Centero Institute of Physical and Chemical Research， 

3 Tokyo Metropolitan Institute of Medical Science) 0 Motoko Sasaki 1， 

Kazuhiro Ogata1. 2 ，Hideki Hatanaka 3， Kenichi Nakazawa 1， Hitosi Kuroda 1， 

Akinori Sarai 2， Shunsuke Ishii 2， Yoshifumi Nishimura 1 

A protooncogene product， c-Myb， which is a transcription regulator in the 

myeloid lineage， can bind specifically to DN A with the consensus seq uence of 

AACxG_ The DN A-binding domain of c-Myb consists of three imperfect 

tandem repeats of 52 residues， referred as Rl， R2， and R3 from N-terminus_ 

R2R3 is known to be essential for the specific DN A binding of c-Myb. The 

solution structures of the free and DNA bound forms of R2R3 have been well 

established_ Here， we have examined the backbone dynamics of R2R3 in its 

free and DNA bound states_ The backbone of R2 region is much more flexible 

than that of R3 in the free state， however， upon the complexation with DNA， 

the flexibility of R2 region is greatly supressed_ 

[はじめに] c-myb遺伝子はがん原遺伝子の一種である.その遺伝子産物 (c-M  

y bタンパク質)は核内タンパク質で，特定の配列を持つDNAに特異的に結合し，転

写を調節する. c-Mybタンパク質は未分化の造血系細胞で発現しており，分化に伴

いその発現がなくなることから，造血系細胞の未分化状態の維持に関与している.

c-Mybタンパク質は 63 6個のアミノ酸からなり， N端側にDNA結合領域を，

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

ささきもとこ，おがたかずひろ，はたなかひでき，なかぎわけんいち，くろだひとし，

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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C端側に転写調節領域を持っている. DNA結合領域は 52アミノ酸残基からなる配列

の良く類似した 3個のリヒートで構成されている (Rl，R2， R3).各リビートに

は3個のトリブトファンが一定の間隔をおいて保存されている.

c-Mybタンパク質のDNA結合領域に関して，これまでの研究により次のことが

明らかになっている. (1)各リピートの立体構造は互いに良く似ており， 3本のヘリッ

クスを持つ.この 3本のヘリックスの立体的な配置は疎水的なコアにより維持されてい

るし 2) (2) R2とR3の両方がDNAの特異的認識に必要である. (3 )フリ

ーのときは R 2の領域が熱的に不安定で 4) 常温では構造的に揺らいでいる.そし

てこの揺らぎは， R 2領域の構造変化を DNAとの複合体の形成のために必要としてい

ることを示唆した 3)特に， R 2の疎水的なコアにはギャッブが存在し， DNAとの

複合体では，このギャッブを埋めるようにトリブトファンの側鎖が変位していた.

[実験] T 7プロモーター支配下にR2R3をコードする遺伝子を組み込み， BL 2 1細

胞で発現させ， 15NH4Clを唯一の窒素源とした最少培地で培養を行ない精製した.

D?¥Aは合成器で合成し，精製した. NMR測定は 29 0 K (R 2 R 3 ) ・31 0 K 

(Complex) ， p H 6 .8，サンフ，")レ濃度 2.3 m Mで、行ない 15 N核T1， T2， N 0 E 

を測定し，動的構造を解析した.

[結果・考察]R 2 R 3の15N核のT1， T 2を調べたところ T1はR2とR3では

差がないのに対し， T 2ではR2がR3より全体的に小さい値を示した.このことから

R2にマイクロ秒~ミリ秒オーダーの構造的揺らぎがあると確認できた.一方，

15N-1H間のNOEの値からナノ秒以下の速い運動はR2とR3の間で大きな差は

見られなかった. R 2がR3より熱的に不安定な要因の lつに 第 lヘリックスと第 3

ヘリックスの交差部位での残基の疎水性の程度の差が考えられていた.熱安定化した

R2の点突然変位体R2R3VI03Lでは，その R2の疎水性コアの中心に位置する残

基側鎖そ疎水性を増加させている.このR2R3V1 03Lの 15N核のT2はR2で大き

くなっており，マイクロ秒~ミリ秒オーダーの構造変換を伴う揺らぎがR2で抑えられ

ていた.このことは変異体でR2の熱安定性が増大したという結果と対応する.

また， D:¥'Aとの複合体での動的構造は， 15N-1H聞のNOEの測定から，

D:¥'A非存在下では各リピートのN端， C端ルーフ勺で、速い揺らぎが見られたが，複合体

を形成するとこのJレープはDNAのリン酸骨格と結合することにより速い揺らぎが抑え

られていた.また， DNA非存在下でR2に見られた 15 N核の T2の減少はDNAと

の複合体ではなくなり， R 2とR3の間でT2の明らかな差はなくなった.つまり，構

造変換を伴う(マイクロ秒~ミリ秒オーダーの)揺らぎはDNAとの複合体形成によっ

て抑えられた.

[文献]

(l)Ogata， K， et aL， Proc.Natl.Acad.Sci.USA， 89 ，6428-6432 (1992). 

(2)Ogata， K. et aL， Nature Struc.Biol.， 2 ，309-320 (1995). 

(3)Ogata. K. et aL， Cell， 79 ，639-648 (1994). 

(4)Sarai， A. et al.， Biochemistry， 32 ，7759-7764(1993). 
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P98 NMRによるショウジョウパエSxl蛋白質の悶A結合ドメインとRNA分

子との相互作用の解析

0武藤裕l、井上真l、木川隆則l、武田{圭宏l、坂本博人

志村令郎3、横山茂之 1 (1東大・理、 2神戸大・理、 3京大・理)

N恥1RAnalysis of the interaction between釦 RNAbinding domain of the Sxl protein and target 
RNA molecules 

Yutaka Muω1， Makoto Inoue1， Takanori Kigawa1， YoshihiroTakeda1， HiroshiSaskamot02， 
Yoshiro Shimura3 & Shigeyuki Yokoyama 1 

: Department of Biophysics and BiocheJ.llistry， Sch加O∞Oω10ぱfSci巴創I即 e，Unive凶 ty ofTokyo， 
LFac叫tyof Science~ Kobe University， jDepartment of Biophysics， Faculty uf Scienee， Kyoto 
University 

百leSex-le的a1(~xl) gene productis acrucial ~olecule ωaccomplish the sexeual ~ifferentiation 
of Drosophila melanogaster and is involved in altemative splicing of its own pre-mRNA加 d出at
of _t1!e tra g~ne~ 官1e Sxl pro飽inbinds RNAwith two tandemly-linked RNA-binding domains 
(RBDs) of 90・1∞俗世間 licicl._resi_dues. It was suggested _that出eSxl oreoteins bind the RNA 
molecule of GUUUUUUUUCUAGUG. In order ωidentifシtheNOEs between RBD 11 and白e
RNA molecule， we synth_e_~i~~_cI. Ji_\，~ ~A s坦lle!lce~ con~ning _one <!e_o_xythYlJ1idi!le instead 9f 
uridine， for example， GUUUUUUU.但.CUAG1JG._B_y utilizing_ these RNA molecules， w_e∞uld 
deten凶ne位百三 important 鉱凶noacid residues in RBD 11 involving 位百三 interaction with RNA 
molecules. 

【序】 ショウジョウパエのSxl蛋白質は、自分自身のmRNA前駆体および回mRNA前

駆体の性特異的なスプライシングを調節し、体細胞の性分化を決定する. Sxl蛋白質は、

RNA結合蛋白質であり、 96アミノ酸残基からなるRNA結合ドメインをタンデムに二つ

持っている. Sxl蛋白質のRNA結合ドメイン侭BD)は、ポリピリミジンを含む(GUUUU

UUUUCUAGUG)というRNA分子に結合することがわれわれによって明らかにされて

いる.われわれは，二番目のRNA結合ドメイ(RBD11)において、 RNAと直接相互作用

しているアミノ酸残基を同定するため， NOEの情報の同定することを試みた.この場

合問題となるのは、ポリピリミジンを含む(GUUUUUUUUCUAGUG)というRNA分子

の配列である.そこでこのRNA分子のウリジン残基を部位特異的にチミジンに置換し

たRNA分子を合成し、二番目のRNA結合ドメインとの相互作用を解析した.

【材料および方法1T7 RNA polymeraseを利用した発現系により， IPTGによるinduction

によって蛋白質の大量発現をおこなった.通常のプロトン測定のための試料は、 LB培
地で培養したものを用いた.また、ユニフォームに15N，13C標識をした試料の作成には、

最小培地を用い、唯一の窒素源、炭素源として15NH4Cl，および [U司 13C]グルコースを

用いた.測定のために限外鴻過を繰り返すことによって測定用緩衝液(lOmMシュウ酸

ナトリウム緩衝液pH6.0)へと置換した.RNA分子の合成は、合成機による化学合成に

よって作成した.分子中にdTを含む核酸配列は、 RNAのモノマーユニットとしてdT・

却 制i飽ユニットを用いて、合成をおこなった.

Sxl蛋 白 質 合 成RNA 多次元NMRRNA結合蛋白質

むとう ゆたか、いのうえ まこと、きがわ たかのり、 たけだ よしひろ、さかもと ひろし、 しむら よしろう、 ょこやま しげゆき
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{結果および考察]RBDIIは、いままでの川仮による構造解析から 4本のpストランド

からなるpシート構造をもち、この部分がRNA分子との認識に関わっていることがわ

かっている.RNA分子(GUUUUUUUUCUAGUG)3 mM，RBDII 1 mMの共存下でNOESY

の測定を行ったところウリジンの5位、 6位のプロトンからこの戸シート上を構成する一

番目のPストランドにあるY16，T18ニ番目のpストランド部分のあるL45，および三番目

のpストランドにあるV56，F58などの残基との聞にNOEを観測することができた.また、

AあるいはGの8位のリングプロトンからF58のリングプロトンにNOEが生じているこ

とがわかった.しかし、このRNA配列は、ウ 1)ジンを多く含むためシグナルの重なりが

激しく、さらに、シングルストランドのRNA配列のため、このままではシグナルの帰

属を行いNOEの同定を行うことが困難である.そこで配列中の2，6，8，10，14位のウリジ

ンをー残基づっチミジンに置換した核酸配列を合成して、同様なNOESYの測定を行っ

た.RBD分子は、シングルストランドのDNA配列にも結合する性質をもつことが知ら

れている.さらにd(G1 1 1 1 1 1 1 1 CT AGTG)を加えた場合にもRBDIIと同様な相互作用を

行うことから、 UをTに置換した場合の、相互作用への影響は小さいと考えられる.こ

の置換の利点は、 Tの6位プロトンや5位メチルプロトンからのNOE'.情報を選択的に抽出

できることと、デオキシ体を用いているために、一残基後ろのヌクレオチドのリング

プロトンの同定を2'の位置のプロトンに生じているNOEから同定することができる二

点である.Fig.lにGUUUUUUUUCUAGUGとGUUUUUUUdTCUAGUGを加えた場合

のスペクトルを比較しである.ここで示したのは、 UおよびTの6位のプロトンとF58の

リングヲロトンへのNOEが現れる領域を示している.GUUUUTUUUCUAGUGのdTの6

位プロトンは、 Uの6位プロトンとは、異なる化学シフトをもつため、 NOEを明瞭に同

定することができるのがわかる.このようなNOEの測定からAG配列の前後にあるUは、

RBDIIによって認識されていないこと、 U6は、 RBDIIのF58の近傍に存在すること.ま

た、 U2は、 4本自のPストランドの近傍に存在していることがわかった.
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Figure 1. NOESY Spectra of the RBD II and RNA colecules 
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P99 
負の転写調節因子H-NSの欠損変異体の溶液構造と相互作用

0銀羽洋行l、神藤平三郎l、佐久間千勢子¥上口智治2、

水野猛2、中村春木3、久保庭均ぺ山崎俊正5

(東京薬大l、名大農2、BERI3、中外製薬4
、農水生物研5) 

Solution structure of deletion mutants of negative transcription factor H幽 NSand their 

interaction with DNA 

OH. Ginba 1， H. Shindo 1， C. Sakuma 1， C. Ueguchi 2， T. Mizuno 2， H. Nakamura 3， 

H. Kuboniwa 4， T. Yam砿北i5
z 

Tokyo University of Pharmacy and Life Science，. Nagoya U niv.， ~ Moleculer Bio-
4 

Engeneering Research Institute (BERI)， ~ Chugai PhむmaceuticalCo.Ltd.， " National Institute 

of agrobiological Resources 

H-NS is generally believed to function as a general negative transcription regulator as well as 

a major component凶 nucleoidformation. lt is also reported to have high affinity for bent DNA. 

Deletion mutarJt ofH-NS， HNS68C(70・137)，and trypsin-digested fragment， HNS47C(91・137)，

were obtained. We measured hetero-nuclear multi-dimensional NMR， and discussed the three-

dimensional structure of HNS68C and its binding site to DNA. We will also present出e

3D-structure of HNS47C previously reported. 

H-NSは大腸菌内に比較的豊富に存在するアミノ酸 137残基よりなる中性のヒスト

ン様蛋白質である.この蛋白質は今まで原核生物の核様体の形成に関与すると考えら

れていたが，最近，転写調節を行うことが明らかにされ注目を集めている.また，こ

の蛋白質は湾曲した DNAに対し高い親和性を示すことから，新しい DNA結合モチー

フを提供する可能性があり，その高次構造に興味がもたれている.

演者らは， NMRによって H-NSの構造解析を行ってきたが， H-NSの多量体形成の

ため， NMRの解析は困難であった.そこで H-NSの断片化，および欠失変異体の構

築を試みた.そのうち，部分消化によって得られた C端側 47残基の断片 (HNS47C)

の立体構造については，既に前回の本討論会で発表したり.大量発現系より得られた

C端側 68残基の欠失変異体(HNS68C )について，その溶液構造および

HNS68C・DNA複合体の NMRスペクトルの解析から H-NSのDNAとの結合部位につ

いても検討した.また，詳細な構造計算に基づいた HNS47Cの構造についても合せて

言及する.

キーワード:H-NS， NMR，欠失変異体，立体構造， H-NふDNA複合体

0ぎんばひろゆき，しんどうへいさぶろう，さくまちせこ，うえぐちちはる，

みずのたけし，なかむらはるき，くぼにわひとし，やまざきとしまさ
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<試料および実験>HNS47Cに関しては，大量発現より得られた H-NSをトリプ

シンで部分消化後， Heparin-Sepharoseカラムを用いて単離した. HNS68Cに関しては，

hnsの欠失断片をベクター pTI・7に挿入し， BL21(DE-3)にtransformした.この大量発

現系を用い 15N均一標識したものおよび 15N，13C均一二重標識した HNS68Cを精製単

離した. HNS68C と DNA との複合体には， DNA として 17mer

CAAAAATATATAAAAAC . GTπTIATATATπTIGを用いた.スペクトルの測定には，

HNS47Cでは日本電子製 GX・500を， HNS68Cでは Brucker製 DMX750および

AM・500を用いた.構造計算はディスタンスジオメトリープログラム EMBOSSを用い

て行iった.

<結果および考察>HNS47Cに関しては， DQF-COSYおよびNOESYスペクトルに

基づいて，常法に従い， IHシグナルの連鎖帰属を行い， 257個の NOEピークを帰属

した.NOE強度から得られる距離情報に基づき， EMBOSSを用いて構造計算を行い，

HNS47Cの立体構造を決定した.この構造は， N端側より逆平行pシート，ループ，

α-helix，ループ， 3 IO-helixよりなっていることカfわかった.

DNAに対して天然 H-NSと同程度の親和性を有する HNS68Cに関して，。C，uN，

で均一にラベルし，異核多次元NMRを用いて主鎖プロトンスベクトルの帰属を行っ

た.また， DNAとの結合部位を明かにするために， HNS68CおよびHNS68C-DNA複

合体の白N-1HHMQCスペクトルを測定し，複合体形成によって誘起されるアミドプロ

トンおよびアミド 15Nの化学シフト変化を調べた結果を図 lに示す.ここで，シフト

の大きさは棒グラフで示され，白ぬきの丸は消失または大きな化学シフトの変化を示

す.この図より明らかなように Glul02とThrl08...... Lys120領域のピークが大きなシ

フトを示した.特にJレ}プ領域内に帰属されるピークの殆どが大きなシフトを示した.

この結果は逆平行日シートとα-helixの聞のループとその隣接領域が DNAを認識して

いることを示し，水野らの部位特異的変異体を用いた実験結果を支持した.現在，

HNS68Cの立体構造解析をすすめている.

M
H
 '

 

AQRPAKYSYVDENGETKTWTGQGRTPAVlKKAMDEQGKSLDDFLlkQ 
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1) H.Shindo， et al. (1994) FEBS L巴tt.360， 125-131 
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Pl00 デストリンの立体構造決定

(都臨床研)0畠中秀樹、小椋賢治、森山賢治、市川さおり、

矢原一郎、稲垣冬彦

Tertiary Structure Determination of Destrin 

OHideki Hatanaka， Kenji Ogura， Kenji Moriyama， Saori Ichikawa， Ichiro Yahara 
and Fuyuhiko Inagaki 
The Tokyo Metropolitan Institute of Medical Science 

Destrin is an actin binding protein with a molecular weight of 20K， and a member 
of cofilin family. We determined the tertiary structure of destrin， using triple-
resonance 3D NMR techniques and several laboratory-made software tools for 
spectral analysis. The structure explains clearly the calcium-independent 
phosphorylation-dependent phosphoinositide-competitive actin-binding， and will 
propose a basis for undestanding the pH-dependent filament-severing and the 
nuclear localization signal recognition. Here we also repoは afew of our 
software tools， including HyperDry， a hyperbolic solvent signal dryer， and ShoPP， 
a shoulder/peak picker. 

【序] デストリンはアクチン結合タンパク質コフィリンのファミリーの一員

である。 pH依存的にアクチン繊維を切断し、 PIP2
と結合し、リン酸化による制

御を受け、またストレス条件下でアクチンと共に核に移行するなど、細胞内情

報伝達系と細胞骨格系を結ぶ鍵と考えられる分子である。

我々は、このファミリーの関わる諸現象のメカニズムを解明するため、デス

トリン(残基数 165、アミノ基末端での延長ペプチドも加えて分子量約 2万)

の立体構造決定を行った。

【方法]13C，15Nラベルしたデストリンを大腸菌で大量発現・精製した。 10mM

KH
2
PO.(pH7.0)， 50mM KCI， 10mM DTTの存在下、 2S.Cで、 HN(CO)CA，HNCA， 

CBCA(CO)NH， CBCANH， HBHA(CO)NH， HN(CA)HA， C(CO)NH， HC(C)H-
TOCSY， HC(C)H-COSY， N-edit NOESY-HSQC， C-edit NOESY-HSQCなど十数

種の三重共鳴3次元スペクトルを測定した。立体構造が全く未知であったこと

や、観測されないアミドプロトンが存在したことなどから、解析は困難を極め

たが、解析過程全体にわたり様々なソフトウェアツールを作成するなどして、

ようやく立体構造が得られた。構造計算は X-PLORv3.1 の上で simulated

annealing法で行った。

【結果と考察】平均座標からの RMSD値は O.77Aであった。得られた構造(図)

キーワード:立体構造決定 三重共鳴 3次元NMR アクチン結合タンパク質

ベースライン補正 ピークピッキング

はたなかひでき、おぐらけんじ、もりやまけんじ、いちかわさおり、やはらい

ちろう、いながきふゆひこ
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は大きな βシートの両側に複数のαヘリックスが配置される形となった。アク

チン結合への関与が推定されていた幾つかのセグメントは、協同して一つの面

を構成していた。菌に含まれる最長のヘリックスにはアクチン認識・ PIP2認識

の双方に重要と考えられる 2つのりジン残基が並んでいた。さらにその隣には

N端のリン酸化部位が接しており、脱リン酸化による複合体形成能の活性化機

構が直接示されている。一方、核移行シグナルと推定されている配列はこの面

の反対側に位置し、アクチンを伴って核に移行する様が容易に想像される。

その他、ゲルゾリンファミリーやプロフィリンとの構造比較、アクチンとの

複合体のモデリング、アクチン繊維切断のメカニズムとその pH依存性、核移

行のストレス刺激との関連性、などについても述べる予定である。

{ソフトウェア】我々はタンパク質の立体構造解析過程全般にわたり、様々な

ソフトウェアツールを作成している。ここではそれらの中から、 HyperDryと

ShoPPを紹介する。 HyperDry(Hyperbolic Solvent Signal Dryer)はベースライン

補正プログラムの 1つであるが、溶媒シグナルの長い裾を消去できるように補

正関数として双曲線を用いており、 4次元までのスベクトルに対し速くかっ非

常に安定な補正が行える。一方 ShoPP(Shoulder/Pealく Picker)は、既存のピー

クピッカーと異なり、ピークの肩も拾うことができる。重なりの大きいスベク

トルからも多くの距離制限を抽出することができる。なお ShoPPの Varian

versionは現在唯一のVarian用 3次元ピークピッカーとしても利用可能である。

Figure. 
Tertiary Structure of Destrin. 

-354-



Pl0l 同位体フィルタ一法を利用したGRB2のN端fJUJSH3とSos由来ぺプチ

ドの相互作用の解析

(都臨床研1.第一製薬2)0小椋賢治1.寺沢宏明12.稲垣冬彦1

Isotope Filter Technique and Structural Analysis of N-terminal SH3 Domain of GRB2 

complexed with Sos-derived Peptide 

Kenji Ogura1， Hiroaki Terasawa1ベandFuyuhiko InagakP 

1The Tokyo Metropolitan Institute of Medical Science 

2Daiichi Pharmaceutical Co.，Ltd. 

百lreeisotope filter methods (cos2 filter， double tuned filter and half filter) were 
eva1uated.百lehalffilter method which used hyperbolic secant and iburp-2 inversion pulses 
gave a better result than other methods. We modified some 2D pulse sequences incorporating 
the halffilter method， which were subsequently applied to analyze imeraction between the 
13C/15N uniformly enriched N-terminal SH3 domain of GRB2 and the synthesized Sos-
derived proline-rich peptide. The intermolecular NOESY spectrum showed that there were 
more NOE signals than those of our previous report. 

[F序~]同位体フイルタ一法;はま丸'

をもつs官H自来の信号を消去し，それ以外の'Hを選択的に観測する

ための手法である.この手法により，同位体ラベルされた分子と

ラベルされていない分子との聞の相互作用を観測することが可能

となる.今までに，いくつかの基本的な同位体フィルター法が提

案されている.われわれはこれらの手法の比較，検討をおこな

い，パルス系列を最適化した.さらに， GRB2のN端側SH3ドメイ

ン (NSH3.57残基)とSos由来ペプチドの複合体における分子聞

の相互作用を解析した.

[試料]Sos由来ペプチドVPPPVPPRRR(以下Vpp)は国相法に

より合成した.日Ct'N均一ラベル体NSH3とVppの1:1複合体を作成

し.90%H20/IO%0幻溶媒および99%0幻溶媒に溶解し，濃度

2mMのNMR試料とした， NMR測定にはバリアンUNlTYplus600お

よびUNITY5∞分光計. z軸磁場勾配コイル付き(H/C刑)三重共鳴

プロープを使用した.

[実験]これまでに発表されている主な同位体フィルタ一法には

∞点目ltefl)，double tuned filteP). half filtep，4)が挙げられる(図

1) .これらのパルス系列による.NSH3+VPP複合体の重水溶媒

試料の測定結果を図 2に示す.cos' fi Itcrのfiltering効率は他の2つ

同位体フィルター/GRB2/SH3/Sos

おぐらけんじ，てらさわひろあき，いながきふゆひこ
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Fig.l Isotope filter 
experiments.τa=l/2JcH 

(aliphatic)，τb=1/2JCH 
(aromatic). 
(a) cos2 filter， (b) double 
tuned filter， (c) half filter. 



(a) 

Fig.2 C3C/l~N)NSH3+ VPP.ρ心 lDspectra; (a) normal， (b) cosz filt巴r，
(c) double tuned filter， (d) half filter. 

の技法と比べて良くなかった.double tuned filterとhalffiterではfiltering効率には差はなかった.ただ

し， double tuned filterは他の2つの技法と比べてパルス総数が多いため，望ましくない.今回， half 

fiterの効率が優れていた理由は， "Cの会帯域180度パルスとして特性の優れたhyper凶Iicsecant pulse 

を，またaromaticcar加nの選択的180.度パJレスとしてiburp-2パルス系列を使用しているためである.

。Chalf filterを組み込んだDQFCOSY(図 3)およびTOCSYスペクトルを測定した.

を組み込んだ視1)定も同様におこなった.NOESYの場合は， vpp分子内NOEのみを選択的に検出する

パルス系列(図 4)およびNSH3とvppの分子問NOEのみを選択的に検出するパルス系列(4)を使用し

た.

申1 中2

H|τa卜a~ t.l.ll"，，-

，ゅ3 申̂3 l...oo"" 

C I hbl' 
iburp-2 sech180 

Fig.3 Pulse sequence of 13C half 
filtered DQF COSY experiment. 

It 1=8(x)，8( -x)， 1t2=2(x)，2(y)，2(-

x)，2( -y)， 1t3=x，-x， rec=2( -x)，2 
(y)，2(x)，2( -y)，2(x)，2( -y)，2( -x)，2 
(y). 

H|τa I 'ta ~叫 m以 I -ra卜aト¥

C~V\~l バげレr

Fig.4 Pulse sequence of 13C double half filtered 
intramolecular NOESY experiment. 。1=2(x)，2(-x)， 1t2=x，-x. 

】n叱'cdoublc half filtcrcd NOESY(in附1tra抑molc∞:C机叩ω:九川川u川』川la訂叫rの)スペクトルにより， vppの述鎖帰属をおこなった. "C 
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double half filtered NOESY(intermolccular)スペクトルにより.NSH3とvpp関のNOEを帰属した(図

これらのNOEに基づくNSH3・6) .以前のデータ (5)に加えて，新たな分子間NOE信号が帰属された.

vpp複合体の構造を図 7に示す.
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Fig.7 Schematic structure of NSH3 complexed with VPP. 

[まとめ]種々のisotopefilter法のうち， shaped puIseを併用したhalffilter法がもっとも白Itering効率が

良<，それに基づき各種2次元パJレス系列が最適化された.分子問NOEを観測することにより，

NSH3.YPP複合体構造の精密化がなされた.

[文献]

(1)M.Ikura et al.， J.Am.Chem.Soc. 114，2433(1992). 
(2)G.Gemmecker et aI.， J.Magn.Reson. 96，199(992). 
(3)G.Otting et al.， J.Magn.Reson. 85，586(1989). 

(4)R.H.A.Folmer et al.， J.BiomoI.NMR 5，427(1995). 
(5)H.Terasawa etal.， Nature Struct. Biol. 1，891(1994). 
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Pl02 クロコウジカビ非ペプシン型酸性プロテアーゼAの高次構造解析

(東大・理・生化l，現東京薬大・生命科学2' 東大・生物工学ぜ，

味の素・中研‘，明治製菓・生科研七工技院・生命前，日本ブルカー')
O小島正樹13，田之倉優3，大竹亮子ぺ鈴木栄一郎‘，浜谷徹s'

河野敏明1曽良達生6，M.W泌chli'，高橋健治u

Conformation Analysis of Aspergillωniger Non-Pepsin-Type Acid Proteinase A 

Masaki Kojirna
1

七MasaruT如 okura'，Ryoko Ootake4， Ei-ichiro Suzuki¥ Toru Hamaya'， Toshiaki Kono'， 
Tatsuo Katsura6， Markus Walchli'， and Kenji Takahashi1

•, 
JFaculty 01 Science， Universi汐01Tokyo， 1 Present Address: Faculty 01 Life Science， ToかoUni印刷。101

Pharmacy and L砕 Science，'Biotechnology Research Center， University 01 Toか0，'Central Research 
Laboratories， Ajinomoto白リInc.，'Bioscience Laboratories， Meiji Seika Kaisha，Ltd.， 6Nationallnsti似te01 
Bioscience and Human Technology， 1 Bruker Japan Co.，Ltd. 

Proteinase A secreted by the fungus AspergiUω niger var. macrosporωis a non-pepsin-type acid 
proteinase. It consists of two polypeptide chains， a light chain of 39 residues and a heavy chain of 173 
residues. They are bound non・covalentlyto each other. In order study higher・orderstructure of the e回戸ne
by NMR，出eisotope-labelled鎚mpleswere prepared and heteronucJear multi-dimensional NMR spec紅a
were measured. In isotope-labelling， genetic method was not used. A.niger was grown directly in the 
culture media including stable isotope， and the labelled sample was purified合omthe culture fil住ate.
Distribution pattem of cross pe汰sin SQC spectra was identical with that in HMQC spectra measured 
凶 ingnatural abundance， which suggests that the sample was labelled successfully. In each slice of 3D-
NMR spectra， signals were observed separately. The assignments ofthese signals are now in progress. 

【序】クロコウジカビ CAspergillusn怒'ervar. macrosporus)が産生するプロテアーゼAは，一次
構造や基質特異性などが，従来のペプシン型アスパラギン酸プロテアーゼとは異なる酸性プロテ

アーゼであり，一次構造上他の蛋白質と相向性が殆どない. 1本鎖の前駆体として合成され，そ
の後のプロセシングにより，軽鎖 (39残基)と重鎖 (173残基)の2本鎖が非共有結合的に結合し
た天然型(回目veform)となる.NMRによる高次構造解析を行うため本酵素を同位体標識し多
次元川恨の測定を行った.
現在 NMR試料の安定同位体標識は，遺伝子工学の手法により大腸菌等の外来発現系を用いて

行われる場合が多い.但しこの手法には以下の問題点がある.
1)プロテアーゼ等の加水分解酵素は宿主にとって有害であることが多く，発現量が少なかったり
封入体を形成しやすい.この際 refolding等により活性体を得る必要がある. 2)外来の発現系を用
いた場合，糖鎖付加やリン酸化等の翻訳後修飾が行われないことがあり，これらが活性に必須で

ある場合問題となる. 3)多くのプロテアーゼは前駆体として合成され，ペプチド鎖の切断を受け

て活性型となるが，上記方法で前駆体の遺伝子を組み込んだ場合，正しく活性化が行われないこ

とがある.
本酵素に関しては，大腸菌を用いた発現系が既に構築されているが，収率や活性化等上述の点

において同位体標識を行うには不十分であったまた Baci/lusbrevis等他の系においても同様で
あった.このため A.nigerの菌体から直接 (invivo)同位体標識することを試み.種々の培地で
菌体の培養条件と本酵素の収率を検討した.検討結果に基づき，プロテアーゼ A を同位体置換

し， 2重共鳴， 3重共鳴多次元NMRスペクトルを測定した

【方法】 A.nigerの通常の培地を全て同位体標識することは不可能であったまた最少培地は不明

Aspergillus niger，非ペプシン型酸性プロテアーゼ， 3D-NMR，同位体ラベル

こじままさき たのくらまさる おおたけりょうこ すずきえいいちろう はまやとおる

こうのとしあき かっらたつお まるくすべるひりー たかはしけんじ
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なため，生理的に考えられる種々の培地を検討した(硫安培地，カザミノ酸培地，硝安培地(ア

カパンカピ最少培地).クロレラ培地).培養は30
0

C. 220rpmで旋回培養機にて行った.収量

を上げるため，培養を数段階に分け，前段階培養の一部を本培養の培地にシードした.培養液の

経時変化をpH. 活性測定，顕微鏡による菌体観察および抗体染色0'1estem Blotting)によりモニタ

ーし，最適の時期に blothoutした.培養液からの酵素精製は，ゲル櫨過とイオン交換クロマトグ

ラフィーを用いた.精製および培養液の活性測定は，培養液中に多量に存在するプロテアーゼ‘ B

(ペプシン型酵素)の影響を排除するため特異的阻害剤ペプスタチンを添加して行った.

同位体標識した試料のNMR測定はBrukerAMX500およびAMX600分光計を用い.pH4ム30
0

C

で行った. 一部の測定にはグラジエント分光法を用いて，溶媒シグナルを消去した.また測定

後 SDS-PAGEを行い，自己分解が起こっていないことを確認した. 3Dスペクトルのフーリエ変

換は.IRIS Indigo'ワークステーション(SGI)上で Felixソフトウェア但iosym)を用いて行い，デー

タ処理用のマクロは自作した.

【結果・考察】硫安培地では.菌体は生育したが，培養液中に酵素は検出されなかった.また硝

安培地，カザミノ酸培地ではいずれも菌体の生育が悪く，培養途中でペレットを形成し以降の生

育が阻害された. 培地にグラスビーズを入れて胞子を砕きながら培養することにより，ペレッ

ト形成は限止できたが，酵素は分泌されなかった.また菌体のプロトプラスト化後浸透圧破壊に

より，菌体内の蛋白質を調べたが，プロテアーゼ A およびその前駆体は発現されていなかっ

た以上から培地が無機物やアミノ酸のみから成り，蛋白性の抽出物(プロテアーゼの基質とな

りうるもの)が含まれていない場合，カピは生育するが，本酵素は産生も分泌もされないことが

わかった(培地中に本酵素の阻害剤を加えて誘導を試みたが，結果は同じであった). 
そこで同位体標識した蛋自性抽出物を培地に用いて培養を行った.通常は酵母，麦芽等の抽出

物あるいはその加水分解物が培地成分として用いられるが，本研究では同位体標識可能なクロレ

ラを使用した.また培地として加水分解産物を用いることが多いが，プロテアーゼの分泌を促す
ため，むしろ加水分解は行わずにクロレラを物理的に破砕するに止めた.培養の結果，上清中に

プロテアーゼ A が検出され，比活性が一致した.最終標品を大腸菌の発現系の場合と比較する

と，培地中の窒素源(または炭素源)Ig当たり. 1.5-2倍の収量が得られたなお経時観察の結

果，本酵素は培養中ある時期にのみ分泌され，その後速やかに失活ないしは分解されることが分

ったが，このことは，本酵素がカビ‘の生育時にある特定の役割を果たしていることを示唆してい

る.

得られた標品を用いて. 2重共鳴.3重共鳴
NMRスペクトlレ(NOESY-HMQC，TOCSY-

HMQC. HN(CO)CA， HCACO等〉を測定し

た. HSQC スペクト lレ(Fig. 1)は. naωral 

abundanceによる HMQCスペクトルと同ーの
シグナル分布を与え，正しく標識が行われた
ことが確認された 特にlH_l~ HSQCスペ

クトルにおいては. 200個以上の N-H交差ピ

ークが観測された(Fig.1)・また3Dスペクト

ルにおいても各スライスに個々のシグナルが

分離して観測され，異種核による展開が有効

であることがわかった.現在シグナルの系統

的帰属を進めている.
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Pl03 
'H・NMRによる好熱性水素細菌由来チトクロームc552の構造解析

(第一製薬1 医大・蛋白研Z 農水省・生物資源研3 東大・農‘)

0長谷川淳1 吉田卓也z 山崎俊正3 三本木至宏4 Yu Yihua2 児玉微‘

山崎憲一1 伯水英夫1 京極好正2 小林祐次2

Structural analysis of cytochrome c552 from出ethennophilic hydrogen-oxidizing bacterium Hydrogenobacter 

thennophi1us by 'H・NMR

Jun Hasegawa' Takuya Yoshi<Ja2 Tosh泊laSaY;創naz法j3Y oshihiro Sam加 ngi4Yihua Yu2 

To加uK，叫ama4Ken-ichi Yamaz紘i'HidωH誌usui'Yoshimasa Kyo伊ku2Yuji Kobayashj2 

1. Daiichi Pharmaceutical Co..Ltd. 2. Instiωte for Prote泊 Resぬrch，O鎗kaUniversity 

3. National Institute of AgribiologiωlReω凶ces 4. Deparunent of Agricultural Chemistry， University of Tokyo 

Cyt田 hromec552 from the thermophilic hy命ogen-oxidizingbac~出um Hydrog伺 obacterthennophilus is a 

small protein with c-type heme∞，val叩 tlyattach吋 ωthepolypeptide chain. lt∞nsi山 of80 amino acid residues 

卸 dits amino acidぉquenceclosely resembles that of cyt郎防omec551 from Pseudomonas aerug加osa.However， 

cytochrome c552 is more stable w h回1血ancytochrome c551. ln order w elucidate the relationship between白e

町 uct町'eofcy江にhromec552卸 d血ehigh thermostability， we examined the solution s回 ctureof it by lH-NMR 

spectros∞'py. Sequence-spec血，cassignments were obta泊edforalmωtall of the backbone protons and白eside-

cha血proωns.From a preliminary analysis of sequential 釦 dm剖ium・即1geNOE patterns. it is shown that the fo町

helices were identified泊白eregions which correspondω白oseofc戸ochromc551. Furthermore， several NOEs 

ob町 vedbetween the heme and白.epolypeptide chain indica凶 白 紙 hydrophobicα>re，加 which恥 hemewas 

M渇led，of cytochrome c552 was more tightly packed血却白紙ofc戸oc肘omec551.

(緒言)

好熱性水素細菌の生産するチトクロームc552は80残基のアミノ酸よりなる蛋白質であり、緑膿菌由来

のチトクロームc551と一次構造上約56%のアミノ酸が一致する%チトクロームC551に関しては既にX線

およびNMRで立体構造が決定されており勾、チトクロームc552の立体構造もそれにかなり近いことが予

想されている。しかしながら熱安定性に関しては、 CDを用いたTm測定によって15"(;以上の差があるこ

とが分かつており、チトクロームc552はチトクロームc551よりもかなり安定な蛋白質である町。この熱

安定性の差異が立体構造上のどこに起臨するのかを明らかにするために、 lH-N胞によりチトクローム

c552の立体構造解析を行った。

(実験)

好熱性水素細菌より得られたチトクロームc552を濃度2mM、pH4.8となるように調製して、軽水もし

くは重水に溶解した後に、還元剤としてハイドロサルファイトナトリウムを加えアルゴンガスによる

パージと脱気の操作を繰り返して完全に還元状態が保たれるようにした。測定温度は 45"(;として、

Bruker社製AMX・500およびARX・500を用いてDQF・COSY、NOESY(混合時間75msec、150msec)、

TOCSY (混合時間30、60、90mぉc)の測定を行った。

lH-m偲 cyωchrome出ermostabilityheme 

はせがわじゅん、よしだたくや、やまざきとしまさ、さんほんぎよしひろ、ょういーは一、

こだまとおる、やまざきけんいち、はくすいひでお、きょうごくよしまさ、こばやしゅうじ
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(結果と考察)

チトクロームc551との相向性の高さからヘリックスリッチな蛋白質であることが予想されたが、シグ

ナルはへム欽による効果で全体的に分散していて、分離のよいものであった。特に、特徴的なシフトを
示すシグナルはチトクロームc551においても全く同様に観測されており、この点からも両者の高次構造
が類似していることが予想された。ペプチドの各プロトンのシグナルの帰属はWuthrichらの配列特異的

連鎖帰属法を用いて行った。現在までにほぼ全てのプロトンのシグナルを帰属することができ、近接残
基問に観測されるNOEのパターンから二次構造についての情報を得ることができた。 Fig.lに近接残基間

に観測されるNOEをまとめたものを示す。おおよその位置として2・8，25・33，38-47，66・79の4ヶ所に αヘ

リックス構造が存在し、二次構造に関してはチトクロームc551と極めてよく似ていることが分かつた。
1 W W m ~ 
NEQLAKQKGCMACHDLKAKKVGPAYADVAKKYAGRKDAVD 

daN -町田ー ーー翻聞」・・・Ld.- -言塑

必制 時~司~圃圃 ・L _.・ 圃圃圃圃圃圃圃圃E 事て・ ..  圃園

C!PN 

daN(lJ+3) 

田司・・_.一一一園田園ーー-----ー明箇担且古ー医・・

d..Il(lJ+3) 一一 一一一一一一
daN 

d附

d側

daN(I.1+3) 

一

da以1，1+3) =.....-τ==二回

Fig.l Surnmary of血e田qu阻邑alNOE∞nnectivi邑田 ofc戸ocl官四百ec552

また、ヘムのプロトンも完全に帰属することができ、帰属の過程でヘムとペプチドとの関には多くの

NOEが観測されていることが分かった。現在までにへムとペプチド鎖との間に観測されるNOEのうちで

明確に帰属されたものをFig.2に示した。ヘムの疎水性部分とペプチドの疎水性の側鎖との問に多くの

NOEが観測されていることが分かる。この結果より、ヘム部分は蛋白質の中心部分で疎水性のコアを形

成するのに大きな役割を果たしていることが分かる。
これらのNOEはチトクロームc551においてもほぼ同

様に観測されているNOEであり、ヘムをとりまくチ

トクロームc552のペプチド鎖のフォーJレディングの
トポロジーはチトクロームc551とほぼ向様であるこ

とが予想される。一方で、 Gln62のyプロトンとへム
のα位:のメソプロトン問およぴDe76のSプロトンと

へムの S位のメソプロトンとの間に観測されている
NOEはチトクロームc551との微妙な差異を示してい附I岨一一_，....6

た。これらの残基ではチトクロームc551では各々Asn

とValであり、炭素原子一つだけ短い側鎖である。こ 戸.，....1.1・

のため、チトクロームc551ではヘムとの簡に小さな 附 μ泊

キャピテイがあるが、チトクロームc552ではこれら

の置換によってより密に充填されている可能性があ

ると恩われる。

〆て C13t.V21y 
M. .， 

見込S-Cy.13

ヶー
胸司骨 V21γ

HO -0 
今後は三次元構造解析を進めることにより、上述

した側鎖のパッキング等についてより精密な解析を
FilZ.2 Schematic summarv of the nuclear Overh 

守行子つて、熱安定性との関逮について考察する予定で ~ifëc~削(例NO侃E)凶l江m耐l~包附e町r悶叫cti。叩ns国sb恥e品ゐN悶血恥eh町m叩ne 阻副d 血白.ep抑e叩pu帥dω e 
ある。 incyωchromec552 
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P104 
'H-NMRによる局所麻酔剤ジプカインとNぜ-チャンネル不活性化

ゲートペプチドとの相互作用研究

(京大薬) 0黒田義弘、小川l雅弘、石川順也、藤井信孝、中川照員

Interaction betwe∞10ωl姐岱theticdibuωine組 da Naにchannelinactivating gate peptide as studied by 'H-NMR 

spectroscopy 

Faωlty of Pharrnaceutical Scien偲 s，KyotoUnive路 ity，Kyoto，606・01

OYoshihiro Kuro也，MasahiroOgawa，Junya Ishikawa，Nobutaka Fuji and Terurnichi Nakagawa 

Interaction between dibucaine a且da peptide re1ating to the rnecha且isrnfor Na' -channe1 inactivation has been studied 

by proton nuclear rnagnetic resonance speはroscopy.VVe synth岱 izeda rnode1 peptide including a c1uster of 

hy的 phobicarnino acids (lle-Phe-Met)，the arnino acid sequenωofwhich∞rresponds to the linker of dornains III 

組 dN of rat brain type II A Nぜ-channel(n細 ωMP-1)，組dthe one in which Phe has been substitutωby Gln 

(MP-2)，組dmeasured 'H-NMR speはrain both phosphate buffer and phosphatidylserine liposornes. MP・1caused 

lower企equencyshift for the proton reson組 cesof dibucaine quinoline ring th組 didMP -2. The low 金equencyshi立

aα氾untsofπ-stacking interaction betwee且 thequinoline ring of dibuぬineand benzene ring of Phe. VVe concluded 

that dibuωine interacts with the Phe in the linker and prolongs the inactivated state of the Naぺchannel.

【目的】局所麻酔薬の分子レベルでの作用機序については不明な点が多い。最近、 Nぜチャンネルの不

活性化はドメインEとNとの聞のリンカ一部分の三つの疎水性アミノ酸lle・Phe・MetがNa・イオンの通過

する孔を塞ぐことに帰因しているという報告が行われた。我々は局所麻酔薬がNがチャンネルの不活性

化状態を修飾して安定化させるという事実に着目し、局所麻酔薬と不活性化ゲート部位のアミノ酸残基

との閥に何らかの相互作用があるかどうかを調べるため、これらの疎水性アミノ酸を含む 12残基のペ

プチドを合成し (Fig.1)、局所麻酔薬ジプカイン (Fig.2)との相互作用を検討した。

【方法】①ペプチド合成 Na'チャンネルの不活性化機構に関与するアミノ酸 12残基 (ratbrain II A， 

Gly・1484-Lys・1495)のペプチド (MP-l)、およびそのうちのPhe-1489をGlnに置換したペプチド (MP・

2)をFmoc固相法により合成した。これらのN末端をアセチル化した後、 HPLCによって分離、精製

し、大気圧イオン化法マススペクトロメーターで分子量の確認を行った。②サンプル調整:リン酸緩衝

液中 (pH7人 310rnOsrn)およひ'重水を用いて謁製したリン酸緩衝液で超音波処理したPS(Phosphatidyト

(キーワード) : 'H司NMR、ジプカイン、 Nザチャンネル、スタッキング相互作用

0くろだ よしひろ、おがわ まさひろ、いしかわ じゅんや、ふじいのぷたか、

なかがわてるみち
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serine)リボソーム中 (15mM)で上記のペプチドを溶解させ、それらにジプカイン3mMを添加する前後に

おける 'H-NMRの測定をBrukerAM・600で行った。

【結果】 1)ン酸緩衝液中及びPSリポソーム中において、ペプチド添加によるジプカインの各プロトン

の化学シフト変化を検討した CFig.3)。リン酸緩衝液中では、 MP-lを加えた時キノリン環およびブト

キシ基の0・CH，-のプロトンは高磁場シフトを、また、極性基側鎖のプロトンは低磁場シフトを示した。

一方MP-2を加えた場合、極性基側鎖のプロトンについてのみ低磁場シフトが観測されキノリン環のプ

ロトンは変化しなかった。 PSリボソーム中ではキノリン環のプロトンはMP-l，MP-2のいずれの場合に

も高磁場シフトを示したが、 MP-lを加えたときの方がより大きくシフトした。以上より、キノリン環

はMP-lのPheの芳香環と、また極性基側鎖はAspまたはGluのマイナスチャージと相互作用していると結

論されるとともに、これらの相互作用は脂質存在下において強くなることが分かった。

【考察】局所麻酔薬は、 NぜチャンネルのmS6、NSlの細胞質側周辺に存在する脂質の極性基部位に結

合し、その芳香環はmS6-NSl間のリンカ一部分のアミノ酸、 Phe-1489のフエニル基とスタッキング

相互作用を、また同時に三級アミンはAsp-1487あるいはGlu-1492、Glu-1493の酸性アミノ酸と静電

相互作用することによりNぶチャンネルの不活性化状態を安定化させ、麻酔作用を発現すると考えられ

る。現在、ペプチドのC末端をアミドに変えて負電荷を無くしたもの CMP-IA、MP-2A)を合成してス

タッキング相互作用および静電相互作用などをより詳細に検討中である。

MP-l 

Ac・Gly-Gly-Gln-Asp-Ile-Phe-Met-Thr-Glu-Glu-Gln-Lys・OH

MP-2 

Ac-Gly-Gly・Gln-Asp-lIe-GIn-Met-Th r-G lu-Glu-G In-Lys-OH 

Fig.l) Amino acid s句uenαsof synthesized Peptides 
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Fig.2) Chemical Struαure of Dibucaine・HCl
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国 MP.'

図 MP・2

Fig.3)Ch組 gesin chemical shifts (in units of Hz. at 600MHz) of dibucaine笛 aresult of the interaαion with MP-l 

但 dMP-2:(a)in phosphat巴 buffer，(b)in PS liposomes 
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Pl05 DNA2本鎖中にDNA.RNA二本鎖部位を含むこ種の核酸の構造解析

0西崎知子l、岩井成憲l、大久保忠、恭2，3、大塚栄子1

e北海道大学、薬、 2蛋白工学研究所、 3北陸先端大)

百le solution structures of DNA duplexes containing a DNA. RNA hybrid region， 

d(GG)r(AGAU)d(GAC) .d(GTCATCTCC) and d(GGAGA)r(UGAC)・ d(GTCATCTCC).

OTomoko Nishizaki，l Shigenori Iwai，l Tadayasu Ohkubo2，3 and Eiko Ohtuska，l 

lHokkaido University， 2Protein Engineering Research Institu飽， 3Jap組 AdvancedInstitute of 

Science and Technology， Hokuriku 

The solution s回 cturesof two DNA duが.exescontaining a DNA. RNA hybrid児 gionat different sites， 

d(GG)r(AGAU)d(GAC)・ d(GTCATCTCC)，(DHD， where D and H represent the DNA and DNA. RNA hybrid 

segments， respectively)，釦dd(GGAGA)r(UGAC)・ d(GTCATCTCC)(DDH)， we隠 determinedby nuclear magnetic 

resonance spectroscopy to clarify the structural feature of the D-H and H-D junction. In the c渇seof出eひHjunction，

where恥 ribonucleotidewas linked to the 3'-end of DNA， the H2・制 H2"signals of出edeoxynucleotide overlap阿

completely， and the ribonucleotide had a Hl'-H2・coupling constant larger than that of the normal C3・唱ndosug釘

pucker. The dih拍車1angles， the pseudorotation phase angles， and the helical par百n臨時 changed創出eH-D junction 

but not 鉱山eひHjunction. A detailed comparison of these two duplex凶 revealeda structural heterogeneity between 

the DNA segment and the DNA.RNA hybrid region創1<1transitions at the junctions. 

[序論1RNAとDNAの相補的2本鎖はhybridduplexと呼ばれ、このヘテロな2本鎖を特異的に認識し、

RNA鎖側を切断するRNaseHという酵素が存在する。この基質認識機構については現在でも不明である

が、 hybridduplexの持つ特殊な構造を認識しているのではないかと言われており、基質となる核酸が溶液

中でどのような構造をとっているかを解析することはこの酵素の基質認識機構に重要な示唆を与えるもの

と思われる。現在までに当研究室では、 Fig.lの様なDNAの2本鎖の聞にhybridduplexを挿入した9塩基対の

核酸DHDでRNaseHによる切断反応を行ない、この基質は 1箇所のみで切断を受けることを確認した。ま

た、比較として、 DDHをデザインし、 hybridduplex部分の分子内の相対的位置により、どの様な構造的変

化が生じるかを調べた。

↓D-Hjunction ↓H-D junction 

5・d(GG)r(AGAU)d(GAC)3・
3・d(CC TCTC CTG) 5' 

(DHD) 

↓D-Hjunction 

5・d(GGAGA)r(UGAC)3・

3・d(CCTCT CCTG) 5・
(DDH) 

Fig.1.Two DNA duplexes containing a DNA.RNA hybrid region at different sites， (DHD， where D and H represent the DNA 

佃 dDNA.RNA hybrid segments， respectively) ，and (DDH). 

Key words: DNA.RNA hybrid duplex， lH-NMR， relaxation matrix refinement 

Oにしざき ともこ、いわい しげのり、おおくぼただやす、おおつか えいこ
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[実験]1)上記DHD，DDHの核酸を各4mMの溶液(100mM NaCl， 50 mM Na phosphate， 3 mM EDTA， pH 

7.0 90 % H 20/10 % D20)に調整し、交換性lHの観測を行ない、残基ごとの塩基部イミノ、アミノ lHの

帰属を行なった。 2)各サンプルを重水(020)置換し、 NOESY，DQF-COSY， TOCSY， E-COSYをそれぞれ

測定し、各残基の塩基(H6，H8， H2， H5， CH3)，糖部分(H1'-H4')のlHシグナルの帰属を行い、各45msec，90 

msec， 150 msecの mixingtimeのNOESYより、交差ピークのボリュームを見積ることにより、各lH問の距

離を算出し、後述の構造計算に用いる距離の拘束条件とした。 3) 2)より得た拘束条件に、リン酸骨格の

2面角、水素結合による塩基対関の距離の拘束条件も加え、構造計算に供した。計算プログラムは、汎用

のX-PLORを用いた。 4) 3)より得た構造をスピン拡散の項を加味するため、完全緩和行列によるリファ

インメントを行った。

[結果と考察]DHDに関しては、初期構造を典型的A型、及びB型の2本鎖より構造計算を行なったもの

が、水素以外の全ての原子で0.9Aのnnsdで収束した。 DDHに関しては、同様に2つの初期構造より0.6Aの

m凶で収束した構造を得た(Fig.2)。このDHD，DDHの構造は、共通してそのhybridduplex部分がDNAの2本

鎖の部分よりも、広い副溝幅を示し、分子内でヘテロな構造を有していることが観察された。かっ、

hybrid duplex部分とDNAの2本鎖の部分の接合部では DHD，DDH共にD-HjunctionのRNAl残基のみ糖部の

JHl".lI2'が通常のRNAよりも大きく、またH2'，H2"のケミカルシフト値が重なるという共通した特徴が観察さ

れた。またH・Djunctionに於いて観察される急激な構造変化がD-Hjunctionでは観察されず、 D-Hjunctionと

H-D junctionでは異なる性質を持つことが示唆された。

DHD DDH 

Fig.2. The best fit superposition of the six final structures of DHD (left)， and DDH (right). 
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Pl06 エンドセリンの分子肉、および、分子間相互作用の光-CIDNP法による解析

(日本チパガイギ一国際科学研究所) 0高島浩幸、 野壌篤子

Inter and Intramolecular Interactions of Endothelin Investigated by Photo-CIDNP NMR 

(International Research Laboratories， Ciba・GeigyJapan Ltd.) Takashima，H. and Nosaka，A. 

We peげormedthe photochemically induced dynamic-nuclear-polarization (photo-CIDNP) studies on 

Endothelin・1and Endothelin・3to examine the conformational features of peptide surfaces and 

accessibility to the solvent. At relatively high peptide concentrations the photo-CIDNP signals of C・

terminal residue of Trp21 were strongly suppressed but recovered on addition of urea. This indicates 

that the C-terminus is involved in intermolecular interactions at high concentrations of peptides and is 

not exposed to the solvent. We could not observe any significant conformational difference between 

Endothelin・1and Endothelin・3.On the other hand， the intensities of photo-CIDNP signals of tyrosines 

and histidins were significantly small and showed little concentration dependence at relatively low 

peptide concentrations. These residues would be buried in the intramolecular hydrophobic core and 

would not be readily accessible to the solvent. 

はじめに
エンドセリンー 1 (ET-l) とエンドセリンー 3 (ET-3)は、強力な血管収縮作用

などを及ぼす生理活性ペプチドである。これまで、 NMRとX線解析を用いて数多くの研究

が報告されており、 N末端側のターン構造と 2本のジスルフィド結合によって安定化されて

いるαーヘリックス構造をとることが知られている。しかし、レセプターとの結合に必須な

役割を果たすと考えられているC端側については、統一的な構造が未だに得られていない現

状にある。本研究では、このC端側の立体構造決定上の問題点を解明し、 ET-l， ET  

-3両ペプチド間でのC端側残基の徳造的相違に関する知見を得ることを目的として、光-
CIDNP (photochemically induced dynamic-nuclear-polarization)法NMRの測定を行った。

詰料調製と測定

ET-1. ET-3共に0.04岬から111制までの濃度で重水に溶解させた。 pHは重酢酸を

用いて銅製し、最終濃度がO.lmMになるようにルミフラピンを加え、 BrukerAMX-600 N M R 

装置を用いて、とアルゴンイオンレーザー (NEC-GLG3460)で照射しながら測定を行った。

エンドセリンの分子開会合
Fig. 1にET-lの光-CIDNPNMRスペクトルを示す。来照射 (Fig.1a) と照射 (Fig.1b)

のNMRスペクトルの差をとって、光-CIDNPNMR差スペクトル (Fig.lc) を得た。ペプチド濃

度O.16"湖、 pH3で、 C末端の残基Trp21のプロトンの光ーCIDNPシグナルがはっきりと観測

された。ペプチド;重度をさらに下げてゆくと、光-CIDNPシグナル強度が濃度に比例して減少

して行くことから、この pHと漉度の溶液条件下では ET-lは、単分子の状態で存在する

と考えられる。一方、同じ p Hのもとでペプチド濃度をO.64mMまで上げると、 Fig.2bに示す

光-CIDNPi去、エンドセリン

たかしま ひろゆき、 のさかあっこ
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ように光-CIDNPシグナル強度が著しく抑制された。そして、溶液に尿素を加えると、この光

-CIDNPシグナル強度が回復する (Fig.2c)。これらは、 o.64mMという高;重度で、は、分子聞の

相互作用のためC端が溶媒に露出していない状態にあることを意味している。 ET-1のC
端側は、水素結合に起因する分子聞の会合によって溶媒から保護されていると考えられる。
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Fig.l Photo-CIDNP spe心traofET・1
O.16mM pH 3 in H20 24C 

Fig.2 Photo-CIDNP spectra of ET・1
O.64mM pH 3 in H20 24C 

ET-3についても、同棟の結果が得られた。このように高濃度ではC端が分子間相互作

用に関与しているため、 NMRによる立体構造決定の研究で使用されてきたさらに高い濃度

(1 mM-4mM)においては、分子問NOEが生じ、 C端側の構造決定を困難にする要因

の一つになっていると考えられる。

疎水性核構造 (hydrophobiccore) 

エンドセリンのTyrとHis残基の光ーCIDNPシグナル強度は pH3、濃度O.16mMの条件でも著

しく抑制されている。このシグナル強度の抑制は濃度非依存的であり、また、原素の添加に

よっても回復しない。これは、これらの残基がC端側の疎水性残基を中心とする疎水性核構

造の中に埋もれていて溶媒から保護されているためであると考えられる。この疎水性核構造

は、これまで、幾つかのNMRやX線を使った構造決定の研究でも確認されている。 ET-

1とET-3は、この疎水性核構造に起因すると見られる光ーCIDNPシグナルの挙動の点でも

一致しており、相互に差は認められなかった。我々は、両ペプチドのC端側の立体矯造の相

違を調べるために、さらに、リポソーム中での光-CIDNPN M Rの測定を行う予定である。
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Pl07 尿素溶液中でのヒトカ Jレシトニンの lHNMR 

(日本チパガイギー，国際科学研究所)0金折賢二， 野坂篤子

Kenji Kanaori and Atsuko Y. Nosaka 

International Research Laboratories， Ciba-G巴igyJapan Ltd. 

ABSτRACT: Human calcitonin (hCηeasily associates加 dprecipitat巴sas insoluble fibrils upon 

storing in an aqueous solution. We report here that hCT d田 snot aggregate in a 6 M urea solution. 

The α-protons of the residues in the N叩 rminal(Cysl・Cys7)and central (Met8-Pr023) regions 

showed downfield shifts in the urea solution， as compared to those in the aqueous solution. It 

indicates that hCT in白eurea solution takes a more extended conformation than that in 批判u∞us

solution. Upon heating th巴ureasolution of hCT， the amino group at the N-terminus was promptly 

carbamylated.百lecarbamylated hCT easily precipitated even in the urea solution. The loss of出e

positive charge at the N-terminus would promote the aggregation. 

カルシトニン (CT) は32残基からなるペプチドホルモンである。 CyslとCys7の間

にジスJレフィド結合があり、 C末端はアミド化されている。 CTはカルシウムーリン代

謝に重要な役割を果たしており、骨粗怒症の薬剤として用いられている。ヒトカルシト

ニン (hC T)は水溶液中で容易に会合し、不溶性の繊維として沈殿する 1)。その会合

は、 N末端部分の疎水性残基聞の相互作用によって開始し、 C末端部分がそれに続く。

この会合分子は水素結合によって安定化されており、これが核となって繊維が成長して

いくと考えられる九尿素はペプチド基と相互作用して水素結合を切断し、タンパク質

を変性させることが知られている。本研究では高濃度の尿素溶液中で hCTのNMRス

ペクト Jレを測定し、会合が進まないことを見いだし、 hCTの自己会合のメカニズムを

検討した。

<実験>

hCTは化学合成したものを用いた. NMR測定は全て BrukerAMX・600を用いて300

K (pH 2.9)にて行った.尿素溶液中の hCTのシグナJレの同定には DQFCOSY、

HOHAHA、NOESY等のパルス系列 (TPPI法)を用いた。 2Dスペクトルの経時変化の

実験には States-TPPI法を用いて位相まわしなしで HOHAHAとROESYを測定した。 256

(tl) X 512 (t2)のデータを測定するのに約 5分を要した。

<結果と考察>

水溶液中と 6M尿素溶液中での hCTのlHNMRのシグナルの強度変化を Figure1に

示す。水溶液中では繊維化に伴い、 hCTのシグナルは徐々に広くなり、約 1時間で消

失するが、尿素溶液中でのシグナJレ強度の減少は非常に遅いことがわかる。これらの結

果は、分子問もしくは、分子内の水素結合の形成が尿素によって阻害され、自己会合が
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妨げられていることを示している。また、尿素溶液中では、アミド及び、 Cαープロト

ンは共に低磁場にシフトし、 N末端及び、中央部分の残基のシフトの方が、 C末端部分

の残基のシフトより大きい (Figure2)。このように、水素結合の形成が阻害されること

により、ペプチド分子が、よりランダムな構造をとることがわかる。
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Figure 2: Differences in the chemical shifts of the 

NHandCα.-protons of hCT in the urea solution 

from the values in th巴aqueoussolution. 
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Figure 1: Change in time of relative intensities 
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(closed circle) solution. 
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しかしながら、 Figure1に示したように、尿素溶液中でも hCTの会合は完全に阻害

されるわけではなく、ペプチドのピークは徐々にではあるが減少していく。 hCTの尿

素溶液を 343Kで 15分加熱した後、常温で放置すると、 hCTは速やかに会合し、そ

の会合過程におけるシグナルの変化は、尿素が存在しない水溶液中の hCTの繊維化と

同じであった。即ち、 N末端部分及び、中央部分の残基は速く消失し、 C末端部分は遅

れて消失した。その過程においてCys1から Leu9の残基について新しいNH-α クロスピー

クが現れた。これは尿素溶液中において次のような反応によりペプチドのN末端がカル

パミド化したことを示している3)。

CNO・+NH3+ -peptide -今 H2NCONH-peptide

このようにカルパミド化すると、正電荷が失われN末端部分の疎水性が増す.そのた

めに，尿素存在下でも分子会合が急速に進行したものと考えられる。このことは、 N末

端部の疎水性がhCTの繊維化に重要な役割を果たしていることを意味している。

以上のように、 hCTの繊維化には、疎水相互作用と水素結合が関与しているが、繊

維化の進行はN末端の疎水性に特に大きく依存していることが明らかになった。

NH2CONH2~三 CNO・+Nl4+，

<文献>

1) Arvinte， T.， Cudd， A.， and Drake， A. F. (1993)よBioJ.Chem. 268，6415・6422.
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L10 遠位グルタミンを持つミオグロビンでの配位子親和性調節の分子機構

(筑波大・化学系)山本泰彦

Molecular mechanism 10r controlling ligand affinity in myoglobins possessing distal 

Gln residue 

Yasuhiko Yamamoto 

Department 01 Chemistry， University 01 Tsukuba 

百lemyoglobins from sharks， GaJeormnωjaponic凶組dMi凶tel.凶 japonic.瓜 poss回 sdista1 Gln 

E7 in stead of usual His E7. Met-cy釦 O釦 d・imidazolefonns of these shark myoglobins have been 

characterized by lH-NMR in order to gain insights into functional properti回 ofGln 8. 百le

analysis of par溜nagneticrelaxation rate釦 dhyperfine shifts， together wi白 theobservation of 

dipol釘∞m配 tivi話出， have provided也eassignments for the r，田onan白 sarising from Gln E7 and 

加und-imid位。le. Hydrogen-bonding interaction between Gln 8 and the Fe-bound ligands has 

b田 ncl回 rlymanifested in the hyperfme shifts forせleGln E7 r，回on組目S部 wellas the chemical 

exchange behavior of their labi1e protons. The conformation of the Gln E7 side-chain in both 

ligation states h出 b偲 ninferred from the dipolar∞nnectiviti白 amongthe side-chain protons of Gln 

E7 and the iron-proton distance determined from the戸ramagneticrelaxation rate. 

[はじめに]常磁主蛋白質のNMRで観測される超微細シフトしたシグナルは、蛋白質に由

来するシグナルから分離して量捌されるため、検出が容易である。さらに、これらのシグナル

のシフト値、緩和重度は、金属イオン近傍の分子構造と電子構造を敏感に反映しているため、
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Fig.2. Schematic representation of possible∞nformation of Gln E7 in met-cy組 o(A)
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ミオグロビン、超微細シフト、常磁主緩和、配位子親孝叶生、水素結合

やまもとやすひこ
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金属酵素の構造化学的研究に幅広く用いられている{別川町陥91eticR儲)08n偲 d向ram句 1配

地抑制制les".G N. L.a陥九回陥JWerA，目指nic(1田5))。ただし、その検出の容易さの反面、シグナ

ル帰属は困難な場合が多い。それは、主に、超微細シフトを示すシグナルの緩和速度が、効率

的な常磁主緩和により、 1H-1H間交差緩和速度やスピン"スピン結合定数より一般的に大きく、

帰属に必要な相関ピークの強度が小さくなってしまうことに起因する。たとえば、フェリ型高

スピン状態と低スピン状態の常磁性ヘム蛋白質では、へム(へムの分子構造は円g.1に示す)の

メチルプロトン(鉄からの距離(R)=0.62nm)の緩和速度(1庁.1)は、それぞれ約200S-1、約10S-1

である。常磁性緩和車度はRの六乗に反上t例するので、これらの値から、高スピン状態の場合に

はR<O.9nm、低スピン状態の場合には附}伽nの領域に存在する1Hに由来する NMRシグナル間

での相関ピークの検出は、困難であることがわかる。

さて、ヘム蛋白質の機能と構造との相関関係で、解明されなければならない問題の一つは、

ヘム鉄の反応場がどのような構造化学的因子によって制御されているかということである。そ

のためには、たと幻調練結合ヘム蛋白質のミオグロビン側同では、ヘム鉄の外部配位子結合

部位の構造化学的研究が必要になる。ヘム鉄に配位した酸素分子の鉄から速い方の酸素原子は

R=0.28nmである。したがって、この配位子がどのような相互作用によって、その配位状態が安

定化されているのかを調べるためには、R=0.3・0.5nmの範囲の立桝葺造を解析する必要がある。

先ほどのへムメチルプロトンの緩和恵度から、この唱劃或に存在する1Hの緩和重度は、フェリ型

低スピン状態でも30毛∞s・1、高スピン状態では700-15∞S-1となる。本研究では、ヘム鉄に結

合した配位子と相互作用できる位置に存在する遠位アミノ酸残基としてGlnを持つMbでの、プ

ロトン受容性および供与性の両方のタイプの配位子に対する配位子安定化における遠位GIn(Gln

E市〉役割を、間.6nmの領域の1Hに由来するシグナルの帰属を基に解析した(F1Q.2}o超微細シフ

トしたシグナルの帰属の一助として、常磁性緩和速度より見積もったRを利用することができる

が、立制着造が未知な分子でのシグナ川帯属には、スピンースピン結合やNOEによる相闘を観

測する必要がある。分子量約1.5万のMbでは、ジェミナルプロトン聞で最大20s-1程度の交差緩

和速度が期得できる。フェリ型低スピン状態のM同'CN-体:M~CN-))O)R<O伽噸械での、遠位Gln

のNeHとCYH聞の約・3%のNOEの観測も可能であることがわかった。

民験方法]1H-NM R測定はEruker.社跡.C400PSで行った。遠位Glnを持つミオグロビンは、

ホシザメ (Mustelusjeヨ戸別'icus)、エイラクブカ (Gat.氏油れusja，戸)()icus)の赤筋より分離精製し

た。 NMR試料の蛋白質濃度は約0.5mM、溶媒';t1oo%020または9O%H20/10%020である。

配位子は、プロトン受容性のCN-とプロトン供与性のイミダゾーJV(lm)(シグナJレ帰属用に重水

素化されたl肝-d4も用いた)を使用した。9O%H20/10%020試料での測定には、 Jump&Retum

パルスを用いた。一次元NOEの測定では、 S包来日させたいシグナルへの照射のパワーを共鳴周波

数の近いシグナルへの影響を見ながら徽周整するが、場合によっては、注目しているシグナル

強訴口させることを第一に考え、。背イ田αlanceの影響は、照射パjレスの周波数をo行根郡悶nce

の影響力f大きいシグナルの共鳴間波数に関して対称の位置に設定して得られたスベクトルとの

差をとるなどの工夫をして極力抑えた。イ開シフトはDSS基準で示しである。

[結果と考察] M~CN-): ホシザメ M~CN-)O)低磁場に超微細シフトした領域のスベクトJレを

Rg.3にシグナj吋帯属とともに示す。イ時交換性プロトンシグナルWX.Yのそれぞれの緩和速度よ

り、プロトンXではR=0.39nmであることがわかり、へム鉄に配位したCN-と直接相互作用して
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いるプロトン、すなわちGlnE7 Nè"i(Fig2~こ由来すること

がわかる。このシグナJ叶署属、さらにはこのプロトンが

へム鉄に結合した配位子との水素結合形成に関与してい

ることは、このシグナルの超微細シフトや飽罪移動法に

よるイ惇交換速度の解析結果からも確認できた。シグナ j1 • Uis・a・ l.n
ルXを照射すると、イ惇交換性ではないプロトンシグナ竺~\.._ー__)L_)1f\..)しJillJ J 
JI{3.5ppm)tこNOE併 3%)カ喝測され、 GlnE7y-Htこ由来 I I 
するものと考えられる(F1g.4)oこのNOE相関が、 2-aまた I (32) (108)1 (7) ! 
は1・Meへの照射パルスのo耐蜘nanceの影響では無い 'lc;or 1¥ 't! !Xll ， Y I "J 
ことは、 100%020試料での測定により確認している。 二三::J¥....___A_j¥JLJ¥.. UV‘J 
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最大-48%のNOEがy'-Htこ鯨IJされ、円g.7の照射時間vs.NOE m創刊'm)irーi
のプロットより、交差縮瞳駒山.4+0.25-1、続柄速度 metMb I I I I 
い)約1.3+0信 1であることがわかる。。からCyH2の内部 JJーし，j__._;J，_.J川
運動でt;l:.Tc-3n5となり、へム鉄に結合した配位子とNeH;帥 回 目開閉叫 t 

プロトンが水素結合していても、 GlnE7側鎖には、ある竺4 __J_ 
程度の運動の自由度の存在が確認された。また、 pより ふ胸 I ! 
州ではR=O.59nmとなり、ヘムに対するGlnE7側鎖の配??十一f

向としては、 cρの酸素原子をへムから遠避けるような e i t--， 
コンフォメーションになっていると推測される肝g.2A)o 2嶋 L一一_1し一〓」

M~lm): ホシザメM同m'fJ)スペクトJレを円g.8tこシグナ

川署属とともに示す。 M同m'fJ)シグナj吋帯属は、帰属が

既知であるフェリ型高スピン状態で勧測されるシグナル

との、配位子交換反応を介した重訴口移動を利用して行つ h i 
た(F1Q.9)oイ医学交樹主プロトンシグナルZは、 25.Cではこ

のシグナルに分かれる。シフト値と線福からこれらの

シグナルは、 H沿F8のイミダゾール環のNHか、外部配位

子1mのN1Hプロトンに由来するものであることがわかる

何プロトンともにR<O.52nm)oそれぞれの帰属は、 NOE

に よ り行った内刈儲酬のNHシグナルを照射するZU訪町官官取21ZE}
と7.1附 nのシグナルにNOE流捌され、このNOEは1rn-<:f4
を配位させたMbでは観測されないことから、このNHシグナ bd 

ルをImO)N1H、7.1ppmのシグナルをM プロトンに帰属した。 A Aihta-
一方、高磁場側のNHプロトンは化学交樹主プロトンシグナル ミ子ニ£
(11.8ppr市こNOEを生じるので、それぞれ、出向のイミダゾー吋嗣川

ル環のNHとアミドNHtこ帰属した。ところで、蛋白質のシグナ

ルから分離して銑刻されるアミノ酸残基の側鎖プロトンに由来

するシグナルに関して、 M~CN1とM~lm'fJ)スペクトルでの対日 A 岡山附

応するシグナルのシフト値の比較から、両錯体での不対電子に

よる双極子磁場にはそれ程差がないことがわかった。そこで、

附叩スペクト川GlnE削プロトンシグナルカ欄さ ま芯ぷ鉱山惣g回ble

れた領域のCOSYスペクトルをM同m)で測定した肝g.5悶が、 ‘ M 

GlnE7千Hプロトンに対応するシグナルが9.5附 n<の領域で観測されず、 GlnE7y-Hのヘム鉄に

対する配向が、 M~CNヴでのものから変化したことがわかる。 CPKモデルを基にした考察から
M同m)でのGlnE7側鎖の配向は、 Rg.2Bに示したようなものであると推測され、 M吋CN-)と

M同m)でのGln側鎖については、 Cα-Cs結合のまわりのコンフオメーションに関して大きく異な

るものと推測される。 GlnE7を持つMbは、 H陰E7を持つMbより 1mに対する親和性が大きく、

Gln側鎖の屈曲性的mのようなサイズの大きな配位子の安定化には適していると考えられる。

[謝辞]本研究に用いたMbは、高知大学理学部生物学科鈴木知彦先生に街劇共戴いた。本研

究は、筑波大学学内プロジェクト研刻Univ郎社yofT5uku回，Res白陀hProj民同からの助成に基づ

くものである。

-374-



し11 3重(13C，15N， 2H)ラベルによる高分子量蛋白質の核磁気
共鳴の帰属法-構造研究に向けて

(大阪大学蛋白質研究所1，Univ. ofTorontoラ
0山崎俊夫1ペLewisE. Kay2 

Methods for NMR Assignment of Larger Proteins Using Triple Labeling 

(Osaka Univ.1， Unv. ofTorontoラToshioYamazakPぺLcwisE. Kay2 
Methods for assignment of backbone rcsonances for larger protcins arc ncwly developcd. 

Deuteration of a 13C，lSN labeled sample produces vcry long transverse rclaxation times for 

magnetization on 13C nuclci.τ'he new mcthods make use of the long rclaxation times. CT-

HNCA and口・ 町(CO)CAprovide us high rcsolution for the Cαchcmi印 1shift axis. HN 

(CA)CB and HN(COCA)CB providc us high sensitivity. Using thcsc method we successfully 

obtained assignmcnts of backbonc resonancecs of a 37 kDa protcin-DNA complcx. 

3重核共鳴 NMR の開発によって、水溶液中の蛋白質の構造決定は現実のものと

なり、現在、多くの重要な蛋白質の構造決定がなされている。 2重ラベルを利用し

た3重核共鳴法は、直接化学結合した原子eH， 13C， ISN)聞のカップリングを利用して

磁化を移動させ、化学構造との対応からそれぞれの NMR シグナルを帰属する方法

である。構造に依存しないので信頼性の高い帰属が得られる。ところが分子量が大

きくなるに従って、核磁気の横緩和が速くなり、磁化移動の効率が次第に悪くなっ

てくる。その適用限界はパルスシーケンスに、つまり磁化の移動経路に依存する。

帰属のためのより強力な情報を与える、より多段階に磁化を移すタイプの実験法ほ

ど、分子量の依存性が高い。例えばHNCACBは分子量2万5千程度で限界である。

我々は核磁気緩和の主な要因である lH核を 2H核に置き換えることによって、 3

重共鳴 NMRをさらに大きな分子量の蛋白質に適用可能にすることに成功した。核

磁気緩和の主な機構ーは双極子関の相互作用である。特に大きな磁気双極子である、

明核によるものが大きい。例えば lHを 1つ共有結合している13C核の横磁化緩和時

間は、分子量 3万で 20msとかなり短くなる。緩和速度は磁気双極子の大きさの 2

乗に比例している。 2H核に置き換えることによって、大幅に緩和時間を延ばすこ
とができる。分子量3万 7干の Trprepressor蛋白質-operator DNA複介体で実測した

結果、 lHを付けた 13C核の緩和時間は 16ms， 2Hを付けたものは 120msであった。

この差は大きい。

アイデア 1・Cα 化学シフト軸の高分解能化

HNCAとHN(CO)CA法は主鎖アミドの lHと15Nを 13Cα につなぐ方法である。そ

れぞれ、アミノ酸残基内、及び、隣り合った残基聞の核をつなぐ。従来の方法では

Cα 核が Cs核とカップリングにより分裂したシグナルを与えること、 cα 核の緩和

が速いことのため Cα 化学シフト軸の分解能のかなり悪いスペクトルしか得られな

かった。同種核問のカップリングを取り除く ConstantTimc法と2Hラベルによる長

い緩和時間により、 Cα 化学シフトを高分解能に得ることに成功した。パルスシー

ケンスは従来のものを部分的に改良したものである。 HSQCを多段に組み合わせて

triple resonancc NMR， dcutcration， multidimcnsional NMR 

やまざき としお、るいすけい

-375・



問 CA: HNi・>Ni・>Cαi(t1)・>Ni(t2)・>HNρ)

問 (CO)CA: HNに>Ni・>COi_1-> Cαi_1(t1)・>COト1・>Ni(t2)・>HNi(t3) 

のように磁化を移しながら、化学シフトを記録してL 、吋く。磁化が Cα に移つたH時芋主~J'}，入1，1，
でで、Cons芯stantT百'im巴法を用いる。同時に 2H核を照射して型_13Cのカップリングを消す。

これをCf-HNCA，Cf-HN(CO)CAと呼ぷ。これにより、従来のものと比べて3倍以
上の分解能になる。 13Cα 核の化学シフトが高分解能で記録されるために、 1Hの付

いた Cα と引の付いたものでは同位体効果として化学シフトに 0.3ppm程度の差を

もって分裂して見えてくる。部分ラベルのため1Hと引が混じっているためである。
1Hの付いたもののシグナルを消すための工夫もしてある。より高い分解能でより多

くのシグナルを区別することができるこの方法は大きな蛋白質の帰属に有用である。

アイデア 2・Cα-C[3磁化移動の効率化

HNCACBとHN(CO)CACB法は主鎖アミドの引と15Nを 13Ca と13Csにつなぐ方

法である。それぞれ、アミノ酸残基内、及び、隣り合った残基問の核をつなぐ。従
来の方法では部分的に Cα の磁化を Csに移し、 Cα とC[3の両方のシグナルを同時

に、しかし半分の強度で、得るものである。この時 Cα の核磁化の緩和のため、あ

る程度シグナル強度を失う。重水素化によって Cα の緩和を抑え、効率的な磁化移

動を行うことができる。さらに磁化移動時間を長くして、全ての磁化を C[3に移す

ことが可能である。引の付いた Cα の緩和が速いため、従来の方法では長い磁化移

動時間中に緩和してしまい、 C[3のシグナルを強めることはできない。 C[3のシグナ
ルを強く得るための方法を HN(CA)CB，HN(COCA)CBと呼ぷ。磁化を

削 (CA)CB: HNi・>Ni・>Cai -> Csi(t1)・>Cai -> Ni(t2)・>HNi(t3) 

) HN(COCA)CB: HNi-ρ>NρCOi川.寸】ρCαai_ρCs札si-←-ρ1り)->Cα1←川-1ρCOiト-ρNi正ρ(tロ2)->HN叫i(t3巧
のように移しながら化学シフトを記録してL、吋く。磁化が Cα に移った時点、で引核を

照射して 2H_l3Cのカップリングを消す。t1期では全ての磁化が C[3に移っているの

で Cα の化学シフトは記録されない (Glyを除く )0 Cα のシグナルを犠牲にしてで

もC[3のシグナルの強度を 2倍にすることに価航がある。 Cα のシグナルは上記の
方法で高分解能で得られる。ここで低分解能のものはさらには必要なL、。 HNCACB

は主鎖の帰属のために極めて強力な情報を与える。というのは、 Csの化学シフトは
アミノ酸残基の種類の情報をあたえるからだ。しかし、高分子の蛋(1質には急激に
感度を失う。 Csのシグナル強度を最大化することは重要である。 Cα の化学シフト

は Csと同時に記録されないが独立に記録することができる。 HN，N，Cα，Cs合わ
せて4次元になる。 HNCAを4次元に拡躍すれば、

4DHNCA: HN・>N・>Cα(t1)・>Cs(t2)・>Cα ・>N(t3)・>HN(t4) 

のように磁化を移動しながらそれぞれの化学シフトを記録することができる。これ
ら全て、磁化移動の経路上で最も緩和の速い Cα 核の緩和をm水素化によって、克
服することだできた。かなり高分子量の蛋白質に適用できると期待できる。

これらの新しく開発した実験法を用いて、 37 kDa の大きさの Trp reprcssor 

operator DNA複合体の主鎖の帰属が容易に得られた。

Rcferenccs 

Toshio Yamazaki， et al. (1994) J. Am. Chcm. Soc 116，6464・6465

Toshio Yamazaki， et aI. (1994) J. Am. Chcm. Soc 116， 11655-11666 
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L12 安定同位体標識DNAを利用した新しいNMR測定技術

(都立大・理)0甲斐荘正恒、小野晶、楯真一、小野明、

栗田順一、牧田貴子、久保喜大

Newer NMR Methods 10r Isotopically Labeled DNA Oligomers 

会 MasatsuneKainosho， Akira Ono， Shin-Ichl Tate， Jun-ichl Kurita， and Takako Makita 

Department of Chemistry， Faculty of Science， Tokyo Metropolitan University 

A precise determination of恥 torsionangle 日for nucleic acids in solution is 

described for a DNA dodecamer.百lemethod relies on血edihedral angle dependence of 

the vicinal lH_31p coupling constants between the diastereotopic C5' methylene protons 

and the phosphorus in the phosphodiester linkage. Stereoselectively 13C/2H-double 

labeling at the C5' allows us to measure both of the vicinal lH_31p coupling constants 

accurately by the C1p} spin-echo difference in the lH_13C CT HSQC. These coupling 

constants uniquely defined the angle s of the labeled residue. A similar method， which 

utilizes the vicinal1H(3')・31p(3')and 31P(3')_13C(2') coupling constants simultaneously， h酪

also been developed to determine the torsion angle e. 

【はじめに】
核酸 CDNA.RNA)の溶液内における立体構造は、主として近接残基聞のNOEを実験的な

構造情報として利用することにより決定されてきた。しかしながら、蛋白質とくらべ核酸

における単位空間当たりのプロトン密度が低いこと、及び核酸の立体構造的特性上、遠隔残基

聞の距離制限情報に乏しいこともあり、立体構造を蛋白質と間程度の精度で決定すること

は困難であった。核酸の生物学的機能が単なる情報の蓄積を這に越えるものであることが

明らかとなった現在、核酸の立体構造及びそのダイナミリスの解明はますます重要となってい

る。構造情報を含む様々なNMRパラメータの、より精度の高い測定技術の開発が盛んに試みら

れるようになってきた背景がここにある。このような技術開発の中心となる手法は、蛋白

質の場合と同様、同位体利用NMR技術である。我々は、より経済的、且つより汎用性のあ

る同位体標識核酸の調製技術の確立に努力してきた。このような独自路線を基盤とするこ

とにより、 NOEを用いる従来の方法とは本質的に異なる、構造決定のための新しい 71日一千

が確立できると考える。また、生化学的手段により調製可能な"均一標識体"を用いる限

り、対象になりえない高分子量試料(蛋白質・核酸複合体等)についても応用できる手法

の開発も文重要である。固相合成法を用いれば、望みの位置に、望みの標識バトYを持つ残

基を導入することができる。選択的標識法の利用は、様々な構造情報の選択を、試料調製

の段階において実施することに相当する。本報告において述べる、 DNA主鎖構造に関する

こ面角情報β、 Eの高精度測定法はそのような技術の一つである。

キーワード: 安定同位体標識 DNA、立体選択的 13C;2H-二重標識法、核酸の主鎖構造、[31P]ー

Al:"iエコー差別?川、 CT IH-13C HSQC 

0かいのしょう まさつね、おの あきら、たて しんいち、おの あきら、くりた

じゅんいち、まきた たかこ、くぼ よしひろ
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【実験】

本研究において利用したDNAオリゴマーは Dickersonドデカマー d(CGCGAATTCGCG)2である。こ

のオリゴマーに関しては多くの結晶構造解析、 NMRデータが集積しており手法開発のモデルとして

は適当であると考えられる。 βー角の測定に利用したドデカマーにおいては、 7番目の千ミ)')残

基 (T7)のみを選択的に標識体に置換しである。用いた標識チミ)')は、デオキシリポース環のみが高

濃度 (98%)に 13C-均一標識しであるもの、さらには13C-標識に加え、 5'位メチレYを川島・

石戸等の方法IIに従って立体選択的に重水素化した二重標識体ものである。後者はβ一角

の一義的決定に必須の試料である。一方、 εー角の測定は 6番目のデオキシ了デ/シY残基(A6)に

関して行った。この為の試料は[ul-98%13C:98%15NトテオわずJ'J')、及びこの標識7デ/シYの

2'司位メ千りの一方を重水素化したものをA6に組み込んだものである。

NMR 7.'\~ト}~は Bruker AMX-500 (4-RF ft')机:パルス磁場勾配付属装置付)を用い、 5φ3 

重共鳴プロー11H-[13C， 31P]を用いて行った。 NMRt-~ はnmrPipe で処理し、プログラム PIPPに

より?ロスピイ強度を正確に見積もった。

【結果】

DNA主鎖は各"はけ残基の3'-、及び5' 一水酸基が隣接残基と 1)')酸7エステ}~結合により結
ばれた構造をしている。従って、 DNA主鎖構造のNMRによる情報は糖1)')酸結合に関与する

核問のビ汁JはピY結合定数に含まれている。デオキシ1)(--7.環内のプロトン聞のど汁M.l:"J結合定数とし

ては C3'-C4'間 (δ一角)、 C4'-C5' 間 (7一角)が主鎖構造に関係する情報を与える。

これらの値は通常は測定困難であるが、前

者に関してはずオキシ1)(--7.環を13C-標識するこ

とにより、正確な測定が可能となる。 2)後

者に関しては、 C5' 位のメチレYプロトンの立体特

異的帰属が必要である。児島等はC5' メ千レy

を立体選択的に重水素化した尚子を用いて

これらの値が測定できることを明らかにし

ている。 U 一方、 C5' や C3' と1)')酸基の

間の二面角 (βー、及びεー角:図-1)に

関しては、核酸構造解析におけるこれらの

角度情報の重要性にも関わらず適当な方法

がなかった。特に、 βー角に関する精度の

良い構造情報は、溶液内においては全く得

られていなかった。坪井等は1969年におい

て、早くも核酸主鎖構造の決定に1H_31p Fig-l β、 ε-anglein the DNA backbone 

Uナルスピy結合定数、 3JHP、が極めて重要な情報を担っていることを認識していたが、 4)こ

れらの値が比較的小さいこと、またメチレYプロトンの立体特異的帰属が必要なこと等の難点が克

服できず現在に至った。

(1) β一角の一義的決定手法 5) ネル角 βに関係するピシナルスピY結合定数は 3つある。

即ち、 C5'-位の片レYプロトンと1)')との二つの3JHPと、 C4' と1)')とのつCPである。この内、 C4'

は3' 一水酸基側の1)') ともむナル位の関係にあるために、独立な)\7j.-~ として測定することが

困難である。従って、 β一角の決定は二つの3JHPの正確な値の測定と、それらの立体化学

的区別を同時に行えば良いことになる。 C5' メ千仰の選択的重水素化方法は幾っか報告があ

るが、どちらか一方が必ず重水素化され、また両プロトンを立体化学的に区別し、しかもより

重水素化された方のシグナルを観測するには十分な程度の残余プロトンがあるというような条件を

満足する手法として、川島・石戸等1)の方法を利用した。デオキシ1)ポース環のみを高濃度 13C-

標識したチミ)')に本法を適用し、得られたC5'ー位モ/重水素化体を得た。この13Cf2H-二重標
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識千ミクYをドテ》マーのT7
に組み入れたものを

試料として、図-2の

バ!日列を用いて JHP
の値を測定した。

この!IJは列は基本的

にはIH-13CCT HSQC 
の二番目のINEPTJ..T 
，1においてIH-3IPスピ
ン結合による強度変

調を付け加えたもの

である。即ち、第二

のCT内において3!p_
Fig-2 Pulse scheme for the (3IP) Spin-echo difference π ーバJ~J.. を加えるこ

IH-13C dual CT-HSQC experiment とにより、 IH-磁化

とにより、 IH-磁化は cos(2πJHPT2)だけ減衰する。一方、 31p_バJvJ..を加えなければそ

のような強度の減衰は生じない。 31P_ }]，プルした条件での?ロスピサ強度を旬、カ，1ル条件での

強度 Sbを実測すれは、 (Sa-Sb)/Sa=2sin2 (πJ HPT2)となり、従って JHPを測定でき
ることになる。 r--------------------，-60.0 
実際のスベクトルは見たところ

は普通のCTHSQCと変わらな

い。図-3に示した領域に13C-
標識した7-位のf~)i(T7)に由

来するC3'-， C4' -， C5' .5"-
IHによる 4個の何スピークが観測

された。用いた標識f~)ïでは

C5' 一上の'J7ステレオト t' ，~ プロトンの

内でpro-S(H5')が、より高

い比率で重水素化されている

ために、残余プロトンシグナルは明瞭

に小さい。従って、高磁場側

が pro-R、低磁場側がpro-S
に帰属される。これら 4個の，

1-90.0 
何スピイは何れもリンとのJ..t'i結 .0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 
合をしており、 2T2時間内の Fig-3 d(CGCGAA工TCGCG)2の(3IP)Spin-
31p_π!Iはによるピイ強度の echo dual CT-HSQC spectrum. 31p_ 7r pul se "ON" 
減衰からそれらの値が正確に求まる。

先に示した簡単な関係式から計算すると、 T7残基に属する4つのIHと3I Pとのれ11)'J'f定

数の値は2.5::1:0.2 Hz (3 JH5' p)、3.6 ::1: O. 3 Hz (3 J H 5' p)、2.8::1:0.3 Hz eJH4' p)、

及び2.9士0.5Hz (3JH3・p)が一つの実験から同時に得られる。 3JHPについてのKarplus
型の二面角依存性、 JHCOP = 15.3 cos2φ-6.2 cosφ+1.5、を利用して求められる。こ

の値をもとに、 βー角を正確に決定することができる。 Karplus型の角度依存性は周期性

を持つために、スピン結合定数一つに対して最大4個の二面角が対応する。従って、 C5'の

メ千レンプロトンから合計 8ケの二面角が、対応する角度として得られる。しかしながら、これら

が重なる領域は只ーか所の狭い範囲に定まる。この結果、ドデカマーのT7残基のβー角の値は
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176. 5 5 ::t O. 70 となる。この範

囲はドデカマーの単結晶のX線解析に、

より求められた値177.5 ::t 3. 5 0 

(T7と対応する相補鎖のT19のβ

一角の平均値)と一致する。

(2) e一角の決定方法:先に示

したように、核酸におけるもう一

つの1);酸7エステル結合周囲の内部回

転角がε一角である。この場合に

はC5' に相当する位置に加わを一

つだけ持つC3' がある。従って、

3JHPの測定のみからでは一義的に

E一角を定められなし、。その代わ

3ω り、 C3' の隣接炭素、 C2' と C4'
は P3'とど汁}v位の関係にあり、こ

れら二つのリCPの値の一方が測定

Fig-4 Graphical determination of the β-angle ofできれば、 ε一角は定まる。あい

the T7 residue of the labeled dodecamer かしながら、先に指摘したように

C4' はP5' からもピシナル位にあり、どちらか一方を選択的にテカ111)げでもしない限り、 P3'
と C4'聞の3Jcpを独立に測定することはできない。このような選択的照射実験は1);の化学

シ7トが一般的に小さいことから実用的ではない。 DNAの標準的な構造であるB型 ヘリリス

では、 P3'-C2'聞の7.ti結合は小さく、一方P3'-C4' 間のそれは遥に大きな値であると推

定される。従って、 E白角の測定精度を向上させるには、 H3' とP3'、C2' とP3' のスピy

結合定数をできるだけ正確に測定することが必要となる。前者に関しては既に述べた通り

にスピYエコー差スザトル法が有効である。一方、 C2' とP3' の聞のスピン結合定数の測定精度の向

上は容易ではなし、。一つの試みは 1Hz程度の小さし、7.ti結合定数を精度良く測定するため

には、 C2'の緩和時聞が十分長い必要がある。 DNAの分子量が大きくなるにつれ、プロトン2

ケを持つC2'の緩和時間は急速に短くなり、 Atiエコー差スベクトルによるシグナル強度変化を正確に

読み取ることは困難になる。本報告では、同じドずカマーの 6番目の了ずjシYを対象にして、 2-

位の片山の一方を重水素化し、磁化が13C-上に移動している期間には重水素照射を行い、

シグナル強度の低下を少なくする等、精度向上に向けての検討結果を述べる。

【おわりに】

13C、2H一二重標識したDNAモ/マーを特定位置にのみ組み込んだド予言力マーを用い、主鎖糖I)i

酸エステ}v部分の回転二面角 β、 E等、従来は入手が困難であった構造情報の取得手段を開発

した。ドテカマーの中央部分の解析をここでL述べた手法で行った結果と、 X線解析結果を対比

させることにより、興味ある事実も明らかとなってきている。今後はDNA主鎖、糖鎖部分

の列t~177.を含めてより詳細な解析を進めて行く予定である。

【文献】(1)Kawashima， E.， Toyama，K.， Sekine， T.， Ohshima， K.， Kainosho， M.， 

Ono， A.， Kyogoku， Y.， Ishido， Y. Nucleic Acids Symposium Ser. 31. 1994， 41-42. 

(2) Ono， A.， Tate， S.， Ishido， Y.， Kainosho， M. J. Biomol. NMR， 1994， 4， 581-586. 
(3)児島長次郎等、投稿準備中

(4) Tsuboi， M.， Takahashi， S.， Kyogoku， M.， 

Science， 1969， 166， 1504-1506. 

(5) Ta te， S.， Kubo， Y.， Ono， A.， Kai nosho， M. J. Am. Chem. Soc.， 

7278. 
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し13 異種核多次元NMRを用いた RNAポリメラーゼαサプユニッ

トの構造と相互作用の研究
1阪大蛋白研、 2奈良先端大、 3国立遺伝研

1 回栄治、 2 白川昌宏、 1111 崎俊夫、 01 京極好正、 3担j.i~押史、 3藤田信之、
3石浜明

Solution Structure and Interaction of the C-terminal Domain of the 

RNA Polymerase αSubunit as Determined by Heteronuclear 

Multidmensional NMR 

lYoung Ho Jeon， 2Masahiro Shirakawa， IToshio Yamazaki， 01Yoshimasa Kyogoku， 
守omofumiNegishi， 3Nobuyuki Fujita & 3Akira Ishihama 
lInstitute for Proteill Research， Osaka Universi帆 2NaraInstitute of Science alld 
Tecllology， 3National 11Istitute of Genetics 

Abstract 

The C-terminal one third of theαsubunit of RNA polymcrasc is known to 
interact with a group of transcription activator proteins and promotcr UP clcments. 

The three dimensional structure of the C-terminal domain of thcαsubunit， consisting of 
98 amino acid residues， was detcrmined by multidimcnsional hctcronucJcar magnctic 
resonance spectroscopy. The avcrage root mean square dc~iation for thc backbonc 
aωms of the structured part (企omPhc249 to Tlc326) was 0.67 A. Thc domain consists 
of four hcliccs with two long arms at its N and C terminals. As far as wc know， thcrc 
arc no othcr protcns or domains with thc samc folding topology. Thc sclcctivc cxchangc 
broadcning of the amidc NMR signals indicatcd that the contact with thc UP clcmcnt 
DNA is mediatcd by hclix 1， thc N-tcrminal cnd of hclix 4， and thc loop bctween hcliccs 
3 and 4. Thc proposcd contact sitcs for CRP (cyclic AMP binding protcin) and OxyR 
(an activator for the oxidative rcsponse gcnes) by mutation cxperimcnt arc found in the 
same region as those for the UP cIcmcnt. 

l。はじめに

大腸菌 RNApolymeras巴はα:仰'のコア博素といくつかの σサプユニットのう

ちの 1 個からなりたっている。そのうち、 α サプユニットにr~J しては、 N 末端の約 200

残基がコア酵素の会合に、C末端の約 100残立のドメインが転写f.lit'1:の調節に関与する
ことが知られている。すなわち、この C末端ドメインを切断しでもコア昨素の柿成能

を維持するが、 CRPなどの Class] activatorによる転写活性化能は消火される。部位特

異的変異実験により、その Class] activatorとの相互作用部位がC末端ドメインのいく

つかの残基にあることが認められた。一方、大腸菌 ribosomalRNA遺伝子、 rrn/JP1に

おいて、 UPel巴m巴nt と呼ばれる promotcr のJ..流 111'張部位に、この C末端ドメインlìt~1!
で塩基配列特異的に結合することが報(りされた。これらのことは、この C末端ドメイ

キーワード: RNA polymcrase、 UP clcmcnt、多京共鳴多次元NMR

でんよんlまう、しらかわまさひろ、やまざきとしお、きょうごくよしまさ、

ねぎしともふみ、ふじたのぷゆき、いしはまあきら
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ンが転写因子蛋白質と UPelement DNAの両方に結合できることを示している。我々は、

このドメインはどのような構造をとるのか、また、どのように蛋白質や DNAと相互作

用しているかに興味を持った。トリプシン等のプロテアーゼによる消化実験により、 C

末端 90残基程度の部分は安定なドメイン構造を持つことが分かつており、これを大量

発現して、多重共鳴多次元NMRによる構造解析を行った。

2。実験方法

a) C末端ドメインの発現と精製

αサプユニットの C末端 97残基と頭にメチオニンを持つのフラグメントに対

応する遺伝子 DNAをT7promoterの下流につなぎ、大腸菌 BL21(DE3)の中で発現させ

た。 lSN/!3C で均一ラベルした αcrDは、窒素及び、炭素源として lSN凡Cl(O.5g/，りと

[13C6J・D-glucosc(lg/りを含む M9培地で生産した。超音波処理で蘭体を破砕した後、

(N1L)2S04で境析して、 DEAEイオン交換及び、ゲル鴻過クロマトグラフィを行った。

精製したサンプルをN末端分析した結果メチオニン残基が残っていることが示された。

超遠心分析の結果、分子量約 12Kで、単最体であることが示された。

b)NMR 測定及びスペクトル解析

NMR測定は上記の蛋白質 2mM溶液に、30mMKCl、20mMリン酸 buffer、1mM

dithiothreitol、pH6.0のbuffer条件で行った。 BrukerAMX500とDMX500を使用し、 30
0

C

で測定した。主il¥の帰属のために、 lSN-editcdTOCSY-HSQC， CBCA(CO)NH， CBCANH， 
HBHA(CBCACO)NH， HBHA(CBCA)NH， HNCO， HN(CA)COなどの三次元測定[A.Bax 

and S.Gresick， in NMR of Proteins， G.M. Clore and A.M. Gronenhorn cds.σhe Macmillan 
Press，lρndon， 1993)， pp.33・52]を行い、側鎖の帰属にはHEHOHEHAHA[A.Majumdar， H. 
Wang， R.C. Morshauscr and E.R.P. Zuiderweg， J. Biomol. NMR 3， 387 (1993)]を用いた。

距離情報は、 mixingtime 100msの 2Dhomonuclear NOESY及び 3DJH/13C_、lH/1SN_

NOESY-HSQCスペクトルから、ニ面角の情報は2DHMQC-Jスペクトル[L.E.Kay and A. 

Bax，J. Magn. Resoll. 86，110 (1990)]から得られた。スペクトルの processingと解析には、

NMRPipe， NMRpipp， Fclix， NMRcompass等を用いた。

c)構造計算

強、中、弱の NOE交差ピークに対して、それぞれ 3.0，4.0，4.7Aの lH_1H距離

制限を適用し、 mcthylとmethyleneprotonの場合は適切な p関 udo-atomcorrectionを行っ

た。 H司 D交換速度が遅い amideprotonに対して N・oの距離制限 3.0から 2.7A、H-Oの距

離制限 2.0から1.8Aの水素結合 constraintを適用した。二面角の constraintは、 5.5Hz以

下、 8.0から 10Hz、10Hz以上のつHNai砲を示す残基に対して(・90-・40)，(・160-・80)，(・140

--100)のゆ angle制限を適用した。全部で、 822個の NOEconstraint、52個の二面角

∞nstraint、19セットの水素結合 constraintを計算に用いた。 Simulatcdanncaling計算 [M.

Nilges， G.M. Clore and A.M. Gronenborn， FEBS [，ett. 229，317 (19開)]を SiliconGraphics計

算機で、 X-PLORversion 3.1 program [A.T. Brungcr， X-PLOR 防rsioll3.1 (Yalc Univ. Press， 

New Haven， 1992)]を用いて行った。

d)DNA結合部位の同定

上記の NMR測定用 buffcr条件で、蛋白質濃度 O.5mMに対して、 25塩基配列

のrrnBPl UP el巴mentDNA，dσCAGAAAATI A rm AAA TITCcrC)，50uMを添加して、

eSN， lH) HSQC信号の消失又は、変化を観測した。次に、塩濃度を初期 50mMから、

100mM，200mM…800mMまで増加させながら、 DNAが解離した時の信号の回復を観測

し、また、透析した時の再現性を確かめた。 DNAを入れてない時の control実験と、対

照として 22:tt~基配列の CRP 結合部位 DNA、 d(TAATGTGAGγfAAcrCACATIA)、を
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Fig.l 

‘ト-~ト
ぽ守

δ匂d'

N36 

• l' 

C37 L38 K39 A40 E41 

20.00 

30.00 

50.00 

60.00 

ω1 

(ppm) 

Sequential Assignment using CBCA(CO)NH and CBCANH 

Table.l NMR Constraints 

Oistancc Constraints 821 

lntraresidue 215 
Sequential ( I i-j I = 1) 263 
Medium range ( I i-j I = < 4 ) 169 
Long range 174 

Oihcdral Anglc Constraints 52 

Hydrogcn Bond Constraints 19 scts 

入れた実験も行った。

3。結果と考察

20， 30 NOESY spcctra 

H恥1QC-JSpectrum 
H-O exchangc in HSQC exp. 

全体 300個の構造計算で O.3A以下の distanceviolationと f 以下の angle

violationを満足する 50佃の構造が得られた。その平均構造の foldingtopologyを示した

のが、 Fig.2である。 全部で4本の hclixと、その両端にある 2つの長い loopでコンパ

クトな構造を取っている。 N末端側 loopのPhc249，Leu253，μu254とC末端側 loopの

Leu318， Trp321， Ilc326が、 Helix2のN末端側 Tyr267，Gly279と共に hydrophobiccoreを
形成している。また、 N末端側 loopのPro256を小心に両側4つずつの残忍が、それぞ

れα-helix様の ωm構造を取っている。 C末端側 loopのTrp321から IIc326の聞も、 cis

prolineを含む2つの proline残基をrt1心にシャープな tum構造になっている。これらの
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ことは、このドメインが loopの多い構造を取っているにも関わらず、この loop部分ま

で構造がよく決まった理由になると考えられる。Phe249からI1c326まで、主鎖の RMSD

は0.67Aで、 Va1264から Ser309のhclicalregionのRMSDは0.57入だった。 Phe249より

更に N末端側にある 16残基からは longrange NOEが出てなく、この部分は高次構造を

取ってないと見られ、これは、 N，C末端それぞれの独立的なドメインをつなげる長い

flexibleなloopが存在すると言う報告を支持している。

DNA添加による ch巴micalshift pcrturhation実験から DNAとの結合に関与する

残基は Glu261からI1e275とThr292からI1c303に集中していて、これは hclix1、helix4 

のN末端側半分、 hclix4とhelix3の問の looprcgionに相当する。 つまり、 helix1と、

その周辺が DNAに直接結合すると考えられる。 Mutation実験によって、転写因子 CRP，

OxyRとの結合に関与すると提案されている残認をこの構造上に mappingしてみると、

これも heilix1とhelix4のN末端部分に乗っている。これは、 c末端ドメインのこの同

じの領域が、転写因子蛋白質と UPclcmcnt DNAの両者に結合でき、そのことが RNA

polymeraseの転写活性の地'強につながることを示している。
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L14 NMRによる抗体の親和力獲得機構の解明

東京大学・薬学部今里真実，坂倉正義，加藤晃一，高橋栄夫，

O嶋田一夫

機能水研究所 荒田洋治

Immunoglobulin G (lgG) is an important member of the group of proteins that functions as antibodies. 

One of the most impo同antfunctions of IgG is the specific recognition of the antigen. Antigen recognition 

is ca川edby the Fab fragment with a molecular weight of 50K， which consists of the light chain and the 

N-terminal half of the heavy chain. tt is known that the average affinity of the serum generally increases 

with time after immunization. This phenomenon is called affinity maturation of immune response. 社has

been demonstrated that the variable r珂 ionsof the primary response antトNPantibody， N1G9回 rrynone 

somatic mutations， and those of the secondary response anti-NP antibody， B2 are somatically mutated 

and B2 has a higher a行inityfor NP. In the present paper， we study the antibody-combining sites of N1 G9 

and B2 by using sta凶eisotope aided nuclear magnetic resonance and Fab analogues selectively labeled 

with恒N.On the basis of the NMR data obtained， we discuss the structures of the antibody-combining 

sites of N1G9 and B2 . 

免疫グロプリン分子すなわち抗体は，外来からの異物を認識し排除する免疫反陀め中核を担っ

た糖タンパク質である.代表的な抗体であるIgGは， 2本づっ対を成すH鎖とし鎖から構成され

ている.抗体の機能的特徴の l つである多様かつ厳密な抗原認識はH鎖およびし鎖N末端のVH •
VLのドメインで行われ，それぞれのドメインには相補性決定領域 (CDR)と呼ばれる 3本づつ

のポリペプチドループが存在している.

抗体は免疫経過とともに.旺細胞由来遺伝子の組み換えや， CDR)レープを中心とした体細胞

突然変異によるアミノ酸の置換により.免疫原に対して親和性を培大させる.この現象は

affinity maturationと総称される.Affinity maturationの機構を解明するために， (4幽 hydroxy-3-

nitrophenyl)-acetyl (NP)， 2・phenyloxazoloneなどのさまざまなハプテンに対する抗体の一次構

造の解析が行われている. Rajewskyのグループは，抗NP抗体H鎖33番のTrp→Leuの変異が

起こる事により，免疫後期の抗体のNPに対する親和性が約10倍増大することを明らかにした.

本研究では.抗NP抗体群から免疫初期における抗体:N1G9とH鎖33番がTrp→Leuの変異

を含む免疫後期における抗体:82の Fabフラグメント(分子量 50K)を対象として， NMR 

法による高次構造解析および抗原結合過程の速度論的解析を行い.抗原結合部位の動的構造変

化が親和性増大に果たす寄与を考察した.

1.主鎖アミド基NMRシグナルの部位特異的帰属

N1G9および82の抗原結合部位には，両親媒性を有するTyr および Trp残基が豊富に存在

する.そこで.Tyrおよび Trp残基の主鎖アミド窒素を 15N標識した Fabフラグメントを用い

て，抗原結合部位の構造解析を行った.主鎖アミド基に由来する NMRシグナルの部位特異的

帰属は 13C_16N二重標識法により行った.

2. TyrおよびTrp残基の主鎖アミド基をプロープとする抗原結合部位の同定

スピンラベル化抗原アナログである NP-AmTEMPOを化学合成し，このアナログの添加実験

により抗原結合部位の同定を行った. N1G9と82のそれぞれのTyrおよび Trp残基に対して

同様のスピンラベル添加実験を行った結果. いずれの場合にも， Y32( L1ループ). W91， Y92， 

W96 (し3)レープ) .および H3ループの残基にシグナル強度の減少が観測された.また.

N1G9においては， W33( H1ループ)のシグナルも消失し，この変異の起こる部位が抗原結合

部位近傍に存在する事もわかる.以上により， H鎖 33番のTrp→Leuの変異が存在しても抗原

結合部位は基本的に同一であることが推察できる.

免疫グロプリン.抗原一抗体相互作用，分子認識，動的構造

いまざと まみ.さかくら まさよし.かとう こういち.たかはしひでお.しまだいちお.あらた ようじ
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3.抗原結合部位の動的ミクロ環境

抗原結合過程の速度論的解析:抗原一抗体結合反応などの相互作用系においてその結合定数

(K.)は.K.=ん/k.，(M-')のように表せる.ここでk..は結合速度定数.Lは解離速度定数であ

る.表面プラズモン共鳴 (SPR)を利用したN1G9.82抗体の結合反応め速度論的解析を行っ

た結果.k_.は両者で同一のオーダーであったが.k..に関しては.N1G9では 3.93X1Q3加f'. 

5"]であるめに対し. 82では 1.04X 105 [M'・5"]であった.すなわち.H鎖 33番のTrp→Leuの

変異は.抗原の抗体への結合しやすさに影響を与えるものであると結論できる.

水素交接速度捌定:抗原非存在下のN1G9.82の両抗体において，既に帰属のついている主

鎖アミドプロトンの水素交換速度を. 1)水素一重水素交換速度.2)飽和移動法により解析した.

その結果，抗原結合部位近傍に存在するいくつかのTyr• Trp残基 (Y95(H).Y97(H). Y102(H). 

W103(H). Y92(し))に関しては. 82の主鎖アミド水素の交換速度はN1G9に比べ，いずれも速

くなっている事が明らかとなった.

横緩和時周測定:N1G9. 82両抗体の抗原結合部位の動的性質を探るために主鎖アミド窒素

の横緩和時間 (T2) 測定を行った.特に82においては.抗原結合部位の残基で他の部位に比

べ緩和時間の短い残基が存在が存在していた (Y95(H).Y97(H). Y92(し)).スピンエコー (SE)
法，及びスピンロック (SL)法の2種類のTz測定を行った結果，これらのシグナJレのちに8，磁

場依存性が見られ.化学交換が存在している事が明らかとなった.これは.抗原結合部位にコ

ンホメーション多形が存在している事を示唆するものである.

以上の結果から.H鎖 33番のTrp→Leuの変異を有する82の抗原結合部位では，化学交換項

に寄与するような.ミリ秒程度の揺らぎが存在している.すなわち 82の抗原結合部位は，

N1G9に比べ.より柔軟性をもち.外部からの抗原をより受け入れやすく構築されていると考

えられる.

謝辞:SPR測定に便宜をはかっていただいた学習院大学生命分子科学研究所三浦謹一郎博士.

小島修一博士に感謝します.また.82のcelllir砲を供与していただいた.東京理科大学東隆親

博士に感謝します.
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L15 
Three-dimensional Solution Structure of Recoverin 
Division of Molecular and Structural Biology， Ontario Cancer Institute and 
Department of Medical Biophysics， U niversity of Toronto 1 and Department 
of Neurobiology， Stanford University School of Medicine2 

o Toshiyuki Tanaka1， James B. Ames2， Lubert Stryer2 & Mitsuhiko Ikura1 

Recoverin， a retinal 23・kDacalcium-binding protein， serves as a calcium sensor in vision. 
The th肘ree-dimen‘SωE

determi仇nedbymηlultidi初m旬lensionα1heteronuclear mω'flgnetic resonance spectroscopy. The amino-
terminal myristoyl groψ， critical for calcium-dependent membrane targeting， is sequestered仇 α
deep hydrophobic pocket in the amino・terminaldomain. The binding pocket is formed by a 
cluster of aromatic and other hydrophobic residues that are contributed by five flanking helices. 

Recoverin participates in the recovery phase of visual excitation and in adaptation to 

background light. The Ca2+-bound form of recoverin prolongs the photoresponse， most likely 

by blocking phosphorylation of photoexcited rhodopsin. Retinal recoverin contains a 

covalently attached myristoyl group or related acyl group at its N-terminus1 and two Ca2+-

binding sites2. Ca2+ binding to myristoylated， but not unmyristoylated， recoverin induces its 

translocation to bilayer membranes， indicating that the mytistoyl group plays an essential role in 

the read-out of calcium signals (calcium-myristoyl switch)3. Here we present the solution 

structure of Ca2七free，myristoylated recombinant recoverin obtained by multidimensional 

heteronuclear NMR spectr・oscopy4.

百leexpression and purification of recombinant myristoylated recoverin and the detail of 

backbone NMR assignments have been described elsewhere5. Uniformly 15N・or13C/15N_ 

labeled (except for the mYlistoyl group)， or unlabeled protein was dissolved to 1.0・1.5mM in 

either 959もH20/5%2H20 or・99.996%2H20 containing 100 mM KCI， 10 mM [2HIQ1-

dithiothreitol， and 1 mM [2H121-ethylenediaminetetraacetic acid. Sample pH was adjusted to 

6.8・7.0.Most of the NMR observable lH (93%)， 13C (82%)， and 15N (97%) atoms of the 

protein were assigned. Well resolved lH and 13C resonances at the positions 2， 3， and 11・14

of the myristoyl group were unambiguously assigned by 3D HCCH-COSY experiment on 15N_ 

labeled recoverin with a 13C-Iabeled myristoyl group. The other resonances were assigned by 

careful inspection of the NOE patterns observed in the 3D NOESY spectra and the NMR-

derived structures calculated using the distance restraints associated with unambiguously 

assigned myristoyl signals. Approximate interproton distance restraints were obtained from 3D 

13C-and 15N-edited NOE spectra， 3D simultaneous 15N/13C-edited NOE spectra， and 2D 

homonuclear NOESY spectra. Distance restraints between the myristoyl group and the protein 

were mainly obtained by 13C-edited NOE spectra recorded on the sample whose N-terminal 

mytistoyl group and protein are unifOlmly labeled with 13C， and by [13C/FI]-edited [13C/F31・

filtered HMQC-NOESY experiment on the sample whose protein pOltion is labeled with 15N 

and myIistoyl group with 13C. Ster官 lspecificassignments of Leu and Val methyl groups were 

Key Words: Recoverin， Calcium-Myristoyl Switch， Solution Structure， Multidimensional 
Heteronuclear Magnetic Resonance. 
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accomplished using the samples whose Leu or Val methyl groups were stereospecifically 

labeled with 13C (M. Kainosho， personal communication). Structure calculations were 

performed with the YASAP protocol within X-PLOR. Calculations employed 2710 interproton 

distance restraints (comprising 798 intraresidue， 636 sequential， 460 short-range， 668 long-

range， and 148 protein-myristate). These data were supplemented by 140 distance restraints for 

70 hydrogen bonds and 238 dihedral angle restraints. 

The NMR-derived structure contains eleven α-helices (denoted as A to K in Fig. 1) and 

two pairs of Sh01t antiparallel s・sheets. Four pairs of helices constitute four EF-hand type 

helix-loop-helix structural motifs (EF・1and EF・2in the N-telminal domain， and EF-3 and EF-4 

in the C-terminal domain). A sharply bent linker (residues 92・97)between the two domains 

allows the four EF-hands to form a compact linear array. The myristoyl group attached to the 

N-terminal glycine adopts an extended conf01mation that pr吋ec岱 intoa deep， hydrophobic 

pocket located in the N-telminal domain. The binding pocket is f01med by a cluster of aromatic 

and other hydrophobic residues. In this Ca2+-free state， the methylene protons at positions 2， 

3， 11， and 12 of the myristoyl group exhibit clearly doublet peaks in lH-13C HMQC spectrum 

because of the anisotropic chemical shift environment of the highly sequestered myristoyl 

group. Interestingly， these splittings are disappeared by Ca2+ binding to the protein， suggesting 

that出emyristoyl group become solvent exposed in the Ca2+・boundstate. 

The crystal structure of unmyristoylated recoverin with one Ca2+ bound6 is quite different 

from the NMR solution stlUcture of myristoylated recoverin with no Ca2+ bound. The most 

profound structural difference is found in the relative orientation between the N-terminal and C-

terminal domains. In essence， EF-2 is rotated approximately 45
0 

with respect to EF・3.Another 

significant structural differences are observed in the helix packing in the N-terminal domain. 

The differences between the solution and crystal strUctUl芯sprovide key c1ues to understand the 

molecular mechanism of the Ca2+ -myristoyl switch. 

References 

Fig. 1 Schematic ribbon drawing of the 
energy‘minimized average structure of 
Ca2+・free，myristoylated recoverin. 
Heavy atoms of the N-terminal myristoyl 
group are shown as a space fi1ling model. 
The helices (A， residues 4・16;B， 25・38;
C，46・56;D， 66・73;E，83・91;F， 98・109;
G，119・132;H， 135・140;1， 148・159;J， 
169・178;K， 180・186)are labeled. The 
figure was generated using 
MOLSCRIPT. 

1. Dizhoor， A. M. et al. J. biol. Chem. 267， 16033・16036(1992). 
2. Ames， 1. B. et al. J. biol. Chem. 270， 4526・4533(1995). 
3. Zozulya， S. & Stryer， L. Proc. natn. Acad. Sci. U.S.A. 89， 11569-11573 (1992). 
4. Tanaka， T. et al. Nature 376， 444-447 (1995). 
5. Ames， 1. B. et al. Biochemistry 33， 10743・10753(1994). 
6. F1aherty， K. M. et al. Ce1l7S， 709・716(1993). 
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NMRの仲間違 青野茂行

量子化学者は量子カ学とは Schrodinger方程式を解くことだと言っているが、 spinの

Schrodinger方程式なんて意味あるのだろうか.私は早い時期に磁気共鳴にめぐりあったの

は幸いであった.量子カ学によりよい理解が得られたと思うからである固と問時に素敵な仲

間を得た。思い出すままに書いてみたい。

仙台の羽里研に NMRが入ったというので見にいった. VARIANの 40メガが立派な御

堂のなかに鎮座していて、(柏手を打って)近づくと、磯部先生がうやうやしく操作されて、

ヱタノールの 4本と 3本のシグナルを見せてくださった.この世のものとは思えなかった。

私は実験を生で見たのは後にも前にもこれだけである.二高の阿級生で柿内研の小松八郎も

NMRをやっていた.物性研が駒場にあった頃、彼の部屋を訪ねたら、片隅に鉄の塊がおい

てあった."とれなんだ"，"NMRだ"."誰が作ったんだ"、"俺だ"包私はギャフンとま

いった.

1962年に分子分光の国際会識が東京であった.めぼしいのを箱根に集めて理論の satellite

symposiumをやった.女性の speakerも、というわけで私は広池英子さんを口説いた.彼女

のだしものは言うまでもなく 1-1coupling.私は Longuet-Higginsとchairmanをやった。初

めの speakerは Karplusだった.会場はホテルの宴会場で演壇は舞台になっていたから、彼

は吊り下がった提灯を仰いで、"1 have to sing."さて、広池さんの話が終わると、(彼女は前

の晩に和服で登場しょうか言っていたが実現しなかった)Gutowskyがやにわに発言して、"

sign is negative !"最新の実測だそうだ.広池さんの計算でも誰の計算でも当時の 1-1coupling 

の符号はプラスと決まっていた.私と Longuet-Higginsがいくら広池さん予稿をのぞきこん

でもサインはマイナスにならない.それから暫くして、広池さんは電子相関を考慮にいれて

マイナスにしてしまった.

そのうちに私のいた千葉大に清水博さんがきた.彼にはずいぶん教えてもらった。「高分

解核磁気共鳴Jなる本も頂いて繰り返し読んだ.彼は、自分の頭で考えて書いているので実

に迫カがある.誤植についての批判もあるが、独創と間違いはきわどく隣合わせている、と

知るべきである.彼が生物物理に去ったのはとの世界のためにまととに惜しまれる。共著者

の一人である中}JIi直哉さんも独創性ゆたかな人物であった.

名古屋での討論会のおり、"水素の 1s電子が円運動してるなんて嘘だろう、車線運動では

ないか、""YES". 核をぐるぐる廻っていたんではIindirect 1-1 couplingもprotonhyperfine 

もありはしない.世の秀才どもの頭には、 1s電子の角運動量ゼロと円運動が平和共存して

いる.まともな量子カ学の本の何処を探しても、 1s電子は円運動するとは書いてないが、直

線運動するとも書いてない、それらしきととを Bohmの本で見たような気がすると答えた

ら、彼は水素原子のいが栗モデルなるものを提案した。私はほとほと感心した.彼はまた

YADARAF効果(逆に読んでみよ)なるものを言い出した.彼のととを知らぬ人は inverse

Faraday効果と呼んでいる.

私の磁気共鳴の仕事に KUBO-TOMITAの焼きなおしがある.進んだ摂動論と cum叫ant

exp鉱lSionによるとの恐ろしい仕事も、近ごろの多体論を使えば少しは楽になるだろうとの

発想である。同じととを ESRで富田さんが早くから考えておられた。富田さんとは何回か

お話できたが、久保さんとは藤原先生の赤坂プリンスホテルでの国際会議の折に一言交わし

て終ってしまったB 久保さんは、緩和を viscosityに関連して説明されたと思うが、質問に

立った人が、 veryimpressiveといいながら内容を更に問うと、 viscosityは何処にもある、と

答えておられた.神話時代の英雄も何人か鬼絡にはいった。心からご冥福を祈る。
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縦軸情報を求めて三十有余年
西東京科学大学理工学部 中篠利一郎

1 ブロードラインNMRの時代(静岡大学刃里学部)
京大大学院を終えて1部8年に最初に就織した静岡大学では、 NMRの装置もなく、三宅彰先生(当時胆撤授)

のご指導のもと、プロードラインの高分子への応用について、専ら理論的取扱いを行っていました。京大では寺
本英先生(当時講師〉のご指導のもと、封勝体積効果の計算1)をやり、抑里学会で発表した時、当時の高分子物

理学者は皆統計力学を基礎にした事践をしていることを知りました。教養課程を終えて物理学科に配属になった
時、小林稔先生(教授、小林祐次博士の御尊めから、物里!開のカリキュラムでは、量子力学、統計力学、電
気力学が三本柱だと教わったのを想い出し、量子力学的高分子仰星学を目指したのか司麟です。ブロードライン
NMRで最も思い出深いのは動脈備品化度の論文2)で、今でも、特に旧共産圏の人が引用してくれます。
2 HR60の時代〈呉耳勅績高槻研究所、その後合併で東洋紡績繊師穆噺)
l部l年期勅績高槻研究所にHR加が入ることになり、聞社に就職しました。同僚I論議至朗博士がいます。長

井栄一博士(当時部長〉のご指導のもと、いくつかの論文を公表しました。塩化ピニリデン(D)と塩化ピニル(C)
の共重合体でかD.C-Cのほか日二連子のピークカ噂捌iこかかり3)、これ柑遁合体の高分解能NMRの誕生にな
りました。羽凋高分子の中で立体規員Ij性が重要減量創を演ずる、つまり高分解能NMRが出番となるポリプロピ
レンについても、私どもが世界にさきがけて祖1庭、解析に成功しました心。ここでは不十分ながら、後の二中心
モデルによる解析の萌芽がみられます。これらの論文で重要な情報は、化学シフトやスピン結合定数のような横
軸情報ではなく、各構造異性体の分率に対応する縦軸情報です。標題はそのことを書いたものです。
3 PS100の時代〈東京工業大学工学部)
1968年東工大に移りました。ょうやくスベクトロメーターにコンピューターが内蔵される時代になり、西岡篤

夫先生(当時教授)ご指導のもと 13CのNMRを用いて、高分子だけでなく、生体に関連した分子についても研
究しました。前者については、シアン化ピニリデン系の圧電性高分子を共重合連鎖、立体規員(j性、コンホメーシ
g ン、分子運動とあらゆる方面からNMR(皆液、国体〉を用いて砂慌5)したのが印象に残っています。後者に
ついては、一例として、観倍動物の視覚を司るレチナールの論文6)だけを挙げておきます。この頃、@暁室にい
た安藤勲、井上義夫、朝倉哲郎の各博士も皆さん教授になられ、活躍されていることはご案内のとおりです。
4 GSX500の時代(東京工業大学生制里工学部)
3の時代はかなり長く続きました。超伝導の装置が欲しくて毎年概算要求を出していたのに通らなかったため

です。私より前にNMRを始めた先生方は退官されており(年長者でも後から始めて現役の人はいました〉、あ
る席で事務局長に私カ雪見役最古重きですと言ったところ、何故それをもっと早く言わなかったと言われました。そ
の効果でしょうか、その次の年、科研費で270、大学院最先端設備費で500が入り、盆と正月が一度にやっ
て来ました。その頃、生命理工学部が新設され、そちらに移りました。その頃も、私の名前の入った論文は毎年
10報以上は出ていますが、私自身は学内ではぜ術職員の組織化のための技術者院という仕事をしており、学外
では国大協でやはり技術職員の組織化、高分子学会の編集委員長、関東支部境、回路語、さらにl封切漣の委員
などに専念しており、自分の仕事として論文を紹介するのは面映ゆいので、次に進みます。
5 α500の時代(西東瀞伴大学理工学部〉
l田2年に東工大を定年退官し、現在の西東蔚特大学で第二の人生に入りました。 α500を殆ど独占的に使

える恵まれた環境にいます。昔からの芭躍で、私の理論に他人様のデータを入れて解析すること7)と、考古学的
試料の調|淀8)の二足の草粧を鹿いています。後者は重点領域研究 n郵税案査Jの一部として行っているもので、

平泉の中尊寺の醸原三代のミイラに用いられている絹を対象に、絹の高次構造が気温によって異なることを明ら
かにしました。
♀L上、駆け足で過ぎ来し方を見て来ましたが、解析が粗っぽくてもそれを理由にrejectされるような砂際だけ

はして釆なかったつもりです。穆院室の若い人にも同じことを要求して来ました。倉l踏的な仕事であれば、組っ
ぽいことを理由にrej田 tされることはないからです。後から振り返って見ると、随分粗っぽい仕事もしました。
でも、餓誰に免じて、いずれも、掲載になったものと感謝しています。

1) E. Teramoto. M. Kurata. R. Chujo. C. Suzuki. K. Tani. and T. Kajikawa.‘，.肋'ys.Soc. Jpn.. 10. 
953 (1部5)

2) R. Chujo. J. Phys.批 .Jpn.. 18. 124 (郎3)
3) R. Chujo. S. Satoh. T. Ozeki. and E. N碍 ai.J. Poly..必i..61. S12 (l部2)
4) S. Satoh. R. Chujo. T. Ozeki. and E. Nagai. J. Poly..必i..62. S101 (1舗の
5) Y. S. Jo. Y. Inoue. R. Chujo. K. Saito. and S. Miyata. MScro.oJecules. 18. 18切(1舗のほか
6) Y. Inoue. A. Tak油ashi.Y. Tokito. R. Chujo. and Y. Miyoshi. Org. MSKn. Reson.. 6. 487 (1974)ほか
7)例えば、R.Chujo. M.出rkonen.and J. V. Sep凶la.MScrol/Ol. SYl'P..関.173 (1995) 
8)例えば、R.Chujo. J. Nacrol/Ol. Sci.. Pure Appl. Che...印刷中
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NM Rを始めた頃

東京工業大学名誉教授

西岡篤夫

何分古いことで、手元の資料も不十分な上、記憶も確かでありませんが、できるだけ思い

出して自分の周辺の二三について述べることにします。

電電公社になる前の電気通信研究所の物理研究室で、私は 1950年頃から高分子物理

グループの数人とともに、主にポリエチレンやフッ素樹脂等の結晶性高分子の研究をして

いました。結晶化度を定量することと、ガラス転移を中心とする緩和現象の研究が重要な

項目でした。. 5 3年に1. Polymer Scienceの速報に NMRで結晶化の研究が可能という

Wi 1 sonとPakeの短い報告がでたのが、この道に入る契機でした。

その前から物理学会ではN M Rの研究発表や講演などが活発で、この年にはAnderson博
士の務義が東大の物理教室で行われたり、. 5 4年には久保一富田の理論が出て、日本の

NMRの研究活動も日増しに盛んになっていました。高分子の分野でも小田島度、故相馬

純音、三宅彰、中条利一郎、野原繁三の諸氏が既に研究発表をしていました。

私も講演会などには出かけていましたが、物理研究室で電磁石を作ることを計画したの

は. 5 4年になってからですo NM Rの基礎の勉強はそれ以前から駒場の理工研で故柿内

賢信先生のお世話になりましたが、当時間研には小松八郎、南雲道彦、久米潔の諸氏がお

られまして、小松氏には実験も指導して歳き、 PE等の測定もしました。電磁石の設計は

サイクロトロンの製作をされた熊谷寛夫先生から教わりました。均一度を上げるための磁

極のテーパーのつけ方が問題でした.磁極直径 20cm、空機 4c m、 10000-13 

000ガウス程度まで使えるように設計し、総重量は 3トンでした.研究所の試作工場で

製作 Lたのですが、ガントリークレーンまで購入しました。この磁石ができる頃当時の日

本電子の故関利正氏が見にこられて「私の方にも一台作ってくれませんかJ と言われたの

を覚えていますo NM Rとしての検出系の設計は研究室の小池康博氏が担当し、完成まで

4年かかりました。分解能はエタノールの場合スピナーなしで分裂寸前のスペクトルを与

え、 70 0 0 Gの磁場で数mGでした。もともと国体高分子用に設計したので、液体の高

分解能を目的とはしていませんが、当時としてはかなり性能がよかったと思います。

1 958年にこの装置の完成後間もなく私は高分子材料研究室で、合成、物性、加工、

試験全般の研究を見るようになりました.合成高分子では既にナッタの研究以来、立体規

則性の問題が焦点となっており、当研究室でも渡辺治昭氏が PMMAについて各種重合条

件の試料を研究中でした.小生はその前から蔵原先生その他の方々と東大の駒場で輸譜な

どをともにしていましたが、山口一郎、清水博、荒田洋治の諸氏も当時の仲間です。山口

氏がその後東海村の原研でN M Rを研究しておられるのを知り、 PMMAの測定をお願い

しました。はじめは溶媒のCHCL3中の微量の安定剤jエタノールの信号に妨げられましたが、

それを除いて、アイソとシンジオの混合物をステレオプロックの試料と比較した結果、後

者には前者の二つのピークの中聞に新しい信号を見つけることができて、高分子の立体規

則性をトリアドで分析する端緒となりました。シフトと分裂の識別については、清水氏の

ほか、故伊藤一夫氏や中川直哉氏のご意見も伺いました。私は新しいピークにつき di t a c t 

i cとしましたが、 Boveyはトリアドの単位の観点から heterotacticを用いました。 196

0年 6月モスクワでの発表後ミラノでナッタに会って意見を聞きましたが、彼は私のつけ

た名前にはあまり賛成でなかったようで、やはり Boveyの考え方が妥当だったと思います。

今当時のサンボーンでとったスペクトルを見直しますと、 SBやノイズも結構ありましたの

で、 5枚とも違うスペクトルで比較できたから結論が出せたのだと思います。

磁石のととですが、国際会議のあと、英国のMullard社の40MHzの永久磁石の装置を見

ました。分解能はバリアンほどではありませんが、ルーチンの分析に使えると考えて、買

うことにしました。永久磁石の分光器の輸入は多分これが最初でないかと思います。これ

を横浜からトラックで運ぶときは大分神経を使いました。これに CATをつけたら SNが

格段に上るので重宝しました。スイスの ETHに立ち寄ったついでにTrueb-Teuberの磁石

も見たかったのですが、買う意思がないと分ると途中から断られました。このパルス技術

は優秀でBrukerに引き継がれました。 C1 3固体Imagingの実現が楽しみです。
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廃虚からの遍歴

祢宜田久男

1 949年春、私達の化学教室は疎開先の倉敷市から広島市に復帰した。原爆に

よって、大学の建物は残ったが、内部は焼け落ち、無残な姿であった。ここに床を

張り、電線やガス管、水道管を敷設して、実験室を復旧した。実験机は海軍の衛生

学校から、学習机は兵学校から貰い受けた。

このころ、陸海軍の多量の真空管を入手した。これを活用するため、超短波領域

での誘電率の測定を企図した。測定方法については、東工大の西巻正郎助教授(森

田研究室、のち教授)の有益な助言を受けた。これからの化学の研究にはエレクト

ロニクスの知識や技術が必要であることを痛感した。

1 949年夏、原爆による災害調査のため、広島市にABCCが開設された。ここ

で米国の学術文献が閲覧できた。それは大戦勃発の 1941年以来はじめてのこと

であった。こうして、米国では 1946年、 Harvard大学とStanford大学で、それ

ぞれNMRの実験に成功した報文に接することができた。

広島大、工学部の平原栄治教授(のち東北大教授)は関係文献をタイプで複写し、

輪講を開始した。理学部では櫛田利基助教授(のち教授、 Harvard大を経て Ford

研究所)が、戦前、分光学のぜ}マン効果用に使っていた磁石を利用して、実験に

とりかかった。そしてノイズの多い中に、やっとプロトンの信号を見い出した。

1 950年代になると、海外の文献が購入できるようになった。こうして、西ド

イツで核四極共鳴の実験に成功したことを知った。櫛田氏は徳島医大の厚井義隆教

授(のち東北大教授)や下村健次助教授(のち広島大教授)らとともに臭素やヨウ

素化合物の核四極共鳴を研究した。同じころ、東京教育大の小島昌治教授らも、こ

の分野の研究を推進した。

1 954年、筆者も核四極共鳴の実験に着手し、おもに塩素化合物について研究

した。その結果、 Hammettのσの検討、化学結合におけるイオン性や二重結合性の

比較、結晶中の相転移などについて新しい知見を得た。 1958年、米国東部の

Brown大学の Bray教授に招かれて、 2年間、窒素化合物の核四極共鳴の実験に従

事した。この共鳴吸収の検出には、一般にゼーマン変調法が用いられていたが、そ

の吸収線の線形について理論的計算の結果、その特異性を解明することができた。

1 960年、帰国後は奥田勉氏(広島大教授)らとともに電荷移動型錯体などに

ついて核四極共鳴の研究を続行した。また、下村健次教授、児玉時雄氏(大工技研

所長)らとアンモニウム塩などの結晶について核磁気緩和の研究を実施した。さら

に、関連分野のメスパウアー効果の実験に着手、前田豊氏(京大原子炉所長)、酒

井宏氏(甲南大教授)、片田元己氏(都立大教授)らとともに鉄、スズ、ヨウ素な

どの化合物について、その電子状態や化学結合の性質を解明した。

思えば、多難な道のりであったが、多くの人達の力添えによって難所を乗り越え、

前進することができた。改めて深謝する次第である。(広島大学名誉教授)
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A-6 0 と芸名品こさま去し、ヌ三 1 5 盆手

九 州 大 学 工 学 部 松 尾 拓

1 9 6 3年に発表されて間もない Varian社の A-60NMR分光器が筆者

の勤務する九州大学合成化学科に導入されたのがご縁の始まりである。幸いに

して A-60は本当によくできた実用機であった。電磁石冷却水の循環系は筆

者らの手作りでもあったので、この高価な装置の運転開始当日は測定室で夜を

明かした。それから 15年間、当学科の教職員と卒業研究以上の学生合わせて

120人余の NMR測定を一手に引き受けて休まず稼働し続ける事となった。

研究課題としてまず取り上げたのは「化学シフトと溶媒の関係」である。当

時は有機化学で機器分析が大活躍を始めた時代で、赤外吸収の位置から化合物

中の部分構造を割り出すのが典型的例である。その延長線上でみると lHNM

Rの化学シフトは画期的な情報源ではあるが、溶媒を換えれば敏感に変動する

特長もあった。分子構造解析の立場からのみならず、溶液中での分子間相互作

用解明の上でも重要な情報が含まれていた訳である。構造解析のためには、実

用的溶媒として重クロロホルムを用いて測定する事に落ち着き、 Varianのスベ

クトルデーター集などが重宝がられた。分子間相互作用の方では、ベンゼンを

溶媒として測定するとカルボニル基の α位の lHシグナルが顕著なシフトを起

こすのを始めとして、数多くの例が見つかっていた。これらのデーターから溶

液内の分子の相互配置に関する情報を得られる筈であると言う訳で、第 4回以

来参加させて戴いた NMR討論会では藤原鎮男先生をはじめ多くの先達と活発

な意見交換を行なわせて戴いた。

分子間相互作用を考える場合、空間配置の問題もさることながら、ダイナミ

ックスがより重要でNMR分光学の最も得意とする分野であることを認識した

のは 19 6 0年代の末である。 NMRスペクトルの温度変化と線形解析の実験

に明け暮れ、 「化学交換とくに束縛回転の動力学」について様々な体験を通し

て多くの事を学んだ。大木道問先生の研究室の方々とお知り合いになれたのも

この頃である。 19 7 0年代に入ると A-60も時々故障を起こした。電源回

路の一部を除いて、殆どが真空管で組み立てられた装置であったが，非常によ

く書かれたマニュアルがあったので、業者と電話で打合せるだけで何とか修理

できた。本当に隅々まで知り尽くし、自分の子供のような存在になった。分子

の形と動きについて、構造式を見ただけで直ちにおおよその見当がつくように

なったのも、全くこの A-60と組んで仕事をしたおかげである。電磁石だけ

はまだ健在で、学部の一隅に縛据している。
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五〈二クミ、砥玄;0-開多~の言己 言言星雪量 岡リ

「草創期」の思い出は沢山ありますが、目立の高分解能NMRは、永久磁石方式でスター

トしましたので、この関発の震ぐましい昔話を一席、物語ることと致します。

日立磁気共鳴装置は、後輩の青木氏が(株)目立電子で、昭 33年から、 ESR装置に着

手、筆者入社の昭 35年には目立内部で広幅NMRを開発しました。昭 36年パーキンエ

ルマ (PE)社と技術提携し高分解能NMRは開発のスピードアップのため技術導入する

ことになり、内海氏(故人)と筆者が昭 37年英国 PE社に派遣され、筆者は主に、物理，

化学関連を分担しましたが、一番の問題点はNMR用磁石でした。 PE社はムラード社

(英)から、 40MHz用の永久磁石 [1. 0 T (m a x) ]を購入しており、これの技

術導入は不可、ムラード社の見学も不可であることが分かり、途方にくれた事を昨日のよ

うに思い出します。一方、 PE社NMRを技術指導していたオックスフォード大学の高名

なR. E. Richards教授(のち Si r. )と面談時、 NMRは化学者が使うから、

操作性の悪い電磁石より永久磁石が良い。そして、現行は 40MHzであるがこれからは

60MHzだと話された。帰国後、牧野部長(後、事業部長、理事、故人)から、 60M

Hz周永久磁石は、 「お前がやれ」の一言で、開発担当することになり、大変なことにな

ったと思いました。当時、こんな大物の設計資料はなく、科学文献情報誌を片端から調べ、

Ugrin-SparacのW-E形永久磁石設計法の文献を見つけ出し、これで設計す

る事に決心しましたが、当時は、別名「タイガ一計算機J (手動)および計算尺しかなく、

双曲線関数を含む計算は長時間を要しました。 10時に帰寮して、徹夜で計算をして作図

を終わり、気が付いたら朝の 6時で、部長出席の会議に間に合わせた事を覚えています。

今なら楽々スマートなソフトで、 10分もあれば、磁場.均一度の分布，図形付の CPU

計算ができますが。設計目標は1. 5トン以内で、このための永久磁石 (PM)材のエネ

ルギ積ミ 7X106 G・oeが必須条件でした。当時(株)住友特殊金属の PM材は世界

でトップレベルでしたが、ぺレット状サイズで 5-5. 5で、 7は市販品には無く、且つ

PM材が不均一ではNMR用として使えない、ぺレット集積では、端面を砥石で研磨要で、

すごく高価になる等約 40cmの均質な円板であることが必要であることが分かり、まわ

りから不可能の失笑すら聞こえてきました。上記、住特に仕績を提示して、 100トンの

回答を頂きました。この様な状況下で、 (株)目立金属，磁材研の原田英樹氏(後、常務)

が「やりましょう」と PM材開発を引き受けて頂き、一様にきれいな柱状晶が立つアルニ

コ円板を磁場中冷却法で開発され、スタートより l年内に、 1号永久磁石装置が完成しま

した。この時、 「成せば成る」を確信しました。この問、 Jackman (清水博訳)

「核磁気共鳴」に永久磁石は、 NMR実用には 40MHzが限度とあり、眠れない夜もあ

りました。磁石完成後、均一度調整法の確立が又、大変でした。筆者設計の調整機構が役

立たず、加えて苦労しました。この時、東北大学，池上恒男先生に調盤法を教授して頂き

今も感謝しています。次に、永久磁石装置に重要なのは、ポールピースです。高均質，高

透磁率材の外部からの入手は不可であることを知り、目立内部で開発，製作することに決

し、目立研究所の富田研究員(後、主菅研究員)に多種多機の有用な材料を継続的に開発

して頂きました。

この様にして 60MHzでは世界で最初の永久磁石方式NMR装置が、目立から誕生した

わけです。

例えば高橋憲助先生との C-13NMR第 1回発表や、小形NMR(Rー24形)開発時

の裏話、そして多くの先生、諸先輩にお世話になった話は多々ありますが、紙面制限で言

及できず残念です。改めて、お礼を申し上げ、筆を置くことに致します。
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物質工学工業技術研究所

早水紀久子様

日本のNMRについての記録作業の件、御苦労様です。

1995年7月15日

初期の事柄で私が関与し、覚えている事項を御報告致します。ただし層、違いが

あるかもしれませんので、関連の先生方の情報と照合して訂正をなさって下さい。

私が電気通信大掌の藤原鎮男教授のもとに弟子入りしたのは1956年のことで、

当時藤原研では手作りの国体用広幅NMRでの誼IJ定が進んで居りました。確か

1957年には、藤原教授が高分解用に、Illinois大掌で使って居られたものと同型

(たぶん)の永久磁石を輸入され、教授自ら磁石の調整を行って居られました。

私が原子力研究所に入所の決まった1957年にNMR機器の購入に当たり、最初

Varian社のHR-40を予定していたところ、 HR-60が新たに販売されるということ

で、急温HR-60の発注に切り替えられました。担，IJ定開始は1959年です。

当時、圏内の高分解能NMR機は東北大学、非水研の羽里諒二郎教授研究室の

HR-40と.阪大、産業科学研の湯川泰秀教授研究室のHR-40 (いずれもVarian社

製)の2台のみでした。後者は原子力研での発注直前の輸入だったと思います。

原子力研でのNMR設置計画に当たり、東北大、非水研の池上恒夫氏から設備

上の数々の御忠告を受けたことはいまでも忘れがたい思出です。この頃のVarian

社NMRは電磁石を用いて居るため、高分解能スベクトルを測定するには磁場の

安定化が最も重要な問題でありました。このためHR-60ではsuperstabi1izerに

より磁東を制御しておりましたが充分で、なく、これに加えて温度制御された冷却

水による電磁石の温度制御がきわめて重要であることがわかってきました。

原子力研のHR-60で我々が測定を始めた頃、東大物性研の柿内賢信教援のもと

で、国産の大型永久磁石を用いた高分解能NMR機の試作を進めて居られました。

磁石のPolePieceは確かいくつかの部分からなっており、一部に多少の不均ーが

あったようです。測定がどのようにはかどったのか、よく存じません。

原子力研の我々には多数の測定依頼が舞いこみ、副次的な効果として多くの研

究者とお知り合になれたことは大変幸でした。

山口一郎(元上智大学理工学部)
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ウィグルに魅せられて 山本 修

ここ 20年ばかりの問に私が所属していた東工試も化技研から物質研へと名前を変えたが、その東工該時代、東レに移られ

た額四健吉氏(現在、神奈川科学技術アカデミー)から私がNMRを引き継いだのは昭和36年の終わり頃であった。それま

で全〈違った分野でトグロを巻いていた私は、非常に函食らいつつも嬉々として、残された唯一人のスヲッフであり NMRに

関してはほぼ1年先撃に当たる鈴木昭夫氏(後日本電子に移られ、現在は鈴木システム研究所を主宰)に教わりながらにわか

勉強を始めたものである。装置は Varian社の DP-60である。この装置は最高磁場強度 14，000ガウス(現在はテスラー単位だ

が、当時はガウスであった)で、磁場は任意に変えることができ、高分解能および広幅の両方が測定できる当時としては大変

賛沢な装置であった (DPとは double-purposeの意味である)。なにしろ機器分析の君主明時代であった。今lまど豊かではない

のに高価な装置が買えた代わりに、それは東工試の分析センターの目玉でもあった。明日からお前が責任者だと言われ、一寸

ばかり待って下さいとは言えないのである。それでもあまり辛いとは思わなかったのは、それまでの仕事に比ベて余程性が合

っていたのと、これだけの焚沢な装置が使用できると言う研究者なら維でもが感じる喜びがあったためであろう。その意味で

は当時私などよりも余程NMRについて勉強され、それでも予算の関係で思うような測定が侭ならなかった諸先輩に比べ、私

は大変な幸運に恵まれたといえるであろう。

その頃の東工試では種々の情勢を考慮し、一群の研究者を対象にし午後5時以降 DP-60を開放する方針を打ち出していた。

その線に沿って時々東工試に来て測定をされた方々には当時東大理学部の荒田洋治氏、山本毅雄氏、岩村秀氏、薬学部のμJ;森

重氏、電通大の中川直哉氏等がおられた。これらの方々は私にとっては訴に得難い教師であった。また隣の部屋には何故か日

本電子の 40MHzの装置が置かれていた。そのお守り役として竹内説氏と大西征子氏が頻繁に出入りされていた。これらの人々

に支えられ何とかNMRへの出発をすることが出来たのである。それにしても当時は Varian社の独走時代であった。今から

見ると DP-60もかなり無骨な装置ではあるが、それでも臼本竜子の装置と比較すると 3ナンバーの乗用車と軽トラのようなも

のである。額四氏の考えによるものであろうが、今振り返ってみると、自社の装置を Varianの装置の検に置くことにより、

なりふり構わず新しい技術を吸収しようとした当時の日本を代表する熱気を感じるのである。

このように当時 DP-60Iま諒に素晴らしい装置ではあったが、今から考えると大変厄介で、見方によっては誠に綴りない装置

であった。最近の人は篤くかも知れないが、 NMRシグナルを使って磁場を固定するいわゆるロック方式はまだ開発されていな

かった。外部ロック・システムを備えた名機 A-60がVarian t.土から発表されるまでにはまだ1.2年の時間が必要であった頃

である。ロック・シス子ムがないことは例えて言えば、小舟に乗って入j工に浮かび、そのどこかー笛所に鐙も使わずに静止し

ようと試みるようなものである。磁石に仕鍋けられた色々な装置のおかげで大きな波や急激な潮の流れが起こることは何とか

抑えられているものの、あとは潮の流れをどうにか検知し、それに逆らうように手で漕いで舟を静止状態に保つしか方法がな

いのである。

分解能も大きな問題の一つであった。これは今でも大問題には違いないが、超伝導磁石の場合にはその優れた安定性のため

に、一度念入りに調整すればあとは剰り問題なく日常的な測定が出来るはずである。カレント・シムによる分解能を向上させ

る方法lま今と原理的には同じであったが、何しろ磁湯のご機嫌がその臼その日によって違うのである。測定を始める前にはサ

イクリングと言うことをやった。これは短時間磁場を少し高くした後、元の共鳴磁場に戻し、履歴特性を利用して磁場の均一

性を向上させる手段である。一種のおまじないのようにも見えるが、やれば必ず効果があるように思えた。 (23，000ガウス

(100MHz)の装置では鉄芯の磁石は既に飽和しているからこの方法は使えない)。後はひたすらシムを動かして最適の磁場を得

るようにするのである。いよいよの場合には、磁石の検についているジャッキのレバーのようなもの(この前鈴木氏に思い出

して戴いたらトリマーと言う名前であった)を動かして磁石の両極菌の平行度を変えるという荒っぽいこともやった。

この様に毎日苦心して磁石のご機嫌をとった後、素晴らしい分解能が得られた場合には、名エが良い作品を作った時のよう

な満足感があった。当時分解能の目安としてはシグナルのウィグルが最も良く利用された。これはシグナルを横切って掃引を

行う場合に生じる過渡現象である。シグナルの線幅が狭い(分解能が高い)ほど、またf講習l速度が速いほど盛んにウィグルが

生じる。苦労した後のウィグルは私にはこの世に並びものの無いような芸術品であった。チャートょにシグナルを鑓かせる時、

ウィグルに合わせて首を振っている自分を発見して苦笑したことも再三ではなかった。 FT装置が開発されてウィグルが見ら

れなくなった時は、何とも言えぬ味気なさを感じたものである。

シグナルによるロック・システムが無いので、磁場は常にゆっくりとではあるが変動している。従って低磁場国IJから高磁場

置.IJへ婦引してスペクトルをとった後、今度は反対側へ帰引を行ってスペクトルをとる。実際にはこの操作を少なくとも 3回は

繰り返し、それぞれのスペクトルから得たシフト憶の平均をとる。これは一見簡単ではあるが、シグナルの本数が多い場合、

実際にl立大変な作業である。物差しを持って奮闘した後、簡単な比例計算を繰り返す作業l立退屈を纏める。それに当時lま今の

ような電車は全く存在しなかったことを思い出して戴きたい。電動式の計算機さえ高嶺の花であった。

書き出したらきりがないし、紙面は残り少くなった。ともかく、今の FT-NMR測定装置を大量生産型の精密なロボット式エ

湯に例えるならば、当時の装震はまさに手作り職人の道具であったように思われる。苦労lましたが、測定されたそれぞれのス

ペクトルには職人芸を感じさせる風格があったと自負している。いずれにしてもこのようにして私のNMRとの付き合いは始

まったわけである。現在の物質研の早水紀久子氏が入所してきたのはそれから 1年と少しばかり経った昭和38年春であった。
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cytochrome PI03 

2次元国体NMR P29 
2次構造 P87 (D) 

2D exchange NMR L3 deuteration Lll 

2DNMR P79 deuteron NMR L3 

2DNMR P80 Diffusion L8 

3D P71 diffusion P66 

3D-NMR P86 dihedral angle L3 

3D-NMR P87 dipolar interaction PI0 

3D-NMR PI02 dipolar interaction P31 
dist組 関 geome町 P90 

(A) di幻ancegeometry P91 

ab initio UHF/有限摂動法 P2 diterpene P80 

Abu(レ2・釘ninobutylicacid)B7 P95 DMF P7 

Alイオン P7 DNA P84 
Z7AlMAS NMR P42 DNA P88 

幻AlSTATIC NMR P41 DNA.RNA hybrid duplex PI05 

Aluminosilicate P42 DN崎吉合ドメイン P96 

~diacyclamide P77 DN崎吉合領域 P97 

AspJf1 P95 Dodecylammonium Chloride P55 

Aspergillus niger PI02 
(E) 

(B) Electron Correlation P4 

bond angle L3 Endothelin-2 P91 

Bomeol L5 

bubble P71 (F) 

bufadienolide P79 F標識糖 L9 
Ferrni contact項 Pl 

(C) Ferrni contact項 P3 

。Myb P97 foam P71 
13C P20 FOBF Pl 

日CNMR P17 企eevolume P36 
13Cスピン拡散 P25 
日ι13Ccoupling constant L5 (G) 
13C_CPIMAS P26 gel P64 
13C 13C， 13C lSN双極子相互作用 P29 GRB2 PI0l 

13C NMR P16 
13CNMR P56 (H) 
13CNMR P60 H-NS P99 

C;symmetric molecule P78 H-NS-DNA複合体 P99 

cadmium P69 lH;H/70 and 3sC1 NMR Spec回 P55 

113αNMR化学シフト P37 lH双極子結合lSN粉末スペクトル P30 

αrebrovasαllar lesion P70 lHYCNOE P25 

(CH3NH3)sBi2Brn P35 lH-NMR P62 

chemical shift P20 lH-NMR PI03 

ロlemicalShift P4 lH・NMR PI04 

∞Ild denaturation P54 lH-NMR PI05 

conforrnational analysis P82 2H核安定同位体ラベル P34 

CRAMPS Ll helix P91 

Cross polarization P9 heme PI03 

Cross-relaxation times P61 Hemolytic Anemia P61 

σ) 



high pressure NMR P54 NHD Pl 
HMQC P65 NHD P3 
HMQC P67 NMR P6 
homo spin decoupling P51 NMR P46 
HSQC P48 NMR P67 

NMR P91 
(I) NMR P96 

E召〉 P3 NMR P99 
ls V1VO P67 NMR化学シフト P94 
in vivo 31p NMR P69 NMR蘭像 L9 
別-VIVO P73 NMR緩和時間 P58 
INADEQUATE LS NMR顕微鏡 P74 
intemal motion P93 NMR泊laging P71 
intra-linter-unit NOE P78 NMRPipe P86 
isotopomeric asymme町 P78 NMRPipe P87 

NOE L6 

(J) NOE P79 
J-coupling P84 NOE P80 

NOE P82 
(K) NOE P83 

39K and回RbMASNMR P45 Nuclear ma伊 eticreson組印刷MR) P61 
Kaolinite P42 nucleic副 d P93 

(L) (0) 
7Li・NMR P39 0・ROESY P93 
Uquid Crys旬l P55 ofιreson佃 ωirradiation P64 

oxidative phosphoηlation P69 
(M) 

M-SHRSP P70 (P) 
Magic・血191e-Sp泊ning P57 [31町・スピンエコー差スペクトル L12 
magnetic field homogeneity P47 31p_NMR P68 
magnetization transfer P64 31p NMR L4 

MAS PI0 PASS-ROESY P78 
MAS P31 peptide P20 
Met-enkephalin P57 戸吻heralnerve P66 
MHPOBC P56 PETフィlレム P26 
mixed K.Rb1ぷ(X=Br，l)αys凶s P45 PFG P51 
molec凶arstructure P20 phase-sep釘ation P36 
molten g10bule・likestate P62 Pi visibi1ity P69 
MRI P70 plantα11 wall P82 
MRI P71 Poly(aαylate) L7 
MRIs∞n P70 Poly(β-phenethyl L-aspartate) P33 
multidimensional NMR Lll poly(剖戸ene) P36 

poly(vinyl methyl ether) P36 
(N) polymer blend P36 

N-H・・・O=C7k素結合 P30 pressure denaturation P54 
N-H原子関距離 P30 protein P93 
!SN化学シフト P32 protein stabi1ity P54 
!SN・CP/MASNMR P35 pulse P67 
ISN-edited P87 Pulsed Field Gradient LS 

Nぶチャンネノレ PI04 Pulsed Field Gradient L8 
Near-Magic-.血19le-Spimting P57 pulsed-field NMR P66 
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(R) T2 L6 

Raf-RBD P92 TANGO-HMBC P81 
Ras P92 te回hedralmagic echo P72 
rat liver P69 thermostability PI03 
RecA P88 Ti(O.3%Sc)02 P15 
Red blood Cells侭BC) P61 TOCSY P51 
REDOR L2 佐沼lsferredNOE P88 
relaxation matrix refmement P105 Transport L8 

resolution P47 triple resonance NMR Lll 
resolution P72 Tunneling P14 
restricted diffusion P66 
Restriction L8 (U) 
RFインホモジニティ P48 Unstable hemoglobin P61 
ri加nucleaseA P53 UP element L13 
ribonuclease A P54 
RNA polymerase L13 (V) 

RNA結合蛋白質 P98 vasωlarαst P70 
ROESY P51 
rot釘yresonance P3l (W) 

Rotator Phase P55 water P66 
water-polymer interaction P64 

(S) 
4SSC・NMR P15 (X) 
SCF P4 X-ray d泊泊ction P45 
Selective non-Inversion Tl P77 XCS P20 
Selective 2D e却e出nent P51 12~e・NMR P36 
semi-empirical MO method P45 xyloglucan oligosacch紅ides P82 
serum albumin P62 
SH3 P101 (Z) 
shim P47 ZnS:Ag，Al P41 
SiNMR化学シフト P2 
29Siα/MAS NMR P42 (α~ω) 

却SiMASNMR P42 ε・カルボベンゾキシレリシン P32 
simulated釘mealing P90 πノ守lレスの有限長効果 L2 
s泊lUlated釘mealing P93 
SLDF法 P30 (あ)
Solid State NMR P55 アクチン結合タンパク質 PI00 
solid state NMR PI0 アミドプロトン P94 
solid state NMR P20 アンタゴニスト P90 
solid state NMR P3l 安定性 P58 
Solidago altissima L P80 安定同位体標識 P12 
solid imaging P72 安定同位体標識 P29 
Sos PI0l 安定同位体標識 DNA L12 
spacぽの効果 P27 安定同位体標識ヌクレオシド P85 
stable isotope P84 
Statesフォーマット P86 (~、)

structural transition P62 イオン会合体 P60 
struc旬re P91 異種核問双極子相互作用 Pll 
structure analysis P84 一次元NMR P52 
Sxl蛋白質 P98 イノシトーノレ P46 

異方的拡散 P18 
(T) 

T1 L6 
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(う) クレアチン・キナーゼ P68 

運動性 P58 

(け)

(え) 欠失変異体 P99 

液晶 P18 結晶-非品構造 P25 

液晶NMR P17 結晶化度 P60 

液体ヘリウム温度多核広幅NMR7。ローア P14 結品構造 P22 

エチレンアイオノマー P60 ケミカルシフトノfウダーパターン P17 

エンケファリン P22 

延伸効果 P26 (こ)

エンドセリン P90 高圧 P59 

エンドセリン PI06 高温超伝導体 Sl 

抗原・抗体相互作用 Ll4 

(お) 交差緩和 P77 

オーダーノfラメーター P16 交差緩和時間 P63 

オフレゾナンス効果 P48 交差分極 P8 

温度ジャンプNMR P53 高次構造 P21 

高次構造 P23 

(か〉 高次構造 P96 

回転異性状態近似 P16 合成問A P98 

回転相関時間 P59 構造解析 P37 

化学シフト Ll 構造決定 P92 

化学シフト画像 L9 構造転移 P24 

化学シフト等高線表示 P94 広幅2H-NMR P28 

化学シフトの異方性 P15 酵母カルモデュリン P87 

化学シフトの異方性 P44 糊化 P75 

拡散係数 P75 国相合成 P95 

核酸の主鎖構造 L12 国体13CCP/MAS NMR P38 

核磁気緩和 L6 固体羽CNMR Pll 

核磁気緩和 L7 固体NMR P24 

核磁気緩和 Sl 国体NMR P44 

核四極子結合定数 P15 固体高分解能NMR P23 

核四極相互作用 P44 国体高分解NMR P21 

果実 P73 国体高分解能13C・NMR P27 

活性残基 P95 国体高分解能13C・NMR P28 

門松ローター P13 国体高分解能lHNMR Ll 

ガマ毒 P79 閲体高分解能NMR P22 

がん原遺伝子産物 P97 固体高分解能NMR P32 

がん診断 L9 国体重水素NMR P33 

環電流効果 P6 固体重水素NMR P34 

緩和 P43 骨格筋 P68 

緩和時間 P73 米 P75 

コレステリック液晶 P17 

(き) コンフォメーション P77 

消え残り(subtraction副首'acts) P50 コンホメーション Ll 

基底関数依存性 Pl コンホメーション P32 

絹 P34 コンホメーション変化 P27 

強誘電性相転移 P35 

(さ〉

(く) 細胞の水 P74 

空隙解析 P76 サクランボ P74 

グリシルグリシン P24 三重共鳴3次元NMR PIOO 

グリシン含有ペプチド P30 酸素17 P65 
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(し) ダイナミックス P21 

磁化移動 P68 ダイナミックス P23 

磁気異方性 P94 多次元NMR P98 

四極核 P44 多次元国体NMR P12 

シクロデキストリン P83 多重共鳴多次元NMR L13 

自己拡散 P19 多相関時間モデル 16 

脂質 P23 ダブルラベル体 P86 

自動位相補正 P52 単結晶 P13 

磁場勾配 P18 単結晶 P24 

ジプカイン PI04 単結晶回転装置 P15 

重水素NMR P14 

重水素化 P92 (ち)

重水素化メチル基 P14 超伝導ギャップ SI 

主鎖の帰属 P92 超伝導対称性 SI 

常磁性緩和 LI0 趨微細シフト L10 

シルク構造 P94 直接結合定数 P57 

信号帰属 P29 

〈て)

(す〉 低温焼成炭素 P39 

水素結合 L10 転写調節因子 P97 

水素結合 P13 被粉 P75 

炊飯 P75 

水和 P27 (と)

スタッキング相互作用 PI04 同位体フィルター PI0l 

スピン・裕子緩和時間 P22 問位体ラベル PI02 

スピン軌道相互作用 Pl 糖脂質 P46 

スピン・軌道相互作用 P2 糖質 P83 

スピン・軌道相互作用 P3 動的構造 L14 

スピンギャップ SI 動的性質 P97 

スピン結合定数 P85 糖度 P73 

スピンロッキング P8 

スペーサー P16 〈な〉

内部運動 L7 

(せ〉 内部回転角 P34 

制限拡散 P74 ナノプローブ P46 

青色蛍光体 P41 難黒鉛化性炭素 P39 

生物活性 P80 

精密距離測定 Pll (に〉

遷移金属カルボニルクラスター P38 二次元NMR P52 

選択観測 P65 二次元NMR P83 

選択的緩和法 P77 二次元液晶NMR P57 

選択的磁場勾配エコー P50 二面角 Pll 

選択励起 P74 二面角 P12 

二量体液晶 P16 

(そ)

層状リン酸複化合物 L4 (ね)

棺対符号 P85 熱変性 P53 

装置 P19 

側鎖型液品性高分子 L7 (は)

疎水性ゲル P79 配位子親和性 L10 

パウダーパタン P37 

(た) パクテリオロドプシン P21 

耐火物 P76 パクテリオロドプシン P23 
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パルス磁場勾配NMR P19 マジック角回転 P44 

反強誘電性液晶 P56 マジック角試料回転 P12 

マジック角試料回転 P29 

(ひ)

ピークピッキング PI00 (み)

光-CIDNP法 PI06 ミオグロビン LI0 

ヒト P68 7)( P7 

非破壊 P73 7)( P58 

非ペプシン型酸性プロテアーゼ PI02 7)( P59 

(め)

(ふ) メソーゲン基 L7 

負極炭素 P39 メタフラーレン P43 

複合体 P97 メチルアンモニウム P35 

物質移動 P25 免疫グロプリン L14 

プリンリプレッサー P96 

分子運動 L6 (も)

分子運動 P22 モデルフリー解析 L6 

分子運動 P26 モネリン P95 

分子運動 P34 モルテン・ク守口ビュール状態 P63 

分子拡散 P17 

分子拡散 P50 (ゆ)

分子認識 L14 誘電体強振器 P53 

分子認識 P83 

(よ)

(へ) 溶液，4SSe，・NMR P43 

ペースライン補正 PIOO 溶媒和 P7 

ペプチド P24 

ペプチド-臼錯体 P37 (ら)

ペプチド主鎖の三次元締造決定 L2 卵白アルブミン P63 

ヘリックスセンス反転 P33 

(り〉

(ほ) リチウムイオン 2次電池 P39 

ポリエチレン P25 立体構造 P99 

ポリグリシン I型 P28 立体構造決定 PI00 

ポリグリシンE型 P28 立体選択的!3C;ZH_二重標識法 L12 

ポリペプチド Ll リン31 P65 

ポlレフィリン P6 リン酸ジルコニウム L4 

(ま) (れ〉

マイクロイメージング P76 レチナール P21 

マジックエコー P8 
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