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第 18 11月14日(水)

(10:00-10:10) 
開会の挨拶

(10:10・11:10)
座長安藤勲

第40回NMR討論会プログラム

lLl 'H-Dipolar Driven !3C_!3C Polarization Transfer under MAS and Its Applications 2 
(京大院理)0竹腰清乃理、中村新治、寺尾武彦

IL2 固体NMRによるカルシトニンのアミロイド様繊維形成機構の解析 4 
(横浜国大院工1、姫路工大2、オックスフォード大学3、新潟経営大4)0内藤晶'，2 上平美弥2，3、
大城由紀2、土肥輝美2、井上良三2、辻暁2、野坂篤子ヘ斉藤肇2

1L3 エリ蚕絹フィブロインに見られる α-helix構造の安定化機構に関する固体NMR研究 8 
(東京農工大工)0中津靖元、西尾聡子、大郷耕輔、朝倉哲郎

.休憩.

(11 :30-12:30) 
座長朝倉哲郎
1L4 固体NMRによるパクテリオロドプシンの膜貫通領域の構造解析 10 

(姫路工大理)0辻晩、長谷川j筒、河南るり子、谷生道一、吉良敦史、荒川規、斉藤肇

1L5 'H PFGSE NMR法による閤相反応場ネットワークポリスチレン中の物質拡散に関する研究 (III) 12 
(東工大院理工)0山根祐治、小林将俊、黒木重樹、安藤勲

1L6 Total Spinning Sideband Summation (TOSS L) 法の開発 14 
(バリアンテクノロジーズジャパン l、分子研2)芦田淳l、桑原大介2、O中井利仁l

ー昼食.

(13:45-15:30) 
ポスターセッション (説明義務ポスター番号:3の倍数+1)

(15:30-16:50) 
座長斎藤肇
1L7 次元反強磁性混合金属錯体 [Nil_xPdxX(chxn)2]X2(X:Cl，Br;chxn:cycIohexanediamine)の'3Cと 16 
'H固体NMR
(和歌山大教育 l、筑波大化2)0木村憲喜1、加納正隆2、高石慎也2、池田龍一2

1L8 STRAFIイメージング及びCRAMPS、MQMASを利用した不定形耐火物の乾燥過程の解析 18 
(新日銭先端研1、Universityof Surrey2) 0菊藤公児i、金橋康二 l、Peter]， McDonald2 

座長堤耀広
lL9 超臨界水の静的および動的構造のNMRによる研究 22 

(京大化研)0松林伸幸、中尾奈穂子、若井千尋、中原勝

1LlO 超偏極Xe・129ガスの緩和特性:T1測定におけるガラスの材質効果および拡散の影響 26 
(阪大医)0神谷貴史、清水隆興、柳川康洋、木村敦臣、藤原英明

ー休憩，

(17:05-18:05) 
座長渡部徳子
1Lll 'H NMRを用いる脳代謝機能評価系の構築 28 

(国立環境研l、筑波大医2)0三森文行1、熊谷恵口、山根ー祐l

1Ll2 ラット脳脊髄液産生への血中炭酸ガス分圧の影響:Gd-DTPA 造影 T，強調MRI法による測定 30 
(京都医大一生理l、精神神経センター神経研Z、岐阜大医3、生理学研分子生理4)0瀬尾芳輝l、
鷹股亮I、荻野孝史2、森田啓之3、村上政隆4

IL13 骨粗懸症診断用MRIの開発 34 
(筑波大物理工学系I、エム・アール・テクノロジーに筑波大臨床医学系3、住友特殊金属4)
山崎由香子l、拝師智之2、松田善正}、橋本征太郎1、宇津津慎2、O巨瀬勝美!、吉岡大3、
中西昭男4、岡田重益4、遠藤政治¥青木雅昭¥津崎剛4

目次



第28 11月15臼(木)

(9:30・10:50)
座長嶋田一夫
2Ll 溶液中蛋白質の 15N化学シフト異方性観測とその応用 40 
(北陸先端大新素材セ)0楯真一、栗田順一、島原秀登

2L2 マイクロ波温度ジャンプNMR法の開発 44 
(神戸大院自然)0)11上勝、赤坂一之

座長赤坂一之
213 水素結合を介したJカップリング定数を用いたN-H…N水素結合の解析 46 
(都立大理CREST1、奈良先端大バイオ 2)0児嶋長次郎1ヘ石川麗i、小野品 l、甲斐荘正恒1

2L4 構造ゲノム科学フ。ロジェクトにおけるNMR 48 
(理研GSC)0横山茂之、慶田洋、木川隆則、白水美香子

.休憩ー

(11:10-12:40) 
特別講演
座長堀井文敬
2SLl Advanced Solid-State NMR Techniques for Characterizing the Structure of Complex Organic Materials 54 
(Iowa State University， USA) Klaus Schmidt-Rohr 

座長寺尾武彦
2SL2 New Twists for Decoupling and Recoupling Combined with Fast MAS 56 
(ETH Zentrum， Switzerland) Beat H. Meier 

.昼食ー

(14:00-15:40) 
ポスターセッション (説明義務ポスター番号:3の倍数+2)

(15:40幽17:10)
特別講演
座長甲斐荘正恒
2SL3 Cross-Correlated Relaxation for the Study of Biological Macromolecules 
(CNRS， France) Dominique Marion 

座長阿久津秀雄
2SL4 Understanding lnterrnolecular Multiple-Quantum Coherences and Their Applications 
(Princeton University， USA) Warren S. Warren 

(17:10-17:40) 
NMR学会発足総会

(18:00-20:00) 
懇親会

第3日 11月16日(金)

(9:30・10:50)
座長稲垣冬彦

58 

60 

3Llトランスグルタミナーゼの新規スクリーニング法 62 
(味の素中研)0榛葉信久、横山敬一、鈴木栄一郎

3L2 高圧NMRによるプリオン蛋白の安定性及びダイナミクスの研究 66 
(岐阜大医l、理研2、UCSF3)0桑田一夫i、李華2、w田博昭2、JamesThomas3、赤坂一之2

座長横山茂之
313 Maf群蛋白質MafむのDNA結合ドメインの立体構造解析 68 

(筑波大TARAセ¥応用生物化学系2、基礎医学系3)0楠英樹 1.3、本橋ほづみ 1.3、勝岡史城3、
諸橋昭雄九山本雅之 1，3、田中俊之 1，2

3L4 カイコ麻庫ペプチドBmPPのNMR法による立体構造解析 70 
(生研機構1、富山医薬大薬2、農業生物資源研3、北大低温研4)0三浦和紀 1，2、神村学3、
相沢智康 1，2、木内{言3、早川洋一¥水口峰之2、河野敬一2

2 =13次



ー休憩ー

(11:10・12:30)
座長神藤平三郎
3L5 ヒト遺伝子修復酵素hMTHlの構造決定とその加水分解の研究 72 

(横浜市大院総合理1、奈良先端大バイオ 2、九大生医研3、北大院薬4)0三島正規i、伊藤紀幸2、
酒井康成3、紙谷浩之¥中別府雄作3、白川昌宏 l

3L6 NMRを用いた膜傷害性ベフ。チド・ sapecmの機能発現機構の解明 76 
(東大院薬系 l、三菱生命研2、理研名取特別研究室3、産総研JBIRC4)竹内恒l、高橋栄夫ヘ
須員真理子2、河野俊之2、関水和久 1、名取俊二3、O嶋田一夫 1，4

座長西村善文
3L7 リボソーム再生因子(RRF)のダイナミクス 78 

(阪大院薬)0吉田卓也、岡伸一郎、内山進、中野博明、大久保忠恭、小林祐次

3L8 RNA結合蛋白質におけるダイナミクスと結合能の相関 80 
(横浜国大院環境情報)宮の入洋平、渡辺道直、榎園能章、宮下博之、池田哲郎、
上杉晴一、 0片平正人

.昼食ー

(13:45-15:30) 
ポスターセッション (説明義務ポスター番号 :3の倍数)

(15:30-17:10) 
座長小林祐次
3L9 新規ドメインPCmotif-containing region (PCCR)の立体構造とPBIドメイン認識機構 82 

(北大院薬l、都臨床研2、九大生体防御医研3、金沢大がん研¥CREST/JST5)0吉永壮佐i、
寺沢宏明2、野田祐紀子3、伊藤隆司¥横地政志に小椋賢治l、住本英樹3，5、稲垣冬彦 1，5

3LlO リゾチーム変異体2SS[6-127，30-115]のNMRによる構造解析 84 
(関学大理l、神戸大理')0野田康夫1、宮内弘世l、平井健一1、坂本恵子1、橘秀樹2、瀬川新一I

座長白川昌宏
3LlI Human Lysozyrneの構造と運動に与える低温効果の解析 88 

(北大院理l、富山医薬大2、千葉工試3、産総研北海道セヘノてリアンジャパン 5)0久米田博之l、
三浦和紀2、小橋川敬博i、岡千寿3、三浦愛4、根本暢明5、新田勝利 1、津田栄4

3Ll2 プロテインジスルフィドイソメラーゼの高次構造の構築と相互作用のNMR解析 90 
(名古屋市大院薬i、豊田中研')原因拓志1、栗本英治l、浅見修2、梶野勉2、山口芳樹l、
O加藤晃一l

3Ll3遺伝的アルゴリズムによるNMR蛋白質立体構造決定自動化の試み 92 
(徳島大 l、北陸先端大')0小野功 1、藤木洋 1、小野典彦九楯真一2

ーポスターセッション演題一

[固体測定法の開発]

PI Eledoisin Related Peptideの国体2次元NMR法による帰属と構造解析 98 
(京大院理)0大橋竜太郎、水野敬、竹腰清乃理、寺尾武彦

P2 The Effect of rf Inhomogeneity on Heteronuclear Dipolar Recoupling in Solid State NMR; 100 
Practical Perforrnance of SF AM and REDOR 
(横浜国大l、NationalHigh Magnetic Field Laboratory'、D句artmentof Chemistry and Instin印 of
Molecular Biophysics， Florida State University3) 0西村勝之 l、RiqiangFu'、TimothyA， Cross 2，3 

P3 3次元国体高分解能NMR法の開発とマストパランXへの応用 104 
(阪大蛋白研i、横浜国大工2、群馬大工3、三菱生命研4)0戸所泰人 l、柳下元2、若松馨3、
河野俊之¥藤原敏道l、阿久津秀雄l

P4 スラグ構造解析における高磁場MQ-MAS法の有効性 106 
(日本電子1、新日銭')0下池田勇一l、杉沢寿志l、金橋康二2、斎藤公児2

目次 3



P5 MAS条件下で同種核二量子双極子相互作用をリカップリングできるオフセット帯域の、 108 
RFパルス列による制御
(阪大たんぱく研)0松木陽、藤原敏道、阿久津秀雄

P6 Uniform 1 H→'H Cross Polarization (UNI・CP)in Solids 112 
(京大理)0水野敬、竹腰清乃理、寺尾武彦

P7 13C_ 1 H dipolar-assisted rotational resonance in magic-angle spinning NMR 114 
(京大院理)0中村新治、竹腰清乃理、寺尾武彦

P8 光・マイクロ波誘導偏極核スピンの高磁場観測 116 
(京大院理)0古布村亮次、武田和行、阿部智彦、竹腰清乃理、寺尾武彦

[~体物性、高分子、固体イメージング]

P9 固体NMRによる(AlaGlyGly)1。の精密構造の決定とクモ牽引糸の構造との関連 120 
(東京農工大1、バリアンテクノロジーズジャパンサ 0芦田淳 1，2、小松耕平l、朝倉哲郎i

PIO 固体NMRによるポリシロキサンの構造と機能発現のメカニズムの解析
(東工大院理工)0木村英昭、黒木重樹、安藤勲

Pll 二次元二量子固体NMR法によるポリエチレンナフタレートのコンホメーション解析
(京大化研1、IowaState Univerisiti) 0乾延彦 1、梶弘典 1、矢野達也 1、堀井文敬i、
Klaus Schmidt-Rohr' 

PI2 二次元固体13CMAT法による高分子のダイナミクス解析
(京大化研)0福家一則、梶弘典、磯村武範、回井利弘、堀井文敬

122 

124 

126 

P13 The analysis of O'H-πinteraction in phenoxy resins by a MAS NMR method without irradiating 'H nuclei 128 
(京大化研l、IowaState Univerisity') 0梶弘典 1、堀井文敬 l、KlausSchmidt-Rohr' 

P14 無機一有機分子複合材料ゐNMRによる構造、分子運動の解析 132 
(京大化研)0日下康成、増田憲二、堀井文敬

P15 バクテリアセルロースのミクロフィブリル構造に関する固体スピン拡散NMR解析 134 
(京大化研i、福井高専')0増田憲二九安達雅幸i、平井諒子i、山本裕之2、堀井文敬1

P16 拡散NMRイメージング法によるポリメタクリル酸ケ、ル中の金属イオンおよび水の拡散過程の研究 136 
(東工大院理工)0佐々木暁嗣、堀田芳生、黒木重樹、安藤勲

P17 固体高分解能NMRY:去によるUV照射DNAの構造に関する研究 140 
(防衛大応化l、北大院地球環境')0浅野敦志I、山田真路2、西則雄2、黒津卓三l

P18 13Cおよび'H-NMRによる凍結乾燥製剤jの高分子添加剤における主鎖および側鎖の運動性の解析 142 
(国立衛研)0吉岡澄江、阿曽幸男、小嶋茂雄

P19 13C NMR緩和測定による水溶性ポリペプチドの分子運動 144 
(北大院工)0内野新一、堤耀広

P20 高圧129XeNMRによる高分子中の自由体積のキャラクタリゼーションとXeの臨界挙動 146 
(帝人構造解析研1、阪大院理2、東大原総セ 3)0永阪文惣1、尾身洋典2、江口太郎2、
中村亘男2、伊藤泰男3

P21 パルスNMR法によるアクリル酸、アクリル酸エステルの塊重合に関する研究 III 148 
(防衛大応化)0木本博喜、福田敦子、浅野敦志、黒津卓三

P22 絹フィフ前ロインモデル化合物の構造設計及び、NMR構造解析 150 
(東京農工大工i、生物系特定産業技術研究推進機構2)0超長華1ヘ小松耕平1、
矢吹一人1、朝倉哲郎1

P23 多孔性銅錯体の吸着ゲストの団体NMR 1~ 
(京大院工)0堀毛悟史、北浦良、北川進

P24 ポリエチレンオキサイドをベースとした架橋型高分子電解質への側鎖導入の割合と 154 
NMRで観測するイオン拡散の相関
(産総研l、ユアサコーポレション 2)0早水紀久子i、秋葉悦男 l、相原雄一2、坂東寿員Ij'

4 目次



P25 P (VDFηITrFE27 )lat-PMMAブレンドとNMR交差緩和 156 
(北大院工l、山形大工')0津村憲史1、石井文明 l、堤耀広l、大東弘二2

P26 ポリブチレン・2，6・ナフタレートの結晶構造と分子運動 158 
(群馬大工)田辺豪、よ原宏樹、 O山延健、甲本忠史

P27 メチレン鎖を有する脂肪族ポリエステル系共重合体の固体NMR法によるキャラクタリゼーション 160 
(理研高分子化学1、理研物質基盤2、東工大院総合理工3)0桑原和弘1、仲村高志2、阿部英喜l、
土肥義治 1，3

P28 [1-J3C)Va1およびPro標識ノてクテリオロドプシンのシッフ塩基の荷電と構造の相関 162 
(姫路工大理)0吉良敦史、谷生道一、辻暁、斉藤肇

P29 J3C標識パクテリオロドプシンのシソフ塩基周囲の電荷による構造の揺らぎ 164 
(姫路工大理)0谷生道一、宮田和彦、辻暁、斉藤肇

P30 固体J3CNMRによるサーモトロピック液晶高分子PSHQnの構造解析 166 
(金沢大理1、TheUniversity of Akron') 0水野元博l、石川裕之1、忍久保正治i、遠藤ー央l、
Han Chang Dae' 

P31 重水素NMRによる棒状高分子ケ‘ルの研究 168 
(北大院工)0武田寛之、平沖敏文、堤耀虞

P32 固体高分解能NMRによるキトサンー高分子複合体の構造解析 170 
(福井大工)0前田史郎、飯田貴之、中江一浩、山下伸一郎、大島孝友、桜井謙資

P33 田体NMR法によるisotacticpo1y( 1-butene)の動的構造解析 172 
(産総研l、京大院理2)0三好利一1、林繁信l、海藤彰l、今城文雄2

P34 [1-
J3
C)Va1標識ノミクテリオロドプシンにおける細胞質側表面構造の電荷による変調 174 
(姫路工大理)0荒川規、谷生道一、辻暁、斉藤肇

P35 129Xe NMR法を用いたゴム状高分子の自由体積の解析 176 
(名工大工)0大野真希、鈴木智幸、吉水広明、辻田義治

P36 芳香族アミノ酸における芳香環のダイナミクス 178 
(北大院工1、北大院薬')0久保健太I、平沖敏文l、演田辰夫2、堤耀虞1

P37 立体規則性π共役系高分子における構造相転移 180 
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Abstract 

第40回NMR討論会(京都，2001)

lH・dipolardriven 13C_13C polarization transfer 

under MAS and its applications 

(Kyoto Univ.) 0 K. Takegoshi， Shinji Nakamura， Takehiko Ter 

A new 13C_13C recoupli時 mechanismreferred to出 DARR(Dipolar-Assisted 

Rotational Resonance) which occurs under magic-angle spinning is presented. The re-

coupling mechanism can basically be attributed to rotational resonance (R2)， but the 

conventional R2 condition is modified by a recoupled 13C_1 H dipolar interaction. The 

present method does not have七hedrawbacks associated with rf irradiation on 13C and 

is applicable for 13C_13C correlation experiments useful for signal assignment for a mul-

tiply 13c.・labeledmolecule. The 13C_13C recoupling mechanism under 13C-1H recoupling 
is theoretically explained and is experimentally demonstrated using several 13C labeled 

peptide samples. Further， we show that DARR can be used to enhance 13C signal via 

nuclear Overhauser e旺ect.

13C_13C recoupling under恥iASwithout applying rf to 13C 

Recently， we proposed two 13C_13C recoupling methods under magic angle spin-

ning (MAS) referred to部 resonantinterference recoupling (RIR) [1 J and 13C_1 H dipolar-

assisted rotational resonance (DARR) [2]. Both methods do not employ 13C rf irradiation 

for recoupling. Hence， a fast decay of 13C magnetization due to inhomogeneity of the rf ir-
radia七ionand a short relaxation time under a rf field， which are commonly associated with 

other recoupling methods using 13C rf irradiation， can be avoided. Polarization transfer 
experiments can thus be done for 13C longitudinal magnetization for which a relaxation 

time much longer than that under rf irradiation is generally observed. Instead of 13C 

rf irradiation， the 13C_l H dipolar interaction is used to manipulate the 13C_13C dipolar 

interaction. In RIR， the FSLGィn2r五msequence [3] is applied to 1 H spins under MAS to 

produce modul叫ion-induced13C_l H dipolar sidebands for a 13C spin coupled to 1 H. The 

spectral overlap necessary to ensure energy conservation for e伍cientpolarization trans-

fer between two 13C spins is achieved between a spinning sideband of one 13C spin and 

a modulation-induced sideband of the other 13C spin叩 dvice versa. The polarization-

transfer mechanism is thus the combination ofrotor-driven and 1 H-driven [4]. In DARRう

the 13C_1 H dipolar interaction is recovered by CW irradiation on 1 H with which the 1 H 

rf-field intensity Vl satisfying the rotary-resonance condition νl=n内 (n= 1 or 2) [5] 
Contrary七oRIR， the recoupled 13C_1 H dipolar interaction is time-independent and fur-

Key Words: Homonuclear polarization transfer in solids， Magic angle spinning， Nuclear 
Overhauser e旺ec七insolids 
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ther the fiip-fiop term of the 1 H-1 H dipolar interaction is not averaged七obe zero. Hence， 
the 13C lines are broadened by both 13C_H and 1 H-1 H dipol訂 interactions.The spectral 

overlap beも，ween七hetwo relevant 13C spins is realized between a spinning sideband of one 

13C spin and七he13C_1 H dipolar pattern of the other 13C spin and vice versa. It is true 

that the 13C_13C recoupling is weak for RIR and DARR as compared to other recoupling 

methods employing 13C rf pulses， the polarization-transfer time can be extended to a 

few seconds due to the long-lived longitudinal magnetization. Hence， their capability for 
transfering polarization is comparable or superior to the other ones using rf. While RIR 

achieves recoupling for a particular pair (selective recoupling)， DARR is semi-selective 

for a shorther transfer time but is broad-band for a longer transfer七ime. Fur七her，no 
cn七icaladjustments of phases and intensities of 1 H irradia七ionis necessary for DARR. 

These features would make DARR useful for long range correlation experiments. Some 

examples are to be presented. 

Nuclear Overhauser Polarization (NOP)-MAS experiments 

In DARR， the 1 H irradiation would saturate 1 H spins， which leads to the 13C signal 

enhancement due to the nuclear Overhauser e宜'ectfor 13C in a fast ro七atingmethyl group. 

Then， it is expected that 13C_13C polarization七ransferenhanced by DARR successively 

distributes polarization among the other 13C spins， leading to uniform enhancement for 

all13C spins for uniformly jmultiply 13C labeled samples. Hence， DARR can be used for a 

new 13C polarization technique in rotating solids operative under fas七MAS.The present 

nuclear Overhause polarization (NOP)-MAS does not have the drawback associated with 

the conventional cross-polarization method under fast MAS， tha七is，七sextreme suscep-

tiblity to variations in the spinning frequency，ぅ rfin七ensi七ies，and inhomogeneity. Further， 
NOP can enhance all 13C in a sample quantitatively. These features were demons七ra七ed

for uniformly 13C，15N-labeled glycylisoleucine. NOP-MAS is also examined for a naturally 

abundant 13C sample. 
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第40回NMR討論会(京都，2001)

面体 NMRによるカルシトニンのアミロイド様繊維形成機構の解析

(1横浜国大院工、 z姫路工大理、 3オックスフォード大、 4新潟経営大)

01，2内藤晶、 2，3上平美弥、 2大城由紀、 2土肥輝美、 2井上良三、 2辻暁、

4野坂篤子、 2斉藤肇

FibriI formation of human伺 lciω凶n錨 studiedby hi酔 resoluteion曲 UdstateNMR

1Yokohama National University， 2Himeji Institute ofTechnologぁ30xfordUniversity， 4Niigata 

University of Management， 

1，2Akira Naito， 2，3Miya Kamihira， 2yuki Oshiro， ~erumi Dohi， 2Ry但 oInoue， 2Satoru Tuzi， 4Atsuko 

Nosaka， 2Hazime Saito 

The effects of an electrostatic interaction in the fibril formation and molecular packing of human 

calcitonin (hCf) were investingated by solid state 13c NMR spectroscopy using site sp配 ifi伺 lly13C 
labeled hCfs and a hCf mutant having repla田mentof as伊raticacid with asparagines at the position 

15(D15N幽hCf).It is found白紙偽efibril structure of DI5N-hCT fibril at pH 7.5 was similar to that of 

DI5N-hCT and hCf fibrils at pH 3.3， which are mixtures of antiparalle1 and parallel j3-sheets in the 

absence of negative charge at the residue 15 ， whereas it was different from the case of the hCT fibril 

at pH 7.5 ， which is uniformly antiparallel j3-sheets. Fibril structure was further examined by 

measuring interatomic distances to determine the molecular packing of the fibrils. 

[はじめに】カルシトニンはカルシウム代謝に重要な役割を果たしているペプチドホルモン

であり、骨粗繋症の治療薬としても使用されている。しかしながらヒトカルシトニンは水溶

液中で容易に繊維を形成して沈殿する性質があるため、治療薬として使用する場合に大きな

問題となる。一方、この繊維形成現象はアルツハイマー病に見られる、アミロイド繊維形成

と類似していることから、カルシトニンの繊維形成現象を分子レベルで理解することは、繊

維化を起こしにくい治療薬の開発のみならず、アミロイド繊維形成の機構を解明する点から

も重要である。しかしながら繊維状態の構造決定に溶液NMRやX線回折法を用いることは

容易でない。このような系に対して固体高分解能 NMRの手法を用いることにより、スピン

相互作用の違いを利用して溶液状態と繊維状態を同時に分離観測することが可能になる。1)

本研究では国体高分解能 NMRの手法を用いて、繊維の分子構造を明らかにすると同時に繊

維形成における側鎖の電荷の影響を解明することを目的とした。

圏体NMR、繊維形成、カルシトニン、アミロイド、構造転移

ないとうあきら、かみひらみや、おおしろゆき、いのうえりょうぞう、つじさとる、のさか

あっこ、さいとうはじめ
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【実験】スキーム 1に示す 6種類の同位体標識 hCTおよび D15N-h(了Tは固相法によりま

ず還元型hCTを合成した。この粗製ペプチドは脱保護した後、逆相 HPLCにより精製した。

得られた還元型 hCTを約1日空気酸化させて、分子内にss結合をもっ hCTを合成した。
この後、再び逆相 HPLCによる精製を行い精製 hCTを得た。酸性条件での繊維化は酢酸緩

衝液(pH3.3)に溶かして行い、中性条件の繊維化はリン酸緩衝液(pH7.5)を用いて行った。

13C NMRスペクトルの測定は、 Chemagnetics社製 C民1X400NMR分光器を用いて行っ

た。溶液に溶けたモノマ一状態の信号は DD-

CP一MAS法を用いて測定した。また分子間 C-N原子間距離を REDOR法により精密に測定

した。
5 10 15 

cpGly-Asn-Leu・SぽーThr-Cys・Met-Leu-Gly-Thr-Tyr-Thr-Gln-Asp-

20 25 30 

Phe-Asn-Lys-Phe-His-Thr-Phe-Pro-Gln-Thr-Ala-Ile-Gly-Val-Gl y-

Ala-Pro・NH2

Scbeme 1. Amino acid sequence of hCT. 

[1-13C]GlylO，[3-13C]Ala26-hCT， [1-13C]Phe22， [3-13C]Ala31・hCT

[1-13C]GlylO，[3-13C]Ala26-Dl5N-hCT， [1sC]Phe16，[3-13C]Ala31・D15N-hCT

[1-13C]GlylO， [15問Phe22-hCT，[15N]Glyl0. [1-13C]Pr。ぉ-hCT

【結果と考察】図 lにpH7.5，4.1， 3.3で測定した hCTモノマーの DD-MASスペクトルと

hCT繊維の CP-MASNMRスベクトルを示す。このスペクトルから得られた 13C等方化学

シフト値と構造の帰属を表lに示す。構造の帰属にはモデルペプチドで得られた標準値を参

照した。この結果モノマーの2次構造に関して、GlylO近傍ではα一ヘリックス、Phe22， Ala26， 

Ala31近傍ではランダムコイル構造をとることが判明した。一方、繊維構造に関して、 GlylO

近傍はいずれの pHにおいてもs-シート構造に転移することが分かつた。また Phe26近傍

ではpH7.5および3.3ではpーシートを形成するが、 pH4.1ではランダムコイルであること

が分かつた。Ala31に関してはpH7.5と4.1ではランダムコイル、 pH3.3ではランダムコ

イルとs-シートの混合となった。Ala26近傍においてpH7.5ではs-シート、 pH3.3と4.1

ではランダムコイルとs-シートが共存した。 pHによる繊維の構造変化はAsp15の荷電状

態が変化することに対応すると考え、Asp15をAsn15に置き換え負電荷を消失させた

D15N-hCT変異体を用いて繊維構造の解析を行った。

図2にD15N-hCTモノマーの DD-MASスペクトルおよび繊維状態の CP-MASNMRス

ペクトルを示す。さらに 13C化学シフト値と構造の帰属を表1に示す。この結果、モノマー

においてhCT同様GlylO近傍はα一ヘリックス、 Phe16，Ala26 ， Ala31近傍はランダムコイ
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ル構造をとることが判明した。 D15N-hCTの繊維状態において GlylO近傍ではα一ヘリック

スとfi-シートが共存し、 Phe16近傍ではpーシート、Ala26，Ala31近傍ではランダムコイ

Pha22C=O Ala31 CH3 

~し-iA)~ームー
斗 (8じι
♂人JCい斗~、
FJJD人~

」し_(E~

入(~に

~ 

ムトJALLLLLLw円一一一一，帽-一-
~BL人

J~c~へ
Gly10C=O Ala26CH3 

Fig. 1: 13C NMR sp配岡of13C labeled hCf. 
A and E; DD-MAS sp民同atpH4.1. Fig. 2: ¥3C NMR spectra of 13C labeledDl5N-hCT. 

A and D; DD-MAS spt湖沼atpH7.5. B and F; CP-MAS s戸C回 atpH33.

CandG;CドMASsp前回atpH4.1.

DandH;CP.・MASsp民同atpH7.5.

B and E; CP-MAS s戸C回 atpH 7.5. 
C and F; CP-MAS spec回 atpH33.

Table 1: 13C chemical shifts (ppm from TMS) and the assignments 

pH3 pH7 pH4 
Monomer Fibril Monomer Fibril Monomer Fibril 

hCT 
GlylOC--0 171.8 (a) 169.9 (戸) 169.1 (戸) 171.8 (臼) 169.7 (s) 
Phe22C=O 171.4 (rc) 170.1 (戸) 168.8 (戸) 171.4 (rc) 171.4 (rc) 

171.5 (rc) 
AIa26CH3 16.9 (rc) 16.9 (rc) 16.9 (rc) 18.7(s) 16.9 (rc) 16.9 (rc) 

19.3 (s) 19.1 (戸)
21.3 (戸)

AIa31 CH3 17.2 (rc) 17.3 (rc) 17，2 (rc) 17.0 (rc) 17.2 (rc) 17.2 (rc) 
19.7 (s) 18.8 (s) 

D1SN・hCT
GlylOC=O 171.9 (α) 169.7 (s) 171.9 (a) 169.8 (戸)

171.5 (α) 171.7 (a) 
Phe16C=O 173目4(rc) 171.8 (s) 173.4 (rc) 171.7 (s) 
AIa26CH， 17.0 (rc) 17.0 (re) 16.9 (rc) 16.9 (rc) 

19.5 (s) 18.9 (s) 
AIa31 CH3 17.2 (rc) 17.2 (rc) 17.2 (rc) 17.2 (rc) 

!2:.!..@ 19.4 (s) 

α:α-helix， fi: fi-sheet， rc: random coil 

6 



ルとs-シートが共存することが判明した。さらに興味深いことに D15N-hCTの構造は pH
に依存しないことが分かつた。

以上の結果より hCTの繊維形成は図3に示すように進行すると考えられる。まず溶液状

態でモノマーが会合してミセルを形成する。このとき、中性溶液では hCTのAsp15(一)と

Lys18(+)の静電相互作用により逆平行に配列して会合が起こる。一方、酸性条件ではAsp15

の負電荷が消失するため、会合の際に分子の向きに制約を受けない。この結果、平行と逆平

行が混合したミセルが形成する。このミセルが構造転移を起こし、中性条件では中央部が逆

平行s-シートを形成する。一方酸性では平行と逆平行が混合したs-シートを形成する。

逆平行s-シート構造の分子パッキングの詳細な情報を得るため分子聞の C-N原子間距離

測定を行った。[15NJGlyl 0一[1-13CJPhe22および、[15NJGlyl0-[1-13CJPro23の主鎖の C-N

原子間距離はいずれもこれらの残基が直接水素結合を形成する値に比べてかなり大きな値を

示すことから、 GlylOに対して直接水素結合を形成する相手分子の残基は官rr21あるいは

His20である可能性が高いと考えられる。

【まとめ]カルシトニンの繊維形成においてAsp15の荷電状態が重要な役割を果たしてい

ることが明らかになった。即ち、Asp15が負の電荷をもっとき、静電相互作用の親和力によ

って逆平行s-シート構造を形成するがAsp15の電荷が消失すると静電相互作用の親和力が
消失するため、平行逆平行が共存する繊維構造が形成されることが明らかになった。本研究

で使用した国体高分解能 NMR法はカルシトニンの繊維構造さらにアミロイド繊維構造の解

明にも有用であることが判明した。
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Fig.3: Schematic representation of the proposed model for the fibril formation of hCf at pH 7.5， 4.1， 
and 3.3 and D15N・hCTatpH3.2 and 7.5 

[文献J1) M. Kamihira et al. Protein Sciience (2α肋 )9，867-'d77.
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エリ蚕絹フィプロインに見られるα・helix構造の安定化機構に関する国体NMR研究

(東京農工大工)0中津靖元、西尾聡子、大郷耕輔、朝倉哲郎

Solid-state NMR Study on the Stability M巴chanismof α-helix Structure in S. c. ricini Silk Fibroin 

Yasumoto Nakazawa， Satoko Nishio， Kousuke Ohgo and Tetsuo Asakura 

Depaηment of Biotechnology， Tokyo University of Agriculture and Technology， Koganei，おか0184-8588

Tel.~ 042-383ω7733 Fax: 042-383-7733 e-mail: asakura@cc.tuat.ac.jp 

The mechanical property of silk fibroin仕omSamia cynthia ricini is originally due to the primary structure 

which consists of poly Ala and Gly rich regions. The polyAla region takes α-helix in出eaqueous solution and 

there are repeated sequences， Asp-G1y-Gly-(Ala)I2-at the N-terminal region. 

In this study， the local structure of S.c.ricini silk fibroin before and after spinning， especially the N-terminal 

region of poly Ala was determined by the conformation-dependent chemical shifts， 2D spin-diffusion NMR and 

REDOR methods. We synthesized the model peptide， GGAGGGYGGDGG(A)lzGGAGDGYGAG， where 

several residues in the N-terminal region were 13C stable isotope lab巴led.The Glyd中， '1') and Alan(申，'1') angles 
0， _~O ._0 

were determined to be (-60-， -30-)， and other Ala (中， '1') angles were (-60-， -4Y). Thus， a tightly winded helical 

structure was proposed as the N-terminal region of poly Ala with α司helicalconformation. 

[緒言]野生種のカイコであるエリ蚕(S.c.ricini)は、家蚕とは異なる独特の性質を持つ絹糸を生産する。

その物性の違いは一次構造の遠いに起因しており、前者は Ala連鎖領域と Glyリッチ領域という 2つ

の特異的なモチーフの繰り返しからなり、後者の AlaとG1yの交互共重合体とは異なる O エリ蚕絹フ

イブロインは体内において、 Ala連鎖領域がα-helix構造を形成し、吐糸することによって不溶性の

s-sheet構造へと変化する。この様な変化を伴って繊維を生産するメカニズムは羊毛や毛髪などと異な

る特徴であり、溶液状態、固体状態の二状態で、それぞれ最適な構造を形成することができるタンパ

ク質であるといえる。一次構造を詳細に検討すると、 Ala連鎖領域の N末端側には、一般にα-helix構

造の Capping残基として頻出する Asp残基が特異的に配置されており、その Capping効果による安定

化が推測される O α-helix構造の安定化機構の解明は、エリ蚕絹を模倣した新規絹様材料の設計に必要

不可欠である。そこで本研究では、二次元 13Cスピン拡散NMR法、 REDOR法を併用することで安定

化を担っていると考えられるα-helix構造N末端領域の構造を原子レベルで明らかにした。

[実験]エリ蚕絹モデルペプチド GGAGGGYGGDGG(A)12GGAGDGYGAGはFmoc固相合成法により

合成した。得られたペプチドは 9MLiBr水溶液に溶解し、透析をすることでs-sheet構造に、また TFA

に溶解後、ジエチルエーテルで析出させると繊維化前と同ーの構造を形成することが 13CCPIMASスペ

クトルより確認された。特に固体NMR法により特定残基の構造情報を得るため、 Ala連鎖領域N末端

側の Gly及びAla残基に安定同位体ラベルを施した。I3C二次元スピン拡散NMR測定は VarianUnity 

INOVA 400によって OffMAS(54ゅう条件で、行った。ミキシングタイムは 2s、試料回転速度は 6KHz、

室温で測定した。シミュレーションは 2spin系でのスペクトルの理論をもとに作製した Fortranプログ

ラムを SGI社製の OCTANEを用い、二面角を 30。間隔で計算した。また REDOR測定には、 CMX

Infinity400NMR分光計(ChemagneticsCo)を用い、I3C共鳴周波数は 100MHz、プローブは Chemagnetics

社製、 HyXTriple Resonance T-3プローブを用いた。試料回転速度は 3kHzおよび6kHzでおこない、

Evolution time は24msまで測定した。

エリ蚕絹フイブロイン、安定同位体ラベル、 13C二次元スピン拡散NMR、REDOR、α-helix

なかざわやすもと、にしおさとこ、おうごうこうすけ、あさくらでつお
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[結果および考察 Ala連鎖領域の N末端側に存在瑚
IA.. 

140 
B. 

する GlYIl、GlY12、Ala!3残基はhelix構造であることが、 1由 150 
d 

r 

160 

170 

1帥

1姉

選択的に同位体ラベルされたモデル化合物の化学シ 1柑

フト値よりわかった。この結果から、 α，-helix構造は m

Ala連鎖領域のみならず、 Glyリッチ領域にも及んで酬

いることが明らかとなった。そこで、 α-helix構造に巻 1叫

き込まれたアミノ酸残基である、 GlY12および A1a13の
Z刷~~~--~~--~~I 2帥
盟加o190 180 170 1岬 150 140 刷 190 180 170 1曲 1到 140 

詳細な構造を検討した。

二次元スピン拡散国体NMR法により、 GlY12残基の二

面角値を決定Lたところ、(併，ψ)=(_60
0

，_30
0 

)であっ

た (Pigure1， A，C)。また、 Ala!3に関しでも同様の結果

が得られた。 Ala連鎖領域は(世，い)=(_60
0

，_45
0 

)の

α-helix構造であるという報告 lを考慮すると、 Ala連

鎖領域中央部は(手，砂)=(_60
0 

，_45
0 

)、最初の h巴lixタ

ーンにあたる N末端側 4残基の GlYll-GIYlrAlau-Ala14

のみ(手，ψ)=(_60
0

，_30
0 

)となり、 N 末端側が、すぼま

った構造、すなわち rwinding helical structureJ を形成
していることが明らかとなった。

また、 REDOR法により、 [1-!3C]GlY12-[15N)A1a16原子

間距離を測定したところ、 5.0::!::0.IAと決定された。こ

の距離は典型的なαhelix構造を形成した場合の距離で

ある 4.2Aを上回り、 Ala連鎖領域を中心とする helix

構造が単ーなα-helixではないことを支持している。

そこで、 REDORから得られた距離をもとに helix末

端 4残基のとりうる二面角値の中Vマップを作成した

(Pigure 2)。このプロットに二次元スピン拡散NMRの

シミュレーションを重ねると、(併，い)=(_60
0

，_30
0 

) 

の三面角値で REDORの結果を満たしていることが

わかる。

一方、繊維化後の構造を決定するため、 GlY12の二

面角値を検討したところ、 s-sheet構造の領域である、

(世，い)=(ーl70
0

，140
0 

)であることが明らかとなった

(Pigure 1， B，D)。この結果は、当研究室で行った、

エリ蚕絹フイブロイン繊維の角度依存固体 NMRの

結果 2とも一致する。

以上より、エリ蚕絹フイブロインは繊維化前の構造に

おいて、体内での構造転移を阻害するための安定化機

1咽 140， 
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Figure I The (A) experimental and (C) simulated 2D 

spin-diffusion NMR spectra of GGAGGGYGGD[ 1-I3C]G 

[1-I3C]G(A)12GGAGDGYGAG (a model for before 

spinning). The torsion叩 gles(中 and1j1) used for the 

simulation of this spectrum were (中.1j1)=(-60.-30). And (B) 

experimental s戸ctruma白erdialysis (a fiber model)官官

simulated spectrum of the (B) with torsion angles (中，

1j1)=←170
0 

.140
0 

) is also shown. 

o 
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Figure 2 Ramachandran map of the calculated 2D 

spin-diffusion NMR spectra for GIY12 in the model peptide 

The contour map indicates the distance between label sites， 

[1-13C]GIYI2ー[1'N]A1aI6.as a function of the torsion回 gle

構を rwinding helical structureJ によって行っていると結論できる。一方、この安定化領域は繊維化の
際においては、繊維化を阻害することなく速やかにs-sheet構造と転移していることも明らかとなった。

現在、本モデルペプチドの他のアミノ酸残基についても同様に構造解析を行っている。

なお、本研究は一部、生研機構基礎技術推進事業により行われた。

(1 )van Beek， J. D.; Beaulieu. L.; Schafer， H.; Demura， M.; As紘 U阻 ，T.; Meier. B. H. Nature 2000， 405. 1077-1079 

(2)Asakura. T.; Ito， T.; Okudaira， M.; Kameda， T. Macromolecules 1999. 32. 4940-4946， 
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固体NMRによるパクテリオロドプシンの膜貫通領域の構造解析

(姫路工大・理)

O辻暁、長谷川潤、河南るり子、谷生道一、吉良敦史、荒川規、斉藤肇

A Solid State NMR Study of Structure and Dynamics of Transmembrane砕 He!iωsin Bacteriorhodopsin 

OSatoru Tuzi， Jun Hasegawa， Ruriko Kawaminami， Michikazu T:叩 io，Atsushi Kira， Tadashi Arakawa， Hazime 

Saito 

De卵胞nentof Lif e Science， Himeji Institute of Technology 

Transmembrane a・helixbundle of memb即時 proteinforms functionally impoはantsite for molecular function 

such as translocation of information or molecules across lipid bilayer， and is expectedωpossess structural 

characteristics different from hydrophilic moiety of protein at the membrane surfaces. We observed 13C NMR 

spectra of individual residues in the transmembraneα-helices of bacteriorhodopsin (bR) in biomembrane by 

ωllid state日CNMR， utilizing relaxation reagent MnZ+ in order to suppress signals from water exposed surface 

and examined structure and dynamics of residues in the vicinity of functionally impo血 ntkinks of the 

transmembraneα-helices of bR. Temperature dependences of signals arising from Pro50， 91， 186 and Alal84 

indicate that the structure of kinks involving these residues are unsusceptible to temperature variation between 

5¥::組 d35¥::. 

膜内在性タンパク質の膜貫通領域は、膜を横切る物質および情報の輸送などの分子機能に重

要な役割を果たしている。これらの機能の分子レベルにおける理解のために、膜貫通領域の

特定部位における構造、運動性を生理的条件を含む任意の条件下において観測しうる手法が

必要と考えられる。国体高分解能 NMR法は、可溶化等の操作を加えることなく広い条件下

における生体膜中の膜タンパク質を対象として部位特異的な構造情報を与えうるという特徴

から、可溶化、結晶化等の操作による脂質膜環境の変化により深刻な影響を受ける可能性の

ある膜貫通領域の挙動を解析する手法として適していると考えられる。ここでは、高度好塩

菌の光プロトンポンプタンパク質パクテリオロドプシンを対象として、国体高分解能¥3c
NMRを用い、膜貫通αーヘリックスの構造を残基レベルで観測し、機能上重要な膜貫通αーヘ

リックスのキンク部位における構造とダイナミックスを解析した。膜貫通αーヘリックスに

由来する信号の分離観測、帰属のために、生体膜(紫膜)表面に局在し、親水表面白来の信

国体NMR、膜タンパク賀、パクテリオロドフシン、膜貫通αーヘリックス、キンク

0つじ さとる、はせがわ じゅん、かわみなみるりこ、たにおみちかず、きら あっ
し、あらかわ ただし、さいとうはじめ
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号を広幅化、消去することが見いだされた緩和試薬 Mn2+の添加により親水表面に位置する

残基由来の信号を消去した九Fig.1 に[1-13C]針。標識野生型bRの13CCP-MAS NMRスベク

トルを示す。膜貫通部位に位置し、 αーヘリックスのキンクを誘起している軒050，Pro91お

よび到。186カルポニル炭素は部位特異的変異導入により Mn2+処理 bRのスペクトル中で選

択的に観測される 3本の信号に帰属された。各信号の化学シフト値は針。残基の二面角を反

映し、膜貫通αーヘリックスのキンク部位の構造を直接に反映すると考えられるが、 5"Cから

35"Cの温度範囲でこれらの信号の化学シフト、線幅はほとんど変化せず、親水表面に突出し

た小ヘリックス、ルーフにおいて温度依存性の構造および運動性変化が見られるこの温度

領域においてぬ αーヘリックス内の水

素結合の欠落により構造変化の自由度

が高いと予測されるキンク部位の構造

が予測に反し非常に安定であることが

見いだされた。 αーヘリックス Fのキ

ンク中に位置する[3-13C]Ala184の化学

シフト(17.27ppm)も 0-20"Cの範囲で

湿度依存性を示さず、針。と類似の挙

動を示した。このような常温の水和脂

質膜中におけるキンク構造の安定性の

原因のひとつとしてαーヘリックス聞

の水素結合を考慮し、 αーヘリックス

F-G間の水素結合に関与する Tyrl85

を水素結合能のない Pheに置換した

βI3C]Ala標識Y185F変異bRのNMR

測定を行ったところ、 Alal84の信号

の 17.27ppmから 17.36ppmへの低磁

場シフトが観測され、 αーヘリックス

間水素結合のキンク構造への影響が示

唆された。これら野生型およびY185F

変異 bRに関して膜貫通αーヘリック

スキンク部位における構造、ダイナ

ミックスを比較、解析する。

Pro91 (176.0) I Pro50 (174.2) 

Intact PM (却.C)

185 180 175 170 

Fig. 1 ¥3C CP-MAS NMR spectra of [ト日C]Prolabeled 
bacteriorhodopsin in the intact pu叩，lemembrane (PM)如 dPM
treated with 40μM Mn2+ at temperatures between 5 and 35 t:. 

1) Tuzi， S吋 Hasegawa，J.， Kaw創ninami，R.， Naito， A.， and Saito， H. (2'∞1) Biophys. J. ， 81，4お-434.
2) Yamaguchi， S.， Yonebayashi， K.， Konishi， H.， Tuzi， S.， Naito， A叫Lanyi，J. K.， Needleman， R.， and 

Saito， H. (2∞1) Eur. J. Bi∞hem.， 268， 1-12. 
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lHPFGSENMR法による固相反応場

ネットワークポリスチレン中の物質拡散に関する研究(1lI)

(東工大院理工)0山根祐治、小林将俊、黒木重樹、安藤勲

Diffusional Behavior of Regents in Network Polystyrene Gels 

as Studied by 1H Pulsed-Field-Gradient Spin-Echo NMR Method (皿)

Department ofζ-:hemistry and Materials Science， Tokyo Institute ofTechnology 

Yuji Yamane， Masatoshi Kobayashi， Shigeki Kuroki and Isao Ando 

The reaction rate in the solid phase reaction field is c10sely associated with structure and dynamics of 

polymer gels used， and intermolecular interaction between the polymer network and amino acids. The 

di貸usion coefficients of Boc-Phe(tert-butyloxycarbonyl-phenylalanine) in Merrifield network 

polystyrene gels used as solid phase reaction field have been determined as a function of the degree of 

volume swelling and concen仕組onfor Boc-Phe over the temperature range from 30 to 50
0

C by means 

of lH pulsed-field-gradient spin-echo NMR Method. From these experimental resuIts， it was found 

that Boc-Phe in network polystyrene gels has multi-components in diffusion by intermolecular 

interaction between amino acids and po¥ystyrene chains. These interactions depend on mo¥ecular 

distance between them. 

<緒言>

近年、ネットワークポリマーを利用した回相反応は コンビナトリアルケミストリー

へ応用され、操作が簡便という利点から威力を発揮している。しかし、液相の反応系を固相

反応に適応できる範囲は決して広いとは言えない。国相精密反応場を最適化するには、反応

場である高分子ゲノレについての理解を深めることが重要である。固相反応場はマトリックス

高分子(高分子支持体)、反応活'性点(マトリックス高分子中の官能基を有する側鎖)、反応基

質及び溶媒で構成されている。固相反応場は反応活性点及び反応基質の運動性が、液相反応

場に比較して大きく束縛されていると考えられる。そこで、本研究では、反応速度がポリマ

ーネットワーク内の溶媒を介した反応基質の拡散過程と密接な関係川こあることに着目し、

固相反応場中の溶媒分子と反応基質の拡散過程を明らかにする。これまでに、 Merrifield樹

脂中の溶媒の拡散過程について、高分子ゲ、ルの体積膨潤度及び温度依存性について詳細な報

告をしてきた 1)。今回は、 Merrifield樹脂中の反応基質(アミノ酸)の拡散過程を中心に報

告するつもりである。

パルス磁場勾配スヒ。ンエコー NMR法、拡散係数、アミノ酸、メリフィーノレド樹脂

やまねゅうじ、こばやしまさとし、くろきしげき、あんどういさお



<実験・考察>

PSビーズを DMFにBoc-Pheまたは Boc・Gly;を溶かした溶液で膨潤させ、 Boc-Phe

及び Boc-Glyの自己拡散係数Dをパルス磁場勾配 NMR法により測定した。 DVB1mol%架

橋した PSゲル中のアミノ酸分子の拡散係数は 2成分以上の拡散成分が存在する。また、磁

場勾配パルスの間隔をlOmsとした場合、 60%の遅い拡散成分が存在することがわかった。

遅い拡散成分は、 Boc-Phe分子と PS鎖との相互作用のため拡散が束縛されているものと考

えられ、 60%の遅い拡散成分は PS鎖近傍に存在し、 PS鎖と相互作用をしている分子を反

映し、その他の 40%の早い拡散成分はPS鎖との距離の違いにより決まり、比較的束縛を受

けてない多成分の拡散子が存在すると考えられる。一方、 DVB2mol%架橋されている体積

膨潤度が小さいPSゲル中の Boc-Pheの拡散成分は 1成分で、あった。これは体積膨潤度が小

さい(ネットワークが小さし、)ために、 PSゲル中のほとんどの Boc-Phe分子が PS鎖近傍

に存在するためと考えられる。

また、 NMR測定のタイムスケ

ール(磁場勾配ノ勺レスの間隔)を

変化させて拡散係数の測定を行う

ことにより、プロープ分子が網目

鎖に衝突することにより起こる制

限拡散を確認し、測定のタイムス

ケールと遅い拡散成分の割合の関

係を明らかにした。 Fig.1は、測

定のタイムスケールに対して遅い

拡散成分の拡散係数と割合をプロ

ットしたものである。測定のタイ

ムスケールが 50msになると、

平均化されて PSゲ、ル中の拡散成

1成分となることがわかる。

本討論会では、 PSゲル中

のアミノ酸分子の拡散係数につ

いて、 PSゲルの架橋密度、温度、

アミノ酸濃度の影響についても

報告する予定である。
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Total Spinning Sideband Summation. (TOSS L )法の開発
(バリアンテクノロジーズ、ジャパン i、分子科学研究所つ

芦田淳 l、桑原大介 2、O中井利仁 l

Development of Total Spinning Sideband Summation (TOSSL:) 

Jun Ashida < ， Daisuke Kl!waharaラandToshihito Nakai
1

角

2 

Varian Technologies Japan<， Institute ofMolecular Science“ 

13 
A novel method for observing <JC CPMAS spectra showing no spinning 
sidebands is proposed. Unlike well-known TOSS (TOtal Spinning sideband 
S uppression)ラthemethod allows summation of spinning sidebands (SSBs) onto 
the corresponding centerbands: We call the new technique TOSSL: (TOtal 
Spinning Sideband Summation). TOSSL: overcomes the serious disadvantage 
of TOSS which doe~ sot work proper1y when SSBs are truly required to be 

13 
suppressed for large <JC chemical-shift anisotropies， under comparatively slow 
spinning and/or high m弓gneticfield conditions. TOSSL: is expected to give 
quantitative analysis for <JC CPMAS signal intensities. 

【序1
l.JC CPMASは現在、国体高分解能NMRの基本的テクニックとして

定着している。CPMASスペクトルでは、溶液N乱依スペクトルに類して、
非等価な核それぞれに対する化学シフト等方値を示す共鳴線

( centerband)が得られるが、化学シフト異方性の大きさが試料回転速度よ
り大きな場合、 spinningsideband (SSB)と呼ばれる付加的な共鳴線が現れ
る。 SSBは化学シフト等方値を得る目的には不要であり、さらに SSBと
centerbandの重なりによりスペクトルを複雑化し、化学シフト等方スペク
トルの解析を困難にする。

CPMAS法がもっ上記の欠点は、 TOSS(TOtal Spinning sideband 
Suppression)法と呼ばれるテクニックを併用することで、解消されるとさ
れている。 TOSS法は、 centerband以外の SSB共鳴線の位相を適切にかく
乱することにより、それらの信号を除去するものである。

しかしながら、 TOSS法は真に SSBの除去が必要とされる条件下で
は使之ないことが知られている。すなわち、大きな化学シフト異方性を

もっ υC核を対象とする場合や、相対的に遅い試料回転条件あるいは高

Spinning Sideband (SSB)、TOSS、TOSSL:、化学シフト異方性、 CPMAS

あした、じゅん、くわはらだいすけ、なかいとしひと

14-



い磁場強度の下では、残されるべき centerbandが実際は消えてしまったり
反転したりする。もちろん、信号強度の定量性など望むべくも無い。

【方法】
我々 は、 TOSS法がもっ上記の致命的な欠点を克服する方法を提案す
る。その方法では、 SSBをかく乱して除去する代わりに、すべての SSB
をcenterbandに実験的に足し合わせることにより、問題の解決を図るもの
である。この方法を TOSS2:(TOtal Spinning Sideband Summation)と呼ぶ。

すべての SSBを centerbandに集める方法として、試料回転周期
tR=1/VR (VRは試料回転周波数)に同期させて信号をサンプリングする

Ctdw= tR: tdwは信号サンプリング時間、 dwellingtime)方法が知られ
ている。しかしながらこの場合 SSBは現れないものの、スペクトル幅は

sw= 11 tdw = 1/ tR =VRになり、共鳴線の折り返しによって化学シフト等方値
が正しく反映されたスペクトルは得られない。

そこで試料回転同期サンプリングを行いながらも、広いスベクトル

幅が実現されるテクニックが要求される。またその際、化学シフト異方
性がサンプリングごとに refocusされる必要がある。このようなテクニツ

クとして我々は、次に示す lON-πTOSS2:パルス系列を提案する:

CP-* [-'q -P(π)一τ2-P(π) て1-P(π)一τ2-P(π)一τ1-P(π)一τ2一*
-τ2-P(π)一τ1-P(π)τ2-P(π)一τ1-P(π)一τ2-P(π)τ1-*)N 

*は信号サンプリングであり、サンプリングごとに受信機の位相を反転

させる。またて1+τ2二 tR/3である。このパルス系列により、化学シフト異
方性はtRごとにrefocusされ、またスペクトル幅swは1/3('q -'t2)になる。
上記のパルス系列では、 τ1とて2を適当に設定することにより、 VRよ
りずっと大きなスベクトノレ幅が実現される。たとえば't1=τ2 (=tRf'6) に
設定した場合、パルス系列は Carr叩 Purcellパルス系列にほかならず、す

べての化学シフトが refocusされ、非等価な核の共鳴線はすべて中央に集
まる。いし、かえるとスペクトル幅swは∞になる。この場合を極限として、
たとえ試料回転周波数が 5kHz程度でも、スペクトノレ幅 swを50kHzなど
に設定することができる。

提案する方法は TOSS法の欠点を完全に払拭する一方、一種の多重
パルステクニックであるため、 TOSS法に比べると実行が困難でもある。

すなわち CRAMPSなど他の多重ノ《ルステクニックと同様、パルスの不完

全性がスペクトルの質に大きく影響する。たとえばπパルスの
mis-adjustmentが集積されると、極端に短い FID= broadeningした共鳴線
を与えることになる。しかしながら、このような実験の困難・分解能の
劣化を差し引し1ても、 TOSS2:法は実現に向けた努力が望まれると考えて
いる。講演では、 TOSS2:法実現に向けた実験結果を示す予定である。

-15-
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1次元反強磁性混合金属錯体[Ni1-xPdxX(chxnh]X2(X: Cl， Br; chxn: 
cyc1ohexanediamine)のJ3CとlH固体NMR

(和歌山大教育¥筑波大化 2)0木村憲喜 l、加納正隆夫高石慎也2、
池田龍一2

J3C and lH Solid NMR Studies in Antiferromagnetically Coupled One-Dimensional Mixed 
Metal Complexes， [Ni1-xPdxX(chxn)2]X2 (X: Cl， Br; chxn: cyc1ohexanediamine) 

( Department of Chemistry， Faculty of Education， Wakayama Universityl; Department of 
Chemis町"Unive凶tyofTsukuba2) 
Norivoshi Kimura~， Masataka Kano2， Shinya Takaishi2 and Ryuichi Ikeda2 

Halogen-bridged one-dimensional complexes [MX(chxn)2]X2 (M: Ni， Pd; X: CI， Br; chxn: 
cycIohexanediamine) form an averaged paramagnetic _X_M3+_X_M3+_X_ structure in M=Ni， 
whereas a mixed valence _X_M2+_X_M4+_X_ structure in M=Pd. Recent studies on the mixed metal 

complexes [Ni1.xPdxX(chxn)2]X2 revealed marked conversion of valence and spin states with 
changing x. In the present study， we measure 13c CPIMAS NMR spectra and lH NMR spin-Iattice 
relaxation times T1 in [Nh.xPdxX(chxnh]X2 (O.O:SX三1.0)and discuss the electronic structure in this 
system. 

l序

ハロゲン架橋 l次元ニッケル錯体[NiX(chxn)2]X2(X: Cl， Br; chxn: cycIohexanediamine) 
は-X-Ne+-X-Ne+-X-のような平均原子価状態を、パラジウム錯体[PdX(chxn )2]X2は
-X_Pd2+_X_Pd4+_X_の混合原子価状態を取ることが X線構造解析、磁化率、中性子非弾性散

乱などの実験によりほぼ明らかになっており、我々はこれまで各々の錯体における鎖上ス

ピンの動的挙動に興味を持って研究を行ってきた。最近、新たに混合金属錯体

[Ni1.xPdxX( Chxn)2]X2が合成され、これまでに赤外吸収、ラマン散乱、 ESRスベクトルの測

定がなされてきた。その結果によると、 Ne+の導入によって Pdの価数が Pd3+の状態に変化

していることが予想されており、電気伝導度測定の報告によると xが約 0.5で最も伝導度

が高く、かつ活性化エネルギーが小さくなっている。本研究では、鎖上の原子価構造と電

子スピンの磁気的相互作用を明らかにする目的で、 13Cおよび lH固体NMRの測定を行っ

た。

2.実験

[Ni1.xPdxX(chxnh]X2は電解酸化法を用い合成した。 [Ne+(Chxn)2]2+と[Pd
2+( chxn hf+の無

水メタノール溶液を種々の割合で混合したものに支持電解質として塩化テトラメチルアン

モニウム(X:CI)、臭化テトラ-n-ブ、チルアンモニウム(X:Br)を加え、約20μAの定電流を溶

液に通電し、長時間かけ良質の結晶を得た。試料の同定はプラズマ発光分光分析およひ、粉

末X線回折にて行った。 13CCP / MAS NMRスベクトルの測定は室温で行い、 MASの回転

周波数は約3kHz、信号を約 1000回積算した。lHNMRスピン・格子緩和時間 T1は1800-t・900

パルスf去を用いて 100-300 Kの温度領域において共鳴周波数54.3MHzで測定した。

国体NMR、スピン・格子緩和時間町、ハロゲン架橋 l次元金属錯体

きむら のりよし、かのう まさたか、たかいし しんや、いけだ りゅういち
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3.結果、考察
得られた[Nit_xPdxCl(chxn)2]CI2における 13CNMRスベクトルを Fig.l、2に示す。得ら

れたシグナル(Fig.1)は低磁場側から順に図中に示したようなキレート環の炭素位置付、。、

γ)のピークと考えられる。x= 1.00における面積強度がほぼ等しいC，，{立の2本のシグナル

は、それぞれPd2+、Pd4+に配位した chxn環に帰属される。一方、 x=0.00の1本の Cαシグ
ナルは平均原子価 Ne+に配位した chxn環に帰属される。また、 Fig.2で示したように Cα

のスベクトル強度を詳しく最適化した結果、混晶錯体(x= 0.44、0.56、0.74、0.90)で観測

した2本のピークはそれぞれ、 NiおよびPdに配位した chxn環の Cαに帰属でき、すでにx

=0.90以下でパラジウムの原子価は平均状態Pd3+になっていると予想される。さらに、 Fig.

lのCsに注目すると、スベクトノレがx= 0.44、0.56、0.74で非常に幅広くなっており、鎖上
のM3+( M: Ni， Pd )上の不対電子スピンによる揺らぎの影響がCsに顕著に現れていること
が示唆される。

」一一~一一一ー」

70 60 
δIppm 

F匙 2C a signals separated into two 
components corresponding to Ni and Pd 
sites in LNi1_xPdxCl(chxn)2]CI2 

50 

α 
L.ーー』ーー」

50 40 

cs I ppm 

Fig. l13C CPぶi1ASNMR spec甘aobserved in 
LNi1-xPdよl(chxn)2]CI2and carbon positions in a 
M(chxn) chelate ring (M: Ni， Pの

20 60 70 

また、[Nit_xPdxBr(Chxn)2]Br2の tHTtの温度依存性を測定した結果を Fig.3に示す。混

品錯体は、得られたれの大きさに多少の違いが見られるが、すべてx=0.00であるニッケ

ル錯体fNiBr(Chxn)2]Br2とほぼ

同じ温度依存性を示した。 x=

0.00における Ttの温度依存性

は、 1次元反強磁性的に相互

作用した Ni3+のスピン揺らぎ

に起因し、 x= 1.00における

Ttの温度依存性はこれまでの

実験から不純物オーダーの

Pd3+サイトによる 1次元鎖上

の拡散によるものと解釈でき

る。したがって、 Niの濃度が

少ない領域においても、混晶

系における Pdの原子価は混

合原子価状態から Pd3+に近い

状態に変化し、この常磁性サ

イトが tHの緩和を強く支配

していることが明らかになった。
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STRAFIイメージング及びCRAMPS、MQMASを利用した

不定形耐火物の乾燥過程の解析
新日本製錨(株)先端技術研究所1)、 University of S即 ey2) 

O斎藤公児1¥金橋康二1勺Peter.J.McDona1d2) 

AS釘ayField Imaging and CRAMPSヲMQMASStudies of the Drying 

Process of Precasting Materia1s used in a Steel Making Converter 
o Koji Saito 1)， K司i.Kanehashi'i， Peter.J.McDona1d 2;. 
1) Nippon Steel Corporation， Advanced Technology Research Lab. 
2) Universi守ofSurrey Department of Physics 

Optimization of the drying process conditions for a steel-making converter in a steel works is ve巧7

critica1 since the process is basica11y off-line and very time-consuming. However， it is very d旺icultto 
optimize drying process conditions (temperature， surface active etc.)， as steam explosion can readily 

occur with insufficient drying-time. To help understanding， we have demons回tedthat we can monitor 

血edrying of rea1 refractory mortar using S同IyField Imaging and CRAMPS and MQMAS. We choose 
this method because of the possibility of detecting short T2 components. In this paperラ 1will show the 

effect of varying water content of different materia1s on the dI)'ing rate. In particular， we find that the 
free water loss rate is relatively independent of this p訂ameter.However the bound ¥vater loss rate is 

more affected. It is clear that imaging and solid state NMR give useful information to optimize dηing 
conditions. Using this data， we can adjust and optimize the drying process and time in steel works 

1.はじめに

鉄を鋼に変える工程の転炉の材料には、不定形耐火物が利用されているが、その乾燥工程でし

ばしば水蒸気爆発等のトラブルが発生する。その原因は、乾燥条件の最適化が出来ていないため

で、乾燥を単なる水の重量変化だけでなく、科学的なアプローチで、乾燥過程のモニタリングが求

められている。 NMRイメージングは非破壊測定であるため、材料解析への応用にも期待されて

いるわが、実材料に応用する場合、試料の T2が重要な問題となる。大きな磁場勾配を持つ SCM

の漏洩磁場を利用する STRAFI(STRAy Field Imaging)法が 1988年に Samoilenkoら2'.から提唱

されている。 STRAFI法では9.4Tの89mmボア径の SCMで約 50T/m程度の磁場勾配が得られる

ため、T2の非常に短い試料、例えば不定形耐火物中の結合水に対しても有効であるヘ今回 STRAFI

法を乾燥工程の m・SI同モニタリングに応用し、乾燥促進剤の有無での自由水と結合水の挙動や
各位置でのそれらの変化等の乾燥過程の観測・解析を行った。また乾燥メカニズムを解明すべく、

'H・CRAMPS及び 27Al・MQMASで乾燥前後での化学構造の変化を検討し、興味深い結果を得たの

で報告するヘ

2.実験

試料は実際に製鉄所で使用されている SampleI(Sample3+乾燥促進剤)と Sample3 (Ab03: 92%ヲ

MgO: 7%， CaO・ 1%)の2種類を用意した。測定は9.4TのWB-SCMで58T/mの磁場勾配下で、

Chemagnetics (V ARIAN) Cお1x・400Infinity及び自製のプロープ (Figure1)で行われた。

1次元のイメ}ジング測定を共鳴周波数は236.82MHz、パルスシーケンスは quadra旬re echo 

sequel1ceを使用し、 τ時間は 60μsecで実施した。代表的な積算回数は 32回程度で、約 40

分毎に測定を実施し、 50oCで in-situで乾燥過程を追跡した。磁場勾配量が一定であるため、試

料を機械的に動かす事で位置情報を得た。このプローブでは、 rfコイルと独立にサンプル設置面

が動くように設計されている。またB，に水平に於かれたサドル型コイルを使用している。 Figure

不定形耐火物、イメージング、 STRAFI、MQMAS、CRAMPS

さいとう こうじ、かねはし こうじ、びーたーまくどなるど

。。



2に典型的な STRAFIの測定結果を示す。 2つの試料の測定結果を併記しである。ひと固まりの

測定結果の中は FID信号の集団であることが容易にわがり、それぞれが測定に際して試料位置

を動かした結果に対応しており、横軸は位置情報を反映している。この各 FID信号に、例えば
double-expo田 ntial曲線を fitさせ、もの long成分と short成分を得て、各位置における T，値や成

分比をつなぎあわせる事でイメージング profileを作り出すことができる。観測した領域は、表

面から 12mm(試料長は20mm)であった。

CRAMPS及び MQMASは、 Chemagnetics C恥1x・300で行った。 lH-CRAMPSの主な測定条件

は、 BR24のパルスシーケンスで、 90度パルスはl.3μsec、回転速度はl.2KHz、スベクトル幅

は 9.3KHzで、化学シフトの精度は O.lppmであった。 27AI・MQMASでは、 Z-filter付きシーケン
スで3及び5量子そして lH-27AICP/3QMASでの測定を、回転速度 16KHzで行った。
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A schematic diagram of a one 

dimensional s仕ayfield profiling probe 

3.結果

Figure 2 
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Repr巴sentativeSTRAFI echo甘ainprofiles recorded at 50 oC 

every 40 min from a sample of dr下ingrefractory mortar. 

得られた結果は、 M = Mo exp(・2itIT，)+c (c = constant， i = echo number)で解析し、 T2のlong成

分(自由水)と short成分(結合水)とその緩和時間を得た。 Figure 3にSample 1及び3につ

いて、表面、中間部及び底部の結果を時間の平方根に対してプロットしたものを示す。
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Figure 3 Long component intensity and Short componcnt intcnsity at the three position from surface 

front as a function of root t for Samplc l(lcft) and 3 (right) 

Figure 3から明らかなように、 T，のLOllg成分の挙動は両試料であまり差がなく、時間の平方根



に対してほぼ直線であり、 Fickian型の拡散で、乾燥している考えられる，.よって、その結果から

Sample 1では平均拡散係数は 8.7xlO" cm' Is. Sample 3では9.7xlO" cm' Is.となりほとんど差が
ない。対して、 T，の short成分ではSample1では同様に Fickian型の拡散であるが、 Sample3で

はCaseII型になっていることがわかる。 Sample 1には乾燥促進剤が添加しであり、表面を除い

て、結合水と不定形耐火物との化学的な相互作用が弱められた結果と推定できる。 Sample 1の

平均拡散係数は3.4*10" cm'/sであるが、 Sample3では5.1*10'.cm'/sと遅く、この結果が乾燥時

間の差 (Sample1 ; 48伽 m、S翻 ple3 ; 1040min.) となっていると考えられる。両試料で表面部

分が他の部位と異なる挙動を示しているのは、表面部分での飽和蒸気圧の影響 6と思われる。
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Figure 4に STRAFIでの実験で得られた結果から算出した各位置で、の水の移動量 m を示すとI

Samplc 3では自由水と結合水ともに移動量が大きく異なっており、表面から底部に行くほどそ

の移動量が低下しているが、 Sample ではその変化程度は小さく、特に結合水の移動量はほぼ

一定である。乾燥促進剤の添加効果と考えられ、不定形耐火物での乾燥過程は、結合水の乾燥が

全体の乾燥時間を支配していると考えられ、如何に結合水の乾燥を加速化するかが重要であるこ

とがわかった。 Figure 5にShort成分の緩和時間の挙動を示す。基本的に時間が経過するに連れ

て、全体の緩和時間は短くなっているが、 Sample 3では位置毎にそのバラツキが大きい。かな

り異なって化学構造形態が存在していると推定できる〉

Figure 4 

20帥

τ0.0帥00側咽
E 
:; 0.0007 
E 
<!i 0.000 

与 0.0005

.~ O.OOO~ 
z 
言。0003

'" e 0.0002 
3 

1:: 0.0削

l至 。

~ ---- ~ --~ ~ ~ 
」一一一一一一 D怖がin川 min.) | 一型恒i巴型n.) 一一一!

Figurc 5 Short component rclaxation timc at thc th悶cposition from surfacc front as a function of 

timc for Sample l(lcft) and 3 (rightl 

l官 S町、~rce I 

，-島Hddlp I 
I ~ Averw早川

I " Bo'・m‘

n
H
U
 

n〆』

;::::「
20.0附 1京ミゴ、

国 1 勺大〈
γー酬~1 ¥ 、可、人
J L LK 

z 州 hvA〉



Fi伊re6 CRAMPS (Ieft) 加dAI・5QMAS(right) spectra of Sample 3 

(upper: before dl)'ing ，Iower:after dl)'ing) 

Figure 6に、 Sample 3での乾燥前後での lH-CRAMPS及び '-AI・5QMASスベクトルを示す。

CRAMPSの結果から、乾燥前にあった大量の水が乾燥後大幅に減り、またAI(OH)，の存在がわ

かる。また 5QMASから主に4配位と 6配位の AI化合物がそれぞれ2種類ずつ存在し、乾燥が

進むと 6配位が4配位 (AhO，)に変化している。また6配位には AI(OH)，と別の AI系化学構造

が存在しているが、 CP/3QMASの結果から AI(OH)，のみの信号が確認された。よって観測され

なかった 6配位の AI化学構造には水和型で水が配位していると思われ、乾燥前後でのスベクト

ルの変化から自由水は主にこの化合物に、結合水は AI(OH)， に作用していると考えられる。乾

燥後にある 6配位はAI(OH)，であり、水素の緩和時間は短いので、 Figure5の結果とも一致する。

4.まとめ
国体 NMR法及びイメージング法を組み合わせて、不定形耐火物の乾燥過程の解析を行い、そ

のメカニズム及び支配因子を明らかにした。 STRAFI法は従来法ではイメージングできなかった

T，が 20μsec以下の固体材料の解析に有効であり、また本研究のような材料の乾燥過程解析に

関しでも、得られる情報としては一次元 Projectionではあるものの、非常に有益な情報が得られ

る。 STRAFI法を含めた NMRイメージング法は高温で材料変化や溶媒と高分子の相互作用等の

「現象の変化」を in-situで捉えることのできる貴重な非破壊手法と考えられる。また MQMAS

法は CP-MQMAS法も含めて、四極子核が多く存在する無機系材料の構造解析に非常に有効であ

る。今後は両者を組み合わせた解析が増えると思われる。

参考文献
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5) P.J.McDonald et.al 1. Mat. Sci.Lctt. }.U 175・1177 (I995) 
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超臨界水の静的および動的構造のNMRによる研究

(京大化研)0松林伸幸・中尾奈穂子・若井千尋・中原勝

NMR Study of Static and Dynamic Structures of Supercritical Water 

Nobuyuki Matubayasi， Naoko Nakao， Chihiro Wakai， and Masaru Nakahara 

(Institute for Chernical Research， Kyoto University) 

The hydrogen bonding structure and dynarnics of supercritical water is studied by means of 

high-temperature and high-pressure NMR. The proton chemical shift is measured over a wide 

range of thermodynarnic conditions and is related to the number of hydrogen bonds in supercritical 

water with the help of computer simulations. It is found that the hydrogen bonding persists at 

supercritical temperatures and that the average number of hydrogen bonds is at least one in the 

supercritical densities. The spin-lattice relaxation time of D20 is further deterrnined to provide 

the reorientational correlation time of the O-D axis of a single water molecule. It is then found 

that while the reorientational correlation time decreases rapidly with the temperature on the 

liquid branch of the saturation curve， it remains on the order of several tens of femtoseconds 

when the density is varied up to twice the critical at a fixed supercritical temperature of 400 oc. 

1.はじめに

超臨界水は、近年、その溶解性を自在に変化させることのできる高温反応場として

大きな注目を浴びている。超臨界水の有用性は、その物理的・化学的性質が温度・密

度の変化と共に大きく変わるところにある。例えば、超臨界水は、常温常圧下での水

と違って、有機物質を良く溶解し、有機化学反応の環境に優しい溶媒となる。そこで、

超臨界水の物理的・化学的性質を理解・制御するためには、その溶媒としての微視的

な構造を明らかにする必要がある。本研究では、高温高圧NMRを用いて、超臨界水の

水素結合構造およびダイナミクスを探る。

2.高温NMRプロープ

超臨界水・水溶液の直接観測をするために、京都大学と日本電子(株)が共同開発

した高温プローブ、の概念図をFig.lに示す。Fig.1にあるように、プローブ下部からヒー

キーワード:超臨界水・化学シフト・スピン一格子緩和時間・水素結合・回転緩和

まつばやし のぶゆき・なかお なおこ・わかい ちひろ・なかはら まさる
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ターで熱した窒素ガスをサンプル部に導

入し，サンプルの温度を上げる。サンプル ./ Sample 

部とコイル・検出回路部は真空二重管で L関ノAVTgas

仕切られており，熱はコイル・検出回路部 門閣l.......Cooling air 
に影響を与えず.また，冷却水を循環させ ~ ~閤州し町∞il
ることでその性能が一定に維持されてい SCMcenter----llf-ii-翻十日4--
る。さらに、ヒーターから出る輯射場を 川ハ関111]] I 

カットするためにシールドも装着されて

いる。

高圧を発生させるためには、サンプル

(ここでは純水)を石英毛細管に封じるだ

けでよい。温度を上げると、封じられた毛

細管の中は気液二相状態に保たれたまま、

圧力は気液共存曲線に沿って上昇する。

そして、臨界温度近くの転移温度を超え

るとー相状態が実現する。一相状態状態

における密度は、石英毛細管の中のサン

プルの仕込み量で一意的に決まる。

3.化学シフト

ゆシケ Detection 
"'J/ヲ;-ー司-
レH/ン ClrcUlts

Cooling water 

Fig. 1. Overview of the high-temperature probe. 

常温常圧において、水は「異常」な液体であり、その異常性を生むのが水素結合で

ある。そこで、超臨界水の溶媒としての特性を微視的に明らかにするには、水素結合

に焦点を当てる必要がある。そこで、水のフロトン化学シフトは、水素結合の強さに

敏感に反応するので、超臨界水の水素結合を探るために、 NMRは最適な手段である。

ここでは、 Fig.1の高温フロープを用いて、 H20のフロトン化学シフトを温度・密度

の関数として測定した。

Fig.2に典型的なスペクトルを示す。化学シフトが温度上昇と共に顕著に高磁場シフ

トしていることが分かる。 Fig.3は、化学シフトδの値が温度Tによってどのように変

化するかを気液共存曲線上の液相・気相、超臨界状態についてまとめたものである。こ

こでの化学シフト δは、分子間相互作用の無い孤立状態を基準にしている。また、磁

化率補正を行って、問題にしている熱力学状態と孤立状態での遮蔽定数の差を表す形

にしてある。 Fig.3に見るように、気液共存曲線の気体側で温度が低くなると、水の密

度が極めて低くなるため、化学シフトはOである。気液共存曲線上では、温度上昇と

ともに、液体の化学シフトが大きく高磁場シフトし、気相の化学シフトは逆に低磁場

シフトしていることがわかる。また、 4∞。Cの超臨界水のプロトン化学シフトは、気

相の化学シフトの値より常に低磁場側にある。これは水素結合が残っていることを示

す確固たる証拠である。

しかし、化学シフトは、定量的かつ直感的な解釈の難しい量なので、これをより見
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Fig. 3. The density and temperature de-

pendence of the proton chemical shiftδ 

of water at high-temperature conditions in-

c1uding supercritica1. The numbers in the 

figure stands for the density in the units 

of g/cm3• The upper and lower curves in 

the subcritical region correspond， respec-

tively， to the liquid and gas branches of 

the liquid-gas coexistence curve. 
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Fig. 2. The proton NMR spectra of water. 

At 30， 300， and 350 .C， the large peak cor-

responds to the liquid branch of the liquid-

gas coexistence curve， and at 400 .C， the 

density is 0.4 g/cm3• The magnetic suscep-

tibility correction is already made. 

易い量に変換する。計算機シミュレーションを行うことで、超臨界・亜臨界水の化号

シフトが、平均水素結合数N
HB
(r隣」とみなすことのできる距離にある分子間O-HO

個数として、動径分布関数から厳密に定義可能)に比例することを示すことができる

そこで、 Fig.4に超臨界水のN
HB
を示す。超臨

界水の水素結合数は、常温常圧での値である

4本より減っているとはいえ、気体様の領域で

もまだ1本あることが分かる。すなわち、超臨

界水は水素結合性の溶媒であるということが

できる。また、平均水素結合数N
HB
の密度に対

する比は、水素結合領域における動径分布関

数の平均値に比例し、流体構造の局所的な不

均一性を記述する指標となる。 Fig.4から、そ

の比は密度減少とともに増加することが分か

る。つまり、超臨界水の局所的な不均一性は

低密度において大きくなる。

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 
density (g/cm3) 

Fig. 4. The number N
HB 
of hydrogen 

bonds in super司 andsubcritical water. 

4 

O 
O 
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4.回転夕、イナミクス

化学反応の溶媒効果の理解のためには、

反応分子種の周りの溶媒和の寿命を知る

ことがしばしば必要となる。そのとき、

水が特異な効果をおよぼすとしたら、そ

れは水素結合などを伴う異方性の強いも

のであるので、水分子そのものの回転ダ

イナミクスは、超臨界水中の溶媒和ダイ

ナミクスの最も簡単なモデルとなる。本

研究では、超臨界条件下にある水分子の

回転ダイナミクスを調べるために、重水

(D20)のNMRT1測定を行った。高温条

件では、運動量空間での緩和が遅くなる

ため、スピン一回転機構のT1値への寄与

が増大するが、 D20のTlについては、ここで取り扱った超臨界・亜臨界条件では、ス

ピン一回転機構は無視でき、四重極機構でT1緩和が起きていることを示すことができ

る。そこで、実験で得られたT1値と計算で得られた四重極結合定数から、水分子のOD

軸ベクトルの方向の (2次の)回転相関時間らを決定した。

Fig.5に、超臨界状態及び気液共存曲線上にあるときのらを密度 (H20換算したも

の)の関数として示す。 τ2Rは温度に大きく依存し、常温常庄条件下のpsの時間スケー

ルのダイナミクスが、超臨界・亜臨界状態では数十fsの時間スケールのダイナミクス

に加速されていることが分かる。温度一定の超臨界条件下では、密度が0.1から0.6g/

cm3まで変化しても、 τ2Rの変化率は40%であり、水素結合数lつあたりの増加で見る

と、 20%の変化に相当する。また、密度が0.1g/cm
3より小さくなると、 τ2Rは密度減少

と共に増加する。これは、密度が0の極限では、各水分子の角運動量が保存し、'r2Rが

発散することを反映している。よって、分子間相互作用の影響が見えなくなってくる

のは、密度が0.1g/cm
3辺り以下であることが分かる。 Fig.5のらをH20のT1測定に

よって得られる角運動量の緩和時間ちと比較すると、ち>らが成り立ち、慣性の効果

が緩和に影響を及ぼし、回転緩和に対する拡散モデルの破綻を意味する。事実、 400oc 
での密度依存性は、並進拡散係数、粘性率、らの順に大きく、並進拡散係数の密度依

存性はらの密度依存性の約4倍である。
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Fig. 5. The reorientational correlation time τ2R 

ofsuper幽 andsuccritical water. 
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1 LI0 
超偏極Xe-129ガスの緩和特性:T]測定におけるガラスの材質効果および拡散の影響

0神谷貴史、清水隆興、柳川康洋、木村敦臣、藤原英明

大阪大学・医学部保健学科

Relaxation Behavior ofLaser-Polarized Xe-129 Gas: Wall Effect and Influence ofDiffusion 01 
the Tl Relaxation Time in Glass 
Takashi Kamivs，τ'akaoki Shimizu， Yasuhiro Yanagawa， Atsuomi Kimura， and Hideak 
Fujiwara 
School ofAllied Health Sciences， Faculty ofMedicine， Osaka University 

Size dependency of the relaxation time Tl is measured for the laser polarized Xe-129 ga: 
encapsulated in different sized cavities made by glass bulb or tube. The dependency i: 
measured under rigorous exclusion of contamination from air， and the relationship betweel 
relaxation rate and the inverse square of mean free path has been established for glass bulbs 
Namely， a good linear correlation was obtained between the relaxation rate ltrl 0 
hyperpolarized Xe gas encapsulated in Pyrex glass bulb and its inverse square of the meal 
free path (l/Q2). On the other hand， Tl of hyperpolarized Xe gas encapsulated in Pyrex glas: 
tube showed a different relationship with the mean 仕eepath. This behavior was explaine( 
suc氾essfullyby taking into account ofthe diffusion ofthe polarized Xe gas in the tube. 

序.

超偏極希ガス NMRは物理から化学、医学まで応用可能な測定法として注目されている。我々

は昨年の本討論会で、超偏極 Xe-129ガスを用いて、ガラスなどの器壁との衝突による緩和効果

の研究について報告した。今回はそれをふまえて、試料管の形状による緩和時間の変化が大きし

ことを取り上げ、超偏極希ガスの試料管内での拡散が緩和時間の測定値に大きく影響することを

見出し、そのデータ解析を行ったので報告する。

実験. 半導体レーザを光源として GaAlAsダイオードレーザー(コヒーレント社 :FAPシステ

ム)を用い、円偏光器を通して円偏光を得た。偏光用の磁場に縦型の分析用 NMR装置の漏れ磁

場を利用することとし、垂直方向に 12mT程度の漏れ磁場

の位置に偏極セルを置いた。偏極セルは 120
0

Cの恒温槽内に

置いた。セルはシリンダー状で外径は6cmで長さはlOcm

である。装置全体の設計については図 1に示す。 Rbは約

O.2gを高真空(1O'6torr)下で封入した。ガラスはパイレツ

クスガラスを用いたが今回は特に表面コーティングは考慮し

なかった。 Xe-NMR測定にはVar・lan社製INOVA400WB

装置で行った。測定周波数は llOMHz、温度は室温 (23
0

C)

であった。実験に使用したガラス管の材質はパイレックスを

用いた。ガラス球の内径の測定は中に水を注入しその重さ

から決定した。ガラス管の内径はノギスで測定した。ガラ Fig.l Hyperpolarized noble ga， 

ス球は、材質はパイレツクスで自作したものを使用した。 supplyingsystem (homebuilt) 

方法. 超偏極Xe-129のTl測定. 超偏極希ガスの磁化が熱平衡磁化に戻るプロセスが(縦磁

化について)Tl緩和プロセスであることから導かれた(I)式を用いて Tlを求めた。

ln(S，J={ln(cosα)-TRlTa(n-l)+ln(Sl) cl) 

超偏極希ガス NMR、Xe-129、緩和時間、ガラス材質効果、拡散の影響

かみやたかし、しみずたかおき、ゃながわやすひろ、

きむら あっおみ、ふじわら ひであき

-26-



ここでは、 α。パルスがTRの時間間隔で繰り返し(全部で n回)照射され信号強度 Sが測定さ
れる。 81と8nは 1番目と n番目の信号強度を表す。この式より、 ln(8Jをn-1に対してプロット

すると勾配が ln(cosα)-TRI'I¥で切片が ln(81)となることが分かる。 Tl測定に利用したパルスの傾

斜角は昨年の本討論会要旨と同じ方法1)で決定した。その結果αニ8.1。となった。

結果と考察. Table 1. Relaxation Data of the 

内径の違うガラス管およびガラス球、種々の材質の Laser-Polarized Xe-129 Gas 

ガラス管内での超偏極XeガスのTl値を表 1に示す。 Encapsulatedin Glass Bulbs and恒lbes

球状サンプルについて.気体分子運動論的な考察から、

Tl値は下式により平均自由行程と関係付けられる:日

1庁1=(3.75D/h，wan) (l!Q2)+ 1庁l，inf (3) 

Dは自己拡散係数 (5.7mm2/se)、tI，wallは 1秒に 1回

の速度で器壁に衝突が起こる場合の 1回あたりの緩

和時間への寄与、且は平均自由行程、 Tl，infは無限大サ

イズ中での緩和時間である。 (3)式を用いてデータを

解析したところ、パイレックスガラス球については

Glass Bulb Glass Tube 

S(mm) T1 (sec) Q (mm) T1 (sec) 

3.1 3100::1::800 2.2 5500::1::560 

4.0 3500::1::500 3.4 6200土1800

4.5 3600土300 3.9 6800::1::2100 

5.2 4500::1::200 4.9 8000::1:: 1400 

5.9 5600::1::750 5.7 9900::1::700 

Tl値と lIQ2の間に良好な直線関係が成立し(図2の・)、以下の式が得られた。

1庁1=0.000453(:1:0.000 123)(l!Q2)+0.000 157(:1: 0.00003) r=0.819 (4) 

rは重相関係数を表す。これより、tI，wallとして 47000(:1:14000)が求まった。この値は前回の値と

比べてかなり大きい。これは今回の実験方法の改良により壁緩和効果が 2桁小さくなったことを

意味する。今回は Xeガスを密閉系を通してガラス球へ導入しているのでその効果が大きく現れ

たと考えられる。(4)式の切片の値から無限大球状セルにおける緩和時間Tl，infが評価できる(T!，inF

切片の逆数)0Tl，infには前回との聞に大差はなかったが、

精度は大いに向上した (Tl，inF6400秒(:1:1300))。

管状サンプルについて.ガラス管について(4)式と同様な

ブρロットを行うと図 2のように直線とはならず、漸近線的

な結果が得られた(図 2の圃)。この原因としては、気体の

拡散の影響が緩和時間を決める際に関係していると考えら

れる。そこで、コイノレ内でパルス照射された偏極希ガスが、

次回のパルス照射までの聞に、サンブ。ル総体積に対して f

の割合でガラス管内中へ拡散により希釈されると仮定し、

(1)式を変形して解析した。そこで、上の(1)式に対応する

式として次式が得られた。

ln(8J=[ln{1-f'(l・cosα)}-TRlTll(n-1)+ln(81) (5) 

fを求めるためにパルス角度がα。と 2α。での実験を行い、

ln(8Jの(n-1)1こ対するプロットの傾斜をとり

傾斜の差=ln[{l・f(J-cos2α)}/{1・f(l-cosα)}] (6) 

0.0004 

0.0003 

〆〆
ビ0.0002

0.0001 

。
o 0.1 0.2 0.3 0.4 

l/Q' 

Fig.2 Plots of 11T1 against lIQ2 
for the pyrex glass 
bulbs and tubes (eq. 4) 

の関係を利用した。得られた fは 0.3-0.6であった。これにより、管状の細長いサンプルは rfコ

イルからのα。パルスを受けない部分への拡散が Tlデータに大きく影響していることがわかる。

従って、壁に対する緩和効果の定量的な評価には密閉系での球状サンブ。ルの使用が重要であるこ

とが結論された。

引用文献.

1)藤原、木村、柳川、飯田、平賀、服部、第 39回NMR討論会要旨集 p，24-27(2000); H. Fujiwara， 

et a1.， Jλdagn. Reson. 150， 156・160(2001). 
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1 Lll 

lHNMRを用いる脳代謝機能評価系の構築
(国立環境研 1、筑波大医 2) 0三森文行 1、熊谷 恵 1、2、山根ー祐1

IH NMR evaluation method for brain metabolism affected by chemicals using STEAM 
localized spectroscopy with ultra-short echo time 
(National Institute for Environmental StudiesI， University ofTsukuba2) 
F.Mitsumori:， M.Kumagai 1ぺKYamane

I

We made組 evaluationmethod of pharmaceutical or toxic agents in terms of their 
e町民tson the brain metabolism based on IH NMR spectroscopy. We prepared a rat 
insta11ed with a bypass at its internal carotid artery， through which chemicals were 
directly injected to the brain after breaking its blood brain barrier by hypertonic 
mannitol solution. In order to observe IH NMR spectra localized to its brain 
hemisphere we implement怠da STEAM method with ul住a-shortecho time of 2ms. 
Considering the T 2 relaxation time of most metabolites are long町出an100 ms，出eIH 
spectra enable us to quantitatively eva1ua犯 thechange in metabolites avoiding the T2 
weighting. We can also observe mβtabolites wi血coupledspin systems with minimal 
J modulations. 

{はじめに】さまざまな薬物や毒物が脳の代謝機能に及ぼす影響を IHNMR 

を用いて定量的に評価するための実験動物評価系の構築を行った。本法では

ラット片脳の血液脳関門を開き、頚動脈経由で対象とする化学物質を脳内に

直接投与し、その代謝物への影響を IHNMR法で評価するものである。脳局

所の IHNMRスペクトルの測定は、 2msという極めて短いエコ一時間を実現

した STEAM法を用いた。これにより、脳内の 10種類以上の代謝物を J変調

や、 T2緩和の影響をほとんど受けることなく観測することが可能である。
【方法】雄のWistarラットを halothane(1 %)麻酔下で右総頚、内頚動脈問

に外部循環回路を設定し、これより D-mannitol(25% w/v， 5mllkg体重)を投与

することにより、右脳の血液脳関門 (BBB) を選択的に破壊した。次いで脳

への影響を評価する化学物質を同じ外部循環回路より右脳内に直接投与した。

グラディエントエコー法行R庁E=5015ms) による脳の矢状断、冠状断画像に

基づ、いて右ないし左脳内に 5X5X6mm(150μ1)の領域設定を行った。 IHNMR

スペクトルは非対称rfパルスを用いる STEAM法により、 τR庁E庁M=5000/2/30

msで測定した[1]。関心領域内の局所シムは FASTMAP法を用いて半自動的に

調整した[2]。測定システムは JMT社の自己シールド型水平ボア磁石 (4.7T，

31cm bore)にVarian社の Inova分光計を接続し、 Magnex社の口径 17.8cmの

自己シールド型磁場勾配コイル、シムコイルを用いた。検出器は自作の内径5cm

のsineコイルを用いた。

【結果と考察】図 1に正常ラット右脳5X5X6mm(150μ1)の領域で積算 128

キーワード:in vivo NMR、IHNMRスペクトル、脳代謝、 STEAM

みつもりふみゆき、くまがいめぐみ、やまねかずすけ
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回で測定されたスペクトルを示す。従来観測された、 N-アセチルアスパラギ

ン酸(NAA)、クレアチン(Cre)、コリン類(Cho)に加え、アラニン、グルタミン

酸、タウリン等 10余種の代謝物が観測可能である。エコ一時間が 2msときわ

めて短いため、低分子量代謝物に加え、 T2緩和の短い大分子量物質も観測さ

れている。 7個の CHESSパルスにより水信号はほとんど完全に抑圧されてい

る。なお、測定領域内の磁場の均一度は水の半値幅で8・10Hzに調整している。

本測定法を用いて、化学物質の脳代謝への影響評価系を構築する第一段と

して、血液脳関門を破壊するために用いる高張マニトール溶液の影響の有無

を評価した。マニトール投与前後の右脳のスペクトルの変化、左右両脳半球

の比較により、マニトールは脳の IHNMRスペクトルにほとんど影響を与え

ないことが明らかになった。マニトール投与後の経時的追跡によって、 3時間

半程度まで安定な IHNMRスペクトルが観測された。

さらに、本法を用いて、グルタミン酸、カイニン酸、 ドーパミン等の神経

伝達物質の投与を行い、その IHNMRスペクトルへの影響を見た。グルタミ

ン酸(26μmole)、カイニン酸(腹腔内 70tl molelkg体重)では、脳内代謝物の

変動は見られなかったが、ドーパミン (5.3μmole)投与では、メチル基領域

での新ピークの出現を観測した。

本研究で構築した化学物質の脳代謝への影響評価法は、対象物質を NMR分

光計内で脳内に直接投与し、その代謝物への影響を投与側で経時的観測する

こと、また投与側と反対側との比較を可能とした。 2msの極短エコ一時間で

の STEAM測定により、 T2緩和による信号強度の減表や、スピン結合による J

変調をほとんど考慮する必要なく、代謝物の定量的評価が可能となった。

【謝 辞】非対称パルスを用いる STEAM法シークエンス、 FASTMAP自動シ

ムプログラムを恵与されたミネソタ大学 RolfGruetter博士、 IvanTkac博士に

感謝します。

[I].Tkac， Z.Starcuk， 1.-Y.Choi， R.Gruetter， MRM， 41，649-656 (1999) 
[2] R.Gruetter， I.Tkac， MRM 43，319・323(2000) 
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ラット脳脊髄液産生への血中炭酸ガス分圧の影響:

Gd-DTPA造影 T1強調 MRI法による測定
(京都府立医大・一生理 l、精神神経センター神経研 2、岐阜大・

医学部・一生理3、生理学研・分子生理4)

。瀬尾芳輝 1、鷹股亮 1、荻野孝史 2、森田啓之 3、村上政隆 4

Effects ofpC02 on the CSF production in rat brain using Gd-DTPA enhanced 

TI -weighted 1¥怨I

(1 Dept. ofPhysiology， Kyoto Prefectural University ofMedicine， 2 Dept. of Biochemistry 

and Cellular Biology， National Institute ofNeuroscience， National Center ofNeurology and 

Psychia甘y，3 Dept. ofPhysiology， School ofMedicine， Gifu University， 4 Dept. ofMolecular 

Physiology， National Institute for Physiological Sciences) 

Y oshiteru Seo 1ヲAkiraTakamata1ヲTakashiOgin02， Hironobu Morita3ヲMasatakaMurakami4 

Cerebrospinal fluid (CSF) secretion of rat was monitored by longi加dinalrelaxation time-

weighted magnetic resonance imaging (Tl-weighted恥1RI)in combination with ventricular 

i吋ection of a Tl-relaxation reagent: gadolinium-diethylene triamine-N，N，N'，N"，N"ー

pentaacetic acid (Gd-DTPA). A cannula was inserted in the left lateral ventricleラ and5 ul of 

8.5 mM GιDTPA was injected as a CSF marker. Changes in the image intensity ofthe CSF 

were measured every 30 sec， and the turnover rate of CSF (k) in the left lateral ventricle was 

obtained from the dilution of Gd-DTPA， based on the_assumption of a single compartment 

model. In the control conditions， k was 0.158土0.009min-1 at an arterial blood C02 tension 

(pC02) of 38.6土 2.2mmHg (n=10)， which corresponds to the CSF secretion rate of 3.6 

ul・min-1The k value was decreased (0.078土 0.010min-1， n=4) by a carbonic-anhydrase 

inhibitor (acetazolamide). The turnover rate was decreased by hypocapnia (0.094士 0.019

min-1， pC02 = 24.7土2.9mmHg， n=4)， and it increased gradually and reached a plateau level 

due to hypercapnia (0.194士0.011min-1， pC02 = 104.5土7.1mmHg， n=10). These results 

suggested that C02 upregulates the secretion of CSF in the rat. 

キーワード: 水分子、脳脊髄j夜、脈絡叢、 Tj緩和時間、緩和試薬

せおよしてる，たかまたあきら，おぎのたかしもりたひろのぶ，むらかみまきたか
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[はじめに] 脳組織は脳脊髄液中に浮かんでおり、脳脊髄液は、脳組織を物理的

衝撃から守ると共に、体液中に生じる様々な生理的変動を、脳組織内の受容器へと

伝達する重要な役割を果たしている O 脳脊髄液は、側脳室内の脈絡叢で産成され、

第3脳室、第4脳室などを経て、脳組織外周を覆うくも膜下腔へと進み、くも膜下

腔のくも膜頼粒から、静脈へと環流される(図1)。脳脊髄液産成速度への、血液炭

酸ガス分圧の影響は、イヌ・サル等について測定されてきたが、相反する測定結果

が報告されており、定説はない。今回、ラットやマウスなどの小動物での測定が可

能な脳脊髄液産成速度測定方法を開発し、ラットにおける脳脊髄液産成速度への血

液炭酸ガス分圧の影響を検討したので、報告する。

Fig. 1. A diagram showing the intraventricular injection of Gd-DTPA in the rat brain. The 
production of cerebrospinal fluid (CSF) in the choroid plexus， the flow of CSF through the 
ventricular systems， and drainage of CSF from the arachnoid granulation are shown as arrows 
The bold lines in the choroid plexus and the ventricles represent the presence of the blood-
ventricular-barrier and ventricle-brain-barrier， respectively. A small region-of-interest (ROI， 
0.076 ul) was placed near to the chorid plexuses 

Artery Gd-DTPA Cannula Venulae 

[方法]Wistar系ラットをガス麻酔下に、左側脳室内にカテーテルを留置した。頭

頂部に直径 18mmの表面コイ)レを設置し、コイル中心部で 180
0

パルスになるよう

に調整した。 8.5mM Gd-DTPA溶液 5uLを注入後、脳室内の脳脊髄液の信号強度の

変化を 30-60分間にわたり測定した。Tj強調MR画像は、高速磁場反転エコー法(GEFI)

を用い、 FOV2.5 x 2.5 cm、データサイズ 128x 128、スライス 1mm，パルス繰り

返し時間(TR)100 msec、エコー時間(TE)4.2 msec、9スライス、 2回積算、積算時

間30secで測定した。測定には、 Biospec4.7/40 (4.7 T)とPara Vision 1.1-5を用いたc
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i結果}
LーエL強調酉像の強度変化と脳脊髄液産成速度 ラット左側脳室内に Gd-DTPAを
注入 1分後の T1強調画像を図 2aに示すJ 左側脳室に注入された Gd-DTPAは、第

3脳室や対側の右側脳室にすでに現れているご各脳室の局所の信号強度の変化をフ
ロットしたのが函 2bである c 左側脳室では、注入車投に信号強度が上昇し、その後

単調に減少している O 第3脳室や中脳水道では、やや遅れてピークを示し、もっと

も離れた、脳底部くも膜下控では 10分後から緩やかな上昇が認められた c 以上よ
り、凶 lに示すように、'fflU脳室からの一方向の流れに乗って Gd-DTPAが拡散しつつ

運ばれている事が薙認できた。

Fig， 2_ a)ラb)A T l-weighted coronal gradient齢echoimage of a rat br品inat 0，8 mm and 52 mm 

caudal to the bregma， 1 min after the injection of 5 u! of the Gd-DTP A solution 
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T]強調画像の強度変化から脳脊髄液の局所での turnoverrate (討を、以下の条件のド

に求めたc

1 )側脳室局所に注入した Gd-DTPAは、新たに産成された脳脊髄液により希釈され、

その濃度変化は、 [Gd]= [Gd]o.exp(-kt) と表される。

2 )局所の脳脊髄液の T]緩和速度は、 Gd-DTPAの濃度変化により、

1fT] = lfTcsf+ Rgd = I!Tcsf+ KI.[Gd] = 1/τcsf + l!T gdOexp(ーれ) と去されるうここ

で、 Tcsf、Tgdは、本来の脳脊髄j夜の緩和時間および Gd-DTPA注入i直後の濃度に

相当する緩和時間である υ

3 )-lf、T1強詩画像の信号強度は、 1= 10 [l-exp(-TR/T})]と去されるので、 Gd-DTPA

注入前の脳脊髄液の信号強度は、 lh=10 [l-exp(-TR/Tcs[)]と表せ、 GふDTPA注入後

の脳脊髄i夜の信号強震は、 lt= 10 {l明exp(-TRlT csf) • exp[ -TR/T gdeexp( -kt)]}と表せる J
~ )以上の関保を用いれば、 turnoverrate (k)について、

log{ーlog[(10 明 lt)/(1o“Ib)]}= log(TR/T gd )欄れ と表し、求めることができる)

iて記の T]強調画像の信号強度は、測定部位に 90 ハ)レスが印可されると仮定した二
実際の測定では、表面コイ jレを用いているために、測定部位での RFは、 60 から

120 の範囲をとるつしかし、シミレーションしたところ、誤差の多くは 10に組み

込まれ、 turnoverrate (k)には、長大 15%の誤差しか生じないことが確かめられた c
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2.脳脊髄液turnoverrateと脳脊髄液産成速度正常ラットの脳脊髄液turnoverrate 

は、 0.158土 0.011min1 (n = 8)であった。 Gd-DTPA注入直後の Gd-DTPAの分布す

る脳脊髄液の体積は、 22.8土 2.3uL (n=6)であった。両者の積から脳脊髄液産成速度

は、約 3.6uL/minと求められた。この値は、ラットについて、他の方法で求められ

た値 (2-3 uL/mi) とよく一致した。

3.血中炭酸ガス分圧と脳脊髄液 turnoverratE ラットに吸引させる炭酸ガス濃度

を変化させ、 30分後の脳脊髄液turnoverrateを測定した。血中の炭酸ガス濃度は、

動脈血を採取し、血液ガス分析装置にて測定した。 turnoverrate測定の前後で、安

定していることを確認した。結果を図3に示す。血中炭酸ガス濃度は、正常時、約

40 mm Hgである。 40mm Hg以下の低二酸化炭素血症では産生速度は明らかに低く

なった。 40mm Hg以上の高二酸化炭素血症では、やや増加するものの、血中炭酸ガ

ス濃度が 80mmHg以上では、ほぼ一定値を示すことが明らかになった。従来の報告

では、低二酸化炭素血症での産生速度の減少については、比較的良く一致した報告

がなされていたが、高二酸化炭素血症では、増加・変化せず・減少と、全く異なる

結果が報告されてきた。今回の結果を見ると、高二酸化炭素血症での増加域は狭い

ので、実験条件の設定により、増加・変化せずという結果が出ていた可能性がある。

今後、二酸化炭素による脳脊髄液産生速度の制御機構について検討していく予定で

ある。

Fig. 3. The relationship between the pC02 and the CSF turnover rate. Individual values 

obtained in the normoxia， hypocapnia and hypercapnia were plotted. The bold line was drawn 
by inspection. 
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骨粗霧症診断用 MRIの開発
山崎由香子 1，拝師智之 2，松田善正 1，橋本征太郎 1，宇津津慎 2，0巨瀬勝美 l，
吉岡大 3，中西昭男 4，岡田重益久遠藤政治 4，青木雅昭 4，津崎剛 4

1.筑波大学物理工学系， 2. C株)エム・アール・テクノロジー

3.筑波大学臨床医学系， 4.住友特殊金属(株)

Development of a Compact MRI for Diagnosis of Osteoporosis 
y. Yamazaki1， T. Haishi2， Y. Matsudal， S. Hashimoto1， S. Ustsuzawa2， K. Kose1 

H. Yoshioka3， A. Nakanishi4， S. Okada4， M. Endou4， M. AOki4， T. Tsuzaki4 

1. Institute of Applied Physics， University of Tsukuba， 2. MR Technology Inc.， 3. Institute of 

Clinical Medicine， University of Tsukuba， 4. Sumitomo Special Metals Company Ltd. 

Compact MRI systems for diagnosis of osteoporosis， of which installation space was only 

about 2m x 2m， were developed. The MRI，systems were specially designed to measure 

trabecular bone volume fraction at calcaneus using image intensity of spin-echo MR images. 

A preliminary study with a small number (n=26) of female volunteers demonstrated a positive 

correlation between bone density and body mass index. The results have shown a promise of 

the MRI system as a tool for bone research and/or osteoporosis screening and diagnosis. 

1 .はじめに

骨粗繋症は，加齢などとともに骨密度が減少する疾患で，我が国では約 1，000万人の患者

がいると推定されている.また，この疾患は，高齢者が寝たきりになる原因の上位を占める

大腿骨頭部骨折の素因であり，この克服は国民的課題である.このためには，早期にスクリ

ーニングを行って，骨密度減少に対する対策(食事や運動など)を行うことが重要である.

骨組露症のスクリーニングには，二種類の中心エネルギーを持つ X線の吸収測定装置

CDXA: Dual Energy X-ray Absorptiometry)や，超音波測定装置などが広く用いられてい

る.しかしながら， DXAには放射線被曝の問題と，骨の面積密度しか求まらないという欠点

があり，超音波装置には，計測される音速や減衰係数と骨密度の関係が必ずしも明らかでは

ないという欠点がある.よって，体積骨密度を繰り返し安全に計測できる可能性を有するMRI

は，骨粗繋症診断装置として大いに期待される.

MRIによる骨粗露症評価は， 1980年代より全身用 MRIを用いて行われてきたが，その主

な目的は，高い空間分解能で海綿骨の構造を計測することにより，骨密度だけでは評価でき

ない骨の力学的性質を明らかにすることであった 1，2 また，比較的低い空間分解能の MR画

像から，骨密度を評価する試みも報告されている 3. しかしながら，全身用 MRIは，設置面

積，検査コスト，操作の容易さなどの点で骨組露症診断装置としては実用的ではなく，専用

の診断装置が望まれる.本研究では，以上の背景の下に，腫骨 Ccalcaneus)を撮像対象とし

た骨粗露症診断用 MRIを開発したので，システム開発の概要と測定結果を報告する.

キーワード:MRI，骨粗緊症，骨密度，躍骨(しようこつ)

やまざきゆかこ，はいしともゆき，まつだよしまさ，はしもとせいたろう，うつざわしん，こせかつみ，よ

しおかひろし，なかにしあきお，おかだしげます，えんどうまさはる，あおきまさあき，つざきつよし
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2.システムの開要

Fig.lにシステムの全体像と RFプローブの構造を示す.図に示すように，水平方向に均一

な静議場 (0.209T)を発生する永久磁石のギャップ (16cm)関に，上方から躍を挿入できる

ように，長円形の口径(長窪 16cm，短径 8cm)を有する RFプローブを設置した.また，

RFプローブの中には，感度補正を行うために，円筒容器に硫酸銅水溶液を満たしたファント

ムを囲定した.そして，外来ノイズを遮断するために，被験者と磁石をシールドルーム(幅

1m，奥行き1.5m，高さ1.8m)に収容した.MRIコンソールは，ポータブル型(幅 55cm，

奥行き 60cm，高さ 77cm)のシステムを，図のようにシールドルーム外に設寵した.

Fig.1 Overview 01 the compact MRI for diagnosis of osteoporosis (Ieft). RF probe for heel 

measurements (right). 

3.骨密度定襲化の方法

MRI による核スピン密度の定量牝を行うためには，さまざまな問題をクリアしなければな

らない.本研究においては，コンパクトなハードウヱアをmい，生体という{国体差が大きく
捜雑な空間構造を有する浪u定対象を計測するため，これらに特に注意した.

さて，スピン・エコー法で，二次元郵像を取得する場合(スライス厚方向に均ーな分布を

技定)，その画素強度/(x，y)は，

/(x，y)型兵f(x，y)ρ(x，y){l-p(x，y)exp(-TR*/毛布，y))}exp(-TE /T2 (x，y)) 

と表すことができるはカップリングの項は別に議論する).kは，受信系のゲインやプロー

プのチューニングの変化など，全体に均一な画素強度変化を表す量，f(x，y)は，静磁場の不

均一性によるスライス厚の不均一性，勾配磁場の非線形性による画素濃度の不均一性，高周

波難場の不均一性によるフリップ角の不均一性と，それと同様のメカニズムによる検出感度

の不均一性など，さまざまな要因による空間的不均一性を表す関数である.p(x，y)は，理想

的な90度-180度劫起に対しては1となる定数であるが，スライス面内のフリップ角の分布，

高周波磁場の不均一性などによって決定される係数である.T
R 
*はパルスシーケンスの繰り

返し時間にほぼ等しい持間(エコ一時間による補正が必要)， T
E
はエコ一時間，Tj(x，y)と

T
2
(xラy)はT1とT2の空間分布である.

k， f(x，y)， p(x，y)， ~(x， y) ， T
2
(x，y)を，複数のパルスシーケンスを用いてすべて計調i

p
h
d
 

ntυ 



することにより，プロトン密度ρ(x，y)を求める手法も考えられるが，限られた時間で精疫の

良い検査を行うため，以下の方針を用いた.

(1) T1に関する項が無規できるようにするため.Tの長いシーケンスを用いる.R 

(2) k. f(x，y)を計測するため，標準水ファントムなどを用いた同時撮像を行う.

(3)ζに関する項の補正を容易にするために，シングルヱコーで2呂撮像する.

以上の方針を踏まえた具体的な撮像と画像処理の手順は，以下の通りである.

(1)蹟の代わりに，標準水ファントムと同じ濃度の硫駿銅水溶液を満たした水ファントムを置

き，TR=1000ms， TE =12ms， 36msのシーケンスで撮像し，ザ(xヲy)を得る.

(2)題を含む矢状断層像をTR=1200ms，TE =16ms， 72msのシーケンスで撮像することによ

り， T2の補正を行い，腫骨に関して，ザ(x，y)ρ(xヲy)に対応する量を求める.

(3)ファントム揚像の場合と，題の撮像の場合には， RFフ。ロープのチューニングが変化し，

受信系のゲインも変化するため，kの植が異なるので，標準水ファントムの部分でこれを補正

することにより， (1)， (2)からρ(x，y)を求める.

4.定量化のための揮錬実験と結果

まず，解剖学的構造を確認するために， 3Dの勾配エ

コーシーケンス (TR=100ms，TE=10ms)を用いて，鍾

の部位の撮橡を行った.撮操視野は 12.8cmの立方，画

素数は 128x 128 x 128画素，画素サイズは(1mm)3であ
る.Fig.2に示すように，腫骨，アキレス躍などが明日京

lこ観察された.

次に，鍾骨の海綿骨に含まれる脂肪のプロトン密度を

計測するために，まず，水ファントムを腫と同じ撮像領

域に設置し，TR=1000ms. TE =16ms， 48msのシーケ

ンスで撮像した.その結果を Fig.3(a)に示す.スライス

厚は 15mm，画素数は 128X128画素， FOVは12.8cm

X 12.8cm，信号積算回数は l回である.このように.

(a) 、もE
E
S
'

'
h
u
 

，EE
電、、

Fig.2. One slice image from 3D data 

set. 1 mm cube voxel 

(c) 
Fig.3 2D images acquired spin-echo sequences ((a) TR片E=1000/16，(b) TR庁E=1200/12，

TR!TE=1200/72). Slice thickness; 15 mm， FOV; 12.8cmx 12.8cm. 
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RFコイルの感度領域の変化により，中心部分より上方に向かつて画素強度が減衰する.次に，

被験者の瞳を挿入し，TR=1200ms， TE =16ms， 72msのシーケンスで撮像した.その結果を，

Fig.3(b)， (c)に示す.TE =16ms， 72msで撮像したのは， T2補正における Jカップリングの

影響を小さくするためである.

上に示した撮像法で， 21才から 58才までの女性ボランティア合計 26人の撮像を行い， 3 

節に示した方法で，水に含まれるプロトンの密度を 1としたときの，腫骨の部位のプロトン

密度ρ(x，y)の平均値 ClOX10=100画素)を算出した(注). 1-ρ(x，y)は，海綿骨の体積密

度 Ctrabecularbone volume fraction)であり，いわば，骨密度に対応する量である.これ

を体格指数(体重(kg)/(身長(m))2) に対してプロットしたグラフを Fig.4に示す.このよう

に，体格指数と骨密度には正の相聞が見られる.

(注)水と脂肪のプロトン密度は，それぞれ0.110mol!cm3
• 0.108mol!cm3とほとんど同じである.

一 0.5

0.4 

E 03 
m 0.2 
0.1 

o 
15 

BMI vs TBVF (n=26， r2=O.19) 

20 25 30 

BMI 

Fig.4 Trabecular bone volume fraction in calcaneus plotted against body mass index. 

5.むすび

骨粗懸症診断専用のコンパクトなMRIを開発し，腫骨の骨髄のプロトン密度の定量化を試

みた.定量化の精度を向上させるためには，まだ検討すべき項目も多く，それらを検討した

上で，さらに統計性を向上させるために多数の被験者の撮像が必要である.
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溶液中蛋白質の 15N化学シフト異方性観測とその応用

(北陸先端大・新素材センター)0楯真一、栗田順一、島原秀登

Characterization of 15N chemical shift shielding tensor from molecular orientation 

dependent chemical shift changes in dilute bicelle solution 

Shin-ichi Tat~l ， Jun-ichi Kurita， and Hideto Shimahara 

Center for New Materials 

Japan Advanced Institute of Science and Technology (JAIST) 

Abstract 

The change in chemical shift (ムo)observed for a given nucieus， when shifting from an isotropic 

medium to an oriented condition， contains valuable information on the orientation of its chemical 

shift anisotropy (CSA) tensor relative to the molecular alignment tensor. In this presentation， we 

would show a novel NMR technique to quantitatively evaluate CSA parameters of色heamide 15N 

in a protein from the chemical shifl七changesinduced by the molecular alignment in a dilute liquid 

crystalline phase. To distinctively observe the chemical shift changes by the molecular alignment， 

we applied the magic angle sample spinning (MAS) to eliminate the anisotropic spin interaction in 

the presence of the bicelle. We applied the Saupe order matrix analysis with七hesingular value 

decomposition to obtain the 15N CSA tensor values from the oritentation dependent 15N chemical 

shifもchanges.From the data on human ubiquitin collected from the sample dissolved in 7.5% (w/v) 

DMPC/DHPC/CTAB ternary bicelle medium， we could determine the CSA principal values;σ11= 
。223.2ppm，σ22=ー72.2pp瓜 andσ33 = -56.8ppm (ムσ=ー158.7ppm)with the angle (β) between 

the principal coordinate axis σ11 and NH bond 18.80
• These observed values were quite consisting 

with those determined by the solid state NMR experiment (Lee et al.， J.Am.Chem.Soc.(1998) 120， 

8868-8874)，σ11 = -223ppm，σ=ー79ppmand σ33 = -55ppm (ムσ=-156ppm) with β= 19.50 

Introduction 

Chemical shift shielding anisotropy (CSA) is a key parameter explored by solid-state NMR. CSA also 

plays a key role in 15N spin relaxation studies， where accurate knowledge of the corresponding tensors is a 

prerequisite for qua凶itativeinterpretation of relaxation rates in terms of backbone dynamics， especially 

when considering anisotropic internal motion. Relaxation interference between CSA and dipolar terms 

contains important angular information and also forms the basis of so-called TROSY experiments where 

the effect is exploited to increase resolution in spectra of slowly tumbling biological macromolecules. 

Especially， the CSA of the 15N is known to dependent on numerous parameters， inc1uding backbone 

geometry and hydrogen bonding. Large variations in the CSA from one site to another were calculated 

1 Keywoms :液品利用、残余双極子効果、化学シフト異方性

たて Lんいち、〈りた じゅんいち、しまはら ひでと
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from measurements of cross correlation between 15N CSA叩 dthe 1 H_15N dipolar interaction and the 

rate of the 15N transverse relaxation. This fact may suggest the CSA possibly provides us much more 

profound local structural information of protein. 

Rβcently established experiments using weak molecular alignment using dilute liquid crystalline medium 

has opened the new way to measure the 15N CSA values in solution. A nuclei harboring anisotropic chem-

ical shielding shows significant chemical shi氏changewhen transferred from isotropic to anisotropic phase 

depending on the alignment of the molecule. Boyd and Redfield analyzed the 15N CSA tensor from 

the 15N chemical shift di鉦.erencesapparent in the transition from the low-temperature isotropic to the 

high-temperature anisotropic ph蹴 ofthe DMPCjDHPC bicelle containing sample solution [1]. In their 

approach， they had to carefully calibrate the temperature dependent chemical shift changes to extract 

the可ure"orientation dependent 15N chemical shi氏ch加 ges.The dilute DMPCjDHPC bicelle solution 

changes its state at approximately 300C between isotropic and liquid crystalline phases. Thus， in their 
approach， the protein is required to be in the same conformation and dynamics state to extract the 

accurate CSA value. This might not be always held in all kinds of protein. In this work， we report 
an alternative way to get the 15N CSA much more accurately. In our approach， we applied the magic 

angle sample spinning (MAS) to eliminate the anisotropic spin interaction even in the liquid crystalline 

condition of the bicelle solution， by controlling the bicelle normal orientation with the high-speed sample 
spinning. This approach makes it possible to measure the "pure" orientation dependent 15N chemical 

shi仇 changesfrom the data measure under七heMAS and without MAS conditions， because any other 

experimental conditions ar巴keptin exactly the same， including temperature， co-existing solutes in the 

sample solution， and so on. From the collected 15N chemical shift changes， we analyzed the CSA tensor 

values based on the Saupe order matrix ar叫ysisusing the singular value decomposition (SVD). In the 

presentation， we will show you the details in the analysis and discuss the significance of this approach 

and further application of the CSA analysis in solution. 

MesureIllent of orientation dependent 15N cheIllical shift changes 

It is well known that bic巴llarliquid-crystalline phases can be oriented with the director (the normal to 

the bicellar plane) at an arbitrary加 gleto the applied magnetic field by sample rotaiotn around one axis. 

When applying spinning frequencies 仲 largerth阻 abicelle reorientation rate around an axis incluned 

by an angle e， the bicell巴directorn orients such that the magnetic energy per unit volume， aver乱.ged
ovei a roter cycle， Emαg(e，o)，ism凶

ιαg州設時(竺ド)(型宇~) )
 

噌

E
A(
 

where o is the angle between i1r and n， and μ0・Thusthe phsophかlipidbicelle withムχ<0，in the range 0 
o ::; () < 54. 70 the energy is minimized for O = 900， meaning the bicelle normal is pept perpendicular to the 
rotation axis. Becuase of this cotrollable character of biclle normal under the high-speed sample spinning， 

we can completly eliminate the anisotropic spin interaction under the magic angle sample spining. In the 

present work， we used 7.5% (wjv) DMPCjDHPCjCTAB (30:10:1) ternary phospho-lipid bicelle medium. 

The residual dipolar couplings of 15N label巴dubiquitin dissolved in this bicelle solution was completely 

eliminated by applying the 2.6kHz magic angle sample spinning. And， 15N chemical shift changes were 
clearly observed by switching the sample企omthe anisotropic state to under the MAS. Figure 1 shows 

the comparison of the 1 H_15N HSQC spectra measured with and without MAS. 
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Figure 1: Orientation dependent 15N chemical shift changes on 

ubiquitin observed by the MAS application 

15N CSA analysis from the observed Dnh andムd

To analyze 15N CSA， the knowlege of the molecular alignment tensor induced by bicelle is required. And 
this obtained orientation has to be incorporated into the CSA analysis. The use of S乱upeorder matrix is 

appropriate for this purpose. In general， two anisotropic spin interactions， residual dipolar coupling and 

orientation dependent chemical shift changes (here we refer to it as residual CSA， for convenience)， can 

be expressed with Saupe order matrix elements in an arbitrary molecular frame: 

Dnh = D':haa L 8ij cos Oih cos勾h (2) 
り =X，y，z

ム=;εM (3) 

Here， orh is the angle of the internuclear vector (each N-H bond vector in the present case) relative 
to the ith molecular axis and the deltaij are the elements of the chemical shift tensor expressed in an 

arbitrary molecular frame of nucleus n. Thus， once we could know Saupe order matrix from the residual 
dipolar couplings， those elements are directly transferred to the 15N CSA analysis. The Saupe order 

elements can be obtained through the general relationship of the Saupe order matrix to observed residual 

dipolar couplings described in an arbitrary molecular frame: 

suilDlh Y， I n2 
S z z D  -

Als吋=I ~ I (4) 

8az 

Syz) \D~h 

Here D~h are the reduced residual dipolar couplings obtained after dividing each observed r巴sidual

dipolar couplings by D;:'':，a. And the matrix A is described as follow: 
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cos2 1~ -COS2φ; cos21; -cω21; 2 cos孔cos1~ 2 cωφ;cω叫 2 cos 1~ cω叫

cos2 ゅ~-cos2ゆ3cos2 1; -cos2 1; 2 cos 1; cos 1~ 2 cω1; cωほ 2 cos 1~ cos 1; 
A=I (5) 

cos2何一∞S21~ cos2 1~ -cos2 1~ 2 cos偲cos1~ 2 cos偲cos1~ 2 cω勾cos1~ 

By solving the equation (4) with the use of A -1 obtained 

from the singu1ar va1ue decomposiもionof the matrix、A，we 

can get all independent Saupe matrix e1ements of Sij， where 

S"" + Syy + Szz = 0 and Sij = Sji・
Based on 50 residu81 dipo1ar couplings measured from 

th巴spec七racollected with and without use of MAS on the 

same 15N ubiquitin samp1e disso1ved in the 7.5% bicelle so-

1ution， we determined the 811 independent Saupe e1ements. 
After transforming each CSA e1ements in pricipa1 coordinate 

system to mo1ecu1ar frame system， we can ca1cu1ate the ori-

entation depend巴nt15N chemica1 shi仇 change，or residua1 

CSA effect， according to equation (3). By varying the four 

CSA parameters including three principa1 shie1ding va1ues， 
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σ11，σ22， and σ33， and the ang1e between unique axis and 
Figure 2: Comparison of the 15N chemical 

N-H bond vector (β)， the equation (3) was fit to the experi- shift changes: closed cirles and solid lines are 
menta115N chemica1 shift changes. The obtained parameters experimental data and dotted Iines indicate 

through the fitting are 1isted in Tab1e 1. And in Figure 2， calculated values 

ca1cu1ated orientation dependent 15N chemical shift changes 

with the optimzed CSA va1ues are compared with experimental data residue by residue. All calcu1ated 

va1ues are within the range of experimental error， 0.002ppm [3]. 

Tab1e 1: Average backbone 15N CSA p⑮rameters in ubiquitin 

method σ11 (ppm)σ22 (ppm)σ33 (ppm) ムσ(ppm)β(deg.)

solution NMR1 -223.2 -72.2 -56.8 -158.7 18.8 

solid-state NMR2 -223 -79 -55 -156 19.5 

1 this work. 

2 Lee et α1. J.Am.Chem.Soc. (1998) 120，8868-8874. 
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マイクロ波温度ジャンプNMR法の開発

(神戸大学自然科学研究科)0川上勝、赤坂一之

Development of Microwave T~mperature-jump 

NMR Spectroscopy 

Graduate School of Science and Technology， Kobe University 

Masaru Kawakami and Kazuyuki Akasaka 

Using dielectric resonator， a microwave temperature-jump NMR 

system suitable for aqueous solutions has been developed. A 

mechanical mixing instrument is also introduced， which significantly 

reduces the temperature gradient of the sample solution well within 

50 ms after the jump. Using these devices， temperature jump by 200C 

can be performed in less than 20 ms. Furthermore， various T-jump 

NMR pulse programs are developed. 

NMR分光法はこれまで、高磁場化、他核プロープやFG技術等に

より高度に発展を続けてきた。しかしながら、これらは全て、系が「平

衡状態にある」場合であり、反応を追跡すると言った、非平衡な状態

にある系に対しては充分な対応ができていない。

温度は、圧力と共に、 NMRと非常に相性のいい摂動因子となる。

それは、反応が温度や圧力に対して可逆的な物であれば、何度でも繰

り返し反応を起こし、 NMRの弱点、である感度の低さを積算により稼

ぐ事が可能であり、また、多次元NMRへの応用も可能になるo

そこで我々は、マイクロ波照射による水溶液の加熱を利用した「温度

ジャンプNMR法」の開発を行ってきた。

キーワード: 温度ジャンプ、マイクロ波、タンパク質フォールディン

グ、状態相関2次元法

かわかみ まさる、 あかさかかずゆき
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これまでに、円筒状の誘電体共振器をアンテナとして用いる方法が非

常に効率よく試料にマイクロ波を照射することができ、またラジオ波

コイルとの干渉も少ないことが分かつた。この誘電体共振器の導入に

より、非常に短時間(数十ミリ秒)のマイクロ波照射によって数十度

の水溶液試料の温度上昇が可能になった。

また、試料を高速に撹持する装置を開発し、これによって温度ジャン

プ後の、試料内の温度不均ーを短時間に解消する事にも成功した。

さらに、この早い温度ジャンプを、様々なNMRシーケンスと組み込

むことにより、 1次元、 2次元NMRによって、種々の時間スケール

における反応を追跡することが可能になった。

現在、本手法はほぼ完成の域にある。本発表では、この「温度ジャン

プNMR法」が広く一般に普及する事を願い、装置の詳細(マイクロ

波発生装置、温度ジャンプ用NMRプロープ内部や試料高速撹枠装

置)と、実際の実験の様子を、図や動画等により紹介する。

また、本手法の夕ンパク質フオ一ルデデ、イング

本手法の能力や現時点での課題点、そして他の研究分野への今後の発

展性について討論する予定である。
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水素結合を介した Jカップリング定数を用いた N-H---N水素結合

の解析

(都立大理・ CRESTl、奈良先端大バイオ2)

0児嶋長次郎 1，2、石川麗1、小野晶 1、甲斐荘正恒1

Nature of the N-H…N hydrogen bonds in Watson-Cricl←type A・Tbase pairs as seen by 
the trans-hydrogen bond J-coupling constants， 2hJNN， in duplex DNA 

Chojiro Kojima，1，2 Rei Ishikawa，1 Akira Ono，1 and Masatsune Kainoshol 

ICREST and Graduate School of Science， To付oMetropolitan Universiη， and 2Graduate School 
of Biological Science， Nara lnstitute for Science and Technology 

Abstract The effects of substitution on the hydrogen bonding interactions of the Watson-Crick 

base pair were investigated by NMR spectroscopy for five DNA duplexes with a Dickerson 

dodecamer-Iike sequence， d(CGCGA * A TX *CGCG)2， where A * stands for [ul-15N]-adenosine 

and X * for three [3_15N]-5-substituted-2にdeoxyuridine，incIuding 5ゐromo-，5-fluoro-， 5・cyano-

2'-deoxyuridine， [3_15N]ーthymidine，and [3_15N]-2'-deoxyuridine. We compared various NMR 

paramet巴rsthat were sensitive to the nature of the hydrogen bonds in the A *. X * base pairs in the 

five duplexes， such as lH-/15N-chemical shifts， 15N_1H through-bond coupling constants ('J聞)of 

X*，through-hydrogen bond 15N_15N coupling constants CZhJ剛)betw田 nthe N3 ofX* and the NI 

of A *， and the pKa values of the imino groups of 5-substituted-2'-deoxyuridines. These NMR 

parameters were observed to change in a highly correlated manner with the substitu巴ntat the C5 

position of the uracil ring. 

水素結合を経由したJーカップリングは、 1998年になり RNA次いで DNA中のワトソンークリッ

ク塩基対の水素結合を介した 15N-15N間に Jーカップリング(2hJ刷)が見出された。その後様々な系

に関して数多くの同様な渡水素結合J-カップリングが報告され、現在では蛋白質や核酸における水

素結合の直接的同定手法として広く用いられている。しかしながら、水素結合を観測する初めての有

効な実験的手段として大きな期待が寄せられてきたにも関わらず、最も興味のある吋附の値と水素

結合の性質との定量的関係は未だ明白ではない。例えば、核酸塩基対における水素結合N-H"'Nを

形成している各原子の相対位置によってり附値は変動すると考えられるが、溶液内ではo.lA精度の

距離情報を入手できないために、定量的関係を実験的に求めることは困難である。我々は有機化学領

域では伝統的に利用されてきた置換基導入による摂動一置換基効果ーを利用して吋刷の値と水素結

合の性質との関連を明らかにしようと試みた。このために、 Watson-Crick型 DNA二重鎖において

はA-T塩基対のチミン塩基の5位メチル基がmajorgrooveに突き出していることを利用した。即ち、

チミン塩基5位に様々な置換基を導入し(Tー>X)、立体構造への影響を最小にとどめつつ、 A-X塩基

対の電子授受関係に摂動を与えるモデル系の開発に成功した(石川ら、本討論会 P91)。本報告では、

このモデル系を用いて得られた様々な結果から、核酸の水素結合の性質に関して考察する。

水素結合、水素結合を介したJカップリング定数、 DNA、15N選択標識、 15N直接観測

こじまちょうじろう、いしかわれい、おのあきら、かいのしようまさつね
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晶J附の直按観測:T/dCの3位のみ 15N標識する 15N選択標識法と、 10-15N NMR直接観測法を

組み合わせたり附を高精度に決定するシステムを構築した。下に示した ONA配列に適用し、様々な

温度において血J附を決定した。その結果、従来法(定量的 HNN-COSY法)には 10%程度の系統誤

差がある事、温度が上昇すると吋剛が小さくなる事、配列依存性がない事などが明らかになった。

また我々が開発した手法は、測定精度を保ったまま、イミノプロトンの線幅が広い系や 020溶媒に

適用可能である。その結果、 20mMアンモニアによるイミノプロトンと水との交換速度上昇が吋附

に影響を与えない事、 020中での O-decoupled15Nシグナルは H20中のシグナルより鋭く、また

Op中でのり剛は H20中よりわずかに小さい事が明らかになった。 [Kojimaet al.， J. Biomol. NMR， 

1 8， 269-277 (2000)] 

d(CGCG*A事ATT*C*GCG)2

d(CGCA*AAAAGCG)・d(CGCTTTTT事GCG)

d(CGCAAA*AAGCG)・d(CGCTTT*TTGCG)

G*/Aホは 15N均一標識、 T事/C*tま15N選択標識した残基を示す。

イミノプロトンの酸性度と吋附 :dUの5位に立体的に嵩張らないと恩われる官能基を導入した

5穫の dU誘導体[5-cyano-dU(pKa， 6.47)、5-fluoro-dU(7.66)、5-bromo-dU(8.42)、dU(9.3)、

T (9.8)]を合成した。これらの置換基は電子吸引性が異なるために、同じ環上にあるイミノプロトン

(N3H)の pKaが括弧内に示したように大きく異なる。選択的に 3位を 15N標識した 5種類の誘導体

を ONAdodecamer duplex， d(CGCGA*ATX*CGCG)2'に導入し、それぞれに関してO(lH)、'J附、

血J州を決定した。ここで X*は 15N選択標識した dU誘導体、 A*は均一に 15N-標識した dA残基を示

す。 O(lH)、lJ刷、釦J附は pKa値と良い線形相関を示した。イミノ基の酸性度に依存してO(lH)とlJ附

が変化する事は予測されたが、 1次の相関である事は予想外であった。 ONA-Triplexの系でもO(lH)、

'J州、2hJ附が相互に線形相関の関係にある事が知られていたが、我々の系とは傾き、切片ともに異な

っていた。また川原らによる理論計算から得られた水素結合エネルギーが、 δ(lH)、lJ刷、島J刷、 pKa

と良い相関を示した事から、2hJ附から水素結合強度を決定できる可能性が出てきた。[石川ら、本要

旨集 (posterP91) 0 Ishikawa et al.， Magn. Reson. Chem.， in press. Kawahara et al.， J. Phys. 

Chem. A， 103， 8516-8523(1999)] 

1 [U.15N].2'.deoxyadenosine 

T， R = Me， [3.15N]・thymidine
U， R = H， [3.15N].2・-deoxyuridine
brU， R = Br， [3-'5N]-5-bromo-2'-deoxyuridine 
fU， R = F， [3_'5N]ー5-fluoro-2・-deoxyuridine
cnU， R = CN， [3-15N]-5-cyano-2'-deoxyuridine 
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構造ゲノム科学プロジェク卜における NMR
(理化学研究所・ゲノム科学総合研究センター)

O横山茂之，庚田洋，木川隆則，白水美香子

NMR in Structural Genomics project 
Shigeyuki Y okoyama， Hiroshi Hirota， Takanori Kigawa， and Mikako Shirouzu 

RIKEN Genomic Sciences Center， Yokohama， Japan. 

Structural genornics is a new field focused on the large-scale analysis of protein structures 

and functions based on genome sequences. InteIτlational community of structural genornics 

projects is now focusing on revealing the 'representative' structures of sequence farnilies， the 

total number of which is now estimated to be - 20，000. RlKEN Structural 

GenomicslProteornics Initiative (RSGI) is working on the structure deterrnination of proteins 

from mouse， human， Arabidり'psisthaliana， and Thennus thermophilus HB8. Prioritization 

of target proteins is based on potential biological/medical importance and/or expected 

structural novelty. By high-throughput cell-free expression， selected targets wi11 be further 

screened with respect to productivity and solubility. In our project， NMR wi11 play an 

important role for both structure deterrnination and functional analysis. 

1.構造ゲノム科学プロジェクト

ヒトゲノムのドラフト配列が報告されるなど 各種生物のゲノム配列の解析が急

速に進むにつれて，遺伝子の産物であり生体機能を担う主役であるタンパク質につ

いて，機能と構造の解析が重要視されるようになっており タンパク質の立体構造

と分子機能に基づいてゲノム機能を網羅的・体系的に解明する構造ゲノム科学プロ

ジェクトが，国際的な協調の下に，世界各国において推進されようとしている.日

本においては，理化学研究所播磨研究所とゲノム科学総合研究センターが，緊密な

連携関係を保ちながら，構造ゲノム科学/構造プロテオミクス研究 (RIKENStructural 

Genomics/proteomics Initiative (RSGI)) を進めており，また，膜タンパク質を解析対

象にしたプロジェクトが，生物情報解析研究センターを拠点に進められている.

構造ゲノム科学プロジェクト，タンパク質基本構造，タンパク質分子機能，無細胞

タンパク質合成，ハイスループット

よこやましげゆき，ひろたひろし，きがわたかのり，しろうずみかこ
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構造ゲノム科学の国際コミュニティーでは，最初のステップとして，シーケンス・

ファミリー(約 30蜘35%のアミノ酸残基保存性で分類されたファミリー)のすべてに

ついて，代表的な立体構造(基本構造)を決定することを一つの目標としており，

新規な基本構造は l万個程度と見積もられている.基本構造が決定されれば，同じ

ファミリーに属する他のタンパク質の立体構造を，ホモロジーに基づいてモデリン

グすることが可能となるので，タンパク質立体構造のユニパースを明らかにするこ

とができるようになると考えられる.

このような立体構造の決定と並行して，分子機能の解析もバランス良く進めてい

くべき課題である.多くのタンパク質は，何らかのリガンドとの相互作用によりそ

の機能を発現していることから，相互作用の網羅的・体系的な解析は，もう一つの

重要な課題である.

このようなプロジェクトが成果をあげるためには，研究手法の開発が極めて重要

である.そのため，どのプロジェクトも，バイオインフォーマテイクス，タンパク

質試料の調製，立体構造決定，なと守のハイスループット化を目指して，独自技術の

開発に力を入れるとともに，国際的な合意のもとに，プロジェクト間での情報・技

術の交換・交流を盛んにおこない 全体の技術レベルの向上に努めている.構造ゲ

ノム科学プロジェクトの進展は，様々な技術の飛躍的な進歩という形で，構造生物

学に寄与するものと思われる.

11. RIKEN Structural Genomics/Proteomics Initiative (RSGI) 

我々は，マウス，ヒト，シロイヌナズナ，高度好熱菌を主なターゲツト生物とし

て，タンパク質基本構造の解明を目指した構造ゲノム科学研究を推進している.立

体構造解析の手法としては NMRとX線結晶解析を併用していく考えである.NMR 

に関しては，立体構造決定可能な分子量に制約があるが，試料の結晶化を必要とせ

ず，溶液状態で解析がおこなえるという利点から，ハイスループットな立体構造決

定に向いた手法であると考えられる.また，分子機能の解析において，例えば，タ

ンパク質・リガンド間相互作用の解析など， NMRが役立つ場面は多い.特に我々は，

タンパク質の基本構造という単位に着目しており，その多くの分子量は数万以下で

あることから，我々のプロジェクトにおいて， NMRの果たす役割は極めて大きいと

考えている.

我々のプロジ、エクトにおける基本構造解析の流れは以下のとおりである.

まず，第一段階として，バイオインフォーマテイクスの手法を用いて，ターゲツ

トとなるタンパク質ないしは基本構造の優先順位付けをおこなう.ここでは，配列

-49 



の相向性に基づいてタンパク質をファミリーに分類し，その上で，生物学的，医学

的に重要度が高く，立体構造の新規性が期待されるファミリーの優先順位をあげる.

解析対象となるタンパク質は数万個のオーダーになるため，このような解析により，

後の実験的な解析対象となるタンパク質数を減らすことが極めて重要である.我々

が選定した構造解析のターゲットは RSGI のウェブサイト

(http://www.rsgi.riken.go.jpj)で公開しており，進捗状況を含めて，随時更新してい

く予定である.

第二段階としては，各タンパク質の発現量や可溶性を解析し，発現量・可溶性の

高かったものの優先順位を上げる.我々は，発現系として無細胞タンパク質合成系

を主として利用している.この系では，タンパク質合成の鋳型として， PCRで増幅

した DNAをそのまま利用することができるため，クローニング操作を必要とせず，

すべての操作を 96ウェルプレートフォーマットでおこなうことができるため，多数

の遺伝子を同時に発現することが可能であり，その上，プロセスの機械化・自動化

が容易である.本年 6月より本格的に開始したマウス cDNAの発現に関しては，無

細胞系のこの利点を生かすことにより， 9月中旬の段階で，およそ 8，000コンストラ

クトに関する解析が終了している.

第三段階では，第二段階の解析の結果，発現量・可溶性の高かったのものを優先

して，立体構造解析のための試料をミリグラムスケールで調製する.NMRで解析を

進める試料に関しては，迅速に多数の試料を調製できるという無細胞系の特徴を生

かして 15N標識をおこない，アフィニティータグにより精製された試料の HSQCス

ベクトルを測定し，きちんとした立体構造をとっているかどうかの判定をおこなう.

その上で，構造決定に必要な安定同位体標識試料を大容量の無細胞系を用いて調製

する.X線結晶解析で進める試料に関しては，結晶化条件の初期スクリーニングを

おこない，結晶が得られた試料に関しては，更に詳細な条件検討を行うことにより

立体構造決定に適した結晶を得る.セレノメチオニンの細胞毒性の影響を受けにく

いという無細胞系の特徴を生かして セレノメチオニン導入タンパク質を調製する.

第四段階としては， 第三段階で得られた試料を用いて，立体構造決定をおこなう.

NMRはGSC大型NMR施設を， X線結晶解析は SPring-8を利用していく.初期段階

では，多核種多次元NMR法ないしは MAD法といった常法により立体構造決定を進

めていくが，同時に，測定・構造決定プロセスの高速化・自動化などの研究開発も

進めていき，構造決定の速度を加速していく予定である.

111. NMRによる立体構造解析の実例
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RSGIとして立体構造解析を進めているタンパク質のうち， NMRによる構造決定

が終了し，分子機能が推定された例を紹介する.

高度好熱菌タンパク質258(Tth258)は，機能既知タンパク質と一次配列上の相向性

を持たない機能未知タンパク質である.Tth258ホモログが真正細菌に広く見出され

ていることから，これらのタンパク質は生物学的に重要な役割を果たしていると考

えられた.

T出258をトリプシンで限定分解したところ， N末端 99残基(Tth258A)が安定な構

造を形成していることが明らかになった.そこで，立体構造解析は， Tth258Aに関

して進めることにした.常法により Tth258Aの溶液構造を決定したところ， RNaseH 

フォールドをとることが明らかになった. 2種類の配向溶媒 (pf1ファージ系，およ

び DODPC/DOHPC/CTAB系)で測定した residualdipolar coupling値で主鎖の立体構

造を精密化したのち，その立体構造を他の RNaseHフォールドをとるタンパク質と

比較した.その結果， Tth258Aは特に Hollidayjunction resolvase RuvCとの類似性が

高かった(コア部分の RMSD:1.8 ) .しかも， RuvC上で保存性が高い酸性残基が

T出258A上の類似した位置にも保存されていた.これらより， Tth258は，特に RuvC

と類似した機能を持つ新規ヌクレアーゼであると推定された.

図. Ribbon representation of the solution Stl u¥.:LUre of Tth258A (left) and the 

crystal structure of corresponding region of RuvC( 1-1 03) (right). Side chains 

of highly conserved acidic residues are also represented. 
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Advanced Solid-State NMR Techniques for Characterizing the 

Structure of Complex Organic Materials 

KIaus Schmidt-Rohr 

Department ofChemistry， 10wαState University， Ames， 1A 50011， USA 

High-resolution 13C NMR spectroscopy of solid perfluorinated polymers， such as 

poly(tetrafluoroethylene)， PTFE (Teflon③)， ot the ionomer Nafion@， is desirable for 

investigations of the local structure of these important materials. However， their standard 

!3C MAS spectra， observed under continuous申wave19F-irradiation， are broadened by tens 

of ppm. This is due to the off-resonance shifts of the 19F decoupling field that are 

induced by the large 19F chemical-shift anisotropy. We have achieved a 30-to 200-fold 

narrowing of the 13C lines by 28-kHz magic-angle spinning (MAS) combined with 

rotation-synchronized 19F 180
0 

-pulses. The fast magic-angle spinning averages out 

homo-and heteronuc1ear dipolar couplings of 19F， and the 180
0 

-pulses remove the 

splittings resulting from 19FsC J-couplings. The resulting 13C line width obtained for 

crystalline PTFE is 18 Hz (0.18 ppm). Signals from many sites in the sidegroups of 

Nafion③can be resolved by this method， see Figure 1. 

5-kHz MAS 13C NMR， 
c.w. 19F decoupling 

Nafion⑧ 
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pulsed 19F decoupling 0“CF2 
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0・CF2-CF-O-CF2-CF2-S03
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O-CF-C 
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Figure 1. Line-narrowing ofJ3C NMR spectrum of Nafion by fast MAS and pulsed J9F 

decoupling. Top: Standard CPIMAS， bottom 28-kHz CPIMAS withfurther decoupling of 

J9F by one 1800 pulse per rotation period. 

Further， the peaks in the 13 C N恥1R spectra of N afion③ and of 

poly(chlorotrifluoroethylene)， PCTFE (Kel-F③)， are assigned based on 1宮FsCJ-coupling 

modulation and 19F_I3C HETCOR experiments. The mobility of different sites in Nafion 

has been characterized by the motional narrowing of recoupled anisotropic interactions. 

54-



In the second part of the talk， we will demonstrate uses of the chemical-shift anisotropy 

(CSA) for structural magic司angle-spinningNMR studies. A robust 2D CSA separation 

technique， derived from the method of Tycko et al.， will be presented. Using 360' 

instead of 180
0 

pulses， it is highly insensitive to pulse-length errors and requires only 

moderate lH decoupling fields. The technique， termed separation of undistorted powder-

patterns byeffortless recoupling (SUPER)， makes measurements of quasistatic chemical-

shift anisotropies under MAS routine. In addition to obvious applications such as site-

resolved orientation measurements in drawn polymers， we will highlight the use of 

SUPER for distinguishing functional groups with similar 13C isotropic shifts. For 

instance， COO-/COOH， CON， and COOC-ester groups can be identified in SUPER 

spectra based on the sign or magnitude of their 13COO CSAs (see Figure 2). 

ピ ヲヘγ¥し
Figure 2. Carboxylic-acid， carboxylate，αmide/peptide， and ester 13C CSA powder 

patterns， obtained as cross-sections 斤'omSUPER spectra 01 several model compounds. 
The COOC esters can be identified reliably by their characteristic lineshape with the 0"22-

peak on the right. CONH groups characteristically have 0"33 < 100 ppm (see arrow). 

Similarly， aromatic， olefinic， and anomeric (O-CRR' -0) carbons can be distinguished. 

Sites with different magnitudes of the CSA， such as aromatic and anomeric groups， 

which overlap in the 95 -120 ppm range of isotropic chemical shifts， can also be 

separated by a simple， tunable one-dimensional CSA filter. 

We will also present identification of NH and OH protons in CRAMPS and 

HETCOR spectra based on dephasing by their large lH CSAs. The lH CSA (and the 14N_ 

lH dipolar coupling) is recoupled using suitably phase-inverted multiple-pulse 

homonuclear decoupling without 180' pulses. This filter is particularly valuable for 

distinguishing signals of aromatic-proton from NH-and OH-proton bands. 



第40回NMR討論会(京都，2001)

2 SL2 

New twists for decoupling and recoupling combined with 

fastMAS 

亘且ι単eier，M. Emst， A. Detken， M. Tomaselli， P. Williamson， E. Hardy， G. Zandomeneghi， 

R. Verel， A. Verhoeven， K. Gopalakrishnan 

Physical Chemis句r，ETH之町ich，8093 Zurich， Switzerland. 

e-mail: beme@nmr.phys.chem.ethz.ch 

Recent methodological solid-state NMR developments in our lab訂巴 summarized.Particular 

emphasis wi1l be given to experiments with fast magic-angle spinning at frequencies between 

25 and 50 kHz. 

(i) High-resolution solid-state NMR is rapidly evolving into a tool for determining the structure 

ofbiomolecules in solid phase， thereby opening up avenues for studying systems which are dif-

ficult to access by other methods. In this part of the talk， we focus on assigning the resonances 

of a uniformly isotope-enriched peptide or protein to its primary structure. This represents a first 

step towards the goal of d巴terminingthe complete three-dimensional structure of proteins by 

solid-state NMR. The assignment s仕ategyrelies on polarization-仕組sferexperiments involving 

13C and 15N spins. The prospects for structural studies based on such assignments are dis-

cussed. 

(ii) Adiabatic recoupling methods are described and their advantages and disadvantages com-

pared to the respective sudden methods are discussed. An adiabatic version of the C7 experi-

ment is presented and described in detail. The principles illustrated for C7 can be applied to the 

entire C~ family ofpulse関quences.The adiabatic version ofC7， DREAM心7，can be looked 

at as an chemical-shift四offsetcompensated version ofthe DREAM experiment. In the DREAM 

experiment， different spin pairs will pass through the HORROR recoupling condition at differ-

ent time points during the adiabatic sw巴ep.In the DREAM-C7， in con仕ast，all spin pairs are re-

coupled simultaneous at a single time point during the sweep. This leads to a different spin 

dynamic. Similar principles apply also to the R class of pulse sequences. Application to fast 

MAS is described. 

(ii) Polarization transfer through the scalar J couplings will be discussed. Design principles for 

pulse sequences that promote homonuclear polarization位ansfermediated by the isotropic part 



of the J coupling will be out1ined. Theoretical， numerical and experimental results will be de-

scribed. 

(iii) We investigate the possibility of a low-power approach to heteronuclear spin decoupling in 

solid-state NMR under high-frequency magic-angle sample spinning. Decoupling is achieved 

by applying an rf-field with an amplitude corresponding to a precession仕'equencymuch lower 

白anthe spinning企equency.This leads to a reversal of the averaging processes compared to 

normal high-power continuos-wave decoupling. Such an approach becomes increasingly inter-

esting with increasing MAS spinning frequency. In rigid solids， low-power decoupling becomes 

competitive above about 40ほIzMAS企equency.

(iv) The application ofmagic叩 glespinning to bicellar systems (in solution) will be discussed. 

Bicellar nematic liquid-crystalline phases can be oriented with the director (the normal to the 

bilayer plane) at an arbi回 ryangle e to the applied magnetic field by sample rotation around 
one axis (variable-angle spinning) or around two axes (switched-angle spinning). Bicelles sam-

ples (DMPCIDHPC)， spun atangles OO~ e~900， were studied by2H and 31pNMR. Itwas found 

that the stable orientation ofthe director is perpendicular to the rotation axis when e is smaller 
than the magic angle (OO~ eく54.70)and parallel for 54.70< e~900. 

31 P NMR spectra can be simulated by assuming a Gaussian dis位ibutionof the director around 

the stable orientation: the spread of the Gaussian distribution is a measure of the order of the 

system (distribution ofthe director) and depends on e and on the spinning frequency. 
Switched-angle spinning experiments are suggested in order to obtain a system oriented with 

the director parallel to the magnetic field， as in lanthanide-doped samples. 
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Cross-correlated relaxation for the study 

of biological macromolecules 

Dominique Marion 

Institut de Biologie Structurale Jean-Pierre Ebel-CNRS -CEA -UJF 

41， Rue Jules Horowitz -38027 Grenoble Cedex -France 
e-mail: marion@ibs企

NMR is now a well estab1ished too1 to determine the structure of bio1ogica1 
macromo1ecu1es in solution and thus offers an altemative to X-rays crystallography， at 1east 
for mo1ecu1es of intermediate size. In addition， its provides insight into the dynamics of 
proteins and nuc1eic acids over a wide range of time-sca1es ranging from fast intema1 and 
overall motion (typically ps to ns) up to slow unfo1ding processes (ms to s). This dua1 na旬re
of NMR spectroscopy originates from the fact that most NMR interactions are time-
modu1ated by the mo1ecu1ar motion and thus contain a geometrica1 term a10ng with a 
企equencydependence. This is best illustrated in the case ofthe lH_1H nOe wide1y used by 
distance determination， which is a function of町一6(i.e. the intemuc1ear distance) and of the 
tumb1ing rate of the associated vector in the magnetic fie1d: depending on the frequency of 
this motion， a nOe can be positive or negative. 

Over the recent years， NMR re1axation has been wide1y used to investigate the 
backbone dynamics of proteins in solution ¥ with a specia1 focus on amide 15N. A number of 
reasons have supported this choice， ranging from the 10w cost of 15N 1ab巴1ingof proteins to 
the simp1e two-spin approximation. As a matter of fact， a set of three NMR probes C5N T1， 
15N T

2 
and 15NCH} nOe) are usually measured and interpreted assuming a dominant IH_15N 

dipo1ar interaction and a minor contribution ofthe 15N chemica1 shift aniso仕opy.In a second 
step， the re1axation data are converted into motiona1 information， using the mode1-free 
approach introduced by Lipari and Szabo， which aims at separating the globa1 tumb1ing 合om
the faster intema1 motions. 

The extension of this approach to other re1axation probes (such as side明chain13C in 
proteins or sugar/base 13C in nuc1eic acids) is made difficu1t by the numerous re1axation 
mechanisms invo1ved and by interference between them due to cross-corre1ation. Cross-
corre1ation 2 occurs when severa1 spin interactions (as for instance dipo1e司dipo1einteraction or 
chemica1 shift anisotropy) are modu1ated by the same mo1ecu1ar motion. Consequent1y， the 
re1axation rat巴containsadditiona1 terms， which depend on the re1ative orientation of the two 
interactions and on how they are time-modu1ated. A major consequence of cross-corre1ation 
is that the various re1axation mechanisms no 10nger add up in a simp1e manner and that， in 
some favorab1e instances; a decreas 

Dominiqu巴Marion-40th NMR meeting Kyoto -November 14・16，2001
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In this presentation， the application of cross-correlated relaxation will be discussed for 
two types of biological macromolecules -short fragments of nucleic acids and proteins -and 
for two different pu中oses-as structural information or as a dynamics probe -. While 
TROSY has been initially proposed for protein backbone 15N， any nucleus with a large CSA 
contribution is a suitable candidate to exploit its benefits. The aromatic carbons in nucleic 
acid bases fall into this category as a result of their aromatic nature. An increased sensitivity 
is reported for TROSY only for the base carbons 4 ， but not for the sugar ones which lack this 
large CSA. Furthermore， TROSY makes possible to combine magnetization originating企'om
the slowly relaxing lH with that of the less sensitive but faster relaxIng 13C. Relaxation 
measurements have shown白atthe DD-CSA cross-correlated relaxation varies for the various 
13C types in RNA bases， a result in agreement with published theoretical DFT computation. 
Cross-correlation can also be used as a conformational probe for the sugar pucker in nucleic 
acids 5， as DD-CSA cross-correlated relaxation changes magnitude for the two企equently
encountered conformations: C2， endo and C3， endo. 

In proteins， a number of CH2 groups are located all over the molecule and巴xhibit
dipole-dipole cross-correlation between the two CH pairs. While this effect is inconvenient 
for T1 and T2 relaxation measurements， it provides valuable information on the~ concerted 
motion of the CH2 group. Several studies 6 have been reported in the past for CPH2 groups 
present in proteins. When a protein is randomly deuterated， a企actionof the terminal CH3 
groups found in most aliphatic sid巴-chains(Ala， Val， Thr， Leu， Ile and Met) are replaced by 
CH2D groups. It is thus possible to measure the DD-DD cross-correlated relaxation in the 
transverse plane by observing the intensity variation in the 1 :2: 1 multiplet for the 13C signal. 
A major issue for the design of this experiment is the signal selection仕omthe CH2D 
moieties， without introducing any bias on the quantitative measurement. The methyl group 
dynamics is clearly dominated by the 3-fold rotation around the symmetry axis which occurs 
at a ps time-scale， but this relaxation probe provides also insight on the global motion of the 
side-chain. Contributions from other DD-DD cross-correlated rates in a fully 13C labeled 
protein will also be discussed. 

Acknowledgements: The contribution to this work by Jerome Boisbouvier， Jean-
Pierre Simorre， Bemhard Brutscher (IBS -Grenoble)， Arthur Pardi (Univ. of Colorado)， 
Ranjith Muhandiram， Nikolai Skrynnikov， Oscar Millet and Lewis E. Kay (Univ. ofToronto) 
is acknowl巴dged.
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12366-12371. 
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Soc. 120，11845-11851; 
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Soc. 122， 6779-6780. 
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Understanding Intermolecular MuItiple-Quantum Coherences 
and Their Applications 

Warren S. Warren， Princeton University 
Web site(including links to recent papers): http://www.princeton.edu/-wwarren 

Several years ago， we showed that dipolar couplings between distant spins produce 
additional p巴aksin the indirectly detected dimension in solution two-dimensional NMR 
experiments [1， 2， 3]. Th巴S巴peakscorrespond to int巴rmol巴cularmultiple-quantum coh巴rences
(iMQCs) between widely s巴paratedmolecules (typical separations are 10μm・10mm). In th巴last
few years， these巴妊'ectshave巴volvedfrom a curiosity into a wide range of applications. For 
example， iMQC imaging [4] gives demonstrated contrast巴nhan∞m巴ntin vivo; good brain 
images can be obtain巴din a few minutes， at fields as low as 1.5 Tesla. We have recently 
demonstrated that intermolecular zero-quantum coherences (iZQCs) in particular can b巴us巴dto 
remove >2KHz inhomogeneity and >1 kHz/s drift from th巴25TK巴ck巴l巴ctromagn巴tat the 
National High Magnetic Fie1d Laboratory (NHMFL)， giving the first high resolution， > lGHz 
NMR spectra[5]. Finally， it has now b巴comeclear that the combination of dipolar field e妊ects
and radiation damping can lead to chaotic dynamics， even if the solvent magnetization is initially 
almost completely suppressed， to resurrection of the solvent magnetization[6]， and to 
amplification of signals from dilut巴spinspecies. 1 will discuss all of these applications， the 
theoretical (mean-field or “classical" [1，7，8，9] and coupleιspin or "quantum" [7，10]) 
合ameworks，and the computational methods [11] that allows us to make s巴ns巴ofther巴sults.

1. Q. He， W. Richter， S. Vathyam and W. S. Warren， J. Chem. Phys. 98， 6779 (1993). 
2. W. S. Warren， W. Richt巴r，A. H. Andreotti， and S. Farmer， Science 262， 2005 (1993). 
3. S. Ahn， W. S. Warren， and S. Le巴，よ Magn.Reson. 128， 114 (1997); S. Ahn， S. Lee， and W. S. 
Warren， Mol. Phys. 95， 769 (1998) 
4. W. S. Warren， S. Ahn， M. Mesch巴r，M. Garwood， K. Ugurbil， W. Richter， R. Rizi， J. Hopkins， 
and J. L巴igh，Science 281， 247 (1998). 
5. Y. Y. Lin， S. Ahn， N. Murali， W. Br巴y，C. R. Bowers and W. S. Warren， Phys. Rev. Lett. 85， 
3732 (2000). 

6. Y. Y. Lin， N. Lisitza， S. Ahn and W. S. Warr巴n，Science 290，118-121(2000) 
7.S.Le巴，W. Richter， S. Vathyam， and W.S. Warren，J. Chem. Phys. 105，874(1996). 
8. S巴巴， for example， P. Robyr and R. Bowtell， J. Chem. Phys. 106， 467(1997); P. C. M. van Zijl， 
M. O. Johnson， S. Mori， and R. E. J. Hurd，よ Magn.Reson. A 113 265(1995); I. Ard巴lian，R. 
Kimmich， S. Stapf， and D. E. Demco，よ Magn.Reson. 127， 217(1997); G. J. Bowden， T. 
Heseltine and M. J. Prandolini， Chem. Phys. Lett. 233， 639(1995); M. Augustine and K. Zilm，よ
Magn. Reson. A 123， 145(1996). 
9.1. Je巴ner，A. Vlass巴nbroek，and P. Broekaert，よ Chem.Phys. 103， 1309(1995). 
10. W. Richter， S. Lee， W. S. Warren， and Q. He， Science 267，654(1995). 
11. T. Enss， S. Ahn and W. S. Warren， Chem. Phys. Lett. 305， 101 (1999); S. R. Garrett-Roe and 
W. S. Warren， J. Magn. Reson.146， 1(2000). 
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トランスグルタミナーゼの新規スクリーニング法

(味の素附・中央研究所 o榛葉信久、横山敬¥鈴木栄一郎

NMR-based Screening Method for Transglutaminases; Rapid Analysis of their Substrate Specificities 

and Reaction Rates. 

Nobuhisa Shimba， Kei-ichi Yokoyama， Ei-ichiro Suzuki 

Central Research Laboratories， Ajinomoto Co.， Inc.， 1-1 Suzuki-cho， Kawasaki-ku， Kawasaki-shi 210・8681，

Japan. 

Abstract: The incorporation of inter-or intramolecular covalent crosslinks into food proteins with 

microbial transglutaminase (MTG) improves the physical and textural prope口iesof many food proteins， 

such as tofu， boiled fish paste， and sausage. Other transglutaminases (TGases) are expected to be used in 

the same way， and to extend the scope of industrial applications to materials， drugs， and so on. The 

TGases have great diversity， not only in their amino acid sequences and lengths， but also in their substrate 

specificities and catalytic activities， and therefore it is quite difficult to estimate their reactivity. We now 

demonstrate an NMR-based method using the enzymatic labeling technique (ELT) for the simultaneous 

analysis of the substrate specificities and the reaction rates of TGases. It is quite useful for comparing the 

existing TGases and for screening new TGases or TGases variants. 

Introduction: Transglutaminases are a family of enzymes that catalyze the displacement of the amide 

ammonia at the y-position in glutamine residues by replacing it with another amine， usually an E-amino 

group from a suitable lysine residue. The formation of E-(y-glutamyl)lysine isopeptide bonds results in 

both intra-and intermolecular cross-linking of proteins， leading to polymerization. Guinea pig liver TGase， 

human epidermis keratinocyte TGase， and human blood coagulation factor XIII are caIcium ion-dependent 

enzymes. For instance， the enzymatic and structural properties of Factor XIII have been well 

characterized for the cross-linking of fibrin， which stabilizes clots against redissolution by fibrinogen and 

plasmin， and so on. On the other hand， Streptoverticillium sp. S・8112TGase (MTG: microbial 

transglutaminase) is a calcium ion-independent enzyme， and is the first TGase to be obtained from a source 

other than a mamma1. Incorporations of inter-or intramolecular covalent crosslinks into food proteins 

with MTG， improve the physical and textural properties of many food products， such as tofu， boiled fish 

paste， and sausage. In addition， TGases originating from marine organisms， incIuding fish， crustaceans， 

and echinoderms， for巴xample，red sea bream liver， ca叩 dorsalmuscle， limulus hemocyte， lobster muscIe， 

sea urchin eggs， and Japanese oyster gills and mantles， have been reported. However， they are quite 

Keywords:スクリーニング、酵素標識法、 トランスグルタミナーゼ，溶液NMR

しんばのぶひさ、 よこやま けいいち、 すずき えいいちろう



diverse， not only in their amino acid sequences and lengths， but also in their substrate specificities and 

catalytic activities， although their enzymatic reactions generalize down to an acyl transfer. 

The proposed TGase reaction mechanism is based on the crystal structureof factor XIII. At first， the y-

carboxyamide groups interact with TGases， and subsequ巴ntly，the primary amino groups of a variety of 

amines or the E-amino groups of Iysine residues are involved in the formation of new covalent bonds. On 

the basis of the proposed reaction mechanism， we have already developed an en勾rmaticlabeling technique 

(ELT)， in which 15N nuclei are incorporated into the y-carboxyamide groups of the glutamine residues in 

arbi仕aηproteins. In the present study， we will show a novel method using ELT and the techniques for 

detection with NMR in order to analyze the subs仕atespecificities for glutamine residues and the reaction 

rates of TGases simultaneously. It is quite useful to compare the existing TGases and to screen for new 

TGases or TGase variants. By using this method， we have characterized the en勾maticproperties of 

various TGases， and found a preferable TGase to improve the physical and textural properties of many food 

products， such as tofu， boiled fish paste， and sausage. Moreover， it will extend the scope of TGase 

applications， for example， in the fields offoods， materials， drugs， and so on. 

Results and Discussion: Figure 1 depicts the reaction mechanism for ELT using TGases. The labeled 

ammonium ion reacts with the y-carboxyamide groups of glutamine residues， and exchanges with their 

amide groups. A large excess of 15N labeled ammonium ion increases the incorporation ofthe 15N nucleus. 

The 15N labeled glutamine residues， corresponding to the TGase substrate， are easily and rapidly observed 

in th巴15Nedited spectra using NMR. 

?1 
HN 
。
11 

HC - CH1-CHz- C ・・ 14NH2
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R， 

+ 15NH.t+ 回一歩，
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HC-CH，・-CHZ-C-15NH2
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R， 

+ 14NH/ 

Figure 1. Schematic drawing of ELT by using TGases. The labeled ammonium ion reacts with the y-

carboxyamide groups of glutamine residues， and exchanges with their amide groups. 

Ovalbumin (albumin from chicken egg)， which is a glycoprotein (43 kDa) including 14 glutamine 

residues， was used as the substrate protein. The lH_15N HSQC spectrum of ovalbumin was recorded in the 

presence of 200 mM 15NH4CI， 5mM CaCI2， and 4μM MTG (Figure 2a). In the same way， we measured 

the lH_15N HSQC spectra of ovalbumin in the presence of GTG and FTG， instead of MTG (Figure 2bぷ).

Six pairs of cross-peaks were observed in the presence of MTG， showing that the corresponding y-

carboxyamide groups ofthe glutamine residues in ovalbumin were labeled with 15N. On the other hand， 

only four pairs of cross-peaks， in which the three pairs shown as 1，3， and 4 coη'espond to the glutamine 

residues labeled with MTG， were detected in the presence of GTG and FTG. As a result， among the 

glutamine residues 1 to 6 that were capable of being isotopically labeled using MTG， only glutamine 

residues 1ム叩d4 were labeled. The glutamine residue 7 was newly labeled， in the presence ofGTG and 
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FTG. It could easily and rapidly be proved that when using ovalbumin as a substrate protein， a plurality of 

glutamine residues may serve as substrates for MTG， as compared with GTG and FTG. In other words， 

MTG has a lower substrate specificity for ovalbumin， as compared with GTG and FTG. 

ELT is useful not only for analyses ofthe substrate specificity， but also for the estimation ofthe reaction 

rate， since the lSN labeling ratio is calculated from the signal intensity in the NMR spectrum. In this 

example， the reaction rates were compared with MTG and its variant， Ser-MTG， which lacks the N-terminal 

おparticacid residue. The lHsN HSQC spectra in the presence of MTG and Ser-MTG were measured， 

continuously 20 times， for the estimation of the reaction rate. The sums of the intensities of the signals， 

indicated by 6 in Figure 2a， are plotted in Figure 3. We found that the reaction rate for Ser-MTG is higher 

than that observed for MTG， at least at the site corresponding to the glutamine residue representing the 

signals indicated as 6 in Figure 2a. Thus， the method based on ELT permits the monitoring ofthe reaction 

rate of any glutamine residue present in a subs凶 teprotein. 
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Figure 2. 'H_15N HSQC spectra of ovalbumin labeled with 15N in the presence of (a) MTG; (b) GTG; and (c) FTG 

Observed cross-peaks labeled with MTG are shown with the serial numbers， 1・6. Cross-peaks observed in the presence of 

GTG or FTG are marked with the corresponding serial numbers， and newly observed cross-peaks are shown as 7. 
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Figure 3. The sums of the intensities for the pair of signals indicated by 6 in Figure 2a， and those for the corresponding 

signa1s in ovalbumin reacted with Ser-MTG， were plotted against the reaction time. Signal intensities were fitted for the 

estimation of the relative reaction rates， using a single exponential model function. 

Conclusion: The TGases are a family of enzymes that catalyze an acyl transfer between a y-carboxyamide 

group of a glutamine residue and an amine， usually釦 E-aminogroup of a lysine residue. The TGases are 

quite diverse， not only in their amino acid sequences and lengths， but also in their substrate specificities and 

reaction rates， although their en勾rmaticreactions generalize down to the acyl transfer. The kinds of 

glutamine residues serving as substrates and the reaction rates vary dependingon the type of TGase， and 

this results in the different abilities to crosslink substrate proteins. Given these circumstances， we have 

developed a novel method using ELT for the analysis of the substrate specificities and the reaction rates of 

TGases simultaneously. It is quite useful to compare existing TGases and to screen for new TGases or 

TGase variants. As a practical ma抗er，we have characterized and classified the enzymatic properties of 

various TGases， such as MTG， GTG， and FTG， and have identified a preferable TGase variant， Ser-MTG， 

which is expected to improve the physical and textural properties of many food products， such as tofu， 

boiled fish paste， and sausage， as compared with the native TGase. Moreover， on the basis ofELT， it will 

extend the scope of applications for TGases for industrial use， for example， in the fields of foods， materials， 

drugs， and so on. 
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高圧NMRによるプリオンの安定性及びダイナミクスの研究
(岐阜大学医学部 1，理研人 UCSF3)

0桑田一夫九李華人山田博昭2，James Thomas3，赤坂一之2

Prion Dynamics Characterized by a High -Pressure NMR 

School of Medicine Gifu Universityl， RIKEN2， University of California San Francisco3， 

Kazuo Kuwatal， Li Hua2， Hiroaki Yamada2， Thomas James3， Kazuyuki Akasaka2 

Slow conformational fluctuation of prion is considered to be a crucial step to its 

conversion into PrpSc. By utilizing a high pressure NMR， we detected the volume 

fluctuations of the recombinant prion protein rPrP (90・231)in a residue-specific manneJ: 

We also found the major conformational intermediatePrP*， where helices B and C are 

partially disordered while helix A remains intact. The disordering helix B， which ha$l 

high propensity for (3-strand， is likely to contribute to an intra-molecular extension of 

the (3-strand， and eventually to the oligomerization of the protein.百四 structural

characteristics of the intermediate PrP* revealed here may give clues to an efficient 

drug design to prevent the oligomeriation ofPrpc into the pathogenic form. 

プリオンとは?

プリオンはヒトや動物に特発性，遺伝性，もしくは感染性の神経変性疾患(例えば，牛

では狂牛病，ヒトではクロイツフェルト・ヤコブ病)を引き起こす蛋白質で，約 250個の

アミノ酸からなる。病原性を有するプリオン (PrPSc，スクレイピー型)と病原性のないプ

リオン (PrPC，細胞型)とでは，化学構造は等しいが，立体構造が異なると考えられてい

る。細胞内では， PrPCから PrPScへの変換が観測されているが， in vitroでの PrPCから

PrPScへの変換は，未だに成功しておらず，この反応には，未知の因子 (ProteinX)が介

在する，と考えられている。

分光学的には， PrPCはαヘリックスが多く，わずかのβシートしか含まないが， PrPSc 

はβシートを約 40%含むことが報告されている。ハムスターの PrPScを酵素処理すると，

N端を除いたプリオン蛋白， rPrP(90-23I)が得られ，これも感染性を有することが知られ

ている。 PrPCの立体構造は解明されたが， PrPScの立体構造はいまのところ全く分かって

いない。

プリオン，高圧NMR，中間体， PrPC，PrPsc， PrP女

くわたかずお，り ふぁ，ゃまだひろあき，じえーむす とーます，あかさかかず

ゆき



プリオンの立体構造と構造揺らぎ

マウス，ハムスター，ヒト PrPCの詳細な溶液立体構造が報告されているが，基本的には

3本のαヘリックス (A，B， C)とβシート (81，82)からなり，それらの構造は大変良く

似ている。ところが，ハムスターrPrP(90・231)の立体構造で、は，少なくとも 113-128残基

の構造が1種類でなく，複数存在することが知られている。このような， Prpcにおける構

造の多形性や構造揺らぎを調べることは， Prpcから PrPScへの変換メカニズムの理解を助

けるのみならず，それを阻止する薬物の開発にも役立つと考えられる。

PrPCのピコ秒からナノ秒におけるダイナミクス測定では， 90-140残基 (βシートの一部

を含む)は非常に柔らかく，ヘリックスA(144・154)は，ヘリックス B(172-193)，ヘリ

ックス C(200・227)より相対的に柔らかい。また， βシート領域(128・133，159-164)に

遅い構造揺らぎが存在する。これらの観測結果は，PrPCの溶液構造ともよく符合している。

このような揺らぎの描像は，天然構造周辺の揺らぎを反映してはいるが， Prpcから PrPSc

への変換メカニズムに関係があるかどうかは，未だ分かつていない。

一方，PrPCの構造形成反応は2状態であり，速度論的中間体の存在は確認されていなし1。

また，変性剤 (GdnHCl)存在下や酸性条件下では，プリオンの変性中間体が報告されてい

るものの，その構造的特徴はつかめていない。

高圧NMRで何が分かるか?

蛋白質は溶液中では多様な立体構造聞の平衡状態にあると考えられるが，異なる立体構

造聞に体積差があれば，加圧によりそれらの聞の平衡をずらすことが出来る。例えば天然

状態では相対的に体積の小さい，またポピユレーションの低い“稀な構造"であったとし

も，高圧下ではポビユレーションが増加するため，その観測が可能となる。実際，高圧NMR

を用いることにより， βラクトグロプリンやDHFRにおける“稀な構造"が観測されてお

り，それらが蛋白質機能と深い関係にあることが分かつて来ている。

プリオンの高圧変性中間体

ハムスター・プリオンrPrP(90-231)で、は，化学シフトの圧力依存性から， B-Cループ (B-

ヘリックスと C-ヘリックス聞のループ)に，蝶番(ヒンジ)様の遅い(ミリ秒から秒の)

運動が優勢に存在することが分かった。また，各セグメントの圧力安定性の違いから，少

なくとも 2種類の高圧変性中間体の存在が明らかになった。Aヘリックスは保たれているが，

BとCヘリックスが壊れたものと (PrP*)，逆に BとCヘリックスが保たれているが， A

ヘリックスが壊れたものである。前者の方が安定で，この中間体は天然条件でも， 1'""3% 

存在することが分かった。 BとCヘリックスの聞には8-8結合が存在するが，この8-8結

合を切断することにより，プリオン構造が不安定化され，アミロイドを形成することが知

られている(但し， PrPscでは， 8-8結合は保存されている)。従って， PrP*は， Prpcから

PrPScに至るの構造変換の初期過程に関与している可能性がある。
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Maf群蛋白質MafGのDNA結合ドメインの立体構造解析

(筑波大TARAセl、応用生物化学系2、基礎医学系3)

O楠英樹1，3、本橋ほづみ1，3、勝岡史城3、諸橋昭雄2、

山本雅之1，3、田中俊之1，2

Solution Structure of tbe DNA-binding domain of MafG 

Center for Tsukuba Advanced Research AllianceJ ， Institute of Applied Biochemistη2，and 
Institute ofBasic Medical Science3， UniversiηofTsukuba， Tsukuba，Ibaraki，Japan 
OHideki Kusunoki1，3， Hozumi Motohashi1，3， Fumiki Katsuoka3， Akio Morohashi2， 

Masayuki Yamamoto1，3， and Toshiyuki Tanaka1，2 

Maf family transcription factors are basic region-leucine zipper (bZIP) proteins， 
characterized by the presence of a specific amino acid sequence， Maf ~xtended homology region 
(EHR)， on the N-terminal side ofthe basic region. The EHR is considered to be essential for the 
DNA binding speeific to時lafs，together with the basic region. To understand the unique DNA-
binding mode ofthe Maffamily， we have determined the solution structure ofthe DNA-binding 
domain (residues 1-76) of MafG that contains the EHR and the basic region. This structure 

consists of three α-helices and provides a possible mechanism by which Maf family proteins 

bind to their consensus DNA sequences. 

Maf群蛋白質は、塩基性ロイシンジッパー (bZIP)構造を持つ転写調節因子であり、転

写活性化ドメインを持つ大Maf群霊白質 (c-Maf、MafB、NRL、L-Mat)と、これを持たない

小Maf群蛋白質 (MafG、MafK、MafF)の2つに分類される。 Ma時半蛋白質は、之のファミリ

ーで高く保存された、 Maf皇xtendedbomology r.egion (EHR) と呼ばれるアミノ酸配列を塩

基性領域の前に持ち、 MAREというDNA配列 (TGCTGAC(GnCAGCA) を特異的に認識し

て結合する。この MARE配列には、 c-Fos、c-Jun、GCN4といった AP-1bZIP蛋白質が認

識する AP-1サイト(下線部)が中央に、その両外側に Maf群蛋白質のみが認識する 3つの

塩基配列 (flankingregion)がある。それ故、 Maf群蛋白質は、 AP-1bZIP蛋白質と同様な機

構でAP-1サイトに結合し、更にEHRがflankingregionに結合することにより、 MARE配列

と相互作用していると考えられている。そこで、 EHRがどのような構造を形成しているか、

またどのようにMARE配列を認識するかを明らかにするため、 EHRと塩基性領域から成る

MafGのDNA結合ドメイン(残基1-76)のNMR構造を決定した。

[方法] 安定同位体標識したMafG(1-76)の各種異種核多次元NMRスペクトルを、 Varian

UNITY INOVA 500文はBrukerAVANCE DRX 800分光計を用いて測定し、常法に従って主鎖

Maf、DNA結合ドメイン、多次元NMR、三次元構造

くすのき ひでき、もとはし ほづみ、かつおかふみき、もろはし あきお、

やまもと まさゆき、たなか としゆき
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友び側鎖のシグナルを帰属した。そして、二次元友び三次元NOESYスベクトルから得た817

個の距離情報と、三次元HNHAスベクトルより得た26個のニ面角情報を用いて、九PLOR

ver.3.851で構造計算を行った。また、 15Nで標識した MafG(1-76)溶液に、 MARE配列を有

する DNA(15 bp)溶液を 0.13等量ずつ添加し、各濃度比で 2D 1H-15N HSQCスペクトル

を測定することによって、 MafG(1-76)のアミドプロトンとアミド窒素の化学シフト変化を調

べた。

[結果及び考察 MafG(1・76)は、 3つのαヘリックス (H1，26-31; H2， 34-41; H3， 46-61) 

から成る構造を取っている(下図)。この構造において、 Maf群蛋白質だけに存在するEHR

はヘリックスH1からH3の前半までを、塩基性領域はヘリックスH3の後半を形成している。

一方、 N末端側23残基と塩基性領域のC末端側12残基は非常に運動性が高く、決まった構造

を取っていない。また、蛋白質表面には、塩基性アミノ酸から成るパッチが「存在している。

MARE配列を有する DNAを用いたタイトレーション実験では、主にヘリックスH2から

C末端側で大きな化学シフト変化が、更に塩基性領域ではシグナルの消失も観測された。こ

の結果から、 EHRと塩基性領域の両方がMAREとの結合に関与していることが示唆された。

特に、塩基'1全パッチを包含する蛋白質表面を形成しているアミノ酸残基で、大きな化学シフ

ト変化が見られた。塩基性パッチを構成するアミノ酸のほとんどがMaf群蛋白質で保存され

ていることからも、この塩基性パッチを含む蛋白質表面がDNAと直接相互作用していると考

えられる。

Maf群蛋白質は、 3つのαヘリックスから成る構造 (EHRfold)を塩基性領域の前に持つ

ことにより、他の bZIP蛋白質よりも大きなDNAとの相互作用面を獲得し、より長い MARE

配列を認識出来ると考えられる。

A ribbon diagram of the energy-minimized 

average structure of Ma郎 (1・76)
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カイコ麻嘩ペプチドBmPPのNMR法による立体構造解析
(生研機構 I、富山医薬大薬 2、農業生物資源研ヘ北大低温研 4)

O 三浦和紀 1，2、神村学 3、相沢智康 1，2、木内信 3、早川洋ーヘ

水口峰之 2、河野敬一 2

Solution structure of paralytic peptide of the silkworm， Bombyx mori 
Kazunori Miural， 2， Manabu Kamimura3， Tomoyasu Aizawal， 2， Makoto Kiuche， Youichi Hayakawa4， Mineyuki 

Mizuguche and Keiichi Kawan02 

(J Bio-oriented Technology Research Advancement Institution， 2 F aculty 01 Pharmaceutical Sciences， Toyama 

Medical and Pharmaceutical University， 3Nationallnstitute 01 Agrobiological Sciences， 4Institute 01 Low 
Temperature Science， Hokkaido University) 

Paralytic peptide of silkworm， Bombyx mori， (BmPP， 23 residues) is a small cytokine peptide isolated合om

silkworm. BmPP has 74% homology in the primary structure to Growth-blocking peptide (GBP， 25 residues) 

which is one ofthe multi-functional insect cytokine ENF-family peptides. The growth-blocking activity， which 

is one of the major activities of ENF-family， of BmPP is weaker than that of GBP although the primary 

structural homology is high between BmPP and GBP. To analyze the structural prope此iesof BmPP and GBP， 

we determined the structures of BmPP and GBP using two・dimensionalnuclear magnetic resonance 

spectroscopy and CNS-ARIA structural calculation system. Although the overall structure of BmPP is similar 

to that of GBP， several structural differences are found. We will discuss the detailed structural properties of 

BmPP and GBP， which may be related to the difference ofthe activities between BmPP and GBP. 

(序論) カイコ麻療ペプチド (Bombyxmori paralytic peptide， BmPP)は、カイコ血リンパから単離さ

れたアミノ酸23残基からなるサイトカインである。 BmPPは、アワヨトウのGrowth-blockingpeptide 

(GBP、25残基)と 74%の高い相向性を有している。他にも柑向性の高いペプチドが単離されてお

り、これらのペプチドはN末端の保存性の高いアミノ酸配列をとって fENFJファミリーペプチドと

呼ばれている。 ENFファミリーは、 25残基前後の短いペプチドでありながら、細胞や個体に対する

様々な活性を発現し、その特性も様々である。それらの活性のうち、カイコ個体に対する成長阻害活

性では、 GBPとBmPPで成長限害特性に大きな違いがあることが明らかになっている。本研究では活

性発現パターンの異なる BmPPとGBPの立体構造を NMR法により決定し、両者にどのような特徴の

違いがあるのかを詳細に検討した。

(実験方法)BmPPのNMRサンプルは以下の条件で、調製した・ [BmPP]=4mM， pH 4.5、溶媒90%H20 

/10% 020 (軽水サンプル)あるいは 100%020 (重水サンフソレ)0NMR実験は BrukerOMX-500分光

計を用い、測定温度30
0

C及び40
0

Cで行った。NMR実験は、OQF-COSY、TOCSY(混合時間 70msec)、

NOESY (混合時間 100msec)を、軽水中および重水中でそれぞ、れ行った。また、比較のため GBPも

BmPPと同様の条件で NMRザンフ。ルを調製し、同様の NMR実験を行った。 NMRデータの解析は

NMRPipeおよびPIPPプログニァム群を用いてLinuxワークステーション上で、行った。

キーワード:麻庫ペプチド、 ParalyticPeptide、BmPP、Growthslocking Peptide、GBP

みうらかずのり、かみむら立なぶ、あいざわともやす、きうち支こと、はやかわょうし、ち、みず
ぐちt/非ねゆき、かわのけし礼、九
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BmPPのNMR信号の帰属は、連鎖帰属法を用いて行った。 GBPのNMR信号の帰属は、すでに行

われている構造解析の結果を参考に行った。水素結合の存在を示すアミドプロトンの温度係数の解析

は、測定温度による (20
0

C、25
0

C、30
0

C)DQF-COSYスベクトルの信号の変化を用いて行った。

BmPPおよびGBPの立体構造計算は、 NMR実験で得られる距離情報である NOE、主鎖中角度情報

である J結合定数、水素結合情報であるアミド、フ。ロトンの温度係数のデータを用い、構造計算プログ

ラム CNSおよび構造情報精密化支援プログラム AR1Aを用いて行った。 AR1Aを用いることにより、

信号の重なり等で判別が困難であった不確定な距離情報を、構造計算の繰り返し中に最も妥当な距離

制限として客観的に分離することができ、より精密で正確な構造を決定することができる。本研究の

対象は25残基前後のペプチド中のわずかな構造の違いを議論するため、この構造計算方法を用いた。

立体構造の表示および評価には、 MOLMOLプログラムを用いた。

(結果・考察)BmPPの NMR信号の帰属は、全23残基の主鎖信号のうち、 N末端アミドプロト

ン以外のすべての信号の帰属を完了した。側鎖の信号も 90%以上の帰属を完了した。構造計算に用

いた情報は次のとおりである:軽水中および重水中 NOESY(混合時間 100msec)のクロスピークデ

ータそれぞれ 152個、 169個、水素結合7個所、 φ角度 17個。最終精密化段階で用いられた距

離情報はつぎのとおりである:Unambiguous NOE 3 0 6個、 AmbiguousNOE 3 2個。 100個計算し

たもののうちポテンシャルエネルギーの低い 20個の収束した立体構造を得た (Figurela)。構造計

算の収束の度合いを示す主鎖原子の RMSD値はコア領域 (Cys7開Thr22)について 0.34土0.12Aであっ

た。

GBPのNMR信号の帰属は、全25残基の主鎖信号のうち、 N末端アミドプロトン以外のすべての

信号の帰属を完了した。倶，IJ鎖の信号も 90%以上の帰属を完了した。構造計算に用いた情報は次のと

おりである:軽水中および重水中 NOESY(混合時間 100msec)のクロスピークデータそれぞれ 13 

5個、 16 2個、水素結合5個所、 φ角度13個。最終精密化段階で用いられた距離情報はつぎのと

おりである:Unambiguous NOE 2 8 4個、 AmbiguousNOE 7 2個。 20個の収束した立体構造を得た

(Figure Ib)。構造計算の収束の度合いを示す主鎖原子の RMSD値はコア領域 (Cys7・Thr22)につい

て0.29土0.08Aて、あった。

BmPPおよびGBPの立体構造を比較すると、分子の中央に2つのストランド(残基番号 11・13，19・21)

からなる8シートが存在しており、両者の骨格構造は非常に良く似た構造で、あった。この8シートの

両端に存在するターン領域ではいくつか異なる構造要素が見つかっている。現在さらに立体構造の精

密化を進め、分子のどの領域が活性特性と関連付けられるか検討を行っている。

本研究は、生研機構基礎研究推進事業によるものである。

a BmPP b GBP¥、
何お~!~~、l
、九台、}"i 

r~ ζ Y"'1 
〆 J合、

、必定

Figure 1. Best-fitted backbone representations of 20 of 

100 CNS-AR1A structures of(a) BmPP and (b) GBP. 
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ヒト遺伝子修復酵素h町百lの構造決定とその加水分解の研究

(横浜市立大学総合理学研究科 l、奈良先端大バイオサイエンス研究科 2、九州大学生

医研 3、北海道大学薬学研究科 4) 0三鳥正規 l、伊藤紀幸 2、酒井康成 3、紙谷浩

之 4、中別府雄作 3、白川昌宏 l

Structural studies and analyses of the hydrolysis reaction of hMTH 1 

OMasaki Mishimat， Noriyuki Itoh ~， Yasunari Sakai "， Hiroyuki Kamiya~ ， Yusaku Nakabeppu "， and 

Masahiro Shirakawat tGraduate School of Integrated Science of Yokohama City University， ~ 

Graduate School of 8iological Sciences， Nara Institute of Science and T echnology， 11 Department of 

8iochemistrv， Medical Institute of 8ioregulation， Kyushu University ~ Graduate School of 

Pharmaceutical Sciences， Hokkaido University. 

hMTHl is thought to hydrolyze both 8-oxo-dGTP and 2-0H-dATP， thus preventing these 

oxidized forms of DNA precursors from incorporating into genome DNA through DNA synthesis. The 

solution structure of the hMTHl has determined by multidimensional triple resonance NMR spectroscopy. 

The structure caIculations were carried out based on distance restraints derived from NOEs and dihedral 

angle constraints. In addition， 46 hydrogen bond obtained from direct observation through 3h JNC' couplings. 

hM加 1is composed of seven βstrands sandwiched by two α-helices. To伽的thesi旬 ofwater閥抗，

31p chemical shift was observed for the products of the hydrolysis of 8-oxo-dGTP under the presence of 

18~ ・・ ・ 180-enriched water. Because the attacking water is enriched with '"0， one of the two products after 
18 ・ 18r'¥.. _ _..J 16 hydrolysis is labeled with '"0. The enrichment of '"0 and ，uO can be monitored by ‘ P chemical shift 

owing to their isotope effects. 

【序論】

酸素呼吸などによって生じた活性酸素はグアニン塩基に損傷を与え、 GC-AT置換を引き起こす変

異原 8・oxo・dGTPが生成される。また酸化損傷によるより強力な変異原として、近年 2-0H.d.ATPが

報告されている。ヒト MTH1 (hMTH 1)は 8.oxo-dGTPや2-0H.dATPを特異的に加水分解し、三リン

酸体からーリン酸体にすることにより、これら酸化損傷ヌクレオチドの二本鎖DNA中への取り込みを

防ぐ酵素 (156アミノ酸)である。最近パーキンソン病や肺癌といった疾患との関連が考えられ、そ

の機能の重要性が示唆されている。我々はその分子認識や加水分解活性をより詳細に調べるため多次

元NMRを用いて hMTHlの立体構造を決定した。さらに 180付加による 31pシグナルの同位体シフ

トを利用して、加水分解反応中に水が求核攻撃するリン酸基を同定した。

修復酵素、酸化損傷、 180、加水分解、水素結合の直接測定

みしままさき いとうのりゆき さかいやすなり かみやひろゆき なかべっぷゅうさく しらかわ
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【立体構造1

NOEから 2043個の距離情報、 3.ANHaおよび Talosから 99個の中角と 78倒のv角、さらに

TROSY-HNCOからぬゐcによる 46個の水素結合情報を収集し、 CNS(ver.1.0)を用いて構造計算をお

こなった。その結果、ヒト MTHlはA-Gの7本のs-ストランドと 1-11の二本のαヘリックスからな

る球状の蛋白質で、大腸菌のホモログである MutTのC端にさらにストランド F、Gを付加したトポ

ロジーを持っていた(Fig.1、2)。

【基質認識】

Fig. 1 Stereo view 
Superpositons ofthe backbone of30 NMR 
derived structures ofhMTHI(4-153) with 
lowest energy and no violations. They are 
aligned well with backbone atoms and 
nonhydrogen atoms 0.44 A and 0.99 A 
respectively relative to averaged structure 

Fig. 2 Ribbon model ofhMTHl 
The core of the protein is consisted 
of a mixed s-自heet，in which five 
long strands (sA，D， C，F，G) are 
sandwiched between two α-helices. 
The other short anti・parallels-
sheet (sB and sE) is connected by 

three long loops (Ll， L3 and L4) 
and turn. The con自ervedsequence， 
Nudix motif(G37-L59)， is located 
on loopl and α1 region. 

現在までに MutTとAMPCPPとの複合体構造が報告されているものの、 AMPCPPが通常のアデ

ニン塩基を持つため酸化損傷の認識は明らかになっていなかった。そこで hMTHlと酸化損傷ヌクレ

オチドの相互作用を調べるため、8-oxo-dGTPと2-0H-dADPをそれぞれ加えたときのアミド水素シグ

ナルの化学シフト変化と広幅化を立体構造にマッピングした。ループLlヘリックス I、ストランドA、

ストランドD、ストランドC、ループL4、ヘリックス IIで構成される溝が大きな変化を示し、基質結

合部位と推定された。この部位は AMPCPPが MutTに結合する部位とほぼ同じであった。溝の内側

は主に疎水的な環境で、 MutT-AMPCPP中でアデニン塩基と相互作用する部位に立体構造上対応する

付近には Lys-23，Phe-27， Asn-33 Trp-117 Asp-119の側鎖が露出していた。現在のところ少なくとも

Asp119、Trp117が酸化損傷認識に関与する残基と考えられ、アミノ酸置換の実験からも裏付けられ

ている O また MutT-AMPCPP複合体中で糖に相互作用している Leu4，Phe27，I!e80に立体構造上対応

する残基はArg5、Tyr7、Met81であった(Fig.3)。
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[Nudixモチーフ1

Fig. 3 Putative nucleotide binding site 

Fig. 4 The hydrogen bond btween Q40 
andE43 
A conserved residue，Glu43， whose 
carboxyl group make hydrogen bond 
with amide group ofGln40. The 
hydrogen bond is depicted as dotted red 
line. 

ヒト MTHlは活性部位に 23残基からなる保存された配列 (GX5EX7REUXEEXGU:Uは疎水残

基)を持つ。この配列は hMTHl、MutT、ADPRase、ApnAhydrolaseなどに見つかっており Nudix

モチーフとよばれている O 保存されたGlu52、Glu56、Glu55はマグネシウムに配位すると考えられ

ているが、保存されたGlu43の役割は今まで明らかになっていなかった。我々はスピン結合 3hJNcを

利用し、Glu43のカルボキシル基とGlu40の主鎖アミドの聞の水素結合を直接同定した(Fig.4)。

Glu40闘Glu43で構成される 4残基の部分は i+2番目の残基であるGly32の二面角が正の値をとり、タ

イプ IIsターンを形成していた。コンセンサスではないもののGly32も比較的よく保存されており、

この様なタイプ IIsターン構造は Nudixモチーフを有する酵素で共通に使われていると考えられる O

またNudixモチーフはGlu43'Glu40の水素結合と保存された疎水残基を介して蛋白質中央部分に固定

されていた(Fig.4)。

【加水分解メカニズム】

hMTHlによる酸化ヌクレオチドの加水分解反応において、水が求核攻撃部位するリン酸基とし

てαリン酸もしくは戸リン酸が考えられる(Fig.5)。そこで 180ラベルされた水 (H2180)を含む反応液中

で8'oxo・dGTPの加水分解反応を行い水の攻撃部位を同定した(Weber，J.D. et al 1992)。反応生成物の31p

NMRを測定したところ H2180を含まない反応液で、は 8・oxo・dGMPとピロリン酸が検出され、 H2180

を48%含む反応溶液の産物ではピロリン酸のリンのシグナルに水由来の 180による同位体シフトと思

われる約 0.012ppm高磁場シフトしたシグナルが観測された(Fig.6)。さらに H2180含有率が24%の
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反応液では高磁場シフトしたシグナルの高さが約半分になったことから、この高磁場シフトしシグナ

ルが 180による同位体シフトによるものと考えられた。よって水由来の酸素がピロリン酸に付加した

ことから、加水分解反応ではs1)ン酸のリンに水が求核攻撃すると結論した(Fig.6)。

Pリン酸基のリンは 3つのリンの中でもっとも高磁場の化学シフトを示すことからもわかる様に、

他のリン酸碁に比べて electronrichな環境下にあり、求核攻撃するのに最も不利な核である。このよ

うな不利な反応を敢えて行う点に興味が持たれる。

(1) AHack at 1"乱 。0-0- ~ 0- 0-
I rw I ...!1Â_ 

8-ox吋叩G-otJ汀早拡wt戸o-tむvJ戸。十D → 8ω-叫叩阻脚。o-d峠 o吋-雪γ3E叩u-+叶o--~-
o1 d' 0 0 00  

~ +2H争、-H
2
180

(2) AHack .1 1"， 0 刊.0- 0- '!. 0- 0-
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制xo-dG・O~p ーロー.p ~O-I"-o ー..B削除dG-O・p骨 +情。ー哲也-P.-O
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Fig.5 Two postula飴dwater attacking 
mechanisms in 8-oxo-dGTP hydrolysis 
by hMTHl 

Water attackposition can be 
determined by 180 labeling 
experiments. (1)The water attack at 
Pα. This reaction yield 180 labeled 

8-oxo・dGMPand non吐abeled
pyrophosphate. {2Yrhe water attack 
at Ps. This reaction yield non-

labeled 8・oxo・dGMPand 180 labeled 
pyrophosphate. 

(a) Non骨 action

(b)100弘H20

【8-口XローdGMP】

ご云ぷ

s 【Pyrophosphate】 (c)5.2% H20 /48% H21SO 

山一J三三下 Isotope幽ト白血2即m
&;ぷニヱ-----τ

、w、，/，"_>V.も .....'...T.. v 崎町F'=-"F'>'市ゆ屯.Vfy<...."，... ， -.".γ~-.'." 守."..~内 吋小河川町.l.-~.'-，.
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Fig. 6 lD 31p spectra of products from enzymatic reaction under various conditions. 

I参考文献]Weber， J.D. et al J. Biol. Chem.(l992) 267 16939-16942 
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NMRを用いた膜傷害性ペプチド・ sapecinの機能発現機構の解明

(東大・院薬系 1、 ミ菱化学生命研z、理研・名取特別研究室ヘ産総研・ JBIRC4)

竹内恒¥高橋栄夫 4、須貝真理子 2、河野俊之 2、関水和久¥名取俊ゾ、

0嶋田 ・夫'，4

NMR Studies of Membrane Penneation Mechanism of Sapecin 

1 The University of Tokyo， 2Mitubishi Kagaku Institute of Life Sciences，l The InstItute of Physical and 

Chemical Research (RIKEN)， and 4Japan Biological Infonnatics Research Center (JBIRC)， AIST 

Koh Takeuchi'， Hideo Takahashi'， Mariko Sugai2， Toshiyuki Kohn02， Kazuhisa Sekimizu'， Shunji Natori3， 

and OIchio Shimada，，4 

Sapecin is a member of insect defencin， which possesses specific binding to the membrane component 01 

Gram-positive bacteria， cardioIipin (CL)， The binding results in changing the penneabiIity of the 

membrane and the death of the bacteria， In this paper， we study the membrane penneation mechanism 01 

sapecin by using NMR along with site-specific amino acid substitution， 

The dependency of the membrane penneation on sapecin concentration suggests that the penneatioI1 

couples with multimerization of sapecin， Decreases ofthe H-D exchange rate for backbone amide protom 

caused by liposome binding are mainly observed for residues on one surface of sapecin (surface A)， but ， 
few for the opposite surface (surface B)， Amino acid substitutions on surfaces A and B decrease tht 

membrane binding and membrane penneation activity， respectively， From these results， we propose tht 

membrane penneation mechanism of sapecin as follows， At the first step， sapecin binds on the membram 

using surface A， And then sapecin multimerizes with each other using surface B， inducing the membram 

permeatlOn 

[1予]

Insect defencinは昆虫の感染防御機構におけるE主要な位置を山める膜傷害性ペプチド群であるc

sapecinは40アミノ酸残基からなる insectdefencinで、グラム陽↑'tr有細胞膜中に多く合まれる敵

性脂質:caldioripin (CL)を介して細胞膜傷害活性を発揮することが9:11られている O 本研究では、

NMRi去を用いて sapecin-脂質:重膜複合体における相li，11:IU界[fJi残基の特定を行い、 sapecinσ:

CLIl莫障害機構を分子論的に明らかにすることを I]的とした。

[Ji法と結果l

1. sapec仰の鹿摩害訴控の淑定

sapecin ifi加に伴うグルコース封入リボソームからのグルコース漏出没を指標として sapecinの

Insect dcfencin、細胞膜|笥存機構、Il英ー脱蛍I'lit十111工作llJ

たけうちこう、たかはしひでお、すがいまりこ、こうのとしゆき、せきみずかずひさ、なとりし

ゅんじ、しまだいちお
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膜障害活性を測定した。膜障害の sapecin濃度依存性を検討した結果、グルコースの漏出量は

sapecin 濃度に対しシグモイド関数的に変化し、 sapecinが互いに会合して膜障害活性を発揮するこ

とが示唆された。

2. まEプ7.;(ぞシ β'PR)iil-JIJいたsapecin-CL /IJぎ却の'li1ftlfl/!f
sapecinのCL膜に対する結合を SPR法により速度論的に解析した。sapecin・CL膜間結合の塩濃

度依存性を検討した結果、NaCL濃度を 100mMから 300mMに上昇させると結合速度定数が20倍

遅くなるのに対し、解離速度定数は 2.4倍の速くなるに留まった。以上の結果は sapecin-CL膜間

結合のkonがsapecmの塩基性残基と CLのリン酸基問の静電相互作用により決定されていること、

一方 koffはsapecmの疎水性残基と CLの脂肪族鎖問に疎水相互作用の影響を強く受けていること

を示している。

3. 求棄一重放葉三官鼻血:'D三官'M)~，舎に~.õsapec的の'111.昆I!i!llグポソ-A宥互炉原局碁の月定

NMR法を用いて、 CL膜結合時、非結合時における主鎖アミドプロトンの H-D交換速度を比較

し、 CL膜結合に伴う相互作用により溶媒から遮蔽された残基を同定した。 H-D交換実験は 15N均

一標識した sapecinを用い、 D20中において CLリボソームと複合体を形成した膜結合状態と、

CLリボソームを加えない非結合状態で行った。交換時間τの後、交換を凍結乾燥により停止し、

氷冷した MeOHに再溶解することで交換を停止した状態でリポソームを破壊した。 H-D交換速度

はMeOH中において sapecin主鎖 HN-15N聞の化学シフト相関ピークを選択的に観測するこ

とにより決定した。その結果、 CL膜結合時において非結合時より交換速度が 10倍以上低下した

8残基はすべて sapecin構造上の一つの面(表面的の集中した。しかしその反対面(表面B)にも膜結

合状態において交換速度が6倍以上低下した残基 14残基の内、 3残基が存在した。表面Aには塩

基性残基4残基のうち 3残基 (R26，K33， R39)が存在し、 40%以上溶媒に露出した疎水性残基 (L5，

111， L21， Y29)が存在する。一方、表面Bには酸性残基D4が存在する。先の SPR法による結合実

験の結果を考え合わせると、塩基性残基が多い表面Aと負電化に富んだ CL膜面が相互作用する

と考えた。

4. sapecin変男候l-JIJいたCL度高岩手、 flJ615.控の劇定
sapecinのリボソーム結合面と考えられる表面Aに対し部位特異的変異実験を行い、膜結合活性

の変化を SPR法により解析した。 その結果、表面Aへの変異 (L5A、111A、H13A、L21A、R26A、

Y29W、V35A、R39A)は全て膜結合活性の低下させた。さらに表面Bの膜傷害活性に対する寄与

を明らかにするため、表面B上の荷電残基D4、R23に対し変異を導入し膜結合活性および膜傷害

活性を測定した。その結果D4A、R23Aにおいては膜結合活性の変化以上に膜傷害活性が低下

することが明らかとなった。

[結論I
H-D交換実験および部位特異的変異実験の結果より、 sapecmは、表面 AでCL膜結合し、膜

中においては表面Bで多量体形成して膜傷害活性を発揮していると考えた。
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リボソーム再生因子 (RRF)のダイナミクス

(阪大院薬)0吉田卓也、岡伸一郎、内山進、中野博明、
大久保忠恭、小林祐次

Dynamics of Ribosome Retycling Factor 

Takuya Yoshida， Shinichiro Oka， Susumu Uchiyama， Hiroaki Nakano， 

Tadayasu Ohkubo但ldYuji Kobayashi 

Graduate School of r古armaceuticalSciences， Osaka University 

We have characterized the backbone dynamics of ribosome recyc1i時 factors(RRFs) 

from Escherichia coli and Thermotoga maritima by NMR 15N relaxation studies. Since 

RRF is not a spherical molecule， we analyzed the observed15N T l' T2 and steady-state 

NOE using an anisotropic extension of the Lipari-Szabo spectral density function. At 

30 oC， the mean value of order parameter (S，2) for domain 1 of E. coli RRF was similar 

to that of RRF from T. maritima， which is a hyperthermophilic bacterium. In contrast to 

domain 1， the mean S，2 value for domain 11 ofE. co/i RRF was substantially lower than 

that of T. maritima RRF. The difference in the ~2 values indicates that domain 11 ofE. 

coli RRF has higher mobility than that ofT. maritima. 

リボソーム再生因子(RRF)は、原核生物において翻訳終結後のリボソーム複合

体を解離させるために不可欠な分子量 22kDaのタンパク質因子である。合成し

たタンパク質を遊離したリボソームはリボソーム・ mRNA・tRNAの複合体と

なっており、この複合体を解体し再利用する過程は、効率のよいタンパク質生

合成のために重要であると考えられる。 RRFはその活性発現に EF-Gおよび

GTPを必要とすることは知られているが、詳細な作用機構については不明な点

が多い。我々は RRFのリボソーム再生機構について知見を得るため、 NMRを

用いた解析を続けており、昨年の本討論会では超好熱菌由来RRFの溶液中での

立体構造を報告した(1)0RRF分子は特徴的なL字型をしており、 Lの縦線に相

当するドメインIは3本のαヘリックスからなる逆並行ヘリックスパンドル構造

からなっている。またLの横線に相当するドメイン IIは1本のαヘリックス並

多核多次元NMR、立体構造、運動性、リボソーム再生因子

よしだたくや、おかしんいちろう、うちゃますすむ、なかのひろあき、

おおくぼただやす、こばやしゅうじ
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びにそれぞれ2および4ストランドからなる 2つの逆並行βシートによって形

成されている。分子全体の形・大きさは tRNAと非常によく似ており、これは
RRFがtRNAと同様なかたちでリボソームと相互作用する可能性を示している。
最近、 RRFの機能発現に、 2つのドメインを結ぶヒンジ領域のフレキシビリテ
ィーが重要であることが示唆されている。超好熱菌である T.maritima由来

RRFは、大腸菌のリボソームと結合する一方で、リサイクル活性を示さない。
また、好熱菌である T.thermophiJus由来RRFの野生型は大腸菌内で活性を示
さないが、ヒンジ部分に変異を導入することで、活性を獲得することが報告さ

れている。これらの知見は、 RRFのリサイクル活性に、ヒンジ部分の適度なフ
レキシビリティーが必要であることを示唆している。そこで今回我々は、 E.coJi、

T. maritima及びそれらの変異体について、 NMR緩和時間測定によって分子内
運動を解析することを試みた。

15N標識したRRF分子について、 300Cにおける15N核の縦緩和時間 T]、横
緩和時間 T2及びlHとのNOEを測定した。 RRF分子はその形状から、回転拡
散の異方性が大きく分子全体を単一の相関時間で表すことができない。そこで、

既に決定されている結晶構造を用い、まず回転拡散テンソルを求めた。その際

ドメインごとに回転拡散テンソルの主軸を決定し、それを一致させることによ

って、溶液内における RRF分子のドメイン配置を得た。次に、 Model-Freeパ
ラメータを決定することによって分子内運動を見積もることを試みたが、通常

のLipari-Szabo型スペクトル密度関数では、得られた実験値をよく再現できな

かった。そこで、 ドメインの相対配置の揺らぎを表現するため、分子全体の遅

い回転拡散及び、局所的な速い運動に加えて、その中程度のタイムスケールを表

す項を用いて解析を行ったところ、観測値をより良く再現できることがわかっ

た。またこのドメイン運動に相当すると考えられるタイムスケールのオーダー

パラメーターを E.coliとT.maritimaで比較したところ、ドメイン 11について、

E. coJiの値は T.maritimaの値より有意に小さく、従ってドメインの相対配置

の揺らぎは好熱菌由来RRFでは常温菌由来RRFより小さいことが示唆された。
このことは、 RRFのリサイクル活性に、ヒンジ部分の適度なフレキシビリティ
ーが必要であるという仮説を支持するものである。現在RRFのリサイクル活性
とドメイン運動との相関を明らかにするため、ヒンジ部分のフレキシビリティ

ーを変化させるような変異体を作成L、NMRによる解析を進めている。

(1) Yoshida， T. et al. Biochemistry; 40， 2387・2396
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RNA結合蛋白質におけるダイナミクスと結合能の相関
(横浜国大院・環境情報)宮の入洋平、渡辺道直、榎園能章、

宮下博之、池田哲郎、上杉晴一、 0片平正人

Correlation between dynamics and affinity of RNA-binding proteins 

(Grad. Sch. of Env.& Info. Sci.， Yokohama NatI. Univ.) Youhei Miyanoiri， Michinao Watanabe， 

Yoshiaki Enokizono， Hiroyuki Miyashita， Tetsuro Ikeda， Seiichi Uesugi & Masato Katahira 
Changes in the b喰.ckbonedynamics of the second RNA-binding domain (RBD2) of hnRNP 0 

(AUF 1) upon complex fonnation with the target nucleic acid were examined by means of model free 

analysis of relaxation data. In free RBD2， the s4・tos4 region exhibits slow conformational exchange 

on the milli-to microsecond time scale. The exchange is quenched upon complex formation. The 

flexibility of fi陀eRBD2 may be utilized in the recognition process by allowing different 

conformational states to be accessed and facilitating induced fit. The structure of DNA contajning four 

tandem repeats of a GGA triplet sequence has been det怠rmined.lt folds into an intramolecular 

quadruple主 composedof a G:G:G:G tetrad and a G(:A):G(:A):G(:A):G heptad. Two quadruplexes 

form a dimer stabilized through a stacking interaction between the heptads ofthe two quadruplexes. 

[序] hnRNP D(AUFl)タンパク質は、 1本鎖の RNA及び DNAに配列特異的に結合し、

mRNAのスプライシングやデグラデーション、さらにはテロメア DNAの維持への関与等が、

実証もしくは示唆されている。一方 Musashiタンパク質は、標的 mRNAの3

結合して、この遺伝子の発現を抑制することで、神経細胞の非対称分裂を制御している。両

タンパク質は、 RRM型の核酸結合ドメインを 2個有している (RBD1、RBD2)。我々は両

タンパク質の合計4個の RBDに関して、立体構造の決定、核酸との相互作用の解析を行い、

標的核酸認識の仕組みに迫ってきた (1・3)。今回は緩和データーのモデ、ルフリー解析により、

両タンパク質の核酸結合ドメインのダイナミクスを明らかにし、ダイナミクスが標的核酸の

認識において果たす役割を考察した(3及び投稿準備中)。また GGA トリプレットリピート

DNAが、特異な高次構造を形成する事を最近明らかにしたので(4)、これについても報告す

る。

[結果と考察]

阜h出血.Q hnRNPDのRBD2に関して、タンパク質単独の時と、標的核酸と結合した時
について、ダイナミクスを解析した。まずTtfT2の解析より、分子全体の回転拡散は、 axially

symmetricである事が分かつた。次にモデ、ルフリー解析より、 RBD2は、タンパク質単体の

ダイナミクス、化学交換、立体構造、 RNA結合蛋白質、核酸ー蛋白質相互作用

みやのいりょうへい、わたなべみちなお、えのきぞのよしあき、みやしたひろゆき、いけだ

てつろう、うえすぎせいいち、かたひらまさと
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時には、核酸との相互作用部位 (134から134領域)において、ミリ秒からマイクロ秒のゆらぎを

有しているが、標的核酸と複合体を形成すると、このゆらぎは消滅する事が分かつた。これは、

単体におけるゆらぎが、標的核酸を効率よく見つけ出し、さらに誘導適合により強固に結合

するのに、有効に利用されてドる事を示していると考えられる。同じ RRM型の UIAタンパ

ク質においても、複合体形成に伴うゆらぎの消失が報告されているが、 hnRNPDOとは、部

位が異なっている。両部位に共通しているのは、核酸との相互作用部位であるという点であ

る。即ち RRM型のタンパク質はよく似た全体構造を有しているが、標的核酸との相互作用

様式の違いを反映して、各タンパク質に固有のダイナミクスを呈する事が分かつた。

なお、 hnRNPDの複合体の詳細な構造解析はこれまで困難であったが、標的核酸の 1残基

置換体を 6種作成・利用する事と、安定同位体標識した標的核酸を用いる事で、相互作用に

関する知見を得つつある。

金且巴笠hi Musashiタンパク質の両RBDは似た構造をしているが、標的 RNAへの結合能

は、 RBDlの方が RBD2より、はるかに高い。先と同様な方法で両ドメインのダイナミクス

を比較したところ、 RBDlはRBD2に比べ、ミリ秒からマイクロ秒の遅いゆらぎ、及びナノ

秒からピコ秒の早い運動の両者に富んでいる事が分かつた。このダイナミクスの違いが、結

合能の差をもたらしている可能性がある。

両 RBDを連結すると、結合能はさらに高くなる。 RBDlとRBD2の連結体と RNAとの

相互作用を、ケミカノレシフトパータベーションにより解析した。各 RBD単独で見られた RNA

との相互作用様式は、連結体においても各々保持されている事が分かつた。これに加え、両

RBDの連結部においても相互作用が見られた。

③ GGA リピート 3残基からなる特定の塩基配列が何回も繰り返したものを、 トリプレット

リピートという。いくつかのトリプレットリピートは、病気との関連が知られている。我々

はGGAの繰り返しからなる DNAが、生理的条件下で特異な高次構造を形成する事を明らかに

した。 GGAの4回繰り返しからなる DNAは、 4つのグアニン塩基が同一平面に配置したテトラ

ッドと、 4つのグアニン塩基と 3つのアデニン塩基の合計7つが同一平面に配置したへプタ

ツドからなる分子内4重鎖を形成し、さらにそれが 2分子会合した構造をとる。なお 2量体

の構造計算にあたって、分子内と分子間の NOEを区別するのに、 X-PLORのSUMオプションを

用いた。この構造は非常に安定で(熱融解点 90
0
C)、相補鎖を加えても 2重鎖には移行しな

い。この特異な構造の生物学的な意義を考察する。

(1) NagataラT.， Kurihara， Y.， Matsuda， G.， Saeki， J.， Kohno， T.， Yanagida， Y.， Ishikawa， F.， Uesugi， S. 

and Katahira‘M， (1999) J Mol. Biol.， 287， 221-237. 

(2) Nagata， T.， Kanno， R.， Kurihara， Y.ヲ Uesugi，S.， Imai， T.， Sakakibara， S.， Okano， H. and K旦1呈hl盟主

日二(1999)J Mol. Biol.， 287， 315-330. 

(3)区壁亘恒堕，..M.ヲ Miyanoiri，Y.ラ Enokizono，YヲMatsudaラG.ラNagβta，T.， IShikawa， F. and Uesugi， S. 

(2001) J Mol. Biol.， 311ヲ973・988.

(4) Matsugami， AラOuhashi，K.， Kanagawa， M.， Liu， H.， Kanagawa， Uesugi， S. and Katahira‘M. 

(2001) J Mol. Biol.， in press 
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新規ドメイン PC 皿 otif-containingregion (PCCR)の

立体構造と PBlドメイン認識機構

e北大・院薬、 2都臨床研、 3九大・生体防御医研、 4金沢大・がん研、
5 CREST/JST) 

0吉永壮佐 1、寺沢宏明z、野田祐紀子 3、伊藤隆司 4、横地政志5、小椋賢治 1、

住本英樹3ぺ稲垣冬彦 1.5

Solution structure of a novel domain， PC motif-ωn胞ining 問gion(PCCR) 
and structural basis for the interaction with the PBl domain 

( 1 Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Hokkaido U niversity， 

2Tokyo Metropolitan Institute of Medical Science， 

3 Medical Institute of Bioregulation， Kyushu U niversity， 

4 Cancer Research Institute， Kanazawa U niversity， 5 CREST/JST ) 

o Sosuke Yoshinaga1， Hiroaki Terasawa2， Yukiko Noda3， Takashi Ito4， Masashi Yokochi5， 
Ke吋iOgura¥ Hid巴kiSumimoto3，5， Fuyuhiko Inagaki 1

•
5 

The PC (fhox and .Qdc24p) motif consists of about 20 amino acid residues with highly 

conserved acidic and hydrophobic residues. It is evolutionarily conserved together with the 

PB1 (fhox and ;!1em1p) domain， which recognizes the PC motif. But a wider region (PCCR) 

including 80-100 amino acid residues is required for the interaction with the PB1 domain. The 

structural basis for the int巴ractionbetween the PB1 domain and the PCCR is demanding， 

because those are novel modules used for the intracellular signal transduction. Previously we 

reported the solution structure of the PB1 domain of Bem 1 p， and now report that of the PCCR 

of Cdc24p (Bem1p and Cdc24p are required for the cell polarization in budding yeast). We 

suggest the structural basis foI' the interaction by the chemical shift perturbations and 

mutational effects upon PB1-PCCR complex formation. 

【はじめに】

PC (fhox and .Qdc24p)モチーフは、酸性残基と疎水性残基が特徴的に並ぶ約 20残基のアミノ酸

相同配列で、これを認識する PB1(fhox and ;!1em1p)ドメインと共に進化的に保存されている

(Fig.1)。しかし、 PCモチーフのみでは PB1ドメインと結合できず、その前後の領域を含む 80-100

残基程度の領域 (PCCR)が必要であることがわかっている。 PB1ドメインと PCCRは細胞内シグナ

ル伝達を担う新規のタンパク質モジュールであることから、その相互認識機構を解明することは重要

である。

我々はすでに出芽酵母の細胞極性決定に関与する Bem1pのPB1ドメインの立体構造を決定し本会

にて報告しているが、今回その結合相手 Cdc24pに含まれる PCCRの立体構造を NMR法にて明ら

かにした。さらに、滴定実験による化学シフト変化および変異実験による結果と合わせて、 PB1ドメ

インと PCCRの結合犠式を考察する。

キーワード :PCモチーフ、 PB1ドメイン、 Cdc24p、細胞極性、 phox

氏名 :0よしながそうすけ、てらさわひろあき、のだゆきこ、いとうたかし、ょこちまさし、

お々らけんじ、すみもとひでき、いながきふゆひこ

nnυ 



{方法}

Cdc24pの PCCRおよび Bemlpの PBlドメインは、大腸菌の系を用いて発現させたo 15Nまたは
13C/15N標識体は、 Mヲ培地にて取得した。複数のクロマトグラフィーにより精製した試料について、

UNITY plus 600および UNITYINOVA 500を用いて多核多次元 NMRの測定を行った。信号の帰

属には、自家製の帰属支援ソフト Oliviaを用いた。得られた NOEに基づく距離構報は 1078個、二

回角情報は 44個、 21個の水素結合に基づく距離情報は 42個であった。 CNSを用いて simulated

annealing法により構造計算を行いながら、 ARIAを用いて ambiguousNOE peakを帰属し、立体構

造を決定した。滴定実験では、 15N襟識した一方のタンパク質に対して無標識のもう一方のタンパク

質を滴定し、 2DlH {15N } HSQCスペクトルで検知した。

{結果と考察}

Cdc24pの PCCRは、 αヘリックス 2本とβシート 1枚からなるユビキチン様の立体構造を持ち、

PCモチーフ部分はββαの二次構造をとっていた (Fig.1)。保存された Tyr818がその構造コアとなっ

てPhe825とともにβシートに歪みを生じさせていることと、 DEDGDの配列でタイプ 1+ G1βパ

ルジ型のβへアピンを形成していることによってくぼみができ、縁に酸性残基が位置して溶媒側に提

示される様になっていた (Fig.2)。これらの酸性残基は滴定実験および変異実験による結果から結合

に必須であることが分かつており、 PBlドメインの保存された塩基性残基と静電相互作用することが

予想される。 PCモチーフの前後の領域は、 PCモチーフのコンフォメーションを裏打ちして安定化す

るため、さらには他のタンパク質と相互作用するために必要であると考えられる。

また、 Daliを用いた結果、 PCCRの立体構造は結合相手である Bemlpの PBlドメインに相同性

を有することが分かった。しかし、 Bemlpの PBlドメインにおいて PCモチーフに相当する部分に

は数残基欠失があって flexib!elinkerが存在し、また PCCRとの相互作用面の反対側となることから、

PCCRはPBl ドメインと異なる相互作用面を持つ新機能ドメインであると考えられる。立体構造に

相同性のあるドメイン同士が穏互作用する点で大変興味深い。

β β α 

(813-840) ITKIKYQDEDGD FVVLGSD王DWNVAKEM 

CO 1"1 SEI防sus 韓YDEDGD 韓韓 SD印韓普A

E M 

詳=hydrophobic residue 

(Fig.l) Secondary structure of the PC motif of Cdc24p and consensus seq臼ence

(Fig.2) E!ectrostatic surfac巴potentJ昌1and putative PBl bindi時 siteof Cdc24p PCC双(GRASP)
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リゾチーム変異体 288[6・127.30・115]の NMRによる構造解析

関西学院大学・理学部、神戸大学・理学部2

O 野田 康夫、宮内弘世、平井健一、坂本恵子、橘秀樹2、

瀬川新一

8tructure analysis of hen lysozyme 288 variant : 288[6-127，30・115]by NMR 
spectroscopy. 
8chool of 8cience， Kwansei Gakuin University and Faculty of 8cience， Kobe 
University2. 
OYasuo Noda， Hiroyo Miyauchi， Kenichi Hirai， Keiko 8akamoto， Hideki 
Tachibana2， 8hin-ichi 8egawa. 

The 15N-labeled two-disulfide variant of hen lysozyme was prepared by the 
amino acid substitution: 288[6-127， 30・115]. This variant contains two 
disulfide bridges in the α-domain. Resonance assignments were performed 
using 3D TOC8Y-H8QC and NOE8Y-H8QC spectra. The 15N・lH-H8QC
spectrum of 288[6-127， 30・115]was similar to that of recombinant lysozyme 
as a whole， although a number of cross peaks disappeared in comparison with 
the latter. The structure of 288[6-127， 30・115]was thoroughly examined 
based on NOE contacts determined by NMR spectroscopy. The structure of 
α-domain was almost identical with that of authentic lysozyme， while the 
s-domain was largely unstructured. 

【序論〕 タンパク質の折りたたみ機構を考える際、折りたたみ中間体の構造

は重要である。しかし折りたたみ過程の中間体を平衡状態として捕らえることは

非常に難しい。なぜなら、折りたたみ過程は非常に速いからである。そこで我々

'は分子内の 88結合を欠損させることにより、 88結合再生反応中間体を作り出し

た。具体的には、天然卵白リゾチームの分子内には 881(C6-C127)、

882(C30・C115)、883(C64-C80)、884(C76・C94)という 4本の 88結合が存在す

る。我々は今まで 1本の 88結合が欠損されたリゾチーム 3種を研究してきた。

それらの NMR測定を行い、主鎖ピークのケミカルシフト差、 NOE交差ピーク、

主鎖アミドプロトンの重水素交換反応速度から 88結合欠損体の構造について考

察した。今回は、 2本の 88結合を欠損したリゾチーム変異体、すなわち、 αドメ

イン内に 2本の 88結合を有する 288[6・127，30・115]について研究を行った。また

比較参考のためpドメイン内に2本の 88結合を有する 288[64-80，76・94]も実験を
行っている。

リゾチーム、 88結合再生反応中間体、 Proteinfolding、水素交換反応速度、

構造のゆらぎ

のだやすお、みやうちひろよ、ひらいけんいち、さかもとけいこ、

たちばなひでき、せがわしんいち
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Fig. 1: Ribbon diagram of288-variant 
of hen lysozyme: 288[6・127，30・115]，
produced by Insight II based on the 
X-ray crystallographic structure 
(PDB 6LYZ). The portion of 
polypeptide chain that is folded into 
the native-like structure is depicted 
by a ribbon. Balls on the ribbon 
indicate the position of Cα・ τ'wo
disulfide bridges， C6-C127 and 
C30・C115 exist in the α-domain. 
Four Trp residues lies in the center of 
fourα-helix in the α-domain (W28， 
W108， W111 and W123). C-helix is 
colored light gray. 131- and 
132・starands are colored gray. 
Transparent sticks represent the 
portion of unstructured polypeptide 
chain ranging from 57 to 82. 8hort 
sticks out of the backbone indicate 
the positions of Cys64， Cys76， Cys80 
and Cys94 replaced by Ala. 

リゾチーム分子内の 1本の 88結合が欠損したリゾチーム変異体3種の立体構造

をNMR分光法によって詳細に研究した結果を昨年の本討論会において報告した。

88結合欠損部位の局所的な構造には変化が生じるものの、 4種の 388変異体の

立体構造は基本的には天然488体のものとほぼ変わらなかった。そこでさらに大

きな構造変化を引き出すために、 2本の 88結合を欠損させた 2種類の 288変異

体の立体構造を NMR分光法によって詳細に解析することを試みた。

【方法】 はじめに、天然488体の metLYZ(N末端に Met残基が付加してい

る)と 288変異体 (288[6-127，30・115];C6-C127とC30・C115の2本の 88結合

を保持するもの、 288[64・80，76・94];C64・C80、C76-C94保持)の 15N置換試料を

作製した。 metLYZと288[6・127，30・115]は約1.2mM程度の濃度まで溶解した。

pH3.8、250CでNMR測定を行った。 Bruker社製 AvanceDRX600 NMR分光

器を用いて、 2DDQF-C08Y、NOE8Y、 HOHAHA、15N・lH-H8QCおよび 3D

TOC8Y-H8QC、 NOE8Y-H8QCスペクトルを測定した。また同様に 8ドメイン

内に 2本の 88結合を有する 288[64・80，76・94]についても同様の実験を行った。

【結果】 CD スペクトルの測定から、上記の溶媒条件によって

288[6・127，30・115]には明瞭な立体構造が存在し、一方 288[64・80，76・94]では秩

序構造が失われていることが報告されてきた。 CDスペクトルからは立体構造の

詳細についての情報が得られないので、 288[6'・127，30・115]のNMRによる構造解

析を試みた。まずはじめにピークの帰属を行った結果、ループ領域に含まれる約

20残基を除いて、側鎖プロトンも含めた多数のプロトンの共鳴周波数を決めるこ

とができた(BMRBaccession number 5069)0 288[6・127，30・115]の主鎖 HN，Hα
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0.4 
acid residue number_ Chemical shift 

0.2 perturbation is very small in the 
region of residues 1・40and 101・129_

、、 8ince resonance frequencies of HN and :s -0.2 Hαcould not be determined in the 
-0.4 region of residues 59-81， long grayish 

-0.6 lines are drawn to imply considerable 
perturbation in resonance frequencies. 。 20 40 60 自0 100 120 

プロトンのケミカルシフトを天然 488型の metLYZのものと比較すると、 αドメ

インに存在する残基に対してはケミカルシフト値の差が非常に小さかった。一方

。ドメインにおいては残基 58-82にかけて 8hort-rangeの NOE相闘が欠落す

る部位が多発し、多数の残基に対して主鎖プロトンの帰属ができなかった (Fig_

2)。一方、 288[64-80，76・94]の H8QCスペクトルは、 HNの化学シフト値が 8.2

近傍に集中したランダムコイル特有のスペクトルが観測された。これらのピーク

の解析はまだ完成していない。変異体 288[6-127，30・115]の立体構造を詳細に解

析するために Long-rangeNOEを残基番号に対してプロットした NOE接触マッ

プ (Fig.3) を描いた。 Fig.3の対角線から下半分は 488体の metLYZに対する

Long-range NOEマップである。上半分が 288[6・127，30・115]のものである。リ

ゾチームの立体構造を 3つに分割し、残基 1-39をN端αドメイン、 88-129をC

端αドメイン、 40・87を8ドメインと名づけると、 N端αドメインと C端αドメ

イン内の NOEマップは対角線に対してほぼ対称である。さらに 288変異体にお

いても N端αドメインと C端αドメイン間の NOE接触も非常によく保存されて

いる(図中 188・A，C-JAB， B-D， Ct310・B と略称した部分)。すなわち
288[6・127，30・115]において、そのαドメインは天然488体のものと非常に良く

似た立体構造をとっていることが分かった。一方。ドメインは多数の NOE接触

がほとんど失われている。 288変異体の βドメイン構造が大きく乱れていること

は明らかである。しかし興味深い事実はs1鎖(41-46)とs2鎖(50・54)の NOE接

触および tn55-Bと略称した部分の NOEが明瞭に確認されることである。すなわ

ち残基 41・54の部分は反平行。シートを形成し、その端にある 155とL56残基を

。。



Bヘリックス端の残基(A32，S36，F38，N39)と強く結合させている。また C-JABの

部分の NOE接触は、 Cヘリックスの片側に並ぶ残基 188，V92，K96，v99とN端α
ドメインの中心部に強く結合し、 αドメインの疎水性コアを形成していることを

意味している。この Cヘリックスの結合は、。ドメインの C末端部(残基 87領域)

を再びヒンジ領域に連結し、。ドメイン上部のループ部分がランダムコイル状で

も、。シート基底部をαドメインにしっかり固定する役割をしている。我々は、

残基 40"'99(sドメインと Cヘリックス)領域の持つ上述の潜在的構造形成能が、
リゾチームの立体構造形成にとって非常に重要であるという結論を得た。
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Human Lysozymeの構造と運動に与える低温効果の解析

(北海道大学大学院理学研究科生物科学専攻l、富山医科薬科大学2、

千葉工業試験場3、産業技術総合研究所4、バリアンジャパン5)

0久米田博之1、三浦和紀2、小橋川敬博1、岡 千寿3、
三浦愛4、根本暢明5、新田勝干IJI、津田栄4

Low-temperature-induced effects in human Iysozyme elucidated 
by three-dimentional N恥fRspectroscopy. 

Division of Biological sciences， Graduat巴Schoolof Science， Hokkaido University， Faculty of 

Pharmaceutical Science'， Toyama Medical and Pharmaceutical University人lndustrial
Research lnstitute ofChiba Prefecture3， Structural Biology R巴searchGroup， Research 
lnstitute of Biological Resources， National lnstitute of Advanced Industrial Science and 

Technology (AlST)4，Varian Technologies Japan LTD.5. 

The 3D-structure and dynamics of human Iysozyme at 3Y and 4
0
C was determined， to 

clarify the effect of the low-temperature-induced structural changes on enzymatic function. 
Three-dimensional structures of human Iysozyme at both temperatures had same secondary 
motif each other and the X-ray structure. The surface area and volume was decreased with 
temp巴raturelowering. ln detail， the D-h巴licsregion (110-115) was moved to molecular inside 
From 15N relaxation data， overall flexibility was decreased with chilling， but the mobility of 
some residue was increased. ln this presentation， we proposed discussion of relationships 

these structural results and the effect on enzymatic function. 

[序】低温環境下で機能する酵素または蛋白質のデザインのために、蛋白質三次元

構造やダイナミックスが温度低下によってどのように変化するかを明らかにするこ

とは非常に重要で、ある O 今までに我々は、筋肉蛋白質トルポニンCをモデルとして

温度降下(30
0
C→4
0
C)による構造への影響を検討し、蝶番領域(Hinge-resion)の構造

変化による活性部位構造の変化及び、蛋白質分子内の空隙(Cavity)の減少を確認し

た。また、他の蛋白質において、温度低下により Cavityが減少することが断熱圧縮

率計を用いた実験から報告されている O また、低温感受性残基の特定は、低温下高

機能蛋白質の変異創出のための重要な足がかりとなる。今回我々は、ヒトリゾチー

ムを新たに選択し、高次構造および運動性が常温(35
0

C)と氷温(4
0

C)とでどのように

異なるのかを多次元NMRi去を用いて解析した。

[実験}ヒトリゾチームはメタノール酵母を用いた発現系を用いた[Okaet al.， 

1999]0 15Nラベル体と 13C/15Nダブルラベル体は、 15Nラベル(NH3)2S04、13Cラベ

ルCH30Hを用いて得た。各種NMR測定は試料2mM、pH3.6、35
0

Cまたは4
0
C、

キーワード:多二大元NMR、15Nリラクゼーション、ヒトリゾチーム、低{品効果

研究者名:くめたひろゆき、みうらかずのり、こばしがわよしひろ、おかちとし、みうらあい、ねも

とのぶあき、にったかっとし、つだきかえ
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10% rf( ;J( I! 1 にて、 VarianUnitylnova500 をI!J~ 、て行った。多次元NMRt~ ~;.処 Jlrr は

NMRPipetこより行い、シグナルの帰属はPIPPソフト昨により行った。構造 ~1 t.tÎ~ には

XPLORv3.851を用いた O

【結果】 三次元NMRの干法

である CBCACONNH、

HNCACB 、 HNCO、

HCCH-TOCSY、 13C_ 

edited NOESY、mother 、
NOESY、 15N-edited

TOCSY /NOESY、HNHA

を用いて、 35
0

Cおよび4
0

Cに

ついてSer82のCsを除く 130

残基すべての主鎖原子及び

Cs、Hsを帰属した O 構造
Fi宮.1:Sufubof1 structure Qf huma" Iy弔ozytneぷ35、and4ミCゐ
The backlJ同時制ms01 the lafnily 01 20 sln.Jcfures are super impo加d

決定には、 35
0

C、4
0

Cそれ

ぞれ、 1371、1679個の 2

点間距離情報(NOE)、96、

63個の二面対角情報を用Lミ

たO 決定された構造をFig.l

に示す。今回決定した構造

Table 1: Cornpari$On 01 slructureS at 35< and 4"C 

3ŜC 4'C 

acct)ssubl告surtace8rea iA勺 715288+ι12712 66764事+ム102，52
TDtal四lume(A'l 152282品川5006 142自211+1-401 00 
Inler hehc鋭部'gJe宰{deョγ
A 8 122+/-3 130ゃムヰ
A C 79 +1-:> 73 +1-3 

は全体としてX線結品構造 A D 120ゃム8 11吉守，L6 
B C 105+ι:> 111 +/.2 

解析で決定された構造と同 B 0 115ゅ;'.7 108ゃf-5 

じであった O 次に35
0

Cと4
C D 9?-;-人 75干イ

℃における溶液構造を比較 'M噌lics{5-14}. B同li告書(25匂35)，C helics (00-総)D 11enes 1110-115) 

した(Tablel、Fig.2)。温度低 Fに
よって、分子表面積及び体積は減

少した O これは、断熱圧縮率計を

JIJ~ 、た実験結果と適台する。ま

た、両手;構造では、 Dヘリ yクス

Iifl JEX: (1 1 0 ~ 1 1 5 )がj日!文民卜 l二十l'
L ¥分子内部に移行した 15Nリラ

クゼーション角f伸「から、 ì:H支 íl~ 卜

によって分子全体では運動↑'1が低
ドし、 Hlfj立が傾化したとパえる
が、 ìtl) の残 N~ で、は逆に j豆動'l't/){ 

l';'i )JIIした o +~1合去では、これらの

粘県から、 ìr，~)支低下による構造変

化が昨主機能にどのような;;f5~!_.~.~を

及ぼすのか与祭する。
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プロテインジスルフィドイソメラーゼの高次構造の構築と

相互作用のNMR解析
(1名古屋市立大学大学院薬学研究科、 2豊田中央研究所生物部)

原田拓志 1、栗本英治 l、浅見修2、梶野勉 2、山口芳樹 1、O加藤晃一 l

NMR analyses of structure and interactions of protein disulfide isomerase 

Takushi Harada1， Eiji Kurimoto1， Osamu Asami2， Tsutomu Kajino2， Yosh出iYamaguchi 1， and 

Koichi Kato1 

1Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Nagoya City University， Mizuho-ku， Nagoya 

467・8603，and 2Toyota Central Research & Development Labs. Inc.， Nagakute， Aichi 
480・1192，Japan 

Protein disul:fide isomerase (PDI)， which is a 53 kDa protein present in the endoplasmic 

reticulum (ER) of eukaryotes， is involved in disul:fide bond formation and rearrangement 

during the folding of proteins. Here， we report stable-isotope-assisted NMR studies of 

thermophilic fungal PDI to elucidate the structural basis of function and thermal stability of 

this enzyme. Recombinat PDI and its truncated mutants were labeled with [1・13C]Cysand 

subjected to NMR measurements under various reducing conditions. On the basis of the 13C 

NMR data， conformational change of PDI induced upon cleavage of the disul:fide bonds and 

interaction ofPDI with calreticulin， an ER chaperone， will be discussed. 

【序論1プロテインジスルフィドイソメラーゼ(PDI)は小胞体中に広く存在する酵素で、ジスルフ

イド結合形成の触媒反応を通じてタンパク質の高次構造形成に重要な役割を果たしている。特に、

好熱カピ由来のPDIは耐熱性、長期安定性の点ですぐれた性質を示すため、産業応用の観点から

注目されている。好熱カピ由来の PDI は a-lrb~a~c という 5 つのドメインからなる分子質量 53

kDaのタンパク質で、水溶液中ではホモダイマーとして存在すると考えられている。 PDI分子内

には3組のシステインベアが存在する。このうち 2対はそれぞれaおよび 8 ドメインの活性部位

を形成し、もう 1対はaドメインの内部で、ジスルフィド結合を形成している。我々は、全還元PDI

をリフォールデ、イングすることにより、1)8 ドメイン内部のジスルフィド結合が活性部位の2つ

のジスルフィド結合よりも素早く形成し、この状態が最も熱安定性が高いこと、 2)aドメイン内

部のジスルフィド結合が切断された状態では 450Cにおける酵素活性が有意に低下することを明

らかにした。本研究では好熱カビ由来のPDIの熱安定性と機能発現の分子構造論的基盤を明らか

にすることを目指してNMRによる解析を行った。また小胞体においてPDIと相互作用して機能

する分子シャベロン・カノレレティキュリンについても NMR解析を行った。

プロテインジスルフィドイソメラーゼ、分子シャベロン、ジスルフィド結合、選択的安定同位体

標識、 NMR

はらだたくし、くりもとえいじ、あさみおさむ、かじのっとむ、やまぐちよしき、かとうこういち
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【方法】大腸菌による大量発現系を構築して、システイン残基の主鎖カルボニル炭素に 13C標識

を施したリコンビナント PDIを調製してNMRスベクトルを測定じた。また、 PDIのs-bドメイ

ンのみからなるPDI-Nとb'-s'-cドメインのみからなるPDI-Cという 2種類の欠失変異体を作成

し、 NMR測定に用いた。 13C・15N二重標識法と欠失変異体とのスベクトルの比較に基づいてシグ

ナルの帰属を行った。帰属の確定したシグナルをプロープとして全還元PDIのリフォールデ、イン

グ過程における NMRスベクトルの変化を観測した。同様に、ヒトカルレティキュリンおよびそ

の各ドメイン(N，P， C)の大量発現系を構築し、アミノ酸タイプ別に主鎖カノレボニル炭素を 13C

標識して NMR解析を行った。

【結果・考察】 NMR解析の結

果、以下のことが明らかとなっ

た。

(1) sドメイン内部のジスル

フィド、結合(Cys59-Cys66)の切

断に伴って同じドメイン内の

活性部位(Cys30，Cys33)に高次

構造変化が引き起こされる(Fig.

1)。この構造変化が活性低下の

原因である考えられる。

(2) 2つの触媒ドメインにつ

いて比較すると、 sドメインの

方がaドメインよりもより低濃

度の還元剤で活性部位のジス

ノレフィド結合が切断されるこ

とが明らかとなった。この結果

は、 s'ドメインの方がaドメイ

ンよりも触媒活性が高いとい

う事実と対応する。

(3 )カルレティキュリンは分

子内の運動性が著しく不均ー

であり、変性糖タンパク質との

相互作用部位とされているPド

メインは極めて高い運動性を有

している。

180 179178 177176175 174 173 172 171170 ppm 

Fig.1 13C NMR spectra of thermophilic fungal PDI labeled 

with [1・13C]cysteine

参考文献

Harada， T.， Kurimoto， E.， Tokuhiro， K.， Asami， 0.， Sakai， T.， Nohara， D.， and Kato， K. (2001) 
J. Biosci. Bioeng. 91， 596・598.
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遺伝的アルゴリズムによる
NMR蛋白質立体構造決定自動化の試み

徳島大 O小野功，藤木洋，小野典彦
北陸先端大 楯真一

An Attempt to Automate The Determination ofThree-Dimensional Structures of 

Proteins by m 偲 byA Genetic Algorithm 

Isao ONO， Hiroshi FUnK.I and Norihiko ONO ('百leUniversity ofTokushima)， 
Shin-ichi TATE (Japan Advanced Institute of Science and Technology) 

Abstract :A悦emptsto automate the detennination of白ree-dimensionals佐ucturesofp印刷nsby NMR have 

failed so f1訂beωuseit is difficult to automate the assignment of complex NOE signals which must be done by 

trial and error. In this pap民 wepropωea new method for automatically detennining three-dimensi~nal struc-

tures of proteins based on a genetic algorithm， which is known as a flexible and efficient optimization method. 

In the proposed method， we regards the problem of assigning NOE signals組 ddetennining three-dimensional 

structures as釦 optimizationproblem to fmd a three-dimensional structure which meets the observed NOE 

signals. In order to examine the effectiveness of the proposed method， we apply itωth巴problemof de加古山由19

血estructure ofα.-helix. 

1 .はじめに

蛋白質は，酵素，免疫系を担う抗体，他の遺

伝子の発現を制御するスイッチなど，様々な生

命現象に関わっており，その機能は立体構造に

より大きく依存することが知られる.そのた

め，近年，蛋白質立体構造解析技術への社会的

要請が高まりつつある.

現在のNMR蛋白質立体構造決定技術の基礎

は， 1980年代にWuthrich[5]により確立されて

いる.構造決定のプロセスは， (1)連鎖帰属によ

るNMRシグナルの解析， (2)NOEシグナルのIHへ

の帰属に基づく蛋白質の立体構造決定，に大別

される.(2)のNOEシグナルを帰属しながら立体

構造を決定していく過程では， NOEシグ、ナルの

重なりのために，帰属の候補として多数の水素

原子が現れる.そこで，現状では，高度な専門

知識と豊富な経験に基づき，試行錯誤的にNOE

シグナルを帰属し，徐々に立体構造を構築して

いく作業が行なわれている.このため， 1つの蛋

白質の立体構造決定に数ヵ月を要し，この時間

的なコストが問題となっている.

Mumenthalerら[2].Nilgesら[3]は， NOEシグ

ナル帰属および立体構造の決定を自動的に行な

う手法を提案している.しかし，専門家による

手動のNOE帰属プロセスをそのまま踏襲してい

るため，手動のNOE帰属との併用により試行錯

誤する必要があり，根本的な問題解決には至っ

ていない.

本論文では，従来NOEシグナルの解析に主

眼をおいて考えられてきた蛋白質立体構造決定

問題を， NOEシグナルを満たす立体構造を求め

る立体構造最適化問題としてとらえる新しい考

え方を導入する.さらに，この考え方にした

がって蛋白質の立体構造を遺伝的アルゴリズム

[1]により直接最適化すると同時にNOEシグナ

ルの自動帰属を行なう手法を提案し，その有効

性について検証する.

キーワード:蛋白質立体構造決定， NOE帰属，遺伝的アルゴゲズム，自動化，最適化

著者ふりがな:おのいさお，ふじきひろし，おののりひこ，たでしんいち
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2.遺伝的アルゴリズム (GA)

遺伝的アルゴリズム(GeneticAlgorithrn; GA) 

[1]は，自然界の生物の進化過程を模倣した最

適化の枠組みである.GAは，目的関数の微分

情報を必要としない直接探索法であることか

ら，実数値変数最適化に限らず，組合せ最適化，

構造最適化も取り扱うことができる.また，複

数の解候補が探索空間内において競争的に探索

を行う確率的多点探索法であることから，膨大

な数の局所解が存在する多峰性の探索空間にお

いても効率よく大域的に良好な解を探索可能で

、ある.このような特徴から.GAはさまざまな

応用分野において有望な最適化手法として注目

を集めている.

GAの一般的なアルゴ、リズムは以下のとおり

である:

(1)初期集団の生成

ランダムに複数の解候補(個体)を生成し，

それらを初期集団とする.

(2)複製選択

集団から，新しい解候補(子個体)を生成さ

せる個体のベア(両親)を複数組生成する.

(3)子の生成

ステップ2で生成されたそれぞれの個体のベ

アに交叉および突然変異オベレータを複数回

適用し，複数個の子個体を生成する.

(4)生存選択

ステップ3で生成された子集団と元の集団の

中から，各個体の評価値を参照しながら，次

世代へ残す個体を選択し，残りの個体は淘汰

する.

(5)終了条件がみたされるまで，ステップ2か

ら4を繰り返す.

GAの設計項目は，計算機上での個体の表現

方法と子の生成方法を設計するコード化/交

叉・突然変異設計，複製/生存選択方法を設計

.する世代交代モデル設計に大別される.探索効

率の観点から，コード化/交叉設計においては

形質遺伝が重要であり，得られる解の質の観点

から，世代交代モデル設計においては集団内の

形質の多様性維持が重要となる [7].

3.提案手法

3. 1基本的な考え方

本論文では.NOEシグナルの帰属により蛋

白質の立体構造決定問題を行なうのではなく，

観測されたNOEシグ、ナルをなるべく多く満た

すような立体構造をGAにより求めることで蛋

白質立体構造を決定する手法を提案する.具体

的には，以下のような方法をとる:

(1) GAにより，適当な二面角を持つ解候補と

なる立体構造を生成する.

(2) この立体構造からNOEシグナルを予測す

る.

(3)予測シグ、ナルを観測されたNOEシグナル

に帰属する.

(4)この帰属に基づいて立体構造の評価値を計

算する.

以下3.2節では，解候補となる立体構造を探索

するためのGAを設計し.3.3節では，立体構造

から予測シグ、ナルを計算し.NOEシグナルの帰

属を求め，立体構造の評価値を計算する過程につ

いて述べる.

3. 2 GAの設計

3.2.1コード化/交叉・突然変異設計

コード化としては，アミノ酸残基の二面角(l)，

ゆ'.l/f.X角を要素とする実数値ベクトルを採用し，

交叉としては，一様交叉(UnifonnCrossover; UX) 

[4]を採用した.uxは.Fig.lに示すように 2
つの親個体が与えられたとき.50%の確率で染

色体の各変数を入れ換える.突然変異オベレー

タは，各変数について刊の確率で.[一1.0
0 

+1. 00 ]の範囲の一様乱数を加えるものとする.

3. 2. 2世代交代モデル設計

本論文では，世代交代モデルとして，多樹生維

持能力に優れ，多*性の探索空間において優れた

性能を示すMinimalGeneration Gap似∞)モデル

[6]を採用する.Fig.2にその概要を図示する.

3. 3評価関数の設計

3.3.1立体構造からのNOEシグナルの予測

NOEシグナルが観測された2つのlH聞の距離

は.5~ 10Âである.逆に 5~10Âであれば必

ずNOEシグナルが観測されるわけではないが，

nペ
U



Parent 111 1 1 1 1 1 1 1 

11  1 
Parent 211 1 1 1 1 1 1 1 
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with a probability of 50%. 

Fig. 1: Unifonn Crossover尽JX)

PO岨ation

D8 
O 

Fig. 2: Minimal Generation Gap (MGG) 

可能性はある.そこで，本論文では， NHと任

意のHの全てのベアについて，原子間距離rJPを

計算し，d"く8.oA以内のものを選択し，連
鎖帰属により同定されたNH，H，Nの化学シフ

トxP，yP，zPを割り当てる.予測シグナルは，

(x"， Y "， z"， d")により表される.

3. 3. 2予測シグナルと観測シグナルの一致度

実際にNOEの測定により観測された観測シ

グナルを，(x O，y 0， Z 0， d
min
， dma;x)とする.ここで，

xO，yO，zOは，それぞれNH，H，NのNOEシグナ

ルにおける化学シフト，〈m および4閣はシグナ
ル強度から概算されたNH-H間距離の最ノj、値お

よび最大値である.予測シグナル(x"，y"，z"，d")

は，観測シグナル化学シフトxO，yO，zOとの誤差

が妥当な範囲にあり，かっ距離の許容範囲d
min
，

d
m
田をできるかぎり満たすように，観測シグナ

ルに帰属されるべきである.そこで，観測シグ

ナルー予測シグナルの化学シフトの一致度CNOE'
距離の一致度D

NOE
を導入する.

観測シグナルの帰属候補を選択するときの化

学シフトの誤差の許容値をXmax，ymax，Zm聞とした

とき，化学シフトの一致度C
NOE
を以下の式のよ

うに定義する:

r _1( 4Ix'-〆1.4Iy'-y"l. 4Iz'-z引
νNOEー，1 '----1  。 Xm綜 Ym猷 Z問探 l 

また，距離の一致度であるD
NOE
を，以下の式

94-

のように定義する:

11I(d" -dmin -1) …… d" <dmin 

D，，~_ =~ -1 …… d ~dP 壬 d........NOE -1  

|ーlI(dP-dmn+1 … dmax豆d
P

3.3.3ファンデルワールス・コンタクト

ファンデルワールス・コンタクトは，原子問

のぶつかりを表す指標で，蛋白質中のすべての

原子の組合せについて，原子間距離からそれぞ

れのファンデルワールス半径を引いた値の和を

とったもので，以下の式により定義する:

VVDW =エエ(d(角川)ー0.8(けち))
ここで，d(aj，a)は原子αiとaj問の距離，円は

原子ajの半径である.

3.3.4評価値計算のアルゴリズム

GAにより生成された立体構造が与えられた

とき，以下のアルゴリズムに従い評価値を計算

し，その立体構造に割り付ける:

(1) 3.3. 1節で述べた方法により，予測NOEシ
グナルのテーブ、ルを作成する.

(2)全ての観測NOEシグナルについて，以下

の操作を行なう.

(a)観測シグナルとの化学シフトの誤差がそ

れそがれX
max
'Y
max
' Zm回以下の予測シグナル

を帰属の候補とする.

(b) 3つ以上の候補がある場合，観測シグナ

ルと予測シグナルの化学シフトの一致度

C
NOE
が小さいもの3つを選択する.

(c)残った予測シグナルの中で，距離の一致

度D
NOE
が最小の候補を帰属し，これを予

測シグ‘ナルのテーブルから削除する.

(3) NOEの帰属に基づいて立体構造の評価値を

計算する:

Estrucrure= 九OE+VVDW， 九恥OE= 芝D恥N問副O
ここで， nNOEは観測されたNOEシグナルの

和，DNOE(k)はk番目の観測NOEに帰属と
れた予測NOEの一致度である.立体構造を

求めることはE
struc
町田を最小化を最小化する

ことに相当し，最小値は-nNOEである.

4. 実験

4.1実験設定

提案手法の有効性を検証するために，知ng2b



Fig.3: S仕ucturesdetennined by the GA 

Fig.4: A structure determined by a human expert 

と呼ばれる蛋白質からαヘリックスを切りだし

，実際に観測されたNOE、ングFナルを用いて実

験を行なった.残基数は 13，NOEシグナルの

総数は 173である.GAの集団サイズは500と

した.最適化すべき二面角の数は76である.

4. 2実験結果

Fig.3に，実験5試行においてGAにより求め

られた立体構造を示す.また，専門家により決

定された立体構造をFig.41こ示す.これより， GA

がほぼ適切な立体構造を獲得していることがわ

かる.αヘリックス外部とのNOEシグナルを使

用していないため，末端部分は実際より NOEシ

グナルの数が少なくなり，ぱらつきが大きく

なっている.また，専門家により決定された立

体構造では二面角に関する制約を用いているが，

今回のGAの実験では二面角に関する制約条件

を用いていないためにやや形が崩れている.

5.おわりに

本論文では， NMR蛋白質立体構造決定問題

を， NOEシグナルを満たす立体構造を求める

最適化問題ととらえ，これをGAにより解決す

る手法を提案した.さらに，提案手法をαヘ

リックスの構造決定問題に適用したところ，約

5時間(AMDAthlon lGHz)で立体構造を求める

ことに成功した.これは，提案手法により蛋白

質立体構造解析に要する時間的なコストを大幅

に削減できる可能性を示している.

現在，二面角制限を入れることによりさらに

精度の高い立体構造を得ることが出来るように提

案手法を改良中であり，この結果は講演時に報告

する予定である.また， 78残基からなる蛋白質へ

の適用においても良好な結果を得つつあり，こち

らについても講演時に報告できる予定である.

さらに，今後の課題としては， PCクラスタ上

に提案手法を実装することにより計算時間のさ

らなる短縮化を行うこと，他の蛋白質への適用

を通じ提案手法のロバスト性を向上させること

などが考えられる.
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Eledoisin Related Peptideの国体2次元NMR法による
帰属と構造解析

(京大理学部化学)

O大橋竜太郎、水野敬、竹腰清乃理、寺尾武彦

Assignment and structual characterization of Eledoisin related peptide 
using 2D NMR in solids 
(Department of Chemistry， Graduate School of Science， Kyoto University) 
o R. o hashi ， T. Mizuno， K. Takegoshi， T. Terao 

Several2D exteriments in solid NMR were applied to elucidate structural 
informations of Eledoisin， which is one of neuro transmission hormones. We 
labeled 4 of 6 C-terminal residues of Eledoisin by 13Cj15N: Lys-PheにIle*-
Gly*-Leu九Met-NH2・Theresults of 13C_13C COSY， 13C_15N HETCOR， and 
a 13C_13C shift correlation experiment using recently proposed DARR were 

described. 

First， 13e-13C J-connectivity was determined the 13C_13C COSY expe子
iment (Fig. 1)， and all 13C signals were assigned as collated inτ'able 1. 
Second， the 13C_15N HETCOR experiment (Fig. 2) was applied to assign 
15N signals (Table 2). Strangely， the amide 15N signal ofPhe is missing. We 
attribute temporarily itもoeffects of molecular motion. Third， 13C_13C dipo-
lar (distance) proximity was examined by the 13 C_13 C 2D shift correlation 
(exchange) NMR experiment (Fig. 3) using the recent1y proposed 13C_13C 
recoupling method (DARR [1]). Currently， 2D 13C_1Hj15N_1H dipolar co子
relaもionexperiments are undertaken to deもerminethe peptide dipolar angle 

<t. 

o/(ppm) assignment o/(ppm) assignment 
11.9 lle CH3-o 57.8 lleCH・α
15.0 lle CH3・γ 126.9 Phe CH-~ 
25.5 lle CH2・γandLeu CH3-8，CH-γ 130.0 Phe Cl'I・o，η
39.2 日eCH2-s and Phe CH2・β 137.1 Phe C-γ 
42.6 Gly CH2-α 169.6 Gly C=O 
44.9 Leu CH2・・ 172.0 Phe C=O 
52.7 Leu CH-α 172.5 lleC=O 
54.7 Phe CH-α 174.8 Leu C=O 

Table 1. 13 C assignment of the residue-selectively labeled Eledoisin related 
peptide(Lys-Phe* -lle* -Gly* -Leu* -Met-NH2). 

Key words: Signal assignment in solids、Multiple13Cj15N_ labeled pep-
tide、Structualdeterminaもionin solids 

おおはしりゅうたろう、みずのたかし、たけごしきよのり、てらおたけひこ
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AllNMRほperimentswere carried out using a Chemagnetics CMX・400
spectrom剖eroperaもingat the resonance仕equencyof 100.3 MHz for 13C 
witha CP/MAS probe (Chemagnetics) for a 3.2皿皿rotor.Both the MAS 
frequency andもhe1 H rf intensity for DARR were 22 kHz.、TheTPPM 
decoupling w出 usedthroughout with the nutation angle and the phase-
modulation angle being optimized for a rf intensity of 110 kHz to be 1800 

and土80，respectively. 

Phys. Reference: [11 K. Takegoshi， S. Nakamura， and T. Terao， Chem. 
Lett.， 344， 631 (2001). 
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TheE首ectof rf Inhomogeneity on Heteronuclear Dipolar 

Recoupling in Solid State N恥1R

; Practical Performance of SF AM and REDOR 

(横浜国立大学l、NationalHigh Magnetic Field Laboratory2、Dept.of Chemistry and 
Institute ofMolecular Biophysics， Florida State University3) 

0西村勝之 1，2、RiqiangFu2、TimothyA. Cross2，3 

TheE能 ctof rf Inhomogeneity on Heteronuclear Dipolar Recoupling in Solid State NMR; 

Prac討calPerformance of SF AM and REDOR 

(Yokohama National University1、NationalHigh Magnetic Field Laboratory2、Dept.of 

Chemis町 andInstitute ofMolecular Biophysics， Florida State University3) 

OKatsuyuki Nishimura1，2、RiqiangFu2、TimothyA. Cross2，3 

Abstract 
Practical heteronuclear dipolar recoupling performances under magic angle spinning for 
SFAM and REDOR have been investigated under well-defined rf inhomogeneity 
environments with variation of resonance offsets for the irradiated nucleus. The 
heteronuclear dipolar recoupling efficiencies were quantitatively deterrnined based on the 
experimentally obtained rf homogeneity. As a result， SFAM retains higher recoupling 
efficiency (>95%) at an 85% effective nutation frequency， and its recoupling efficiency is 
gradually reduced at lower effective nutation ftequencies. On the other hand， though 
REDOR retains higher recoupling (>95%) efficiency at high (>929も)effective nutation 
frequency with an XY・8compensation pulse sequence， the recoupling efficiency is 
dramatically decreased when the effective nutation frequency is below 90%. Over all， 
SFAM has significant advantages for insensitivity to carrier frequency offset and rf 
inhomogeneity. 

Experimen旬I
A 20% enriched [1_13C， 1~]Glycine micro crystal was used for all dipolar 

recoupling experiments. All NMR measurements were carried out at 250C on a Bruker 
DMX-3∞NMR spectrometer equipped with a triple resonance probe with a 7.0 mm o.d. 
spinner assembly. In the REDOR [1]， the XY-8 and XY-16 [2] pulse sequences for 
irradiation of 1制 nucleiwere employed experiments as illustrated in Fig. 1 to compensate 
for the flip angle error， the off-resonance effect， and the fluctuation of the Hl field. In 
SFAM [3] experiments， a 40 kHz depth of rf modulation and a 40 kHz mdXimum offset 
were used for irradiation on the 15N channel. Precise sample positioning was achieved via 
specially designed Teflon spacers with z 0.2 mni precision along the axial direction of the 
sample tube. The sample spinning was controlled to 4α治主1.0.All simulation of REDOR 
curves were carried out using a FORTRAN 77 program by taking finite πpulse lengths into 
account and all numerical simulations for SFAM were carried out with the GAMMA [4] 
magnetic resonance simulation platform. 

Key words: SoIid State NMR・rfinhomogeneity，・ DipolarRecoupling • SFAM • REDOR 

にしむら かつゆき、 Riql釦 gFu、TimothyA. Cr.oss 
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Result and discussion 
ザinhomogene;的印刷Sprobe
In this study [5]， quantitative estimates of spatially resolved rf inhomogeneity effects 

for distance measurements and a general strategy to characterize these effects are presented. 

Here "rf inhomogeneity" refers to a distribution of effective nutation fields dependent on 
sample position in a MAS spinner. Here， single pulse excitation with high power lH 
decoupling is used to observe the flip angle errors of observed and irradiated nuclei due to 

the rf inhomogeneity. The normalized peak integral at each site， Ij， within the spinner may 
be translated into a nutation frequency by using the following equation， 

Eq.l 

Where vn'組 d~ are the nutation frequency for each site and pulse duration， respectivelぁ
and i indicates the sample position in the spinner. For the center of the spinner i equals O. 
We observed 13C methyl signals from a rubber disk with high power lH decoupling 

using a fixed pulse length and without magic angle spinning. A 1 mm  thick rubber disk was 
posi“oned in the sample chamber along the MAS axis from the top to the botωm as 
illustrated in Figure 2(a). Figure 2 (b) shows the profile of normalized 13C methyl peak 
integrals. By using a weighted Gaussian curve to fit the profile， the center of the rf 
irradiation was determined to be 8.4 mm from the inner bottom of the sample tube. The 
peak integrals were translated into average nutation frequencies based on Eq. 1， whose 
profile is shown in Figure 2(c). 

Ij = (vr/ / v/)* sin[(おt*vn') *~] 
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Sample position and lrratil加'ednuclear carrier斤'equencyoffset dependenc，ω 01 dipolar 
recoupling efficiency 
The sample positions for SFAM and REDOR experiments are redefined as illustrated 

in the column of Figure 3 allowing us to use more sample in each position (2.4 mm 
thickness) for dipolar recoupling experiments. The average rf nutation frequency for each 
sample position 1， 2 and 3 were calculated as 97， 'o7，姐d61 %， respectively， based on the 
experimental rf nutation frequency profile shown in Fig. 2 (c). 
In order to simulate the dephasing behavior at each position， only the dipolar coupling 

constant is changed to fit the experimental data without changing other par創netersutilized 

in the experiment. The recoupling efficiency can be calculated as (D1S 
0出
/D1S )*1∞， where 

D1S
Obs is the observed dipolar coupling constant through dipolar dephasing curve fitting and 

D1S is the calculated dipolar coupling constant between the heteronuclear 1 and S spins. 

Figure 3 shows the experimental dipolar dephasing data from the SFAM and REDOR 
experiments superimposed by theoretical curves at different sample positions. 

The carrier refrequency offset dependence of the recoupling efficiency at sample 
position 3 (619もeffectivenutation frequency) were observed. As shown in Figure 4， it is 
clearly seen that the recoupling efficiency for SFAM is almost independent of the 
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irradiation carrier frequency offset even if the effective nutation frequency is very low. On 
the other hand， the recoupling efficiency for REDOR with either the XY-8 or the XY-16 
sequence strongly depends on the carrier offset under such a low effective nutation 
frequency， although the XY-16 sequence improves the recoupling performance by about a 
factor of 2 over the XY-8 sequence. 
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Figure 5. The contour map of heteronuclear dipolar recoupling efficiency for rf inhomogeneity and cぽner
frequency offset of the irradiated nucleus for (a) SFAM， (b) REDOR with XY-8，叩d(c) with XY・16
compens剖ion.The Z axis is the dipolar recoupling efficiency (%). AII experiments were performed with 3 
different sample positions and 11 different carrier offset frequencies. Each contour map is drawn based on 
experimentally obtained 33 pair of carrier offset and sample positions. Total 708 experiments for SFAM and 
REDOR with XY・8，and 450 for REDOR wi出Xy・16.

Overall dipolar recouplingそfJiciency
It is illustrated in Fig. 5 that the profile for the recoupling efficiency strongly 

depends on the dipolar recoupling method employed. For SFAM， as shown in Fig. 5(a)， the 
recoupling efficiency gradua11y decreases as the effective rf nutation frequency decreases. A 
high recoupling efficiency (>95%) can be achieved when the effective nutation frequency is 
larger than 85%. Even when the effective nutation frequency is as low as 65%， over 70% 
recoupling efficiency can still be obtained. On the other hand， for REDOR， even with XY-8 
and XY-16 phase cycling sequences， the recoupling efficiency is strongly dependent upon 
the effective nutation frequency， as shown in Fig. 5 (b) and (c). Both the XY-8 and XY-16 
sequences exhibit a high recoupling efficiency (> 959も)when the effective nutation 
frequency is larger than 92%. However， their recoupling efficiency decreases dramatically 
as the effective nutation frequency becomes less than 87%. With 65% effective nutation 

frequency， only about 40% rec四 lplingefficiency is obtained. 

Ref. 
[1] T. Gullion and J. Schaefer， J. Magn. Reson. 81， i96-2∞(1兜9).
[2] T. Gullion， D. Baker and M. S. Conradi， J. Magn. Reson. 89， 479-484 (1990). 
[3] R. Fu， S. A. Smith and G. Bodenhausen， Chem. Phys. Lett. 272， 361-369 (1997). 
[4] S.A. Smi出，T. O. Levante， B. H. Meier and R. R. Emst， ，よMagn.Reson. SeχA 106， 75 
105 (1994). 
[5] K. Nishimura、R.Fu、T.A. Cross， J. Magn. Reson. In press (2∞1). 
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3 次元国体高分解能NMR~去の開発とマストパラン X への応用

Three-d i mens i ona 1 h i gh reso 1 ut i on so 1 i d state NMR and app 1 i cat i bn to 

Mastparan X 

(阪大蛋白研 1、横浜国大・エヘ群馬大・エヘ三菱化学生命研 4)

0戸所泰人¥柳下元 2、若松馨3、河野俊之ヘ藤原敏道 1、阿久津秀雄 1

We are developing sol id-state NMR methods which provide more structural information 

for i sotope-I abe 1 ed b i omo 1 ecu 1 es. The low reso 1 ut i on and sens i t i v i ty are the obstac 1 es 

to the app 1 i cat i on of so 1 i d-state NMR to b i omo 1 ecu 1 es. We have i mproved the reso 1 ut i on 

and sens i t i v i ty by the comb i nat i on of i sotope-I abe 1 ed samp 1 es and mu 1 t i d i mens i ona 1 NMR 

under MAS. 1 n th i s study， 3D pu 1 se sequences were des i gned to obta i n spectra for 

15N-13CO_13Cα， 15N_13Cαー13COand 15N_13Cαー13Cs chem i ca 1 sh i ft cor re 1 at i on. The i r extens i ons 

to 3D correlation enhanced the spectral resolution. The signal assignment by these 

pulse sequences enable us to analyze the secondary structure of Mastparan X-Gly， 

amphiphi 1 ic 15-residue peptide. 

【序】 間体NMRにおいて、タンパク質や核酸などの生体高分子の構造を解析するためには、

その分解能と感度が不十分なことが障害となっている。そこで我々は安定同位体標識と多次

元 NMRを組み合わせることで、分解能と感度を向上させる測定法の開発を試みている。本研

究では生体高分子の共有結合に沿ってシグナルを同定するために、15N-13CO_13Cαの相関、15N_13C

αー13COの相聞を得るパルス系列および 15N_13Cαー13Cβの相聞を得るパルス系列を用いて分解能

を向上させる方法を検討した。また、 15N，13Cで完全標識したアミノ酸 15残基からなる面親媒

性ペプチドであるマストパラントGIy (MPX-G)にこれらのパルス系列を応用し、 MPX-Gの15残

基がアミノ酸配列特異的に帰属できた。本 3次元 NMRから得られた化学シフトに基づく 2次

構造の評価を行った。

【実験と誤料】

NMR測定はChemagneti cs CMX400 1 nf i n i ty核磁気共鳴装置で、4mmφあるいは 5mmφlH，13C， 

1~ 3重共鳴用 MASプローブを用い、静磁場強度 9.4Tで、行なった。パルス系列の評価におい

ては 15N，13Cで同位体標識した Ala、Val、Glnを4mmφあるいは 5mmφジルコニウム製スピナー

に入れたものを用いた。

用いた MPX-Gはマストパラン Xの本来アミド化されている G末端に Glyが付加したもので

ある。アミノ酸配列は 1le-Asn-Trp-Lys-Gly-I le-Ala-Ala-Met-Ala-Lys-Lys-Leu-Leu-Glyで

ある。 MPX-Gは大腸菌 BL21(OE3)でおccharomycescerevisiaeのユビキチンとの融合タンパ

ク質として発現させ、酵素を用いて切断する方法で調製した。培養は同位体標識したグルコ

ースと塩化アンモニウムを用いた最小培地で行った。 MPX-Gはメタノールに溶かして、微結

晶を作り、 4mmφスピナーに入れた。

国体NMR、3次元、 MAS、安定同位体標識、 MastoparanX 

とどころやすと、ゃなぎしたはじめ、わかまっかおり、こうのとしゆき、ふじわらとしみち、

あくつひでお
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3次元 15N_13Cα_13CO化学シフト相関法

(Fig.1)は、 15Nから 13Cに磁化移動させ

るAPHHCP(Adiabatic-Passage Hartmann 

-Hahn Cross Polarization)と双極子結合

した 13C聞で磁化交換させる RFDR(Radio 

Frequency Driven Recoupl ing)により、

15N_13Cαー13COの相聞が観測できる。 APHHCP

は約 10kHzという狭いオフセット帯域で

であるので、以下に述べるように選択的

磁化移動に有効であった。 Cαとcoの化
学シフトは約12kHz差があるので、APHHCP

を使えば選択的に磁化移動できる筈であ

る。実際APHHCPおよびt2時に 13Cの周波

数をシフトさせることで、 Nから Vある

いはCOへと選択的に磁化移動させること

ができた。したがって N→cα→ CO 
( NjCAjCOj 残基肉)と N→ CO→cα 
(Nj+1COjCAj :残基間)の2種類の異なる

相聞を得られるようになる。これにより

隣り合うアミノ酸残基を完全につなげることができ、主鎖の帰属ができるようになる。

3次元 15N_13Cα_13C8化学シフト相関法 (Fig.2)は3次元 15N_13Cαー13CO化学シフト相関法の

RFDRに代わり SPC-5(Super cyc I ed POST -C5)を用いた。 RFDRと異なり V、C8聞のような化

学シフト差の小さいものの磁化移動をおこなえる。それにより、アミノ基の 15Nの化学シフト、

13C'"の化学シフト、 13C8の化学シフト聞の相関ピークつまり 15N→13Cα→13C8と移ってきたシグ

ナルが観測できた。13COより化学シフトの分散の大きい13C8のシグナルを用いることにより、

残基内のシグナルについて 15N_13Cαー13CO の相関より解析しやすい、 1~_13Cα_13C8の新しい相聞

が得られる。

前述の二つのパルス系列を用いて、 15N_13Cαー13COの相関 (NCACO: F i g. 1)、 15N_13CO_13Cα

の相関 (Nj+1COjCAj: Fig. 1)、15Nー13C'"ー13C8の相関 (NCACB: F i g. 2)のスペクトルを得た。こ

れらのスペクトルから、固体 NMRにより MPX-Gの 15残基中 12残基 (80%)がアミノ酸配列

特異的に帰属できた。完全な掃属は、昨年示した 2次元 13Cαー13Cα相関法で行なえるが、これ

らの方法は2次元 13Cαー13Cα相関法より感度が高い。

また、化学シフトの 2次構造依存性を利用してランダムコイルとの化学シフト差を評価し

た。固体状態で MPX-GはLys4から Leu14までαヘリックス構造をとっていると考えられ、昨

年報告したものと一致した。

【考察】
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14ぱrn n ~ ~A 
1. RFDR)n V V' 

H→15Ni(tI)一一争13C"i(tz)ーーが3CUi(ω

CP APHHCP RFDR 
H→15Ni+l(tJ)一一+13CUω 一一-tl3Cαi(t3) 

Fig.1 Pulse Sequence for 3D N-C α一CO

Chemical Shift Correlation 

CP APHHCP SPC-5 
H→ 15Nれ1)一一令13C"i(tz)ー--tl3CiJμ3)

Fig.2 Magnetization Transfer Pathway of 

3D N-Cα-C8 Chemical Shift Correlation 

【結果】

2つの 3次元のパルス系列を用いることで、国体 NMRにより MPX-Gの15Nと13Cを配列特異

的に帰属することができ、さらに 2次構造を求めることができた。したがってより高分解能

に生体高分子のアミノ酸配列にそって帰属する方法を確立できた。今回用いたものは 15残基、

αヘリックスが1っと単純なものではあるが、より大きな静磁場、高速な MASなどを用いる

ことで、さらに大きな分子にも応用できるだろう。
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「スラグ構造解析における高磁場開Q-MASの有効性」
(日本電子(株)[1]、新日本製錨(株)[2]) 
0下池田勇一[1]、杉沢寿志[1]、金橋康二[2]、斎藤公児[2]

The advantage of MQ司MASfor high magnetic field inanalysis of Slag. 

(iEOL Ltd. [1] Nippon Steel Corporation [2]) 
Y.Shimoiked!![1]， H.Sugisawa[l]， K.Kanehashf]， K.Saito[2] 

MQ-MAS method is very effective in出estmctural allalysis of the half-illteger quadmpolar nucIei， but could 
be used only by the sample which is Iimited. In this paper， we have examilled the illt1uellce of the ma伊 eticfieId 
strellgth to slag (by-product ill the proce路 ofthe iron-making process) spectra USillg MQ-MAS techlliques. It is 
cIear that S/N alld the resolution are improved greatly at 14.1T ill comparison with 9.4T， and also llew peaks 
which ar叩 'tseen at 9.4T because of low resolutioll are obscrved at 14.1 T¥Therefore， we believe that MQ-MAS 
me曲。dullder the high ma伊 eticfield (more than 14.1T) is very ellective alld helptitl to allalyze chemical 
stmcture of slag materials illvolvillg quadmpolar lluclei. 

【緒言l
MQ-MAS法は、半整数スヒン紋の固体高分解能 NMRスベクトルを得るための手法として、近年、急速

に発展した。特に、これまで州Rの解析対象となり難かった無機材料の構造解析に有効な手法と期待
されている。本手法による研究例は既に数多くなされているが、実材料への適用例は未だ限られてい

る。実材料では、複雑な構造を持つ少量成分の解析を要求されている。この要請を満たす為には、感

度及び分解能の更なる向上が必要とされている。本レポートでは、実材料として、スラグと呼ばれる

製鉄の過程で作られる副産物を用い、磁場強度の NMRスベクトルに及ぼす効果を検証した。

【実験]
今回、 MQ-MASの実材料の応用としてスラグサンフルを使用した。スラグの化学状態はガラスである

ことから、 X線回折等での構造解析もできなかった。そのため、従来は組成のみで議論されていた材料
である。そこで、新日本製銭株式会社にて作成された F-1と呼ばれるスラグサンプルを用いてi7Alの

MQ-MAS法にて解析を行った。 F-1はスラグの標準サンフルで、組成として Ca(35.5%)、Si(13.4克)、

A 1(2.9%)などを含んでいる無機材料である。また、磁場強度は 9.4T(27Al : 104 MHz) ， 14.1T (llAl : 
156 MHz)にてそれぞれ測定し、何時スベクトルおよびMQ-MASスベクトルの比較を行うことで磁場の影

響についても考察した。

【結果]
Fig.1にてト1の i1Al一肌Sスペクトル(シングルパルス)を示した。 14.1Tのスベクトルは 9.4Tに

比較して感度が格段に向上しているのが分かる。

Fig.2は F-1の3Q-MASスベクトルである。等方軸(展開軸)はスケーリング処理を行い、化学シフ

ト軸の傾きを 1に補正しである。問-MASは元来感度の悪い測定法であるが、 14.1Tのデータは 9.4Tの

ものと比較して感度が飛躍的に向上し、少ない積算回数でもノイズの影響をほとんど受けていない。

また、 9.4Tでは一本に見えたヒーク Aが、分解能の向上によりヒーク Cとヒーク Dに分離しているの

が観測されるようになっているのが分かる。

キーワード:MQ-MAS，四極子相互作用 3 高磁場，スラグ

しもいけだゅういち、すぎさわ ひさし、かねはし こうじ、さいとう こうじ
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Fig.2 1i A 1 3Q-MASスベクトル:左図 9.4T，右図 14.1T 
積算=1920回(9.4T)，480回(14.1T)、 MAS=15kHz、待ち時間=2秒
(本はサンフル管のパックグラウンド信号)

【まとめ]

本研究では、スラグ中に少量含まれるアルミの27Al-MQ-MASスベクトルの磁場強度依存性を調べた。
14.1Tの静磁場下で測定したMQ-MASスベクトルは、 9.4Tで測定したものに比べ、感度、分解能とも格
段の向上が見られ、 9.4Tでは分離できなかったヒーク Aが、 14.1Tで分離できていることから、磁場
向上によるt情報量の増加をはっきり示すことができた。実材料は、複雑な構造を持つ少量成分の解析

を要求される。スラグは、その実例の一つである。今回の研究により、 600MHzを超える高磁場MQ-MAS
法は、このような材料の構造解析に対して有力な武器となることが示せた。

文献

1. L. Frydman， J.S. Harwood， J. Am. Chem. Soc. 117(l 995)5~67. 

2. 金橋康二、斎藤公児、杉沢寿志，第 ~9 回 NMR討論会要旨集，(2000)~68.
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MAS条件下で同種核二量子双極子相互作用を
リカップリングできるオフセット帯域の、 RFパJレス列による制御

(阪大たんぱく研)0松木陽、藤原敏道、阿久津秀雄

Effective・Bandwidthofthe Homonuclear DQ-Dipolar Recoupling 

Controlled by RF-Pulse Sequence under MAS Conditions. 

Y'Oh Matsuki， T'Oshimichi Fujiw釘a，Hide'O Akutsu 

Institute for Protein Research， Osaka University， Suita 565-0871， Japan 

民おes明uen悶白紙recouplethe. h'Om'Onucl悶 di伊l紅血飽racti'Onundぽ MAS∞!ll(出'Onare凹伊由ntfiぽ SI伊al
asSl伊ments.For the recoupmも m伽苛nchr'Onizeds由es'Of 'cyclic' element p叫seis 'Ofu泊凶ed.We previ'O凶ly
repo政調仙atthe effective range 'Ofthe recoupling∞叫dbe∞甜olledbym吋場ingelement pulse s'O that z・component
'Of its residual ro凶叩依おissuppressed undぽ的i回ym出曙 powぽ~Here， we sh'OW伽tad問v泊ve'Of 'Our element 
p叫民whichis n'Ow made ωc岨 prisea finite z-rot副'On，gives m噂 1出 zati'On同首おbetw悶 1pairs 'Of spin ha泊ng
vari'O凶即位。picch悶悶1shi食differ匂lceswith'Out changir港MASr湾総.百凶岱 e湾問men匂llydem'Ons住臨d佃
U_[13C， 1~-labe1吋 L-al制服油田Cえmagr悶zati'Onis selectively回nsfi聞吋toC=O or Cs in恥 samem'Olec由
Eithぽ'Ofthe阿 0回nsferpatl凶叩besel印刷bysimply cha噌ngirradiati'On frequ四郎百leappr'Opn蹴町吋ia世加
企明uencyis也閃re同 llypr叫c帥le.百el'OW mixing powe宮町田ementke郁 g∞d佐ans財 efficiency，m出時仕le
m噛odfavor司bleevenundぽぬsttv仏S∞ndi租.0llS.

且玉虫iζMAS条件下において核スピン聞に高い効率で磁化を移動する技術は、信号の帰属を行

う上で必要不可欠である。ラジオ波パルスによってハミルトニアンのスヒ。ンパートを制御するこ

とで、普通は MAS条件下で平均化される異方的なスピンスピン相互作用を一部復活(リカップ

リング)することができる。しばしば用いられる方法は、位相の異なるエレメン卜パルスを試料

管の回転に同期して照射するものである。各エレメントパルスは一周期の後にスピンの状態を元

に戻すサイクリックな性質のものが用いられる。試料管が2回転する期間に 360度の5等分ず

つラジオ波位相を増加させるスキーム (CHと表記される)でエレメントパルスを照射すること

で、ゼロ量子双極子やCSA項を効果的に抑制し、二量子の双極子相互作用だけをリカップリング

できる事が知られている。エレメントパルスとしては従来、

(協(21l")向 (2メ)世;ゆ=k21l/5 (k = 0-4)---[1] 

などが用いられてきた。しかしながら、これは広い周波数帯域で一様に二量子双極子相互作用を

リカップリングできる反面高速のMAS条件下では、除去されずに一部残る 13C/IH聞の双極子結

合の干渉によって実験全体の感度が悪化するのが問題であった。

我々は、リカップリングの高い効率を維持したまま、いろいろに帯域をコントロールで、きる方

法を開発してきた。これによって各実験の目的ごとに必要最低幅のリカップル帯域を用いること

が可能になる。たとえば、アミノ酸種ごとの信号帰属には、側鎖の Csの化学シフト値を知ること

が重要であるが、このためには脂肪族炭素が共鳴する比較的狭い帯域だけでリカップルする方が

効果的である。狭い帯域のリカップリングに十分な比較的弱い混合パルス強度は 13C/IH双極子相

互作用のデカップノレを容易にし、実験の感度を向上するからである。帯域のコントロールは次の

ような、ラジオ波磁場強度に対して一般的な形を持つエレメントパルスを用いる事で得られた。

国体NMR，同種核二量子双極子相互作用， リカップリング，マジック角試料回転，安定同位体標識

まっきょう、ふじわらとしみち、あくつひでお
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(α/2 -900);(a)和，，(α/2+ 900); ---[2] 

こ一今与与ιι，rR削帆は叶ま
パルスの拡張、

(α12-900+8);(α)仰 (α/2+ 900-8);; (εは任意)---[3]

から得られたエレメントパルス{α=2800， 8 = 30今を用い適切な搬送周波数を選択すれば、異な

る化学シフト差を持つスピン組のうち、特定の組の聞に選択的に磁化を移動することができるこ

とを示す。目的のスピン問だけに磁化を移動するための、適切な搬送周波数は下に示すように理

論から予測して用いることができる。

車盆上記のパルススキームC5;によって、混合ノ勺レスの搬送周波数の近傍ではスヒ。ン系のハ

ミルトニアン中に2量子双極子項だけを優先的に残せる事が知られているこれを通した磁化移

動過程において、移動効率のオフセットに依存した悪化は、共鳴条件で満たされるエレメントパ

ルスのサイクリックな性質がオフセットにおいて大きく逸脱することが影響していると考えられ

る。非常に短いサイクル時聞を仮定すれば、有効ハミルトニアンは下記のように近似できる。

!il eff (5r c) = !il(~ + !il，臨・--[4]

ここで買おはスピン1・2間の双極子結合項、 !il.聞はオフセット条件でエレメントパルスが引き

起こす、磁化の残余回転項である。各エレメントパルスの残余回転は任意方向の軸を持つ一般的

な回転になり得るが、それぞれの軸は異なる 5等分の位相でxy平面内で平均化されていることを

考えれば、J{r田による回転の横軸成分は第一次近似では無視できると考えられる。したがって後

者のハミルトニアンは

!il
r回
(5rJ>:::iClz…[5]

のように書ける。 cは残余回転のz成分の周波数とする。この残余回転の大きさを制御すること

でリカップリング、パルス列の性質を制御できる。我々は以前に、 [2]のエレメントパルス(&=0)を

用いれば、 ζを搬送周波数付近でごく小さく抑えられることを利用し、リカップリングの有効帯

域をいろいろに変化させる方法を得た。今回、 &>0を用いることで有効ハミルトニアン中に残余

回転項を意図的に導入し、リカップリングのオフセットに対するスケーリングを変化させること

で、化学シフト差の異なるいろいろなスピン組に選択的にリカップリングできる方法を開発した。

図1ωにはエレメントパルス{α=2800， 8 = 30今を仮定して、 2つのスピンそれぞれに計算した
Cの値の和LC= c} (Qoff) + C2 (Qoff)を、それぞれの化学シフトの関数としてプロットしたもの
を示しである。また、有効ハミルトニアンJ{effの下での、混合期rm後における、スピン1のz磁

化からスピン2のz磁化への移動効率Eは回転系でのコヒーレンス移動の理論によれば、共鳴オ

フセット Qoffの関数として
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Figure 1 The z-rotation frequency summed for two spins， L' ， and magnetization transfer 
efficiencぁE(iloff)， are plotted as a function of isotropic chemical shift of each叩inin (i) and 
(ii)， respectively. The result is shown for the element pulse of [3] with {α= 2800， 8 = 300}， 
which uses mixing power ofγBl/27t=48 kHz under MAS rate of vR=12.5 kHz. In ω， regions of 
・2kHz<L 1:: <2 kHz are shaded. 
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/、・ 21…ーl(ωDQ(Qoff) i 1 川E(Q~= ) = sin '1 tan -11 U ，<' Ull' トーr61
、山 ~Sl(Qoff)+S2(Qoff))I 

と表される 2。ωDQ(QOff)はリカップリングできる二量子双極子項の強度である。図 1臼)には同

じエレメントパルスについてEωdの化学シフト依存性を同様にプロットしである。両者の比較

によって、磁化移動のオフセット依存性は、単一スピンのオフセットでの回転挙動で主に決定さ

れるとわかる。中心の×印の搬送周波数からのオフセットが①:t2kHzのスピン組、② -4kHz

と+12kHzのスピン組の両方に磁化移動が望めることが示されている。これらの組が持つ化学シ

フト差は実験条件の磁場の下(1H共鳴周波数500MHz)で、用いた均一標識アラニン試料のそ

れぞれ、 CαICs問、 Cr1./C=O聞の化学シフト差に相当する。

ω の
U
・
唱

A
，，‘、

①
芯
②
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Figure 2 Spectra of powdered uniformly [13C， 15NHabeled L-alanine obtained in the 
magnetization transfer experiment. The element pulse used fcir mixing isω{α= 2800， 
8 = 300}， which is introduced in this work， and (ii) {α= 3600， 8 = OO}， which has been used 
for broadband operation. In (i)， spectra were obtained with the carrier which are set at 
positions corresponding ω① and ② of Fig. 1(i)， and indicated by arrows. 



量一一塁 図2はアラニンを用いた磁化の移動実験で得たスベクトルで、混合パルスの搬送周波数

が矢印で示されている。この実験ではC勺こ選択的に磁化を励起した後、混合期にエレメントパル

ス{α=2800， & = 300}を用いて同一分子内の他の炭素、つまり CsかC=Oに移動させる。図1中

に①と②で示された点に対応する搬送周波数を用いたとき、磁化の移動相手を Csか C=Oに完全

にコントロールできることが図2の(i)に示されている。図2の(ii)は同様の磁化移動実験を [1]の

エレメントパルスを用いて行った結果である。移動の選択性が低いことに加え、特に C勺Cs聞の

移動に関してはその効率もωと比べて非常に悪いのが分かる。このエレメントパルスでも搬送周
波数を極端に低/高次場側にシフトさせることで移動の選択性を高めることはできるが、引き換え

に移動の効率はさらに著しく悪化する。移動の選択性は、目的以外のスピンへの磁化の漏れを防

ぐので測定の感度の面からも重要であるが、観測周波数幅を極力狭く抑えたい多次元実験におい

ては、折り返し信号を抑制する上でも特に重要である。

主塞今回紹介したエレメントパルス{α=2800，&=30今は、化学シフト差がそれぞれ約4kHz

と16kHzであるアラニンの C勺Cs問、 C勺C=O聞に選択的に磁化を移動した。さらに図1は、こ

のエレメントパルスが、 MASの周波数を変えることなく、 25kHz程度までの任意の化学シフト

差を持つスピン組に磁化移動を実現できる可能性があることを示している。今回、複合ラジオ波

パルス列を用いて得られた磁化の選択的移動は、連続ラジオ波場による回転共鳴ティックリング

法(R2TR)3によっても可能であるが、我々の方法では移動の各周波数帯の幅を比較的容易に広げ

ることができる可能性があり、多次元測定への応用も期待できる。我々のエレメントパルスに要

求される混合パルスの強度は[1]のエレメントパルスに要求されるもの (MAS周波数VR= 12.5 

kHzの下でrB¥/2" =63 kHz)と比べて小さく(rB¥/2"坦 48kHz)、比較的高速のMAS条件下で
も高い移動効率を実現できる。さらに、特定のスピンペアに選択的に二量子双極子相互作用をリ

カップリングするこの方法は、近傍の核からの強い双極子結合の干渉を避け微小な相互作用の観

測を可能にする。

ペプチドの 13C信号の帰属に一般的に用いられる NCACB実験では窒素核の化学シフトで標

識した磁化が同一残基内のぴに移された後、さらに側鎖の炭素に移され観測される。同様に

N(CO)CACB実験では窒素磁化は隣接するアミノ酸残基の C=Oに移され、続いて側鎖炭素の化

学シフトで観測される。両者はそれぞれ残基内、残基聞の相関スペクトルを得るのに重要である

が、前者は脂肪族炭素同士の、後者はカルボキシル炭素と脂肪族炭素の同種核問磁化移動を要求

する。前者は小さな、後者は大きな化学シフト差のスピン組問の磁化移動を求めるから、二つの

実験では目的に適した別の混合ノfルススキームを用いることが、感度向上の面から望ましかった。

今回紹介した新しいエレメントパルスは両方の目的を、パルスの搬送周波数を変更するだけで達

成するので、両実験にまったく同ーのパルススキームを用いることができる。

室主主盤

1. M. Carravetta et al.， Chem. Phys. Lett.， 321， 205・215，2000.

2. L. Mu11er and R. R. Emst，Mol. Phys.， 38(3)， 963圃992，1979.

3. K. Takegoshi et al.， Chem. Phys. Lett.， 232， 424，1995. 
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Uniform lH→2H Cross Polarization (UNI -CP) in Solids 

Abstract 

Takashi MizunQ， K.τ'akegoshi and Takehiko Terao 
Department of Chemistry， Faculty of Science， Kyoto University， 

Kyoto 606-8502， Japan 

To overcome the low sensitivity of 2H NMR in powdered solids， we developed a novel 

UNIform 1H→2H Cross Polarization (UNI-CP) scheme which enhances a whole 2H powder 
pattern uniformly. The sequence is based on Lee-Goldburg irradiation to 2H employed to 

spin-lock the 2H magnetization without the effect of the quadrupolar interaction. 

2H is a spin=l nuclus and its powder spectrum is distributed by quadrupolar interaction of 

the order of a few 100kHz. Further， the sensitivity of conventional direct 2H observation using 

the solid-echo sequence is relatively low， because of its low gyromagnetic ratio (15% of that 

of 1 H). To overcome the low sensitivity， we propose here七oapply the cross-polarization signal 
enhancement method from abundant 1 H spins. 

It should be noted that， however， with the convensional cross-polarization sequence em-
ploying on resonance spin-locking， only a part of the 2H powder pattern is enhanced (Fig.1) 

because the Hartmann-Hahn condition is modified to be V~ H + vQ(α，s，'Y) =ν;Hう whereVQ 
denotes the quadrupole co叩li時 fora micro crys七alliteat the orientation (α，s，γ) 1) 
To enhance the whole 2H powder pattern， one simple way is to remove the quadrupolar 

interactionぅwhichcan be achieved by the Lee-Goldburg (LG) irradiation 2) to 2H， that isぅthe
direction of the effective field is along magic angle from the external field. U nder LG irradiationう

the spin part of the zerotlトorderquadrupolar interaction is averaged to be zero， hence the 

Hartmann-Hahn condition is modified to be V?  eff = ν;(whe四 V~Heff = V(ν戸)2+ムν2
ムVis the offset from the career frequency. Note that the new Hartmann-Hahn condition does 

not involve the orientations of crystallites， the uniform enhancement is thus expected. Fig.3 
shows two 2H spectra taken by (a) the solid echo sequence， and by (b) the UNI-CP sequence 

shown in Fig.2. Significant enhancement is achieved. 

references 
1り)Takegosぬh吋¥:e抗tal.， Chem. Phys. Lett.(1996) 260，159 
2) Lee，M et al.， Phys. Rev. A(1965) 140，1261 

Keywords : Cross polalization， Quadrupolar interaction， Lee-Goldburg irradiation 
みずのたかし、たけごしきよのり、てらおたけひこ
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Fig.l :2H rf-field amplitude dependence of 2H spec-

tra observed for α-NH2CD2COOH using normal CP 

1 Hrf-field amplitude was 63kHz. This自gureIS repro-

duced from ref.2). 

Fig.2 :Pulse sequence for UNI-CP 
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leig.3 :2H powder pattern spectra observed for白 NH2CD2COOHusing (a) the solid echo sequence and using (b) the UNI-CP 

;equence. (a)The solid echo sequence was used with the pulse repetition time of 225s and 64 FIDs accumulated. (b) The UNI-CP 

氾quencewas used with the contact time of 15msec， the pulse repetition time of 2.5s， and 5760FIDs were accumulated. Note thaι 
he total acquisition time (240min) was set to be equal for both spectra. The 1 H rf-field amplitude was 102kHz and that of 2H fOl 

コPwas 80kHz. NMR mesurements were carried out on CheMagnetics 300 spectrometers， at 2H NMR frequency of 46.122 ，-1Hz 
コhei¥.1agnetics5rt probe w出 used.All mesurements were taken at room temperature 
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13C)Hdi伊1紅世sis飴dro凶叩a1reωn叩ceinmagic叩 glespinning NMR 

OζyoωUniv.) OS.N法四rura，K. 11法egoshi，T. Terao 

Anewl3(:.ー叱pol出m世on回1Sferrr即 :har首sm仰polar-Assis凶Ro凶α凶Reson組ce，DARR) undぽ magic叩 .gle

sp祖国ng(MAS) is presented. DARRhave some加量百blefi棚田s:(l)nor壬釘叫凶onto 13(:， (勾lessres凶ctionfor the 

spin凶碍 S戸ed， and (3) high reωolu柱。n伽血gobservation. DARR shows band開.selective即 :ouplingbecru即 of

hom句開1回国 broadeningdue to the 1H_1H dipo1ar interaction， which can be u民dtore∞uplec紅boxyV

u伽nyVaromaticωrbonsand aliphatic carbons. Fur由民 fora longer伊Ilarization回郎会主開iod，臨ondordぽ

即 oupling阻lOng13(: spins with smaller chemica1血i食differen蹴， such as aliphatic carbons， does∞叩'.Hence， 

DARR becomes broadband.百lesefe繍.u:eswo叫dm広:eDARR useful for血estruc旬rals知dyofI即位des.

試料回転下(胤S)での 13C_13C磁化移動実験は、分子の構造情報を得る手法として用いるこ

とができるために、いくつかの手法が開発されてきた。中でも、 MASよる双極子相互作用の

平均化を妨げるように 13C核へのRF照射を行う RF駆動系の手法は、高い磁化移動効率を示

すことが知られている。一方で、即駆動法における 13CへのRF照射によりもたらされる 13C

磁化の速い減衰('"'"'数 ms)は磁化移動の観測時間を制限するために、 2bond以上離れた核開

の相関情報を得ることの大きな妨げになることが考えられる。そこで我々は、 13C核にラジ

オ波を照射しないで、、代わりに13C一世相互作用を利用して13C_叱聞のflip-flop項を復活さ

せることのできる手法を模索してきた。 13CへのRF照射を行わないことは、 13C磁化移動実

験を鰍蓑和時間の聞で行うことができることを意味する。最近我々は、 RIR法 (Resonant

Interference Resonance) [lJとDARR法 (Dipolar-AssistedRotational Resonance) [2J 

という MAS下での叱_13C双極子相互作用のリカップリング法を開発した。 RIR法では、

Frequency-switched Lee-Golgburgノ勺レスに基づいた FSLG-m2mmを照射することで 13C-1H

双極子相互作用を導入する。 FSLG-m2nvηのもとで、 13C-1H双極子相互作用の空間部分は

MAS周波数による変調を受け、スピン部分はFSLG-m2mmによる変調を受ける.一方、 13C-

ISC双極子相互作用は空間部分が MAS周波数により、スピン部分が化学シフト等方値差によ

る変調を受けている.13C_13C相互作用のリカッフ。リングは、 lH-13Cと13C_13Cの双極子相互作

用の変調周波数が一致するように FSLG-m2nvηのサイクノレタイムを調整することで達成さ

れる。一方、 DARR法では、 Rotary-Resonance条件をみたす 1Hへの CW照射により 13C-1H双

極子相互作用を復活させて、広中間七した13C1H双極子パターンともう一方の 13CのMASサイド

バンドを Spectraloverlapさせることで行われる。 RIR法と異なり、 DARR法では 1H-1Hの

key word: spin diffusion、rotaryresonance 

なかむら しんじ、たけごしきよのり、てらおたけひこ
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flip-flop項は取り除かれていなし、。つまり、 13Cラインは 13C-1HとlH一切により広市商七され

ている。

本発表では、 13Cへの RF照射を行わない lH駆動法も加えて、リカップリング効率や周波

銃撃択性などについて比較を理論と実験により行う。
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[lJ K. Takegoshi， S. Nakamura， and T. Terao， Chem. Phys. Lett. 307 (1999) 295. 

[2J K. Takegoshi， S. Nakamura， and T. Terao， Chem. Phys. Lett. 344 (2001) 631. 
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光・マイクロ波誘導偏極核スヒoンの高磁場観測

(京都大学大学院理学研究科)

0古布村亮次、武田和行、阿部智彦、竹腰清乃理、寺尾武彦

Observation of photo-and microwave-induced nuc1ear po!ariz副 onin high magnetic fie!d 

(Department ofChemistry， Graduate Schoo! ofScience， Kyoto University) 

OR. Koumura， K. T:北eda，T. Abe， K. Takegoshi， T. Terao 

In order to realize a high-fie!d observation of nuclear magnetization， enhanced in low field by dynamic 

nuclear polarization (DNP) due to photo-excited triplet elec仕onspins， a samp!e-shutt!e system has been 

developed， which consists of superconducting and non-core magnetsヲaloop-gap resonator for microwave 

irradiation， a qua合upolecoil for field sw切 p，and 200 MHz・50MHz double-tuned probe for lH司 13C

double resonance NMR. Using this system， lH polarization can be built up by a repetition ofthe integrated 

cross polarization (ICP) technique in low field (0.3 T工andthe sample can be moved into high field (4.7 T)， 

where the lH polarization is further甘ansferredto 13C by the conventional cross polarization (CP) technique. 

The experiment is demons仕atedin a single crystal of 0.018 mol% pentacene-doped naphthalene. 

[序] 電子スピン偏極を核スピンへ移動させる動的核偏極(DynamicNuclear Polarization: 

DNP)によりNMR信号を大幅に増大化させることができる[1]0DNPを行うためには、試料中にフリ

ーラジカルか光照射により三重項状態へ励起する分子が含まれている必要があるが、後者には以下

のような利点がある。 (a)光励起で得られる三重項状態の中にはフリーラジカルよりはるかに大きな電

子スピン偏極を持つものがある。 (b)光励起三重項状態は有限の寿命を持ち基底状態へ減衰するた

めNMR信号への影響を及ぼさない。これまでに提案されている最も効率的なDNPの手法は、回転

系の光励起三重項電子スヒ。ンと実験室系の核スヒ。ンの間で、のcrosspolarizationfこ基づくもので

[2]、ベンタセンをドープしたナフタレン単結晶を用いて0.3T、100Kで32%の lHスピン偏極が

得られている[3]。また、最近では粉末試料においても光励起三重項状態を用いたDNPが可能であ

ることが示され[4]、化学的・生物学的に興味深い系でのNMR信号増大化の実現に向けて期待が

持たれている。しかしこれらの実験は、利用可能なマイクロ波の出力の制約のもとで回転系の電子ス

ヒ。ンと実験室系の核スヒ。ンとの問でHartmann一Hahn条件を満たすために、約0.3Tという低い

磁場中でしか行われておらず、増大したNMR信号を高分解能測定することが不可能だ、った。そこで

我々 は、 0.3Tで光励起三重項状態を用いたDNPを行った後、試料を4.7Tの高磁場へシャトル

してlH-13C二重共鳴NMRを行うことができるシステムを開発した。

Keywords:光励起三重項状態、動的核偏極(DNP)、試料シャトル、高磁場NMR

こうむらりょうじ、たけだかずゆき、あべともひこ、たけごしきよのり、てらおたけひこ
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[装置と実験] 4. 7T超伝導マグネットの下に、空芯コイルを設置し、ステッヒ。ングモーターにより両

者の聞を約1秒で試料が移動できるようにした(fig.1)。空芯コイルには光照射をするために10mm

幅のスリットが設けられている。また、 0-55Aの電流制御により、空芯コイルの中心部に0-0.32

Tの磁場を作り出すことができ、そこにXバンドマイクロ波照射のためのループギャップレソ、ネータと

磁場掃引のための四重極コイルが設置してある。超伝導マグネット中には200MHzと50MHzに共

振のとれたサドルコイルがセットされており、 lH-13C二重共鳴NMRを行うことができる。また、両マ

グネット内部は真空二重管によって外界と熱的に遮断されており、試料の温度を100Kから300Kの

範囲で制御可能である。 fig.2にパルスシークェンスを示す。シークェンスの前半で、は低磁場中で、

integrated cross polarization (ICP)を繰り返し行い、 lHスヒ。ン偏極をピルドアップしている

[3人5]0その後、試料を高磁場中へシャトルし通常のCPを用いることで、光励起三重項スピンの偏

極をlH経由で13Cに移動させている。

実験はベンタセンをドープしたナフタレン単結晶(ベンタセン濃度0.018mol%)を試料に用いて

100Kで行った。 fig.3に、 ICPをO.2925Tで、50Hzの繰り返しで5400秒測定を行った後4.7Tで

観測した13Cのスペクトルを示す。この13Cの信号強度は、4.7T100Kにおける熱平衡時と比べて

140倍になっており、低磁場で、エンハンスした核スヒoン偏極を高磁場で観測することに成功してい

る。

[今後の展望] 原理的には、より一層の信号強度の増大化が期待できるので[3，5]、今後は更なる

実験条件の最適化を図りたい。また現在は生体物質への応用を目標に、トリプトファンの光励起三重

項状態を用いたDNP実験が進行中である。
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fig. 1. Schematic view of a sample shuttle system. 
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300 250 200 150 100 50 

chemical shift / ppm 

伍g.3. Enhanced 13C spectrum in a single crystal of 0.018 mol% 
pentacene-doped naphthalene at 100 K. Before the signal detection 
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固体NMRによる(AlaGlyGly)lOの精密構造の決定と
クモ牽引糸の構造との関連

(東京農工大工1、バリアンテクノロジーズジャパン2)

0芦田淳 1，2・小松耕平1.朝倉哲郎 1

The Determination ofthe Structure of (AlaGlyGly)lO by Solid State N恥1Rand
the Relationship with the Spider Dragline Silk Structure. 

担旦A辿温盆lぺKoheiKomatsul， and Tetsuo Asakural 

IDepartment ofBiotechnology， Tokyo University of Agriculture and Technology; 
2Varian Technologies Japan Ltd 

Spider dragline silk consists of the repetition of two unique motifs -poly-Ala， and Gly-rich 
regions. From the previous studies， the structure of poly-Ala region in dragline silk was 

characterized as s ・sheet，and contributed to the strength of the dragline silk. While， the 
detailed structure of Gly-rich regions have not been determined yet， however， it was 
suggested that (Gly幽Gly-X)motif contributes to the elasticity of the dragline silk. In this 
study， the local structure ofthe isotope-Iabelea (AlaGlyGly)lO was determined a出S31-占h児凶elixby 
solid-state two-dimensional s叩pinト-diωifi的ft白u服山IS10討sionN恥低Rラ and 口Cchemical s出h悩1討iftc∞on仰tωou町rmap戸s. And 
also the Gly-rich region motifs of natural dragline silk were analyzed by these solid state 
NMR methods， and the structure ofthem was compared with (AlaGlyGlY)lo 

[緒言]

家蚕絹フィブロインと異なり、クモの生命線である牽引糸は、 4~7 個の Ala 連鎖領域

とGlyリッチ領域の 2種類の特異的なモチーフの繰り返し構造で成り立っている。そ

の Ala連鎖領域は、。シート構造を形成し、異常に強し、糸の源となっていることが、

これまでの多くの研究から明らかにされてきた。一方Glyリッチ領域の決定的な構造

は得られていないが、 Kummerlen[1]らによるスピン拡散固体 m伎の研究から、
(GlyGly-X)の繰り返し構造が 31-ヘリックスを形成し、その弾性の発現に寄与している

可能性が示唆されている。

そこで、本研究では、任意の炭素や窒素を 13C，15Nでラベルした(AlaGlyGly)lOを合成

し、配向しない系にも適用できる 2次元スピン拡散固体NMR法[2，3]などの国体N恥低

の手法を用いて構造の決定を行った。一方、クモの Gly残基を含む天然化合物につい

ても同様の解析を行い、構造を比較・検討した。

[試料作成]

試料は、 PioneerPeptide Synthesis System(PE Biosystems社製)を用いて、 Fmoc固相合成

法により合成した。得られた租ペプチドを 9MLiBr溶液に溶解後、不純物を吸引櫨過

により除去し3日間透析を行い、 N乱1R測定に供与する試料を得た。

ポリアラニルグリシルクcリシン、クモ牽引糸、 2次元スピン拡散固体N孔1R

あしだ じゅん、こまっ こうへい、あさくら てつお

。r-



い恥1R測定】

固体NMRは、 VarianUNITYINOVA400およびChemagneticsInfinity400を用いて測定

した。 2次元スピン拡散NMRでは、試料回転速度は 6kHz、ミキシングタイムは、分

子内でのスピン拡散がおこるが分子間でのスピン拡散がほとんど無視できる条件で

最適化を行い、 2秒と設定した。また、試料回転角度はマジック角から 5"'10度程度

ずらして測定した。シミュレーションスベクトルは、 SGIのOCTANE W orkstation上

で自作の FORTRANプログラム[2，3]を使用して求めた。

【結果と考察】

図1に(A1aG1yG1y)]()の 14番目と 15番目のG1yのカルボニル炭素を選択的に 13C喧enrich

した試料の固体2次元スピン拡散N恥低スベクトルを示した。この実験スベクトルと

シミュレーションスベクトルの比較を行った。さらに、 A1aの Csの化学シフト値が
17.3ppmであり、 31ーヘリックス構造の典型的な化学シフト値 17.4ppm[4]とよい一致を

示すことより、 15番目の G1y残基の内部回転角は(-90
0 :t 100 ， 150

0

土10
0

)と求め

られた。図 2に内部回転角(φ，ψ)=(-90
0 

， 150
0 

)のシミュレーションスベクトルを

示した。

発表当日は、残りの 3n+1番目の A1aや 3n+2番目の G1yの内部回転角を求めた結果も

合わせて報告する。さらに、クモの牽引糸中の、 (G1y-G1y-X)モチーフを含む天然化合

物の構造についても解析を行し¥(A1aG1yG1y)1Oモデルベフ。チドとの比較・検討を行う。
内¥

・/ー←一、¥¥
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Fig. 1. Experimenta1 2D spin NMR spectrum 
of carbony1 carbons of 14・thand 15・thG1y

enriched (A1aG1yG1y)1O 

なお、本研究は一部、生研機構基礎研究推進事業により行われた。
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国体NMRによるポリシロキサンの構造と

機能発現のメカニズムの解析

東工大院理工 O木村英昭、黒木重樹、安藤勲

Structural Analysis of Polysiloxanes by Solid State NMR 

Hideaki Kimur~， Shigeki Kuroki， 1sao Ando 

(Department of Chemistry and Material Science， Tokyo 1nstitute of Technology) 

Structural analysis of some polysiloxanes (silicones， [RR'Si01J was carried out by 

13C， 170， and 29Si NMR. We have prepared 170・labeledpolysiloxanes to obtain 
170 NMR spectra. 1n 29Si NMR spectrum of polydimethylsiloxane 

(-SHCH3h・0九， a very narrow singlet peak appears at -21.9 ppm. This result 

shows that the main chain has high mobility and it is in cationic character. 

On the other hand， the 170 NMR spectrum of the polymer exhibits an asymmetric 

doublet pattern. The appearance of the doublet pattern was reasonably 

explained by quadrupolar interaction. 

緒言:ポリシロキサン(シリコーン)は高度な耐熱性、主鎖のイオン性、液晶性、電

気絶縁性から注目を集めている無機高分子である。ポリシロキサンの主鎖(-Si-O)nは

有機高分子の炭素骨格に比べて、結合長が長く、結合角も大きいので柔軟である。そ

のため、一般に室温で液体であるが、側鎖の構造によって、固体や液晶状態にもなり

うる。実用的な材料としで広く普及しているポリシロキサンであるが、その構造解析

は全くと云っていいほどなされていない。その理由は、 NMR以外の手法でそれを行

うのは困難であること、逆に NMRで観測しようとすると、主鎖骨格に酸素(170)が含

まれ、それが測定困難な核種(天然存在比0.037%、スピン 5/2)であることがあげら

れる。他の含ケイ素無機高分子であるポリシランやポリカルボシランの構造研究が、

すでに固体NMRを用いて行われたのは、それらのポリマーが 13C，29Siという比較的

測定容易な核で構成されていたからである。

本研究では、数種のポリシロキサンの構造を13C.29Si核で観測することはもとより、

主鎖の酸素を 170ラベルしたポリシロキサンの 170NMRスベクトルを観測し、ポリ

シロキサンのさまざまな高度な機能を構造という側面から議論したい。

キーワ}ド:ポリシロキサン、含ケイ素ポリマー、 170NMR、29SiNMR 

きむらひであき、くろきしげき、あんどういさお
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実験

試料:本研究で用いた 170ラベルされたポリシロキサンは当研究室で合成した。合

成法は、(1)ジクロロシラン(-SiCh・)を加水分解重合させ、その後、生成物をよく水

で洗浄した。その生成物には環状オリゴマーと鎖状シロキサンの両方が含まれている

ので、 (2)その生成物にピス(4・ヒドロキシプチノレ)テトラメチルジシロキサン(末端

基)を塩基触媒存在下で仕込み、シロキサン結合をランダムに切断・結合を繰り返し

て平衡化させ、目的生成物を得た。

170 NMR測定:170 NMR測定は、 BrukerAVANCE DSX-300分光計で共鳴周波数

40.7 MHzで、行った。化学シフトは、水 (8=Oppm)を基準と Lた。 π/2パルス幅は

5μsとし、待ち時間は 48とした。

結果と考察

Fig.1にポリジメチルシロキサン(常温で高粘性の液体)の 29SiNMRスペクトル

を示す。 8=-21.9ppm(TMS基準)に線幅の極めて細いシングレットが観測される。

ポリマー独特の主鎖のコンホメーションの分布による線幅の広がりが観測されない

ことから、ポリジメチルシランの主鎖はかなり屈曲性が高く、運動性が良いことがわ

かる。また、比較的高磁場にピークが出現していることは、ポリジメチルシロキサン

の主鎖のケイ素原子の陽イオン性を裏付けた結果といえる。

Fig.2に 170天然存在比のポリジメチルシロキサンの 170NMRスベクトルを示す。

積算回数 12000回(一晩)でそこそこのシグナル強度が得られた。ポリジメチルシロ

キサンは、比較的 170NMRスベクトルを得やすいサンプルで、あるようである。ポリ

ジメチルシランの29Siシグナルは、シングレットであったのに対し、 170スベクトル

ではダブレットが観測された。この原因については、現在、考察中である。 2つのピ

ークは、両方とも水よりも低磁場に出現しており、ポリジメチルシロキサンの酸素原

子の陰イオン性を裏付けている。

J、
拍 -10 占c

Fig. 1 29Si NMR spectrum of 

polydimethylsiloxane. 
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Fig. 2 170 NMR spectrum of 170 natural 

abundant polydimethylsiloxane. 
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二次元二量子園体NMR法による

ポリエチレンナフタレ}トのコンホメーション解析
京大化研 1、IowaState Univerisilf 

0乾延彦 l、梶弘典l、矢野達也 1、堀井文敬 1、KlausSchmidt-Roh? 

Conformational Analyses ofPoly(ethylene naphthalate) by 

Two-Dimensional Double-Quantum Solid-State NMR Spectroscopy 
1加蜘.tefor Chemic討Research，Kyoto U凶versity，Uji， Kyoto 611・0011
2Dep:ぽ出lentof Chemis町，Iowa State University， Ames， IA 50011， USA 

Nobuhiko Im.rl/ Hironori Kaji，I Tat~uya Yano，l Fumitaka-Horii，l and Klaus Schmidt-Roh? 

CH2・CH2confonnations of poly(ethylene naphtha1ate) (PEN) inα， s crysta1 fonns and in a glassy 
state have been investigated by solid-state two-dimensional (20) double-quanれ1m(OQ) NMR spectroscopy. 
In the glassy PEN， the experimenta1 20 DQ spec汀umis dominated by the features of the gauche 
confonnation. Nevertheless， the s回ightridges of slope-two characteristic of the廿ansconfonnation is 
a1so observed， indicating白紙theexistence of trans confonnation in the glassy 蜘，te.Quantitative analyses 
出etranslgaucheratio and the torsion angles for respective confonnations are now in progress'-The 20 
DQs戸C加 mofPENin白eαcrystalfonn is dominated by narrow straight of slop-two. It is thus found that 
CH2..(ごH2bond is in the紅溜15state， which agrees with the results by wide-angle X-ray di債総tion(WAXD). 
As加ilarex伊rimenton PEN in the βcrystal fonn， whose crysぬ1structure is not wel1 defined by WAXD 
experiments， is a1so in progress. 

1.緒言

ポリエチレンナフタレート(PEN)は、力学特性や耐熱性等、数多くの優れた特性

をもっ高分子材料であり、現在その利用が盛んになりつつある。この PENのさら

なる物性改善のためには、非品部分の構造制御が重要であると予想されるが、非

晶成分あるいは、非晶状態の詳細な構造解析は困難であり、これまでその定量的

な解析が行われてこなかった。本研究では、我々が最近開発した、結晶性・非品性

を間わず高分子の固体状態におけるコンホメーションを直接解析することができ

る、二次元二量子遷移(200Q)国体NMR法により、非晶状態における CH2・CH2 コ
ンホメーションを解析した。また、 PENの結晶形にはα型とp型があることが知
られている。 α型については広角 X 線回折法 (WAXO)によりすでに解明されて

いるが、 9型についてはいまだ明確にされていない。そこで、同様の 20OQ NMR 
法を用いてP型結晶のコンホメーションについても検討した。
2.実験
CH2炭素を 13Cダブルラベルした PENをエステル交換法により合成した。得ら

れた PEN試料を 310'Cで 20分間溶融した後、氷水中で o'Cに急冷することに
より非晶フィルム (q-PEN) を得た。また、 α型結晶 (α・PEN)は、 q-PENを室温
から 1'C Iminで 240'Cまで昇温し、240'Cで 30分間等混結晶化することにより得た。

p型結品 (s・PEN)は、 q-PENを 310'Cで溶融した後、 250'C付近の様々な温度で等
温結晶化を行うことで得られた。 PENの合成、および結晶形の確認ならびに結品
化度の決定は、溶液 IH および 13CNMR測定、 OSC測定、および WAXO測定によ

り行った。溶液および国体 NMR測定は、それぞれ JEOLAレ400分光計および
Chemagnetics CMX・400分光計により 9.4Tの静磁場下で行った。 OSC7JlY定および
WAXD測定には、それぞれ TAInstruments OSC・2910および理学電機 Rint2000を
用いた。

Keyword;ポリエチレンナフタレート、コンホメーシヨン、二次元国体 NMR、二量子 NMR

いぬいのぶひこ、かじひろのり、やのたつや、 iまりいふみたか、くらうすしゅみっとろー
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Fig.lに q-PEN，a-PEN，およびs-PENの WAXD測定結果を示す。これら回折ノ号

ターンから PENがそれぞれ非晶、 α型結晶、 F型結晶状態にあることが分かる。ま
た結品性試料はほぼ単一の結品型として得られていることが分かる。

Fig.2(a)， (b) に、 13CH2炭素をダブルラベルした PEN試料を用いて作製した

や PENおよび q-PENの実損.IJ2D DQ NMRスベクトルを示す。また、 Fig.2(c)， (d)に

は、 CH2・CH2 のねじれ角vが¥jI= 1800 (trans)および¥jI= 700 (gauche)の場合のシミ
ュレーションスベクトルを示す。 Fig.2(c) から、傾き 2の対角線方向に伸びた成

分が trans状態に対応していることがわかる。一方、 gaucheに対しては、二量子軸

(ω1軸)の高磁場側、すなわち図

の右上に強度を示さない。そのた

めゐ trans、gauche を明確に区別

することができることがわかる。

Fig.2(a)において、傾き 2の対角

方向にのびるシグナルにより、 α

型結晶では CH2・CH2結合が trans

状態にあることが分かる。この結

果はこれまでの WAXDによる結

晶構造解析の結果と一致してい

る[l]0さらに詳細には、スベクト
ル中央部にシュミレーション(c)

には見られないシグナルが観測

される。このシグナルがα-PEN試

料(結晶化度 0.38)の非晶成分に由

来するシグナルであることが

T1pwfilterを用いた測定によって

明確になった。一方、 Fig.2(b)に示し

た q-PENのスベクトルから、非品状態

においては、 gaucheィichであること、ま

た、 minor成分はあるが、 transが存在し

ていることが明らかとなった。

9型試料は q-PENを 310"Cで溶融
した後温度を下げて等温結晶化を

行うことで得られたが、試料の分

子量の違い等のために、等温結晶

化に適した温度は試料により異な

ることがわかった。

発表当日は、 trans/gauche比と、

それぞれのねじれ角 vの定量的
な解析結果、および、十PENに関

する結果についても報告する予定

である。

3.結果と考察

[1] C.J.M. van den Heuvel， E.A. Klop 
PolYJner2000，41，4249 
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Fig.l.WAXD pattems of q-，α-and s-PEN samples. 
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二次元固体 13CMAT法による高分子のダイナミクス解析

京大化研
O福家一則、梶弘典、磯村武範、田井利弘、堀井文敬

The Analysis of Dynamics in Polymers by a Two-Dimensional Solid-State 13C MAT techniqu巴

Kazunori Fuke， Hironori Kaji， Takenori Isomura， Toshihiro Tai， Fumitaka Horii 

Institute for Chemical Research， Kyoto University， Uji， Kyoto 611・0011

The dynamiωof an amorphous polymer， phenoxy resin (PHR)， has been investigated by using a 

two-dimensional solid-state 13C magic angle turning (2D MAT) technique. The 13C chemical shift 

anisotropy (CSA) spectra for respective 13C species are successfully separated for a wid巴 temperature

range (・140-90
0
C) by this technique， and therefor巴，the dynamics of resp巴ctive13C sites can be analyzed 

from the temperature dependence of 13C CSA line shapes. From the temperature dependenc巴ofCSA

line shapes of phenylene ring axis carbons， the motion of phenylene ring axis is found to be mostly frozen 

below 90 (九+lO)OC. Only a small fluctuation and the angle distribution of phenylene ring ルflip

motion shown below are suggested. In contrast， with increasing temperature， the averaging of σ11 and 

σ22 is observed for phenylene ring C-H carbons， indicating that phenylene rings und巴rgoTC flip motion. 

At 150
0
C， an isotropic chain motion is found to occur with th巴fr巴quencyabove 105 Hz， since CSA for all 

13C species are averaged out. The quantitative details will be discussed based on the resu1ts of 

simulation analyses. 

緒言

ビスフヱノールーA・ポリカーボネート(PC)、ポリアリレート(PAr)等のガラス状高分子は耐衝撃

性などの力学特性に優れており、金属材料に代わるエンジニアリングプラスチックとして広く用

いられている。この優れた物'性は分子運動や構造に関係していると考えられ、その詳細を明らか

にすることにより、さらなる高性能材料の開発・設計が期待できる。我々はこれまで PC、PAr

と同様にピスフヱノール A残基を持つガラス状高分子であるフエノキシ樹脂(PHR)の分子運動

を明らかにするため、 CP/MAS13Cスペクトル、 2DCP/MAS 13C exchangeスペクトルの解析を行

なってきた[1]0本研究では二次元magicangle turning(2D MAT)法[2]を用いて、 -1400Cから 150t

における各炭素の 13C化学シフト異方性(CSA)スベクトルを測定し、より詳細なダイナミクスの
解明を試みた。

実験

試料として用いた PHR(ユニオンカーバイド製PKHJ)は160
0
C、100kgf/cm2でホットプレスし、

氷水中で急冷した後、室温で 3日間減圧乾燥を行った。固体 13CNMR測定は、 Chema.e:netics
CMX-400分光計により行った。 MAT法における試料の回転速度は、ー1400Cで 128(±2)Hz;27℃

で 128(:f:l)Hz、90tで 125(土l)Hzである。

キーワード:高分子、ダイナミクス、エンジニアリングプラスチック、二次元固体 NMR、

MAT法

ふけかずのり、かじひろのり、いそむらたけのり、たいとしひろ、ほりいふみたか
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実験結果

Fig.lに90
0

Cにおける 2D13C MATスペクトルを

その skyprojectionとともに示す。ω1軸には CP/MAS

スペクトルとほぼ同等の分解能を持つ projectionが

得られており、 ωz軸では重なり合っている各炭素

のCSAがうまく分離できていることがわかる。

Fig.2には C4炭素および C6炭素の 13CCSAスペ

クトルの温度変化を示す。フェニレン環部分の 13C

化学シフトテンソルの主軸方向と分子構造の関係

はFig.3に示した。C6炭素の CSAは・140"Cから 90"C

では大きな変化が見られない。しかし、温度上昇と

ともに線幅がわずかに狭くなっており、また 022が

高磁場側にシフトしていることがわかる。この結果

は、 Tg{80
0

C)+10"C以下ではフェニレン環の主軸の運

動はほぼ凍結されているが、わずかに揺動運動を行 事室

なっていること、また後述のπ.フリップ運動にフリ
ップ角の分布があることを示唆している。一方、 C4

炭素では-140"Cから 90"Cに温度が上昇するにつれ

て011と022の平均化が見られる。 PCに対する CSA

形状の温度変化[3，4]との比較から、フェニレン環の

π.フリップ運動が示唆された。 C3および C5炭素
の CSAスペクトルについても同様の結果が得られ

た。

Fig.2の 150"Cにおけるスペクトルは magicangle 

spinningを行なっていない状態における CP/dipolar

decouplingスペクトルである。すべての炭素に対して

CSAが平均化しており、そのことから 105Hz以上の

isotropicな運動を行なっていることがわかる。

発表当日は、シミュレーション解析結果に基づいた

定量的な議論を行なう予定である。

I
l
l
e
-
-
-

σ11 
Fig.3 Relation between molecular structure and chemical shift 

tensor directions 

1] Kaji， H.; Tai， T.; Horii， F. Macromolecules 1997，30，5791. 

2] Gan， Z.J. Am. Chem. Soc. 1992，114，8307. 

3] Horii，F.; Beppu， T.; Takaesu， N.; Ishida， M. Magn. R口on.Chem. 1994， 

12， S30. 

4] u'Gara， J. F.; Jones， A. A.; Hung， C ・C.Macromolecules 1985， 18， 

L117; Roy， A. K.; Jones， A. A. Macromolecules 1986， 19， 1356. 
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Fig.1 2D 13C MAT spectrum of phenoxy resin at 90'C. 

The sky projections are also shown for both dimensions. 
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Fig.2 13C CSA spectra of C4 and C6 carbons for 

phenoxy resin. Spectra from -140'C to 90'C are 

obtained by 2D MAT experiments. Spectra at 150'C 

are obtained by a CP/dipolar decoupling experiment 

without MAS. 
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The analysis of 02H -πinteraction in phenoxy resins by 
an MAS NMR method without irradiating ~H nuclei 

京大化研 1、IowaState Univerisitl 
0梶弘典 1、堀井文敬 1、KlausSchmidt-Rohr2 

The analysis of 02H -Jt interaction in phenoxy resins by an MAS NMR method without 

irradiating 2H nuclei 

Hironori Kaji¥ Fumitaka Horii¥ and Klaus Schmidt-Rohr
2 

lInstitute for Chemical Research， Kyoto University， Uji， Kyoto 611・0011

2Dept. of Chemistry， Iowa Stat巴University，Ames， IA 50011 

The OH...:n: interaction in an amorphous polymer， phenoxy resins (PHR)， has been investigated by a 

newly-developed magic angle spinning NMR method for distance determination between unlike spins. 

This experiment， termed relaxation-induced dipo1ar exchange with recoupling (RIDER)， can be performed 

without irradiating one of the two spins in question， and therefore conventional double-resonance probes 

can be utilized for the experiment. Longitudinal relaxation of the passive spin during the mixing time， 

which is sandwiched by two r巴couplingperiods， results in a dephasing of the heteronuc1ear coher巴nceand 

consequently a decay of the magnetization. As a result of 13C_2H RIDER experiments on an 

OH-deuterated PHR (02H-PHR) sample， signal decays are observed not only for CH2 and CH resonance 

lines but also those for phenylene carbons. This indicates that OH…πinteraction exists in PHR. We 

hav巴alsoinvestigated the origin of the resonance line splitting at low temperatures observed for phenylene 

ring C-H carbons， and the interaction between OH group in PHR and the co・existingsolvent. 

1.緒言

超分子や分子集合体、また、分子認識や自己組織化に関する研究が、現在目覚しく発展し

つつある。これらの構造体は特定官能基聞の相互作用により形成されており、したがって、

それら分子間力の解明は、これまで以上に重要となりつつある。中でも、弱い特異的相互作用

は興味深い。これまで、この特異的相互作用は、 X線回折による結晶構造解析、溶液NMRで

のNOE等により解明されてきたが、非晶性固体材料に対しては、その確証が困難であった。

一方、我々は固体NMRにおいて、 L核にパルスを照射することなく S-L間の距離を測定す

る手法を開発した[1]，R巴laxation-InducedWpolar .Exchange with Recoupling (RIDER)と名付けら

れたこの方法では、 lHdecouplingを含めても二重共鳴の装置で測定できるため、 REDOR等

の方法では十分な S/Nを得ることが困難であった材料に対しても、詳細な解析が可能となる

ことが期待される。

キーワード:relaxation、recoupling、dipolarcoupling、phenoxyresins、OH-πinteraction

かじひろのり、ほりいふみたか、くらうす しゆみっとろー
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本研究では、我々がこれまで研究を行ってきた非晶性合成高分子であるフエノキシ樹脂

(PHR)[2，3]のOH水素を重水素化し、 13C_2HRIDER測定を行うことにより、そのフェニレン

環と OH基間の OH'"π相互作用について検討した。

2.実験

ぺレット状 PHRを過剰量の重メタノールと THFの混合溶液に溶解し、重水素化

PHR(02H-PHR)試料を作製した。得られた試料を 50"Cで減圧乾燥した。 1日間の減圧乾操では

THFが残存しており、 3日間かけて残存溶蝶を除去した。固体13CNMR測定は、 Chemagnetics

CMX・400分光計により 9.4Tの静磁場下で行った。 MAS回転速度は、 25"Cで 6kHz、・120"C

で5.8世-1zである。

3.結果と考察

3.1.RIDER測定

測定に用いたパルスを、

図 1に示す。CPの後、 first

recoupling periodにおける

ローター1/2周期ごとの

ルpulsetrainにより、 S-L双

極子相互作用およびs核の
化学シフト異方性(CSA)が

re∞upleされる。ここでは、
S，Lはそれぞれ13Cおよび

2Hである。このように

modula除された S核の

coherenceが、 mixingtime 

(tm)を経験した後、 second

underMAS 

I~Jττ~J DD 工，JDD 

13cJe司し中佐叫:ι
削 or塑と←ム→ ←ーーーー→
o …n n n+l... 2n =N 
」一一一一一一一ノ 、」一一一一一-----1

1st recoup1ing period: 2nd recoupling period: 

'trcptf2 = nτR 'trcptf2 = n 'tR 

Fig. 1. Pulse sequenc怠forthe RIDER experiments. 

recoup1ing periodの終わりにful1stimulated echoを与えるよう、π-pulsetrainの位相を設定する。

スピン拡散・分子運動の影響を無視できる場合、この stimulatedechoの強度は、 h聞にL核

の緩和が起こることにより減衰する。 reference強度s。と RIDER強度Sとの差(aS=So帽 S)に
よって得られる強度の減衰分aSは、全recouplingtime ('τ岬=2UtR = NtR = N加R)、L核との双

極子相互作用、 tm聞のL核の緩和、および核の天然存在比にのみ依存する。その結果、後述

の(1)，(2)式より S-L双極子相互作用を決定することができる。

本研究における実験条件では、スピン拡散、 25"Cでの分子運動は無視できることが我々の

以前の研究[2]から予想され、また、後述の重水素化していない試料に対する測定により確認

された。・120
0

Cでは、周波数分布の広い(KWWs = 0.2)ルflip運動を起こしている[2]が、平均

周波数は2x102Sであり、その影響は大きくないと推察される。

3.2.PHRに対する測定結果

図2(a)に、 25"Cにおける 02H-PHRのRIDERスペクトルを示す。測定パラメータは図中に示
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したひまた、ここでは

referenceスペクトルと

riderスペクトルを重ね

合わせて示した。室温に

おいて、C7/8炭素の共鳴

線だけでなく、フェニレ

ン環の炭素に対しでも

強度の減衰が見られる

ことから、 OH基がフエ

ニレン環の近傍に存在

していることがわかる。

一方、 Cl炭素の共鳴線

の強度には変化が見ら

れない。 C2炭素は、 tm= 

0.5 Sの測定では 13Cの

も緩和のため観測され

ないが、 tm壬0.2Sでは、

C1と同様、共鳴線の強

度に変化が見られなか

fo-@'t@-o吋了C"'l
C6 

250C 
tm = 0.5 s 
τrcpl = 2.67 ms 
n=8 

-120 Oc 
tm = 0.1 s 
'trcpl = 1.33 ms 
n=4 

150 125 100 75 50 

Fig. 2. RIDER (thick lines) and reference (thin lines) sp配回 ofpheno可
った。したがって、これ

resins; (a) at 25 oC with Irn = 0.5 s andτ町 I= 2.67 rns; (b) at -120 oC with tm 
らの炭素の近傍にOH基

=O.lsand τ'=1 = 1.33 rns. 
は存在しないことがわ

かる。また、重水素化していない PHRに対し同様の測定を行ったところ、共鳴線の減衰が見

られなかったことから、これらの減衰が各 13C核と 2H核との相互作用のみによるものである

ことが確認された。

図3(a)，(b)には、 2S"Cにおける RIDERbuildup曲線およびRIDER緩和曲線を示す。 L=1の

場合、これらの曲線は次式にしたがう[1]。

dS/So=l・(so+Sjexp( -tnlf 1 app)+S2exp( -3tnlf j SO)) 

ここで、 dS/Soは、規格化された減衰強度である。また、

、.，F
唱
冒
A

Ja--

、

Tj柳 =TjSO TjDO /(TjDO +2Tjso) 

so=(3+4cos(Nφ)+2cos(2Nφ))/9 

Sj=(3・3cos(2Nφ))/9

s2=(3・4∞s(Nφ)+cos(2Nφ))/9

φ=(DsJ'ωR)2hsin(2sDR)sin(YDR) 

である。これらの式より、九plおよび tm依存の測定から 13C_2H核問の双極子相互作用、した

がって、距離が求められることがわかる。また、 L核のー量子および二量子スピンー格子緩和

時間TjSO，T1
DOを評価することも可能である。発表当日は、 02H-PHR試料の重水素化率、室温

での運動を考慮することにより、各炭素と 2H聞の距離を定量的に評価する予定である。定性

(2) 
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的には、これらの RIDER測定の結果、 2Hがフェニレン環の近傍にあり、 OH'"π相互作用の

存在が明らかとなった。

図2(b)には、・120"Cにおける 02H-PHRのRIDERスペクトルを示す。低温(約-60"C以下)では、

フェニレン環の CH炭素が2本に splitする[2]。温度上昇による共鳴線のcoalesceは、フェニ

レン環のπ-flip運動によるものである[2，3]が、本研究では、splitの起源について検討を行った。

すなわち、 1つのフェニレン環中に 2個存在する C5(あるいは C4)炭素の一方と OH基がよ

り密接な OH'"π結合をとることにより化学的に異なる 2種のサイトが生じ、共鳴線が split

する可能性がある[2]。図 2(b)の・120"Cでのスペクトルから、 2本の C5(および C4)炭素共鳴線

は、ほぽ同程度減衰していることがわかる。

以上の結果から、 OH…π相互作用の存在は明確となったが、 OH基はフェニレン環の 6つ

の炭素からほぼ等距離に位置しており、 C5，C4共鳴線の splitの原因ではないことが明らかと

なった。splitの原因としては、 C7/8炭素との CH...Jt相互作用、あるいはフェニレン環同士のπ

…π相互作用を考える必要があろう。
また、共存溶媒ー高分子聞の相互作用について検討するため、 1日間のみ減圧乾燥を行っ

たTHF共存状態での 02H-PHRに対して RIDER測定を行った。その結果、百IF共鳴線の強度

に明確な減衰が見られ、 THFが OH基の近傍にあることが示された。このように、 RIDER法

は、分子間complexの相互作用の解明にも有用であることがわかる。

0.3 0.3 
(a) 25 Oc (b) 25 Oc 
tm = 0.1 s ... ... τrcpl = 2 ms 

n=6 
0.2 
金
企

金 vcコp • • • ¥ ... . • ロ ロ V司3 

0.1 E 日 0.1 回目 ロ
置 ロ

• .-.| op-e • ol・-・ . 
O 2 3 O 100 200 300 400 500 

'trcpl (= NτR) Ims tm/ms 

Fig.3. (a) RIDER buildup curves of phenoxy resins as a functIon of出巴rωoupling白newith tm = 0.1 

s at 25 oc. (b) RIDER relaxation叩 rvesof phenoxy resins as a function of the mixing time with叫明=
2x6τR = 2 ms at 25 oc. Symbols of口，阻ム組d• represent the experimental results forロ，
C4，σ'/8， and C1 resonances， respectively， as shown in Fig. 2. 
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無機一有機分子複合材料の CP/MAS13CNMR法による構造、分子運動の解析

京大化研 O日下康成・増田憲二・堀井文敬

CP /MAS !3C NMR Analysis of the Structure and Dynamics 

for Inorganic-Organic Molecular Composite Materials. 

Yasunari Kusaka， Kenji Masuda， and Fumitaka Horii， 
Institute for Chernical Research， Kyoto University 

τ'B~[Sb8012(OHhol reacts with (t-C4H9)(CH3hSiOH to yield TBA2[Sb406(OHMOSi(CH3h(t-C4H9)hl. This 
inorganic-organic molecular composite mat巴rialhas 6 bulky silyl groups and these silyl groups make shallow 
pockets on each side of the anion that can contain a CH2Clz molecule in the crystalline state. In this paper，，:，，e 
characterize the structure and dynamics of this anion， especially of substituted silyl groups， by CP/MAS 13C 
NMR and solution-state NMR spectroscopy. T1C measurements of the crystals indicate that the molecular motion 
of the CH3 groups directly bonded to the Si atoms is much hindered ∞mpared to that of the tert-butyl groups. 'H 
NMR and lH NOESY spectra in CD3CN also reveal that the rotation of some silyl groups is greatly inhibited by 

neighboring silyl groups. 

[緒言]アンチモン原子8個と 32個の酸素原子から成る三次元

かご型アニオンであるオクタアンチモン酸(図 1)の TBA+塩

{百A+= (n-C4H9)4N+} 、 TB~[Sb80u(OH)2o1が 1995 年にポリアン

チモン酸の初めての単離例として報告された。 1) 著者らはこの

オクタアンチモン酸と(t-C4H9)(CH3hSiOHとの縮合反応により、

オクタアンチモン酸塩からの初めての誘導体

TBAz[Sb406(OH)4{OSi(CH3)舟 C4H9)hlの合成、単離に成功し、

すでにその構造(図2)を解明した。勾

このアニオンは嵩高い6個のシリル基を放射状にもち、全体

として球状にシリル基が伸びている。結晶中でこれらのシリル

基はアニオンの両側に一つずつポケットのような空孔を形成

することが分っており、このポケットがCHzClz分子のような小

分子を内包すること、またそのポケットの内部にある水酸基と

水素結合させる機能をもつことを見出した。本研究ではこれら

を背景として、溶液 NMRとCP/MAS!3C NMR法を用いて、

[Sb406(OH)4 {OSi(CH3h(t-C4H9) hl
zアニオンの構造、特にシリル

基の溶液および、固体状態での分子運動の解析を行った。

[実験]固体NMRの測定はO-ring付きMASローターに約200

mgの試料を充填し、 ChemagneticsCMX200分光計により、 4.7T

の静磁場下、室温で行った。

Figure 2. The structure of 

[Sb406(OH)4{OSi(CH3h(t・C4H9)hf ani 
Ellipsoids are drawn to encompass 50 % of 
electron density. 

inorganic-organic composites/ polyoxometalate/ polyantimonate/ CP/MAS 13C NMR spectroscopy/ 

nanocomposites 

くさかやすなり ますだけんじ ほりいふみたか
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[結果と考察]アニオンを図式的に図3に示した。こ

こでは3つのシリル基は省略してある。図4には、

TBA2[Sb406(OH)4{OSi(CH3h(t・C4H9)hlのCP!MAS!3c 
NMRスペクトルを示す。すべての炭素の各共鳴線は

それぞれ2-4本に分裂しており、これは結品中にお

ける複数のサイトの存在を反映している。図ではSi

に結合した CH3基の共鳴線の拡大を示している。そ

れぞれの炭素の運動性を評価するために、 !3Cスピン

格子緩和挙動を CPT1法により測定した。この結果、

シリル基に結合した CH3基の T1Cは3.1sで、 tert-Bu

基の CH3基はT1C= 0.4 sと明らかに異なることが分 Figure 3. Schematic representation of silyl 

かり、さらに、同じ CH
3の共鳴線でも

T
1Cγ違いが

groups of [Sb406(OHMOSi(CH3h(t-C4H9)hl 
~= v -W anion. Three asterisks revel hidden silyl groups. 

見られた。したがって結晶状態でこれらの運動性が

異なると考えられる。また、 29SiNMR共鳴線の強度のCP接触時間の依存性により、 Sb(l)と1:1で結

合しているシリル基(1)のC民基の運動性は 1:2で結合しているシリル基(2)より高いと考えられる。

一方、 CD3CN中で測定した溶液の 1HNMRスペクトルを図5に示す。シリル基の CH3プロトンの

共鳴線が3本に分裂して現れることが分かる(図中拡大)。高磁場側のシャープな共鳴線は環境の大きく

異なる Si(l)に結合している CH3基に帰属した。 Sb4016骨格はCZhの対称をもち、図3の二つの Si2は

等価であるため、 O-Si結合(図3の結合d)のまわりの回転が起こっているとこれらの CH3(1)，(2)のプロ

トンの共鳴線は一本になるはずである。実際にはdoubletとなっているのはその立体障害のために

0・Si(2)結合のまわりの回転が束縛されていると考えられる。このことは29SiNMR， 1H NOESYスペクト

ルからも支持された。以上の結果より、国体、溶液両状態ではともにシリル基の先端部分と根元部分

において運動性に差があると考えられる。

[JJ 
TBA ~')'~ ， ， 

白

:'Si(α3h 

60 

Figure 4. CP/MAS!3C NMR spectrum of 

TBAz[Sb406(OH)4{OSi(CH3)z(t-C4H9)hl. 

(2) 

Figure 5. 1H NMR spectrum of 

四，A2[Sb406(OH)4{OSi(CH3h(t-C4H9) }61 
inCD3CN. 

1) H. Nakano， Y. Ozawa， and A. Yaga地 i，J.Am. Chem. Soc. 1995，117，12007. 
2) Y. Kusaka， Y. Ozawa， and A. Yagasaki， Inorg. Chem. 2001，40，2634. 
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バクテリアセルロースのミクロフィブ、リル構造に関する固体スヒ。ン拡散NMR解析

京大化研 O増田憲二・安達雅幸・平井諒子・堀井丈敬

福井高専山本裕之

IH and 13C Spin Diffusion NMRAnalyses ofthe Microfibril Structure for Bacterial Cellulose 

kenii Masud!!， Masayuki Adachi， Asako Hirai， Hiroyuki Yamamoto t ， and Fumitaka Horii 
Institute for Chemical Research， Kyoto University， Uji， Kyoto 611-0011， Japan 
tFukui National College ofTechnology， Sabae， Fukui 916， Japan 

It is well known that the C4 resonance line of native cellulose splits into two lines in CP!MAS 13C NMR 

spectra. The downfield line (C4D) is assigned to the crystalline component， but the assignment of the upfield 

line (C4U) has not been established as yet. lH spin diff凶ion企ommeasurements have been conducted for 
water swollen poly(vinyl alcohol) (PVA) films in which the ribbon assemblies are dispersed in order to make an 

assignment ofthe C4U line. As a result， it is found that the IH spins really diffuse合omthe swollen PVA phase 
to dispersed ribbon assemblies and the diffusion rate is almost the same for the C4D and C4U carbons. This 

suggests that the C4U carbons are distributed in the whole area in the microfibril. Furthermore， the effect of 
water on the IH spin diffusion rate is also examined by comparison the diffusion process for PVA films 

containing 20 wt% glycerin. 句→、叫切べ 札 K

flLll …… JF~r-~~…也
[緒言] バクテリアセルロースの CP!MAS13C NMRスベクトル

には、 89.5ppmに結晶成分の C4炭素に帰属される C4D共鳴線に加

えて、その高磁場側にも C4炭素に由来する C4U共鳴線が観測され

る。低磁場側の C4D共鳴線は結晶成分に帰属されるが、高磁場側

のC4U共鳴線に関しては、帰属はなお確立していない。これまで

我々は、ミクロフィブリルサイズの異なるバクテリア

セルロースの IHスピン格子緩和時間について国体 13C

NMR解析を行い、 IHのスピン拡散距離から C4U共鳴線

の帰属に関して検討を行った。その結果、 C4UとC4D炭

素は 10nm以内に共存していることを明らかにした。し

かし、帰属に関してはさらなる検討が必要であること
から、我々は IHおよび 13Cスピン拡散 NMR法により CP/MAS 

検討を行なって来た。本発表では、 IHスピン拡散NMR

法により、 C4U共鳴線の帰属およびミクロフィブリノレ構
造について検討した結果を示す。
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3 [実験1Acetobacter xylinum菌を、 Hestrin-Schramm培地

で培養して得られたバクテリアセルロースを用いた。

得られたバクテリアセルロースを硫酸処理して得たリ

ボン集合体を、アタクチックポリビニルアルコール

(A-PVA)溶液に加えた後、ガラス板上に castすることに

よりセルロース分散 A-PVAフィルムを作製した。この

試料を、 50wt%含水させて測定に供した。図 lに本研

究で用いた IHスピン拡散 13CNMR測定のパルス系列

を示す。固体 13CNMR測定は、 ChemagneticsCMX・400

。l
τJms 120 100 80 60 40 20 

ppm from Me4Si 

Figure 2. IH spin diffusion process for the 

water swollen A-PVA films in which the 

ribbon assemblies are dispersed， measured .at 
different diffusion times (τd) by the pulse 

sequence shown in Figure 1. 

バクテリアセルロース!lHおよび 13Cスピン拡散/ミクロフィブリル/リボン集合体

ますだけんじ、あだち まさゆき、ひらいあさこ、やまもと ひろゆき、ほりいふみたか
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分光計により、 9.4Tの静磁場下で行った。

[結果と考察] 図 2に、図 lのパルス系列を用いて種々の混

合時間('td)について測定した、合水状態のセルロース分散PVA

フィルムの 'Hスピン拡散¥3CNMRスペクトルを示す。準備

期間(ゆが O.lmsにおいては、含水によって運動性の増大した

PVAの非晶成分の CHおよびCH2共鳴線のみが 'Hスピンース

ピン格子緩和時間の違いにより選択的に観測される。 τdの増

加にともない、バクテリアセルロースおよびPVA結晶成分の

各共鳴線の強度が増大している。これは、 τdの問に PVAの

非晶領域および水の IHプロトンから他成分への 'Hスピン拡

散が起こっていることを示している。ここで、 C4U炭素がミ

クロフィブリル表面の非品成分に帰属されるならば、 PVAの

非品領域からのスピン拡散はまず C4U炭素との間で起こり、

その後ミクロフィブリル内部の結晶に帰属される C40炭素

との問で起こるはずで、ある。しかし、図 2において、スピン

拡散による C40および C4U共鳴線の強度の増大はほぼ同じ

割合であった。この結果は、 C4U炭素がミクロフィブリルの

表面ではなく C40炭素と共にミクロフィブリル中に存在す

ることを示している。

スヒ。ン拡散距離(r)は、拡散係数(0)および平衡拡散時聞いの

を用いて r2=aO'tdSと表される。定数 aはスピン拡散のモ

デ、ルにより決まり、ここではa=4/3(ラメラモデル)とした。

また%が 112ms以上において各共鳴線の強度はほぼ一定

となることから、 τdS=112msとした。

ここで、含水試料における IHスピン拡散フ。ロセス及び

拡散係数は未だ明らかでない。そこで、含水した場合に

おける、水分子の 'Hスピン拡散への影響を調べるために、

含水した A-PVAフィルムおよび 20wt%のグリセリンを

含んだ A-PVAフィルムについて同様の 'Hスピン拡散実

験をし、その比較から拡散係数について検討を行った。

グリセリンを含むことにより、 A-PVAフィルムのカゃラス

転移温度が下がるため、'Hスピン・スピン緩和時間の違い
を利用して、非品成分のみ選択的に励起できる。図 3に

図lのパルスシーケンスを用いて測定した 20wt%グリセ

リン含有 A-PVAフィルムの 'Hスピン拡散 '3CNMRスベ

クトルを示す。測定は 500Cで行った。グリセリンを含有

することで、%が Ims以下では、グリセリンの 2本の共

鳴線(63.5および 74ppm)およびA-PVAフィルムの非晶成

分の共鳴線(65・70ppm)のみ現れる。'tdの増加に伴し、 'Hスピン拡散が非品成分から結晶成分へと起こる

ことにより、 A-PVAフィルムの結品成分の共鳴線 I，I1，II1の強度の糟大が観測される。

図4に、含水した A平VAフィルムおよび20wt%グリセリン含有A平VAフィルムの結晶成分の共鳴

線 Iのスピン拡散過程をτdl/2の関数に示した。図 4から明らかに、スピン拡散が含水試料と比べ、グ

リセンリン含有 A-PVAフィルムにおいて早く起こることがわかる。含水 A-PVAフィルムのτdsが

60.8msであり、グリセンリン含有 A-PVAフィノレムのτよは 13.7msである。この結果は、拡散係数は含

水時には約 115に減少することを示している。これより、一般に固体において用いられる 0.5・1.0nm勺ms

の拡散係数の約 115である 0.1-0.2nm-2/msの値を含水状態において用いるのが妥当であることを示唆

している。

発表では、セルロース分散 A-PVAフィルムの含水状態およびグリセリンを含有した場合における

'Hスピン拡散についても検討を行う。

135 
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ppm Ii'on、Mc4Si
Figure 3. 'H spin diffusion process 

for the A-PVA films which contain the 

20 wt % of glycerin， measured at 50 

OC at different diffusion times ('td) by 
the pulse sequence shown in Figure 1. 
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拡散NMRイメージング法による

ポリメタクリル酸ゲ、ル中の金属イオンおよび水の拡散過程の研究

高分子センター東京工業大学大学院理工学研究科

。佐々木暁嗣堀田芳夫黒木重樹安藤勲

A study of diffusional behavior of metal ions and H20 

in a PMAA gel by lH NMR di伍lsionImaging method 

Department ofChemistry and Materials Science ， Tokyo Institute ofTechnology， 

International Research Center ofMacromolecular Science ， 

2・12・1Ookayama ， Meguro-ku ， Tokyo 152・8552，Japan 

o Akitsugu Sasaki ， Yoshio Hotta ， Shigeki Kuroki ， and Isao Ando 

The lH diffusion NMR imaging patterns of a poly(methacrylic acid) gel with paramagnetic 

ions ， Cu2+， were measured ， in order to c1arify the diffusion process of Cu2+ ions in the gel. 

From these experimental results the diffusion process of Cu2+ ions in the gel was successfully 

elucidated. It has been demonstrated that NMR imaging is a powerful means for obtaining 

three-dimensional information about the diffusion process ofpolymer gels. 

1.序論

NMRイメージング法は現在主に医学分野において医療診断に用いられ、臨床医学を中心に活

発に利用されている。その特徴として、非破壊であること、三次元形態学的情報のみならず、代

謝的情報も得られ、生物をそのままの状態で観察することができること、任意の断面の画像を得

ることができること、そして電離放射線を用いてないので比較的安全であること等が挙げられる。

このような背景を踏まえて、我々は、 NMRイメージング法を用いて、高分子ゲル中の核の物

理学的情報(空間密度分布や運動性の空間分布等)の空間分布について画像として得ることによ

り、ゲ、ルの構造・ダイナミックスについて、ミクロ・マクロな面から三次元解析を行い、 NMR

イメージング1去の有用性を示してきた。 [1"-'8] 

以上のような背景を踏まえ、本研究では、水を溶媒としたポリメタクリル酸ゲルに銅イオンを

添加し、水分子及びCU 2+イオンの拡散過程をNMRイメージング法により解明する。

2.実験

ネットワークポリメタクリル酸(以下PMAAゲノレ)は、モノマーとしてメタクリノレ酸 (MA

A)、架橋剤にN，Nーメチレンピスアクリルアミド (MBAA)および、開始剤にベルオキソ

NMRイメージング、ポリメタクリル酸ゲル、拡散イメージング法、銅イオン、

ささきあきつぐ、ほったよしお、くろきしげき、あんどういさお
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Table 1 diffusion coefficients of HzU in PMAA gels as a function of the swellin宮deg:ree

PMAA-Gel MBAA(mol/l) 棚 ersedtime of PMAA gel swelling degr日e Diffusion 

No. 

2 

O. 01 

O. 01 

3 0.01 

4 0.10 

into Cu2
守

aqueoussolution 

(min) 

O 

>>1 

q 

21. 32 

9. 729 

coefficient 

D(cm2/s) 

1. 97x10-6 

2. 20xlO 6 

二硫酸カリウムを用いてラジカル重合させ、架橋密度の異なる 2種類のゲルを合成した。銅イオ

ン (CU 2+)は、生成したゲルを 0.005mol/lのCU S04溶液に長時間と、 1分間漬け込んだ2

種類のゲ、ノレ謂製した。また、ゲ、ノレの膨潤時の重量Mswollerlと乾燥時の重量Mdryを用いて、勝潤度

qを

Q 二 Mswo1 ( 1 ) 

と定義した。

C U 2+を添加していない PMAAゲ、ノレ及びCU 2 +を添加した PMAAゲルについて PFGS

E lHNMR法により、水分子の拡散係数D (cm2/s)を測定した(観測核行、観測周波数 :20MHz、

繰り返し持間:5000町、積算回数 1~5 、温度 2960C) 。また、 lHNMRイメージング法により、

金属イオンと水分子の拡散過程を測定した(観鵡核・ lH、観測周波数 300MHz、繰り返し時間-

1000~20000ms、積算回数 1 、温度 2960C) 。

3 結果と考察

Table 1 fこ PMAAGel-1~4 について、その生成時の架橋需の濃度、 C U 2+の添加時間、膨潤

度、 PFG  S E 1 HNMR法による拡散係数測定の結果を示すoGe 1-2はCU 2+の添加時間が十

分長いことを示す。また、 Gel-1~3 に比べ、 Gel-4 は 10 倍の架橋密度を持つ。 Gel-l と Gel-2

を比較することにより、 CU 2+を添加することにより、 PMAAゲ‘ルの膨潤度は低くなり、水分

子の拡散は速くなることが分かる。

Gel-lとGel-2について lHNMRイメージング法 (SE法)により、 lHスピン密度をTR

20000msと 1000msで測定した。その結果を Fig.1 fこ示す。高分子ゲノレはその双極子 双極子相

互作用により、 lHNMRイメージング法の画像には現れないので、ここで検出した lHの信号

は全て水分子からである。この結果を見ると、 TR (讃算の繰り返し時間)が 20000msのときは、

Fig. 1 'H spin density images of PMAA gel. A small circle is water in a capillary， and a big circle is water in a PMA.A， 

gels. (a) (c) gel-l (b) (d) gel-2 (a) (b) TR=20000 (ms) (c) (d) TR=lOOO (ms) 
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Ge1-1より Gel-2の方が小さくなり、 CU 2+を添加することにより、水分子の密度の減少が見ら

れるが、 TRが 1000msのときは逆に密度が増加している。また、比較のために一緒に測定した純

水と比べると、水分子の密度の大小が、 TRが20000msのときは、 Gel-2<Ge1-1<純水だ、ったが、

TRが 1000msのときは Ge1-1<純水<Gel-2となった。ここで、 Tab1e1の膨潤度の測定結果と比

べると、膨潤度は Ge1-1よりも Gel-2の方がかなり小さい。さらに Ge1-1とG巴1-2について、純

水と比較しながらスピンー格子緩和時間T1をlHNMRイメージング法により測定したところ、

Ge1-1内の水分子が純水 2799.96msに対し 1258.55msとなり、 Gel-2内の水分子は純水 2803.66ms 

に対し 316msと大幅に下がった。これは、 T1を大きく短くする常磁性イオンであるCU 2+の影

響であり、 Ge1-1中の水分子や、純水のlH核の磁気モーメントが、 T1が lOOOmsだと、緩和す

る前に SE法の次の 90
0

パルスの照射が繰り返され、観測する信号強度が小さくなり、 Fig.1 

のような結果になった。

Gel-3について、同様にlHスピン密度画像を用いて、そのCU 2+の拡散の様子をlHNMRイ

メージング法 (SE法)により、経時的に測定した。その結果を Fig.2に示す。速い経時変化

を観測するために、 TRを 1000msにして測定時聞を短縮した。そのために、 CU 2+が浸透した

部分の信号強度が大きく観測されている。次に拡散NMRイメージング法により水分子の拡散係

数の分布を測定するが、この結果により、何枚かの画像を撮像し、その信号強度の減衰から分析

する拡散NMRイメージング法は、 TR =lOOOmsでも 10分前後時聞がかかり、経時変化の初め

の方の測定では、測定中の変化が大きく、十分な結果を出すことが難しいと考えられる。拡散N

MRイメージング法による結果を Fig.3に示す。この結果はその拡散NMRイメージング画像

において、拡散の速い部分 (Tab1e1より、 CU 2+が浸透した部分)が信号強度が強くなり、そ

の信号強度の強し、部分が、時聞が経つにつれて外側から内側に向けて浸透する様子が確認される

と予想したが、それほど大きな信号強度の違いは観測されず、また、経時的変化も見られなかっ

た。これは、経時変化に観測が追いつけていないことが考えられる。そこで、 CU 2+の浸透の遅

い架橋密度の大きい Gel-4を用いて拡散NMRイメージング法による拡散係数の分布の経時変化
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Fig. 2 Time-resolved images for diffusion process of Cu2+ ions into a PMAA gel (gel-3) . 

The images were taken at elapsed times of 2min (a) ， 4min (b) ， 6min (c) ， 8min (d) ， lOmin (e) ， 12min 

(1)， 14min (g) and，16min (h). 
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(a) 

。

FI g. 3 Time-resolved di伍lsionimages of dぽusionprocess Cu2+ ions into a PMAA gel (gel-3) .The images 

.were taken 4min (a) and 16min (b) after . 

を測定しようとしたところ、膨潤度が小さすぎてSE法で画像を得ることができず(信号強度が

小さすぎたと思われる。)、 GE法によってlHスピン密度の経時変化を見るにとどまった。その

結果を Fig_4に示す。しかし、この結果から、 CU 2+の浸透が十分に遅くなっていることが分か

ったので、現在架橋密度の5倍ぐらいの高分子ゲ、/レを生成することにより、拡散NMRイメージ

ング法による拡散係数の分布の経時変化の実験を行っている。詳細は発表にて述べる。
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Fig. 4 Time-resolved images for diffusion process of Cu2+ ions into a PMAA gel (gel-4) . 

The images were taken at elapsed times of 2min (a) ， 3min (b) ， 5min (c) ， 7min (d) ， lOmin (e) ， 13min 

(f) ， 15min (g) and，20min (h) a庇er.
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固体高分解能NMR法によるuv照射DNAの構造に関する研究

(防大応化 1、北大院地球環境2)

0浅野敦志1、山田真路2、西則雄2、黒津卓三1

Structural Study of UV -irradiated DNA by Solid-State NMR 
A. Asano/ M. Yamada，2 N. Nishi，2 T. Kurotsu1 

1: Department of App1ied Chemistry， National Defense Academy， Japan 
2: Division of Bioscience， Graduate School of Environmental Earth Sci巴nc院
Hokkaido Univ巴rsity，Japan 

lt has b巴巴nshown1 that the circular dichroism spectrum of a UV-irradiated DNA 

(water聞insoluble，film) is same as that of a native DNA (wat巴r-soluble，fiber)， indicating th巴
standard B司formstructure， and the infrared spectrum of the UV-irradiated DNA shows a small 
difference in that of the native DNA. To discuss the structural change of DNA after UV-

irradiation in mor巴detail，we observed the solid-stat巴NMRspectra of the native and the UV-
irradiated DNA. The 13C NMR spectrum of the UV-irradiated DNA shows a decrease of the 

peak intensity at the OCH2 carbon in the phosphate chain 1inked with Thymine or Cytosine 

bases， and a increase of 2'-CHz carbon p巴akof ribose comparing to the native one. Furthermore， 

the 13C-relaxation time of Thymine (6・CH)and Cytosine (5-CH) only changes significantly by 

UV-irradiation. The 15N NMR peak intensities of Thymine (3-NH) and Cytosine (1・N)for the 

UV-irradiated DNA decreases after UV-irradiation. Thes巴 observationsindicate that the 

Thymine and/or Cytosine， that is， pyrimidine bases are strongly affect巴dby UV -irradiation. 

〈はじめに> DNA(デオキシリボ核酸)は生物の遺伝子であり、生物の生命活動の設計図
となっていることは、言うまでも無い。このDNAを天然高分子としてとらえたとき、これ

ほど潤沢に自然界に存在し、特徴的な構造をもっ高分子物質は他に類を見ない。この潤沢に

存在する天然高分子、 DNAを素材として考え、機能性材料へと転化しようと試みる研究は、
最近、精力的に行われているヘ

DNAは、すでに知られているように、二重らせん構造からなり、水溶性である。し

かしUV照射を行なったDNAは、水に不溶となる。不溶化したDNAは、 CDスペクトル

や 1Rスペクトルとの比較により、もとのDNAの構造 (B型構造)をほぼ保っていること

がわかっている 10UV照射したフィルムは水に安定なので、機能性材料として使用すること

ができ、その応用が期待されている。

不溶化したDNAの詳細な構造はまだ多くはわかっていない。そこで我々は、さらに

詳細な構造変化の知見を得るために、この系に固体NMR法を適用した。本発表では、 13C、

15N、31pのNMRスペクトルの変化などから議論した結果について報告する。

〈実験> DNAサンプルは、サケ白子から調整したものを使用した。 UV照射DNA

サンプルは、 DNA水溶液からキャストしたフィルムに、 254nmの波長で5600μW/cm2の強

キーワード DNA/UV照射/13C， 15N， 31p固体NMR

あさのあっし、ゃまだまさのり、にしのりお、くろったくぞう
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度の光を6時間照射して作成した。

固体NMRの測定にはBrukerDMX 500分光光度計とDOTY社製の5φ用MASプロー

ブを用いた。 13Cと15Nの測定には交差分極 CCp) とマジック核回転 CMAS)を用い、 31p

核の測定には90度パルス法を用いた。日Nスペクトルの化学シフト値は、 15Nラベル化グリシ

ン粉末を外部2次基準 C11.59ppm)とすることで、飽和白NH4N03水溶液基準とした 31pの

化学シフト値は、 (NH4)2HP04粉末の 31pピークをl.33ppmの外部2次基準として、 85%-H3P04

水溶液基準とした 40 MAS は7kHzあるいは5kHzで行なった。 13Cのラジオ波強度は48.6kHz、

15Nのラジオ波強度は41.7kHz、lHのラジオ波強度は55.6世Izまたは46.7kHzであり、 31pのラジ

オ波強度は43.1kHzである。

〈結果と考察〉

図1に、 uv照射前 Cnative)と照射後 (film)
のDNAの13CCPMAS NMRスペクトルをピークの

帰属とともに図中に示した 5ヘ塩基中の炭素の番号

を( )内に示しである。 nativeとfilmの13Cスペクト

ルは互いによく似ていることがわかる。このことは、

CDや 1Rの測定から示された、DNAがuv照射後
においても、ほぼ立体構造を維持していることを指示

している。さらに細かくスペクトルを見ると、 filmの

62.6ppmのピークと39.6ppmのピークは、 nativeに比べ

て変化していることがわかる。 62.6ppmのピークは

filmになるとピーク強度が減少し、 39.6ppmのピーク

は逆に線幅が増大している。 62.6ppmはDNA中のチ

ミン CT)かシトシン(C)塩基に結合しているリン
酸基グループ中のOCHzと帰属されるヘまた、

39.6ppmのピークはリボース部位のCHzである。その

他のピークには顕著な変化が観測されない。さらに、

139ppm 

250 200 150 100 50 
Chemical Shift/ppm 

天然存在比の15Nスペクトルを測定したところ、チミ図 1I3C CPMAS NMR spectra of a native 

ンとシトシン塩基由来のピークが、 filmになると他の DNAand the UV・irradiated(film) one. The 
ピークに比べて変化することが見出された。これらの symbolof勺epresentsthe spinning side band. 

ことから、 uv照射により、 DNA鎖中のチミンとシトシン、つまりピリミジン塩基が特異
的に影響を受けていることが示唆される。また、 13Cの緩和時聞を観測したところ、 Cpreliminary

な結果ではあるが)111ppmのチミン塩基由来のピークの緩和時間が、 filmになると長くなり、

96ppmのシトシン塩基由来のピークの緩和時間が短くなった。他のピークの緩和時間の変化

はこれら 2つのピークの変化に比べると小さかった。

1: M. Yamada， K. Kato， M. Nomizu， N. Sakairi， K. Ohkawa， H. Yamamoto， N.Nishi， Nucleic Acids 
Symposium Series 44， 255・256(2000) 

2: 西則雄、敦賀智絵、平敏夫、生体材料、 18，146・151(2000) 
3: A. Shoji， T. Ozaki， T. Fujito， K. Deguchi， S. Ando， 1. Ando， J. Am. Chem. Soc. 112，4693-4697 
(1990) 

4: 林繁信、中田真一編、"チャートで見る材料の固体NMR"、講談社サイエンティフィク、

1993 
5: T. Fujiwara， K. Sugase， M. Kainosho， A. Ono， A.M. Ono， H. Akutsu， J. Am. Chem. Soc.， 117， 
11351・11352(1995). 

6: Aldrich Library of 13C and lH FT-NMR spectra， Aldrich Co.， 1993 
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!3CおよびlH-NMRによる凍結乾燥製剤の高分子添加剤における主鎖およ

び側鎖の運動性の解析

(国立衛研) 0吉岡澄江、阿曽幸男、小嶋茂雄

Mobility of Backbone and Side Chains of Polymer Excipients in Lyophilized Protein 

Formulations as Measured by lH and 13C Solid'State NMR 

(National Institute ofHealth Sciences) S. Yoshioka， Y. Aso， S. Kojima 

The Tl and Tlp of d protons and carbons in lyophilized bovine serum y'globulin 

formulations containing polymer excipient (dextran and methylcellulose) were determined 

by solid'state pulsed lH.NMR and high resolution 13C'NMR. At temperatures below the 

critical temperature of appearance of Lorentzian relaxation (Tmc)， localized motions of 

polymer was observed by Tl. When the temperature increased past Tmc， a larger白caleof 

motion was reflected by Tlp. When the temperature climbed above glass transition 

temperature， a stilllarger scale motion probably involving multiple repeating units was 

observed by Tlp. 

【目的】タンパク質凍結乾燥製剤の安定性に大きな影響を与える高分子添加剤の分子運動性

について、運動のスケールが温度によってどのように変化するかを明らかにすることを目的

とし、高分子添加剤およびタンパク質の!3CおよびlHのスピンー格子緩和時間T1およびT1p

の温度依存性を解析した。デキストランおよびメチルセルロースをモデル添加剤として用い、

主鎖および側鎖の運動性に及ぼす温度の影響を考察した。

【実験】デキストラン(40k)あるいはメチルセルロースを牛血清γグロプリンと重量比50:1 

で重水に溶解した溶液を凍結乾燥してタンパク質凍結乾燥製剤を調製した。製剤中のプロト

ンのT1およびT1pをパルス NMR(MU-25、日本電子)を用いて測定した(5""'85
0C)oT1の測定

はInversion-recovery法で行った。T1plま10ガウスのスピンロッキング磁場を照射して測定した。

また、デキストランおよびメチルセルロースのメチン炭素の T1およびT1pを固体高分解能

!3C-NMR (Varian)を用いて測定した(5""'650C)。同様にタンパク質のカルボニル炭素の T1

も測定した。さらに、メチル基を 13Cで置換したメチルセルロースを用いて調製した製剤に

ついて、側鎖メチル炭素のもおよびT1pを測定した。 T1の測定には Torchiaのパルス系列を

用い、 T1pの測定lこは54ガウスのスピンロッキング磁場を用いた。

【結果】ヂキストラン羊鎖の運動件 デキストランを添加剤とした凍結乾燥製剤において

は、デキストラン水素およびデキストランメチン炭素のいずれも、温度上昇とともに T1は

タンパク質、凍結乾燥製剤、分子運動性、緩和時間、温度依存性

よしおかすみえ、あそゆきお、こじましげお
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低下し、測定温度領域は slowmotional regime であることが示された。一方、 T1P~ま水分活

性の高い製剤では極小値が観察された。 T1および T1pの観測値から計算した相関時間τcは、温

度が lHのスピンースピン緩和においてロレンツ型緩和が現れ始める温度 (Tmc) を超えると温

度変化に伴う変化率が大きくなり、さらにガラス転移温度(Tg)付近で再び温度依存性が増大

した。

T1pから求めた相関時聞には、 T即と Tgの聞の温度領域において、誘電緩和で測定されたβ

緩和時間に近い値を示し、またその活性化エネルギーもβ誘電緩和時間とほぼ同様であった。

β誘電緩和は、デキストランのヒドロキシ基の運動に基づく γ緩和に対して、それより大き

なスケール(モノマー単位スケール)の動きを表すと考えられるが、 T1pは主にこのβ緩和に

相当するスケールの動きを反映することが示唆された。温度がTg以上に上昇すると、 T1pから

求めた相関時間τcは、 α誘電緩和時間とほぼ間様の大きい活性化エネルギーを示し、 T1p!ま複

数のモノマー単位が関与するα誘電緩和に相当するスケールの運動を却と反映するようにな

ると考えられる。一方、 Tmc以下ではα誘電緩和時間と同様に温度による変化率が減少するこ

とから、 α誘電緩和に相当するスケールの動きはT回以下の温度領域においてもスピンー格子

緩和に関与していると考えられる。

T1から求めた相関時問、は、 γ誘電緩和より小さい活性化エネルギーを示したことから、

デキストラン水素あるいは炭素の局所的な小さなスケールの動きを反映することが示唆され

た。

メチルセルロースキ鎖および傾11鎖の連動件 (刈1.3

メチルセルロースを添加剤とした凍結乾燥製剤で

は、 Fig.lに示すように、メチルセルロースのメチン

炭素のT1は温度上昇とともに直線的に低下するが、

Tmにおける温度依存性の変化は明らかでなかった。

製剤中のタンパク質のカルボニル炭素も同様の温度

依存性を持つ T1を示した。また、メチルセルロース

のメチン炭素の T1P~ま温度による変化を示さず、メチ

ルセルロースの主鎖の運動性は、デキストランの場合

と異なり、 T1pに反映されないことがわかった。一方、

メチル炭素は、温度によって変化しないT1と温度上

昇とともにわずかに増大する T1pを示し、主鎖のメチ

ン炭素より著しく高い運動性を持つことが示された。

【まとめ】凍結乾燥製剤中の高分子添加剤はTmc以下

では T1に反映される局所的な動きが支配的であるが、

Tmc以上になると T1pに反映されるモノマー単位スケ

ールの動きが現れ、さらにTg以上になると複数のモ

ノマー単位が関与する大きな動きが起こることが示

唆された。
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13CNMR緩和測定による水溶性ポリペプチドの分子運動

北大院工 O内野新一、堤耀広

Molecular Motion of Polypeptides in Aqueous Solution by 13C N恥1RRe1axation Technique 

S. Uchino and A. Tsutsumi 

Department 01 Applied Physics， Graduate School 01 Engineering， Hokkaido University， 

Sαrpporo 060・8628

In order to clぽ助出ere1ation of s四 ctureand function for biopolymers， we investiga制 molecular

motion of aqueo田 polypeptideby 13C NMR relaxation technique. To estimate for molecular motion， 

we adopted three models， i.e. Dejean-Laupre出品10nnerie(DLM) model， multiple intemal rotaむon

model and model企'eeapproぉh.Since these models have well consistent with experimental data， we 

have discussed among these approaches. 

αーヘリックス構造をとるポリアミノ酸は、側鎖同士の相互作用が物性に大きな影響を

与えると考えられるため、分子運動に関する研究は仮!J鎖運動に焦点を当てた研究が数多く

なされている。このうち、 poly(NE-hydroxye也.ylL-glutamine )(PHEG)、Poly(NE同hydropropyl

L・glutamine)(PHPG)、poly(L-histi品le)(PLH)は、温度、 pH、溶媒組成等の条件により、水溶

液中でαーヘリックス構造からランダムコイル構造へ構造が変化することが知られている〈

このように、水溶液中で、いくつかの構造をとり得るポリアミノ酸の分子運動を調べること

は、アミノ酸配列と蛋白質の高次構造との関係、や、生体物質特有の機能を解明する上での

基礎的なアプローチのひとつになると考えられる。

一方、分子運動を説明するモデルとして、現在までに数多くのモデ、ルが提案されてきて

おり、これらのモデ、ル計算による値と実験データをフィッティグすることによって、分子

内部でどのような運動が起こっているかを推定することができる。そこで本研究において

は、上述のPHEG、PHPG、PLHを用いて 13CNMR緩和の技法を用い、水溶液中におけるラ

ンダムコイル状態でのスピンー格子緩和時間(九)測定を行なった。なおT1測定は、 lOOC'"'-'

90
0

CでInversionRecovery法を用いた。モデル計算に関しては、 Dejean-Laupretre・Monnerie

(DLM)モデル、多重内部回転モデル、モデルフリーアプローチを採用し、実験値とのフイツ

ティングを行った。

キーワード:高分子、ポリペプチド、 NMR緩和、 DLMモデル

うちのしんいち、つつみあきひろ
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解析結果の例として、PHEG主鎖のR測定による実験値と DLMモデルによるシミュレー

ションの比較をFig.lに示す。 水溶液では、実験による可変温度範囲が限られてしまうた

め、I3CLannor周波数を変えて測定を行い、周波数・温度換算法 1)を用いて温度範聞をカバー

している。 この結果から、 DLMモデルの正当性を仮定した場合、 PHEG主鎖のセグメン

ト運動の相関時間は 1nsオーダーであり、 librations相関時聞はlOpsオーダーの速い運動を

していると推定できる。
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Fig.1 Normalized spin-lattice rel鉱 ationrate1) of 13C NMR for PHEG. Observed企equenciesare 

15MHz( 0 )，25 MHZ(ム)， 67 MHz(口)， 100 MHz( <>)， 125 MHz(・)and 150MHz(企).官le

continuous curve repre鈎ntsthe simulation data m誌inguse of DLM mode1. T!，ω白 τ1rl叩Iresents

spin-lattice relaxation time， Larmor企equencyof 13C， correlation time for∞rrelated pair回nsitions，
respectively. 

Reおrence

1) A. Guillermo， R. D叩eyre，and J. P. Cohen-Addad， Macromo/ecu/es 1明治 23，

1291・1297，"Homogeneity Properties of NMR Rates Measured in Mol回1 Polybutadiene. 

Temperature Dependence of Segmental Chain Motions" 
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高圧 129XeNMRによる高分子中の自由体積の

キャラクタリゼーションと Xeの臨界挙動

(帝人 1、阪大院理人東大原総セ 3)

0永阪文惣 l、尾身洋典2、江口太郎2、中村亘男 2、伊藤泰男 3

P20 

Characterization of Free Volume and Critical Phenomenon of Xe in Polymers as studied 

by High-Pressure 129Xe NMR 

OBunsow Na2'asaka1， Hironori Omf， Taro Eguchi2， Nobuo Nakamura2， and Yasuo It0
3 

1Material Analysis Research Laboratories， Teijin Ltd.， Hino， Tokyo 191-8512 

2Department of Chemistry， Graduate School of Science， Osaka University， Toyonaka， Osaka 560-0043 

3Research Center for Nuclear Science and Technology， The University of Tokyo， Tokai， Ibaraki 319-

1106 

Free volume and critical phenomenon of Xe in polymers have been investigated by high-pr~ssure 

129Xe NMR. It was found that the 129Xe chemical shift of，th巴confinedxenon in highly permeable 

PTMSP shows strong pressure dependence in the low-pressure region due probably to the strong 

adsorption affinity of xenon gas into large pores; this behavior of xenon is well interpreted by the 

Langmuir adsorption isotherm. It is noted that a new resonance peak appeared at a lower field than 

that for the free Xe peak just below the critical point of bulk xenon and disappeared above the critical 

point， suggesting the formation of Xかclustersin the critical region. 
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Fig. 1. Pressure dependence of the 129Xe 

NMR chemical shift of Xe / PTMSP at 298 K. 

A solid line is' calculated by the Langmuir 

P / MPa 

4 

気体透過性のよいポリトリメチルシ

リルプロビン (PTMSP) について自由

体積中(ミクロポア)に取り込まれた

Xeとfr田 Xeの室温における 129X巴NMR

化学シフトの圧力依存性を調べたとこ

ろ、 Fig.lに示すように Fr田 Xeの129Xe

NMR化学シフトは、臨界点 (pc=5.84 

MPa)近傍で密度の急激な増大に伴っ

て大きく低磁場シフトするが、ミクロ

ポア中の Xeでは、より低圧のP= 0-3 

の範囲で圧力上昇とともに約

50ppm、低磁場側にシフトした。これ

を吸着のLangmuirmodelで解析した結

果、 PTMSP中のミクロポアが比較的強

い吸着力をもつことがわかった (Fig.l

MPa 

adsorption isotherm. 

自由体積、高圧NMR、超臨界流体、吸着

いとうやすおえぐちたろう、なかむらのぶお、
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実線)。陽電子消滅実験によって PTMSPには異なったサイズ (0.74，1.48 nm)をもっ

2種類のミクロポアの存在が示唆されたが、 10MPaまでの圧力下で confinedXeの

印 XeNMR信号は 1本だけ観測された。陽電子寿命スペクトルの強度とoMPaにお
ける山XeNMR化学シフト値から、大きなポアの数が圧倒的に多く、また異なるポ

ア聞の交換が速いと推測できる。この比較的大きなポアに対しては、通常の meanfree 

path modelは四Xe化学シフトのポアサイズ依存性の解析に適用できない。

また Fig.2に示すように、臨界点直下 (5.78MPa)で、 freeXe (81 ppm)のピ

ークより少し低磁場側に新たなピーク (120ppm)が出現し、わずかな圧力上昇に

よって線幅が広がり、 p=5.87 MPaでfreeXeの信号と重なり再び尖鋭化する現象

が観測された。恐らく臨界点近傍で生成する Xeクラスターに対して PTMSPの比較

的大きなミクロポア(1.48nm)がちょうどよいサイズをもつため、クラスターXe

信号が観測されたものと推定している。これはモンテカルロ計算によるクラスター

解析の結果にほぼ一致する。圧力上昇における広幅化と再尖鋭化が起こるのは、ク

ラスターXeとfreeXeの間でその状態の均一化が起こるためであると解釈できる。
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パルスNMR法によるアクリル酸，アクリル酸エステルの

塊重合に関する研究E

(防衛大応化)0木本博喜，福田敦子，浅野敦志，黒津卓三

Pulsed NMR Studies of Bulk Polymerization of Acry lic Acid and its esters m. 
Hiroki KIMOTO， Atsuko FUKUDA， Atsushi ASANO， and Takuzo KUROTSU 

Department of Applied Chemistry， National Defense Academy 

The spin-spin relaxation times (T2) of acrylic acid (AA) and methyl acrylate were (MA) measured as a 

function of the polymerization time. The bulk polymerization was carried out in a sealed glass tube with 

benzoyl peroxide as an initiator at various temperatures. Three kinds of the relaxation times， T21 (long)， 

T2m (intermediate)， and T2s (short) were observed. T2s was made of two components， T2s1 and T2s2 on the 

polymerization of AA. As the polymerization proceeded， the fraction of the T21 component decreased 

while that of the T2s component increased. Furthermore， the sum of T2s and T2m fractions was in 

agreement with the polymer yields. We concluded that the decrease of T21 component reflects the 

decrease in monomer concentration， and the increase of T2s component is consistent with the amount of 

polymer chains forming network structure. Then， we can trace the polymerization process 

non-destructively and continuously by the pulsed NMR technique. 

【序】パルスNMR法は，容易に，非破壊的かつ連続的に，系全体の運動性に関する情報が得ら

れるため，固体高分子の分子運動，その熱的挙動や相構造の研究に用いられている。一方，高分

子の塊状重合過程はゲル効果を伴う液相から面相への一種の相変化と考えられるが，この過程を

分子運動論的に検討した例はほとんどない。そこで，我々はアクリル酸及び，そのエステルの塊

状重合について，パルスNMR法を用い，分子の相対的運動に関する値であるスピンースピン緩

和時間(む)を，プロトン自由誘導減衰信号 (F1 D)測定から求め，その時間変化より，重合過程

を分子運動論的観点から検討している。今回は，前報告 1に引き続き，アクリル酸 (AA)，ア

クリル酸メチル (MA)についての結果を高分解能NMR測定の結果も併せて発表する。

【実験】 FIDは日本電子JNM-MU25を用い，プローブ中で重合させながら測定した。重

合は，減圧封管したlOmm中NMR管内で過酸化ベンゾイルを開始剤とし， 40， 45， 50， 55， 60"C 

の温度でそれぞ、れ行った。高分解能NMR測定にはBruker DMX-500を用いた。

【結果と考察】反応開始直後はAA. MA共に溶液状態であり，T2は単一の緩和時間を示した。

反応が進行し，反応物が固体化するのに伴い，それぞれのむは大きく変化し，複数の緩和時間

パルスNMR，アクリル酸，アクリル酸エステル誘導体，塊重合，緩和時間

きもとひろき，ふくだあっこ，あさのあっし，くろったくぞう
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成分が見られるようになった(Figs.1，2)0 MAにおいては，長い緩和時間(T21)，短い緩和時間(九)
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Fig. 2. T2b T2m' T2sl and T2s2 vs. Reaction time at 

50 "C for AA:・，T21;口，T2m;ム，T2sl;企，T2s2・
及び，中間の長さの緩和時間(T2m)の3つから成り，反応中期からその値はほぼ一定となった。 A

Aにおいても，緩和時間成分はT21.T2m. T2sの3つに大別されたが，短い緩和時間成分が2つの成分

(T2s1， T2s2)から構成されており，全体として4つの緩和時間成分から成ることがわかった。また，

AAはMAと異なり，T21とT2mの値が反応最終段階まで減少し続けた。以上のことは，側鎖の違い

により，反応中の分子の運動性に差があることを示している。緩和時間T21，T2m，九の分率(P/，Pm，九)

の重合時間に対する挙動，及び、その値(Figs.3， 4)から，T21， T2sは残存モノマー，生成ポリマーの緩
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Fig. 4. Pb Pm， Psl and Ps2 (fractions of T21， T2m， 

respectively) vs. Reaction time at 40 "C for MA: T2sl and T2s2， respectively) vs. Reaction time ・，Pf;口，Pm; .， Ps. at 50 "C for AA:・，Pl;口，Pm;ム，Psl;企，Ps2・
和時聞に相当するのではないかと考えられる。また，ポリマ一回収率とPm+Psの値とを比較した

ところ，良い相関関係が認められた。このことは，T2の変化がAA，MAの重合反応過程を反映

していることを示している。

現在，高分解能NMRを用いた検討を加えており，その結果も併せた議論を行う予定である。

【参考文献】1.木本，浅野，福田，黒津，第5回分析化学東京シンポジウム・ 2001機器分析

東京討論会講演要旨集 p.184 (2001) 
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P22 

絹フィブロインモデル化合物の構造設計及びNMR構造解析

L 東京農工大学工学部、 2.生物系特定産業技術研究推進機構

。超長芸春1.2、小松耕平人矢吹牟入 l、朝倉哲郎 l

Structural Design of Model Compounds of Silk Fibroin and NMR Structural Analysis 

1. Tokyo U niversity of Agriculture and Technology 

2. Bio'oriented Technology Research Advancement InstitutIon 

oChenhua Zhaol，2， Kohei Komatsu 1， Kazuto Yabuki I and Tetsuo Asakura I 

The primary structure of B. mori silk fibroin consists of twelve repetitive domains 

and eleven amorphous domains， IV， alternatively. We divide such repetitive region into 

three parts， 1， the alternative copolymer (Ala-Gly)n containing Ser residues， (Ala-Gly)n 

containing Val and/or Tyr residues， III， (Ala-Gly)n containing Ala-Ala sequences. In order 

to study the partial structures and function of each domain， we synthesized a series of 

model peptides， and analyzed their structures by using solid-state NMR and 

conformational energy calculations. From the results， it is shown that the presence of 

Ser residues are stabilized the silk 1 or silk II structures of (Ala-Gly)n sequences. The 

presence of Ala-Ala regions play strong driving force for forming s司自heetstructure. The 
role of 時rresidues and amor悼 ousdomains will be the origin of the solubility of silk 

fibroin in water. 

i緒言} 家蚕絹ブイブロインの A次構造が昨年報告され l、121聞の繰り返し領域と 11個のア

モルファス領域が交互に出現する講造であることが明らかになった(Fig.1)。繰り返し領域は

近似的に、Ala-Glyの交互共重合体とみなすことができるが、詳細に見ると、 白日のAla残

基を Ser やで置換した種々のモチーフの組み合わせからなる、以下の I~IV の領域に分

けられるo1. Serを含む領域， 11. TyrやValr 

を含む領域， III.特異的なAla-Alaを含む領 i 問

5~ γ曹官一~忍~よJ仁一変~ 3' 
域， IV.アモルファス領域。-=rrごi持棚橋議議事蒜議議事量議西三

本所究では、家蚕紹フイブロイン自身の i麟轟轟窃騨購臨蜘醐醐蹴一一一lIIImII一一一一
安定同位体ラベルと各々の代表的なモチー I 一一一一一一一一一一
フのペプチドの化学合成を行い、国体NMR濯機騒襲撃鱗麟襲撃凶日]日
を用いて、それらの部分構造と物'生を解明し、

新しい絹様物質を作成するための指針を得

ることを百的とした。
欝襲

護欝

Repe鍾溢".."廿U'"卸時間gi明、

: (会盆笠長会E主)n

AGSGAASGAG 

TGSSGFGPYVA純GGYS
GYεYA'智VSSε，SDFGτ

i実星組 領域Iの解明のために、(AG)15など
数種類のペプチドと絹のキモトリプシン処

理不溶部 Cpfraction を、 IIのために'
IF平日悶~.l The primarv structure of B.I刀ons白ilkf包ibro白1口

[い13CωJτ骨'yr-閃昏汚si品lkf帥iぬb祉r悶on仏 [いl日3C吋sJヨ骨予r-silkfibr肘凶r叩~o仇in I (it"~ιchai凶Eω..... p...l.l....U.L.Y 

ならびに[15Nlτ'yr-silk五broin、さらに匂r

を含む(AG)3YG(AG)sYG(AG):JYG(AG):l、(AGYGAGhなどを主穐究員のペプチドを Fmoc屈相法

によって合成した。さらに、 IIIの解明のために(a)AGYG(AG):lYG(AGhSGAASG(AG弘、

キーワード:家蚕紹フィブロイン、固体NMR、silk1構造、 silkII構造

ちょう しんか、こまっ こうへい、やぶき かずと、あさくら てつお
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(b)(AGh[3-13C]A[1-13C]A(AGh を含む数種類の hペプチドを、 IV のために、

TGSSGFGPYV[3-13C]ANGGYSGYEY[3・13C]AWSSESDFGTをそれぞれ合成した。国体

NMR測定は、 CMX400NMRスベクトルメーター(ChemagneticCo)を用いた。また構造の

安定性を検討するために、コンブォメーションエネルギーの計算を行った(Molecular

Simulation Inc.製の InsightII(ver.4.0.0P+)のモジ、ユールである Discover3を使用)。

[結果と考察] 1に関して、Ala-Glyの繰り返しからなるモデルペプチドは、処理方法の違い

によって、 s泣kI型ならびに silk11型構造をとる。また、 Ser残基がAla2個に対して 1個の

割合で導入されても、もとの構造に摂動を与えず、むしろ各々側鎖 OHの関与した分子内、
分子間水素結合を通して、各構造を安定化させることがわかった。

11に関して、絹がsilk1型構造をとる場合、司rr残基はランダムコイル構造をとること、

モデル化合物の検討から、司rrを含む連鎖部分は、水に対する絹の溶解性の向上に寄与する

ことがわかった。また、絹がsilk11型構造をとる場合は、Tyr残基はそれに組み込まれる。
(Fig.2) 

IIIに関して、Ala-Glyの繰り返し中のGlyが一部Alaに置換され、Ala-Alaと並んだ場

合、全体の構造は silkII型構造を形成しやすくなることがわかった(Fig.3)。すなわち、 s-シ

q
国
国
拝
【

幼

虫

]Z-

70 

Figure 3 13C CPIMAS NMR spectra of the 
model peptides (III(a) and (b)， (AGh5). All 
samples were dissolved in 9MliBr and then 
dialyzed against water 

仁川
副Ikfibroin in aqueous solution .. ‘ T 
(問ndomcoil)・

70 60 50 40 
ppmfromTMS 

Figure 2 The difference 13C NMR spectra 
between [13CJTyr-silk fibroin and non'labeled 
silk fibroin. The τ'yr Cαpeak was emphasized. 
Similarly， the differen四 spectrawere obtained 
f町司rrCs peak， too. 

TyrCα 

T 
30 

一ト構造発現の核になりうる O

IVに関して、アモルファス領域は、水に溶解しやすいランダムな構造をとることが明ら

かになった。以上のように、家蚕は吐糸時に瞬時に silk11型の繊維を形成しやすくするため

にAAという AGの繰り返しを乱す配列を一部配置すると同時に、Tyrを含むモチーフやア

モルファス領域を体内における不溶化を避けるために配置している O 蚕はこのように、アミ

ノ酸残基を巧みに配置し、体内での溶解性の維持と瞬時に強い絹糸を作ることをコントロー

ルしていると考えられる O

尚、本研究は一部、生研機構の基礎研究推進事業により行われた。

C. Zhou et.al. Nucleic Acids Res.皇室， 2413・2419(200.0) 
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多孔性銅錯体の吸着ゲストの団体NMR

(京大院工)0堀毛悟史、北浦良、北川進

Solid-State NMR for guest molecules absorbed in porous copper coordination polymers 

Satoshi HORIIくE，Ryo KITAURA， and Susumu KITAGAWA 

Graduate School of Engineering， Kyoto University， Kyoto 606-8501 

[Abstract] 

High resolution solid-state NMR spectra were measured for methanol molecules absorbed in porous 

coordination polymers， whose pillared layer frameworks are rationally modified by changing the 

pillar ligand. The 13C chemical shifts and spin-Iattice relaxation times well correlate to the channel 

size and/or the functionality of pillar ligands. 

[緒言]

金属錯体は、配位子の持つ高い設計性と金属イオンの持つ多様な立体構造を組み合わせることにより、様々

なサイズのチャンネルを有する多孔性配位高分子を構築することが可能である。これまでに我々は、Figure1

に示すような、 2次元シートがピラー配位子(柱状配位子)で連結された多孔性銅(11 )錯体を合成し、

その骨格の高い安定性およびゲスト吸着性を報告してきた 1)。今回、ピラーの異なる銅錯体を用い、それ

らのチャンネルに取り込まれているゲストの挙動を解析した。

[実験]

多孔性錯体およびサンプルの合成

各錯体の合成は、 Nazpzdc(20mM， 

50mL)と各ピラー配位子 (10mM，5

OmL)の水/エタノール1: 1混合溶液に

、Cu(CI04)zおよび CuBF4(20mM，5 

OmL)の水/エタノール1: 1溶液をゆっ

くりと滴下させることにより生成す

る青色国体をろ過して得られた。ま

た各サンプルは、得られた多孔性銅

錯体を室温で1日間真空乾燥させた

後、室温飽和蒸気圧下でゲストとな

る各溶媒と共存させることにより、

{[ {[Cuz(pzdc)z(L)]・xHzO}n](solvent)n}として調製した。これらの同定は単結晶および粉末X線構造解

析、そして元素分析によって行った。

国体 NMR測定 測定は日本電子社製 JNM-LA300FT-NMRC3C観測周波数 75.4626MHz、観測幅

30030Hz、パルス幅 5.2usec)を用いて行った。サンプルは約 0.25gをジルコニア製 7mm試料管に密

閉して測定した。全ての 13CNMR 測定はシングルパjレス法+lHデカップリングを用いて行った。またス

ピンー格子緩和時間(T1)測定は反転回復(inversionrecovery)法を用いた。

ト03JZ川_'_'Channel 

Pillar 
pyz bpy dpe dpyrg 

2・Dsheet of 
ィ/'[(Cu(pzdc) }n] 件pzdc

Figurel. Schematic representation of the pillared-Iayer 
structures of [{ [Cuz{pzdc}z(L)xHZO}n].pzdc=pyrazine-2，3-
dicarboxylate; 1 :L=pyz; 2;L=bpy; 3:dpe; 4:dpyrg. 

キーワード:間体NMR、多子L性錯体、ゲスト、水素結合、緩和時間

ほりけさとし、きたうらりょう、きたがわすすむ

F
h
d
 



[結果および考察]

ピラーが pyz(1)、 bpy(2)、dpe(3)、および dpyrg(4)で架橋されている多孔性銅錯体lこ、ゲストとして

メタノールを吸着させ、それぞれ 13CNMRの測定を行った。それぞれのスペクトルは complex1、2、お

よび 3の場合、バルク溶液のメタノールより約 l.4ppm高磁場シフト位置(48.6ppm)付近lこ1本のメタ

ノールのピークが現れた。

一方 complex4では 49.2ppmと 44.4ppmにそれぞれピーク

が観測された。これら 2種類のメタノールの温度依存性を調べ

るため 296Kから 353Kまで温度を上げてゆくと、 Figure2に

示したように 44.4ppmのピークが温度を上げるにつれて低磁場

シフトした。これより complex4中ではメタノール分子を吸着

できるチャンネルが2種類存在し、高温ではそれらの間で化学

交換が起こってピークが重なると考えられる。

次に取り込まれているゲストの運動のチャンネル半径 R(A)に

対する依存性を検討するために、 complex1~4 において室温下

でメタノールの 13CT，測定を試みた。各 complexに対するチャ
ンネル半径、および得られた T1をTable1に、また 1/Rと1/7;

の関係図を Figure3に示す。各 T，はゼオライトの H-ZSM-5中
に物理吸着されているメタノールの T1と比べて 10倍以上大き

い2)。またチャンネルサイズと Rが比例していることが分かる。

この分子運動が等方的で緩和が主に双極子相互作用によるもの

と考えると、相関時間τcは 10・11secのオーダーとなる。つまり

分子運動はチャンネル内でも速いが、チャンネルサイズにより

d〉

60 50 

Figure2. '3C solid-state NMR 
spectra of methanol absorbed on 
complex4 at temperature of 
T =296K(a)，T =313K(b)，T =333K(c)， 
andT =3S3K(d). 

水素結合等の束縛力が変わる物理吸着状態であることが分かる。 complex4の円は 49.2ppmのピーク

が 0.233sec、44.0ppmのピークが 0.179secであった。これより前者帰属のメタノールはそのピラ一

部位の有するフレキシビリティおよび大きなチャンネルサイズにより 4つの錯体中最も自由に運動してい

ることが明らかとなった。

Table 1. Channel size and 13C T， of 
methanol sorbed in complex 1 ~4 

complex R (A) 13C T，(sec) 
4 0.14 

2 8 0.19 

3 10 0.21 

4 14 0.23/0.18 

このように、取り込まれたゲストはフレームが常磁性の

銅(11 )により形成されているが固体NMRによって向

定でき、それぞれチャンネルサイズに依存した挙動を示

8 

7 

( k U 26 

. 
t: 

4 

o 0.1 0.2 0.3 

l/R (l/A) 

Figure3. 13C spin-Iattice relaxation 

rates，l / T" as a function of pore 
radius( 1 /R) for methanol. 

していることが明らかとなった。錯体の構造やメタノール以外のゲストの挙動等、詳細は当日発表する。

[参考文献]

1) S.Iくitagawaet al.， Angew.Chem.lnt.Ed.Engl. 1999，38，140-143. 

2) C.Dybowski et al.， J.Am.Chem.Soc. 1990，112，7140-7144. 
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ポリエチレンオキサイドをベースとした架橋型高分子電解質への

側鎖導入の割合と NMRで観測するイオン拡散の相関

(産総研)0早水紀久子、秋葉悦男、

(ユアサコーポレーション)相原雄一、坂東寿則

The effects on the ion diffusion by the degree of cross-linking for the polyethyleneoxide-

based solid electrolytes 

(National Institute of Advanced Industrial Scienc巴andT，巴chnology)K. Hayamizu， E. Akiba 

(Yuasa Cooperation) Y. Aihara， T. Bando 

The cross-linked polyethyleneoxid巴-basedsolid electrolytes are important candidates to use 

lithium batteries. W巴havebeen studied the ionic conductivity and the anion and the li~hium 

diffusion by pulsed field-gradient spin-echo (PGSE) NMR for the cross-linked pol)やthylene-

propylene) copolymers. To obtain the faster ion di百usion，the degr巴巴sof cross-linki時 are

controlled by introducing th巴 methylgroup instead of the acrylate. The self-diffusion 

coefficient measurements indicate the meaning the cross-linking. 

L はじめに

ポリ工チレンオキサイド (PEO)をベースとして設計された櫛形ボリマーにリチウム塩をドープして高

分子電解質としてリチウム二次電池を利用する試みが電池研究の分野では活発に行われており，イ

オン伝導の機構についても研究されている。我々もイオン伝導、熱測定、 NMRによる T1および

自己拡散係数の測定から、ポリマーのセグメント運動、リチウムのホッピング運動、アニオンの

時間に依存した拡散などから、電解質高分子構造、その運動性、イオン伝導について研究報告を

行っている。

本報告では、イオン伝導性の向上を目指してポリマー構造の柔軟性を上げるために、架橋密度

を制御することを試みた。架橋密度の小さい系でのイオン拡散について研究したので報告する。

2.サンプル作製: 架橋前駆体のマクロモノマーの構造を示す。分子量約 8，000の粘調な液体

で統計的なメチル基導入 0%(架橋 100%、報告ずみト2)、 20%(架橋 80%)、50%(架橋 50%)

のマクロモノマーにリチウム塩として LiN(S02CF3h(LiTFSI)をポリマーの酸素と Liの割合

を 20:1(P20TFI)と 10:1(p lOTF1)とした2種類の濃度で作製した。キャスティング後電子線

照射により架橋した。サンフルは固体である。サンフリングは乾燥室で行いシゲミ製2重管にサ

ンプル高さ 5mmで挿入した。

自己拡散係数、イオン伝導度、高分子電解質、ポリエチレンオキサイド、架橋深度

はやみずきくこ、あきばえつお、あいはらゅういち、ばんどうとしのり
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or rnethyl 

or acrylate 

H 「「OtドトiCヤ朴和Cα聞仇…十H附tか-
オ「ヤ一寸O仲H竹同印叫町…H均町2-川川-C叩C剖叫叶H均2-一O恒jた8訂.8メJメ~C叫「ι山一」↓l」H吐l一→一C
ιOいCH2-叶 01ポcJlojJ:;i町

3.結果

架橋を完全に行った高分子電解質ではリチウムイオンの T2は一成分にならず正確な自己拡散

係数の測定はできなかったが架橋の割合が小さくなると T2は一成分になり拡散も速くなったの

で、温度依存性、塩濃度依存性を測定して Fig.lに示した。アニオンの自己拡散係数は以前に報

告した通りに時間依存性があるが、ム=70msに固定して自己拡散係数の温度依存性を Fig.2に

示した。ポリマーの架橋度が大きくなるとイオン類の拡散は遅くなることがわかる。一方塩濃度

を大きくするとイオン拡散は遅くなり、架橋深度の効果を相殺する。言いかえると塩が架橋を形

成する役割を果たしていることを示している。
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1. K. Hayamizu， Y. Aihara， and W. S. Price， J. Chem. Phys. 113，4785-4793 (2000). 

2. K. Hayamizu， Y. Aihara， and W. S. Price， Spectrochimica Acta， 46，1475-1485 (2001). 
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P(VDF73/TrFE27)/at-PMMAブレンドと NMR交差緩和
北大院工 O津村憲史、石井文明、堤耀広、山形大工大東弘二

P25 

lH -13C NMR Cross Relaxation and P(VDF73ITrFE27)/at-PMMA Blends 
OKenji Tsumural， Fumiaki Ishiil， Akihiro Tsutsu血 I，組dHiroji Ohigashi2 

lDi羽sionof Applied Physics， Graduate of School of En伊neering，Hokkaido University Sapporo 
060， Japan， and 2 Department ofMaterial Science and Engineering， Yamagata 

University，Yonezawa 992-8510， Japan 
Miscibility in the binary blends of Poly(vinylidene fluoride/trifruoro ethylene) (P(VDFITrFE)) 
and Poly(methyl metacrylate) (pMMA) were investigated by DSC姐 dぽosspolarization I magic 
angle spinning NMR methods. The blends containingφw=0.2・O.4weight金actionof the copolymer 
were found to be sep町 atedinto the copolymer-rich and PMMA-rich phases by annealing near 
melting point.τ'heφw dependences of glass transition T g組 dproton spin-Iattice relaxation in the 
rotating flame TlρH were analyzed， based on企'eevolume theory and Flory-Huggins theoη. 
Interaction parameters of χAand χB for the resp四位vephases were negative values ，and when 
φ=0.2， bo也polymerswere most miscible each other in each phase. 

10 20 30 40 

ゆw (wt%) 

Fig.1.官leTg vs.φw plot for 
and B phases of P(VDF73fI旨FE27)
at-Pl¥1l¥在Ablend.

1). 背景と目的

LCST型と云われる強誘電体高分子であるピニリデンフロライドとトリフロロエチレンの共重合体、
P(VDF73ITrFE27)とat-PMMAのブレンドはτ'>Tm(融収)から Tm近傍の常誘電栢で熱処理すると、共重
合体の重量百分率φwが50wt%以上では巨大単結晶が生成し、 50wt%以下では両ポリマーがよく相溶
した無定形ブレンドとなると報告されている。 1)我々は以前常誘電相での単結晶生成機構を明らかに

するため、 DSCと高分解能lH-13CCPIMAS NMR法を用い、同じ熱処理条件で熱処理時間に関し研
究した。それによるとφw>50wt%では熱処理時間の増加と共に、初期段階のスピノーダル分解、結晶
核生成に伴う相溶無定形相の相分離、各相の界面成長が起きた後、分子鎖の厚化による巨大な安定結

晶ができることを明らかにした。 φw<50wt%では、各相がよく相溶した無定形の共重合体-rich相と
at-PMMA-rich相に相分離し、各相のガラス転移温度Tgや回転系スピン格子緩和時間Tlpのφw依存が

それぞれの自由体積によっていることを明らかにした。

本研究の目的は巨大単結晶生成に重要な役割を演じていると思

われる無定形相の相溶状態を明らかにするため、 50wt%以下の
P(VDF731TrFE27)/at-PMMAブレンドの Tgや Tlρのφw依存性と
相溶状態との関係をガラス転移の自由体積理論と Flory-Huggins
理論で考察することである。

2). 実験

試料はダイキン工業株式会社と三菱化学株式会社からそれぞれ

提供されたP(VDF731TrFE21)とat司PMMAで、ある。 DSCとlH・13C
Cp，瓜!lASNMR測定に用いた試料は、 φw=50wt%以下の
P(VDF73π旨'FE27)/at-PMMAブレンドのキャストフィルム膜を室

温で作成し、窒素気流下、 1500Cで溶融させて 135'C~こ急冷し、
12時間熱処理した後、液体窒素に急冷させたものである。
3). 結果と考察

Fig.1.とFig.2.は、熱処理したP(VDF731TrFE27)/at-PMMAブレ
ンドのA、B相のTgと室温における Tlρのφw依存性である。各
相の Tgはともにφw=20wt%で極小となっている。一般に、 Tgと
ガラス転移に伴う比熱の変化 LlCpはガラス転移理論から、

L1CpゴrgVgL1a (a PI a T)v ① 
で表される。 2)ここで Vgはガラス転移における自由体積、 L1a
はガラス状態と液体状態の熱膨張係数の差である。 A臼と
(aPlaT)vはポリマーに関係なくほぼ一定の値で、

10 20 30 
<t w (wt"Io) 

Fig.2. The Tl ρHVS.φw plot for 
P(VDF13ITrFE21)/at-PN臥仏
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それぞれLla =4.8 x 10.4 (deg.l)、(a PI a T)y=4.6 x 107 (dyn/cm2・degうである。相分離したA相と B相
の体積分率をそれぞれφA、φBとし、 A相と B相における共重合体の体積分率をそれぞ、れφ】A、φlB

とすると、共重合体の体積分率φdま、
φ1=φlAφA+φlBφB ② 

で表される。各相の実君主!のLlCpとTg及び①と②から、 φ lA~0.7、 φ lB今0.4となる。これはA相が共重
合体.rich相で、 B棺はat-PMMA-richを意味している。また、ブレンドのもは各相で、は各ポリマーがよ

く相溶しているので、

Tgゴrg， I+(Tg，2-Tg，1)φ2+kφ2(1一 φ~I α ③
で表される。ここでkは経験的ブレンド特性定数である。

Fig.3.は回転系プロトンスピン・格子緩和時間 TlρHと温度の

関係である。 1尽ヒ2.8~3.2 と 2.8~2.5 の温度域に 2 つの極小化
。A過程と aB過程が起きている。 Fig.1.のAとB相の各Tgと比 ( ・
較すると、 aAとaB過程は相分離した2相のガラス転移に伴う、 石101
主鎖のミクロブラウン運動に基因しているといえる。一般に回転 史
系におい て Hartmann-Harn 条件下で 5
lH-13C交差分極緩和の TlρHは、

Q， 

11T1ρH=M~'tcI(I+4曲 12 て c2) ④戸
で表される。ここで、Mzは問種核 NMR2次能率、 ω1はTlρの

緩和周波数、 τcは局所場相関時間である。 ω1てc=1I2のとき T1
ρは極小となり、相関時間は T>Tg域でセグメントの換算自由体

2，5 3 3，5 

[xlO勺
lIT (1/K) 

積分率fを用い、
τc= r coexp(1!f) 

と表される。 (T1ρ)minは、

⑤ 
Fig.3. Tl p H vs. 1庁 plotfor

P(VDF73ITrFE27)/at-PMMA 

u庁1ρH)min=1I2M2τ∞exp(1tf)⑤  
となる。ここで、f(T)(T>Tg)の温度依存性はTgとその換算体積分

率fgを用い、
f (T)=fg+α(T-Tg) (。、 fg;一一定)

で表される。

⑦ 

③と⑦を用いると、白g.2.の Tlρvs.φwの最適化からも Tgと

同様にkを評価できる。ブレンドの混合自由エネルギ一変化LlGmix
はF1ory-Huggins理論より

-0，7 

〈ー0，8
Pぐ
-0，9 

耐 l

-5 

LlGmjRT =V/Vr(φ11nφ/m1+φ21n<Tz/mz+χ12φ1φ2) ⑨ Jぞろ2
と表わされる。ここで、 Vは混合系の体積、 Vrはセグメントのそ

い

ル体積、 φlはIポリマーの体積分率、 miはV，を単位としてみた 1

ポリマーの重合度、 Rは気体定数、 Tは絶対温度、 χ12は相互作用

パラメーターである。一方、仮にガラス転移を Ehrenfastの2次

相転移とし、 Flory-Huggins理論を用いると、

-5.4 

-5，6 
O 10 20 30 40 50 

φw (wt%) 

Tg=φ1Tg1+φ2Te{ XR(Tg1-Tgz)/MzL!Cpz}φ1φ2 ⑩ Fig.4.χvs.φw plot for A and 
となる。ここで、 M。とL!cpはそれぞれ at-PMMAの分子量とガラ

B phases of P(VDF7:VTrFE27) 
ス転移に伴う比熱変化である。 χ12とkの関係、が③と⑮より求ま lat-PMMA blend 
り、 χ12は、

χ1z=kM2L!Cp/R (TgZ-Tg1) ⑮ 

となる。⑪を用い実測値から求めた A と B 相のそれぞれの χ12 と φw の関係を Fig.4.~こ示している。
Tann=135

0

Cで 12時間熱処理したブレンドは P(VDF73fI旨FE23)-rich相と at-PMMA-rich相のχAとχB
の値は全て負となり、各相は両ボリマーがよく相溶しており、特にφw=20wt%が最も相溶状態がよい

ことが判った。

χ12とkに対する Ehrenfastの2次相転移の適用やφρ50wt%以上での相溶した無定形A相と B相

との関係について現在検討している。

References 
1) Y Wen and H， Ohigashi， Polymer Preprints， Japan yoL 44， 3423，( 1995) 

2) Okano， K Polymer Physics， Jap釦， 7，89(1964) 
3) S Akiyama， Bulletin ofthe Chemical Society ofJapan， yoL 45， 1381 (1972) 
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ポリプチレンー2.6-ナフタレートの結品構造と分子運動

(群馬大・工)田辺豪、上原宏樹、 O山延健、甲本忠史

Structure and Molecular Mobility of POly(butylene-2，6-naohthalate) 

Suguru TANABE， Hiroki UEHARA， Takeshi YAMANOBE， Tadashi KOMOTO 

Department of Chemistry，Gumna University， 1-5-1， Tenj in-cho，Kiryu，Gunma 

376-8515，Tel0277-30-1331，Fax0277-30-1333，e-mail yamanobc@cc.gunma-u.ac.jp 

Solid state NMR measurements were carried out for poly(butylene-2，6-naphthalate) in 
order to i nves t iga te the t rans i t i on mechani sm be tween A and B f orms. The amoun t 0 f produced 
B form increased wi th drawing temperature. From IH pulse NMR， second (soft) component of 
Tz appeared above Tg• Further， above 1000C where lransi tion to B form increases， the amount 
of soft component increases drastically. The transition mechanism and molecular mobility 
were discussed. 

1.緒言

ポリブチレンー2，6-ナフタレート (PBN)にはA型及びB型結晶構造が存在する。 PBNは通常安

定であるA型構造をとるが、応力を加えることでB型構造が形成される。これまで、 PBNの延

伸による構造変化については延伸倍率の増加に伴い B型が多く生成することがわかっている。

また延伸温度については 1800C延伸で最も B型か多く生成し、それ以上、それ以下ではB型の

生成は減少することがわかっている。このことは各温度での分子運動と構造変化に関連がある

ことを意味している。

本研究では、フィルム試料における延伸比、延伸温度依存性及びぺレット試料における圧力

依存性について 13CNMR、IHパルスNMRを用いB型構造の生成と分子運動との関連を検討

した。

2.実験

試料は延伸用としてPBNO. 5mm厚無配向フィルムを用い、そのフィルムより切り出した短冊

型試験片を所定の温度で延伸を行い延伸試料を作成した。圧縮試料として半径 1.6mm、高さ

3.5mmの円柱型ペレットを用い、所定の温度、圧力で圧縮することにより作成した。作成した

試料を延伸試料においては JEOL社製EX270W分光計、圧縮試料においてはBRUKER社製DSX300

分光計を用いて 13CNMR測定を行った。また、緩和時間測定として無配向フィルムを試料と

し、 JEOL社製 JNM-MU25分光計を用い、 solid-echo法にて温度可変 IHパルスNMR測定を行

った。

Poly(bulylene-2，6-naphthalate). Crystal Structure. Molecular Mobili ly. 

たなべすぐる、うえはらひろき、やまのべたけし、こうもとただし
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3.結果と考察

図 lは、カルボニル炭素の各延伸温度での

延伸試料の 13CNMRスペクトルである。延伸

温度が上昇するにしたがって高磁場シフトし

ていることがわかる。 165.5ppm付近のピーク

がA型構造、 164ppm付近のピークがB型構造

のピークに対応している。延伸温度上昇に伴

いB型構造が多く形成されることがわかる。

ガラス転移温度以下の延伸ではA、B型以外に

第3成分が 167ppm付近にピークが確認された。

延伸試料作成過程において低温領域での延伸 酬

では最大延伸比が低くネッキング現象が確認

され、逆に高温領域での延伸では最大延伸比

が高く明確な降伏点を示さないことが確認された。 (a)

これより低温延伸では降伏点以降に A型から B型

へ転移が始まるのに対し、高温延伸では応力が加

えられた時点で転移すると考えられる。これは温

度上昇によって分子鎖が動きやすくなったためだ

と考えられる。図2(a)に、温度可変 lHパルスN

MR測定より得られた T2の温度依存性を示した。

ガラス転移温度(48
0C)以下ではじが約 25μsecの

硬い成分 lだけであった。ガラス転移温度以上で

はそれに加えて運動性が高いじが約 55μsecの成。)

分2が確認された。図2(b)は、成分!と成分 2の
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~ = 80 成分2の割合が増加していることより、温度の上 。
u 

昇により結晶全体の運動性が高まっていることが E60 
わかった。さらに lOOOC付近から著しく成分 2の

割合が増加している。つまり、 B型生成量の増加

は分子運動が活発になることと関連していること

がわかる。具体的には運動の詳細について議論す

る予定である。
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メチレン鎖を有する脂肪族ポリエステル系共重合体の

固イ本NMR1:去によるキャラクタリゼーシヨン

(理研・高分子化学 l、理研・物質基盤 2、東工大院・総合理工 3)

0桑原和弘¥仲村高志 2、阿部英喜¥土肥義治 1，3

Solid-State NMR Characterization for the Aliphatic Polyester Type Materials 
Containing Methylene Chains 

ePolymer Chemistry Laboratory， RIKEN Institute， 2Characterization Center， RIKEN Institute， 
3Interdisciplinary Graduate School of Science and Engineering， Tokyo Institute ofTechnology) 
Kazuhiro Kuwabara1， Takashi Nakakura2， Hideki Abe1， and Yoshiharu Doi1，3 

Solid-state NMR analyses have been performed for poly(butylene succinate) and poly[(butylene 
adipate )-co・(butyleneterephthalate)] random copolymer samples. 13C spin-Iattice relaxation times 

(T1Cs)， 13C spin-spin relaxation behavior， lH spin-Iattice relaxation times in the rotating frame (T1pHS)， 
13C chemical shifts， and 13C NMR line width have been measured. For the poly(butylene succinate) 
sample， compared to the case of polyethylene， molecular mobility along the chain axis in the 
crystalline region was remarkably restricted and the molecular arrangement in the solid noncrystalline 
region was conformational¥y more random. As for the poly[(butylene adipate)-co・(butylene
terephthalate)] random copolymer sample， molecular mobility of each CH2 carbon has been evaluated 
for the pu中oseof clarifシingthe mechanical property. 

1.諸君
近年の地球環境問題への関心の高まりの中で、生分解性脂肪族ポリエステル材料の超延伸

に向けた研究が活発に行われている。ポリ (3ーヒドロキシブチレート)およびポリ乳酸等に

対して約20倍までの延伸倍率が現在のところ得られているが、 150倍以上の延伸倍率を再現
性良く得ることに成功している超高分子量ポリエチレンと比較すると、今後の発展の余地が

ある。材料設計を行う上で、結晶および非晶両領域の'とりやすい'分子レベルでの構造と、

典型的に起こっている分子運動を明らかにし、ポリエチレンの場合と比較することは重要で

ある。脂肪族ポリエステルの分子特性を明らかにする上で NMR1.去の有用性はよく知られて

おり、今後さらに、 1)メチレン鎖を有することによりポリエチレンとの比較が容易で、 2)力

学物性と加工性の点でポリエチレンと同等の性質を意図した、試料に適用することにより興

味深い情報が得られることが期待される。本研究では、以上の観点より固体13CNMR法によ

る解キ斤を行った。

2.実験
ポリブチレンサクシネート(図1)の室温における解析には、溶融状態の後、 90ocで等温
結晶化したフィルム試料を実験に用いた。本試料のガラス転移温度は-300C、融点は113oC、

結晶厚は約4nm、結晶構造はα型の単斜晶、結晶化度は約40%である。
ポリ(ブチレンアジベートーブチレンテレフタレート)ランダム共重合体(図1)として、

BASF製のEcoflex⑧のベレットを用いた。 X線およびAFMを用いたモルホロジーの解析は現在

進行中である。

キーワード:固体NMR、ポリ(プチレンアジベートーブチレンテレフタレート)共重合体、

結晶、分子運動、コンホメーシヨン

くわばらかずひろ、なかむらたかし、あべひでき、とマいよしはる

n
U
 



国体I3C NMR 測定は、 o 0 

Chemagnetics Infinity-400分光計 +(CH2)4-o-d-(CH2)2-6-01 

により9.4Tの静磁場下で行った。 予oly(butylenesuccinate) 一

o 0 0 0 3.結果
室温におけるポリブチレンサ

クシネートの結晶成分に対して

13Cスピン 格子緩和時間 (T，d

fい何例(ρ仰州附印叫叫H2θ)刊 -ふ6ι一( 印叫叫2ρ川)
7 --1m L-. '--'.....In 

poly[叫[(bu川』比ty判leneadi恥pa斜tぬ同e針)-ccひ〉刈(φbut削yl除enet恰en陪epht廿h冶削a創la剥t恰同e叫)]

の測定を行い、その分子運動性 Fig. 1. Chemical structures of poly(butylene succinate) and 
poly[(butylene adipate)-co-(butylene terephthalate)]. 

は、 80~ 100 oCにおけるポリエ

チレンの分子運動性に匹敵することを明らかにした。一方、ポリエチレンにおいて知られて

いるような、結晶中の分子鎖が分子鎖方向に移動する鎖拡散は、起こりにくいことも分かつ

た。

ポ1)ブチレンサクシネートに対して13Cスピンースピン緩和時間(九C)の解析を行った結果、

室温における非品領域の大部分は、 T2Cがミリ秒のオーダーの分子運動性の高い成分のみから
なることを明らかにした。室温におけるポリエチレンの非晶においては、比較的分子運動性

の低い九cが数十マイクロ秒のオーダーの、結晶と無定形の間にある界面成分も存在する。ポ

リブチレンサクシネートの非晶領域の場合は、結晶と無定形の間の界面領域の分子運動性は

ゴム状無定形成分と同等で、あると言える O

ポリブチレンサクシネートに対して、室温から溶融状態、に至る固体高分解能13CNMRスベ

クトルの形状および~TICの解析を行った。その結果、溶融状態と固体における非晶状態との分

子運動性は顕著に異なるものの、コンホメーションに関しては大きな違いが認められなかっ

た。

ポリ(プチレンアジベートブチレ

ンテレフタレート)ランダム共重合

体に対して、 T1Cおよび回転系のIHス

ピンー格子緩和時間 (T1pH) に基づい

た分子運動性の評価を行った。その

結果、ゴム状のメチレン鎖ユニット

と剛直なベンゼン環ユニットから構

成されるーっとも見なせ得る相が、

あたかも結晶相とゴムj犬非晶相から

形成されるポリエチレンと、同じ性

質を引き出していることが分かった。

4.考察
ポリプチレンサクシネートに対し

て得られた結果を、比較となるポリ

エチレンの場合とともに図2にまと

めた。結晶領域の分子運動性はポリ

エチレンより大きいものの、分子鎖

方向への移動に限つては起こりにく

い。固体の非晶における室温でのコ

ンホメーションは、ポリエチレンで

は溶融状態と明らかに異なるのに対

し、ポリブチレンサクシネートでは

溶融状態により近い。

.-confor，matio~ally almost melt-like 
amorphous phase 

/ remarkable existence of 
→ー/interfacIal region 

enhanced molecular mobility along 
the chain axis 

molecular motion not along the 
chain axis 

polyethylene 

__  conformatio~ally melt-like 
amorphous phase 

一~ not remarkable existence of 
-一__，___-1ート L:-¥ーゲ interfacial region 

restricted molecular mobility 
along the chain axis 

molecular motion not along 
the chain axis 

poly(butylene succinate) 

Fig. 2. Molecular-Ievel structures and molecular motions 
in the crystalline and noncrystalline phases. 
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[1.13C]Valおよびpro標識パクテリオロドプシン

のシッフ塩基の荷電と構造の相関

(姫路工業大学理学部生命科学科)

0吉良敦史、谷生道一、辻暁、斉藤肇

Thee艶 ctofthech町 geofSchi宜baseon conformation and dynamics of 
[1.13C]Val and pro咽labeledbac飴riorhod.opsinas studied by 13C NMR 

Department of Life Science， Him弓jiInstitute of路chnology

OA旬usbiKira， Miebik縮 uTanio， Sa旬，ruTuzi and Hazime Sai加

We have examined the e島ctof the charge of the Schiff b槌 e(SB)on conformation and 

dynamics ofbacteriorhodopsin (bR).Replacement of Asp 85 by Asn in bR decreases pKa of SB 

台om12 ofwild type to 8.5. Conformational changes of [IsC]Val or Pro labeled D85N. were 

followed by recording 13C NMR spectra. It turned out that 13C signal of Val 49 in helix-Bお

suppressed when Schiffbase is deprotonated due to acquisition ofthe motional 金eedomwith 

the correlation time in the order of 10.4 s. In contrast， 13C NMR signal of Pro 50， insensitiveω 

pH variation， indicates that∞nformation of Pro 50 is not affected by the deprotonation of SB. 
These results suggest that deprotonation of SB makes cytoplasmic region above Val 49 in 

helix-B flexible. The四placementof Asp 85 by Asnおfoundto induce ∞nformational change of 
Val 179 or 187 in helix-F. This suggests that the charge of Asp 85 contribute to the 

conformation ofhelix-F. 

《序》

パクテリオロドプシン(bR)は高度好駈菌の紫膜に存在する膜タンパク質で、光駆動プロトンポ

ンプ活性を有する。 bRは発色団である retinalが Lys216とシッフ塩基(SB)結合を形成してお

り、プロトン輪送反応は、 SBからAsp85にプロトン移動することから開始する。この状態。在

中間体)においてはSB，Asp 85の荷電が消失しており、これまでの研究から F-helixのキンクを

始めとした大きな構造変化が誘起される事が知られている。Asp85をAsnに変異させると SB

のpKaが約8.5まで低下することから、中性付近でSBのプロトン化状態をコントロールできる。

この条件において D85Nにおける SBブ'ロトン化状態に依存する立体構造変化を、 [1sC]Valま

たはPro標識bRの国体高分解能13CNMR(1)によって得た。

《実験》

[1-13C]Valまたは proを含んだ完全合成培地で野生株何「町，各変異株を培養し、これを精製す

ることで標識bRを得た。 NMR測定試料は、 pH滴定時には広域混合buffer(5mM MESIHEPES 

キーワード:国体NMR、膜タンパク質、パクテリオロドブシン、シッフ塩基

0きら あっし、たにおみちかず、つじ さとる、さいとう はじめ
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ICHESfl'APS/CAPS， pH 6-11、lOmMNaCI、0.025%(w/v) NaNs)に、中性での測定時は5mM

HEPES(pH 7.0) 10 mM  NaCI、0.025%(w/v) NaN3の緩衝液に懸濁し用いた。

Chemagnetics社製 CMX400NMR分光器(l3Cの共鳴周波数:100.6 MHz)でNMR測定を行

った。測定は 20't、遮光状態で測定し、測定方法はCP-MAS(交差分極マジック角田転)法と TOSS

法を併用した。

《結果と考察》

[1sC]Val-V179MおよびV187LのNMR測定か

ら、 F-helix内のこの 2残基は WTで 174.62ppm 

に信号を与えることがわかった。このピークは、

D85N(直g.l)の場合 174.98ppmにシフトし、Asp85

の荷電の消失が F-helixの構造変化を誘起する事が

わかった。

[1-13C]Val・WT<2)のpH滴定実験では 174.62ppm 

付近の信号が pH上昇に伴って減少している以外は

変化が見られなかったが、 [lsC]Val-D85Nσ'ig.1)

では pHに対して線形全体が大きな変化を示した。

一方、 [1sC]Val-D85NN 49Aの 13CNMRスペク

トルでは 172.04ppmの信号が消滅し、 D85NのpH

8以上でみられる高磁場側の信号(171.88ppm)は

Val49には由来しないことがわかった。このことか

ら、 D85NではpH上昇とともにVa149には 1Q4Hz

の揺らぎが生じ、信号が消失することがわかった。

そこで、 B-helixに関するより詳細な情報を得るた

めに[lsC]Pro-D85NのpH滴定実験を行った。 Val

49に隣接するPro50の化学シフト値めは、 WTか

らD85Nへの変異によっては変化したが、 pHに対

してはシフトおよび強度変化を示さなかった。

がって、 Va149はSBとの聞に相互作用を持ち、 SB

の荷電の消失は pro50によるα-helixのキンク部

位を境として細胞質側の運動性の上昇を引き起こす

ことがわかった。このことは実際の bR光サイクル

においても SB脱プロトン化による helix-Bの細胞

質側の運動性が上昇し、タンパク中心部をより親水

的な環境に変化させ、プロトン輸送において大きな寄与を持つことを示唆している。
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13C CP-MAS spectra of 

[1sC]Val-D85N at pH 6 to 11. 
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13C標識パクテリオロドプシンのシッフ塩基周囲の

電荷による構造の揺らぎ

(姫路工大・理)0谷生道一、宮田和彦、辻暁、斉藤肇

Conformational fluctuation in 13C labeled bacteriorhodopsin induced by 

charged groups around the Schiff base 

Department of L砕Science，Himeji Institute ofTechnology 

OMichikazu T細 io，K砥叫tikoMiya旬，SaωruTuzi and Hazime Saito 

The electric charges in protein play crucial roles for the activity. We have recorded 

13cm四 spectraof [3}3C]Ala， [l-13C]Ala・and[l-13C]Val・labeledbacteriorhodopsin 
and its mutants by solid-state NMR methods， to investigate charge-induced 
t1uctuational changes in bacteriorhodopsin (bR). We found that the charge at Asp85， 
but not Asp212， afti舵 tsconformational t1uct1抽tionof bR， because changes of NMR 
signal intensi“.es in D85N， but not in D212N， were observed. From these fmdings， it was 
sugges鈴dthatmod出ca姐onof electric interaction betw田 nAsp85 and the Schiff base 

induces conformational t1uctuation， which may induce etTective proton transfer. 

【序論】 高度好塩菌H.salinarumの紫膜に存在するパクテリオロドプシン (bR)は、光

駆動プロトンポンプとして働く膜蛋白質である。 bRは、 248残基のアミノ酸から構成され
ており、タンパク質中心部に位置するLys216に発色団であるレチナールがシッフ塩基結合

している。 bRのプロトン輸送には、蛋白質中心部に位置する荷電性残基、Asp85、

Asp212、Arg82およびシッフ塩基 (SB)が重要な働きをしている。これまでの本研究室の
[3-13CJA1a標識および[1_13CJVal標識bRの研究によって、 SB、Asp85およびArg82の荷電

状態の変化は、 bRの高次構造と揺らぎに影響することが明らかになってきた[1-3J。今回は、

SB近傍の残りの荷電性残基であり、Asp85とSBに対しでほぼ対称な位置にあるAsp212の

bR高次構造と揺らぎへの影響を国体高分解能13CNMRを用いて解析した。また、 SB周囲の

荷電性残基による蛋白質立体構造と揺らぎ変化の機構についても考察した。

【実験】

[3-13CJA1a、[1-13CJAlaおよび[1-13CJVal標識bRは、各標識アミノ酸を含む合成培地で高

度好塩菌を培養し精製した。標識試料は、 5mMMES、10mM NaCl、0.025%(w/v) 
NaN3 (pH 7)の緩衝液に懸濁し、 NMR測定試料とした。 100.6MHz固体高分解能13C

NMR測定は、交差分極マジック角回転法 (CP-MAS)と双極子デカップリングマジック角
田転法 (DD-MAS)を用いた。測定条件は、 MAS回転数;2600 Hz ([3-13CJAla標識試料)
あるいは4000Hz ([1_13CJAlaあるいはVal標識試料)、接触時間;1 ms、取り込み時間;

50ms、繰り返し時間;4 s ([1-13CJAlaあるいはVal標識試料のDD-MAS測定では、 6
s)、lHおよび13Cのπ/2パルス ;5μs、積算回数;10000-30000回、測定温度は200Cで

遮光状態で行った。

固体高分解能13CNMR、パクテリオロドプシン、膜蛋白質、揺らぎ、コンブォメーション変化

たにおみちかず、みやたかずひこ、つじ さとる、さいとう はじめ
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{結果と考察】

Fig.1に[1-13C]Ala標識D85N(A)お

よびD212N(B)変異株のCP-MASス

ベクトルを示す(点線は野生株;

WT) 0 D85NではWTに比べ、 176.5

ppm付近の膜貫通ヘリックス領域の信

号強度が上昇していることが分かる

(Fig.1A)。これ比1¥sp85の電荷の消

失が、 bRの膜貫通ヘリックスの揺らぎ

を上昇させ、 MAS周波数 (4kHz)と

の干渉領域から抜けたことを表してい

る。一方、 D212NのNMRスベクトルは、

WTとほぼ一致した (Fig.1B)。これは、

分子内でほぼ同じ位置に存在する

Asp85とAsp212のbRの運動』性への寄与

は異なることを示している (Fig.2)。

一方、 [3-13C]Alaおよび、[1_13C]Val標識

試料の13CNMR信号の化学シフト値の

変化から、Asp85とAsp212の電荷はbR

の高次構造にも変化を与えることが分

世H
四℃

A 

B 

176.53 

F 十 1Z十「
聞冊

[1-'3C]Ala-bR 
'3CP-MAS NMR Spectra 

一ーーーー剛IdTyp・
一ーー- D8SN 

----・~ Wild Type 
ーーー『ーー- D212N 

Fig. 1 13 C CP-MAS NMR spectra of [1_13CJAla 

t簡

D85N (必 andD212N (B) . The dotted spectra are 
for the wild type at pH 7 (20 'C) _ 

かった。また中性でおp85が約85%プロトン化していることが知られているR82Q変異株で

も、その[1-13C]Ala標識試料の13CCP-MASスベクトルにおいて、膜貫通ヘリックス領域の

NMR信号強度上昇が確認された。これらの結果は、 SB周囲に存在する荷電性残基のうち、

Asp212よりも、Asp85の電荷の方がbR高次構造と揺らぎに寄与していることを示している。

Asp85とAsp212のこのようなbR分子の揺らぎへの影響の違いは、正電荷のSBとAsp212は、

¥ ¥ 同じGヘリックス上に存在するのに対し、Asp85

C-helix G-helix とSBの相互作用の変化は、Asp85の存在するCへ

D212 

丸、、
¥同

F培.21ρcations of Asp85， Asp212， 
and 5B in bR (Luecke et al.， (1999) 
J. Mol. Biol.， 291， 899-911よ

1)ックスと5Bの存在するGヘリックスの相互作

用の変化を誘起するためであると考えられる

(Fig.2)。このような揺らぎの変化は、 bRの効

率よいプロトン輸送に関与しているかもしれない。

References 

[1] Tanio et al.， Biophys.よn(1999) 431-442. 

[勾Tanioet al.， Bω'phys. J. n (1999) ISn・1584.
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国体13CNMRによるサーモトロピック液晶高分子PSHQnの
構造解析
(金沢大理1、TheUniversity of Akron2) 0水野元博l、石川裕之1、忍久保正治l、
遠藤一央l、HanChang Dae 2 

Structural Analysis ofThermotropic Liquid-Crystalline Polymers PSHQn by using Solid“State 13C 

NMR 

lDepartment of Chemistry， Faculty of Science， Kanazawa University， Kanazawa 

2Department of Polymer Engineering， The University of Akron， Akron， Ohio 44325・0301

Motohiro Mizuno1， Masaharu Shinokubo1， Kazunaka Endo1， and Chang Dae Han2 

The effect of flexible spacers on molecular structure of poly[(ph巴nylsulfonyl)-p国ph巴nylenealkylenebis

p-phenylenealkylenebis( 4・oxybenzoate)]s(PSHQn) having varying lengths (n) of methylene groups of 

flexible spacers and bulky pendent side groups was investigated using high・resolutionsolid-state 13C 

nuclear magnetic resonance spectroscopy. The separation of 13C MAS spinning-sideband patterrn; was 

performed using TOSS-t 1 -deTOSS-t 2・puls巴sequence.The principal values of 13C chemical shift tensor in 

each carbon site were estimat巴dby the analysis of the site叩 lectedM，崎 spinning-sid巴bandpattems. We 

discuss the local structure of PSHQn using these values. 

【序】サーモトロピック液品高分子poly[(phenylsulfonyl)-p-phenylenealkylenebis(4-

oxybenzoa t e) ] s (PSHQn: n=4-12はスベーサーの炭素数)は温度が上がるとガラス転移を起こし、

ネマティック相を経て等方性液体になる。分子構造をFig.lに示す。 PSHQnのガラス転移温度<Ig)

とネマティック一等方液体転移温度 (T~l) は n が大きくなるにつれて下がるとともに、 n が偶数の

PSHQnは奇数のPSHQnより転移温度が高くなるという偶奇性を示す。広角 X線回折と熱分析(DSC)

の解析から構造に関して以下の 2つの特徴が示されてきた。(I)nが奇数のPSHQnはガラス性のネ

マティック相を示すのに対し、偶数の PSHQnは結晶性のネマティック相を示す。 (2)nが偶数の

PSHQnはnが減少するにつれて結晶性が増す。本研究ではこのようにスベーサーの長さや偶奇の

違いによって大きく性質が異なる PSHQnのローカル構造を固体高分解能 13CNMRを用いて解析す

ることを試みた。

っ吐
x

日
叫引

い
丹
市一争直

一同

Fig.l Molecular structure of PSHQn 

[実験)13C NMRの測定はCMX-300を用い共鳴周波数75.04阻zで、行った。一次元スペクトルの測

定はCP/TOSS法を用いMAS速度4kHzで、行った。 13CのMASスピニングサイドバンドパターンの

分離にはTOSS-t1-deTOSS-t2ーパルス系列を用いてスペクトルを 2次元に展開することによって

行った。このとき、 MAS速度は1.8 kHzとした。

キーワード:サーモトロピック液晶高分子、ネマティック相、 13CNMR、TOSS-tl'deTOSSパ

ルスシーケンス

みずのもとひろ、いしかわひろゆき、しのくぼまさはる、えんどうかづなか、 HanChang Dae 
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[結果と考察)Fig. 2に室温で得られた

PSHQ12の2次元スピニングサイドバンドパタ
ーン分離スペクトルを示す。 νl軸への射影

スペクトルはサイドバンドが消去された高分

解能 13CNMRスペクトルを示す。ピークに付
けられた番号はスペクトルの帰属を表し、

Fig.lの炭素の番号に対応する。スペクトル

の帰属にはデータベース及び分子軌道計算が

用いられた。 Fig.3にC(7)と C(4)について測

定されたスピニングサイドバンドパターンと

そのシミュレーションを示す。中央ピーク(図

中本印)の強度以外は実測スペクトルをよく

再現することができた。Tab1 e 1にシミュレー

ションで得られた化学シフトテンソルの主値

及び平均値を示す。本研究では他のPSHQnに
ついても同様の測定を行い、得られた 13C化

学シフトテンソルの主値からPSHQnの構造が
nによってと、のように変化するかを考察した。
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重水素NMRによる棒状高分子ゲ、ルの研究

北大院工 0武田寛之・平沖敏文・堤耀虞

Deuterium NMR Studies on Ge1 ofRigid-Rod Po1ymer 

Department of Applied Physics， Hokkaido日liversi勿 Sapporo060-8628 

Kanji Takeda， 1bshifumi Hiraoki， and Akihiro Tsutsumi 

Po1y(γ-benzy1 L-g1utamate)(PBLG) in benzene forms a thermoreversib1e geL Deuterium T2 of 

the solvent was measured to investigate the sol-ge1 transition and the dynamics ofbenzene_ T2 

of benzene decreases with the PBLG concentration in the ge1 state， showing the presence of the 

slow motional states of benzene_ As increasing the temperature， T2 increases， rises steep1y from 

20 to 270C due to the gel-to・soltransition， and approaches the solvent value_ Decreasing the 

temperature， T2 decreases very sharply be10w 8'C， showing the sol-to-ge1位ansition_ The 

rotational corre1ation time and the activation energy of benzene in the ge1 show much 1ess mobile 

than those of the free benzene， which indicates the hindered motions of PBLG. T2 decreases in 

two stages with time at 10wer temperatures， showing the two-step gelation. 

I目的)poly(γ-benzyl L-glutamate)(PBLG)はベンゼン中で由一ヘリックス構造をとる剛直な棒

状高分子である。この溶液は低温で PBLGの物理的な架橋によりゲ、ノレを形成し、温度ロI逆的なゾ

/レーゲル転移をおこす。この転移には溶媒が大きく関与していることが示唆されているが、溶媒

に関する知見は明らかではない。本研究では、 PBLG ベンゼン溶液のベンゼン分子の緩和時間

のPBLG濃度・温度依存性を測定し、溶媒の動力学とゾルーゲル転移との関係を調べた。

【試料・測定】試料は PBLGに 10%重水素化ベンゼンを加え、高分子濃度1.0、3.3、4.0、5.3、

7.2wt%のものを作成した。重水素NMR測定は、共鳴周波数41.36MHz、観測周波数帯域2000Hz

で、行った。スピンースピン緩和時間T2をCPMG法で測定し、 1800 パルスの繰り返し時間は lOms

とした。いずれの試料でも重水素シグナルは一本のみ観測され、減衰信号は単一の指数関数で

fittingすることができた。本研究で重水素NMRを用いたのは、重水素核は 1=1であり、四極子

緩和のみを考慮に入れればよいので、解析が容易におこなえるためである。

poly(γ-benzyl L-glutamate)(PBLG)、 ベンゼン、 重水素 NMR、 ゾル ゲル転移、 T2 

たけだかんじ、ひらおきとしふみ、つつみあきひろ
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【結果・考察]5.3wt%試料のT2の温度依存性

をFig.lに示す。昇温時、 200C以下のゲ、ル状態

でのT2は溶媒のみのT2より短く、遅い運動状

態のベンゼン分子が存在することを示している。

21~270Cで T2 が急激に上昇し、高温領域で

溶媒のみのT2に近づく。この変化はDSC

測定で明らかになっているゲルーゾル転移の

温度範囲に一致しているので、溶媒のもは

ゾ、ルーゲル転移を反映していることが

わかった。降温時、 T2は80C以下で急激に減少

し、 l
O

C付近で、ゲノレ状態のT2と一致した。同様

の結果が他の濃度でも観測された。

ゲ、ル状態で、ベンゼン分子について freeの

状態と PBLGにboundしている状態の 2相

モデルを考え、回転相関時間と活性化エネル

ギーを求めた。 10
0
Cにおいて、 boundした

分子の相関時間は80ps、活性化エネルギーは

3 

o :up 
... :down 

0.1 

O 20 40 
temp.1 "C 

60 

Fig.l Temperature dependent T2 
of benzene-d6 

41kJ/molとなった。 free状態の 2ps、

7kJ/molと比べると、 boundした溶媒分子の運動がかなり制限されていることがわかる。

ゾル状態から降温していき、ゾ、ル化温度以下で温度を固定して、むの時間変化を調べた。5.3wt%

試料のもの時間依存性を Fig.2に示す。 6"Cから 3.60Cでは時間経過につれでもは 2段階で減少

し、ゲル状態のT2に近づく。この過程をアブラミの式で解析し、速度定数と指数を求めた (Fig.2

実線)。詳細は発表当r3、他の試料での時間依存性と解析結果と合わせて報告する。

明 5
...... 4 
.... 
3 

z 
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Fig.2 Time dependent T 2 of gelation. 
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固体高分解能川Rによるキトサンー高分子複合体の構造解析

(福井大・工)0前回史郎，飯田貴之，中江一浩，山下伸一郎，

大島孝友，桜井謙資

High-Resolution Solid-State NMR Study on ChitosanlPolymer Complex 

Shiro Maeda， Takayuki Iida， Kazuhiro Nakae， Shin-ichiro Yamashita， 

Takatomo Ohshima， Kensuke Sakurai 

Faculty ofEngineering， Fukui University， Fukui， 910・8507，Japan 

The inter-polymer interactions of chitosanl( carboxymethyl cellulose) (CS/CMC) and 

chitosan/poly(acrylic acid) (CS/PAA) complex were investigated by using 13C and 15N 

high-resolution solid-state (CP/MAS) NMR. 15N NMR spectra ofboth CS/CMC and CSIPAA 

showed a little signal at about 120ppm due to amide group and main signals were observed at 

about 34ppm， where the chemical shi氏rangeof NH3+. From these results we concluded that 

the intermolecular polymer-polymer ion complex was formed. 

[はじめに} キトサン(CS)は酸性溶液に溶解するとポリカチオンになり，金属，も

しくはポリアニオンと複合体を形成することがよく知られている.また，溶媒和した

CS結晶は，酸性CS溶液から形成されることが知られている.

この研究では 13C液体高分解能NMRと13Cおよび 15N国体高分解能NMRを用い

てCS/PAA(キトサン/ポリアクリル酸)1)とCS/CMC(キトサン/カルボキシメチルセルロ

ース)， 2つの高分子複合体の形成機構の解明を試みた.

{試料 CS(片倉チッカリン， DAC=97%， DPn=5，500)は 5%過ホウ酸ナトリウム水

溶液で4時間混合することにより解重合した後，櫨過，洗浄，そして 1日間凍結乾燥

した.解重合した CSは粘度測定から， DPn=367である.PAA(Aldrich， Mw=2，000)と

CMC-Na (和光純薬， DS=0.8，粘度平均分子量:1.06XI06) は精製せずに使用した.

CSとPAAは2%ギ酸水溶液(2wt%)にそれぞれ溶解すると，すぐに沈殿が起こる.1 

日静置し，集めた沈殿物を洗浄したのち， 1日間凍結乾燥した.

CS/CMCは 2.0wt%/20%重ギ酸重水溶液で，化学量論的に 1:1になるよう調製し，

60~700Cで 8 時間乾燥した.

[装置】 国体NMR測定にはChemagneticsCMX Infinity 300を用い 13Cはヘキサメ

チルベンゼンにおけるメチル炭素を TMSから 17.35ppm，15NはグリシンのシグPナノレ

を液体NH3から 32.5ppmとし，それぞれ外部基準とした.溶液NMR測定には JEOL

LA・500をイ吏用した.

固体高分解能NMR，CPMAS，高分子複合体，キトサン

まえだ しろう，いいだたかゆき，なかえ かずひろ，やました しんいちろう，

おおしま たかとも，さくらい けんすけ
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【結果と考察]

CSおよびCSIPAAの13CCPIMASのスベクトルを，

図 lの(a)および(b)に示す.複合体中における CSの

C1シグ、ナルは高磁場側に 8ppmシフトし， C3シグナ

ノレは3ppmシフトするので， C5とC3の重なっていた

シグ、ナルが分離した.次にCSIPAAの15NCPIMASス

ペクトルを図 2に示す.CSのN由来のシグナルは低

磁場側にシフトし，約 33ppmに現れた.33ppm付近

はNH3+の化学シフト領域であるので，このことはア

ンモニウムイオンの構造を示唆する. したがって複

f1o' 10.Ô-'~._'---'--Blô 1-'-7"b-r.-'-6'Ö-'..'._~O 

Fig.1 13C CPMAS N乱~spec回 ofchitosan 
嗣 dCSIPAA comple.: (a) CS (b) CSIPAA 

合体は， CS-NH/…'OOC-PAAのようなイオンタイプのポリマー間相互作用によって

形成されると考えられる.

CS， CMC， CS/CMCの 13CCPIMASスベクトルを図 3に示す.CMCには 180ppm

にCOOH炭素のシグナルが現れている.一方， CS/CMCでは 170ppmと180ppmに2

本のシグ?ナルが現れた.CS/ギ酸キャスト膜においては， C=Oのシグナルは 170ppm

に現れるが，これは CSのNH2基がギ酸によりホルミル化 2)されたアミド基の C=Oの

シグナルとフィルム中に残存する HCOO.イオンの C=Oのシグナルが 170ppmに重な

って現れたものである.一方 15Nスベクトルにはアミドのシグナルは小さく， 34ppm 

に大きなシグナルが現れる.したがって， CS/CMCにおいても CMCのC=Oのシグナ

ノレが 180ppmに現れ，ホルミル化されたアミド基と HCOO.イオンの C=O炭素のシグ

ナルが 170ppmに重なって現れたと考えられる.

以上の結果から， CS/PAA， CS/CMCどちらの場合も CS-NH3+….OOC-polymerのよ
うなポリマ一間イオン複合体が形成されると考えられる.

Fig.2 13C CPMAS NMR spectra 
(a)chitosan (b)CMC (c)CS/CMC 

[参考文献】

(a) 

~ 
L~L 
2凹 1叩 1曲目 oppm 

Fig.3 "N CPMAS NMR甲e回目。fchitosans and chit回sanlpoly(acrylicacid) 
comple.: (a)CSIPAA; (b)chitosan cast日1mfrom 2%あnnicacid; (c )chitosan 

1) S. Maeda， T. Ohshima， and K. Sakurai， Proc. XVlllth Int. Conference on Magnetic 
Resonance in Biological Systems， 166(1998); K. Sakurai， T. Ohshima， and S. Maeda Adv. 
Chitin Sci.， 135・140(1998).
2)桜井謙資，前田史郎，原謙吾，キチン・キトサン研究， 2(3)， 197・204(1996).
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国体NMR法による Isotactic-Poly(l・Butene)の動的構造解析

産総研 O三好利一、林繁信、海藤彰、京大院理今城文雄

Chain Dynamics and Conformation of Isotactic-Poly(l・Butene)

Investigated by Solid-State NMR 

lNational Institute Advanced Industrial Science and Technology 

2Department of Chemistry， Graduate School of Science， Kyoto University 

Toshikazu Mivoshi，l Shigenobu Hayashi， 1 Akira Kaito，l Fumio Imashiro
2 

High-resolution solid-state 13C NMR spectroscopy and MM3 molecular mechanics 

calculations have been applied to investigate side-chain conformations， side単 and

main-chain dynamics of the form III polymorph of isotactic-poly(l-butene) (i-PB). The 

13C two-dimensional exchange NMR reveals that the 74 % polymer chains ex切 ute900 

helical jump motion with an activation energy of 79.3::l:5.6 kJ /mol， while the r~sidual 

chains are immobile. The 900 helical jump motion is found to be still active below Tg. 

With inc閃 asingtemperature， motional mode changes 合。m900 helical jump motion 加 a

more or less continuous rotation. It is suggest芯dthat the main司chaindynamics is aflected 

by the dynamic disorder of the side chain. 

<緒言>近年、多次元固体 NMR法の適用により、高分子の結品、非品相の高分子鎖の

ダイナミクスが明らかになりつつある。非品相では異なる配座間の遷移や回転拡散がガラ

ス転移温度以上で起きることが明らかlこなり、そのダイナミクスはガラス転移温度近傍で

は、 WLF関数により記述される。ポリエチレン¥ポリオキシメチレン 2の結晶相では、

分子鎖がフリップ運動やヘリックス運動を行い、運動の相関時間はArrhenius関数により

記述されている。これらの分子運動の開始温度は、非晶相のガラス転移温度と結晶相の融

点の間である。これらの事実より、非晶相の分子運動が間接的に結品相の分子運動に影響

を及ぼしていると推測されている。このことは、結晶内部の分子鎖運動がガラス転移より

僅かに高い温度で開始する場合、その運動性がガラス転移温度近傍で急激に低下すること

を示唆する。しかし、ガラス転移温度近傍での結品相の分子鎖運動を解析した例は皆無で

ある。また、上記の結晶性高分子は融点まで、運動モードを変えないことがわかっている。

イソタクチックポリ(1-ブテン)は異なる条件下で、配座やパッキング構造の異なる 4

種類の結品形態を示す。 111型結晶の高分子鎖はorthorhombic格子の中で41ヘリックス構

造を形成する。 3我々は固体NMR法を用いて山型結晶内部の高分子鎖の分子運動を調

くkeywords>isotactic.poly(1.butene)、分 fゐ運動、コンブオメーション、相転移、結晶化

みよしとしかず、はやししげのぶ、かいとうあきら、いましろふみお
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ベ、側鎖を有する高分子の結晶内部における分子鎖運動が幅広い温度でどのように振舞

うのかを検討した。

methine 
<結果、考察>図 lに山型結晶の固体高分解能

I3C-NMRスベクトルを示す。低温にすると各原子団

のシグ、ナルが 2本に分裂するのがわかる。この分裂

は分子内の非等価な 2サイトに由来する。つまり、

室温で融合したシグナルは 2サイトの交換を示す。

この交換運動は 900ヘリックスジャンプ運動による

ものである。図2は二次元交換NMRスベクトルで、あ

る。測定とその解析により、 272Kでは、 III型結晶内

の高分子鎖は2成分からなり、 75%の分子鎖が9.3S-I 

のジャンプ速度で 900ヘリックスジャンプ運動を行

い、残りの 25%は動かないことが明らかになった。

さらに、ガラス転移近傍で900ヘリックスジャンプ運

動のダイナミクスを検討した。その結果、ガラス転

移温度以下でも、ヘリックスジャンプ運動が存在し、

m-methylene 

ジャンプ速度はアレニウス関数に

より記述されることが明らかにな

った。得られた活性化エネルギーは

79.3::1:5.6 kJ !molである。この結果は、

結晶内部の分子鎖ダイナミクスが

アモルファス鎖の影響を受けない

ことを初めて示した。当日は、側差

のコンブオメーションとダイナミ

クス、さらに、側差のダイナミクス

が900ヘリックスジャンプ運動に及

ぼす影響についても発表する。

くReferences>
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[ト13C]Val樺識パクテリオロドブシンにおける

細胞質側表面構造の電荷による変調

(姫路工大・理)0荒川規、谷生道一、辻暁、斉藤肇

Modulation of Cytoplasmic Surface Structure of Bacteriorhodopsin by Electric Charge 

as Studied by High-resolution Solid-state NMR 

Department of Life Science， Faculty of Science， Himeji Institute of Technology 

Tadashi Arakawa • Michikazu Tanio • Satoru Tuzi • Hazime Saito 

We compared 13C NMR Spectra of [1-13C]Val-labeled wil寸ーtypebacteriorhodopsin (bR) and mutant bRs 

containing replacements of Asp3s， ASp38， ASp'02， Asp'倒. GIU'66， by means of Cross Polarization-Magic 

Angle Spinning (CP-MAS) and Dipolar Decoupled-Magic Angle Spinning (DD-MAS) techniques. in order 

to clarify the e仔ectby electric charges on cytoplasmic sur干acedynamics. The absence of a ne醇tive

charge at surface modified local conformation as well as backbone dynamics. as manifested from 

displacements or intensity change of peaks. These spectral variations are diminished by addition of 40 

μM  Mn2¥proving that conformational changes are from the surface domain. We discussed a relationship 

between this dynamic structure and proton transfer. 

【はじめに】

高度好塩菌 Ha/obacteriumsa/inaromの紫膜中に存在する光駆動プロトンポンプであるパクテリオロドプ

シン(bR)は、その構造から種々の受容体タンパク貫のモデルとして考えることができる。これまでに、

pH ・温度・脂質組成・金属イオン濃度など様々な環境因子により形成される、C末端部位や loopを含め

た細胞質側表面領域の高次機造ー細胞質側表面複合体ーの存在を示してきたのまた、 bRのNMR観測

の際、AlaのCαや C=o炭素を標識した場合、MAS周波数(1crHz)との干渉によって loop由来の信号が

消滅するのに対し、ProやValのC=o炭素標識の場合、比較的多くの信号を分離観測できることがわか

ってきた。 [l-13C]Valからの信号は 171.1ppm(V199)、172.0ppm(V49)、172.9ppm(V69)、174.6ppm

(V179，V187)の帰属が得られている(1.2)。本研究では、細胞質倶IJ表面に存在する負電荷極性残基を置換

したbRに[1-'3C]Val標識を行い、表面複合体の形成要素やその働きを解析するとともに、タンパク質の

解析における酉体高分解能 NMRの新たな知見を得ることを目的とした。

【試料調製】

高度好塩菌の野生株(WT;S-9)と変異株(D36N，D38N， D102N， D104N. D102N/D104N.E166G)を

[1-'3C]Valを含む合成培地で培養して同位体標識し、精製を行った。話料は5mMHEPES(pH 7.0)， 10mM 

NaCI. 0.025% NaN3緩衝液に懸濁した。また、間緩衝液でlo.d.1こ懸濁したbRに対して40μMMn
2
+を加え

た試料も用意した。各試料は遠心沈降後、ペレットをそのままNMR管に導入した。潰IJ定中の水分の漏れ

を防ぐために、NMR管キャップは接着剤で封じた。封入後遮光し、暗11慎応状態にした。

国体 NMR，パクテリオロドプシン、細胞質側表面電荷

あらかわただし、たにおみちかず、つじさとる、さいとうはじめ
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【測定】

測定は ChemagneticsCMX-infinity 400 NMR Spectrometer (lH :400MHz)を用いて主iこCP-MAS法と

TOSSを併用し、 DD-MAS法でも行った。測定温度:20
0
C，MAS賜波数:4KHz

---.I'v'-'"'/"'JνJV 

UAiE iiE 
v 川:

uJlijJJ11C 
、ヘ/九一、，、.......， ~.v.'-，

170 

A 

B 

ppm 

【結果と考察】

図 1に示すように、 [1-13C]Val標識試料の Cp.・-MAS

スペクトルは、野生練 (WT)との比較から、

D102N/D104Nでは loop領域に高次構造の変化による

シフトもしくはMAS周波数と干渉領域から逃れて新たに

出現した信号(171.5ppm，172.6ppm)が、 E166G(図1C)で

は helix領域に高次構造の変化による信号のシフト

(174.6ppm)がそれぞれ観測された。他の mutantにお

いても同様の変化を示す信号変化が見られた。

CP-:t.L4.S NMR sp何廿aof [1-13C]Yallabeled bR of 

wild typev心‘D102NID104N句).E166G(C) 

Mn2+を添加した実験(国2)では、図1で見

られたような信号変化が観測できなくなった。

よって、その運動性や構造が変化した領域

は Mn2+の効果が得られる親水領域に近い

表面部位であると考えられ、その Val残萎

の候補としては V34(A-8I∞p)、V101(C屯

loop)、V167(F-helix)が挙げられる。

これらのことから、電荷の有無が表面の構

造および運動性を変化させていると考えら

れ、細胞質側複合体形成に電荷も寄与して

いるとわかった。表E車電荷の消失はプロトン

の取り込み効率を低下させるをことからゆ)、

この複合体が光サイクル中で重要な役割を

果たすと示唆する。

V

プ

m

小
一
陣

C
ψ

一。

(1) H_Saito et al.， (2000) 88A 1460，39-48 

(2) A.Kira et al.， (2001) NMR討論会 40

(3) Checover et al.， (2001) 8iochemistry 40， 4281-4292 
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129Xe NMR法を用いたゴム状高分子の自由体積の解析

名古屋工業大学工学部O大野真希、鈴木智幸、吉水広明、辻田義治

An Investigation on Free Volume of Rubbery Polymers 

using 129Xe NMR Spectroscopy 

Department ofMaterials Science and Engineering， Nagoya Institute ofTecnology 

Maki OhnQ， Tomoyuki Suzuki， Hiroaki Yoshimizu， Yoshiharu Tsujita 

In this study， to clariかtherelation between 129Xe NMR chemical shift and free 

volume of rubbery polymers， 129Xe NMR spectra and Xe sorption isotherms were 

measured using acrylonitrile-butadiene copolymer rubbers(NBR) with various 

acrylonitrile(AN) content. The resu1t of Xe sorption measurement revealed that the 

sorption isotherms of all samples obeyed Henry's law and as well as mal].y other 

rubbery polymers. The sorption amount of Xe increased with decreasing AN content. 

It was suggested that 129Xe NMR chemical shift of the 129Xe in NBRs ref1ected the free 

volume of each sample， because a good correlation between 129Xe NMR chemical shift 

and density was obtained. These results can be said that the estimation of free 

volume of rubbery polymers is possible by using 129Xe NMR spectroscopy. 

《緒言))Xeは他の物質と相互作用しにくく、また大きな分極率を有するため、周り

の環境を反映して幅広い NMR化学シフトを示す。したがって 129Xeをプローブとし

て高分子に収着させて NMR測定を行い、その NMRシグナルを解析することにより

高分子の様々な情報を得ることができる。本研究では、ゴム状高分子中に存在する

129Xe核の 129XeNMR化学シフト値とゴム状高分子が有する自由体積との関連性を

129Xe NMR測定及ぴXe収着測定から評価した。

《実験》測定には種々のアクリロニトリル(AN)含有率を持つアクリロニトリループタ

ジエン共重合体ゴム(NBR)を用いた。Xe収着測定はCAHN社製精密電子天秤を用い、

重量法により圧力範囲 O"'"'760cmHg、測定温度 250Cで、行った。 129XeNMR測定は、

まず各フィルムサンプルをテフロン製バルブのついた NMR管(Wilmad社製)に約 19

充填した後、十分真空乾燥してから所定圧力に相当する Xeを導入して十分収着平衡

に達した後、測定に用いた。 129XeNMRスペクトルは、日本電子(株)社製の

GX400NMR分光計を用い、25
0

Cにおいて観測周波数 110.5MHzにてシングルパルス

法で測定した。 129XeNMR化学シフト値は同時に観測される気相 129Xeのピークを内

129Xe NMR化学シフト値、ゴム状高分子、自由体積、収着、アクリロニトリルーブ

タジエン共重合体ゴム

おおのまき、すずきともゆき、よしみずひろあき、つじたよしはる
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部基準として補正した。

《結果と考察))Xe収着測定を行った結果、いずれのサンプルもゴム状高分子に特徴

的な Henry型の収着等温線を示した。各サンプルのXe収着量は、 AN含有率の増加

に伴い減少した。 Xeは不活性ガスとみなしてよく他の物質と相互作用しにくいので、

このXe収着量の違いはサンプル中の自由体積の総量に起因すると考えられる。 129Xe 

NMR 測定を行った結果、いずれのサンプルも圧力の増加に伴いわずかながら低磁場
シフトした。この低磁場シフトの原因として、サンプル中の Xe密度の増加が挙げら

れる。一般に、 129XeNMR化学シフト値(δ)はδ=δ(8)+δ(E)+δ(Xe)と表される。
ここで、 δ(8)は Xe原子と空隙内壁との衝突に

よる項であり、空隙が小さいほど大きくなる。

δ(E)は電場による分極あるいは Xe原子からの

電荷移動によって引き起こされる項であるが、

通常の有機高分子ではこの項は無視してよいと

考えられる。また、 δ(Xe)はXe原子同士の衝突

による項であり、 Xe密度とともに線形的に増加

する。ゴム状高分子において 129XeNMR化学シ
フト値は圧力とともに線形的に低磁場シフトす

るが、これはXe密度と圧力が線形関係にあるた

めである。 129XeNMR化学シフト値を Xe収着
量Cに対してプロットし(Figure1)、 c=oに外

挿した。この値をδ(S)値と呼び、これは Xe原

子と分子鎖間隙との衝突に起因する。各サンプ

ルのδ(S)値はAN含有率の増加に伴い大きくな

った。AN含有率とともに各サンプルの密度は増

加する。密度は空隙の量を表していると考えら

れ、密度が小さいほど空隙は多くなる。また、

ゴム状高分子における空隙は自由体積に対応し

ている。得られた各サンプルのδ(S)値を密度に

対してプロットしたところ良い相関が見られた

(Figure 2)。このことから、 129XeNMR法はゴ
ム状高分子の自由体積を評価するための優れた

手法の一つであることが示唆された。

川

町

ゆ

0

0

0

4

2

4

3

2

1

 

2

2

2

2

2

 

(
富
島
国
)
娼
』
明
言
ぷ
目
ωau
出
塁
Z
ω
同
自

20 5 10 15 
C (cm
3
S'I1'/cm

3 
， 
Imly.・

Figm'e 1 Tbe 1I10ls IIf 129Xe NMR cbclllical shift 
VS， sorlllIoll 1I11101l1lt of Xc fOl' NUR 

IIt VIIl'iollS temllcratm'e， 

250 

240 
E 
CI. 

B< 230 ・ー
( 

ul 

<0 

2201 

2101-

0，90 0，95 1.00 

densily (g!C1ll3) 

Figm'c 2 Tbe plot of 129Xe NMR chelllical shift 6(s) 

vs. dcnsity. 

，、M
A
W
 --

200 
0，85 



第40回NMR討論会(京都.2001)

P36 
芳香族アミノ酸における芳香環のダイナミクス

(北大院工 1・北大院薬 2) 0久保健太 1、平沖敏文 1、演田辰夫人堤耀虞 1

Ring Dynamics of Amino Acids by solid-state 2H-NMR 

lD，伊a必rt加t

2Graduate Schoolof ß涜~armaceut白'ic.プ'E11Scα'lence~めち Hokka♂ido [臼Tniversit.砂砂y;Sapporo. 
K Kubo1， T. Hiraokjlタ T.HamadaろandA. Tsutsumi1 

Dynamics of the aromatic rings of L-phe， L-tyr， and L-his selectively deuterated in solid stat恐

were characterized by 2H-NMR. The spectra of L-{3，5勾王2}pheshow the superposition of 

two components仕omphenyl rings performing fast and slow 7c flip motions about the C s・cγ
axis， and corresponding TI values are 10ms and 4s at 22"C，respectively. The spectrum of 

L-{3，5-2H2}tyr at 220C shows a rigid lineshape with remarkably long TI. The spectrum of 

d2・2H}hisshows a nearly rigid lineshape at 220C， and a nearly rigid lineshape superposed on 

the inner singularities with the quadrupole splitting of 42kHz in the center of spectrum is 

observed at 60
oC， suggesting the reorientation of the imidazole ring. 

(はじめに)

芳香族アミノ酸のフェニルアラニン

(L-phe)、チロシン (L-tyr)、ヒスチジ

ン (L-his)の芳香環のダイナミクスは6

員環、 5員環の違い、水素結合、結晶状

態によって異なり、その詳細は明らかで

はない。本研究ではL-phe、L-tyr、L-his

の芳香環のダイナミクスの違いを比較

検討し、ダイナミクスと構造との相関を

調べるために、それぞれの芳香環を選択

的に重水素化し、間体重水素NMRによ

り測定した。

(実験)

AD DADA 
OH 

L・{3，5-2H2}phe L-{3，5-2H2}tyr d2・2H}his

芳香環の重水素化は既報に従って行った 1，2。重水素今化されたアミノ酸を再結晶して試料として

用いた。(試料 :L司{3，5・2H2}phe、d3，5-2H2}tyr、L-{2・2H}his)測定は 2H-NMR、13C-NMR共に

BRUKER DSX300を使用した。(共鳴周波数:46.07MHz、75.48MHz)

(結果と考察)

L -{3， 5-2H2}pheのスベクトルの温度依存性を示す(Fig.l)o quadrupole echoによるスベクトル(a)

は昇温に伴い、外側の成分の強度が減少し、内側の成分の強度が増加した。また、 22
0

CからnOc
付近までは:i:120証b付近にrigidpatternに特徴的な肩が観測された。これはphenyl環の

固体2H-NMR、アミノ酸、芳香環、フリップーフロップ

くぽけんた、ひらおきとしふみ、はまだたつお、つつみあきひろ
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Cβ-Cγ軸周りの冗姐ip運動に速い成分と遅い成分とが共存している事を示している。速い成分を

検出するために saturationquadrupole echoにより測定した(b)。昇温に伴い、その強度が糟加し

た。 2つのスベクトルの面積比から、速いphenyl環の割合を求めた結果が Fig.2である。 22tの

2つの成分の TlはlOmsと4sで、 πflip運動のjumprateはそれぞれ3X107Hz、8X104Hzで

ある。

L-{3，5・2H2}tyrの 220Cのスベクトルは rigidな線形を示し、著しく Tlが長いことが分かった。

この試料の C13CPMAS NMRスベクトルは鋭い線形を持ち、結晶性が良く、しかも分子間水素結

合により、環が運動し難いと考えられる。

L-{2・2H}hisの 22tのスベクトルは rigidな線形を示す。 600Cではスベクトルの中央部分に

42kHzの分裂幅を持つ成分が出現した。この成分はイミダゾール環が運動をしていることを示唆

しているが、 Cβ・Cγ軸周りのπ血p運動ではないことが計算スベクトルとの比較から分かった。

L-{2・2H}hisのイミダゾール環は6員環に比べて対称性が悪く、分子間水素結合により運動の制限

を受けているのでπflip運動以外の運動をしていると考えられる。

結果の詳細は発表時に報告する。

参考文献

(1) D.S. Wishart， B.D. Sykes， and F.M. Richards， Biochim. Biophys. Acta， 1164 (19'93) 36・46.

(2) H.R. Matthews， K.S. Matthews， and S.J. Opella， Biochim. Biophys. Acta， 497 (1977) 1・13.
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立体規則性π共役系高分子における構造相転移

(東工大院生命理工)0浅)1[直紀，MyagmarsurenGomboo，棲井実う井上義夫
(東工大資源化学研究所)山本隆一

Structural Phase Transition in Regio・regulated7r-conjugated Polymers 
Naoki As叫çaw~， t Myagmarsuren Bomboo，t Minoru Sakurai，t Yoshio Inoue，↑ and T乱kakazu
Yamamoto+ 

↑Graduate School of Bioscience and Biotechnology and t Chemical Resources Laboratory， Tokyo 
Institute of Technology 

4259 Nagatsuta-cho， Midori-ku， Yokohama， Kanagawa 226-8501， JAPAN 

Tel:045-924-5796 FAX:045-924-5827 e-mail: nasakawa⑬bio. titech.ac.jp 

Solid-state structure of some五ve-memberedring 7r-electron conjugated polymers with high 

regio-regularity was investigated by differential scanning calorimetry(DSC) and 1 H， 2H， and 
13C solid-state nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy. 2H q凶 dr叩 olarecho spec】

tra of a head-to-head(HH) type of perdeutelated poly(4-methylthi乱zole-2-diyl)[d3-HH司P4MeTz]

shows asymmety character above cα. 290K， which could be due to wagging motion ofthe methyl 
groups andjor discommensuration of HH-P4MeTz. 1 H transverse relaxation tillle me乱surements

of the methyl protons in HH-P4MeTz with two pulse Hahn echo (TPHE) and Carr PurceIl Mei-

boom GiIl(CPMG) methods shows that there exists diff凶 on-likemotion in the system， which is 
probably due to the modulation waves. The dynamics of the modulation was investigated by 2H 

two dimensional exchange NMR spectroscopy and the exchange rate was as slow as an order of 1 

kHz at room tempera.ture. The structural phase transition was also infered by two dimensional 
spin-echo 13C CPMAS experiments of HH-P4MeTz and ab initio chemical shielding calculation 

of the model compounds. From quantum chemical calculation of 13C chemical shielding tensor， 
it appeared that melting of the face-to-face 7r-stacking is strongly correlated with the methyl 

rotation in HH-P4MeTz. 

1.緒言

一次構造制御型のポリ (4-メチルチ

アゾール司2ふジ、イル)[Head-to-head(HH)

P4MeTzJ は複素五員環がface-to-face型の
πスタッキングすることにより側鎖に脊在

する多数のメチル基が異常に高密度に配

列したユニークな結品構造を形成する。こ

lπ共役系高分子.横緩和時間.CPMG.Hahnエコー
.二次元交換

あさかわなおき，みやぐまるすれん=ゴンボ1さく
らいみのる，いのうえよしお司やまもとたかかず
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れまで我々は、主に固体NMRを用いてπ

共役系高分子の分子構造を調べてきてい

る。今回我々は、 HH-P4MeTzの示差走査

型熱量計(DSC)測定とメチル基を 99%重
水素化した試料を用いた2H四極子エコー

NMR測定により、メチル基の回転転移と

πスタッキングの融解挙動を調べた。

2.実験

一次構造制御型のポリ (4ーメチルチア
ゾール)[P4MeTzJを脱ハロゲン化墨繍合法
により合成し、 DSC測定(Seiko，DSC5200)



およびNMR実験(JEOLGSX270，Varian 
Unity400)を行った。 2HNMRの測定には
四極子エコー法を用い、 118rv393Kの温度
範囲で、実験を行った。

3.結果.考察

DSC測定により、 P4MeTzでは約290K
に大きな比熱の変化を伴づた吸熱ピークが
観測され、 P3MeThでは約363Kに比熱の
変化を伴わない吸熱ピークが観測された。
P4MeTzは複素五員環がface-to-face型の
πスタッキングするごとにより側鎖に容在
する多数のメチル基が異常に高密度に配
列した構造を形成する。側鎖のメチル水
素を 99%重水素ラベルした P4MeTzを合
成し、固体2H四極子エコースベクトルを
1l8rv393Kの温度範囲で測定したと之ろ、
転移の高温相側では、メチル重水素の粉
末スペクトルに非対称性が現れた(Fig.l)。
非対称性の原因として、電荷の存在.2H_ 

2H双極子カップリングcdotC3v対称性の
破れ・ Wagging運動・ discommensuration
が考えられる。非対称性が高温相側での
み現れるので、電荷の穿在や 2H_2H双極

子カップリングや C3v対称性の破れによ
るとは考えにくいロ残る Wagging運動と
discommensurationは必ずしも独立ではな
く、構造不整相での原子変位の変調波が拡
散している場合にはWagging運動として
観測されることも有り得る。 HH-P4MeTz
において構造不整が穿在するかどうかはま
だ明らかではないが、 2Hスベクトルの二
つの垂直端の温度依春性の違いより、 HH-
P4MeTzには原子の変位の非局在化した変
調波が存在していて、 293Kの転移は整合
不整合転移である可能性があるロさらに2H
二次元交換固体NMR測定を行なったとこ
ろ、変調波の拡散は非常に遅く、数kHz程
度であると見積もられた。
ヱれらと同様の結果が、 13C 二次元

NMRスピンエコー実験により決定したメ
チル炭素の磁気遮蔽テンソル主値にも現れ

た。これは、 abinitio分子軌道法による磁
気遮蔽計算からも示唆された。
以上より、室温付近でDSC測定により
観測された吸熱ピークはこの相転移に伴
うface-to-faceの分子間πスタッキングの
融解に帰属されると考えられ、この融解に

より π共役系の広がりが2次元(分子内+
分子間)から 1次元(分子内)に低下した
ことが比熱の変化の原因ではないかと考
えられる。以上のことを踏まえると、 HH-
P4MeTzでは、メチルの回転転移と πス
タッキングの融解とが強く相関していて、
六員環と比べて立体障害の少ないと考えら
れる五員環においても側鎖と主鎖骨格との
相互作用が強いことがわかる。
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Figure 1. HH-P4MeTzの41MHz2H四極
子エコースベクトル
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Na型ZSM-5ゼオライト細孔内の

N、N-ジメチル-pーニトロアニリンの挙動

(産総研) 0小森佳彦、林繁信

l呪N-Dimethyl-p-nitroanilinein the micropore of Na-type ZSM・5(N幻ionalInstitute of 
Advanced Industrial Science and Technology) Yoshihiko KOMORI and Shigenobu 
HAYASHI 
Interaction between N，N-dimethyl-p-nitroaniline (DMpNA) molecules and Na ions in the 
micropore of ZSM・・5was investigated by using solid-state 23Na NMR spectroscopy. DMpNA 
molecules were introduced into the micropore ofNa-type ZSM-5 at 443 K. It was found that 
the color of the sample depended on the amount of adsorbed water. When the sample 
adsorbed water molecules， a broad 23Na signal at -6.2 ppm due to hydrated Na ions was 
observed. On the other hand， when the sample was dried at 423 K， the 23Na signal shifted to 
咽17ppm. Furthermore， the signal was detected by cross polarization method， suggesting that 
DMpNA molecules located near the Na ions. It is concluded that adsorbed water molecules 
play an important role for controlling the distance between DMpNA molecules and Na ions. 

1.緒言

無機有機ナノ複合体は無機・有機双方の利点を兼ね備えた新しい材料として注目を、集めて

いる。しかしながら無機物(ホスト)中における機能有機分子(ゲスト)のダイナミクス等

について検討された例は少なく、効率的なナノ材料の創製のためにはゲスト分子の挙動やホ

ストーゲスト間相互作用を明らかにし、それに基づいた材料設計の指針の確立が重要である

と考えられる。当研究グ、ループでは様々な無機ホスト中における pニトロアニリン類の運動

について検討を行ってきている。 1-3 

本研究ではNa型ZSM-5ゼオライト細孔内lこN，N二ジメチルーpーニトロアニリン (DM

pNA)を吸着させた試料に着目した。 ZSM-5は直径約 0.54n mの直線状の細孔を有す

るゼオライトで、 Al原子を骨格に混入させることでNaイオンを細孔に導入することが可

能である。この場合、水分子も同時に吸着しやすく、ゼオライト細孔内ではNaイオン、 D

MpNA、吸着水の3成分が混合している状態となる。この系において吸着水の有無により

試料の色が可逆的に変化することを見出し、その要因について検討した。

2.実験方法

Na型ZSM-5は触媒学会から配布されている参照触媒(JRC-Z5-70Na; SiOz/Alz03= 70) 

を用いた。 ZSM-5を473Kで3h真空排気した後、窒素雰囲気下で単位格子当たり約4

分子のDMpNAを導入し、混合物の入った試料管を真空下で封じた。これをDMpNAの

融点 (43 6 K)を考慮し、 443Kで3日間加熱処理することで吸着反応を進行させた。

固体23Na NMR分析はBrukerMSL400及びASX400を用いた。クロスポーラリゼーショ

固体NMR、ゼオライト、ニトロアニリン、ナノ空間、分子挙動

こもりよしひこ、はやししげのぶ
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ン.(C p)測定はボラックスにおける-2p pmの、ンクゃナル強度を最大にする Hartmann-Hahn

条件に調整した後、行った。化学シフトは 1M N aC 1 a q.を基準とした。

3.結果・考察

得られた試料を空気中に放置しておくと水が8%程度吸着した。この時の試料の色は黄色

であり、 UV-visスベクトルでは最大吸収波長が約400nmを示した。この試料を 1

50
0

Cで乾燥・脱水すると試料の色は燈色になり、 UV-visスベクトルでは約 500n

m(こ吸収帯が出現した。この変化は吸着水の有無により可逆的であった。

脱水前後の変化を23Na NMRを用いて測定

した。 DMpNA反応前のNa型ZSM-5 (図 1

a)はシャープな 7.2 p p m (A) とブロードな

-6.2ppmのシグナル (B) を示す。乾燥させ

るとシグナノレAの化学シフト値は変化しないのに

対して、シグ、ナノレBは-25ppm付近までシフト

したことから、前者は骨格に配位したNaイオン、

後者は水分子が配位したNaイオンと考えられた。

DMpNA反応後、室温で放置した試料のスベ

クトル(図 1b)ではシグナルBは-6.5ppm

に観測された。この試料を乾燥させると(図 1c)、

シグナノレBは-17ppmへと低周波数側へシフ

トし、線幅も広くなった。 CP測定を行ったとこ

ろ、乾燥後のZSM-5/DMp NAの試料におい

てのみシグナルBが観察され(図 1d)、DMpN

A分子のlH核から 23N a核へと交差分極が起こ

っていると考えられた。以上の結果から乾燥によ

りNaイオンから水分子が脱離することで、 DM

pNA分子がNaイオンに近接できるようにな

ると考えられた。

4. まとめ

Chemical shift I ppm 

Figure l. 23Na MAS NMR spectra of (a) ZSM-5， 
(b) ZSMδIDMpNA in an ambient atmosphere 
組 d(C)， (d)耐 edZSM・5IDMpNA.Sp∞tra of 
(a)， (b) and (c) are measured by the single pulse 
method wi血 highpower decoupling and those 
of (d) by the CP technique. 

乾燥前後による試料の色の変化は、 Naイオンと DMpNA分子との相互作用の変化によ

るものと考えられ、吸着水がこの相互作用において重要な役割を果たしていることが明らか

となった。

5. 参考文献

(1) S. Hayashi and Y. Komori， Proc民dingsofthe 13th Inter. Zeolite Conf.， Montpellier， 13乎・06(2001). 
(2)小森佳彦・林繁信、日本化学会第79春季年会、講演予稿集 I、p178& p259 (2001). 
(3)小森佳彦・林繁信、第39回NMR討論会、講演要旨集、 p372(2000). 
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170・MQMAS、31p→170 CP!MAS 及び 170~31p CP!MAS 
によるアモルファス性リン酸アルミニウムの構造解析
(新日銭先端研[IJ、PacificNorthwest National Laboratorv[:!J) 
O 金橋康三[1]、禁藤公児[lJ、SarahD. Burton[:!J、PaulD.' Ellis[:!J 

Structural Analysis of Amorphous Aluminum Phosphate using 
170・MQMAS.3Ip→170CPIMAS and 1寸O→31pCPIMAS

Nippon Steel Corporlltion司AdvancedTech!l~logy Resea!ch Laboratories[1 J町 PacificNorthwest National 
Laboratoη，[:!J OKoji Kanehashi[lJ. Koji Saito[lJ. Sarah D. Burton[:!J. Paul D. E¥lis[:!J 

l今0・MQMAS(Multiple-Quantum Magic-Angle-Spinning) N恥依beingcapable of ave~aging the second-order 
quadrupolar interaction was applied to the investigation of the chemical structure of "O-enriched amorphous 
aluminum phosphate (a・AIP04).2D cross peak consisting of two m:ygen components was obser¥'ed. Moreover. 
these peaks was distributed along chemical shift direction. which caused by its amoゅhousstructure. In order to 
investigate the connection betweell. 0 a!ld P in a・AIP04 • both 31p→170 CPIMAS and 1'0→31p CPIMAS 
experiments were carried ou1. ln 31p→1'0 CPIMAS spectrum of a・AIP04・theresonance corresponding to 
shoulder peak on the higher field side in MAS spectrum. which indicate thal this o:¥'ygen site is c10se to 
phosphorus atom. On the other hand‘Thre(! pea!< tops were observed in l' 0→31p cPItvIAS spectrum. Thus. 
application of both 31 Pプ170CPIMAS and 1ウO→31pePIMAS were found to give useful structural information 
ma・AIP04as we¥l as "0・MQMASfor the direct information in 0:勺rgenatom 

【緒言]
酸素は天然物、合成物を間わず、酸化物として様々な物質中に存在しており、酸化物の精密な化学
構造を明らかにするためには、酸素の化学構造情報を取得することが非常に重要である， N恥fR測定対
象核である 1'0は1=512であるため、固体試料測定時において、 MAS法では2次の核四極子相互作用
が平均化できずに線幅の広幅化、シフトのずれが生じ、正確な化学構造解析が困難になってしまう場
合が多いが、 MQMAS法川を用いれば2次の核四極子相互作用を平均化することができ、高分解能ス
ベクトルを得ることができるものと期待されるコしかしながら、実際は 1'0の天然存在比が非常に少
なく低感度であり、また IIB(2).e3Na. :!' AI等と比較して核四極子相互作用が非常に強いため、広く用い
られている 7Tクラスの磁場強度下での精密な化学構造解析は非常に困難で、あるのが現状である J
そこで今回、 170を同位体濃縮したアモルフアス性リン酸アルミニウム (a-AIP04)を合成し、 11.7T 
の磁場強度下において 170・3QMAS法による α-AIP04の構造解析を実施したc さらに、酸素原子周辺か
らの構造情報を得るために、 31p→1

寸

O及び 1'0→31pの相互の交業分極(相互 CPIMAS)を用いて、酸
素とリンとの結合連鎖について検討した結果について報告する
【実験]
速のN恥fRスベクトル測定には、 ChemagneticsCMX lnfiniη・500 (5mmO Chemagnctics製 HXプロ

ープ、試料回転速度;12.5 kH?)及びVARIAN UNITY -500 (5mmゆDOTY製HXYプロープ、試料回転
速度;14 kHz)を使用した 10共鳴周波数及びj1p共鳴周波数はそれぞれ67.8恥血z、202.5MHzであ
るコ l'O-enriched a・AIP04はAI(N03h・9H:!0とい0・enrichedH3P04 (

170‘20 atom 似)とカ込ら、 NH37l<を用
いて pH=8で調整し、 120

0

C 20 h、500
U

C6.5 hの順で乾燥、焼成することによって得られた、 MQMAS
ハルスシーケンスは、 z・Filtcr型 3ハルスシーケンスを用いた[3) 31p→ドO、170→31pの各CPIMAS測
定では、式(1).(2)の条件を満たすように各ノえラメータを最適化した[4L1'0及び31pN恥fRスベクトル
の化学シフト基準はそれぞれ匹Q:0 ppm、(NH4HIE04:1.33 ppmとした
Spin locking efficiency:α VlS γ町Vr α<<1 (l) 
CP matching condition: (1+ 112)竹 =(S+ 112)η :t nVr (2) 
1 : spin number of 1 nucleus‘S : spin number of S nucleus.竹:strengths of rf-ficlds applied to 1 spin. Vs: strengths 
of rf-fields appl}ed to S spin. v，. : sample spinning合巴quenC)九内・ quadrupolefrequency. 11 : integer 
[結果・考察}
0・AIP04の

1寸0・MASスベクトルを Fig.l(a)1こ示す 42.7ppmにピークトップを示すスベクトルが得
られ、高磁場側に肩が見られた しかしながら MASスベクトルは 2次の核四極子相互作用を受けて
おり、化学シフト値も正確ではないため、詳細な構造を議論することは困難である J そこで、 1寸0・
3QMASスベクトルを測定したところ、 Fig.2中の矢印で示すような主に 2成分から成るクロスピーク
が観測された，最も5齢、強度を持つクロスピークの等方性化学シフトAσ及び核四極子結合定数 Coi土
それぞれ60.7ppm、6.7MHzで、あった J また、このピークは CS(Chcmical Shift)方向に分布してじ、た
これは fもがほとんど、変わらずに、Llcr.が連続的に変化するような酸素構造が複数存在していることを
意味している J このような CS方向或いはQIS(Quadrupolar lnduced Shift)方向へのクロスピークの分
布は無秩序な構造を持つ化合物においてしばしば観測され[5ト今回合成したα-AIP04も同様であると
考えられる

1'0・MQMAS、31p→lでOCPIMAS、l寸O→31pCPIMAS、アモルフアス性AIPo.i

かね(1Lこうじ、さいとうこうじ、さらばーとん、ぼーるえりす
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次に酸素とリンの結合状態を明らかにするために、 31p
→I70CPIMAS及び 170→ 31pCPIMASスペクトルを測定し
た。 31p→I7OCP/MASスペグトルでは、 Fig.lの 170・MAS
スベクトルの高磁場側に対応するピークのみが選択的に
観測されたことから (Fig.1(b))、この化合物中には、リ
ンと直接結合している、或いは近距離に存在している酸
素 (P04図面体中の酸素)と、そうでない酸素(末端AIP04
中の酸素、 AI-o-Alの酸素等の可能性)が存在してい
ることが推測された。
3Ip_MASスベクトルでは、アモルファス構造に由来す
ると考えられるピーク分布により、ブロードな 1本のシ
グ、ナルを与えたが (Fig.3(a))、170→31pCPIMASスベク
トルにおいては、 Fi9..3(b)!こ示すように明確な 3つのピー
クトップを示すシグナルが観測された。このことから、
0・AIP04には少なくとも 3種類のP化学構造が存在してい
ることが明らかとなり、観測された3本のピークは、 P04
の縮重度ぴ3の違いに起因している可能性がある。また、
0・AIP04は違本的に AI04四面体と P04四面体の縮重構造
をとっているが、アモルファス構造のためo-P原子関距
離にばらつきものと推測され、 Fig.3(b)で観測されたリン
の化学種は、比較的o-P間距離が近い環境に存在するも
のであると考えられる。
以上のように、 MQMAS法により得られる酸素自身の
直接的な酸素構造情報に、周囲核との結合状態を知るこ

(a) 

jiぃ…

(b) 

i川川崎州州州j 川川叩伽糾

とのできる CPIMASt去を組み合わせることで、 0・AlP04 Fig. 1 170・NMR耶柑'3of170・..mch<damorphous A1P04 
の化学構造を詳細に議論することが可能となった。特に、 (a)口O-MAS，(b) .\l p_~170 CP/MAS 

CPIMASにおいては、 2核問で相互に実施(相互CPIMAS)
することにより、構造情報量が増加することがわかった。
なお、本研究はPaciticNorthwest National Laboratory内
のEnvironmentalMol氏ularSciences Laboratorvにて行われ
たの

r¥¥、
片州、ヘ〈句~./ ¥~¥可日.，..J¥JV¥九;""'NV

子「与

f 

認静 Q1S 

議動 SSB

【文献1

(a) 

(b) 

Fig.3 .¥lp_NMR spectra ofl70_e町ichedamo:中bousA1P04 
(a) 31p_MAS， (b) 170→31pCP/MAS 

[1] L. Frydman and 1. S. Harwood， J. Am. Chem. Soc.、117(1995) 5367 
[2] K. Kanehashi. K. Saito and H. Sugisawa司 Chem.Lett.， 6 (2000) 588. 
[3] 1. P. Amoureux， C. Femandez and S. Steuemagel， J. Alagn. Reson.， A123 (1996) 116. 
[4] C. Femandez角L.Delevoye 1. P. Amoureux. D. P. Lang and M. Pruski司 J.Am. Chem. Soc.. 119 (1997) 6858 
[5]例えば S.-1. Hwang. C. Femandez， 1. P. Amoureux.1. C加、 S.W. Martin and M. Pruski、SolidState NMR， 
8 (1997) 109. 
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国体2次元NMR法を用いた

アノレカリシリケートガラスの水和過程の研究

(科技団さきがけ研究211、産総研生活環境系2)

O増井大二人陳丹平 1、赤井智子 1，2、矢津哲夫 2

Hydration process of alkali-silicate glasses as studied 

by solid-state two-dimensional NMR spectroscopy 

(Conversion and Control by AdvancedChemistry， PRESTO， JSTl， 

Special Division of Green Life Technology， 

N ational Institute of Advanced Industrial Science and Technology2) 

Hirotsugu Masui 1， Danping Chen 1， Tomoko Ak出1.2，and Tetsuo Yazawa2 

The hydration process in Na20-3Si02 glass was studied by 1H CRAMPS， 

23NaMAS姐 d2D MQMAS NMR， and 29Si{lH} 2D WISE NMR. It is found that 

23Na MAS and 2D MQMAS NMR ofthe hydrated glasses with more than 8.4wt% 

water consist of two signals. The 2D MQMAS spectra could provide values of the 

isotropic chemical shift (~so) and the quadrupole coupling frequency (VQ) for each 

site. From these results， the mechanism of the hydration process in the glasses 
is discussed. 

[序] ガラスの水和反応は、ガラスの耐水性のみ

ならず、マグ、マの生成過程を検討するとしづ地質

学的な見地からも重要であり、古くから多くの研

究が行われている。しかしながら、最も単純な組

成のソーダシリケートガラスについてさえ、水を

含有する過程における微視的なメカニズ、ムについ

ては未だに明らかではない。本研究では、ガラス

中の Na+， H+がどのような状態で存在し、またそ

れらがどのようにシリカネットワークの周囲に存

在しているか、という情報を得るために、様々な

量の水を含んだソーダシリケートガラスについて、

lH CR品r1PS，23N a 2D MQMAS [I]ならびに

29Si{lH} 2D WISE NMR [2]スベクトルを測定し、

ガラスの水和メカニズムについて検討した。

[実験] 試料は、 Na20・3Si02ガラスを粉砕し、

800Cの飽和蒸気圧中で水和させるととによって

得た。試料中の含水量として、水和処理によって

生じた試料の重量増加を用いた。 NMR測定は、

全て ChemagneticsCMX -200分光計を用いて行

った。観測周波数は、 200.257MHz(1H)，

52.97MHz(23Na)および 39.78MHz(29Si)で、あっ

Fig. 1 lH CRAMPS spectra of 

hydrated glasses with different water 

content; 8.4wt%， lOwt%， 21wt%， 

27wt%， 29wt%， 31wt%， 39wt% (from 

the bottom to the top). 



200 100 O -100 -200 

o/ppm 

Fig.2 23Na MAS spectra of hydrated 

glasses with different water content; 

anhydrous， 2.4wt%， 8.4wt%， lOwt%， 

21wt%， 27wt%， 31wt%， 39wt% (from the 

botωmωthe top). 

十、
I V\~ヘrへ八/ 民ルい

E1:: 
l 

、 l 川 M

23ロ1 長J恥
回」

。
F2/ppm 

Fig.3 23Na 2D MQMAS spectrum of 

hydrated glass (39wt% H20). The closed 

circles show the center of two Na signals. 

た。 lHCR品 tlPSの測定は、 BR-24パルスシーケンスを用い、シリコンゴムを用いてスケー

リングを行った。 23NaNMRのシフト値はNaCl(lMaq)を外部標準として用いた。 23Na2D 

MQMASは、 Zフィルター3パルス法を用い、 hypercomplex法でデータを取り込み、その後

shearingを含むデータ処理を行った。29SiNMRでは、3一(トリメチルシリノレ)フ。ロピオン酸-cu
ナトリウム(TSPA-d4)を化学シフトの基準として用いた。

[結果と考察] 含水量の異なる試料lHCRAMPSスベクトルを Fig.1に示す。 21-29%の試

料でややブロードになっている。また、 23NaMAS (Fig.2)および、 2DMQMASスベクトル

(Fig.3)から、含水量が 8.4wt%以上の試料において2種類のサイトが存在することがわかり、

それぞれのサイトの核四極相互作用パラメータや化学シフト値の等方値を見積もることがで

きた。当日は、 29Si{lH}2D WISEスベクトルの結果もあわせて、水和過程におけるガラス骨

格の構造変化やH+，Na+の存在状態について検討した結果を詳しく報告する。

[謝辞] MQMAS測定について様々な面でご指導をいただきました、日本電子(株)杉沢寿志氏

に深く感訪れ、たします。

[文献1)L. Frydman and J. S. Harwood， J. Am.臼 em.Soc.， 117，5367 (1995). 

2) K. Schmidt-Rohr， J. Clauss， and H. W. Spiess， Macromolecules， 25， 3273 (1992). 

キーワード (5つ以内):ガラス、水和、 2次元、 WISE、MQMAS

著者ふりがな:ますいひろっぐ、ちんたんぺい、あかいともこ、やざわてつお
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Ti1l3V2/3HxDy (x+y~ 0_9)におけるHおよびDの拡散挙動

(産総研) 林繁信

Dynamics of hydrogen isotopes in Til/3V2/3HxDy (x+y"" 0.9) 

(NationalInstitute of Advanced Industrial Science and Technology) 

Shigenobu Hayashi 

Dynamics in Tio.33VO.67HxDy (x+y"" 0.9) has been studied by means of lH and 2H 

NMR. H and D atoms are considered to occupy tetrahedral (T) sites. The 

temperature and frequency dependence of spin-lattice relaxation times 1i of lH and 2H 

has been analyzed by Bloembergen-Purcell-Pound equations with a distribution of 

correlation times， and the activation energy of hydrogen diffusion is determined. The 

mean activation energy for D diffusion (島)is higher than that for H diffusion (EH). 

EH is constant while ED increases slightly with the [D]/[H] ratio. The distribution 

increases as the [D]/[H] ratio decreases. 

1.はじめに

金属水素化物は水素の貯蔵・運搬材料として有望な材料である o Ti-V合金は{水素]I[金

属]比 2まで、水素を安定に吸蔵できる材料である。我々は従来から[水素]/[金属]比 1の水素

化物における水素のサイトおよび拡散挙動を固体NMRによって調べてきた。今回は

Tio.33 VO.67を取り上げた。 Tio.33VO.67の一水素化物は軽水素化物も重水素化物も閉じ体心立

方構造をしている。本研究では、軽水素 (H)および重水素 (D)が同時に吸蔵された場

合それぞれの拡散挙動がどのように変わり、 HとDがお互いにどのような影響を与えるか

を調べた。

2_ 実験

Tio.33 VO.67合金を高圧水素ガス下で水素化した後、脱水素化して含有水素量を調整し一

水素化物を得た。このようにして得られた軽水素化物および重水素化物を所定量混合し、

閉鎖真空系内で加熱して均一の試料を作成した。 HおよびDの含有量は、熱重量/質量分

析複合装置によって決定した。

国体NMR測定は、静止試料についてスベクトルとスピンー格子緩和時間 (Tl) を測定

した。 lHはブ、ルカーCXP90(32および 60MHz)、ASX400 (400 MHz)、2Hはブルカー

ASX200 (31 MHz)、MSL400(61 MHz)で‘測定した。

金属水素化物、水素、スピンー格子緩和時間、水素拡散、同位体効果

はやししげのぶ
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0.01 
2 

Tl in Tio.33VO.67Ho.49Do.43 at 2H Fig. 2. 1 H 1i in Tio.33 VO.67H0.49Do.43 Fig. 1. 

30.7 (・)and 61.4 MHz (0) for the at 31.6 (・)， 60.0 (0) and 400.13 

(A)， at 30.7 (企)-4-kHz component and simulated their and MHz 

-9-kHz the for (o) kHz 61.4 and results_ 

simulated their and component， 

results. 

3_ 結果及び考察

Fig. 1とFig.2に、 Tio.33VO.67Ho.49Do.43の lHおよび 2Hの緩和時間の温度・周波数依存

性を示した。水素拡散による緩和と伝導電子との相互作用による緩和(図中の点線)が苓

与している。 2Hの緩和時聞が 180K以下で不連続に変化しているのは混在している二水

素化物の影響と考えられる。図で示された温度・周波数依存性は Bloembergen-Purcell

-Pound (BPP)式そのものでは解析できない。金属水素化物では活性化エネルギーに分布を

持たせる方法がよく用いられるが、活性化エネルギーの分布だけでは図の結果を再現でき

図中の線は計算値でありほぼ実

験値を再現できた。

活性化エネルギーの平均値は、いずれの試料についても軽水素より重水素の方が大きか

った。軽水素の活性化エネルギーが[D]/[H]比が変化しでもほとんど一定であるのに対し、

重水素の活性化エネルギーは[D]/[H]比の増加につれ若干増加した。一方、相関時間の分布

は[D]/[H]の減少につれて増加した。同一試料において、相関時間の分布は軽水素より重水

素の方が大きい傾向を示した。

なかったので頻度因子にも分布を持たせて解析を行った。

以上の結果は、軽水素および、重水素が直接もしくは間接的にお互いの拡散挙動に影響を
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及ぼしあっていることを示している。



第40回NMR討論会(京都.2001)

P42 

2H-NMR法による燃料電池固体電解質のイオン伝導機構評価

(神奈川大工1、産総研2)0高山俊夫1、小森佳彦2、林繁信2

Study of Deuterium Conduction Mechanism in Solid Electrolytes of Fuel Cell by means of 2H -NMR 

OT. Takayama1， Y Komori2 and S. Hayashi2 (IDepartment of Chemistry， Kanagawa University， 

2National Institute of Advanced Industrial Science and Technology) 

Fuel cells convert chemical energy directly to electrical energy cleanly and efficient.ly. 

CS2(HS04)(H2P04) was known to be good deuterium (proton) conductors. In order to check 

deuterium dynamics and disorder in O-D…o on a microscopic level， we performed lH and 2H 
NMR measurements ofthe solid acid. In the lH NMR spectra at 294K two peaks were observed at 

{j = 11.8 and 13.5.官letwo peaks disappeared dramatically at 350K and a new peak appeared at 

d = 13.0. This meant that protons on each oxyanion became equivalent. The 2H NMR spectra 
indicatedcoexistence oftwo Pake doublets with QCC = 130 and 160 kHz at 3131¥:. At 350K the two 
Pake doublets disappeared drastically， and the center peak remained. This implied that the'weak 

and strong O-D"'O bonds coexisted at 294K and that deuterium ions underwent an isotropic 

motion at 350K. 

1. はじめに

燃料電池は水素ガスを;燃料にして酸素と反応させることによって化学エネルギーを電気エネルギー

に効率よく変換するシステムである。燃料電池にとってプロトンを伝導する電解質が重要となる。多

くの国体酸 804、 P04 塩は 50~1500Cで高いプロトン伝導を起こすことが知られている。プロト

ン伝導の評価はイオン伝導度や熱測定などによって行われてきているが、その機構解明をミクロな視

点で、行った例はほとんど見あたらない。そこで我々は、プロトンと同じように振る舞う重水素イオン

に着目し、2HNMR測定を行うことによって固体酸中のDイオンの伝導機構からプロトン伝導機構評

価を行った。

2. 実験

周体プロトン酸として CS2(HS04)(H2POJfこ注目した。プロトン伝導機構をプロトンの運動として理

解するためにHをDに交換した上記化合物を合成した。 D交換した上記化合物のなかには数%の

CS2(HS04)(H2POJが存在する(rareproton なのでlHNMR測定には好都合)。

NMR測定にはBrukerM8L400を用いた。 2HNMRは、観測周波数61.42MHz、四極子エコー法、

900パルス幅 3μs、パルス間隔 15μs、繰返時間 5s、シフト基準D20、温度 313-355Kで行った。 lH

MASNMR測定は、観測周波数400.13MHz、回転数 8kHz、繰返時間 5s、シフト基準 TMSで行

った。また、 lHについては反転回復法でスピンー格子緩和時間 (1l)の測定も行った。

3. 結果及び考察

プロトン伝導度が急激に大きくなる要因を分子レベルで見るために CdD804)(D2P04)の温度可変

lHMASNMR、2HNMR測定を行った。

キーワード:2HNMRi:去、燃料電池、 Dイオン伝導機構、 CsH804-CsH2P04系、 Pakedoublet 

たかやまとしお、こもりよしひこ、はやししげのぶ

-190 



Fig. 1にCS2(D80，vω2PO，v中に微量含まれている CS2(H80，v(H2PO，vの温度可変 lH

MASNMRスベクトルを示した。 294Kでは二つのピーク(0 = 11.8 (強度比約1)、 o=13.5(約2)) 

が見られた。これはプロトン酸 (H804，H2PO，vのH+スベクトルで、ある。二つに分れているのは結晶中

のH804、H2P04成分によって形成されたO-D…0の水素結合の強度差による。 350Kでは0=13.0

の鋭いピークのみとなった。これは混度が高くなり両プロトン酸のH+の運動性が増大し、 lHNMRの

タイムスケール内で、の両ピークの平均的化学シフトを見ていることによる。 294Kにおける1iは、 8

=11.8、13.5のピークに対しそれぞれ55S、56Sで、あった。ほぽ同じ値で、あったのはプロトン聞のス

ピン拡散のために平均化されたものと恩われる。 320Kでの2つのピークの幻値は24s、340Kでは

20 Sで、あった。 350Kでの 1つのピークの幻値は 1S以下と極端に小さくなった。これはプロトン酸

のH+が激しく運動していることを示している。

Fig.2に温度可変2HNMRスベクトルを示す。室温から 313Kまでは2成分のぺー

クダブレットで、あった。線形解析の結果、核四極結合定数QCC= 130 kHz (39%)、160kHz (61%)で

非対称定数η=0であった。さらに、加熱すると、 340Kでセンターピークが出現し、 350Kでは両

端のピークが極端に小さくなりセンターピークが非常に大きくなった。そして、 360Kで両端のピー

クは完全に消失し、全ての重水素が等方的な運動を示した。 360Kから 294Kまで下げて 10日開放置

して測定した2HNMRスベクトルはセンターピークと 2成分のベークダブレットであった。線形解析

した結果、スベクトル強度は、センターピークが 3%、一つのベークダブレツト(QCC= 125 kHz、η

=0)が45%、もう一つ(QCC= 160 kHz、η=0)が52%であった。 10日開放置しでもセンターピークが

完全には消失しなかったことは本化合物に熱的ヒステリシスがあることを示している(このことはイ

オン伝導度測定からも示されている)。

b) 

d) 

上c) 

b) 

a) 

「ー~一一寸

25 20 15 10 5 。 200 100 0 -100 -200 
ppm 

kHz 

Fig. 1. lH MAS NMR spectra of Fig. 2. 2H NMR spectra of CS2ω804)ω2P04) 

CS2(H804)(H2POδat 294K (a) and 350K (b). at 313K (a)， 340K (b)， 350Kた)and after 

10 days at 294K (d). 
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ナローボア高磁場南部在ASプ、ロープ、の開発I
日本電子(株) 0樋岡克哉、長谷川憲一、神成さらら、江口剛史、杉沢寿志、栗原範明

Development of a high-speed MAS probe 
for high magnetic field in a narrow bore SCM(I) 

OKatsuya 匝oka，Ken'ichi Hasegawa， Sarara Kannari， Takefumi E伊ぬi，Hisashi Sugisawa， Noriaki Kurihara 

JEOLLtd. 

We report improvement of the air bearingあ，rdispensable high'speed sp註mingωahigh 
performanωMAS probe. We carried out fine improvement to the desi伊 ofむrbearing; the form 
of a turbine was designed so that a gas jet flows sm∞，thly; the material of sample tube is s出∞n
nitride， the ou飴r必ameteris 4mm. We attained the rotation speed of20kl王zusing the sample 
削除thatpacked KBr with comparatively high densi勾'.由紀gasof drive and bearing isむr.

【はじめに】

NMRプローブに要求される機能と性能は、測定対象や測定方法によって異なり、優先される項目も違う。一

般に樹夜プローブPでは感度と分解能が、国体用MASプローブでは試料回転速度と90度ノミノレス幅が最重要と

考えられる。我々は、固体N恥但用高性能MASプローブの開発に当たり、その目標をMQ-MAS1)測定の最

適化に設定した。また、スヒ。ナー2)、3)のロータは4mmとし、高磁場に対応できる，4)NB(ナローボア)とした。

国術品恨用高性能MASプローブ、は、WB(ワイドボア)が主流である。NBでは限られたスペースに回転機

構、エアの配管、電気回路が実装されるために、90度ノ勺レス幅や試料回転速度などの性能が犠牲になってし

まうためである。しかしながら、我々は高磁場を目指すならばNBが必然と考え、MASプローブの基礎技術に

詳細な検討を加え、WB用MASプローブ、に匹敵する性能のMASプローブを開発した。分解能、BG、温度可

変範囲、および使いやすさ等については、回転車度とパノレス幅に影響しない範囲で改善に努めた。

本報告では、回転車度の高速化を達成するための空気軸受の改良にっし、て説明する。

【高速回転用空気軸受の原理】

空気軸受は、ロータと軸侵の狭い隙聞に、給気干凶も圧縮空気を送り込むと、ロータを支える力が発生するこ

とを利用している。即ち、この力は粘性を持つ流体が高速で、隙間を流れることによって発生する。空気は水や

油などに比べると粘性が小さいため、ロータを支える力は小さいが、高速で安定な回転を目的とする軸受に適

している。空気軸受を用いた高速回転のスピナーを設計するには、以下の3項目の考慮が不可欠である。

ロータに作用する遠心力…遠心力の大きさは、回転速度の2乗に比例し、ロータの密度に比例する。応力が

ロータの素材の強度を超えると破損してしまうので、高強度かっ密度の小さな素材を選択する必要がある。

回転方向に作用するカ・・ロータの回転方向に作用する力は、タービ、ンに加えられるエアジェットによる力と、

軸受とロータの除、間の空気の粘性による抵抗力の2つで、ある。高速回転を得るためには、粘性による抵抗を小

さくすること、エアジェットを強力にすること、タービンの効率を上げることが重要である。。

振れ回り(WhirI)ーロータが高速で、回転してしもと軸受空気の圧力分布が非対称になり、ロー列乃重心が中

心、からずれて、ロータが軸受と接触してしまうことがある。安定に高速回転を実現するためには、この現象「振れ

キーワード :MAS，空気軸侵

ひおかかっや、はせがわけんいち、かんなりさらら、えぐちたけふみ、すぎさわひさし、くりはらのりあき
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回りJの発生を抑えることが非常に重要で、ある。

i空気軸受の設計@製作}

前述の理論的背景をふまえて、 4mmスピナーを設計、製作した。 Fi

g. 1にスピナーの内部を示す。軸受・ドライブガスとも空気で、 20kH

Zを超えることを確認した。参考までに、回転車度20kHzて、は、ロータ

の表面の速度は251.3(m/s)で、音速の約74%で、ある。

[N加Z良識定}

製作した4mmスピナーをプローブ、に組み込み、N恥依測定をおこな

った。装置は，]NM-ECA600を使用した。

= 
3号

2 .， 
2 
z 

p 

包

f 

削剛山則，~"

文 2 凶 uht>rt... 宵蜘

2仏 見"羽，

Fig.l 

Fig.2 79BrMASN乱鶴spectrumof KBr 

iまとめ]

4mm Spinner 

空気軸受の改良と共に、 90度ノfノレス幅も改良し、開発当初に計画したMQ-MAS測定用プローブ、に求めら

れる機能と性能とをほぼ達成できた。

1)しFrydman，j.S. Harwood， j. Arn. Chem. Soc. 117(1995)5367 

2)樋間克哉、第38呂NMR討論会要旨集、p298(1999)

3)樋田克哉、第39回Nl¥底討論会要旨集、p382(2000) 

4)長谷川憲二特開平9-269364
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「ナ口ーボア高磁場高速MASプローブの開発nJ
(日本電子(株))0長奇川憲一、樋岡克哉、神成さらら、

江口剛史、杉沢寿志、栗原範明

Development of high-speed MAS probe for high magnetic field in a narrow bore superconducting magnet (11) 
(JEOL Ltd.) K.H呈笠血盟盈，K.Hioka，S.Kannari，T.Eguchi，H.Sugisawa，N.Kurihara

A MAS probe was developed for high RF power. The target specifications ofthis probe are as follows. 
I.Single tuning circuit for MQ-MAS Bo=600MHz(for IH ) 
2. Sample tube size 4mm in diameter 
3. 79Br( 150.3MHz) pulse width 1.2μsec ( IkW) 
A balanced cirじuitand a cylindrical fran】ewere adopted to prcvcnt arcing. This mcthod satisfied those 
specifications completely. 

【はじめに}

MQ-MAS 測定には、短パルス幅を得るため 1k W程度の電力が必要であるO
従来、 NB (ナローボア)フロープでは 30 OW程度しか扱えないので、 WB (ワイ

ドボア)プローブを使う必要があった。しかし、より高磁場に対応するには、 WB(ワ

イドボア)よりも、 NB (ナ口ーボア)のほうが‘有利である事は、言うまでもない。

そこで、電気回路とフレームを改良して、 NB (ナ口ーボア)プロープの耐圧を改良

したO

【改良について}

電気回路方式を平衡回路とし、さらに円筒フレームを採用して、耐圧を向上させた。

1 )電気回路平衡回路
従来の国体プロープ回路は、不平衡回路が多い。そのため、検出コイルの片側がク

ランド電位になるので、コイルに発生する電圧がそのまま電気回路に加わってしまう O

それに対して、溶液プロープに使われている平衡回路の場合は検出コイルの中点がア

ース電位となるO そのため、電気回路に加わる電圧は不平衡回路の半分になり、 4倍
の電力を扱える。

2 )円筒フレーム
従来、固体プローブのフレームは支柱や円板で構成されていた。今回、中空の円簡

をフレームとして使い、内壁に部品を取り付ける方式を採用した。この方式には以下

のような、有利な点がある。

-低インピーダンスグランド

溶液高磁場 (800MHz)プローブでもこの円筒フレームを使用しているO グラ

ンド面が広く確保できるので、グランドのインピーダンスを小さくして電力損失を軽

減できるからであるO また、グランドが安定に確保できるので、電気特性のよい回路

を製作できるO

MQ-MAS，高耐圧、実装

はせが‘わ けんいち、 ひおか かっや、 かんなり さらら、 えぐち たけふみ、

すぎさわ ひさし、 くりはら のりあき
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-高耐圧部品の実装が可能

プローブの耐圧はほとんどバリコンの耐圧で決まってしまう。ところが、従来構造

の場合には支柱などが実装スペースを占拠するため、大型の高耐圧電気部品は実装で

きず、耐圧4k V程度のバリコンの実装が限界だった。

円筒フレームの断面は輪なので、電気部品の実装スペースを無駄に占拠しない。それ

で、 WB(ワイドボア)固体プローブに使われている耐圧 10kV程度の大型バリコ

ンの実装カず可能になったO

【結果1
600MHzNB (ナ口ーボア) S CM用試料管直径4mmで、 79Br(150. 3MHz) 

シングルチューニングプロープを試作した。 1k W入力時79Br(150.3MHz)パルス幅

1.2μsecを得た。 Fig.1参照。

【考察]

N B (ナ口ーボア)プローブでも 1k W程度の電力が扱える。平衡回路と円筒フレ

ーム採用は有効である事が確かめられた。今後、シングルチューニング回路だけでな

く、ダブルチュー二ング回路などの応用カず期待できる。
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ハイスループット NMR測定を目的とした

重諮媒自動置換サンプリング装置の開発

(日本電子(株)¥中外製薬(株)化学研究所2)

0津野久幸¥藤井直之¥高瀬俊和¥藤原伸也九小竹健一郎2、小玉啓文2

Multiple Automatic Deuterated Solvenl Exchanger f'or NMR Measurements 

Hisayuki Tsuno¥ Naoyuki Fttjii¥ Toshikazu Takasel， Shinya Fujiwara2， Ken-ichiro Kotake2， 
Hirofumi Kodama2 

LC-NMR and tubeless NMR samples otlen have large solvent peaks that overlap and obscure 

important sample peaks. We have developed the Automated Sample Preparation Instrument that 

removes or r官ducesthese solvent peaks by exchanging the original solvents品rdeuterated solvents 

while maintaining high sample throughput. The turntable automatically performs simultaneous 

operations such as sample aspiration and transfcr，紬mpledispensing into mini-tube， evaporation 
with heated nitrogen gas， dispensing and mixing of deuterated solvents， aspiration and i~jection into 
an NMR flow probe， and sample recovery and unloading into a mini-tube rack. This iostrument 
enables us to perform high throughput NMR measurements ofpharmaceutical samples. 

はじめに

近年、特に創薬研究開発過程において大量のサンプルを迅速に測定して解析するいわゆるハイ

スループッ卜測定への要求が顕著になっている。 NMRは主に有機化合物の構造をより正確に決

定できる分析機器として発展を続けているが、サンプリングに尚精度でI有価なサンプル官と重溶

媒を必要とするため、他の分析機器と連摂させたハイスループット測定を行うことは難しかった。

そこで今同軽溶媒に溶けたサンプルを複数、自動的、)1!統的に弟決煤に倍換した後、Tubu¥essNMR

プローブに送液してハイスループット NMR測定がわえるサンプリング装置を開発した。

装置概要

ミユ
Fig.l 装置概要図(灰色部分が今回開発したサンプリング装置に相当)

キーワード ハイスループットNMR，重溶媒置換

つのひさゆき、ふじいなおゆき、たかせとしかず、ふじわらしんや、こたけけんいちろう、こだまひろふみ



装置概要因を Fig.1に示す。 HPLC等で分離されたサンプルはフラクションコレクタで分取さ
れた後サンプルチューブラックに移送され、さらにターンテーブル上のミニチューブ、に分注され

る。ターンテーブルはミニチューブを乗せながら順次回転するが、その間に軽溶媒は濃縮乾澗さ

れる。続いて重溶媒が分注されてサンプルは撹持溶解されることにより重溶媒に置換される。さ

らにサンプルはTubde樹NMRプローブのセル内に自動移送されNMR測定が行われる。測定が
終わったサンプルはミニチューブ、に回収され、ラックに保持される。ラックは a度に 150倒まで
のミニチューブを保持することができる。また重溶媒は重クロロホルム、 DMSO、重水などを使
用することができる。

測定結果

Fig.2にSantonin5mg/CHC13、CH30H、CH3CN、C4H80 lccのlH-NMRデータ (400阻z)と、同じ
サンプルを重溶媒自動置換サンプリング装置を用いて自動的にCDC13(99.8%)0.5ccに重溶媒置換
して全自動測定したlH-NMRデータを示す。

<置換後>

<置換前>

ppm 

~ ~ ~ i d 
Fig.2 軽溶媒に溶けた Santonin5略を重溶媒に置換した前後のデータ

;百換前では、li然ながら軽溶媒の信号のみしか十分には観測されていないし、溶媒シフトも複雑

におこるため解析が|材難であることがわかる。置換後にはSanloninのlH.NMR高分解能測定が
可能になっていることがわかる。

考察

IIPLCなどでは二種類以上の軽溶媒を用いてサンプルの分取を行うことも多し可。これをそのま
まNMRで解析すると簡単にはlH.NMR高分解能データを得るのは困難である。重溶媒自動置換
サンプリング装置を用いれば容易に、しかも連続的に lH.NMR高分解能データを得ることができ、
特に創薬研究開発の効率化に大きく寄与することが期待できる。さらに NMRが他の様々な分析
機器と連動した形でハイスループット測定に対応できるようになることで、 NMRのルーチン測
定に新しい方向性が出てくることも期待できる。
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InP等の化合物半導体による NMR量子計算機

(物質・材料研究機構) 0清水禎、端健二郎、後藤敦

(JST・'CREST)大木忍

(東京理科大)宮部亮

An NMR Quantum Computer on a Compound Semiconductor 
T. Shimizu， K. Hashi and A. Goto (N ational Institute for Materials Science， Tsukuba) 

S. Ohki (JST-CREST) 

R. Miyabe (Tokyo Science University) 

Since a specific algorithm for a quantum computation was proposed， extensive efforts have 

been made to achieve the realization of a quantum computer by many experimental methods 

inclucling quantum optics. SQUID devices， ion trap， laser cooling， nano・structureddevices， 

spintronics， electron array on liquid-He and NMR. The best realization achieved so far is the 

5-qubits solution NMR. It is expected that solid'states woulcl be better than solutions for 

NMR to improve beyond 10・qubits. Our study is focused on the basic research of material 

design and developing a new NMR technique needed for a solid state NMR computer， especially 

合omthe view point of what kind of nuclear interaction is available in what kind of material is 

used. We present a proposal of an NMR quantum computer on the isotope superlattice of 

compouncl semiconductors InP and CdTe. The dynamic nuclear polarization by optical 

pumping method is a key technique to prepare a quasi'pure quantum state and improve 

sensitivity high enough to make the NMR/MRFM detection from a microscopic device possible. 

量子計算機の具体的なアルゴ、リズムが発表されて以来、さまざまな実験手法によって量子計算

の実現へ向けての努力がなされている。今までのところ、量子計算を実行したとされる実例は溶液

NMRのみで、しかもまだ5Qピットしか達成されていなし、。 NMRを用いる方法で 10Qピット以

上の量子計算機を開発するには固体NMRの方が適切であると予想されている。

当グループ。で、は、lOQピット以上のNMR量子計算機を開発するために必要な基盤的研究を行

っている。特に、「どのような固体材料を用いると、どのような核スピン間相互作用が計算に利用

できるのか?J という観点から物質探索と NMR技術開発の両面から研究を行っている。

本報告では具体例として、化合物半導体を用いてNMR量子計算機を構築する場合の一つの方

法について提案を行う。

量子計算機、半導体、光ポンピング、同位体超格子、 MRFM

しみずただし、はしけんじろう、ごとうあっし、おおきしのぶ、みゃべりょう
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強磁場NMRの技術開発

物質・材料研究機構 O端健二郎、清水禎、後藤敦
東京理科大学 宮部亮

JST-CREST 大木忍

Development of high field NMR technique 

National Institute for Materials Science OK.Hashi，T.Shimizu， A.Goto 
Sci.Univ.Tokyo R.Miyabe 

JST-CREST S.Ohki 

Abstract: 

We have performed high field proton FT -NMR measurements using the 
superconducting magnet operating at 21.6 T (920 MHz for proton) in persistent 
mode. Utilizing the superconducting and room temperature shim coils for so1id， 
the resolution of 4 Hz for FT spectrum of HzO is achieved. 

はじめに

タンパク質の構造解析のためにNMRの強磁場化が行われており、
特にTROSY法が最も有効となるlGHzでのNMRが求められている。これ
までに、超伝導線材の改良などにより永久電流モードで21.6T(プロト
ンに対して920MHz)の超伝導磁石が物質・材料研究機構と(株)神戸
製鋼によって共同開発されている。本研究では、この超伝導磁石を用い
たNMRを行うために、分光計、室温シム、フローブなどの開発を行い、
920MHzにおいて水および、エチルベンゼンの高分解能lH-NMRを行った。

実験

分光計はオールソリッドステート化され500MHzからlGHzまでを
カバーするパワーアンプを(株)サムウェーと共同開発した。プローブ
は19チャンネルの固体用マトリックス型室温シムと一体型としたプロー
ブを(株)日本電子と共同開発した。試料は標準試料として水および、エ
チルベンゼンを選び、シングルショットの信号を観測した。

キーワード:強磁場高分解能水エチルベンゼン

。はし けんじろう、しみずただし、ごとう あっし、

みゃべ りょう、おおき しのぶ
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結果とまとめ

図 1 に水のFT~NMRスペクトルを示す。国体用室温シムを調整す
ることにより半値全幅4Hzを達成した。また、図2にエチルベンゼンの
FT-NMRスペクトルを示す。ベンゼン環およびエチル基に対応するシグ
ナルを明瞭に観測した。

以上のことから、超伝導磁石および超伝導シムは溶液用高分解能
NMR磁石として十分に高い完成度に達しており、今後、溶液用の室温
シム、プローブ、分光計を開発することによりシステムとして完成でき
ることが明確になった。

1H-NMR in H20 

920.2208MHz 
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Fig1. IH-FT-NMR spectrum of H20 measured at 920 MHz 
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Fig1. IH-FT-NMR spectrum of ethylbenzene measured at 920 MHz 
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光ポンピングNMR技術の開発
(東京理科大学、物質・材料研究機構) 0宮部亮

(物質・材料研究機構) 端健二郎、清水禎、後藤敦、木戸義勇

(JST) 大木忍、町田進

Development of the Optically Pumped NMR 

(Science Univ. of Tokyo、NIMS)OR.Miyabe 
(NIMS) K.Hashi， T.Shimizu， A.Goto， G.Kido 

(JST) S.Ohki， S.Machida 

We have developed an optically pumped NMR (OPNMR) technique for InP in 
high magnetic fields at low temperatures. This technique makes use of the 
spin-selective inter-band excitations of the electrons in semiconductors by 
polarized laser lights. The polarizations of the conduction electron spins 
pumped by the circularly polarized laser lights are transferred to the nuclear 
spins via hyperfine couplings. This process enables us to obtain significantly 
enhanced NMR signals in a semiconducting wafer. We have set up the several 
optical systems for the OPNMR， and succeeded in observing the enhanced 
N乱1Rsignal and the shortening of T1 for 31p under the laser irradiation. 

1.はじめに

我々は半導体薄膜からの微弱な核磁気共鳴信号を、レーザー光を用い

て劇的に増強させる「光ポンピング NMR技術Jの開発を行っている。

今回は測定対象として InPの31p核を選んだ。 InPのバンドギャップに

相当する波長(約 850nm)をもっ円偏光のレーザー光を InP薄膜に照射

すると、価電子帯の電子は伝導帯に励起されるが、その際、レーザー光

の円偏光性のため角運動量を保存するある一方向のスピンをもっ電子が

選択的に励起される。一方、電子スピンと 31P原子核スピンはお互いに

平行になろうとする働きがあるので、この一方向に揃った電子スピンは、

核スピンを上向き方向に偏極させるように働く。この「光一電子一核j

間の一連の現象により、最終的に下向き 31P原子核スピンが上向きに

pumpされ、結果として、 NMR信号が大幅に増強される。

キーワード:InP、光ポンピング、技術開発

著者 :0みゃべ りょう、はし けんじろう、しみずただし、
ごとう あっし、きどぎゅう、おおき しのぶ、まちだすすむ
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Fig.l Optical system etc. for OPNMR 

2.実験装置

OPNMRの実験に用いた光学系を Figlに示す。半導体レーザーから発

信した 850nmの直線偏光をλ/2波長板と PANDAファイバーを介して

試料に送る。このときPANDAファイバー内で、は直線偏光性が保たれる。

ファイパーから出てきた光を試料の手前で円偏光させて試料に照射する。

(Fig.2) 31p核スピンの偏極を待ち、 31pのNMR測定を行う。

PANDA FIBER 

liner 

λ/4plate 

Fig.2 Radiated Optical Polarization 

3.結果
関発状況、実験結果に関しては発表当日に報告する。
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高温動作超偏極Xeガス発生装置
(産業技術総合研究所光技術研究部門デバイス機能化技術グループ)
O服部峰之、平賀隆

Hyperpolarization Apparatus for Xe gases operating under Higher Temperatu代

Photonic Device Application Group， Photonics Research Instituteヲ
National Institute of Advanced Industrial Science and Technology 

AIST Tsukuba Central 2， 1・1・1Umezono， Tsukuba， lbaraki 305・8568Japan. 
Minevuki Hattori and Takashi Hiraga 

A specialized flow-through type apparatus for Xe polanzation which is installed just before the nuclear 
magnetic resonance detector， and is free from He buffer gas and cold-trap storage is proposed. The efficiency 
of hyperpolanzation increased by increasing the partial pressure of rubidium vapor that absorbs the light in the 
flow apparatus. A linear diode laser aηays (794.7nm， 20W) was used as light sources and the arrays are 
arranged so that all the gas flowing through the cell passes through the region where the pumping light is 
sufficientIy intense for. This design enables the device to continuously generate hyperpolarized Xe gas. The 
protoちゃeof this apparatus was constructed and the perfonnance for the polanzation of natural abundant Xe gas 
was evaluated. ln order to optimize the pumping condition， flow rate and temperature ofthe cell was v-aned. 

【序論】 :lHe， 12fヌeの核スピンが1/2の希ガスは、 Rbの D1線 (52S1/2-52P1l2)を光ポンピングし

たアルカリ金属原子とのスピン交換を行って、 NMR信号を飛躍的に増強できる[lLMRI診断用に大

量発生を想定した、出力 100W程度のダイオードレーザーを励起源とした装置として、 4Heをバッフ

ァーガスに用いてはなeを運び偏極させ液体窒素でトラップして貯蔵する装置の開発が進められてい

る[2]0Rb濃度を高めることができれば、励起光を強くして Xe核と偏極 Rbとの衝突回数も増大さ

せられ、偏極効率を効果的に上昇させられることが予想される。また、これまでの円筒状ガラス容器

を採用した偏極装置[2，3]では、励起光強度は入射方向の入射面からの距離に依存して指数関数で減少

する。円筒状ガラス容器内での Rb等の濃度は、励起光が強い部位に最適化して決定するため、入射

面からの距離が離れた励起光強度が弱い部分がかなりの体積を占めることになる。こうした励起効率

の低い部位での偏極率の低下は、ガス分子が対流・拡散によって効率の高い部位に移動することによ

り解消されるが、全体の励起効率を低下させている原因となる。フローセルを用いて常圧付近で安全

にガスを流しながら偏極希ガスを製造し、後方に核磁気共鳴装置を配置することで連続的に偏極希ガ

スを発生させた後、偏極率を減少させずに短時間で NMR測定を行える偏極装置[4]について、セルの

材質及び形状に関して、高偏極率の希ガス発生方法の最適化について考察する。

【実験 Rbの数密度を増加させる方法として、ここでは、偏 1.2 

極操作を行うセル部分の温度を上昇させることを考える。 Rbの

蒸気圧の温度依存性を Fig.1に示す[5]。これから、 Rb金属を透

明なセルに封入して、 Rbランプからの光を照射すると、透過す

る光量は、セルの温度の上昇に伴い、減少することが期待される。

パイレックス及び石英でできたセルに Rbを封入し、温度を上昇

したところ、パイレックスセル中の Rbは 180"C以上で酸化して

しまったのに対し、石英セル中の Rbは、 3000C以上、金属光沢

を保持していた。 Fig.2にRbランプ光の透過率の実測値を示す。
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Fig. 1 Vapor Pressure ofRb 

キーワード 12なe、超偏極、光ポンピング、スピン交換、石英セル

はっとりみねゆき、ひらがたかし
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Fig. 2 Transmittance of795nm light Fig. 3 Hyperpolarization Apparatus for Xe gases operating under Higher Temperature 

【装置 Fig.3に高温動作偏極装置の概略を示す。 Xe，N2ガス(日本酸素:99.995%高純度ガス)は、

マスフローコントローラー(MKS:M-100-11C ，M-3 1O-01C)で、流量(Xe:~10sccm， N2> lsccm)を制

御した。その後、ラインで混合され、あらかじめ Rb 金属を薄膜状に蒸着した石英製励起セル(~50mm

X70mmX1mm)へ導入される。セルは、 O.lmm厚Al板で作った窓付きの炉中に設置し、ライスタ

ー熱風機を用いて、室温~500"C程度の温度に保持することが可能である。光ポンピング過程は、 10mT

程度の磁場中で行うと効率がよい。ここでは、 Fig.3に示した、住友特殊金属製の永久磁石を利用し

た。 4本の支柱を持ち、上下の磁性ステンレス鋼板には励起光を磁束と平行に入射できる関口(80mm

φ)を設けた。励起光には、 GaAlAsダイオードレーザー (OptoPower:OPC-A020-795-

CSPS;795.11士1nm，20W)を使用した。ビーム(エミッタサイズ 200μmx1μm)をλ/4波長板

(CVI:QWPO-795-10-4-R15)を通して回転偏光にした後、セルの 1mm厚さ方向から入射した。セ

ルを出た後の混合ガスは、炉外の管にでると冷却され Rb蒸気は除かれる。こうして、生成した偏極

Xe ガスの偏極率を電磁石(~0.7T)又は、永久磁石(0.3T) を利用した、パルス方式 NMR 装置(サムウ

ェイ:3.553MHz)を使って、時間をおってモニターした。

【まとめ】 これまで、希ガス偏極実験には、パイレックス系ガラスが主に用いられてきた。(最近

は、 GE180が最良であるといわれている。)これは、ガラス壁による緩和効果が小さいことによると

報告されている。石英は、一般に常磁性不純物の混入が少ないので、緩和に関してもパイレックスよ

り優れているはずであるが、加工温度が高いこと、内圧が上がると割れやすいなどの理由でこれまで

敬遠されてきたようである。今回の実験から、 500
0

C程度の高温で、 Rb金属を酸化させないで保持で

きることが確認された。高温度での高密度アルカリ金属を利用した、高効率偏極装置のセルへの利用

の適性を確認できた。

【参考文献】

[1J W. Happer， E. Miron， S. Schaefer， D. Schreiber， W. A. van Wijngaarden， andX. Zeng， Phys. 
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[4J服部峰之、平賀隆、守谷哲郎，第36回NMR討論会講演要旨集，P9， 103 (1997). 

[5J T. J. Killian， Phys. Rev. 27， 578 (1926). 

-205-



P50 
第40回NMR討論会(京都，2001)

超並列型 MRマイクロスコープの開発
(1筑波大学物理工学系， 2 (株)ヱム・アール・テクノロジー，

3筑波大学臨床医学系)

0松田善正拝師智之 2宇津津慎 2山崎由香子巨瀬勝美阿武泉 3

Development of Super-Parallel MR Microscope 

1. Institute of Applied Physics， University of Tsukuba， 2. MR Technology Inc.， 

3. Institute of Clinical Medicine， University of Tsukuba 

Qy. Matsuda1， T. Haishi2， S. Utsuzawa2，y. Yamazaki1， K. Kose1， H. Anno3 

A novel parallel MR microscope， which consists of an array of coils and individually shielded 

RF cOils， and multiple transmitter and receiver system， was proposed. The gradient coil array 

was made of unshielded gradient coil systems， which generate magnetic fields at both sides 

of the coils. The system concept was experimentally verified using an eight-channel probe 

array and two compact MRI consoles. An eight-channel fully parallel MRI transmitter-receiver 

system is now in progress and the final system will be presented in the poster 

1.はじめに

多数のサンプルの MR撮像を，短い時間に実施したいという要求が増えつつある.特に，

生命科学分野における実験では，特にその要求が強い.これに対して，サンプルを 1個ずつ

撮像する従来の MRマイクロスコープでは，処理速度の点で問題がある.よって同様のシス

テムを多数使用する方法が考えられるが，撮像操作が自動化されていない場合には，オペレ

ーターの負担も膨大なものとなる.

よって，このような場合に対しては，一人のオペレーターが多数のサンプルを同時計測で

きる「並列型」の計測システムが望まれる.本研究では，広い均一空間の中に、勾配磁場プ

ローブを多数配置し、同ーのパルスシーケンスで同時に多数のサンプルを計測するという超

並列型マイクロスコーフを提案し，このコンセプトの中核をなす8チャンネルの二次元アレ

イ型勾配磁場プローブを開発して，複数のサンプルの同時撮像に成功した.さらに，同時に

8個のサンプルの撮像を可能とする MRI計測・制御系を開発中であるので，その開発経過を

報告する.

2. 8チャンネル二次元アレイ型勾配磁場プロープの開発

超並列型MRマイクロスコープでは，広い均一な静磁場の中に，多数の勾配磁場プローブ

超並列型MRマイクロスコープ，並列型，二次元アレイ型勾配磁場プロープ， 8チャンネルMRIコンソール， MRI

まつだよしまさ，はいしともゆき，うつざわしん，やまざきゆかこ，こせかつみ，あんのいずみ
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を高い密度で配置することが基本的アイデアである.これを達成する方法として，多数のア

クティブシールド型勾配コイルを龍用する手法も考えられるが，本研究では，一つのサンプ

ルに対する勾艶コイルの外部の勾配磁場を，隣接するサンプルの勾配磁場となるように多数

の勾配コイルを配置する手法をもちいた. これにより，勾配コイルシステムを容易に作成

することができる.Fig.lに， 8チャンネルの二次元アレイ型勾配磁場プローブにおける，勾

配コイルの電流の方向を示し， Fig.2に開発したプローブヘッドを示す.

Fig.1 Current directions for Gz (Ieft) and Gx or Gy (right) gradient coils. 

Fig.2: 8-channel Probe head for the super-parallel MR microscope. 

3. I京理検証実験

均一静磁場としては，筑波大学病院の臨床用MRIの静磁場(l.5 T)を使用した.また，撮

像装置としては，ポータブル型MRIコンソールを2台能用し，パルスプログラマと勾配磁場

電源はl台のみを使用して， 2台の送信系と全勾配コイルを制御した.

3. 1.勾配臨場の車親性と強度の評髄

開発したアレイ型勾配コイルにおいて，勾配磁場の直線性を確認するために，すべての勾

配コイルを同時に駆動しながら， 8カ所の各撮像位還で， 1台のMRIコンソールを用いて水

ファントムの撮像を行った.水ファントムとしては， NMR用試料管にキャピラリを挿入し

て硫酸鏑水溶援を満たしたものと，同様にナイロン球(直径 6.35mm)を挿入したものを用
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いた.Fig.3に，個々の位置で撮像した水ファントムの二次元断層画像を示す.このように，

勾配コイルを同時にドライブした場合でも，各サンプル位置に，直線性の良い勾配磁場が発

生していることが確認された.なお.Table 1に，ナイロン球により測定した勾配磁場発生効

率を示す.

× Y Z 

Inner 2.1 2.0 2.0 

Outer 2.1 2.0 

Fig.3 Phantom images separately acquired Table.1 Experimentally measured efficiency 

at eight sample zones of magnetic field gradient. (G/cm/Aト

3. 2.謹数サンプルの譲像

開発したアレイ型勾配コイルを用いて，同時に語数のサンプルの撮像が可能であることを

示すために. 2台の MRIコンソールを用いた実験を行った.Fig.4に，隣接する 2カ所のサ

ンプル位置で掻像したマウスの画像を示す このように，信号の干渉のない，独立した画像

が取得される.

Fig.4 20 cross嗣sectionalimages selecied from 30 data sets of two newborn mice 

simuitaneously acquired at two sample positions. 

voxel size = ( 200μm )3TR庁E= 100 ms / 8 ms NEX = 1 Time acq = 28 min 

4. 8チャンネルMRIコンソールの開発

2Dアレイ型プローブと接続して，同時に 8f[司のサンプルの撮像を可能とする MRIコンソ

ールの開発を進めている.開発の方針は. 1台の MRIコンソールと同様の大きさで. 1人の

操作者で容易に能えるシステムとすることである.以下，各部に分けて述べる.

4. 1.送受信系

Fig.5に，送信系と受信系のブロック函を示す.送信系では，共通の RFパルスを使用する

ため，生成した RFパルスをパワーディパイダで8分割することにより 8個の RFパルスを

生成する.受信系では. 8 f留の RFコイルでそれぞれ検出され， 8個のブ1)アンプでそれぞ
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れ増幅された NMR信号を 8分割された参照信号を用いて，それぞれ QPD検波し，合計

16チャンネルのアナログ信号を得る.受信系としては.中間周波数にダウンコンパートして，

中間周波数の4倍の周波数でサンプリングする，いわゆるディジタル検波方式も検討したが，

ADコンパータのコスト， PCの処理能力などの点から，アナログ検波方式を採用した.

Fig.5 Block diagram of RF modulation system (Ieft) and receiver system (right). 

2.送信機

RF送信機としては， 10Wの出力を持つ 8台の広帯域(1O"'200MHz)NMR用パワーア

ンプを並べることで実現した(サイズ:幅 45cm，高さ 15cm，奥行き 55cm).各チャンネル

毎にパワー調整が可能であるため， 90度条件の調整も各チャンネル毎に可能である.

3.データ収集システム

14ビット同時 8CHサンプリングが可能なAD変換ボード (ADM-688PCI)を 2枚同時に

使用し， 16本のアナログ信号の同時サンプリングを行っている.アナログ検波方式のため，

計算機の負荷は比較的軽く，繰り返し時間 100msで， 8枚の画像の二次元リアルタイム画像

再構成表示が可能であることを確認した.

5.むすび

8個のサンプルが同時に撮像可能な，超並列型 MRマイクロスコープの構築に，技術的な

見通しを得た.今後は，このシステムを用いた計測を行いつつ，さらに 100チャンネル程度

のシステムを構築するための技術を開発する予定である.
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デ、ュアノレブロードバンドXHYPFGプロープの開発

(日本電子(株))0岡田輝政、池田博、桜井智司、末松浩人、栗原範明

Development of a dual broadband XHY PFG probe 

(JEOL Ltd.) 0百rumasaOkada， Hiroshi Ikeda， Satoshi Sakurai， Hiroto 

Suematsu， Noriaki Kurihara 

A dual broadband probe was developed， which is a 5 mm  XHY type probe for liquid 

sample with PFG capability. This probe can be used for triple resonance e玄periments，

for example X observation with {H，Y} decoupling and H observation with区，Y}

decoupling. H channel can be tuned for lH or 19F， and low 仕equencychannels X and Y 

are possible to tune 15N to 3lP and 29Si to 31P. Also this probe has a performance .of 

variable temperature企om-100oC to + 150oC. This dual broadband PFG probe that 

is called XHY typeprobe can be useful for various kinds ofmeasurements. 

デ、ユアノレブロードバンド XHYPFGプロープは、 X観測一{H，Y}照射測定及びH観測一

区，Y}照射測定を行うための溶液用 3重共鳴プローブである。さらに PFGコイルも付いて

いるので、 PFG測定も可能である。

このプロープは、司、 X、Y、Lockの4つのチャンネノレを持ち、 2つの観測/照射コイル

で構成されている。内側のコイルはH核と X核のダブルチューンとなっており、 H核の観

測/照射及びX核の観測/照射に使われる。外側のコイルはY核と 2H核のダブ、ノレチュー

ンとなっており、 Y核の照射及びNMRロックに使われる。

各チャンネノレの測定核は以下の通りである。

Hチャンネル:lH核または 19F核

Xチャンネノレ:15N核-...31P核

Yチャンネル:29Si核-...31P核

Lockチャンネノレ:2H核

キ}ワード溶液3重共鳴プロープ

おかだてるまさ、いけだひろし、さくらいさとし、すえまつひろと、くりはらのりあき
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プローブFボデ、ィーには、回路損失が少ないグランドプレーン型を採用した。また、 X核、

Y核には、チューニング、マッチング調整用のデジタルダイヤノレが付いているので、再現性

の良い操作が可能となっている。

試料管径は 5mm、温度可変範囲は-1000C~+1500Cである。

以上のように、本プロープは 2つの独立したブロードバンドチャンネノレを持っているた

め、 1本で様々な種類の潤定を行うことができる。

ポスターでは 400MHzで瀦定したデータ等を紹介する。

Fig.1. 5 mm  dual broadband XHY gradient NMR probe (400MHz) 
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固体73GeNMRスベクトルの観測と緩和時間

(神奈川大理)0西川実希、田中克己、竹内敬人

Solid State 73Ge NMR Spectrum and Its Relaxation 

Miki NISHIKAWA， Katsumi TANAKA， YoshitoTAKEUCHI， 

Department of Chemistry， Faculty of Science， Kanagawa University 

It has generally been accepted that observation of 73Ge resonances in the solid-state 

would be巴xtremelydifficult， because of the low value of gyromagnetic ratio along with 

its nuclear spin of -9/2 and large quadrupolar mom巴nt，which tend to cause excessive 

broadening of signals. We have previously reported the observation of the 73Ge NMR signals 

of some organogermanes in the solid-state. Here we report the 73Ge NMR resonance of metal 

germanium and its relaxation mechanism. The half width of the isotopically enriched metallic 

germanium was significantly broader than that of the natural abundance sample. The spin-

lattice relaxation of the latter seems most likely to proceed via quadrupolar passway. 

73Geは大きな核スピン (9/2) を有するとともに、磁気回転比が小さいため、

NMRの観測が困難な核のーっとして知られ、国体状態における共鳴線の観測は不可

能であるとさえ言われてきた。我々はこれまでに、ゲルマニウム化合物の構造研究

の手法として、国体高分解能73GeNMR法の開発に取り組み、初めて共鳴線の観測に

成功するとともに、共鳴線の線幅とゲルマニウム原子の周りの対称性との聞に相関

が見られることを提案してきた。今回は、主として金属ゲ、ルマニウムを用いて、緩

和機構に関する研究を行ったので報告する。

これまで、に金属ゲ、ルマニウムにおけるスピンー格子緩和時間を報告した。さら

に、 73Ge同位体濃縮された金属ゲ、ルマニウムを用いて測定を行った。図 1に、同位

【キーワード) 73Ge NMR、四極子緩和

[発表者ふりがな]にしかわ みき、たなか かっみ、 たけうち よしと
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体濃縮試料と、

体 73GeNMRスベクトルを示した。

位体濃縮試料では、同種核双極子相互

作用に基づく有意の広幅化が観測され

天然存在比の試料の固

同

た。一方 Vrekhovskiiらは、 73Geの同位

体を 0.1%まで希釈した単結晶金属ゲ、ル

.~.，，，，........--.~. 

牟官晦

図 1 金属ゲルマニウムの国体73GeNMRスペ
クトル。 (a)天然同位体存在比の試料、およ

び (b)73Ge 98 %濃縮試料。半値幅に有意差が
見られた。

マニウムについて、その線幅は天然同

位体存在比の試料と差異を示さないこ

とを報告している九この事実は、天然

同位体存在比の金属ゲルマニウムの緩

和機構において、双極子相互作用の寄

与は無視できる程度であることを示唆

する。

また、金属ゲ、ルマニウムについて、いくつか異なる温度における T]を測定し

た。常温で IOs程度で、あった T]は、低温時にはおよそ 3倍まで増大することが観測

された(図 2)。

通常 1>1/2の核は、非常に効率の良い四極子緩和機構によって緩和するため、

これらの核の溶液における T，はミリ秒のオーダーである。しかし、固体試料におい
ては、上述のように T，は秒のオーダーで、あった。金属ゲ、ルマニウムはダイヤモンド
型の結品で、 73Ge核の周りは図面体対称であるため、時間平均としては四極子相互

作用がないが、格子振動により瞬間的に小さな値をもち、これが緩和に寄与するこ

とが考えられる。金属ゲ、ルマニウムは、その構造から容易に予想されるように、比

較的硬い分子で、緩和に寄与する適当な分子運動がないため、固体における緩和時

間は相当に長くなると結論できる。

*地 S.V.Verkhovskii，B.Z.Malkin， A.Trokiner， A.Yakobovskii; E.Haller， A.Ananyev， A.Gerashenko， Yu.Piskunov， 

S.Saikin， A.Tikhomirov， V.Ozhogin， NatuヴorshA. phys. Sci. 55， 105 (2000). 
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1HNMRの高精度定量性測定

産総研計測標準研究部門

0粛藤岡1/、木下美雪、張潤薄、井原俊英、衣笠晋一

Accuracy and Precision of Quantitation in 1H NMR measurements 

National Metrology Institute 01 Japan， National Institute 01 Advanced Industrial 8cience 

and Technology 

Takeshi 8aito， Miyuki Kinoshita， Runping Zhang， Hidetoshi Ihara， 8hinichi Kinugasa 

NMR can be used for determination of chemical purity without relying on reference 

materials. For this reason， NMR is expected to satisfy requirements for a primary method 

of measurement， which is defined by The Comite Consultatif pour la Ouantite del Matiere 

(CCOM) under Comite International des Poids et Mesures (CIPM} The primary method is 

a method having the highest metrological qualities， whose operation can be complefely 

described and understood， for which a complete uncertainty statement can be written 

down in terms of 81 unit. In this study， we report identification and evaluation of sources of 

uncertainties related to measurements of 1H NMR by using experimental design method. 

はじめに

NMRは化学構造など情報を明確に与える、最も重要な分析機器であると言って過言でないで、

あろう。化学構造、運動性などに関する研究は数多く行われている一方で、 NMRの定量性の

不確かさを評価した研究はまださほど多くない。現在 NMRは、国際度量衡委員会CCIPM)の

物質諮問委員会CCCOM)で定義された、一次標準測定法になり得ることが期待されている測

定法である。一次標準測定法とは、「最高の計量学的な質を有している方法であり、その方法

の操作が完全に理解され得るものであり、その方法に対しての不確かさを 81単位によって完

全に書き下せるものであり、したがって、その方法の結果が測定しようとしている(種類の)量の

標準を参照することなしで受け入れられるもの1Jである。したがって測定および解析に起因する

不確かさ因子を同定し、その因子が結果に与える大きさを個々に評価することが、一次標準測

定法としての定量 NMRを確立するためには最低条件となる。本研究では、実験計画法に基づ

き、まず 1HNMRで高精度の定量実験を行う際に生じる装置起因の不確かさの大きな因子を

同定し、評価・検討を行った。

方法

混合型直交表を利用した実験計画は、結果に大きな影響を与える因子を特定するために有用

な方法なので、この方法を利用して測定時に制御可能なパラメーターのうち、 NMRの定量性に

キーワード:定量NMR，不確かさ評価、一次標準測定法、CCQM、実験計画法

さいとうたけし、きのしたみゆき、ちゃんるんびん、いはらとしひで、きぬがさしんいち
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大きな影響を与える因子を特定することを試みた。まず実験装置に起因する因子のうち、不確

かさを含むものの候補として、 NMR測定で制御可能なパラメーターである磁場の均一性、トラ

ンスミッターオフセットの位置、スペクトル幅、フィルター幅、繰り返し測定時間、データ取り込み

時間、測定温度、積算回数、レシーバーゲイン、パルス幅とパルス角度を取り上げた。取り上

げた因子の数を考慮して、表1に示した混合型直交表 L181こ割り付けた実験を計画した。 L18の

直交表は、設計上の2水準

の因子Aと3水準の因子B Table 1 L18 orthogonal array. A through H represent 

C， D， E， F， G， Hの計8つ eight factors， numbers under each factor are levels for each 

の因子についての実験計画 factor. Bolded numbers represent experiment numbers. 

で、 18回の実験で 8個の因

子の寄与を評価する方法で

ある。本来大きい効果を持つ

因子の割り付けられている

列の効果は、そうでない列の

効果に比べて相対的に大き

くなるので、本当に大きい因

子の選別が理論上可能にな

り、最適条件を選ぶ上で誤り

が少ない方法である。取り上

げた 11因子は制御因子、表

示因子、信号因子、誤差因

子に分類した。制御因子で

影響が大きいと考えられる因

子からH固に、通常用いられる

パラメーターとこの条件から

外れた条件の水準を設定し

L18直交表に割り付けを行っ

た。信号因子、誤差因子など

は、表の外に割り付けた。実

験を行う際には、割り付けた

因子以外から来る影響が最

小限になるように、同一測定

試料を、同ーの解析条件で

検討した。結果については当

日発表する予定である。

L18 (21 X 37) 

No. A 

1 1 

2 1 

3 1 

4 1 

5 1 

6 1 

7 1 

8 1 

9 1 

10 2 

11 2 

12 2 

13 2 

14 2 

15 2 

16 2 

17 2 

18 2 

B C 

1 1 

1 2 

1 3 

2 1 

2 2 

2 3 

3 1 

3 2 

3 3 

1 1 

1 2 

1 3 

2 1 

2 2 

2 3 

3 1 

3 2 

3 3 

D E F G H 

1 1 1 1 1 

2 2 2 2 2 

3 3 3 3 3 

1 2 2 3 3 

2 3 3 1 1 

3 1 1 2 2 

2 1 3 2 3 

3 2 1 3 1 

3 2 1 2 

3 3 2 2 1 

1 1 3 3 2 

2 2 1 1 3 

2 3 1 3 2 

3 1 2 1 3 

1 2 3 2 1 

3 2 3 1 2 

1 3 1 2 3 

2 1 2 3 1 

1 久保田正明編「標準物質一分析・計測の信頼性確保のためにーJ化学工業日報社(1998).
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37C I /35C I同位体効果を利用する塩素化ベンゼン類のNMR帰属

(シーエーシーズ横浜分析センター) 0松原康史

37CV35Cl Isotope Effect as a Key for FuU lH and 13C NMR Assignments of Chlorinated Benzenes 

Yokohama Laboratory， Center for Analytical Chemistry and Science， Inc. 

Koshi Matsubara 

One-bond 37Cl/35Cl isotope effects on 13C N民1Rchemical shifts were effectively used to assign the 1H 

and J3C NMR spectra of three poly-substituted chlorobenzenes. In the J3C NMR spectra measured with 

a digital resolution of 0.02 Hz per point， the chlorine-bonded carbons showed characteristic peak 

separation by about 4 ppb with a 3: 1 area ratio， which corresponds to the natural abundance of 35Cl and 

37Cl isotopes. The chlorine-bonded carbon signal was used as a key in the interpretation of the 1H and 

J3C NMR spectra when several 2D NMR techniques and the empirical additivity rules of the chemical 

shifts were insufficient for a definitive full assignment. 

二次元NMR法の開発により有機化合物の構造解析に必要な時間は著しく短縮された. lH.J3C 

HSQCおよびHMBCスペクトルから部分構造を逐次結合して分子構造を構築する方法は極めて

有効である.多くの分子構造に関する問題がこの方法で解決できるが，シグナルの重なりが全く

ないような単純なスペクトルでさえ完全には帰属できない場合がある.たとえば，二次元NMR

スペクトルを解析するためには始めに鍵となるシグナルが必要であるが，その鍵がない場合であ

る.lH， 13CNMRともに複数の帰属されていないシグナルが狭い化学シフトの範囲に集中する場

合にこの状況になりうる.

Fig.lに2，2'必iobis(4，6-dichlorophenol) (1)の 1HおよびJ3CNMRスペクトルを示す.二つの芳香

族水素の化学シフトは7.11および7.28ppmであり， O.17ppmの差はH3とH5を明確に帰属するに

は十分ではない.Fig.2に示すJ3C_1Hシフト相関NMRスペクトルを解析すると，帰属の候補を以

下の2種類に絞ることができる.すなわち 1H，J3C ともに高周波数側から(1) H5-H3， C1-C3-

C5-C4-C2-C6，あるいは (2)H3-H5， C1-C5-C3-C4-C6-C2である.ベンゼンの化学シフトに対す

る置換基効果にはある程度の加成性を期待できるが，置換基の数が多くなるほど加成則による計

算値と実測値のずれは大きくなる傾向がある.C3-C5ペアのシフト差は1.4ppm，C2-C6ペアのシ

フト差は O.8ppmであり，上記候補のどちらが正しいかを決めるのは容易ではない.Fig.3に示す

2D INADEQUATEスペクトルを解析しでも状況は変わらない.特徴的な化学シフトから 151.0ppm

のシグナルを酸素の結合したClに帰属し，そこからスペクトル上で水平，垂直方向に順次シグナ

ルをつなぐことはできるが，それがベンゼン環にそって時計まわりなのか反時計まわりなのかは

判別できない.

Fig.4にデジタル分解能 O.02Hz/pointで測定したJ3CNMRスペクトルを示す. 122.2および

124.4ppmのシグナルはそれぞれ強度比 3:1で4ppb隔てられた 2本のピークに分裂している.この

分裂は炭素に直接結合した塩素の 37C05Cl同位体に起因する 1) したがって，この分裂のない

123.0ppmのシグナルは硫黄の結合した C2となり，上記(1)の帰属が極めて強く支持される.

ポスターではbis(4・chloroph巴nyl)sulfoneと4，5-dichlorophthalicacidの例も紹介する.

37C 1!35C 1同位体効果，塩素化ベンゼン

まつばらこうし
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HMBC法の新しい応用測定一-HR-HMBC法について，
東大院農・応生化、*東農大・生応化

0降旗一夫、*瀬戸治男
High Resolution HMBC(HR-HMBC)， a New Method for Measuring Heteronuclear Long 

Range Coupling Constants 

K. Furihata and H. Seto* 

Division of Agriculture and Agricultural Life Sciences， University of Tokyo 

* Faculty of Applied Bio-Science， Tokyo University of Agriculture 
Structural analysis of natural products usually exploits HMBC that enables ωdetect 
carbon-proton long range correlations. lt is， however， difficult to measure long range C-H 
coupling constants by analysis of cross peak ml出ipletsdue ωpoor resolution in the FI or F

2 

dimension. Although several techniques to overcome this problem have been proposed for 
measuring long-range C-H couplings， they suffer from several practical problems associated 
with setting of suitable experimental ∞nditions， limited observation field width， data processing， 
etc. 
Although J-split multiplets due to JHH and JCH are observed in the F2-dimension of HMBC 
spectra， observation of spin coupling constants directly from J-splitting cross peaks in the 
F2-dimension is practicaIly impossible. As an alternative to solve this problem， we have 
developed a new technique named High Resolution HMBC (HR-HMBC) by incorporation of 
J-scaling pulse sequence into the HMBC method. This method has turned out to be a useful 
method for measuring C-H Iong range coupling constants. 

はじめに

天然有機化合物の構造解析において、 long-rangeJ CH を如何にして効率良く測定す

るかが重要な課題の一つである。 HMBC法は、 long-rangeJ CH を利用した相関ピーク

を検出するために、広範に利用されている測定法であるが、そのクロスピークから

直接Iong-rangeJ CH を読みとることは困難である。この問題を解決するため、 HMBC

法を応用したIong-rangeJ CHの測定法が多数提案されているが、条件設定が困難、観

測領域が制限される、あるいは解析が困難である等の欠点を有している。 HMBC法

では、 F
2
軸方向にJHHやJCHのスピン結合によるJ-分裂が観測される。 また、 FI軸方向

にはプロトンープロトンによるJ-分裂が観測されるが、実際の測定では、 F
2軸、 FI軸

方向のいずれにおいても、 J-分裂スベクトノレから直接スピン結合定数を検出するこ

とは困難である。

我々は、既に、 long-rangeJ CHを測定する一つの方法として、 J-rezolved-HMBC-l，-2

を報告してきた(1)。このJ-rezolved羽MBC-lは、 FI方向でlongrangeJ印を観測するとい

う方法であるが、 FI軸、 F2軸方向にlong-rangeJ CHが観測されるために、クロスピー
クが複雑に分裂し、分離能が不十分な場合、小さなスピン結合の観測が困難となる

場合があった。今回は、複雑なクロスピークを単純化し、 J
CH
の分離能を高めること

を目的にHigh-Resolution-HMBC(HR-HMBC)法を検討し、良好な結果を得ることがで

きたので報告する。

パルス系列

図1にパルス系列 High-Resolution-HMBC-l，ー2，-3を示す。
HMBC法の磁化は、炭素の化学シフトと、プロトンープロトンのスピン結合で展開

している。しかし、ムtlは短く設定されるため、小さなスピン結合が検出できるほど

High Resolution-HMBC、J-rezolvedHMBC、longrange JCH 

ふりはたかずお、せと はるお
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にはt¥maxを展開していない。例

えばF¥=30000Hzで512点測定して

もt¥maxf土17msecに過ぎない。そ

のために、 F¥方向は、スピンース
ピンカップリングを検出するには

至らない。スピン結合定数を検出

するためには、 t¥maxが300msから
5∞ms位まで展開する必要がある。
HMBC法においてlong-range J CHを

観測するためには、 JCHの磁化を

t¥max=30伽nsから500ms位まで展開
しなくてはならない。そのために、

HMBCのスピン展開の後にJ-

sca1ingノ〈ノレス(--nt/2-180(H，C)-ntJ 
2ー)を導入する(勾(3)(4)(図1)。そ

の結果、 HMBC磁化は化学シフト

に対してはt¥、プロトンープロト

ンのスピン結合では(n+l)t¥、そし

て、炭素とのスピン結合に対して

はnt¥で展開する。スベクトノレのサ

ンプリング定理に従えば、 2D-J-

分解法のt¥の設定において、 t¥max

は観測するスピン結合定数1/1のオ~ー

ダーを越えるように設定しなけれ

蜘いー

M12 
ム1=3.5 msecム2= 60 msec G1: G2 =2 : 1 n = 20 -40 

仙一

mL12 
ム1=3.5 msecム2= 60 msec G1: G2 =2 : 1 n = 20 -40 

G， G句《

M jIL--
ム1=3.5 msecム2= 60 msec G1: G2 =2 : 1 n = 20 -40 

図1.High Resolution瑚BCのパルス系列

ばならない。例えば、 J=2Hzを観測するためには、 digitalresolutionが2Hz以下、 tlmax 

が500msec以上になるように設定する。 HR-HMBC法においても、 J-分解スベクトル

の時間展開パラメーターと同様にnt1maxがスピン結合定数1/Jのオーダー(300msから

500ms)を越えるようにscaling factor (n)を設定する。その結果、スピン結合定数は実

際の値より'bn倍、あ

るいは、 n+l倍の値

として観測される。

H igh-Resolution-
HMBCスベクトル
図2はエチノレベン

ゼンのメチル基プロ

トンからメチレン炭

素とのlongrangβ2JCH 
によるHR-HMBCの

26 

クロスピークを示す。 吋J
通常のHMBCスベク 30 

トノレからlongrange 32 
ppm 

< >-'C03 
11

roje

ツに_pし
瓦l¥持
F2('H) FiH) 

HR-HI¥ABC-1 HR-HMBC-2 

F2('H) 

HR-HMBC-3 

JCHを測定するために

は、 F¥軸、 F2軸を高

分解能で測定をしな

ければならないが、

実用的には、測定時

図2.EthylbenzeneのHR-HMBCスベクトル
F/n resolution = 1. 1 (Hz)、F2resolution = 2. 2 (Hz) 
scaling factor (n) = 25、
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聞やマトリックスの大きさの制限か

らそのような設定は困難である。そ

のため、 long-rangeJ CHとJHHを分離

し測定することは出来ない。

HR-HMBC-1のスベクトノレは、 F1
次元において、 JHHがscaling法によ

り、 n+1倍に拡大されている以外は、
通常のHMBCのスペクトルと同じパ

ターンを示す(図2a)。このスベクト

ノレに示すように、 F1次元の分解能を
高めることにより、 F2次元において
は、 JHHとJCHが分離し、このスベク

トルからlongrange J CHの値を読みと
ることが可能となる。
HR-HMBC・2においては、 long-

F1 (
13C) 

斗山tt:
m= n/(n+1)+1 .• 

図3.HR-H肥C-3スベクトノレの模式図

rangeJ，印とJHHが1同じF1方向に傾斜して観測される。そのために、プロトンのt.JHHの解
析ができない場合は、 long-rangeJcHとJHHを区別し観測することは困難になる(図2b)。
HR-HMBC-3においては、 J-scalingノくルスの最後に180度ノ勺レスを導入し、プロト

ンの磁化を反転する。炭素の磁化を反転させても構わない。その結果、 long-range

J印は、 HR-HMBC-2とは逆方向に分裂し、 JHHの傾斜ラインが2本になって観測される

(図2心)。しかも、分裂幅はHR-HMBC-lにおけるlong-rangeJ CHによる2本の傾斜ライン

に対してほぼ2倍に広がっている。したがって、 HR-HMBC-3は、 F
1
および、 F2軸の

分離能の低いスベクトノレにおいても、 long-rangeJCHの観測が可能となる。また、 HR-

HMBC・3は、 F1次元、 F2次元どちらの方向でも、 long-rangeJ CHを読みとることが可能

である。
HR-HMBC-3スベクトルの解析パターンを図3に示す。上記の3個のスベクトル比較

から、 long-rangeJcHとJHHの分離観測という点では、 HR-HMBC-3のスベクトルが最も

優れている。

ポートミシンのHR-HMBCスベクトル

図4はポートミシンのJ-resolvedHMBC-1、図5はHR-HMBC-3のスベクトノレである。
ポートミシンの2位のプロトンは多重線に分裂している。 H2とH3は10Hzでスピン結

合しており、両者はantiの関係にある。この2位のプロトンに対する3イ立の炭素の2JCH
のクロスピークはF1軸方向、 F2軸方向に分裂し、複雑化している。また、 4位のクロ

スピークついては、 J印による分裂は検出されず、スピン結合は非常に小さいことが

わかる(図4)。

これに対て、 HR-HMBC-3のスベクトノレでは、 3位のクロスピークはJCHによる分裂

により斜め2本に観測され、そのクロスピーク 2Jcw=5.5Hzから、 3位に結合したメト
キシ基は2位のプロトンとはgaucheの関係にあることはわかる。また、 4位の炭素と

のクロスピークにおいても、 3JCHIこよる2本線が観測され、 3JCw=2.8Hzから2位のプロ
トンと4位の炭素はgaucheの関係にあることが判明する(図5)。
このように、 J-resolved-HMBCスベクトルにおいては、 multipletに分裂したプロト
ンからのクロスピークは複雑となり、スピン結合の値を読みとることがしばしば困

難となる。また、小さなスピン結合の値を数値化することが難し場合がある。しか
し、 HR-HMBC法では、スピンの分裂パターンは単純化され、スピン結合を容易に読

みとることが可能となっている。また、 3Hz前後小さなJCHの値を読みとることも容

易である。
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まとめ

HR-HMB法は

通常のHMBCで

観測されるクロ
スピークを、更

に、 2D -J -

resolvedスベク
トル展開すると

いう方法を用い

ている。そのた

めに、 HMBCス

ベクトルが十分

なS/Nでもって
観測されること

が必要である。

また、 2D・J-

resolvedスベク
トノレ法を用いて、

nt1max を

250msec(4Hz)か

ら500msec(2Hz)

ぐらいと長い値

をとるように設

定しているため

に、通常の

HMBC法に比べ

て、かなりスベ

クトノレのS/Nが

低下する。実際

の測定に当たっ

ては、このS/N
の低下を考慮し

て積算時間を設

定することが重

要である。

HR-HMBC法

は、クロスピー

クは単純化され、解析が容易になる。また、小さなクロスピークの結合定数を読み

とることも容易となった。本法は、 HMBCと同様、測定は容易であり、しかも、複

雑な化合物にも適用が可能であり、実用的には他の方法にひけをとらないと考えら

れる。

10 ppm 

3.12 

3.16 

F2 
(ppm) 

図4.ポートミシンのJ-resolvedHMBC-1スベクトノレ
scaling factor (n) = 25、tlX t2 = 256 x 4000 (point)、
FI X F2 = 14000 x 2250 (Hz)、nt1max= 457ms、scan= 64 
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図5.ポートミシンのHR-HMBC-3スベクトノレ
scalingfactor (n) = 25、tlX t2 = 256 x 4000 (point)、
FI X F2 = 14000 x 2250(Hz)、nt1max 457ms、scan 64 
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27AINMR法による環状トリイミド三リン酸イオンの多座配位

錯生成挙動研究

(神戸大学・院自然、佐賀大学・理工*、神戸大学・工**)

O横田達夫、成相裕之、宮島徹*、牧秀志村

27 AI NMR Study on the Multidentate Complexation Behavior of Cyclo-"，，-

triimido仕iphosphateAnions 

σTatsuo Yokota， aHiroyuki Nariai， and bTohru Miyajima， and cHideshi Maki 

aDepartment of Molecular Science， Graduate School of Science and Technology， Kobe 

University， 1-1 Rokkodai-cho， Nada-ku， Kobe， Japan 

bDepartment of Chemistry， Faculty of Science and Engineering， Saga University， l-Honjo， 

Saga，Japan 

CDepartment ofChemical Science and Engineering， Faculty ofEngineering， Kobe University， 

1-1 Rokkodai-cho， Nada-ku， Kobe， Japan 

As shown in Figure 1， cP3(NHh ligand molecule consists of P-NH-P linkages. Non 

bridging oxygen atoms as well as bridging nitrogen atoms of the molecules are able to 

coordinate to metal ions in aqueous solution. Even though extensive studies have been carried 

out on the coordination structures of metal complexes of c町(NHh ligands， the details of the 

complexation mechanisms still remain unclear. 27 AI NMR studies on A13+ ion complexation 

with cP3(NHh ligand indicates direct coordination of nitrogen atoms of imino groups to A13+ 

ions. It has also been revealed that nitrogen-coordination is much more favored than oxygen-

coordination， and that various complexes with mono-， bi-， and tridentate coordination are 

formed. In the present work， 27Al NMR spectra of the mixture solutions of A13+ cations and 

cP3(NHh3-anions of various compositions have been obtained and the complexation equilibria 

are analyzed by a peak deconvolution method in order to get the information on the microscopic 

complexation. 

【緒言】本研究で用いた環状トリイミド三リン酸

イオン、 cP3(NHh3-(Fig. 1)は3個のリン酸基がイミ

ノ基によって架橋された環状ポリリン酸イオンで

あり、分子内に2種類の配位原子すなわち非架橋酸

素原子と架橋窒素原子を持つため多様な配位構造

が期待される。当研究室ではこれまでcP3(NHh3-の

夫/t
HN/ヨ ¥NH

0::::::.↓↓グO
6n/'¥N/・¥'nD
...， H 

Fig 1 Structure of cP3(NHh anion. 
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Be2+錯生成に関して 9BeNMRによる研究を行い、 fBe-N直接配位構造Jの存在、並

びに架橋窒素原子や非架橋酸素原子といった配位原子の違いを反映した「微視的錯

体安定度定数」を明らかにした。 fBe-N直接配位構造」はHSAB理論による単純な

予測に反するものであり、また「微視的錯体安定度定数」には優れた化学種認識力

を持つNMR法の特長が反映されている。

本研究ではA13+ーcP3(NHb3-錯生成系の多座配位錯生成挙動を、 27AI NMRのピーク

分離解析を行うことによって詳細に考察した。 AI3+イオンとBe2+イオンは同程度の

電荷/イオン半径比をもっため化学的類似性を示すことが知られている1)が、本錯生

成系においては金属イオン"配位子聞の立体的適合性が錯生成挙動に大きな影響を及

ぼすと考えられる。そのためイオン半径がBe2+イオンの約1.5倍大きいA13+イオンと

の錯生成反応においては、 Be2+ーcP3(NHb3系ではみられなかった分子内錯体や多座

配位錯体等の多様な錯体の生成が期待される。

滴定法のような一般的な熱力学的手法では、遊離の金属イオン等、一部の化学種

の測定から平衡系の全体像を考察することになる。それに対してパルスNMR法では

優れた化学種認識力を持つため直接的かっ同時に多くの化学種の情報を把握するこ

とが可能である。

【実験】 27AINMRスベクトルは、 JEOL

GX-却 oNMR測定装置 (Ref. 0.1 moldm-3 

AI(N03b) を用いて測定を行った。試料溶

液は、 CA10= 0.01， 0.05， 0.10 moldm-3の各

AI(N03b水溶液に順次cP3(NH)}-3水溶液を添

加することにより調製した。またAI3+イオ

ンの加水分解防止のためHN03またはNaOH

を用いることによりpH4.5に調整した。この

pH領域においてはcP3(NHh-3~こ対するプロ

トネーションの影響は無視できる。

【解析】 Fig.2にA!3+-CP3(NH)}-3錯生成系の

代表的な 27AINMRスベクトルを示す。化

学シフトと配位数の聞に加成則が成立する

2)ため、遊離のAI3+イオンをOppmとし、以

下等間隔に低磁場側から単座配位、二座配

位、三座配位錯体のシグナノレと同定した。

ny臼
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Fig.2 Representative 27 Al NMR spectra of AI3+_ 
cP3(NHh3-mixture solutions (Ref. 0.1 moldm-3 

Al(N03h， 298. 15K， pH 4.5). 
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Fig.3 Plots of SIl+l/SIl、s.CL/CA1. 20 

A13+イオンの配位子交換速度はNMRタイム
15 

スケールに対して充分小さいため、配位数
以コ

の異なる錯体の各シグナルを観測可能であ三 10
∞ 

る。 一方、 27Al核は四極子核であるため

NMRシグナルの線幅は増大し、スベクト

ルは数本のシグナルの重なりとして現れ

る。そこで各々のシグナル強度を算出する

ためローレンツ型曲線を用いた非線形最小

二乗法によるピーク分離解析を行った。今

コ

3.0 

2月

同測定した 27AINMRスベクトルにおいて J320

は全て計算曲線と実測値が良く一致した。 云1.5

【結果と考察】各錯体聞のピーク面積比

と配位子およびA13+イオンの総濃度比と

の関係をFig.3に示した。 S2/S1は CAIOお

よび CL/CAlに大きく依存しているのに対

1.0 

0.5 

。

。

。

口

ロ

ロ

z ロロ lロlfI

0.02 0.04 0.06 0.08 

[L] / mol dm-3 
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rL] / mol dm-3 

斗
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0.1 0.2 0.3 

lLl / mol dm-3 

Fig.4 Plots 01' Sn+ l/Sn vs. [L3-]. 

し、 S3/S2は常に a定である。このことは単座錯体から二座錯体へは分子間反応、

0.10 

0..+ 

0..+ 

座錯体から三座錯体へは分子内反応で錯生成が進行することを示唆している。一連

の逐次錯生成反応において分子間および分子内反応が同時に進行することは興味深

い。このような関係をさらに定量的に明らかにするため、各錯体問のピーク面積比

から各錯体安定度定数を決定した。 n座錯体のピーク而積をSnとすると、各錯体安

定度定数値はピーク面積比を用いて以下のように表現できる。

単座錯体
K;;→ l 

AI3++0ーミ--'0.. AIL 
V"interー[恥1L] S} 1 
""'0→ 1一[恥1][L]-So. [L] 
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二座錯体

K凶 er
l→ 2 

AIL+L3鴫守主 AIL2j
in飽rー [ML2]inter _ S2 1 

.L"-)→2ー[恥1L][L] -SI [L] 

三座錯体

K~臨"a
in回 [ML2] ート ‘ S3 

AIL23-言 AIL23- K~→3=[ML212= 記

すなわち、各錯体安定度定数は各錯体聞のピーク面積比と遊離配位子濃度、 [0-]、

を用いて表すことができる。 AI3+ーcP3(NHb3-錯生成系における各錯生成反応につい

てのピーク面積比 vs.[0-]プロットをFig.4に示す。二座錯体生成反応については概

ね原点を通る直線が得られ、分子間錯体安定度定数はその傾きから、 K1t"'.::2 =41.0と

なった。さらに三座錯体生成反応についてはお/S2は[0-]によらず一定となり、分子

内錯体安定度定数、 K2173430が決定できた。また単座錯体生成反応についてはプ
ロットの直線関係が得られず、分子間錯体安定度定数、 K~で l 、は決定で、きなかっ

た。これはMZL錯体生成のためであると考えられる。

【総括】 AI3+イオンとBe2+イオンの電荷/イオン半径比の値はほぼ等しいにもかかわ

らず、本錯生成系においてはBe2+ーcP3(NHb3・錯生成系ではみられなかった三座錯体

の生成が確認された。従ってこれらの錯生成系は金属イオンー配位子聞の立体的適

合性に大きく依存すると考えられる。また二座錯体が分子問反応で生成するのに対

し、分子内反応によって生成する三座錯体等の多様な錯体構造が明らかとなった。

今後、架橋窒素原子や非架橋酸素原子といった配位原子の違いを反映する微視的錯

体安定度定数等を行い、 AI3+ーcP3(NHb3-錯平衡系の特異性や多様性を詳細に検討す

る予定である。

1) A. Cotton and G. Wilkinson， "Advanced Inorganic Chemistry" fifth edition， pp. 144， John 

Wiley & Sons Inc.， New York (1988) 

2) T. Miyajima and R. Kakehashi， Phosphorus Res. Bull.， 1， 101 (1991) 
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9Be NMR法による環状イミドリン酸イオン群の多座配位錯生成

反応に関する熱力学的研究

(神戸大学工学部、神戸大学大学院自然科学研究科勺

O牧秀志、田畑博史*、成相裕之*

9BeN時限Studyon the Microscopic Complexation Behavior of cyclo・v
Imidotriphosphate Anions 

aHideshi Maki， bHirohumi Tabata， and bHiroyuki Nariai 

aOepartment of Chemical Science and Engineering， Faculty ofEngineering， Kobe University， 

1-1 Rokkodai-cho， Nada-ku， Kobe， Japan 

bOepartment of Molecular Science， Graduate School of Science and Technology， Kobe 

University，ト1Rokkodai-cho， Nada-ku， Kobe， Japan 

Oespite a large number of thermodynamic studies on inorganic polyphosphate 

complexation equilibria， quite a limited number of studies has been employed on the 

microscopic coordination behavior of the complexation equilibria in aqueous solution. This is 

due to the difficulty in the determination of microscopic complex stability constants by the use 

of convensional thermodynamic methods on these multidentate ligand molecules. A metal 

NMR technique is expected to give direct and quantitative information on the microscopic 

complexation equilibria. Oue to the slow chemical exchange in aqueous solution， Be2+ ion 

complexation system is one of the most suitable systems for the microscopic complexation 

equilibrium analyses， i.e.， separate signals for respective microscopic coordination structures of 

the complexes are expected to be observed in the 9Be NMR spectra. This technique has been 

applied to the Be2+ complexation studies on the series of ligands， cP3(NH)n(n=1-3). In our 

previous study， it has been clarified that cP3(NH)n(n= 1-3) ligand forms monodentate 

complexes with oxygen-coordination and nitrogen-coordination， as well as bidentate complexes 

coordinated with two oxygen atoms. In this study， the variations of the entropy and the 

enthalpy of the complexati~n reaction for the series of ligand molecules， cP3(NH)，z(n=1-3) have 

been elucidated from the quantitative treatment of 9Be NMR spectra of Be2+-1igand mixture 

solutions. 

【緒言】本研究で用いた環状イミド三リン酸イオン、 cP3(NH)n3-(n=1 '"'-'3， Fig. 1)は3

個のリン酸基が酸素原子またはイミノ基によって架橋された環状ポリリン酸イオン

である。これらは分子内に2種類の配位原子すなわち非架橋酸素原子と架橋窒素原子

MULTINUCLEAR NMR • ENTROPY ・DECONVOLUTION・BERYLLIUM.PHOSPHATE 

まき ひでし・たばたひろふみ・なりあいひろゆき

-226 



を持つため多様な配位構造が期待され 8 8 。o o.。
る。単純なHSAB理論による予測で ¥〆 ¥/ 

..../--¥¥A 口日/"¥¥.... 

は、ハードなBe2+イオンは非架橋酸素_~'I r _8"1 1¥ 
原子のみに配位すると予想されるが、 ~ß \0/\e ~þ \0/・\~8

o 0- 0 0 
CP3ポ(NHhジ3-および cP町'3(NHh♂3-において cP町》米(例NH町 CP3ポ(NH)z cP3米(NHh3 

は分子中央部に窒素原子が密集してい Fig.l St加ruκ則肌cは凶山tlωu問 ofcり'yd必o-~μ伊阿Aレ，l-im町m凶n凶】IÏd伽o刈川t汀凶rip凶ho邸sp仲ha批t飽巴 anions

るため、架橋窒素原子も配位に関与する可能性がある。当研究室で、はこれまでBe2+ー

cP3(NH)，?-(n=1"'3)錯生成系について 9BeNMRのピーク分離解析を行い、配位原子

の違いを反映する「微視的錯生成定数」の決定に成功し、単座(0)配位、単座(N)配位

および分子間二座(0，0)配位錯体の存在を明らかにした。このような多様な錯生成挙

動は反応系の熱力学的定数にも反映されると考えられる。本研究では 9BeNMRのピ

ーク分離解析により、錯生成反応前後のエンタルビー変化およびエントロピ一変化

を決定し、各錯生成挙動の詳細を熱力学的側面から考察した。

G 

~p 
HN/'¥NH 

ottA==0 4¥自/00

【実験] 9Be NMR測定に用いた試料溶液は、 NMRサンプル管(lOmmゆ)中の0.01

moldm-3 BeC12溶液に、配位子として 0.1moldm-3 cP3(NH)e (n=1 "'3)各水溶液をマイ

グロシリンジで順次添加することにより調製した。また試料溶液はBe2+イオンの加

水分解を防ぎ、かっ配位子のプロトネーションを最小にする目的でHCl及びNaOH水

溶液によりpH2.5:t0.2に調整した。 9BeNMR測定は、 Bruker社製DPX-250NMR測定

装置を用い、 271.15"'318.15Kの温度範囲で行った。温度校正は 80%1，2-ethanediol in 

[d6] DMSOの lHNMR測定により行った1)。

CBe =9.72 x 10田3mol dm-3 

CL = 7.86 X 10-
3 mol dm-3 

【解析】分子中のイミノ基数が最も

多く、 Be2+-N原子間相互作用が最も

期待される、 Be2+-cP3(NHh3司錯生成

系の代表的な 9BeNMRスベクトルを

Fig.2に示す。化学シフトの配位数に

対する加成則2)に基づき、低磁場側
Bidentate 

~M~ー から遊離のBe2+イオン、単座錯体、

二座錯体のピークと同定した。 Be2+

2 0 -1 -2 -3 イオンは水溶液中では配位子交換速
δ'Be /ppm 

ヲ ，-度が比較的遅いため、逐次錯体の各
Fig. 2 9Be NMR spectrum of Be2+ーcP3(NH)3~
mixture solution (pH 2.5， -2士lOC). NMRピークは分離して出現するが、

M
M
 f
 

Free ion 
[Be(H20)4]2+ 

¥ 

9Be核は四極子核であるためピークは
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広幅化する。そのため今回得られたスベクトルも数本のピークの重なりとして現れ

る。そこで、ローレンツ型曲線を用いた非線形最小二乗法による波形分離解析を

行った。その結果も併せてFig.2に示した。今回測定した9BeNMRスペクトルにおい

ては全て計算曲線と実測値が良く一致した。

遊離のBe2+イオン、単座錯体、二座錯体のピーク面積をそれぞれ So，Sl， S2とする

と、各錯体安定度定数値はピーク面積比を用いて以ドのように表現できる(単座錯体

にはM2L型およびML型錯体が合まれる)。種々の要因により、ピーク面積と化学種の

濃度聞の直線性は一般的に誤差の大きいものとされているが、本解析法では「強度

比Jを用いることで定量的精度が改善される。
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すなわち、各錯体安定度定数は各錯体のピ一 回Jつ .Y 
ク面積比と遊離配位子濃度、 [0-]、を用いて J-J A 
表すことができる。 Be2+-cP3(NHh3-錯生成系 05l.JY 

1 ・

における各錯生成反応についてのピーク面積 。院
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【結果と考察】 logKML値のアルカリ土類

金属イオン半径に対する依存性を Fig.4に示

す。 Be2+イオンの logKML値が他に比べて大
」

4.0 

3.5 

きいことが分かった。 Be2+イオンのイオン 330

半径は全ての金属イオン中最小であり脱水和宣 2.5

には極めて大きなエネルギーを必要とする。 2.0

1.5 
このような金属イオンが配位子と安定な錯体

を形成することは興味深い結果である。これ

までのBe2+-cP3(NH)n3-(n=1-3)錯生成系に対

する9BeNMR測定結果によると、 ML型錯体

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 

7A/A 

Fig. 4 Plots of log KML VS. ionic radius 
(2兜 .15K.)

では小さなイオン半径を持つBe2+イオンは配位子との立体的適合性のため非架橋酸

素原子のみならず架橋酸素原子にも配位することが分かつている。この立体的適合

性の効果は、 Be2+イオンの大きな脱水和エネルギーを充分に補償し、かつ安定なML

型錯体の形成を可能にしていると考えられる。

さらに錯体の配位構造に関する詳細な検討を行うため、各錯体安定度定数値の温

度依存性から錯生成反応前後における AHo，as。を決定した。Llli。と必。の関係式を

以下に示す。

mo 1. .1so 
lnK=-LllR . T +一疋一 (R:気体定数)

上式より求めた各錯生成系の298.15Kにお Table1 Thermodynamic quantities associated 

ける -，1G。、倒。、 T，1S。を Table1に示 吋恥i凶mctionsofcm円33-with 
Be+ ions (CRe

U = 0.01 mol dmヘ298.15K). 
す。一般的に、-Llli。が優勢の場合は、結 一

-L1G 

合力の大きい錯体の形成を示しており、

また T350 が優勢の場合は、金属イオン

の多座配位性を示している。本研究にお

いて、 ML型錯体生成の場合、 MLZ型錯‘体

MzL 

ML 

ML2 

kJ mol-1 

31.3 

21.5 

7.1 

-!lH 
kJmol-1 

ー16.4

-15.1 

-8.2 

TL1S 
kJmol-1 

47.7 

36.5 

15.4 

生成時よりもT，1S。が相対的に大きいことが分かった。これはML型錯体において

は、非架橋酸素原子だけでなく架橋窒素原子も配位に関与するため、単座0配位お

よび単座N配位錯体といった多様な錯種が形成することを示唆している。それに対し

て、 MLZ型錯体について得られた比較的小さな T350値は分子間 (0，0)二座錯体しか

存在しない事実を反映していると考えられる。

1) S. Braun， H.-O. Kalinowski， S. Berger， "150 and More Basic NMR Experiments"， 

pp.140-143， VCH Publishers， New York(1998). 

2) T. Miy勾imaand R. Kakehashi， Phosphorus Res. BulI.， 1， 101 (1991) 
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アルカリアースクロライド水溶液中の水分子の

回転運動におよぽす温度および圧力効果

(立命館大理工)0文野浩一・谷口吉弘

Temperature and Pressure Effects on the Rotationa1 Motion of D20 

Mo1ecu1e in A1ka1i Earth Ch10ride Aqueous Solutions 

Koichi， FUMINO; Yoshihiro， TANIGUCHI 

Facu1 ty of Science and Engineering， Ri tsumeikan Uni versi ty， Kusatsu， Shiga， 

525-8577 

The spin-1attice re1axation rates (R1) of D nuc1eus of heavy water (D20) 

mo1ecu1e in a1ka1i earth ch10ride (MgC12， CaC12， SrC12 and BaC12) aqueous 

solutions were measured in the range of O. 1-300 MPa and 0-1. 0 mo1kg-1 at 10， 

25 and 50 OC. RI increases with concentration quadratically in 0.1-200 MPa 

and linear1y at 250 and 300 MPa at 10 and 25 Oc and linearly at 0.1-300 MPa 

at 50 oc. With increasing pressure， the rotationa1 correlation times (τ) 

coordinated to Mg2+， Ca2+， Sr2十 andBa2+ which is estimated by R!J increases 

at 10 and 25 "C and decreases at 50 "C. 

1.はじめに

以前に 1¥塩化マグネシウムおよび塩化カルシウム水溶液中の水分子のD核お
よび 170核のスピンー格子緩和速度 (R1)を 10，25"C、 0-1.0 molkg-I、0.1-300 

MPaにおいて測定した。 RIは圧力の増加とともに減少し、溶液濃度と 0.1-200

MPaでは 2次式の関係に、 250，300 MPaでは直線関係にあった。また、 Mg2¥Ca
H に配位する水分子における D核および 170核の回転相関時間 (τ)は各圧力に

おいて Mg2+> Ca2+ > pure D20の順になり、圧力の増加とともに増加した。そこ
で高圧力下における水分子の回転運動に関する知見をさらに得るため、アルカリ

アースクロライド (MgC12，CaC12， SrC12 および BaC12)水溶液中における水分子

のD核のRIを 10，25， 50 "C、 0-1.0 molkg寸、 0.1-300 MPaにおいて測定した。

2.実験方法

RIの測定は Inversion-recovery法を用いて行った。 測定圧力は 0.1，50:t1， 

100:t1， 150:t1， 200土1，250:t1， 300士2MPa、測定温度は 10:t0.1， 25:t0.1， 50:t0. lOC、

溶液濃度は 0.25，0.5， 0.75， 1. 0 molkg-Iとした。 RIの測定誤差は 3%以内で

あった。

3.結果および考察

SrC12水溶液中における RIと溶液濃度m との関係を Fig. 1に示す。純水にお

ける測定核のRIをR10とすると、 10および 25"Cにおいては 0.1-200MPaにおい

て(1)式が、 250-300MPaにおいて (2)式が成立するものと思われ、 500Cにおいて
は 0.1-300MPaにおいて (2)式が成立するものと思われる。(この傾向は MgC12，

CaC12および BaC12水溶液についても同様であった。)

アルカリアースクロライド、水分子、スピンー格子緩和速度、温度、圧力

ふみの こういち、たにぐち よしひろ



(1) 

(2) 

Rl/R10=1+Bm+Am
2 

R1/R1
0=1+Bm 

ここで、 Aはイオンーイオン間相互作用に関するパラメーター、 Bはイオンー溶

媒間相互作用に関するパラメーターである。(1)式および (2)式のβはイオン分

割およびイオン対を考慮することにより、 (3)式が成立する。

(3) 

B+ (K+) = B-(cr)を仮定することにより (4)式

B=B++B一+B ip 

よって、二状態モデル 2) を用い、

が得られる。

(4) 

n+はイオンの配位数である。

B+={(R1+/R1
0)-1}(n+/50.0) 

ここで、 RJはカチオンに配位する水分子のRい

さらに極度尖鋭化条件下では (5)式が成立する 3)。

(5) 

ここで、 Iはスピン量子数、 e2qQ/1iは四極子結合定数、 ηは非対称性パラメータ

一、 τは測定核の回転相関時間である。 (4)式、 (5)式より Mg2¥Ca2¥Sr2+お
よび Ba2+に配位する水分子の τが得られ、 τは圧力の増加とともに 10および

25 "cでは増加しているのに対し、 50"cでは減少しているものと思われる。

R1= (3/40) {(21十3)/1
2 (21 -1)} (e2qQ/1i) 2 { 1十 (η2/3)}τ
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LC-NMRの構造解析への応用検討

(東レリサーチセンター 0)11口謙、木村一雄

Investigations of LC-NMR application for structural analysis 

Toray Research Center， Inc.， Ken Kawaguchi and Kazuo Kimura 
An LC-NMR is the useful tool for structural analysis of metabolites or impurities from 

drug substances. In the structural determination， we need the data of homonuclear 

spin-couplings or NOEs. But in many cases， the amounts of the minor ingredients are very 

small， so we often face the low sensitivity problems when we apply 2D NMR techniques on 

LC-NMR. To overcome these difficulties， we have tried various lD-NMR techniques on 

LC-NMR， i.e.， lD-NOESY， COSY and TOCSY. The advantage of the lD-NMR techniques 

over 2D-NMR techniques is that we do not need long time for experiments of many scans. 

Using lD NMR techniques， we can take the information around the target spin. Most ofthe 

structures of minor ingredients in the drug substances have similar structures of the original 

drugs， so it is 0氏ensu田cientto get the only information around the signals that are derived 

from the original drug spectrum. In this poster， we will show the example ofthe application 

of the structure det町四inationof the minor ingredient with lD NMR techniques on 

LC-NMR. 

はじめに

LC-NMRは、その名の通り、HPLCとNMRを直結した装置で、混合物のNMR分析に威力を発揮する。

医薬品の分野では、分解物(不純物)や代謝物の構造決定に応用が期待されている。しかし、要

求される分解物(不純物)や代謝物の含有量は 0.1%レベルと低く，感度不足のため 2次元 NMR

測定が不可能な場合が多い。そこで微量成分の構造解析の戦略として、 1次元応用測定に着目し、

LC-NMRにおける 1D-NOESYや1D-COSY、1D-TOCSYなどの検討を行った。上記のような構造解析

では主成分(未変化体)の構造が既知でかつ目的成分は未変化体の一部が構造変化している場合

が多いため、変化した構造部位に特化して l次元応用測定を用いれば、 2次元 NMR測定が不可能

な微量成分についても構造解析が可能であると考えたからである。

茎監

装置はLC-NMRを含めて、 VarianUNITY INOVA600を用いた。試料は酢酸ゲラニル(市販試薬)

を用いた。この試料には 12%程度の不純物が含まれ、 LC-NMR(Stop-Flow法)で測定した lHNMR 

スベクトルおよびLC/MSから、不純物は Fig.1に示す還元体であることが分かつた。この不純物

について、溶媒シグナル消去を組み込んだ 1D-NOESYの測定を試みた。 Fig.2に測定結果を示す。

期待どおりのNOEが観測されており，おそらく 10μg以下でも NOEが測定可能と思われる。

LC-NMR、溶媒シグナル消去 1次元応用測定，微量成分の構造解析

かわぐちけん、きむらかずお

η
d
 



まとめ

lD-NOESY測定法が， 2次元 NMRの適用が事実上不可能な微量成分の構造解析に役立つことを確

認することができた.今後さらにlD-TOCSY，COSY等の測定法も試みる予定である.

HPLC 芭詔

J人B

、、 、、 J人A
Fig. 1 LC-NMR spectra of Granyl acetate (A) and the impurity (B) using stop-flow method. 

Mobile phase: D20/CHaCN (35/65). 

Jぃ A へ人

， Fig. 2 lD-NOESY spectra (LC-NMR) of the impurity (B) in Fig. 1. The bottom spectrum 
shows that of a normal LC-NMR. 
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13C-NMRによるGellanGumと常磁性金属イオンの

相互作用ピ関する研究

(北大院工)0横川昭徳、鈴木淳司、泉川大輔、平沖敏文、堤耀慶

13C-NMR Study on Interaction between Gellan Gum and Paramagnetic Metal Ions 

A. Yokogawa， A. Suzuki， T. Izumi主awa，T. Hiraoki and A. Tsutsumi 

Department of Applied Physics， Graduate Sch∞，1 of Engineering， 
Hokkaido University， Sapporo 

Gellan伊1maqueous solution forms stab1e ge1 at room temperatue. Especially under the 

existence of diva1ent cations ge1ation is drastically promoted. To clarify this phenomenon we 

investigated the interactions between gellan gum and paramagnetic metal ions such as Mn2+， Cu2+ ， 

Ni2+ and C02+ in the sol state. 13C-NMR spectrum measurements showed that resonance lines of 

the c町boxy1c町bonandthe 即位byring carbon are selective1y broadened or shi氏ed.These results 

suggest that paramagnetic meta1 ions strong1y interact with the carboxy1 group in the 

D.g1ucuronate. Tl and T2 relaxation measurements of the carboxyl carbon and the nearby ring 

carbon were made to determine the distance企omthe metal ions and the coupling constants. 

〔背景左目的〕

GellanGum(以下GG)は、微生物PseudomonaseJodeaから得られる電解質高分子多糖であり、

その化学構造は Fig.1に示す通りである。 GellanGum水溶液は、 Ca2+等の 2価カチオン添加に

より①ゲル形成の促進、②ゲル安定化、が起こる。我々はこの機構を明らかにするために常磁性

金属イオンである Mn2+を用い、 ESR測定による Mn2+の動的挙動、 NMR測定による結合部位の

特定等に関する研究を行ってきた。

本研究では、更にMn2+以外の常磁性金属イオンCu2+、C02+、Ni2+を用い、結合部位を 13C-NMR

で観測する。常磁性金属イオンが特定サイトに作用すると、常磁性効果によって作用部位に、NMR

シグナルのシフトやブロードニング、緩和時

間の変化が起こる。これを用いて、原子間距

離等の GGと金属イオンの相互作用を調べ

ることを目的とする。今回は、ゾル状態につ

いて得られた結果を報告する。

〔試料と実験装置〕

rrI，J{討。唱え。ヰ抗日ー
A B c D 

Fig.l Chemical Structure ofGellan Gum 

試料には、カリフォルニア・ケルコ社の GGを用いた。定量したGGと水を90
0
Cで1時間後枠

し、濃度を調整して温めておいた金属イオン水溶液(Mn2+、Cu2+、Ni2+、C02+)を加え、さらに900C

で30分-1時間援枠し、 NMR、DSCサンプノレ管に詰めた。 13C-NMR測定にはBRUKERDSX

300(共鳴周波数75.48阻却を使用した。 DSC測定にはセイコーインスツ/レメント DSC6100を

使用した。

Gellan Gum、13C-NMR、常磁性金属イオン、 Tl、T2

よこがわあきのり、すずきあっし、いずみかわたいすけ、ひらおきとしふみ、つつみあきひろ
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80 75 
chemical shi氏Ippm

Fig.3 13 C-NMR spectrum at 333K 

していることを示す。そこでCu2+濃度を変化させたと

〔結果・考察〕

Fig.2は、 GGに各金属イオンを添加し、降温過

程で DSC測定を行った結果である。常磁性金属

イオンが二価金属イオンとして Ca2+と同様の効

果をもつことを確認した。

Fig.3は、 GG2.5wtlv%水溶液、 GG2.5wt/v%

+CuCh O.lmM水溶液、 333Kの13C-NMRスベ

クトルである。金属イオン無添加の場合、ピーク

はシャープであるが、 Cu2+添加によりブロードニ

ングが生じる。特にカルボキシル基とその付け根

(B6、B5)のピークのブロードニングが著しい。こ

のことはゾル状態でCu2+がB6位に選択的に結合

ムバ人
Gellan Gum 2.5%。恒ly

AIBl 

B6 Cl 1 
I 11 Dl 

ー......... 斗ー・・
176 105 

き、Cu2+の効果が化学シフトや線幅に与える影響を B6

位について調べた。その結果が Fig.4であるが、シフ

トよりも線幅への影響が顕著であることが分かる。

次lこGG2.5wtlv%+CuChO.05.mMについて、ゾル 宅
状態で温度を変化させたときのB6位の緩和時間Tlを L o 、調べた。 Fig.5のように Cu2+の常磁性効果によってTl

が短くなることが確認できる。常磁性金属と作用する

核は、電子スピンと核の双極子相互作用、スカラー相

E作用の影響を受け、緩和時聞は Solomon-

Bloembergenの式に従う。得られたTlの値から、Cu2+

とB6位の距離は約 3.8Aとなった。また、 T2(1!LJv) 

より超微細相互作用は約5X105Hzであった。

当日は、 Mn2+、Ni2+、Co2+1こついても得られた結果

を詳細に報告する予定である。
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海洋生物ホヤH・抗原活性糖鎖の溶液構造
(東和大 福山大 2、日本電子データムヘ日本電子 4 広島大 5)

0加藤祐子l、太田雅也2、宗像達夫l、藤原正子3、藤井直之4、重田征子5、松浦史登2

Determination of Solution Conformation of Allergenically Active Pentasaccharitol by 

2D-NMR and DADAS Calculation 

lDepartment of Bioengineeringτbhwa University， Fukuoka， 815・8510，2 Department of 

Biotechnology， Fukuyama University， Fukuyama， 729・0292，3JEOL Datum Ltd.， 

Akishima-shi， Tokyo， 196・0022，4 JEOL Ltd.， Akishima-shi， Tokyo， 196-8558， 5Department 

of Fermentation Technology， Hiroshima University， Higashi・Hiroshima，739・8527，Japan

Yuko Kato¥ Masako Fujiwara2，Tatsuo Munakata¥ Masaya Ohtaペ

Naoyuki Fujii ¥ Seiko Shigeta 5， and Fumito Matsuura 3 

Pentasaccharitol， GalNAc s 1-4(GalNAc臼 1-2Fuc 臼 1・3)GlcNAcs 1-3GalNAc-oP) is an 

allergenically active O-linked oligosaccharitol derived from a sea squirt H-antigen. Concerning 

the interaction between the allergen and specific IgE， an analysis of the solution structure of the 

saccharitol was carried oue). lH_ and 13C・NMRassignments for the pentasaccharitol were 

obtained using lD-HOHAHA， TOCSY， DEPT135， HSQC and HMBC techniques. The solution 

structure was determined using a combination of 2D-NMR ROESY data and distance geometry 

(DG) calculations in dihedral angle space with DADAS 90 program3).τ'wo conformers， family A 

and family B that satisfied almost all the NOE constraints were obtained， and supplemental MD 

calculations revealed that family A was in conformational equilibrium whereas family B was 

rather flexible. The molecule of HPG・s2・.N5ahad a layered conformation not a linear one. 

ホヤ体液中にあるアレルゲ、ン糖鎖分子 HPG-s 2・N5a1)の溶液構造は、抗体;との分子認

識機構を知る上に重要で、ある。 2D-NMRとDistanceGeometry(DG)計算によって立

体構造の解析を行った 2)0 1D-HOHAHA，TOCSY，HMQC，さらに ROESYから NOE

情報を得た結果、 5糖の単糖聞に Fig1.のような特徴ある NOE相関が見られた。 NOE

constraintsを用いてのDADAS903)による DG計算の結果2つのコンブオマーA，Bが

得られた。各々の重ねあわせ図を⑤に示す。コンブオマーの安定性を調べるために

MD計算を行ったところ、 Aはエネルギー的に安定、 Bはやや不安定な状態にあるこ

とがわかった。両者は GalNAc2とFuc3の聞のグリコシド結合の二面角に違いがあ

るが、いすれも立体構造は積層構造をとり、抗体との結合部位である 2つの GalNAc

のOH間距離は 10・nAであることがわかった。
References 

1) M. Ohta， S. Shigeta， K. Ono， T. Takao， Y. Shimonishi， S. Oka， Arch. Biochem. Biophys. 275，151 (1989) 

2) Y. Kato， M. Ohta， T. Munakata， M. F可iwara，N. Fujii， S. Shigeta， and F. Matsuura， Mag， Res. Chem， 39， 259 
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3) S. Endo， H. Wako， K. Nagayama， N. Go， NATO ASI series， 233 (1991). 

-236 



持

j側尚一蜘tfG1-L~_ "_ 
側部哲1-4 同町ト3G.ni~1

融構俗4議

路島1陶胸部，1'(1襲J 鞘獅融制Ifcr繍誠幽嶋蜘3D融問蜘蜘披$葬品陥

⑤Solution Structures 

For FamA and B of HPG眉s2-N5a、superp。品tio問。f10∞nv町'sedmuctu附 t、est-fitfor backoone 副，om.~exduding 
GalNAc-01 in all heaも!}'alo即時戸港senlation.

The glycosidic dihedral angles申(deg附}制d'lI (degrees) of FamA and FamB of HPG手2・N5abascd 011 DADAS. 

• different問sultsobtained hy MD 

謝辞:サントリ一生物有機化学研究所の岩下孝博士にはNMR測定および貴重なご意見をいただきました。

Key words: ROESY-TOCSY (ROTO); Allergenic-Pentasaccharitol; DADAS 90 calculation; MD  calculation 

0かとうゅうこ、おおたまさや、むなかたたつお、ふじわらまさこ、ふじいなおゆき、しげたせいこ、まつうらふみと

237 



P62 
第40回NMR討論会(京都，2001)

パーキンソン病原因蛋白質Parkinのubiquitin-likedomainのNMRによる構造解析

(東京薬科大・薬¥東京薬科大・生命 2、東京都立大・理 3)大久保征治¥田代桜子¥

安田秀世2、G田代 充3、甲斐荘正恒3、0神藤平三郎 1

Structural Studies of Ubiquitin-Like Domain in Parkin: Gene Product of Familial Parkinson 

Disease 

1School of Pharmacy， Tokyo University of Pharmacy & Life Science， 2School of Life Science， Tokyo 

University of Pharmacy & Life Science， 3Faculty of Science， Tokyo Metropolitan University 

Seiji Okubo¥ Sakurako Tashiro¥ Hideyo Yasuda
2
， OMitsuru Tashir0

3
， Masatsune Kainosh0

3
， 

OHeisaburo Shindo 
1 

Protein Parkin is the gene product of PARK2 responsible for Autosomal Recessive Juvenile 

Parkinsonism (AR-JP)， one of the most common familial forms of Parkinson disease (PD). It 

consists of three domains， one of which is a ubiquitin like domain (Uld) at the N-terminus with 32% of 

identity to human ubiquitin. The function of Parkin has been identified as a ubiquitin-protein ligase， 

and the mutant Parkins from AR-JP patients show loss of the ubiquitin-protein ligase activity. In 

order to clarify the specific role of the Uld in Parkin， we have constructed the deletion mutant of 

Parkin which contains Uld alone. The structural characterization of Uld has been carried out using 

the heteronuclear multidimensional NMR spectroscopy. 

Protein Parkin is the gene product of PARK2 responsible for Autosomal Recessive Juvenile 

Parkinsonism (AR-JP)， one of the most common familial forms of Parkinson disease (PD). AR-JP is 

characterized by selective dopaminergic neural cell death and the absence of the Lewy body， a 

cytoplasmic inclusion body consisting of abnormally accumulated protein aggregates usually 

associated with other forms of PD. The function of Parkin has been identified as a ubiquitin-protein 

ligase， and the mutant Parkins from AR-JP patients show loss of the ubiquitin-protein ligaseactivity目

Parkin consists of three domains， one of which is a ubiquitin-like domain (Uld) at the 

N-terminus with 32% identity to human ubiquitin. The others include two RING-finger motifs at the 

C-terminus and a linker region which connects two other domains. It has been proposed that the Uld 

is involved in recognition of the target protein whereas the RING-finger motifs recruit ubiquitin 

conjugating enzyme E2. Recently， independent studies have revealed two different target proteins 

for Parkin. One of them is a 22kD glycoprotein named α-synuclein (aSp22)， a main component of 

the Lewy body， while the other is a G protein・coupledtransmembrane protein called Pael receptor 

In order to clarify the specific role of the Uld in Parkin， we have constructed the deletion 

Keywords: Parkin， Parkinson disease， solution structure， NMR， ubiquitin 

おおくぽせいじ、たしろ さくらこ、やすだひでよ、たしろみつる、かいのしょう まさつね、

しんどう へいざぶろう
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mutant of Parkin which contains Uld alone. The structural characterization of Uld has been carried out 

using the multidimensional NMR spectroscopy. The preliminary results along with the comparison of 

Uld with ubiquitins and their biological implications will be discussed. 

Methods and Experiments 

The recombinant Uld was expressed using a pET28 vector in E. coli strain BL21 (DE3). 

The protein was purified from the soluble fraction on a SP-Sepharose cation exchange column. 

Other impurities were removed by gel filtration chromatography. AII NMR spectra were acquired at 

25 Oc on a Bruker DMX・500or DRX・600spectrometer. The standard triple-resonance methodology 

was employed to obtain sequential backbone and side-chain assignments for 1.0 mM samples of 

13C/15N_ or 15N-uniformly labeled Uld protein in 25 mM C2H3COONa and 10% 2H20 at pH 5.0. The 

sequential connectivities were made using a CBCA(CO)NH and CBCANH pair of experiments， and 

verified using a HNCA experiment. 

Results and Discussion 

Nearly complete backbone and side-chain sequential resonance assignments were obtained 

except the N-terminal region. The secondary structure of Uld in Parkin， as determined by the 

consensus of the chemical shift index， comprises four s-strands and two α-helices， and the overall 

positioning of the secondary structural elements in Uld is similar to that of human ubiquitin as shown 

in Figure 1. The comparison of hydrophobicity between Uld and human ubiquitin shows a small 

difference. This implies that the difference in the stability between two proteins is not simply due to 

the differences in amino acid sequences. Unlike human ubiquitin， Uld is unstable under the current 

NMR condition which made the task of assignment difficult. As the possibility of degradation has 

been eliminated by SDS-PAGE analysis， the aggregation from unfolding of Uld under this condition 

might be the major cause of the deterioration of NMR spectra. It is possible that the interaction with 

other domains is necessary for the stabilization of Uld. Once the assignment of all side chain 

protons is completed， three dimensional structure of Uld will be elucidated in order to investigate the 

recognition mechanism of the target protein by Parkin. 

， 
Human ubq 

10 20 30 40 50 60 70 

時~IFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG

10 20 30 40 50 60 70 
| @ @@@叩問 e 0 鈎 e (9 (9 

Parkin叫d1M棚田町NSSYGFPVEVDSDTSIL匹問VVAKRQGVPADQL悶 FAGKELP畑町悶LEQQSIVHIVQRPRRR

Figure 1. Comparison of the amino acid sequence and the secondary structural elements between uld 

and human ubiquitin. 
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ヒアルロン酸水溶液中の分子拡散における

糖鎖構造と溶質の大きさの効果

(理研)0益田晶子、丑田公規、越野広雪、山下宏一

E仔'ectof hyaluronan pore structure and size of solutes 

on diffusion in aqueous hyaluronan solution. 

(RIKEN)Akiko Masuda， Kiminori Ushida， Hiroyuki Koshino， Koichi Yamashita 

The self-diffusion coefficients of water， tris(bipyridine) ruthenium (11) complex (Rubpy)， 

methyl viologen (MV) and cytochrome c (Cytc) were measured in the aqueous hyaluronan 

(HA) solutions by a pulsed field gradient NMR (PFG-NMR) method. The observed diffusion 

constants of MV， Rubpy， and Cytc depended on the concentration of HA， and the results 

showed a sharp contrast to those estimated from photochemical experiments， where only slight 

effect of HA was observed. The difference in the diffusions observed by these two methods 

was ascribed to“distance dependent diffusion" reflecting the characteristic pore structures of 

HA aqueous solution. 

【序】ヒアルロン酸 (HA)は生体内に広く存在する直鎖の多糖で、水溶液中で絡

み合い、網目構造を形成し、水を保持する性質を持つ。そのため、わずか 1wt%程

度の水溶液においても、 HAの分子量や濃度を変えることによって、粘性率は数十

~数万cPと劇的に変化し、その物性には医療の分野からも注目が集まっている。本

研究では、 HA水溶液中での、水分子(直径O.3nm)、トリスビピリジンルテニウ

ム(11)錯体 (Rubpy、直径l.Onm)、メチルビオローゲン (MV、長さ1.1nm)、シ

トクロム c (Cytc、直径3.4nm)の拡散定数を、パルス磁場勾配NMR

(PFG-NMR)法で直接測定し、拡散分子の大きさとHAの濃度・分子量が拡散定数

に与える影響を明らかにすることを目的とする。また、このような不均一溶液中で

の拡散現象では、観測される拡散定数は糖鎖構造によって、観測時間すなわち拡散

距離に依存すると考えられる。 PFG-NMRの測定から得られる拡散定数は、拡散分

子の大きさなどによって異なるが、拡散距離1-43μmの平均拡散定数である。一方

我々はこれまで、 HA水溶液中の輸送現象を検証するために、 Rubpy錯体を用いた

光励起分子間電子移動反応を研究してきたが、この反応には、 15-43nmの拡散距離

に対応する拡散定数が関与している。 2種類の観測時間(拡散距離)で求めた拡散

定数に対するHAの糖鎖構造、濃度の効果を実験的に示し、比較して考察する。

【実験】 NMR測定:JEOL-A400および磁場勾配ユニットを用い、最大磁場勾配強

度約O.9Tm-1で測定を行った。パルスシークエンスはstimulated-echoに2つの磁

ヒアルロン酸、パルス磁場勾配NMR法、糖鎖構造、分子拡散

ますだあきこ、うしだきみのり、こしの ひろゆき、やました こういち
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場勾配パルスを加えたものを使用した。サンプル :HAは生合成により得た分子量の

異なる 3種類のサンプル(数平均分子量43万、 128万、 265万)を用いた。またHA

水溶液は、 HAの分子量・濃度によって4時間から12時間撹枠し、 HA濃度

O.18-2wt%の溶液を調製した。

【結果と考察】磁場勾配パルス照射時と非照射時のエコー強度の比 (R)は、パラ

メーター、磁場勾配強度 (G) ・磁場勾配パルスの幅 (δ) ・拡散時間(ム)と、

Rc句 xp[-G 2 O 2 ( s -δ13) DJ (D:拡散定数)式(1)という関係にある。

水分子の場合は、どのパラメーターを変数としても式(1)を満たし、拡散定数は

HAを加えても変化しなかった。これは、少なくとも数~数十μmオーダーの拡散

距離の間では、水分子は自由にHA水溶液中を拡散できることを示す。一方MV、

Rubpy、Cytcと拡散分子の大きさが大きくなると、 HA鎖に干渉されて、水溶液中

より拡散速度が遅くなることが明らかになった。 (Figure1)特にCytcではHA濃

度がO.5wt%以下の非常に薄い領域で拡散が急激に遅くなることが明らかになった。

この拡散定数の減少は~ HAの分子量には依存しなかった。

Rubpy-CytcおよびRubpy-MVの光励起分子間反応を支配する数十nmの短距離

拡散では、 HAの効果はほとんど現れず、 HAを含まない緩衝溶液中と同じ挙動を

示した。乙れはHA鎖によるporeの存在を示唆し、その内側での微視的環境は緩衝

溶液に非常に近いものと考えられる。一方PFG-NMRの測定で観測された数~数十

μmオーダーの長距離の拡散はHAの濃度に依存し、 poreを超えての拡散であるこ

とを示している。拡散分子の大きさがある程度大きくなると、 HA水溶液中での拡

散定数が、 HA糖鎖構造を反映して、拡散距離に依存することが明らかになった。

【謝辞】本研究にご援助いただきました、電気化学工業(株)総合研究所三好照

三氏、中外製薬医薬企画部 高橋泰文氏に感謝いたします。
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CAST/CNMRシステムの開発と立体化学決定への応用

(理研国立情報学研科技団さきがけ21 3) 
O越野広雪佐藤寛子2. 中田忠I

Development of CAST/CNMR System 
and Its Application to Stereochemical Determination 

(RIKEN1， NIF， JST PREST03) 
H. Koshino1， H. Satoh2.3 ，T. Nakata1 

We have developed a new computer system CAST/CNMR for 日C・NMRchemical shift 
prediction using a database considering stereochemistry， efficiently. Stereochemistry is an 
essential attribute for accurate 13C-NMR chemical shift prediction. A new canonical coding 
me仕lOdfor representationof 3D structures， CAST has been developed for this pu中ose.The 
database has been constructed， including structures with stereochemical information 
described by CAST with 13C-NMR chemical shifts of terpenoids， polyketides， and polyethers. 
CAST/CNMR system is successfully applied to some natural products and related synthetic 
compounds. Most of 13C-NMR shift values are predicted with high accuracy by considering 
configurational information and solvent effects. Applications of CAST/CNMR to 
determination of stereochemistry are also presented. 

天然有機化合物の構造解析，あるいはそれらの合成中間体の構造決定にNMRは非

常に有効に利用されている.各種二次元NMRが容易に測定可能であり，平面構造の

決定はルーチン的に行えるが，立体化学の決定は種々の測定法を駆使してホモおよ

びヘテロのスピン結合定数を求め， NOEの測定結果および配座解析も行い決定され

ている.複雑な化合物では分解反応や誘導体の調製を行って詳細に解析を行う場合

も今だに多いのが現状で，多様な構造を有する天然有機化合物の構造解析の分野で

は新しい立体化学の決定法の開発は重要なテーマである.我々は，データベースに

基づ、いて13C-NMR化学シフトを高精度で予測するコンビュータシステムの開発を行

い， CAST/CNMRシステムを開発したので，今回その概要，ならびに立体異性体間

の識別が可能な精度で13C-NMR化学シフトの予測を行う本システムの有機化合物の

立体化学決定への応用について報告する.

CAST/CNMRシステムの特徴の一つは，分子の立体化学情報を個々の炭素を中心

とする部分構造に持たせることで効率的かつ容易な構造の比較を可能とするCASTコ

ード化法を利用することである. CAST(CAnonical representation of 

STereochemistry)法吋ま独自に開発した分子の二面角情報に基づ、いた立体コード化

法で，平面構造の表記法であるCANOSTコード2)と並列表記でき，立体配座情報を

表現するConformationalC A S Tコード3)および立体配置情報を表現する

Configurational C A S Tコード4)がある. 一般には CAST/CNMRシステム

CAST/CNMR，立体化学，化学シフト予測，データベース，構造解析

こしのひろゆき、さとうひろこ、なかたただし
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では ConfigurationalCASTを主に利用するが，立体配座を考慮する必要のある分

子，たとえば中員環構造で2種の配座が安定に存在可能であり，明確に異なる化学

シフトを与える化合物などでは， Conformational CASTを利用することで，より正

確なシフト予測が可能になる.

CAST/CNMRシステムの基本的な機能について簡単に説明する.CAST/CNMR 

で13C-NMRの化学シフトを予測するために必要な入力ファイルは，予測対象分子の

3次元構造ファイル (MDL -molfile形式)と2面角情報ファイルである. 3次元構

造ファイルは，立体化学を含めて記述したChemDrawファイルをもとにChem3Dで

3次元構造に立ち上げた後， MM2計算により構造最適化を行ったものを用いてい

る.CAST/CNMRでは，入力分子に対して予測したい各炭素から任意の結合数まで

の範囲の部分構造が一致する化合物の実測データをデータベースから検索し，その

条件を満たすデータの平均値をシフト予測値とする.検索条件として，平面構造お

よび立体配置情報，立体配座情報の比較が可能である.一般的には3結合先までの平

面構造および立体配置を比較することを基本としている.さらに4結合先 5結合

先と広げていくことにより予測精度を上げることが可能である.また，各原子や置

換基が含まれる環のサイズを考慮することも可能で，予測精度の向上に効果的であ

る.溶媒効果を考慮することも重要で，可能であれば問じ溶媒で測定したデータの

みを利用することが望ましい.但し，条件を厳しくするほど該当するデータが少な

くなるため，データベースに類似構造が含まれているかどうかが重要な鍵となる.

現在までにデータベースに登録した分子は約750件で，テルペノイド，ポリケタ
イド，ポリエーテル系の天然有機化合物および関連する合成品から構成されてい

る.独自に帰属した合成品のデータでは通常帰属されない合成中間体の保護基の部

分も帰属してデータベースに入れている.現在，データベースに格納されている最

も大きなサイズの分子は，ペプチドや多糖を除く天然有機化合物として最大の

maitotoxin (炭素数164個)である.また，規則性のあるポリマーであればオリゴ

マーとして入力可能である.現在のところ，水素結合が強く 立体配座を考慮する

ことが必須であるペプチド類は本システムの対象にはしていない.核種は13Cの他，

15N， 29 Si， 31 Pなども同様に扱えるが， lH-NMRに関しては，遠隔位の影響が大きいの

で現在のシステムでは十分な精度が期待できないと考えている.

CAST/CNMRを用いた立体化学の決定の考え方はシンプルで，立体化学を決定し

たい分子の予想立体化学，および可能性のある立体異性体について予測された13C_

NMRシフト値と実測値を比較し，高い一致が見られた場合に，入力した立体化学が

最も可能性の高い構造であると決定できる.不斉点が隣接する場合やー原子を介し

て存在する場合には比較的立体異性体間のシフト差が大きく，立体化学を決定出来

る場合が多い.今後データベースの充実に伴って有望な手法となると期待できる.

発表ではCAST/CNMRの幾つかの応用例も合わせて報告する予定である.

参考文献

1)越野広雪，佐藤寛子，船津公人，中国 忠，鵜漂淘，第39回NMR討論会講演要旨集p400(2000)

2) H: Abe， Y. Kudo， T. Yamasaki， K. Tanaka， M. Sasaki， S. SasakiJ. Chem.lnf Comput. Sci.， 24，212 (1984). 
3) H. Satoh， H. Koshino， K. Funatsu， T. Nakata， J. Chem.lnf. Comput. Sci.， 40， 622 (20∞). 
4) H. Satoh， H. Koshino， K. Funatsu， T. Nakata，よ Chemlnf Comput. Sci.， in press. 
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P65 
セレクチン糖鎖リガンド、シアリルルイスxの新規誘導体の構
造と活性
(理研 GSC1，横浜市大院総合理 岐阜大農九 愛知県がんセンタ_4) 

0演田季之 1，2 漬田洋 1，2 横山茂之大坪伸将石悶秀治三木曽真金森審子ヘ神
奈木玲児 4

NMR analysis of novel ganglioside Lewis X and GM4 analogues containing de-N-

acetyl and lactamized sialic acid: probes for searching new ligand structures for 

human L-selectin 

(GSC， RIKEN1; Integrated Science， Yokohama City Univ，2; Applied Bioorganic Chemistry， Gifu Univ.3; 

Molecular Pathology， Aichi Cancer Center4) 

OToshiyuki Hamadal，2， Hiroshi HirotaI.2， Shigeyuki Yokoyamal， Nobumasa Otsubo3， Hideharu Ishida3， Makoto 

Kiso3， Akiko Kanamori4， and Reiji Kannagi4 

On the basis ofNMR analysis oftwo model gangliosides， de-N-acetyl sialyl GM4 (4) and cyclic sialyl 
GM4 (5)， structure deterrnination of novel sel伺 inligand， cyclic-6叫 fosialyl Lewis Xσ)， which contains 
lactamized sialic acid instead ofusual N-acetylneur司minicacid， was carried out. The combination ofNMR data， 
such as chemica1 shifts， coupling pattem， intraresidua1 NOEs， and the app悶溜1∞ofNHproton signa1 provided 
the Bロ∞nfonnationfor 3， Moreover， confonnations of a glycosidic bond connecting the Neu and Gal residues 
of 3， 4， and 5 were detennined by some interresidual NOEs. 

セレクチン (selectin)は、血管内皮細胞、白血球、血小板などに発現する細胞接着分子のファミリー

であり、白血球の血管外脱出、リンパ球のホーミング、悪性腫蕩細胞の浸潤や転移に関与するとされ

ている。このセレクチンファミリーの細胞接着分子には、 E-，P-，およびL-selectinの3種類があるが、

基本構造はそれぞれ類似しており、特に分子の N末端にお互いに相同性の高い C型 (Ca2+依存性)レ

クチン様ドメインをもっ。つまり、このレクチン様ドメインがリガンドである糖鎖分子と相互作用し、

細胞接着を引き起こす。 最近、神奈木らは、L-selectinの糖鎖リガンドが6・sulfosialyl Lewis X (1; 6-sulfo 

SLeX)であることを明らかにした。更に、この 6・sulfoSLeXの発現の調節機構は、シアル酸部分の環状

化を介したユニークな経路で進行することが分かつた。つまり、 Figure1に示したように、 6-sulfoSLeX 

(1)， deNAc-6・sulfoSLeXσ;強いセレクチン結合活性を有するが不安定)、 cyclic-6・sulfoSLeX (3;結合活

性を不活性化)の3つの糖鎖がお互いに構造変化し、その存在比を変えることで、セレクチンとの結合
が調節される。

これら糖鎖リガンドの中で、 cyclic6-sulfo SLeXσ)の化学構造については、 FABマススペクトル解

析、およびそのアルカリ耐性から、図に示したラクタム環を持つ構造と推定されてはいるものの、直

接的な化学構造の解明は行われていなかった。
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そこで、我々は各種NMR法を用いて、この化学構造を決定し、更に、他の代謝物を含めた三次元

構造の解明を試みた。

Cyclic 6-sulfo SLeXは、生体内に極微量しか存在せず、しかも 6個の糖鎖を含むことからスペクトル

が複雑になるため、 NMR解析はかなり困難であることが予想された。そこで、まず、モデル化合物を

用いた構造解析を行った。化学合成で得られた dかN-acetylsialyl GM4 (4)を高温下-r:WSC (water-soluble 
carbodiimide)で脱水処理することで、Rlスペクトルで 1690cm.1に吸収をもっ化合物が得られた。この

IR吸収から、目的のラクタム環を形成した cyc1icsialyl GM4 (5)が得られたことを確認した。

そこで、 4と5について、それぞれ、 gs・COSY，HOHAHA， NOESY， HMQC，及びHMBCスペクトル

を測定し、 lH及び 13CNMR chemical shift の帰属を行なった。 5 は、ラクタム環を形成し、 B5•2 タイ
プの boat型の構造をとっているが、それにより下記に示すいくつかの特徴的な NMR情報を与えた。

1. 化合物 4と5において、シアル酸部分の chemicalshi食値が大きく変化する。

2. 化合物 5のシアル酸の H・3αとH・3sがboat型の典型的なカッフリングパターンを示す。{それぞ

れO1.84 (dd， 4.4， 13 Hz)と O2.26 (dd， 13， 14 Hz)} 

3. 化合物 5において、 H・5とH・3αから C-I，之助fBCクロスピークが観測される。

4. 軽溶媒 (95%DMSO-d61 5% H20)中で、 5は、 δ8.90(d， 5.7 Hz)にアミドプロトンが観測される。
5. その他、 boat型特有の W-タイプのロングレンジカップリングや NMR情報あり。

これらの結果をもとにして、次に、 cyclic6・sulfoSleXσ)のNMR解析を行なった。その結果、

1. Neu-Galの lH-NMRのchemicalshift {i直が、 cyclicsialyl GM4 (5)の値とよく一致する。

2.軽溶媒中の lH-NMR，gs-COSYスペクトルの測定で、 O 8.93 (d， 5.0 Hz)に、アミドプロトンの存

在が確認できた。

3.その他の NMR情報も 5のそれと良ぐ一致する。

以上のことより、化合物 3は、予想されていた通りシアル酸部分がラクタム環化した構造であること

が決定できた。
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Figure 4: Schematic合羽wingof possibIe四nformationsoftwo 
柑garmolet蜘伽deNAcsialyl GM4 (4; left) and cycIic sia刷
GM4 (5; right). Some critical NOEs for 5 are described The 
following values were obtained for the dihedral angles at tbe 
glycosidic b叩 d:deNAc由刷GM4中(CI-C2司O-C3・)=-1600， 
申(C2・O-C3・-H3・)=_210; cyclic sialyl GM4中(Cl・C2-O-C3')=
900，中(C2-O-C3・-H3・)=00.

次に、化合物 4，5のNOESYスペクトル (Figure3)の解析から、それぞれの Neu-Gal聞のコンフ

ォメーションについて検討した。その結果、 deNAc体(4)は、 NeuH-3α，sとGalH・3'との聞に非常に

弱い NOEを示し、これまでに報告されているように、 conformer1がm吋orではあるものの

conformationは固定されず、いくつかの構造をとっているととが示唆された。一方、化合物 5は、

NeuH-3α，s-Gal H-3 に強い NOEs と T、~euH-3α，s-Gal H・4聞に中程度の NOEsを示した。これより、

5はほぼ単一の構造、 conformerIIをとっていると思われる。 (Figure4) 

化合物 2と3についても、同様の NOESY解析を行なっており、それぞれ化合物 4，5と同様の結

果を与えていることが分かつた。現在、 6個の糖鎖を含めた全体の conformation解析を行なっており、

その結果及びそこから得られる生理学的知見の詳細についても、本討論会で示す予定である。
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lHと13CNMRの外部複基準法を利用して insituバルク体

積磁化率で補正して求めた(プタノール/重水)系の unified

scaleで表わした4種のプタノーノレのケミカルシフトの濃度依存

性と湿度依存性の研究

(福井大・機セ)0橋田広人、増田容子、水野和子

Concentration and Temperature Dependences of IH and 13C Chemical Shifts 

Measured by an Externa1 Reference Method and Corrected in Terms of in situ 

Bulk Volume Magnetic Susceptibilities; Binary Aqueous Mixtures ofFour Butanol 

Isomers. 

官ukuiUniversity， Center for Ins仕umenta1Analysis) 0 Hiroto Hashida， Yoko 
Masuda， and Kazuko MIz田 10.

Concentration and temperature dependences of IH and 13C chemical shifts in 

NMR of binary aqueous m江turesoffour butanol isomers were studied. lH and 13C 

chemica1 shifts were measured by the externa1 double reference method using a 

capillary with a blown-out sphere at the bottom， in which liquid 

hexamethyldisiloxane， as an externa1 reference substance， was sea1ed. By the 

method， it is possible to correct the observed chemical shifts in terms of in situ 

bulk magnetic susceptibilities. Changes in the chemica1 shift of the reference peak 

due to temperature changes were a1so taken into consideration of the correction to 

obtain chemica1 shifts measured on a uni五edsca1e over all the data to be 

compared strictly with each other. 

.はじめに

私達はこれまでに IRとNMR分光法を用いて、アセトン/水、 DMSO/水、ジオ

キサン/水の系において疎水性水和の研究を行ってきた。その結果、水の濃度が高く

なるにつれて、より分極した水の存在が確認された。そして、水の分極の大きさは、

溶質の親水基のbasicityと関係つけられることが明らかになってきた。ここでは、 4

種のプタノール異性体/重水の系についての実験結果をもとに、水和のメカニズムを

解明することを目的とする。

外部複基準法・ブタノール・温度依存性・濃度依存性・ケミカルシフト・水

0はしだひろと、ますだようこ、みずのかずこ
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.実験

NMRの測定は、外管に試料溶液、内管に基準物質(ここでは、ヘキサメチノレジシ

ロキサlンを使った)を入れて測定する外部基準法で行った。従って内部基準法とは違

い、試料溶液と基準物質を分離するので、溶媒や組成が異なっても基準物質の化学状

態が変わることなく、複数のサンプルに共通の基準として測定することができる。

内管には、通常用いられるシリンダー状のものとは違い、先端が球状になっている細

管を使用した。この内管を使用すると球とシリンダー状部分にある基準物質の2本の

シグナノレを観測することができる。 2本のシグナルのケミカルシフトの差LJdを利用
することで、バルクの体積磁化率の測定を同時に行い、これを用いてバルクの体積磁

化率の補正をした。さらに、温度依存性の測定において、 25"Cのケミカルシフトを基

準にして 1"C、 50"Cのケミカルシフトの補正を行った(詳しくはP87参照)。

これらの補正によって、全てのケミカルシフトのデータは、 25"Cのヘキサメチルジ

シロキサンのメチルプロトンをOppmとしたuni五edsca1eで表わしである。
ヘキサメチルジシロキサンα品白0)を基準物質として、プタノールのlH、13C_NMR
スベクトルをJEOLJ乱1N・EX400分光器により 1"C、25"C、50"Cで測定した。

-結果と考察

右に示しである図は

(n-butanoνD20)系と

(t-butano~O) 系の

それぞれの CH3基プロ

トンケミカルシフトの

濃度依存性と温度依存

性を示したものであ

る。比較してみると、

t・butanolのCH3基プロ

トンケミカルシフトに

比べて、 n-butanolの

CH3基プロトンケミカ

ルシフトの温度依存性

がわずかに大きいとい

うのがわかる。これは、

それぞれの構造に由来

するものであると予想

される。
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有機化合物50μgの13C NMR 

(シーエーシーズ横浜分析センター) 0棲井愛子，松原康史

13C NMR on Samples of under 50 Micrograms 

Yokohama Laboratory， Center for Analytical Chemistry and Science， Inc. 

Aiko Sakurai and Koshi Matsubara 

The detection limit of 13C NMR spectrum was estimated using a Varian Nanoprobe 

for a weekend experiment in the field of 11. 7 T and 298 K. We experimentally examined 

the effect of pulse repetition time and flip angle on the signal to noise ratio (S/N) of a 

quaternary carbon using 600μg of cholesterol in 40μ1 CDCl3・ TheS/N of the 

quaternary carbon in the spectrum acquired in 63 hours was 6.4 for 30μg of cholesterol， 

and the detection limit (SIN = 3) was estimated to be 14μg. 

低分子量有機化合物の分子構造を決定する場合， lH， COSY， 13C， DEPT， lH_!3C HSQC 

および HMBCスペクトルが測定できればかなりの程度まで構造が決まる.しかし，例えば

代謝物や天然物など試料が微量である場合には，相対的に感度が低い 13CNMRやHMBCで

解析に十分なスペクトルが得られないことが多々ある.13CNMRが測定できる試料量があれ

ば他のスペクトルも測定できる.そこで，高感度な溶液 MASプローブを用いて低分子量有

機化合物の測定条件を検討し，いかに微量の試料で 13CNMRが日常的に測定できるかを確認

した.

一般に水素の結合した炭素は四級炭素より S別比が高いので，四級炭素が検出できれば全

てのシグナルが検出できると期待される.そこで定量性を多少犠牲にしてでも四級炭素の

SIN比が高いスペクトルを得ることを目的として測定条件を検討した.一定時間内での S/N

比を上げるためには，基本的には許容できるデジタル分解能の範囲内でパルス繰り返し時間

を短くすれば良い.ただしそれがスピンースピン緩和時間T2に対して短すぎるとスペクトル
の位相を合わせることができなくなる.つまり，パルス繰り返し時間の下限は必要なデジタ

ル分解能あるいは T2により決まる.フリッフ角はErnstの式から導かれる値を目安にできる

が，そのために必要なスピン一格子緩和時間 T1およびT2を実際に微量試料を扱う場合に実

測できるケ「スはほとんどない.そこで，微量の未知化合物を測定する際の参考とすべく，

2， 3の低分子量有機化合物についてパルス繰り返し時間とフリッフ角の S/N比への影響を

実験的に確認し， SIN比が最高になる条件で 13CNMRを測定した.

溶液MAS，13C NMR，微量

さくらいあいこ，まつばらこうし
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装置はバリアン社製UnityInova NMR分光計，プローブはバリアン社製 13CeH}ナノプ

ローブを用いた.共鳴周波数は 125MHz，測定温度はお℃である.データ取得後の待ち時間

をゼロとして 67時間積算したショ糖45μg(0;13μmol，重水 40μ1)の 13CNMRスペク

トルを Fig.lに示す.全てのシグナルを良好なSIN比で観測できている.次にコレステロー

ル 600μgの重クロロホルム 40μl溶液を用い，パルス繰り返し時間とフリップ角による

140.7ppmの四級炭素の S/N比への影響を調べた.その結果決定した測定条件を用いてコレ

ステロール30μg(0.08μmol)を重クロロホルム 40μ1中で63時間積算した 13CNMRス

ベクトルを Fig.2に示す.四級炭素の S/N=6.4より，検出下限 (SIN=3)は1411gと概算

できる.

quaternary carbon 

SIN = 13.5 

110 105 100 95 90 85 80 

oq:7HHOH 

75 70 65 60 55 ppm 

Figure 1. 13C NMR spectrum of 45μg of sucrose in 40μ1 D20. The total 

experimental time was 67 h. 

quaternary carbon 

S/N = 6.4 

〉

160 140 

ssb 

120 100 80 60 40 20 ppm 

Figure 2. 13C NMR spectrum of 30μg of cholesterol in 40μ1 CDC13・ Thetotal 

experimental time was 63 h. 
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重炭酸ナトリウム水溶液とその水酸化

アルミニウムへの吸着挙動

(産業技術総合研究所九州センターイリノイ大学地質学科2)

0野間弘昭1，R. James阻rkpa出ck2，xia叫瑚tgHou2

Aqu回usSolution of Sodium Bicarbonate and 由 AdsorptionBehavior on Aluminum Hydroxide 

回roa組Noma¥R. James Kirkpa出cIe，xiωqiangHou2 

N油onalJn副知:teof Advanc吋Jndustria1Scien∞andT，∞加ology(AIS司1，University oflllinois2 

Spt油aand relax油ontimes (九九:)of 13C and ZNa NMR wぽ'em関知おdfor both a中∞usω，lutionsof 

N副 C03組 d釦spensionsof amOlphous Al(O町3in the solutionsωana1yze the chemical sp∞i岱 of批 solutions
and由.eadsorption behaviors ofぬめ00蹴 ions00也ehydroxide su血.ces. T2 value of 13C NMR of the solutions 

was 1悶白血 1/10ofT1ラwhichis attributedωthe rapid proぬnexchange of説明も00蹴 ions.百leline wi拙 sof 

13C and ZNa NMR si伊拙 of也E釦sp四SlOnsmcr，臨むd∞mpan吋 w油血oseof勧 n剖 solutions..百m
indi何回也at加血b~ωぬona総 i∞sandNai佃S 回:cha噌erapidly betw悶 1solutions and solid側出附白均価蹴

fractions sorち吋onthe釦由民wereestimated from T1 values of 13C NMR and∞mpru吋 w油血evalues from血c
sorption isothem1. By ωlid-st蹴 NMRofsolid鈎mplesafter the鈎中世onヲ辻wasclarified也atpart ofωぬonate

ions were chemica1ly sor以対on也.esw命∞s.

166.4 

1.はじめに pH 10.01 
地球の炭素サイクルを考える時、水に溶解した炭酸

イオン種の状態と、その鉱物表面との相互作用を分子レ

H王a，， l1163LZ ベルで明らカヰこすることは重要である。今回、重炭酸ナ

トリウム水樹夜と、この蹴夜に水酸化アルミニウムを懸

濁させたモデ、ル系を用いて、 13CとZNaNMRのスベクト

ルとその緩和時間T1と九を測定することで、炭酸イオン

HEHUl 

116Zヲ

の溶存状態と吸着挙動について検討した。

2.実験方法 127.0 

13Cを濃縮したO.OSMNaH13C031こlNHClまたはlN
COz(aq) 

NaOHを添加してpHを変化させた。陥nmNMR管lこ、非 162.6 127.0 

品質の'Al(OH)3を加え、さらに各種濃度のNaHC03溶液を
pH 5.94 

添加して、固液比0.4g1mlの懸濁液を調整した。癖夜と懸

濁夜の13CとZNaのNMRを、 VaIian製UnityJnova 600 (14.1 200 180 160 140 120 1ω 
ppm 

1)を用いて、 2S
0
Cで測定した。緩和時間目と九の測定に

Fig.l13CN恥1RofNaHC03 solutions. 
は、それぞ、れ反転回復法とCaIr-Pur∞U-Meib∞m-GiU~去を

用いた。別に湿式分析でNaHC03蹴夜のAl(O同3への吸着等温隷を求めた戸 4仇叫のNaHC03瀦夜にIgの

Al(OH)3を加え、 2S
0
Cの恒温槽で2時間撹はんし、ろ別後、ろ液中の炭素量をUlC，Jnc.製ModelSO14 CO2 

Coulom出 rで、 NaをICPで定量した。ろ別後の固体試料は、固体NMRで評価した。

重炭酸イオン、炭酸イオン、緩和時間、プロトン交換、イオン吸着

のまひろあき， R.ジェイムズ・カークパトリック，ショウチャン・ホウ
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図1に0.05MNaHC03翻夜の13CNMRスベクト

ルを示す。純粍噌持夜のpHは8.89で、 163.2ppm~こ 1

本のシグナルが認められた。 pHを変化させると、

化学シフトは162.6から166.4ppmに変化し、純粋

のNa2C03溶液では170.1ppmであった。とれは

HC03イオンとC03イオンの2種類のイオンが高

速で交換しているために、一本のシグPナルとなり、

その存在割合に比例して化学シフトが変化する

ためであるIL普通の樹夜ではT1と九は一致する
はずだが、 13Cの九(2.1s)はT1(33s)の1/10以下となっ

ており、これはこの化学交換の効果と考えられた。

低し、pHで、は・127.Oppm~こCO2(:叫)の存在が認めら

れた1)0 ~aN恥但では、 o ppm付近に1本のシグ

ナルが認められ、 pHによる変化はほとんどなく、

T1と九は一致した。

懸齢夜では、徹夜と比較して化学シフトはほと

んど変化しなかったが、その線幅(半価壬当面)は、

13C N恥Rでは溶液の1---3胞から163Hzに大幅に o 
増加した。 Naの線幅も耳Jzから80胞に増加しt-c.n

0 
，... .~I!..， . 40 60 80 100 ー。 TotalCarbonate in System per • 

この線幅の増加に対応して、 T2の値はCではI/75 Unit Surface Area (moleculefmm) 

以下、Naでは1/7程度に減少、した。とのことから、 Fig.3 Amo凶 sorb吋 foramo中蜘sAl(O時金umT1

炭酸イオンとNaイオンともに樹夜と国体表面の and sorption isotherm也m.

聞を動的に交換していることがわかる。 NaHC03翻夜と懸濁夜の13CのT1を図2に示す。濃度が変化し
でも、樹夜のT1がほぼ一定であるのに対し、懸轍夜のT1は、 1Mでは溶液と同じであったのに、濃度が

減少するに従い減少した。これは重炭酸イオンが蹴夜中と固体表面の間を動的に交換しているためで、

測定されたT1の値は、式 (1)に示すように、溶液と表面の値の平均化されたものとなる。

R時 =α Rsurr+(l一α)RsoJn (1) 

(R= 1m :緩和速度， α:全体の炭酸イオンの内、固体表面に存在する割合)
この式と、 Rsurr=O.3 と推定することで、存在割合α を計算でき、図 3~こT1から求めたαの値と、湿

式分析により求めた吸着等温線を示す。 NMRと湿式分析で固液比が異なるために、横軸には固体の単

位表面積あたりの全炭素量を用いて標準化した。 2つの方法で求めた値は、低濃度では一致するのに

対し、高濃度ではNMRから求めた値の方が小さかった。ろ53rj後の固体部ヰの13Cと怖の固{杯恥低

から、Al(OH)3表面に化学吸着した炭酸イオンとNaイオンが検出された。以上から、多くの炭酸イオ

ンとNaイオンは樹夜と固体表面の拡散層の聞を高速に交換しているが、一部のイオンは固体表面に化

学吸着しており、騨械のNMRのシグナルとは別の広幅のシグナルとなる。このため緩和時間の測

定では、国体表面に化学吸着された分は含まれず、固体表面での存在割合αが高濃度では湿式分析の

3.結果と考察 40 
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値よりも小さくなったと考えられる。

参考文献

1) Abbott， T. M.; Buchanan， G. w.; Kruus， P目;Lee， K. C. Can. J Chem. 1982， 60， 1000-1006. 
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PFG・NMR法による高圧マイクロエマルションの

拡散・ダイナミクスの解明

(ノースカロライナ大・化学1、テキサス大・化学工学2) 

O永嶋一臣 1，B. XU1， Joseph M. DeSimone1， C. Ted Lee， Jr人

K. P. Johnston2， C. S. Johnson， Jr.1 

Di血 sionand Dynam加 ofHigh Pressure Microemulsions Probed bヴPFιNMR

University of North Carolina 1 and University of Texas2ラkazNa!1:ashimfll， BinXu¥ 

Joseph M. DeSimone1， C. Ted Lee2， Jr.， Keith P. Johnston2， and Charles S. Johnson， Jr. 1 

Liquid and supercritical伺 rbondioxide (C02) has been used as a solvent aIternative in food， cJeaning， 

and separation industry. Its non-to口uc，non-flamable， and low cost natures are the advantages above 

conventional hydro-and fluoro-carbons. However， there is a drawback in that most polar species 

cannot dissolve in the high pressure solvent. Rec明ltat!entions have then been toへwardthe use of 

water mixture to incorporate polar catalysts， inorganic compounds， and bio-macromolecules. 

Ammonium salt of mono-carboxylated perfluoropolyether (PFPE-NH4) is one of few surfactants 

which form aqueous miα'oemulsions in liquid and supercritical carbon dioxide (i.e.， wat旬er/C02

micαroemu山1

backbone， and water in liquid CO2. A flame-folded high pressure伺 pillary")and ordinary liquid 

NMR probe were used for the measurements above 400 atm. 

近年、液体及び超臨界二酸化炭素は従来の有機溶媒の代替品として注目を集めている。

無害、非燃、低価格といった特徴に加え、臨界圧・臨界温度が低く (Tι=31.4 oC， Pじ=72.8 

atm)、高い圧縮率を持つため取扱い易い。さらにその低い粘度や表面張力が通常の溶媒で

は不可能な細かい洗浄や効率の良い合成反応を可能にする。蒸発熱が極めて低いため(元よ

りガスだからバルブを開けば逸散する)水に比してエネルギー消費が少ない。 Lかし、かく

も多くの利点、を持ちながら利用が広まらないのには理由がある。二酸化炭素は俗に化学で言

う「貧溶媒」で、揮発性の高い小さな分子以外、殆どの中・高分子量種が溶けなし」また永

久双極子をもたないため、水や無機塩といった極性のあるものも微量しか溶けない。

最近、環境科学への感心の高まりから急進的にこの分野の研究が進み、分子量 700程

度のフツ佑ポリエーテル界面活性剤が水/二酸化炭素マイクロエマルション形成の仲立ちを

することが発見された。 1) 活性剤濃度や系の圧力を変えると、 50体積%まで水を混入す

ることができるため、イオン種や親水性物質の適用も可能となる。新しい活性剤の分子設計

やマイクロエマルション形成の最適条件の発見のため、当該系の構成物の分子交換や拡散を

高圧、毛細管、拡散、緩和、分子交換

ながしまかずおみ、ビン・シユ一、テッド・リ一、ジヨー・デイシモン、キース・ジョンス

トン、チャールズ・ジョンソン
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調べることは有意義と考える。本報告では水、活性剤、アンモニウムイオンの動的挙動並び

に拡散を高圧耐性毛細管2)を用い通常の液体用 NMRプローブで調査した。 H20 と NH4+の

間での水素原子の交換が液体二酸佑炭素中で観察された。また拡散実験の結果より、含水量

に関わらず、水分子は逆ミセル内にほぼ完全に包含されることが分かった。

Fig. 1 High pressure set-up and flame-folded capillary. 

H20 

一
円
H一qa

O
一
氏

H
一
町

E
E
5
3
 

0

一
M

一d一Mo 
w
 
4.07/2 

1.00/4 

= 8.1 
Acetone 

v 
'0 

，......ーr---'"ー寸
3.0 2.0 1.0 

v 
9.。 B~O 7~O 6~O 5:0 4~O 

1加 4.07 
ppm 

Fig.2 lH NMR spectra ofthe microemulsion sample at 4，000 psi (272 atm). 

1. K. P. Johnston et al. Science， 271， 624 (1996): C. T. Lee， Jr. et al. J. Phys. Chem. B 104， 

4448 (2000). 

2. C. R. Yonker， et al. J. Magn. Reson. A 113， 102 (1995). 
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Application of 19F NMR Relaxometry to the determination 
of porosity and pore size distribution in hydrated cements， 
mortars， concretes and other porous materials. 

e Analytical Centre， D. Mendeleev University of Chemical Technology of Russia， Miusskaya sq. 9， 
125047 Moscow， RUSSIA， bUniversity ofDundee， Dundee DDI4HN， Scotland， UK，c Vienna 
University of Technology， Getreidemarkt 9/153， AlOωWien， OSTERREIC町

o A.B. Koudriavtsev" M.D. Danchev'， G. Hunterb and W. LinertC 

τ'he aim of this study was to explore the possibility of出edetぽminationof porosity of various 
porous materials employing 1ヤnmrrelaxom出 y.百lIshas been done using samples of hydrated Portland 
cement (pc) white cement (wc) calcium aluminate(ca) and triωlcium silicate (C3S)即巴dwith Freon 1l. 
Samples were prepared using commercial cements and water-to-cement ratio 0.5. The advan白gesof出is
method are由eab喧enαofbackground signal and longer (曲anin lH relaxom巴町y)fr∞induction decay. 

Using a modified high power NMR probehead designed for large samples (d = 20 mm， h = 25mm， 
t叩 =5司 8μsec)the saturation -recovery 19p (188.3 MHz) FID curves were recorded over Freon contents 
仕om0.07 to 0.35 weight企actionat 296K.百le19p spectra of曲巴 samples∞ntaining巴xteriorliquid 
showed白紙themagnetic susceptibility of soJid samples， hence the content of paramagnetic components， 
can be estimated from the chemical shift induced in the signals of白eexDぽiorJiquid. Obtained estimates 
(Table 1) quaJitatively followed the average FC:!03 contents in commぽcialproducts， although the absolute 
amounts were highぽ白組曲osespecified for actual cements. A calibration procedure must therefore be 
applied in order to obtain absolute values. 

τ'he total porosity was determin巴dby weighing白紙samplewith白emax並lumFreon content血atdid not 
result in specific signals for the extぽiorliquidぐTable1).τ'he relationship between maximum Freon 
content and extrapolated signal amplitude (Ao) in such samples was lir悶 r，with a small intぽcept
corresponding to less白an6% of血巴to凶 amountofFreon. 

Table 1. Estimated parameters for the samples of hydrated cements investigated. 

Weight p A χ)06 Fe，O， Freon Total A。
ofcement content porosity 
g gcm" ppm %w E cm'/g arb.u 

pc 10.38 1.54 67.4 282 11.9 3.120 0.201 15430 
WC 7.88 1.51 9.07 38 1.64 2.480 0.210 12408 

ca 8.06 1.78 1.56 6.51 0.24 1.057 0.088 5005 

cs 9.34 1.29 2.570 0.184 11948 

Experimental saturation-recovery re-equilibration curves were analysed as functions of real time 
(FID) and re-equilibration time， using from one to three distributions of relaxation rates having tri組 gular
or square shape (Fig. 1， Eqs. (1， 2， 3)). 

r>1 件品þ(l+ラ~R)

R
i

=品3(l+合)

)
 

唱

E
A(
 

丹(R)

r=1 
(2) 

i r<1 
和 町

R 

Fig.1. The tl"Iangular-square 
distl"Ibution 

Keywords: NMR， relaxometry， cements， porosity 
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In general， a decaying patt聞 1of tri加 gulardistribution describes tbe experimen凶 databetter血aneitber 
square or rising triangular distributions. B y selecting a fixed type of distribution白enumber of adjustable 
parameters was reduced to four:initial relaxation rate， widtb of dis佐ibution，asymmetry factor and 
intensity (自国polatedamplitude) of dis佐ibution.Analysis of出eexperimental data yielded es伽lat巴sof 
mean relaxation times (R1加 dR2*)， tbeir variances， tbird moments， etc. Al白oughonly four par組問ters
were adjusted a moment of any order can be calculated但q.(2)). Additionally，位leresonance frequencies 

of白erelaxing phases (ω1) were also estimated (Eq. (3)). 

Both tbe longitudinal (R1) and transverse (R2*) relaxation rate in pc were described by single 
distributions (Fig. 2).百lewidtb of出巴 distributionof Rl decreased wi由化αeasingFreon content， 
whereas白紙ofR/ increased as a result of由巴contributionof血edifference in resonance frequenciωto 
佐ansverser巴laxation.At high巴rFreon contents tbe filled pores are connected and fast ex仙沼1geeffect巴d
a narrow Rz* distribution. When tbe connecting fluid was removed， tbe exchange betw巴enpぽes
characterised by diff<巴rentresonanαfrequenci巴sbecame slow， resulting in a wide distribution of Rz*.τb.e 
narrow distribution of Rl (much smaller血an血atof R2*) reflected tbe slow exchange between bulk 
connecting fluid (maαo-pores)加 dFreonin miα0-and meso-pores. 

Longitudinal (Rll 19 F relaxation in Portland cement Transverse (R2l 19 F relaxation in Portland cement 

o
b
 
l
 
t
 
n
 

aむt
 
n
 

E

A

V

 
れの
uau 

ザ
-U
E
 

引
引

(
【
町
民
特

20+71 

200 

I?elo~_ 300~ 
吋‘~~IO~rnゆ

L 勺 /(I1ls)‘I 

(
N
N
h
k
 

200 

Fig 2. Oistributions of transverse and longitudinal relaxation rates in pc at different仕eoncontents 

In otber sampl巴s(wc， ac and C3S) transverse relaxation was successfully described (in白eregion of 
A(t)注0.5Ao) by single exponentials， while白巴longitudinalrelaxation could be deconvolu匂dinto two or 
白r∞separatedistributions. These dis町ibutionswere assigned to relaxating phases in slow exchange， 
distinguished by their relaxation rat巴S加 d(mainly) by their resonan∞仕equencies.白leof血esephases， 
characterised by the lowest longitudinal relaxation rate， was found to disappear selectively when Freon 
was allowed to evaporate from a sample.τb巴contentof出巴 fastrelaxating phase was approximately 
constantin出eregion of白巴irco・existence.百1巴sedata can be explained by a model of bulk (conn氏出g)
fluid in slow exchange witb eitber tbe adsorption layer or with liquid in miα0・andmeso・pores.The 
observed d巴pendenciesof the mean relaxation rates on Frωn content fit this model. 

These results indicate出at19p relaxometry can be used advantageously in studiωof由epore size 
distribution in hadrated cements， mortars， conαetes， and otber porous matぽials.
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PGSENMR法によるリオトロピック液晶溶液における分子運動の研究

東工芸大連携最先端技術研究セ O兼清真人
東工芸大工 土屋真純，野瀬卓平
東工大院理工・高分子セ 安藤勲
東工芸大工・連携最先端技術研究セ植松淑子

A Study of Molecular Motions in PLG Liquid Crystal Solutions by 1 H pulse NMR method. 

MH!':Hhit.o KANRKTVQ(Joint Research Center for High-technology， Tokyo Institute of 
Polytechnics， 1583， Iiyama， Atsugi-shi， Kanagawa， 243・0097)，Masumi TSUCHIYA， τ'akuhei 
NOSE，σaculty of Engineering， Tokyo Institute of Polytechnics)， Ando ISAO (Department of 
Chemistry and Material Scien氾e，Tokyo Institute ofτ'echnology， Ookayama， Meguro-ku， Tokyo 
152・8552)，yc関 hikoUEMATSU (Joint Research Center for High-technology • Faculty of 
Engineering， Tokyo Institute of Polytechnics) 
τ込1.0462・42・4111(ex.9526)，Fax. 0462-42・9526，e-mail: mkanekjy@Chem t-kou空白ー泊c.in

In order to clarify molecular motions of PLG liquid crystal solution， lH pulse NMR and lH pulse field 
gradient spin echo (PGSE) spectra were measu開 d.From the experimental開 S叫tsit was found that the 
self-diffusion signal of the solvent is mainly composed of two components. The rapid selιdiffusion 
component corresponding to the mobile component comes from the free solvent， and the slow selιdiffusion 
component corresponding to the immobile component comes from solvent molecules having strong 
interactions with PLG. Further， it was found that the self-diffusion coefficient is changed with the 
temperature and con四ntrationofthe PLG solution 

序論

リオトロピック液晶を形成する代表的な棒状高分子の一つであるポリ (γ・ベンジル L-グルタメー

ト)σBLG)は光学的に活性であり、濃厚溶液中でコレステリック液晶を形成し、液晶中では高い形態

旋光性を示す。そのコレステリックピッチは濃度、温度そして溶媒の種類など多くの物理的因子に影

響される。

上記のような性質を持つ PBLG溶液の分子運動を評価するために、本研究では、パルス NMR法

によりスピンスヒロン緩和時間σ2)と拡散係数の測定を行い、PBLG液晶溶液の分子運動の解析を行い、

溶媒分子の運動を通じて PBLG分子の側鎖の運動を解明することを試みた。

実験 イCO一伺-NHK
試料は、 PBLG(Mw=18200)、溶媒にはクロロホルムを使用し、 宇Tも

濃度は 10-40wlv%に調製したo ヰEも ，----.. 

また溶媒が異なった試料として、クロロホルム/ベンゼン混合 。ιo-Ec吹く0)
溶媒(1:1)を使用し、濃度は20wlv%のサンプルを調製した。~

PBLGの側鎖長が異なった試料は、協和発酵側提供のPMLG[poly(γ・methylL-glutamate)](重合度

700)の末端メチル基に、 benzylalcohol，phenetylalcohol， 3・phenyl-l・propanol，4

PBLG、液晶、パルス NMR、lH・T2、自己拡散

かねきよまさひと、っちゃますみ、のせたくへい、あんどういさお、うえまつよしこ
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4種類のアルキル基の異なるアルコールをエステル交換法により置換し、 PBLG[poly(γ-benzylL-

glutamate)] (n= 1) ，PPLG [poly(γ ・phenetylL-glutamate)](n=2)， PPPLG[poly(γ ・3・phenylpropylL-

glutamate)](n=3) ， PPBLG[poly(γ ・4・phenylbutylL-glutamate)](n=4)を合成し、溶媒にはクロロホ

ルムを使用した。

測定方法はBruker社製の MinispecMq20パルス NMR(測定周波数20.0MHz)を用いて、 CPMG

法により IHT2の測定を行い、 PBLG溶液の運動性の評価を行った。スピンエコーパルス系列により、

パルス磁場勾配IHNMR測定を行い、溶液中の溶媒分子の拡散係数を測定した。

結果及び考察

IH T2の測定の結果 PBLG/CHCla溶液に

おいて CHCla溶媒の IHT2成分は 1成分で

あることがわかった。一方、パルス磁場勾配

IHNMR測定の結果 CHC13溶媒には2つの

異なった拡散係数の成分が存在することが

わかった(Fig.l)。これらの成分のうち、大き

な拡散係数の成分は速い運動を行っている

自由な溶媒の成分であり、小さな拡散係数の

成分は PBLGによって束縛され遅い運動を

行っている溶媒の成分であると考えられる。

これら成分の自己拡散係数は、混度及び

M 

N 

E 

1∞ 

10 

。.1
O.E+OO 5.E+08 l.E+09 2.E+09 2.E+09 3.E+09 

100 

G'γ2152(.6.-6'/3) I m-2s 

Fig. 1. Diffusional spin-echo attenuation of CHCl. in 

PBLG solution with PBLG concentration 40 w/v% (T = 

323 K) by varying the field gradient amplitude(G) 

PBLG濃度変化に対して変化することがわか 叩

った。

混合溶媒系の試料として PBLG/(CDCla / 

C6H6)溶液及び PBLG/(CHC13 / C6D6)溶液の

拡散係数測定の結果、 CHC13溶媒と C6H6溶

媒の拡散係数の温度変化には大きな違いは見

られなかった。一方、小さな拡散係数の成分

の分率の温度変化はFig.2の様になり、CHCla

溶媒の分率は温度上昇に伴い変化するのに対

し、 C6H6溶媒の分率は変化が見られなかったO

この結果、 CHCla溶媒に比べて C6H6溶媒の

方がPBLG分子により強く束縛されているこ

とが明らかとなった。

更に、これらの結果及び PPLG，PPPLG， 

PPBLG溶液の結果を用いて PBLG系液晶溶

液における分子運動ついて検討を行う予定で

ある。
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Fig.2. Plots offractions ofthe echo signal for slow motion 

components of CJI6 in PBLG/(CDCl.・CJI.，)solution and 

CHCl. in PBLG/(CHCl.・C6D.，)solution with PBLG 

concentration 20 w /v% against the inverse temperature 
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液晶試料が示す 13C磁場配向誘起シフトスペクトルの

帰属簡便法

(バリアンテクノロジーズ、ジャパン)

0芦田淳、中井利仁

The Simple Assignment Method for 13C Magnetic Field Alignment Induced Shift 

Spectrum of Liquid Crystal Samples. 

Jun Ashidl!， and Toshihito Nakai 

Varian Technologies Japan Ltd. 

Liquid crystal molecules orient in the magnetic field and show specific 13C chemical 

shifts (magnetic field alignment induced shift) which originate in chemical' shift 

anisotropy. From the analysis of these 13C chemical shifts， the information of 

structure and dynamics of the liquid crystal molecules and the properties of the liquid 

crystal could be obtained. However， the method for the assignment of the magnetic 

field alignment induced shift signals has not been established yet. In this study， a 

new method for the assignment of the magnetic field alignment induced shifts under 

the off magic angle spinning is proposed. 

[緒言]

液晶分子は磁場中で配向し、化学シフト異方性に由来する独特の 13C化学

シフト(磁場配向誘起シフト)を示す。このシフトの解析により、液晶分子の

構造・運動および試料としての液晶物性に関する豊富な知見が得られる。しか

しながら、この磁場配向誘起シフトと MAS法や溶液 NMRで観測される化学シ

フト等方平均値の聞には相関がないため、解析に必要不可欠な共鳴線の帰属方

法は確立されていない。

本発表では、スベクトルの帰属を決定する簡便な方法として、オフマジッ

クアングルスピニングの利用を提案する。

[実験]

NMR測定は、VarianUNITYINOVA400で行った。プローブは、 AutoMAS③ 7mm

CP/MASプロープを用いた。このプロープでは、試料回転角度を magicangleか

ら:t5~ 100

ずらして測定を行うことが可能である。試料回転速度は、 4~5kHz

とした。試料は、 p-methoxybenzylidenep¥・n・butylamine(MBBA) を用いた。

液品、磁場配向誘起シフト、化学シフト異方性、帰属、

オフマジックアングノレスピニング

あしだ じゅん、なかい としひと

258-



【結果と考察]

図に MASおよび静止状態での MBBAの!3CCP/MASスベクトルを示した。

14本のピークが観測されるが、磁場配向誘起シフトにより、 MASスベクトルで

示される化学シフト等方平均値と静止状態でのスペクトノレは異なっており、静

止状態でのスベクトノレの帰属は困難である。

-;.......，-.r，rふ二十んと一一…一…Jト

o 100 
ppm from TMS 

Figure The static (top) and MAS (bottom) 13C spectra of MBBA 

show the assignment determined from the following table. 

The dashed lines 

下表左に MBBAの 14本のピークの MAS、Off-MAS(eくem)状態での 13C
化学シフト値を示した。また下表右には、角度依存変化から予測される静止状

態での!3C化学シフト値と、実測の静止状態の 13C化学シフト値を示した。この

ように、 MASスベクトルと静止スベクトルの 14本のピークを、一対ーで対応

づけることができた。

試料回転角度 (deg) 54.74 53.66 

Scaling Factor O 0.0267 

14.4 14.4 

2 23.1 23.0 

化 3 34.0 33.8 

共寸1L• 
4 35.7 35.4 

5 55.2 55.1 

シ 6 114.4 114.8 

フ. 7 12l.6 12l.8 

8 129.4 129.7 

9 130.0 ※ 

10 130.9 13l.4 

(ppm) 11 140.4 141.5 

12 150.0 15l.0 

13 157.9 158.5 

14 162.3 163.2 

5l.41 49.45 

0.0835 0.134 

14.2 14.1 

22.7 22.6 

33.4 33.2 

34.9 34.5 

55.1 55.1 

115.9 116.5 

122.7 123.2 

130.7 131.3 

※ 135.2 

132.6 133.4 

144.0 146.0 

153.7 156.2 

160.1 160.9 

165.9 167.3 

47.44 

0.1863 

14.0 

22.4 

32.6 

33.8 

54.9 

117.7 

124.3 

132.4 

138.4 

134.8 

149.5 

157.5 

162.8 I 
170.3 

予想シフト|静止

1.00 実測値

13.8 

20.9 

27.5 

26.8 

55.2 

133.5 

137.1 

147.0 

177.5 

152.7 

189.8 

195.3 

185.0 

206.5 

Table (Left) The 13C chemical shifts at MAS， and off-MAS of MBBA. 

calculated and experimental static 13C chemical shifts of MBBA. 

(Right) The 

発表当日は、他の液品試料における実験結果も合わせて示す予定である。
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NMRによる PVDF系ゲル電解質のイオン移動特性の研究

(科技団科技特 l、産総研 2、神戸大院自然科学 3、JEOL4)

0片岡弘 1，2、粛藤唯理亜 2、蔭山博之 2、宮崎義憲2、出来成人 3、
池田武義 4

TRANSPORT PROPERTIES OF IONIC SPECIES IN PVDF-BASED POLYMER 

GEL ELECTROLYTES AS STUDIED BY NUCLEAR MAGNETICRESONANCE 

Hiroshi Kataoka 1ペYuriaSaito
2， Hiroyuki Kageyama2， Yoshinori Miyazaki2， 

Shigehito Deki3 and Takeyoshi Ikeda4 

(Japan Science and Technology Corporation 1， National Institute of Advanced lndustrial 

Science and Technology2， Kobe University3， JEOL 4) 

Transport properties of ionic species (lithium and anion group) in P(VPF-HFP) 

-1M LiN(CF3S02h/EC/DEC were investigated by pulsed-gradient spin-echo NMR and 

direct current NMR technique. Declines of ionic mobilities of lithium ion and anion 

group were observed with increase of the polymer weight ratio， whereas the diffusion 

coefficients of lithium， anion and solvents were constant. This indicated that the 

dissociation degree ofLiN(CF3S02h was decreased as the polymer ratio increased. 

1.はじめに 磁場勾配 NMRによる拡散係数測定は等方的な系に留まらず、

コロイドや膜など異方性をもっ多岐な系に応用されている.我々はこれまでに，

安全性の高い全国体型リチウムイオン二次電池材料として研究開発が行われてい

るリチウムゲル電解質に関して，磁場勾配 NMRや直流電場 NMRを用いてゲルの

導電メカニズム解明を行ってきた[1，2]. 直流電場 NMRでは，一定電場(E)の印加

によりイオンのみを選択的にドリフトしてイオン種の泳動速度Vobs(=，μobsE)を測定

することにより，イオン易動度 μobs(= Xfiion， X:塩の解離度， μion:真のイオン易動度)

が評価可能である[3].今回， PVdF系ゲル電解質中で，電場存在下でのリチウム

イオン挙動のポリマー量依存性を測定し，ゲル中でポリマーが塩の解離やイオン

ダイナミクスに及ぼす影響を調べた.

L基盤 測定は JEOLlECP300W分光器(共鳴周波数百核 300.5MHz)を用いて

298 Kにて行った.拡散係数測定は磁場勾配 NMR法を用いて行った.ここで得ら

れるエコー強度 M(2τ)田 exp[-i g2 o2 Ds (4企-o)π-2]は電場を印加した場合

拡散係数，易動度 7Li，19F，ポリマーゲル電解質

かたおかひろし，さいとうゅりあ，かげやまひろゆき，みやざきよしのり，

できしげひと，いけだたけよし
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Mv(2τ)∞ cos(2 y g v o L¥ /π) M(2τ) (1) 

と表される.ここでvはイオンの泳動速度であり， γ:観測核の磁気回転比， g:磁

場勾配強度，Ds:自己拡散係数， o:磁場勾配パルス幅，L¥:磁場勾配パルス間隔(拡

散時間)である.試料への電場印加は，直流電場 NMR法で 4端子セルを用いて

NMR信号観測領域の電場を一定値に制御して，イオンのドリフト速度を求めた.

磁場勾配および直流電場方向は超伝導磁石の静磁場方向と一致させ，試料の分

極・分解防止のために測定毎に電極極性を反転させて測定した.典型的な実験条

件は， g=62 CLi) / 17 (IH， 19F) Gauss cm-I， O=O・3ms，企二1_5s，最大印加電圧 20Vで

あった.試料のリチウムゲル電解質は LiN(CF3S02hの EC/DEC(v/v2/3) 1M溶液と

ポリフッ化ピニリデンヘキサフルオロプロピレン(PVdF-HFP)を適量混合し，キヤ

ステイング法により調製した. PVdF-HFPの重量分率は 2・10wt%の範囲で変化さ

せた.

3.結果及び考察 図 lにゲル電解質の自己拡散係数(リチウム0，アニオン口，
溶媒ム)およびイオン易動度(リチウム・，アニオン.)のポリマー比率依存性を示

す.ポリマー量が 2-10wt%の範囲で いずれの拡散係数も一定値を示した.これ

はポリマー添加によるゲルのマクロ粘性変化が，数 μm範囲のミクロな拡散係数

には影響していないことを示している.一方，イオン易動度は，ポリマー量が増

加するに従い減少する傾向が明らかとなった.ミクロ粘性が一定の領域では，真

のイオン易動度(μion)Iま一定であると考えられるため， μobsのポリマー依存性は，

リチウム塩の解離度(x)成分が減少したことに起因すると考えられる.更にこの領

域で測定により得られた拡散係数とイオン易動度から，解離度を求める考察を行

った.当日は電気伝導率の測定結果も合わせてイオンダイナミクスについて議論

する.
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スピン拡散測定lこ基づく固体分散体におけるニフェジピンと PVPの分散状態の解明

(国立衛研)0阿曽幸男、吉岡謹江、小嶋茂雄

Study on miscibility ofnifedipine and PVP in solid dispersions by spin.diffusion measurement 

(National Institute of Health Sciences) 

Yukio Aso， Sumie Yoshioka and Shigeo Kojima 

Miscibility of nifedipine and PVP in solid dispersions was studied by measuring lH-Tlρ 

of nifedipine and PVP. Solid dispersion， which was prepared by melting and solvent 

evaporation methods， showed averaged lH.Tlρ， indicating that the dispersions are 

homogeneous in the scale of about 5 nm. 

はじめに

難溶性医薬品と水溶性高分子を国体分散体とすることによって溶解性を改善する試みが多数の

医薬品において行われている。溶解性の改善のメカニズムは固体分散体化することにより医薬品

が結晶状態から非晶質化することによると考えられている。固体分散体が非品質であることは

DSC、X線回折測定などによって確認されるが、医薬品と高分子の分散状態、すなわち、医薬品

が分子レベルで高分子の中に分散しているのか、非品質医薬品がある程度の大きさをもった状態

で高分子の中に分散しているのかという知見に関してはほとんど検討されていない。固体分散体

における医薬品と高分子の分散状態は溶解性に大きな影響を及ぼすと考えられるため、医薬品の

分散状態に関する情報は優れた固体分散体を調製するための重要な知見と考えられる。

本研究では種々の条件で調製したニフェジピン-PVP固体分散体について、 lH-NMRTlρの測

定を行い、スピン拡散による緩和時間の平均化を指標として、医薬品と高分子の分散状態分散状一

態を明らかにした。

実験

熔融法による国体分散体は、結晶ニフェジピンと PVPの混合物(重量比7:3)を180"Cで熔融後、

液体窒素にいれて急冷することによって調製した。溶媒法による固体分散体は、結晶ニフェジピ

ンと PVPの混合物(重量比 7:3、5:5)をジクロロメタンあるいはアセトンに溶解した後、減圧下、

溶媒を留去して調製した。 lH-Tlplま13C一固体高分解能NMR(VarianUnity Plus)を用い、 0.1か

ら8msのcontacttimeで測定LたニフェジピンおよびPVP炭素の信号強度から算出した。信号

強度と contacttimeの関係を Fig.11こ示す。

結果および考察

非品質ニフェジピンおよびPVPの単独系における TlρはTableに示すように、それぞれ60、8ms

で、あった。分散体にすることによりニフェジピン、 PVPの Tlpはほぼ同様の値となった。また、

その値は 1式に基づいて算出した Tlpの計算値と実験誤差内でよく一致した。従って、今回検討

した分散体ではニフェジピンは数nmのスケールで、均一に分散していると考えられる。

キーワード:スピン拡散、緩和時間、固体分散体

あそゆきお、よしおかすみえ、こじましげお
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仏)pure n出 dipine，(B) pure PVP， (C) nifedipin in dispersion (7:3) and (D) PVP in dispersion 

(7:3) 

Table lH-NMR Tlp ofnifeipine and PVP， and Tg 

of solid dispersions 

T
1P 
H (ms) obsd. T1p

H calcd. Tg 

ー=一一弘一+ んァ (1) Nifedipine PVP (ms) (oC) 
T，p(calc.) T，p(NIF)p，，， T，p(PVP)p"" 

Pure sample 60.4 7.7 48. 171 

Dispersion 

また、 ModulatedDSCの可逆成分の 7:3melting 16.0 14.0 16.1 72 

データから得られた Tgは何れの分散 Solventmethod 

体においても 1つであり、その値は 7:3CH
2
CI
2 16.6 15.4 16.1 65 

Gordon-Taylor式から予測される値 7:3Acetone 15.6 15.9 16.1 69 

と同様であった。これはNMRのデー 5:5 CH
2
CI
2 11.6 10.6 11.6 99 

タを支持するものと考えられる。
5:5 Acetone 10.1 12.1 11.6 95 
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宇ラノル液晶 NMRj去による光学異性体の分離

ーク二コナゾーノムジニコナゾーノルへの応用ー

(神戸薬大阪大医 2)0杉浦虞喜子灰野裕美伊藤允好 1

藤原英明 2 木村敦臣 2

Discrimination of Opticallsomers using NMR Method in Chiral Liquid Crystalline Solution. 

-Application to Uniconazole and Diniconazole -

Makiko Sugiural， Hiromi Hainol， Masayoshi Itol， Hideaki Fujiwara2， Atsuomi Kimura2 

lKobe Pharmaceutical Universi軌

2Sch∞101 Allied Health Sciences， Faculty 01 Medicine， Osaka University 

Uniconazole (1) and diniconazole (11) which show antifungal and plant growth regulating activities 

have been dissolved in PBLG-CDC13 chiral liquid crystalline solvent for measurements of ~3C NMR. 

百lechemical shift separations due to the chemical shift anisotropy have been observed on several 

aromatic carbons between the optical isomers (R and S). Direct coupling constants (DCH) have been 

also measured for each optical isomers. Enantiomeric excess have been estimated using the area of 

the separated signals (1 : R/S=21179， 11: R/S=89/11)， which shows quantitative agreements with the 

ac旬alratios. 

{はじめに] 近年キラル液晶を溶媒として NMR測定を行い，光学異性体における化学シ

フト異方性，双極子直接結合，四極子結合などの差を利用して光学異性体の分離観測する試

みがなされている。との方法は，対象となる光学活性体に化学修飾をほどこさないで直接観

測出来ること，溶媒として用いる液晶がヘリックス構造をとるため生理環境に近いというこ

となど，魅力的な方法であるが，多くの例があるにもかかわらず，少し構造が複雑な生理活

性物質や天然物への応用はあまりなされていない。

今回建小化活性及び殺菌活性を有するトリアゾール系化合物ウニコナゾール(1)，ジニコ

ナゾール(1)を対象としてその光学異性体の分離観測を試みた。これらの化合物は，植物

生長調節剤としてはS体の方が，殺菌剤としては R 体の方がはるかに強い作用を示すこと

が知られている。

{実験] 1 (R/S=21/79) ，11(85/15)それぞれを， PoIY-y-(benzyl-L-glutamate) (PBLG) 

-CDCl3液晶に溶解し，サンプルとした。最適な濃度を検討するために 1or II/PBLG/CDCI3 

キラル液晶，光学異性体，化学シフト異方性，ウニコナゾール，ジニコナゾール

すぎうらまきこ，はいのひろみ，いとうまさよし，ふじわらひであき，きむらあっおみ
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の比を変化させて13C及び2DNMRの測定

を行った。 NMRの測定は， Varian VXR・500 C 

またはINOVA・500(13C:125.7 MHz， 

2D:76.8MHz)を用い，いずれの測定も， Lock 

なしで行った。

C-H直接結合定数は， Het2DJにより求め

た結合定数から溶液中での結合定数の債を

差し引いて求めた

【結果と考察 1， II共， PBLG-CDCh液晶溶媒に溶解したものは，いくつかの 13Cシ

1H10 

asH-C(CH3b 
11 

H 

I :R= H 
II:R= CI 

グナルで分裂が観測出来た。この分裂は， 2つの対掌体 (R体， S体)の液晶中での配向の

違いによる化学シフト異方性の差を反映したものと思われる。またこの配向の違いは直接結

合にも反映されることが予想されるので，その直接結合定数も求めた。

観測された化学シフトと， C-H直接結合定数の値を， Tableにまとめた。I， II共に主に

芳香環炭素で分裂が観測されるが，それらでは一般に R体が S体より低磁場側で観測され

ている。

比較的分裂の大きく，PBLGの影響の少ない位置にあるシグナルの面積比から得たR/S比

は， 1: 21/79， II: 89/11となり，ほぽ定量可能であることが確かめられた。

Table Observed OC and 

OC 

C I IRS  IIR 

2 

3 

4 

5 

Isomers of I and 11. 

DCH 

IR IS IIR IIS IIS 

159.0 166.2 

1 58.3 1 53.4 11 6.4 114.9 

158.3153.4 113.7115.2 

I T30U2013CtO緯 131U40131遺51 159.0 166.2 121 .4 122.1 

7 Img~地 lG~;ê~ 125.30 1 25.301 -7.7 -10.6 28.66 
8 I 1 34.4 1 1 34.4 1 
Q
U

ハU
1

・

75.18 75.18 

36.01 36.01 

25.90 25.90 

134.3 133.1 

3' I 150.89 150.89 

5' I 143.41 143.41 143.36 143.36 

17.3 21.5 

7.3 -3.6 -4.8 

358.0 296.5 

[謝辞】サンプルを提供していただいた住友化学工業(株)の古田リツ子博士に感謝致します。

また.科研費特定領域研究A(2)I生物現象鍵物質Jからの援助に感謝します(課題番号 13024251)。
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インフルエンザウイルス融合ペプチドの pHに依存する膜融合誘起機構

(姫路工大・理 I、横浜国大・工2)

0虎谷秀一 1、内藤晶2、辻暁l、斉藤肇 1

pH-dependent Fusogenic Mechanism of Influenza Virus Hemagglutinin2(1・27)
(*Depar回開tofLife Science， Himeji Institute ofTechnology; ~ Faculty ofEngineering， Yokohama National Univ間 ity)

Shuichi Toraya，: Akira Naito，S Satoru 11田 i，~ Hazime Saitot 

Inf1uenza virus is incorporated泊tothe host cell by endocytosis. In the infection process. it is known that proton is 

subsequently transported to lower the endosomal pH by the viral M2 protein， followed by insertion of the N-terminal 

問gionof HA2 into the endosomal membrane， which results in fusion of the viral membrane with the endosomal 

membrane. However. the fusogenic mechanism of HA2 has remained obscure. In this study， solid-state 31p NMR 

spectra ofHA2(1-27)-DMPC bilayer systems were measured under neutral and acidic pH conditions to elucidate the 

molecular mechanism. It was shown that f1uidity of the lipid is increased with the peptide bound to the bilayer as 31p 

chemical shift anisotropy of HA2(1・27)・DMPCbilayer system is smaller than that of a DMPC bilayer system. Under 

the fusogenic condition， pH 5.0 and 40 oC， an interaction is induced betw舵 nthe肝ptideand the Iipid， suppressing the 

lateral diffusion of the lipid. These results are discussed with the location of the peptide in the membrane. 

[序]ウイルスの融合ペプチドによって誘起される膜融合現象を分子論的に明らかにすることは、

ウイルスの感染機構を理解する上で重要である。インフルエンザウイルス粒子のエンベロープ表

面には、宿主細胞に感染する際に重要な役割を担うタンパクの一つであるへマグルチニン(以下

HA)が三量体を形成して外側に向かつて突出している。この HAは、ジスルフィド結合した二つ

のサブユニット HAlとHA2から構成されており、 HAlがウイルス受容体で、あるシアル酸に結合

すると、ウイルスはエンドサイトーシスによって細胞内に取り込まれる。エンベロープに存在す

る膜タンパク質 2(M2)によるプロトン放出により、エンドソーム内の pHが中性から酸性へと

変化し、HA2のN末端側がエンドソーム膜に挿入することでエンベロープとの膜融合が誘起され

ることが知られている。しかしながら、その誘起される膜融合の分子機構については、広い分野

にわたって研究が行われているが‘未だ十分に理解されていない。そこで本研究では、インフル

エンザウイルスの感染における膜融合機構を、国体 NMRを用いて分子論的に解明することを目

的とした。

[実験]インフルエンザファミリー内で高度に保存されているHA2の初めの 27残基に相当する

ペプチド HA2(1-27)(GLFGAIAGFIEGGWTGMIDGWYGYHHQ) を化学的に合成し、 DMPC膜に

結合させた状態で、中性条件 (pH7.4)下と酸性条件 (pH5.0)下で固体31PNMRを測定した。

キーワード:ヘマグ、ノレチニン2、固体高分解能NMR、インフルエンザウイルス、模融合誘起機構、 pH依存性

とらやしゅういち、ないとうあきら、つじさとる、さいとうはじめ
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[結果と考察]液晶相において、HA2(1・27)~DMPC 二分子膜系の軸対称粉末線形の 31p 化学シフ

ト異方性は、 D恥1PC単独の膜系と比べlOppm程度小さかったことから、脂質がペプチドと相互作

用することで流動性が増加することが判明した。また、酸性条件下では、温度を 200Cから 400C

に上げることで異方性が場加したのに対し、中性条件においては変化がなかった(図1)。このこ

とから、膜融合誘起条件下では、脂質の二次元拡散運動を抑制するような相互作用がペプチドー

脂質問で生じることが明らかとなった。以上の結果から、次のような pHに依存する脂質の流動

性変化の機構が導かれる。中性条件下では、ペプチドの酸性アミノ酸残基は負電荷をもっている

ため膜表面倒に存在するが、ペプチド全体としては疎水的であるので脂質の極性基と反発し、し

たがって脂質の流動性が増加する(図2(A))。一方、酸性条件下では、電荷を失ったペプチドはよ

り疎水的になり、 C末端側以外の部位は膜中に入ることが可能になる。よって、ペプチドと脂質

のアシル鎖の疎水性相互作用により脂質の二次元拡散運動が抑制される(図2(B))。発表では、I3C

標識したペプチドの I3CNMR測定の結果をふまえて、 pHに依存するペプチドの膜融合誘起機構

を検討する。
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Fig. 1. Temperature variations on 31p chemical sh出 anisotropyof HA2(1・27)-DMPCbilayer system 

with the peptide-to・molarratio of 1:20 in the Iiquid crystalline state at pH 7.4 and 5.0. 

(A) 

Fig. 2. The mechanism ofpH-dependent fluidity change ofthe Iipid in the HA2(1-27)ーDMPCbilayer 

system. (A) As the charged peptide is on the membrane surface， fluidity of the lipid is increased by a 

mutua1 repulsion between the polar headgroup of the lipid and the hydrophobic region of出epeptide. (B) 

As the peptide is protonated組 d血.enburied in the membrane， lateral diffusion of the lipid is suppressed by 

a hydrophobic interaction between也.eacyl ch創nof the lipid and the p叩tide
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ラット脳組織の重水交換速度について

(日本女子大学理学部 l、国立精神神経センター神経研究所 2)

O 高橋征三¥荻野孝史 2

On the Apparent Exchange Rates ofDeuterium Oxide to Rat Brain Tissue 

Seizo Takahashi1 and Takashi Ogino2 

(Dept. Chem. & Biol. Sci.， Japan Women's Univ.1 & Inst. Neurosciences， NCNp2) 

An apparent up-take rate of deuterium oxide to rat brain tissue was investigated to solve the 

conflicting results between those observed by lH帽 and2H-NMR. The apparent rates were at 

least 50 times slower when observed by lH-NMR. Dy-DTPA was used in these experiments 

as a shift reagent to separate outside water企ominside on the spectrum. DTPA has been 

considered not to interact with membranes in the tissue. However， extensive study 

revealed that 2H observes outside water exclusively from the cells， and that the discrepancy 

could be ascribed to the irreversible adsorption to the rat brain tissue of the shift reagent. 

The present result suggests that the relaxation reagents under clinical use should also be 

re-evaluated. 

[はじめに]

生体組織中の水は、自由に運動できるものから高分子とかたく結合したものまで、さまざま

な形態で存在するが、これらの水はその存在状態にしたがって固有の速度で交換すると考えら

れる。同位元素を使った実験から、組織への水の取り込み速度としては msのオーダの値が報告

されている。我々は脳組織におけるもっとゆっくりとした水の交換速度に興味を持った。そこ

で NMRを用いて、軽水および重水の信号強度変化から水の平均の交換速度を追跡した。その

結果、みかけの交換速度が 50倍以上も食い違うという結果を得た。今回、この食い違いの原因

を追跡した結果、測定法および使用したシフト剤に問題があることが分かつた。

[実験]

試料は8週令の Wisterラットの脳組織を摘出し、細片にして約 120mgを5mmNMR試料管

に詰めた。組織内外の水を区別するために、シフト剤として Dy-DTPAとGd・DTPAを添加し

た。装置はBrukerAMX・400を使い、 298Kで測定した。 2Hの測定はロックチャネルを用い、

acoustic ringingを避けるために spin-echoで測定した。 Spin-echoは組織外液からの寄与を抑

制することも期待された。スペクトルの解析は FIDをパソコンに転送し MATLABによる自作

のプログラムで、行った。

キーワード 脳組織、シフト試薬、吸着、交換速度
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[結果1

1. -25 UMの範聞でシフト試薬の濃度を変えて滴定実験をした結果、シフト試薬の濃度に比例

して 2Hの線幅が変化することが分かった。そこで細胞内の信号を選択的に得るために、 lmM

濃度のシフト試薬で観測を試みたが、まったくピークを得ることができなかヲた。つまり 2Hで

は、細胞外の信号は観測できるが、細胞内の信号は観測されないと解釈された。

2.見かけの重水取り込み速度の再現性のある値を得ることは困難であった。試料の磁場の均

一度が高いときは、速い成分は 2-3時間で半分が交換した。 2相性の変化が観測された場合、

遅い成分は 100時間以上であった。

3. spin echoで測定すると、変化量は小さいが lHでも同様に速い成分が観測されることが分

かった。しかもこの速い成分は2Hと同様、強度の増加を示した。

3. 50%重水濃度で測定したとき速い変化に有意の差はなかった。この結果は、観測している

信号変化を、細胞内外の重水と軽水の交換で解釈することに無理があることを示唆した。

4.重水を十分に取り込んだ脳組織の試料に、軽水を添加し逆交換を測定したところ、予想、に

反し、重水取り込みとまったく同じく 2Hの信号は時間とともに増加しした。したがって信号強

度の変化は重水濃度の変化でなく、シフト試薬の濃度の変化と解釈すべきであると考えられた。

5. シフト試薬を添加しないで同様の実験を行ったところ、ゆるやかな変化を観測したが、そ

の変化はシフト試薬を添加した場合とまったく異なり、速い変化成分は観測されなかった。

[考察]

上記の結果より、観測された 2H信号の変化は、細胞外の水がシフト試薬によって線幅が広が

り、 spinecho pulse sequenceで観測したために、線幅の変化を強度変化として捉えた結果であ

ると考えられる。こうして求められた見掛けの交換速度は、細胞内外の水の交換ではなく、シ

フト試薬が組織に吸着される速度を反映すると考えるのが合理的である。

使用したシフト試薬のキレート剤 DTPAは、細胞膜と相互作用しないため、細胞膜を通過し

ないと考えられている。しかし今回の結果は、このシフト試薬の有効濃度が時間とともに減少

することを示した。シフト試薬が恐らく不可逆的に膜に吸着され、溶存濃度が時間とともに減

少した結果であると考えられる。これは DTPAに固有の性質であるとは考えにくい。もし我々

の考えが正しいとすると、臨床的に使用されている造影剤についても再検討が求められよう。

今回の結果から、脳組織の細胞内の水を 2Hで選択的に測定することはきわめて難しいことが

分かった。つまり脳組織の細胞内の水は組織外の水にくらべて、分子運動がかなり制限を受け

ていることを示唆する。 lHは反対に、細胞外より細胞内の水のほうがシャープに観測される。

つま幻細胞外液は、組織に捕われた水と素早く交換し、磁化率変化によって、測定周波数の高

い lHは大きく影響を受けるのに対し、 2Hは比較的影響されない。いっぽう細胞内液は、細胞

内の種々の成分と水素結合ネットワークを構成し、双極子緩和よりは核四重極緩和に大きく影

響すると考えられる。したがって 2量子遷移の lHスペクトルを測定すれば、細胞内の水を、よ

り選択的に捉えることが可能になろう。
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核磁気共鳴映像法(MRI)によるラット関節炎の観察

(三共株式会社薬剤動態研究所 1)、第二生物研究所 2)、バイオメデイカル研究所 3))

O 藤原久徳 1)、福田邦昭 1)、下里隆一 2)、熊倉誠一郎 2)、

半沢宏之助、春山英幸 3)、高崎渉 1)

Magnetic resonance imaging of adjuvant-induced arthritis in rats 

Hisanori Fujiwara'， Kuniaki Fukuda'， Takaichi Shimozat02， Seiichiro Kumakura
2
， 

Hiroyuki Hanzawa¥ Hideyuki Haruyama3， Wataru Takasaki' 

Pharmacokinetics and Drug Delivery Research Laboratories'， Biological Research Laboratories
2
， 

Biomedical Research Laboratories
J
， Sankyo Co.， Ltd. 

Adjuvant-induced arthritis in rats was evaluated by magnetic resonance imaging (MRI) in this 

study. The arthritis was induced by an injection of Mycobacterium blltyricllm into the footpad of 

Lewis rats， and the ιx vivo images of the swelled foot was obtained by MRI on designated days 

up to 21 days post-injection. The morphological changes in the foot of a司juvant-induced

arthritic rats were monitored by MRI， and were compared with those in the normal foot in 

which the joint architecture was well defin巴d.From the MRI of the adjuvant-induced arthritic 

rats， significant increas巴 insynovia and bone damage was observed. The quality of the MR 

images was high enough for monitoring the damage in the progression of adjuvant-induced 

arthritis in rats. 

1.はじめに

ラットアジ、ユパント関節炎モデルは、抗慢性関節リウマチ薬の開発における invivo 

薬効評価系として汎用されている。しかし、関節炎部腫脹の測定が主であり、病理組織

学的変化の観察には組織切片染色法による煩雑な操作が必要となる。また、関節炎部の

観察にマイクロフォーカス X線描影法が用いられることもあるが、骨の観察が主であ

り、軟組織については所見が得られない。そこで、今回、関節炎部を空間分解能高く撮

像するため核磁気共鳴映像法 (MRI)に着目し、アジ、ユパント関節炎ラットにおける滑

膜組織の成長および骨破壊過程の詳細をモニターするため、動物用高磁場 MRI装置

(11.7T) を用いて観察を行なった。

核磁気共鳴映像法(MRI)、アジュバント関節炎ラット

ふじわらひさのり、ふくだくにあき、しもざとたかいち、くまくらせいいちろう、

はんざわひろゆき、はるやまひでゆき、たかさきわたる

円-



2.材料と方法

1 )動物 Lewisラッド (7週齢、雌)の右足裏に Mycobacteriumbutyricumを感作し、

ラットアジ、ユパント関節炎モデルを作製した。感作後0、3、7、13、21日目にラット両

足を切断しホルマリン固定標本とした。なお、各時点ごとにコントロールとして非感作

の同週齢Lewisラットを用いた。

2) MRI観察:11.7 Tの縦型装置 UnityINOVA (Varian社製)を用い、内径38mmの画

像プローブ (DOTYScientific社製)を併用した。 Sagittal断面の Fieldof Viewを6X2cm2

に設定し、 512X256データポイントで Spin-echo法により画像を取得した。セグメンテ

ーションおよび面積定量には MEDx(Sensor Systems社製)を用いた。

3.結果および考察

Fig.l に感作後21日目のアジ、ユパント関節炎ラットおよび正常ラットの足根部MRイ

メージを示す。正常ラットにおいては、足根関節部の骨組織である Tibia、Talusなどが

明確に画像化できた。一方、アジュパント関節炎ラットにおいては、 Tibia、Talus周辺の

滑膜組織が腫脹し、正常ラットに比べ高強度のシグナルが得られ水分含量の多いことが

A B 

Fig.l Sagittal magnetic resonance images of tibio四

tarsal joints from rats (A: normal， B: adjuvant -in-
duced arthritis model). The spin-echopulse s巴que-
nce was used with a TE of 13 ms and a TR of 3 s. 
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示唆された。さらに足根関節部の骨形

状は正常ラットと大きく異なってい

た。骨内においてもプロトン密度が高

く、骨密度が低下していることが示唆

された。腫脹した滑膜組織が、破壊さ

れて広がった骨髄腔にも浸潤し骨髄

組織と混さ守っているという従来の解

釈で説明できる。また生体切片標本に

おいても滑膜の肥大、骨破壊について

同様の所見が得られた。以上より、ア

ジ、ユパント関節炎ラットにおいて関

節の滑膜腫脹のみならず、骨破壊の発

症をも MRIにて観察することができ、

アジュパント関節炎の進行過程の詳

細を形態学的に明らかにすることが

できた。このように高磁場 M却を用

いることにより、小動物の組織を迅速

に観察することができ、動物モデルを

用いた薬効評価への応用が期待され

るO
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超偏極 129Xe化学シフトによる温度測定.

水溶液、ミセル、エマルジョンについて

(阪大・医)0森領一郎、木村敦臣、藤原英明

Temperature measun~ment basing upon Hyper-Polarized 129Xe chemical shift. 
Watet，micell and emulsion solutions 

o S.Mori，A.Kimura，H.Fujiwara (School of Allied Health Sciences，Faculty of Medicine，Osaka University) 
The temperature measurement ofliving systems using Hyper-Polarized 129Xe is expected to become a precise 
and acurate technique. It is already suggested that the temperature measurement by NMR chemical shift 01 
dissolved 129Xe is solvent dependent. Therefore，in the present study，solvent dependency is examined in the 
temperature measurement by Xe NMR chemical shift. Namely，temperature dependence was examined in 
such different media as water micell and emulsion. The temperature coefficient of I29Xe gaseous state was 
-3.2xlO.3 ppml oC. The temperature coefficient was -5.4(:t0.5)x103 ppml oC in water and -5.5 (:t0.5)xlO" 
ppm rc in micell. The chemical shift of Xe dissolved in water was not linear，it showed lowest field shift 
at about 4 5 oC. The pH dependency is also tested in the temperature dependence experiments，and pH 
is shown to be important in such studies. 

〔序論〕

超偏極 12~e を用いた生体温度計測は、より高精度な非侵襲的手法として従来の水プロトン信号を利用した手

法にとって代わり得ると期待で、きる。これは、溶存Xeの化学シフトの温度による変動を検出することに基づくも

のであるが、W.Miller')らによると温度係数が、ーO.4ppm/OC(CCI4溶媒中，30~ 37
00 -0.2ppmrC (オリーブ

油中、 13~ 500C)とあり、溶媒による影響が大きい。そこで本研究では、生体温度計測への応用を視野に入れた

上で、軽水およびミセル、エマルジョン中に溶存した超偏極129Xe化学シフトの温度依存性を調べた。また、温度

依存性に及ぼすpHの影響も大きいことがわかったので、併せて述べる。

〔実験〕

NMRの測定は、 Varian社製INOVA400WBC縦型9.4T超伝導磁石)により、 'H=400MHz、'29Xe=11O.636MHzの

共鳴周波数で行った。スペクトルの条件は、切ではスペクトル幅=6000.6Hz、取り込み時間=1.4秒、待ち時潤0.4秒、で

あり、データ点数=128k点で、フーリエ変換した。 129Xeでは、スペクトル幅=33003.3Hz、取り込み時間=0.396秒、待ち時

間O秒、であり、データ点数=32k点でフーリエ変換した。

Xeガスの温度依存性の測定は、10φ のNMRサンプル管内に外径8.75mmのガラス球そ入れ、その中に超偏極XE

ガスを導入し、 NMR測定することにより行った。試料温度の変化は、常法どおりに 10el分で流れる空気温度の
制御により行った。測定温度は 22.7"Cから 600Cまで9点変化させた。

水、ミセル、エマルジョン中における溶存Xeガスの温度依存性およびpH依存性の測定では、次の3種類の試

料を作成し、pHと温度を変化させて NMR測定を行った。

1).30%重水を含む水に、内部基準信号として ιButylAlcoholを1%加えた。

2).10%重水を含む水に、SDS(SodiumDodecyl Sulfate)を200mM加えミセル溶液とした。

3).軽水に卵黄レシチン、およびミリスチン酸、トリパルミチン酸、コレステロール、菜種油を加え、エマルジ、ヨ

ン溶液とした。

NMRサンプル管に偏極Xeガスと保温槽にいれておいた上記に試料溶液を入れ撹枠後、出と I29Xe-NMRを測定

した。重水を含むサンプルではD-Lockをかけた。化学シフトは、 t-ButylAlcoholのメチル基の 'H化学シフトの

共鳴周波数そ 399，995，448.8Hzとして、乙れに相当する 'Hおよび 129Xeの共鳴周波数を絶対周波数で示した。

もり しんいちろう、きむら あっおみ、ふじわら ひであき

超偏極希ガス NMR、129Xe化学シフト、温度依存性、 pH依存性、温度測定
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〔結果・考察〕

l.Xeガスの温度依存性について

温度変化の測定は温度の上昇、および下降の2通りの方法で、行った。両者に大きな違いはなかったが、それぞれ
のシリーズで温度依存性を別々に直線回帰すると、温度下 1592 

降実験の方が直線性が良かったのでこのデ、ータを採用す守

ることとした。温度が高くなるに従いXeガス化学シフトは号 1588

高磁場側に直線的にシフトした。これより求めた温度係数 E
は、-3.2X 1O.3ppmrcで、あった。 Fig.lに測定結果を示し、J!1584 

このときの式を Eq.1に示す五ここで 6の化学シフトは

l1O.619，498Hzからの正方向へのずれを表し温度tは摂

氏温度である。 t-ButylAlcohol基準の適応は難しいので 1576し一一一斗一一一一 一一←」 土ー←

任意基準である。

8C
29
Xe)=ーO.33(:tO.014)t+1596.3(:t0.7)
R
2 
= 0.9934 (1) 

. 
• 

• • 1580 

• 
20 30 50 60 40 

Temperature['C] 
Fig.1 Relationship between the chemical shift of 129Xe gas 

and temperature 

2.水、ミセル中における水のlHおよび溶存Xeの化学シフトの温度依存性について

水、およびミセル中における水の lH化学シフトの測定結果については、温度が上昇するほど高磁場側へシフトす

る傾向 (220C~ 650C)が見られ、温度係数はそれぞれ 5.5(土0.5)X 1Q.3ppmrc、-5.4(土0.5)X 1Q3ppmrcであっ
た。水の IHの温度係数の文献値2)は、ーO.Olppmrcであり、今回の実験値とほぼ同じ値で、あった。

次に、溶存Xeの化学シフト温度依存'性は水中では、45
0
Cで最も低磁場にシフトした山形の傾向が見られた。.(Fig2)

ミセル中では、温度が上昇するほど高磁場にシフトする傾向がみられ、温度係数は水のlHでは

ー5.21(:t0.21) x 1O.2ppmrcで、あった。水中では、直線近似ができたが、ミセル中の溶存Xeでは、直線近似が難し
く2次式の近似を取った。これをFig.3に示し、このときの式をEq.2に示1九

8C29Xe納micell)=ー0.0894t2+ 1.7921t+ 1.106308 X 108 R2 = 0.9926 (2) 

_110630940 
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110630895 
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Temperature['CJ 

Fig.2 Relationship between the chemical shift of凹 Xedissolved Fig.3 Relationshlp between the chemlcal shift of 129Xe dissolved 

In water and temperature !n m!cell and temperature 

3水、ミセル中における水のプロトユペおよび溶存XeのpH依存性 110630940 

について

水中における水のlH化学シフトは、 pHによる変化は少ないが、 E 
溶存XeについてはpHが中性になるほど高磁場側にシフトした 吾川醐910
(Fig.4)。ミセル中では、中性からアルカリ性になると、急激に高磁場5
にシフトした。 pH7.5以上では SDSミセルの表面張力が急激に高くz
なり 3)、平均会合数が減少しミセルのサイズ、が小さくなることが、報

告されておりこれに相当した変化であると考えられる。
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TenlperatUre 
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Fig.4 Relationship between the chemical shift of 
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小果実の内部形態と糖分布のNMRイメージング

(食総研生物研2)

0小泉美香 1、 石田信昭 1、 狩野広美2

Inner structures and sugars distribution for berries 

on magnetic resonance imaging 

(National Food Research Institute and 2National Institute 0/ Agrobiological Sciences) 
M. Koizumil， N. Ishida1 and H. Kano2 

MRI is an excellent means to evaluate the quality and to trace the physiology of 

postharvest仕uitssince it can non-d目的lctivelymap water status and sugars distribution as 

morphological images. B1ueberry and grape企uitswere used. T 2 value images and chemical 

shi食imageswere measured by a Bruker DRX300 imaging system， in order to obta泊 tiseful

p紅ametersfor estimating企uitsquality and indicating postharvest physiology of the企uits.

The initial changes of the金uitsduring storage were detected by T 2 value images. There are 

two water components with 80・90ms and 130-150 ms of T2・Thehigh mobility water 

component was reduced wi出 increaseof storage period. Sugars are differently distributed 

with企uitsand cu1tivars of the仕uits.In blueberry fruit， sugars were located uniformly. 

While in the grape berries， sugars were located di町erentlyfor the individual tissues. 

果実の品質は、その組織の新鮮度と甘味より成っていると考えられる。組織の劣化

は、その柔軟であるにもかかわらずしっかりした感触を損ない、甘味の欠知は果実に

求められる最も大きな価値を失わせるものである。果実の新鮮度を保つことは、組織

の健全性を保持することであり、新鮮度の評価には形態的観察が不可欠であるが、果

肉に含まれる水が多い液果類については、光学的形態観測は切断面より惨出する細胞

液のため、極めて困難である。 NMRイメージングは非破壊的に内部形態の観察が可

能であると言う点で、評価法として適していると考えられる。一方、甘味のもとであ

る糖の分布は、糖が水に溶けているので分析のために組織を破壊すると、その局在と

部位的変動の正確な情報を失う。この事実は、果実の生理に最も強い関係を持つ細胞

の水の状態についても、また同様で、ある。 NMRイメージングは、この点についても

非破壊的に糖を検出しマッピングする、また、水の物理性を検出しマッピングすると

いう意味で、果実の生理を追跡するために優れた手法である。

キーワード:小果実，内部組織形態，イメージング，レンダリング，ケミカルシヲトイメージング

こいずみみか、いしだのぶあき、かのひろみ

-274 



本報告では、小果実、ブ、ルーペリーとブドウをモデ、ル試料として、果実保存中の形

態変化、細胞の水の状態変化、形態と糖の分布の関係など、果実のポストハーベスト

生理に結びつくパラメーターの計測の検討を行った。生理を示すパラメーターは果実

品質の評価に応用可能で、あると思われる。

<方法>

ブルーペリーは、湿度を 25%及びほぼ 100%に保った冷蔵庫に貯蔵して貯蔵期間を

追って、ブドウは、ラップでパックした状態で約3週間保存し、 NMRイメージの変

化を計測した。

イメージ測定は、 BrukerDRX300に装着したイメージング装置を用いて行った。 T2

値イメージは、 128x 128マトリックスでマルチT2シークエンスによって測定した一
連のイメージより構築した。ケミカルシフトイメージは、水シグナル抑制を加えたス

ヒ。ンエコー局所スベクトロスコピー法のデータより構築した。形態観察のための 3D

イメージデータはイメージングパラメーターを適正化し、スピンエコー法またはグラ

ジェントエコー法によって測定した。測定データの一部は、マイクロコンビュータに

転送して MicrosoftExcel， Microsoft Visual Basicで、書かれたプログラム、及び、 Scion

Image (Windowsで動作するように改変されたNIHImage)によってプロセスして、Scion

Image及びAdobePhotoshopにより表示した。

<結果および考察>

保存中の果実のイメージ変化は、 T2値イメージに最もよく反映された。形態的コン

トラストが鮮明な新鮮な果実のイメージから、形態的コントラストが弱い部分的に崩

壊したイメージへと変化する (Fig.1， le的。これは果実が消耗するにつれて、細胞の

水の状態をそれぞれの組織に特異的に保っていた細胞膜が機能を停止して分化して

いた組織が各々の間の性質の差を失うからである。 NMRイメージでは初期のシュリ

ンクが明確に捉えられる。しかし、生理的面ではイメージで明確な変化が認められる

時には、果実の変化は肉眼によっても劣化が認められ、 NMRイメージングを用いる

利点がない。 T2値イメージのシグ、ナルの表示方法を検討した結果、 T2値に対する

PIXEL頻度のヒストグラムを作成すると微妙なも値の変化を感度よく捉えることが

可能なことが解った。ブルーペリー果実のヒストグラムは新鮮な果実には 130-150ms 

付近と 80・90ms付近にピークを持つ二種類の水の成分が存在すること、そのうち長い

成分は果実の劣化に従い減少することを示した(Fig.1， right)o 130・150msの水の成分

の減少は、 T2強調イメージ及び3Dイメージの MIPを照合すると維管束のコントラス

トの減表と対応するので、果実内の分化した組織の崩壊という収穫後生理を表す良い

指標になると考えられる。これは、ブドウ及びサクランボなど水分の多し、小果実につ

いて共通の現象であった。ブルーペリーの果実を殺菌装置の付いた冷温高湿庫で貯蔵

すると、果実の外観の変化だけでなく、長い T2を持つ水の成分の減少を大幅に遅ら

せることができた。高湿度は、収穫後果実の生理的崩壊を抑制する。
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糖は、ブルーペリー果実の果肉に均一に分布していた。種子の存在している芯室の

壁は、磁化率が不均一なためスベクトノレが変形し、著しいアーティファクトが起こっ

たのでスベクトルを解析して補正する必要があった。

ブドウにおいても種子の周辺の磁化率が異なっている。ブドウでは形態的違いによ

って糖の局在部位が異なり、果肉の内壁の発達が著しく、表皮層の非常に薄い巨峰や
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Fig. 2 Morphological images and a chemical 抽出 imageof sugars of a grape 
beロy(cv. Stuben)。

デラウェアでは、糖は果肉に均一に分布していた。甲州、iは、胎座と果肉の外壁に蓄積

されていた。一方、果肉の内壁の外に厚い外壁が存在しているスチューベンでは、外

壁に糖が局在していた(Fig.2)。蓄積される糖は、甲州は果糖(グルコース+フラクト

ース)であり、スチューベンでは果糖の他にショ糖が蓄積され、非常に強し、甘味のも

ととなった。果実の形態と蓄積される糖の種類と形態を形成する組織の生理的役割の

関係は興味ある問題であるが考察中である。
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簡易交差緩和率イメージング法による合成高分子ゲル内

の水性状の解析

1名古屋工業大学大学院・工学研究科 2岐阜大学医学部・生理，

3同・医療情報部 4愛知県がんセンター・放射線治療部

松島秀 o悪良聖一人曽我美勝人紀ノ定保臣3 大崎
光4 高須昭則稲井嘉人平林忠道1

Water structure for synthetic copolymer gels studied by the equivalent 

cross"relaxation rate imaging 

Shigeru Matsushima1， OSeuchi Era2， Masaru Sogami2， Yasutomi Kinosada3， Hi主aru

Oosaki4， Akinori Takasu1， Yoshihito Inai1 and Tadamichi Hirabayashi1 

lDepartment of Environmental Technology and Urban Planning， Graduate School of 

Engineering， Nagoya Institute of Technology， Departments of. 2physiology and 

3Medical Informatics， Gifu University School of Medicine and 4Department of 

Radiation Oncology， Aichi Cancer Center Hospital 

Being similar to values of saturation transfer ratio (STR) in magnetic resonance 

imaging (MRI)， values of equivalent cross"relaxation rate (ECR) correlated well with 

conditions of water in various copolymer gels composed of any two or three monomers 

among 2 "hydroxyethyl methacrylate (HEMA)， glycidyl methacrylate (GMA)， 

Nvinyl"2"pyrrolidinone (N"VP) and methyl methacrylate (l¥品仏). The MRI 

measurements were performed by using an off"resonance saturation pulse under 

conventional field"echo imaging at frequency apart within :t75 ppm from the water 

resonance frequency. The ECR values showed excellent correlation with the HEMA as 

well as constrained water contents in the series of copolymers. Thus the ECR values 

would be adopted as a novel parameter helpful for molecular/material characterization 

of synthetic copolymers without invasive process to the samples. 

キーワード:高分子ゲル，水性状， MRI，磁化移動，交差緩和

まつしましげる，えらせいいち，そがみまさる，きのさだやすとみ，おおさきひかる，

たかすあきのり，いないよしひと，ひらばやしただみち
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【はじめに} われわれはこれまでに，高分解能lH-NMRを用いて“タンパク質より水分

子への"磁化移動効果を利用した交差緩和時間 (Tr8)を測定し，生体高分子-水分子間相互

作用を研究してきた。その一連の研究成果の臨床応用として，磁イじ移動効果を MR画像コ

ントラストに反映させた交差緩和率 (1庁r8; cross-relaxation rate)イメージング法を確立

してきた。しかしこの 1庁r8値は，“1庁1*= 1庁1+ 1庁r8"で与えられるために，実際に
1庁I8画像を得るためには， 1庁1値(ラジオ波非照射時)と 1庁円値(ラジオ波照射時)

とをそれぞれ別に測定(または撮像)しなければならない。すなわち本法が「高分子ー水分

子間相互作用を非常に良く反映する」という特性をもつにもかかわらず，実用的には余分

な撮像時間と煩雑なプロセスが必要であった。ところで臨床的には，現在，このような磁

化移動効果を利用したイメージング法として， [1 -(Ms品10)]x 100という式で表される

STR(saturation transfer ratio ;飽和移動比)イメージング法が一般に良く使用されている

(Mo， Msはそれぞれラジオ波の非照射時および照射時の信号強度)。

今回われわれは 1/(Tr8庁U=[(Mo瓜1s)ー 11という関係に着目し， [(MolMs)-1] x 100 

で表される ECR(equivalent cross-relaxation rate ;交差緩和率に等価的)イメージン

グ法を用いて，種々の組成と含水率を有する鎖状合成高分子ゲル内の水性状を解析し，本

法の利点，有用性を検討した。

【材料と方法】 (HEMA-stat-GMA)， (HEMA-stat-N-VP)， (N-VP叫 at-GMAlMMA)

およひ、(N-VP-sta品目仏)の 4種類， 14個の合成高分子ゲルを試料とした (Table1)。

HEMA， N-VP， GMA， MMA はそれぞれ 2-hydroxyethyl methacrylate， 

Nvinyl-2司pyrrolidinone，glycidyl methacrylate， methyl methacrylateの略号で，いずれ

もソフトコンタクトレンズの素材でもある(試料は日本メニコン社より供与)。それらの化

学的性質は， HEMAは側鎖に水酸基を有して主に親水性， MMAは側鎖にメチル基を有し

て主に疎水性を示し， GMAとN-VPはその中間である。

MRIにおける計測手法にはECRを用い， ECR = [(Mo瓜1s)-1]X100によって ECR
値を算出・画像化し，高分子ゲルの構造的特徴と水性状との相関性を検討した。ただしMo，

Msはそれぞれ同一計測部位におけるラジオ波 (RF，飽和パルス)の非照射時および照射

時の信号強度である。 RF照射による磁佑移動効果の概略はFig，1に示すとおりである。

Table 1. Characterization of s丘mplegels 

Samples Composition ¥Vater Content /守

No {事ofunit) Tota! Free Bound吊 (Constrained， Non.Frozen市l

1 HEMA¥651， GMAI35l 58.0 8.0 50.0 114.7， 35.31 
2 HEMA(83l，GMA(171 48.0 7.1 40.9 I 4.2， 36.71 

3 GMAi32l， N-VPI411， M~V\(271 59.0 2.9 56.1 1 9.8， 46.31 

4 HEMAI20l， N-VP1801 83.0 66.2 16.8 1 0.0， 16.81 
5 HElVlA(401， N-VPi601 74.0 52.0 22.0 1 0.0， 22.01 
6 HEMAI60l， N-VP1401 61.0 7.5 53.5 I 9.5， 44.01 
7 HElVlAI80l， N-VP1201 47.0 6.9 40.1 1 3.2， 36.91 

8 N-VP¥881， MMAI41， BzlVlAi81 79.2 58.6 20.6 [ 00， 20.61 
9 N-VP¥79I， MMA(l3l， BzMA(Sl 73.2 51.3 21.9 [ 0.0， 21.91 
10 N可，1>i701， MMA(22)， BzrvlA(自) 6-1.7 42.6 22.1 [ 0.0， 22.11 
11 N-VPi61i， MMAr34l， BzMAi51 55.0 22.0 33.0 [ 0.0， 33.01 
12 N斗rpI521，MrvlA(401， BzrvlAiSI 40.0 7.6 32.4 [ 0.0， 32.41 
13 N-VP(43)， MrvlA(49)， Bzl¥l'u81 28.5 。。 28.5 [ 0.0， 2851 
14 N-VPI341， MMA(581， BzMAISl 18.4 。。 18.4 [ 1.1， 17.31 
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【結果と考察】 Fig.2に合成高分子ゲルにおけるオフセット周波数(:t75 ppm)とSTR

法 (a)，ECR法 (b)および交差緩和率(c )との関係を示す。水の周波数に近い

near-resonance領域で、はECR法，交差緩和率ともにSTR法に比してとくに親水性ゲル(+，

・)に対して高感度を示している。また図の形状は，その名のとおり ECR法と交差緩和率

とで非常に類似している。そこで、水の周波数に近い near-resonance領域での RF照射の代

表として 4 ppmの部位，遠い far-resonance領域での RF照射の代表として 19ppmの部

位を選択照射したものを示す。それぞれの部位における STR，ECRと各モノマーの組成率

(%)との関係を Fig.3に示す。この図から， ECR-4 (置)は HEMAすなわち側鎖に水酸

基を有している親水性ゲルに対して特異的に高感度を示す(図(a))ことが分かる。

これらの合成高分子ゲルのMRイメージを Fig.4に示す ((a)，(b)， (c)はそれぞれ

STR-19， STR-4， ECR-4の計算画像)。図の上2段は親水性ゲル，下2段は疎水t性ゲ、ルで

ある。いずれの画像も親水性ゲルは疎水性ゲルよりも高い磁化移動を示し，画像上高信号

を示す。さらに ECR-4画像は HEMA濃度に依存して高信号を示している(図(c))占

このように， ECR法は分子内に水酸基を含む親水性高分子ゲルに対し，特に

near-resonance照射した場合に，特異的に高感度を示した。従って ECR法は，合成高分子

ゲルの含水状態やゲルの化学構造を非破壊的に評価し得る有用なパラメーターになり得る

と考えられた。

【参考文献】
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MRIによる食パンのネットワーク構造の

評価

('食総研、 2生物研)0石田信昭 1、内藤成弘 1、高野博幸 I、

五十部誠一郎 1、植村邦彦¥小泉美香 1、狩野広美2

MR 1 Analysis of gluten network of bread 

Nobuaki Ishida'， Shigehiro Naito'， Hiroyuki Takano'， Seiichiro Isobe'， 

Kunihiko Uemura'， Mika Koizumi'， Hiromi Kano
2 

lNational Food Research Institute， Tsukuba Science City， Ibaraki 305-8642， Japan 

2National Institute of Agrobiological Resources， Tsukuba Science City， Ibaraki 

305-8602， Japan. 

The network of breads composed of gluten fibers is one of the major elements to 

determine the quality of the bread. We developed the method to measure the network 

structure using MRI by soaking a piece of bread in acetone containing Fe3+ ion and the 

network was measured as a shadow image. MRI image gives a clear image企Hefrom 

background image， but it takes too long time for the evaluation of bread to measure 3D 

images. In the current study， we examine a practical method to characterize the bread 

structure by obtaining good quality 2D image in a short time and by image analysis. 

パンの網目構造はパンの品質を決める重要な要素である。昨年度は、切り出したパンの

切片をFe"を含むアセトン溶液に浸潰し、アセトンのイメージを 3D測定することにより

パン断面のネットワーク構造を明瞭に捉えることができることを示した。 MRIでは深さ方

向の写り込みのない明瞭なスライスイメージを得ることができるが 3Dイメージングは測

定時間が 12時間と長いため、実際の場面でパンの評価法として利用するためには測定時

間の短縮が必要である。そこで、 2Dイメージ測定により測定条件を最適化して短時間に

質の良い爾像を得て、画像解析することによりパンのネットワークの特徴を捉える技術に

ついて検討した。

キーワード:MRI、パン、ネットワーク、画像解析

著者:いしだのぶあき、たかのひろゆき、いそべせいいちろう、うえむらくにひこ、

こいずみみか、かのひろみ
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i材料及び方法]

パン:市販食パンを約12捌の立方体iこ切り出して試料とした。

測定試料の調製:径20mmの試験管を用い、 8~50 酬の過塩素酸鉄を含むアセトンにパン

を浸演して脱気後、試料とした。

MRIイメージの測定:270MHz高分解能NM買に装着したイメージング装置で径20mmのイメー

ジングプロープを用いて、 spin-echo法により測定した。測定は256x 128のマトリック

スで行った後、 256 x 256のマトリックスで画像再構築を行った。イメージの平面分解能

はO.lmmである O

画像解析:イメージデータはマイクロコンピューターに転送しデータ形式を変換した後、

Windowsに移植されたNIHイメージ (ScionImage)により解析した。

Fi g. 1にパンをそのまま

測定したSPI(sing1epoint 

imaging)法によるイメージ

(左)とアセトン浸漬法によ

るイメージ(右)を比較し

た。アセトンや染色のため

のFぶもの影響を受けていない

SPI法によるイメージと比較

して、アセトン浸演法はパ

ンのネットワーク構造を保

存しており、迅速に高い分解能で明擦なイメージを得ることができた。

MRIイメージはスライス厚が薄ければネットワークのにじみや上下のネットワークの写

り込みのほとんどないイメージが得られ、イメージのグレースケー/レの明度分布が暗いネ

ットワーク部分と明るい気泡部分に分かれた 2山となるため、 2値化イメージとする際の

関値の決定が容易で画像解析に適したイメージである。迅速測定のためスライスを厚くす

ると、スライスの厚みによる画像のにじみが問題となる。グレースケールの明度分布のヒ

ストグラムはスライスが厚いほど写り込みにより中心部にピークを持つ 1山となり、一方、

薄すぎると S/Nの低下により気泡の溶液部分の明度が低下してネットワーク部分と重なり、

低明度にピークを持つ 1山となる。本装震における最適のスライスはo.3mmであった。
鉄の濃度の検討は、ネットワークの染色と同時にアセトンの緩和時間を短くし、短いTR

の測定におけるシグナノレ飽和を回避して、短時間に質の良いイメージを測定するために重

要な要素である。

Fig. 2にイメージの画像解析手)1療を示した。試料は将来において自動機定、自動解析

を目標とするためオートサンプラーの使用を想、定して、エアーリフトによってマグネット

にセットした。その際、試料の方向は一定とならないため、試料の上部を示すマーカーと

してキャピラリーを入れである (Fig・ 2 昌rrow)。測定データはミクロコンピューターに転

i結果及び考察l

Fig. 1 Images of bread by SPI method (left) and 

the acetone method (right) 
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Fig. 2 Image analysis of bread networks 

送しScionImageプログラムで以下の一連の作業を行った。イメージの方向をあわせた後、

解析部位を抽出し関値設定を自動で行いイメージを 2値化し、ポア占有面積及びサイズ等

の解析を行った。

3種の市販食パンの中心部分 5枚のイメージと解析結果をFig.3に示した O イメージは

パンによりかなり異なっていた。イメージの画像解析からボア函積の分布をヒストグラム

に示したのがFig.3cである。横輸はポアを円近似したときの度径、縦軸はイメージ全体に

占める面積割合である。 A(b2)のパンは比較的小さなポアからなり、 1.4mmと2mm付近に分

布の山を持つ。 B(b3)のポアは全体に平均的に分布しており、 C(b6)は大きなポアが中心の

構造をしていた。
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ポリゴンを用いた 3DMR画像の定量化ソフトウェアの開発

O橋本征太郎 1、佐々木英典 1、拝師智之2、巨瀬勝美 1

1 筑波大学物理工学系 2(株)エム・アール・テクノ口ジー

Development of visualization and geometrical quantification software for 3D MR images 

by using polygonal expression of the 3D image surfaces 

OSeitaro HASHIMOTO¥ Hidenori SASAKI¥ Tomoyuki HAISHI2， Katsumi KOSE1 

1 Institute of Applied Physics， University of Tsukuba and 2 MR technology Inc. 

We developed a 3D visualization software program， in which the surface of the volume data 

was defined as a set of polygons to quantify the geometrical properties of a 3D object. In the 

program， the surface of a 3D object was selected through a threshold operation and 

mathematically defined as a set of polygons using the “marching-cube" algorithm. The 

polygonal data were used for calculation of geometrical parameters (surface area， volume) 

and surface display on the PC window through the OpenGL functions. For a typical 3D 

volume data set with 1283 voxels， it took about 2.2 sec to generate the polygonal data set and 

the image refresh-rate for a view direction change was 7.89 fps. It was concluded that the 

developed program was a useful tool to understand the structure and to quantify the 

geometrical properties of a 3D volume data set. 

【はじめに】

近年の MRI撮像の高速化によって三次元データを処理する機会が増え、これに伴

って三次元画像処理ソフトウェアの重要度がますます高まってきている。このような

ソフトウェアの実行には、従来ワークステーションや専用のハードウェアが必要であ

ったが、近年のコンビュータ技術の進歩により、汎用のパーソナルコンビュータ (PC)

で十分に対応できる環境が整ってきている。そこで我々は、三次元データの表面をポ

リゴンで表現する手法を用いて， PC上で動作する三次元画像表示・定量化ソフトウ

ェアを開発した。本研究では、表示機能に加えて、被写体の定量解析や画像解析が可

能な、より汎用性の高いソフトウェアの開発を目指した。

【開発手法】

本ソフトウェアは、 Microsoft社の統合開発ソフトである VisuaIC++を用いて開発を

行った。使用言語はC/C++およびMicrosoft社が提供する MFC(MicrosoftFundamental 

Library)を使用した。さらに、外部グラフィックスライブラリに、業界標準として知

キーワード 画像処理、定量解析、ポリゴン、三次元表示

0はしもとせいたろう、ささきひでのり、はいしともゆき、こせかつみ
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られる OpenGLライプラザ[6.7]を採捕した。このうイブラワの採用によ臼、コーデイ

ン夕、の効率iま彊期的に向上した。なお、三次先データからポワゴンデータを構築する

アルゴワズムには、等{謹富再構成手法である MarchingCubes 法[1.2.3]を掃いた。

開発環境は次の通りである。

① OS Windows2000 

② CPU Pentium 111 600MHz 

③ メモリ 384Mbytes (ポリゴンデータが大きいため)

@ ピヂオ OpenGL対誌のピデオカード

{開発結果]

本ソフトウェアの葉狩瞳麗を Fig圃1Iこ示す。入力データ形式i立、 1@l素あたり 1バ

イトもしくは2バイトの生データ(ヘッダー無し)である。メインウインドウは、ポ

リゴンを吊いた三次元のサーフェイスレンダザング覇操が出力され、さらにサブウイ

ンドウiこは被写体のスライス麗犠を表示している。 Fig.1のメインウインドウに表示

している明断麗がスライス菌の世置を若そしているので、 i新層面の{立置を麗感的に控握

することが出来る。ポリゴンデータはマウス諜作により笹意に盟転し、イ壬意の調練方

ら見ることが可能である。他にも MIP矩理や、スライス方向の連続盟像や軸顕転

の連続画{象を， *票準重力E語録フォーマットである AVIファイルとして出力する機能も髄

ている。

本ソフトウェアの特徴である定量解析に関して、表面詰と体議はポワゴンデータ生

成時iこ求められる。 MRIデータは一般にノイズを含むので、出品のある等{連覇が生成

されるが、フィルタリングによりある謹度滑らかにする事が出来る。ただし、この場

合母、幾向学的組組条件が{畢持され本いという問題点があるので、表富舗の{遣に関し

てはこれちの条件を考麗する必要がある。体舗については、従来のポクセル容量を足

し合わせたものと比べると靖度は喪くなっている。

とi

P~ðd.，.， 

Fig.1 CRτimage of the working windows. Left window shows a polygonal 
surface rendered image and cut plane. Right window shows th~ 
corresponding 20 slice. S_ample is an asparagus. The FOV is (19.2mmt 
and the image matrix is 128". 
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{実行例}

本ソフトウェアの実行帯lJを Fig.2とFig.3に示す。試料にはマウス胎克と梅の棄の三

次充スピンエコー麗錬を掃いた。メディアンフィルタ鎚理をしてあるので、表面が滑

らかに立っているのが分かる。また、梅のように、関{直の設定によって等櫨菌が指数

生成されるケースもある。これを関避するために、 RegionGrowing 法関本どを賄い

て住意の関心領域を抽出することもできる。

Fig.2 Surface rendered image 
of a mouse fetus.τhe FOV is 
(8.96mm)3βnd the image 
matrix is 128". 

Fig.3 Surface rendered image of a plum. Left image shows 
plum's surface. Right image， which is cout by a plane， also shows 
a pl，¥lm's seed. The FOV is (25.6mmγand the image matrix is 
128" 

[実行速震の評{罷}

下の表 (table.1)I立、それぞれのポリゴンデータにおける各種博報の比較と、計算

時間と撞菌速震を 2台の PCで比較したものである。表から分かるように、生成時間

や更新レートは CPUの性能に比例していることがわかる。右の梅の麗錬で辻、実の

表面の!まかに、種子の表面も表示されている。表面講や体嶺{立、等髄寵を生成する擦

に計算されるので、計灘鑓がどの領域を求めているのかj主意する~，要があるが、この

開題は先に述べた領域抽出 iこより解決できる。 tJ.. お、面構や体撞 iまスクリーン~標系

での髄なので、実際の鑓にするには換算する必要がある。

マウス胎児

A 8 

ポリゴン数 320576 

表面積 45098.6 

体積 305990 

ポリゴン生成時間 6719 ms 2203 ms 

画像更新レート 2.85 fps 7.46 fps 

梅

A B 

302396 

42248.6 

383600 

6549 ms 2183 ms 

3.03 fps 7.89 fps 
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'PCA 

Windows2000 
Athron 1.2GHz 
Memory 256MB 
VGA GeForce Ultra 

'PC B 

Windows2000 
Pentium 111 600Hz 
Memory 384MB 
VGA GeForce2GTS 

※fps=frame/sec 



【結語】

本研究では、 PC上で動作する三次元 MR画像の定量解析ソフトウェアを開発した。

機能としては、任意の視線方向からの表面表示とスライス画像表示、加えて被写体の

定量解析を有し、被写体の形状把握には充分な機能を持ちあわせていると思われる。

今後、臨床面像に適用するために、対応するデータ形式の増加や操作性の向上、ポリ

ゴンデータの単純化を研究する予定である。

なお、本ソフトウェアの評価版をサンプルデータとともに一般に公開しているので、

興味をもたれた方は参考にしていただきたい。

【参考文献】

1. rMarching Cubes: A High Resolution 3D Surface Construction AlgorithmJ 

William E. Lorensen and Harvey E. Cline 

Computer Graphics (Proceedings of SIGGRAPH '87)，Vo1.21， No.4， pp.163-169. 

2. rpolygonising a Scalar Field Using TetrahedronsJ 

Paul Bourke 

htto:/Iastronomv.swin.edu.au/obourke/modellinq/oolvtetral 

3. rボリューム・データの等値面の構成に関する研究」
永江孝規，安居院猛

東京工業大学生命化学専攻大学院博士後期課程学位論文 平成6年 1月

4. rSeeded Region GrowingJ 

Rolf Adams， Leanne Bischof 

IEEE Transactions on Pattern Analysis and.. .，VoI.16， No.6， pp.641・647

5. rBilateral Filtering for Gray and Color ImagesJ 

C.Tomasi， R.Manduchi 

Proceedings of the 1998 IEEE International Conference On Computer Vision 

6. rOpenGLプログラミングガイド第 2版」

Manson Woo， Jackie Neider， Tom Davis著
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7.0penGL， The Industry's Foundation for High Performance Graphics， ArtLab 

htto:1.んvww.ooenal.orq

【公開先】
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小脳アストログリア細胞の代謝と機能

(鳥取大・医・医療環境学 o飯塚舜介、疋田 純、富永里香、
井上仁、 D.A. Aremu 

NMR studies of tbe metabolism and functions of cerebellar 掛け'Ocyt，回

Tottori University Faculty ofMedicine. S.Meshitsuka， J.Hikita， L.Tominaga， 

M.lnoue， D.A.Aremu 

Astrocytes play important roles in田ntralnervous systems by se町etingspecific 

metabolites on the demand of neurons. In order ωhave more information on the metabolites 

金omastrocytes， DQCOSY and HSQC were applied ωthe primary culture systems such酪

astrocytes， and neuron"astrocyte co"culture ωestablish the substantial interaction between 

neurons and astrocytes， using 13C labeled glucose制 anutrient. In the presen四 andabsence 

of environmental pollutants in the culture， the observation of labeled metabolites and the 

toxic effects leads to clari今the朗 pectsof CNS alteration. 

はじめに

アストロサイトは中枢神経系において特異な機能を担っていることが知られてい

る.その一つが神経細胞の生存と活動の維持であると考えられている.培養系を用い

た神経細胞，及びアストロサイトの代謝物を介しての相互作用が研究されてきた.ア

ノレツハイマー病などの神経変性疾患は遺伝的要因よってもおこるが，環境的要因が発

症を決定していることが多いと考えられている.神経細胞とアストロサイトの代謝物

を介しての相互作用に対する環境要因の影響はよく分っていないことが多い NMRに

よるアストロサイト等の代謝物の分析は 1次元の測定で行われてきた.混合物系で

あるためシグ、ナルの重なりなどによって，重要な代謝物についての見落としや不十分

な解析にとどまっていた.昨年の討論会では，マウス大脳のアストログリア細胞の叱

ラベルした代謝物のインパース NMR測定による分析について報告した.今回は，マウ

ス小脳から採取した培養細胞について発表する.

実験方法

生後4"""5日のマウスの小脳を採取し，初代培養によってアストログリア細胞を得た.

また，頼粒細胞とアストロサイトの共培養を行った. 10或は 15%子牛胎児血清を含

キーワード HSQC、DQCOSY、アストロサイト、神経細胞、脳代謝物

めしっかしゅんすけ、ひきたじゅん、とみながりか、いのうえまさし、D.A. Aremu 
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む BME培養液を用いた.培養液に放出される代謝物を DQCOSY法で分析した.また，

卜 13C-グルコース添加した DMEM培養液中で一定時間培養後の細胞と培養液中の代謝

物を HSQC法により分析した.装置はVarianInova 500を用いた.

結果

マウス小脳アストロサイトの初代培養細胞の培養液中には lactate，alanine， 

acetate， pyruvate， glutamine， citrateのisotopomerが観測された.小脳アストロ

サイトは，大脳皮質由来と比べて citrateの放出が極めて多いことが特徴であること

が分った.また，長時間 (5日，，-，)培養した培養液中にはグルコースは消費されて殆

ど残っていないが lactateと共に citrateが大量に存在していた succinate，

glutamateは全く検出されなかった. また， O.lmM Al-glycinateの存在で citrate

の放出が強く抑制された.頼粒細胞とアストロサイトの共培養においても同様に，

lactate， aranine， glutamine， citrateの isotopomerが観測されたアストロサイト

の単一培養と比べて， citrateの濃度が少なかった.

考察

大脳皮質から採取したアストロサイトでは， citrateの放出は観測されるが，極め

て僅かな量であった.これに対して，小脳アストロサイトは細胞外に大量の citrate

を放出した.長時間培養時に細胞のエネルギー源となる分子は残っていないにもかか

わらず，培養液中の citrateは取り込まれなかった.従って， citrateの放出は不可

逆的な過程であり，再度吸収してTCA回路を経てエネルギー源として使われることは

ないことが分った.中枢神経系において citrateがどのような役割りをしているのか

明らかにされていない.三塩基酸であることから， Ca2+， Mg2+などの2価金属イオンを

調節する機能をはたしていると予想されているが，よく解っていない.脳脊髄液中に

は， citrateがほぼ一定の濃度に保たれている.小脳アストロサイトが citrate濃度

の調節に重要な役割をしていることがうかがわれた.さらに，微量のアルミニウムに

よって citrateの放出が特異的に阻害されたことから，アルミニウムの神経毒性との

関係が示唆された.また， glutamineについても再吸収される傾向は見られなかった.

lHの一次元測定から succinate，glutamateがアストロサイトから放出されると報告

されているが，我々が今回行った 1-13Cーグノレコースを添加した培養では， HSQCスベク

トルで観測されなかった. 1次元澱定の結果は再検討が必要であると考えられる.頼

粒細胞とアストロサイトの共培養において，アストロサイトの単一培養と比べて，

citrateの濃度が少なかった.頼粒細胞によって取り込まれたか，或いはアストロサ

イトからの放出を減少させる機構があるかのいずれかであると考えられる.

291-



P85 
第40回NMR討論会(京都，2001)

2D selective-TOCSY-DQFCOSYおよびselective-TOCSY-NOESY法による

糖鎖の構造解析

(日本ブルカー横市大・理 2) 0佐藤一一梶原康宏 2

Structure analysis of oligosaccharide by 2D selective-TOCSY -DQFCOSY and 

sel舵錨ve・司、OCSY-NOESY

(Bruker Japan1， Graduate School of Integrated Science， Yokohama City Universitl) 

OHajime SAT01， Yasuhiro KAJllIARA2 

We present a 20 selective-TOCSY-OQFCOSY experiment for a strict assignment of an 

individual sugar component in oligosaccharides and a 20 selective四TOCSY同NOESYfor 

discriminating NOE signals between inter-and intra-ring. In 20 selective-TOCSY-OQFCOSY， 

network of proton signals of a selected sugar is observed as the diagonal peaks in the 20 

spectrum by use of the first selective-TOCSY period， and the correlation signals between 

J-coupled neighboring protons are observed as the cross peak by the second OQFCOSY 

development. In 20 selective-TOCSY-NOESY， an intraring-NOE signal is distinguished by 

connecting the NOE cross peak to two diagonal peaks in this 20 spectrum， and an 

interring-NOE is not connected the NOE peak to two diagonal peaks. 

[序論]本研究では糖鎖の複雑な lHスペクトルから単糖のみのシグナルを抽出するこ

とで単純化しそのシグナルを誤りなく帰属するために 2Dse]ective-TOCSY-DQFCOSY 

および2Dselective-TOCSY-NOESY法を考案した.前者の実験において (Fig. 1)，選

択励起したある糖の lHシグナルのネットワークが selective-TOCSYによって 2Dスベ

クトル上に対角ピークとして観測され，またJカップリングした隣りのシグナルはク

ロスピークとして高感度に観測することができた.この手法により糖鎖を構成してい

る各糖骨格内のフ。ロトンを非経験的に連鎖帰属する手法を確立した. 一方，後者の実

験において (Fig. 2)，対角ピークは前者の測定と同じように観測され，また NOEは

クロスピークとして観測された.この 2Dスペクトルにおいて糖残基内の NOEピーク

は‘ 2つの対角ピークを結ぶ位置に観測され、糖残基聞の NOEピークは対角ピークが

ない化学シフト上に観測された。この手法により糖残基内と残基聞の NOEを容易に区

別することができた.

本研究では 11残基からなる糖鎖を構成する全国、ング、ナル中 60九以上:のブDロトン

を非経験的に連鎖帰属できる新規測定法を確立した.また selective-TOCSY-NOESY法

により 49個の NOEを容易に帰属することができ糖鎖の立体構造を詳細に解析できた.

lH-NMR， 2D selective一TOCSY-DQFCOSY，2D selective-TOCSY-NOESY，糖鎖

さとうはじめ，かじはらやすひろ

-29:t-



[実験]本研究では 11残基からなる糖鎖を用いた.この試料(15mg)を重水(0.3mL)に

溶かして NMR測定試料(25mM)とした.全ての測定は BRUKER社製 5mmTBI-Zプロープを

装着した AV凶CE-400 を用いて行なった.測定温度は 298Kに設定した. 20 

selective-TOCSY-OQFCOSYおよび 20selective-TOCSY-NOESYにおいて，糖のアノメリ

ツクシグナルを選択励起するために RE-BURP(150ms)を用いた.前者の測定において

TOCSY混合時聞を 140msに設定し，積算回数 16回，展開側を 512ポイント取り込んだ

(測定時間 4:37).後者の測定において TOCSY混合時間を 140msおよびNOE混合時間を

300msに設定し，積算回数 16回3 展開側を 512ポイント取り込んだ(測定時間 5:15). 

両者の測定をアノメリツクシグ、ナルの個数分行なった.

[結果と考察] 両者の 20スベクトルにおいて対角ピーク強度を最適化するために

TOCSY混合時間依存の実験を行なった.その結果，混合時聞が 60msおよび 80msのと

き， H-lから H-3まで対角ピークが観測され， H-4から H-6までの対角ピークは非常

に小さいかまたは観測されなかった.混合時聞が 120msおよび 140msのとき， H-1か

らH-6までの対角ピークが観測された.このとき H-1の対角ピーク強度は 60msまた

は 80msのときより小さくなったが全体的に全ての対角ピークが良好に観測されたの

で 140msをTOCSY混合時間の最適値とした.

本研究では lHだけを用いた 20selective-TOCSY-OQFCOSY法により 11残基からな

る糖鎖を構成する全 lHシグナル中 60九以上のプロトンシグナルを非経験的に連鎖帰属

できた.また 20selective-TOCSY-NOESY法により 49個の NOEを容易に帰属すること

ができ糖鎖の立体構造を詳細に解析できた.残りの帰属されていない理由のひとつは

アノメリツクシグナルが分離していないためである.この問題を解決するために

selective (1)-TOCSY-selective-TOCSY (2)-OQFCOSYを行ない，一つの糖を抽出する必

要があると考えられる.また別のアプローチとして軽水中でアミドプロトンから展開

する方法を試みることが考えられる.二つめの理由はガラクトース残基のように H-4

とH-5のカップリング定数が非常に小さいために TOCSYによる磁化が効率よく伝達し

ないことが考えられる.この場合はNOEを用いることにより解決されると考えられる.
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Fig. 1 Expanded plot of 2D selective帥TOCSY-DQFCOSY，which one of galactoside residues was 
selectively excited. 

Fig. 2 Expanded plot of 2D selective-TOCSY二NOESYspec佐um，which one of mannoside 
residues was selectively excited. Inter-ring NOE signals were marked by rectangles. 
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P86 
Macroscopic Background Gradient and Radiation Damping 
Effects on High-Field PGSE NMR Diffusion Measurements 

(東京都立大学)

(都立大)OW. S. Price， (スエ子、、ーン王立研究所)P. Stilbs， (ルンド大)B. Jonsson， O. 

Soderman 

W. S.P豆旦(TokyoMetropolitan University)， P. Stilbs (Royal Institute ofTechnology， 
Sweden)， B. Jonsson and O. Soderman (University ofLund， Sweden) 

The effects of macroscopic background gradients due to susceptibility differences at the sample 
interfaces and of radiation damping on PGSE experiments are examined. 80th phenomena can lead to the 
seemingly strange effect of the echo signal growing as the gradient strength increases at low applied gradient 
strengths. F or a仕切lydiffusing species， background gradients manifest thems巴lvesas slight concave or convex 
inflections in the linearized PGSE attenuation curve -depending on the polarity of the appli巴dgradient. The 
various means of overcoming macroscopic background gradient problems， including bipolar gradients， and their 
efficacy are examin巴:dexperimentalIy and discussed. The effects of radiation damping can also result in the 
attenuation curve being non-linear but， different than the effect of background gradients， the non-linearity does 
not change with the polarity of the applied gradient. The vulnerability of the stimulated echo-based. PGSE 
sequence and variations of Hahn-based PGSE sequ巴ncesis investigated. 80th background gradients and 
radiation damping have serious implications for accurate diffusion measurement determination. 

INTRODUCTION 

Pulsed-Gradient Spin-Echo (PGSE) NMR is now the method of choice for measuring 

translational diffusion coefficients， D. To obtain accurate measurements， numerous well-
known sources of artefacts inc1uding eddy currents， non-constant ('non-linear') gradients， 
microscopic magnetic inhomogeneities， convection and mismatched gradient pulses must be 
accounted for.I-' However， two other complications， (1)ιmacroscopic' background gradients 
due to the magnetic susceptibility differences at sample interfaces (i.e.， the ‘meniscus effect') 
and (2) radiation damping， that can seriously xeduce accuracy have received far less attention. 
Importantly， the severity of both of these complications increases with the static magnetic 
field strength， Bo. Here， we investigate these two deleterious effects and how they can be 
alleviated， thereby increasing the accuracy ofthe diffusion coefficients determined.4 

THEORY 

In the simplistic case ofthe applied gradient， g， superimposed on a constant background 
gradient go， the attenuation (i.e.， the echo signal S， divided by the signal acquired with g = 0， 

So) due to diffusion in the Hahn spin-echo based PGSE sequence (Fig. lA) isJ 
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Important1y， E depends on the polarity ofg due to the g.go term. When go = g， [1] reduces to 

E(g) = exp(-yγD02(~ δ/3) ) [2] 

Keywords: Background gradients， Bipolar gradients， Calibration， Self-diffusion， PGSE， 

Radiation damping 
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Figure 1. Schematic diagram of the variations of 
the Hahn spin-echo based PGSE pulse sequence 
(A-E)，旦ndthe monopolar (F) stimulated-echo 
based PGSE sequence. Radiation damping can 
occur during the periods in which the 
magnetization is not spatially encoded (i.e.， 
dur・ingthe periods tl and t2 in A). The striped 
gradient pulsεin F is a purge pulse for reducing 
the phase cycling requirements as well as 
preventing the onset of radiation damping during 

the '2 period. 
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1羽W叶叫九町川油11七he児er陀e(ヤrラ，z斗)denotes the position of a volume element in cylindrical coordinates) and if the 
diffusing species moves between volume elements of different b呂ckgroundgradient str百ngth

slowly (i.eぅstayswithin a volume of constant go duringめ， [1 J becomes 

E = lE(g，g() (1'，z ))dV [3] 

If the presence of go is ignored and the gradient is calibrated using a sample of known 
diffusion coefficient and [2]， the value of g determined inherently contains the effects of go・
The background gradients resulting from magnetic susceptibility discontinuities in a 

standard NMR tube containing w昌terusing are illustrated in Fig. 2. 
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Figure 2. Finite element simulation of the 
background gradients in a standard NMR tube. 
Each contour r己f1ectsa 0.5 ppm change in the 
field. Lengthening a samp!e is not necessarily 
a means of obviating background gradients 
since the sample will almost certainly not be 
contained within the constant region of the 
applied gradient. 
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Radiation damping results from the precessing spin magnetization generating an 
oscillating current in the receiver coil， which in tum generates an oscillating magnetic field， 
which rotates the magnetization back to its equilibrium position. Radiation damping can be 
characterized by a rate constant 

Q
 
nT 
K
 一
一
l

一L
一一D
 

D
A
 

R
 

[4] 

where ηand Q are the filling and quality factors of the coil. The constant K is defined by 

一一 μoYγBoK=一μlyM:"= J.loy-n-JjOcAχW"附 (S-I)
U ゐ 8kT 刷

whereμ。isthe permeability of free space， Mアisthe equilibrium magnetization， CA is the 
number of protons (water protons in the present case) per unit volume and χwater is the 
magnetic susceptibility of water. Thus， the effects of radiation damping are much more 
serious in larger static fields and higher-Q NMR probes and can cause strong resonances to 
effectively‘relax' with a time constant of 100 ms (or less) which is of similar order to the 
length of a PGSE sequence. Radiation damping is effectively inhibited when the net 
transverse magnetization is zero such as when the magnetization is spatial1y encoded by a 
gradient pulse. 

RESULTS AND DISCUSSION 
Back史roundGradients~ Examples of PGSE measurements for the somewhat exaggerat怠dcase 
of a susceptibility matched NMR tube with the plunger removed to accentuate the formation 
of background gradients are shown in Figure 3. For this sample configuration the polarity-
dependence of the measured diffusion coefficients was 43%. However， with the plunger in 
place (i.e.， usual configuration) the agreement between the diffusion coefficients obtained 
using gradients of positive or negative polarity was much closer and was in fact superior to 
that observed for a standard NMR tube. 
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Figure 3. PGSE N孔1Rattenuation plot for the residual 

water in 50μ1 of 2H20 in a susceptibility matched 
NMR tube but without the plunger acquired using 
positive gradient polarity (企)and negative gradient 
polarity (T). The data was acquired at 300 MHz using 

sequence D with 'tふ 25ms and 0 2 ms 
(rectangular shaped). Regression of [2] onto the 
average of the normalized positive and negative 
polarity data (solid line) gives a diffusion coefficient 
of 1.831土0.01x 10・9m2s-l. Only the low gradient 

value data is shown to al10w the background gradient-
induced curvature to be cIearly seen. 
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Apart 仕omminimizing background gradients by using susceptibility matched NMR 
tubes， bipolar PGSE sequencesu can be used to efficiently circumvent their effects. However， 
the underlying assumption' is that a diffusing molecule experiences a constant background 
gradient throughout the sequence， and thus， can fail especially with large d values. If bipolar 
pulses are unavailable and assuming that the background gradients are small and that the 
exchange between volume elements is slow， a partial solution is to average the normalized 
PGSE attenuation data from two identical experiments but performed with opposite gradient 
polarity. 

Radiation DampingDiffusion measurements on a ‘strong' wat渇rsample were performed 
using some ofthe sequences in Fig. 1 and the results are shown in Fig. 4. 
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Figure 4. Plots of the PGSE attenuation curves for 
the water resonance of a sample consisting of 5μL 
ethanol，20μL 2H20 and 175μL IH20 in a 5 mm 
susceptibility matched tube using the sequences (B 
企， D回 E・， and F 0) given in Figure 1 acquired 
at 300 MHz. The data is normalized to the first 
positive value of g (= 0.037 T m-I) in each case. 
Note the rise and fall of the attenuation curve for 
sequence D due to the competition between 
radiation damping and diffusive attenuation. In the 
measurements 't = d = 70 ms (except in sequence B 
where τ36.2 ms， the minimum value of 't 
possible) and 0 = 2 ms (sine shaped). Sine shaped 
gradient pulses were used to ensure that sequence 
B was unaffected by eddy current effects. 

Thus， to avoid artefacts arising from radiation damping， it is necessary to place the gradient 
pulses so that the spin-magnetization is spatially encoded for as much of the sequence as 
possible. 
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Ins蜘バルク体積磁化率で補正して得られる，水溶液中の水

のケミカルシフトの濃度および、温度依存性

(福井大・機セ)0水野和子、越智虎之、今藤真吾、田宮由香

Con∞:ntration and Temperature Dependence of the Chemical Shift of ¥¥匂包rProtons 
in Aqueous Solutions Co汀'ectedin Terrns of in si加 BulkVolume Magnetic 

S出切ptibilities.

(Fukui University， Center for lnstrumental Analysis) 0 Kazuko Mizuno， Torayuki 

Ochi， Shingo lmaf可i，and Yuka T:値目ya
Concentration and tempera加redependence of lH chemical shifts in NMR of binary 

aqueous mix加問sof organic solutes were studied. lH chemical shifts were measured by 

the extemal double reference method using a capillary with a blown-out sphe陀 atthe 

bottom， in which liquid te回methysilane，出anextemal reference substance， was sealed. 

By the method， it is possible to determine di首位encein the volume rnagnetic 

susceptibilitiesbetw関 na sample and the reference solutions， and thus to correct the 

observed chemical shifts in terrns of in si加 bulkmagnetic susceptibilities. Changes in 

the chemical shift of the referen∞peak due to temperature changes were also taken into 
consideration of the correction to obtain chemical shifts m回suredon a unified s伺le

over all the da旬tobe compared s凶ctlywith each other. 

且♀盈i三.溶媒が異なったり，濃度が異なる2つ以上の試料のケミカルシフトを比較した
り温度依存性を調べたい時には，通常の方法である内部基準法をさけて，基準物質の物理的

状態が一定に保たれる外音|珪捧法で測定したいと思う.しかし，外音湛準法には，バルクの

磁化率の補正というやっかいな問題が避けられない.本研究では，このやっかいさの中味と

これを解決するためのひとつの方法，さらにこの方法を手I閉して有機化合物の水溶液の溶液

構造をしらべた結果を報告する.

外部複某準法.ケミカルシフトはプローブ核の核外電子による外商職場の遮蔽効果に関係

づけられる.溶液中の溶質分子のプローブ核は，プローブ核外電子による，いわば分子内の

効果による外吉|職場の遮蔽の他に，バルクと呼ばれる溶媒による遮蔽をうける.溶質と基準

物質のバルクが同じである内部基準法ではこのバルクの遮蔽効果は問題にならないが，外部

基準法では試料溶液と基準物質溶液でとの効果が異なる.基準物質を封入した細管を試料管

の中央に入れる方法では，

。但 =δ幅 4π(χsχr)x 1げ/3 (1)， 

ここで， O，曲は細管中の基準物質のピークをOppmとして観測したケミカルシフト， χsと

外商線基準法・ケミカルシフトの温度依存性・バルクの磁化覇市正

みずのかずこ・おちとらゆき・いまふじしんご・たみやゆか
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χrはそれぞれ試料と基準物質樹夜の体積磁化率，。聞はバルクの体積磁化率で補正したケミ

カルシフトである

先端を球状にした内管に揮討夜を封入して試料の NMRを測定すると，試料の他に内管の球

とシリンダ一部分にある溶液に帰属さる 2本のシグナルが観測される.M叫ayand
Haverbusch は，それらのケミカルシフトの差をl1oとすると，

品ニ k(χs一χr)XI06 (2) 
で表されることを示した 2 kは球の部分の形状因子で，すでにχsが得られている試料披体

について必を測定して得られる検量線の傾きとして求められる.Momoki and Fukazawa 
はこの球っき内管に基準物質としての液体TMSを封入して，シリンダ一部分のTMSのピ
ークをOppmとしてる幅と 品を測定し， (2)の(χs χJを(1)に代入して得られる次式にし
たがってケミカルシフトを求めた (B叫bedCapillarly Me出od)3 

。四二 O""， 4π11o/3k (3) 
我々はこの方法に加えて，温度変化によって生じる基純物質のピークのずれを考慮するこ

とで，複数のケミカルシフトデータをある基準温度 Tr(本研究では25 "C)の液体TMS
をOppmとして，統一したスケール上であらわし厳密に比較する方法， Extema1 Double 
Reference Methαi け持|線基樹~，を提出してきた4~ ここでは補正後の~を九σr) で

表す. 温度効果の補正についてはP90の要旨で述べてあるので省略する.ここでは[アセ

トン/水]の2成分系の水プロトンのケミカルシフトの，仏)O，由， (B)る町， (C)温度変化の効

果を考慮して補正した九(測を図に示す.補正の重要なことが明らかであり，特に，水の

濃度が高くなるのにつれてケミカルシフトの温度による違いが大きいことがわかる.

A) O
obs 

8)acor C)8cor(298) 
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残余双極子結合測定のための

新しい配向メディアの開発研究

(都立大院・理1 東大院・農2)

0小神将1、荒木潤2、野村薫1、空閑重則2、甲斐荘正恒 1

New Magnetic Orientation Media 

rortbeM回 surementorResidual Dipolar Couplings 

JST-CREST & Graduate Schoo/ of Science， Tokyo Metoropolitan Universi砂1

Graduate School of Agricu/ture仰 dL俳Science，The Universi砂ofTo.か02

Masaru Kogami 1， Jun Ar北i2， Kaoru Nomura 1 ， Shigenori Kuga 2 and Masatsune Kainosho 1 

Abstract: 

Liquid crystals composed of a microcrystalIine suspension of cellulose and chitin provide 

suitable orientation media for measuring residual dipolar couplings in biological 

macromolecules. Importantly and in contradistinction to lipid bicelles and filamentous phages， 

these media can be used over a wide temperature range and can orient solutes perpendicular to 

the applied magnetic field. In contrast to previous reports， in which the cellulose and chitin 

liquid crystals were stabilized by electrostatic repulsion， we have succeeded in stabilizing 

them through steric repulsion introduced by poly-ethyleneglycol (PEG) grafting. As a 

consequence， these new media have improved salt tolerance compared to previous 

polysaccharide-type liquid crystals. 

【はじめに】

NMR法による溶液立体構造決定において、残余双極子結合定数を構造情報とし
て用いる手法は既に数多く報告されており、それらの測定に用いる様々な配向メデ

ィアが開発されてきた。最も一般的に利用されている脂質パイセルや繊維状ファー

ジの配向軸は磁場に対してほぼ平行であるが、セルロースやキチンは磁場に対して

垂直に配向することが知られている。しかしながら、従来報告されているセルロー

スやキチンの液晶は、電荷反発により液品を形成しているため、電解質の添加に対

して非常に敏感であり実用性に之しかった[1・2]。本研究においては、ポリエチレン

グリコール(PEG)を用いて立体的に安定化させた液晶の調製 [3・4，Fig.1a]、及びそれ

らを用いる電解質添加効果やタンパク質を試料とする NMR測定時の条件検討に関し

て報告する。

残余双極子結合、立体安定化液晶、キチン微結晶、核四極子相互作用、磁場配向

こがみまさる、あらき じゅん、のむら かおる、くが しげのり、

かいのしよう まさつね

n
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【実験]

粉末セルロースを塩酸加水分解、部分的酸化処理、 PEG-N孔の付加、遠心、透析、

濃縮超音波処理をすることにより、セルロース立体安定化液晶を調製した[Fig.1b]。

また、粉末キチンを塩酸加水分解し、 PEG-CHOを付加させ、遠心、透析、濃縮、超

音波処理をすることにより、キチン立体安定化液晶を調製した[Fig.1c]。このように

して調製した液晶に重水、及び重水緩衝液を加えて測定用試料とし、 BrukerDMX 500 

(500 MHz)を用いて磁場配向実験を行った。

【結果】

調製した試料中の 2Hスベクトルを観測したところ、緩衝液を添加していないとき

は調製したすべての試料で核四極子相互作用による官スベクトルの分裂が確認され

た[Fig.2a]。また、 Chitin-PEG2000液品に緩衝液を添加じても、同様な 2Hスベクトル

の分裂が得られた[Fig.2b]。さらに、この緩衝液を添加した試料を温度変化させ、同

様の実a験を行ったところ、 Chitin-PEG2000液晶で配向が確認された。

(a) 

¥ 
展論
点誘拐

(a) 

守、l崎町
[ゆヘU~、]

山

w

20 10 0 ・10 Hz 

Fig.l Molecular Model 
(a)The possible morphology of microcrystals 
with the presence of PEG chains， 
(b)PEG grafted cellulose microcrystals， 
(c)PEG grafted chitin microcrystals. 

Fig.2 'H spectra of 8% w/wchitin-PEG2∞o 
liquid crystallite in H，O/D，O at 298K. 
(b)lncluded 20mM sodium phosphate buffer. 

【参考文献1
1. F1eming， K. et al.， J.Am.Chem.Soc.，ロ2，5224-5225 (2000)・
2. Revol， J-F. et al.， IntJ.Biol.Maσomol.， 18， 177・187(1996). 

3.Ar北i，J. et al.， Langmuir， 17，21-27 (2001). 

4. Posso， A D. et al.， Carbohydrate POちImers，42， 201-206 (2000). 
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ポリマー材を用いた高圧NMRセルの開発と応用

(産業技術総合研究所・超臨界流体研究センタ東北大院理九日機装・開

発センター3)

0金久保光央梅木辰也九相淳崇史増田善雄生島豊畑田清隆

斎藤功夫吉村純子山崎博実八名純三 3

Development of High-Pressure NMR Cell Using Polymer Material 

(Supercritical Fluid Research Center， National Institute of Advanced Industrial Sci巴nceand Technologyl， 

Department of Chemistry， Graduate School of Science， Tohoku Universitl， R&D Center， Nikkis03) 

OM. Kanakubo¥ T. Umecky2， T. Aizawa¥ Y. Masuda¥ Y. Ikushima¥ K. Hatakeda¥ N. Saito¥ J. 

Yoshimura3， H. Yamazaki3， 1. Yana3 

We have newly developed a double-tube type of high-pressure NMR ce11， which has a versatile use for both 

batchwise and on-line op巴rations. Th巴high-pr巴ssurec巴11mad巴ofa strong， easy-machinalbe， and idea11y 

non-magnetic poly(etherether ketone) withstands temperatures and pressures， at least， up to 100 oC and 35 

MPa， respectiv巴ly. The flow rate dependence of lH longitudinal relaxation time of 1 w/w-% chloroform 

in carbon tetrachloride was measured at 26.9 oC. 

【はじめに】近年，水や二酸化炭素をはじめとした超臨界流体は環境調和型プロセスの媒体とし

て注目を集めている。超臨界流体などの試料を高圧条件下で NMR測定する場合に，磁石外部で

試料の調製や反応を行い，オンラインで観測領域に運び込むことは，操作上非常に簡便で有用で

ある。また， HPLCやMSなどの分析装置とオンラインで接続された NMRは複合分析システムと

して多くの利点を有する。そのような観点から，我々は市販されている通常のプロープで使用可

能な流通式高圧セルの開発を試みた。

【高圧NMRセル】 高圧NMRセルの模式図を Fig.1に示す。セルは二重管構造を有し，内管(f1)， 

外管 (g)，およびヘッドキャップ(c)の主要3点からなる。流体試料は，ヘッドキャップに接続

したチューブから内管内部を通り，試料管末端部に到達後折り返し，鼓状に切られた観測領域に

供給される。観測領域の試料体積は内管の形状により簡単に変更することが可能である。 Fig.1 

に示した内管では，鼓状に切られた体積は約 0.3cm3であり，内管内部を通過する試料体積に比べ

約 30倍と十分に大きい構造となっている。また，本高圧セルは，内管の選択(色使用)により，

バッチ式としての利用も可能であり，その際，内管はセル内の流体試料の温度むらを防ぐスペー

サーとしても機能する。

キーワード:高圧， NMRセル，超臨界流体

かなくぼみつひろ，うめきたつや，あいざわたかふみ，ますだよしお，いくしま ゆ

たか，はたけだ きよたか，さいとう のりお，よしむら じゅんこ，やまざき ひろみ，

ゃな じゅんぞう
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f2 

一生一告 二3

Fig. 1. Explod巴dview of high-pressure NMR cell. 

a : Screw， b， d : Joint， c : Head cap，巴:O-ring， f1 : Inner tube (flow)， 

f2 : Inner tube (batch) g : Outer tube 

本高圧セルは，耐圧強度，加工性，ならびに磁気特性が良好なポリエーテルエーテルケトン

(PEEK)を材料として用いており，約 100oC， 35 MPa程度の耐久性を有する。また，セルの構

造は検出部中心をもって対称的であり， 500 MHzの分光器 (Varian，Inova 500)を用いた lHの共

鳴信号の実験では，半値幅が約 0.007ppm以下と高い分解能が得られている。

【結果と考察】 開発した高圧セルが流通式とし

て良好に稼動するか縦緩和時間の流速依存性を測

定し検討した。一例として， 26.9 oCにおける 1

w/w-%夕日ロホルム一四塩化炭素溶液(未脱気)

の lHの縦緩和時間(目。bs)の結果を Fig.2に示す。

図から分かる通り， 1/ T1
0bsは体積流速 (v)が約 5

cm3 min-1までは直線的に増加(破線)し、その後

直線からはずれていくことが確認された。

ある一定流速で流れている試料の縦緩和時間

(T1
0bs
) は、観測領域における滞在時間 (τ)と(1)

式のように関係付けられる。ここで， T1SMcは試料

が静置している場合の縦緩和時間である。また，
Fig. 2. Flow rat巴depend巴nceof lH longitudinal 

滞在時間(.. )は試料体積 (V)と体積流速 (v)と ~C_ 
c_ relaxation time (T1 UUS) of chloroform in carbon 

を用いて表せば， τ=V/vとなる。よって，l/T]ob 
tetrachloride at 26.9 oC. 

をvに対してプロットすれば，傾き l/V，切片 1/

T1
S刷 Cの直線が得られるはずである。

1 1 1 1 v 
----+-一+

T]ObS T]s肱 τ T]S肱 V
、‘.•• 
，，， 

1
tム〆，.、

v I cm3 S-l 

QOO QM QW  Q~ 

0.7 • . 
0.6 '・， ・

〆'・四

'" 0.5 
苦
』

¥0.4 

4・.. • • • 4 
F 
JI 

Fベ
) 

0.3 

-r 
0.2"-' 

。 4 6 

v I cm3 min-1 
8 10 2 

Fig.2の破線の傾きから求めた試料体積は 0.26cm3であり，幾何学的なコイルの長さから計算し

た体積 0.29cm3とほぼ一致した。すなわち，本高圧セルでは，四塩化炭素のように比較的粘性率

が高い流体を試料とした場合にも，体積流速が5cm3 min・1程度までは試料が円滑に流通している

ものと考えられる。

発表当日は，超臨界流体などの粘性率が低い試料の結果もあわせて報告する。
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lHと13CNMRの外部複基準法によるケミカルシフトの

温度依存性:メタノールの場合

(福井大・機セ)0泉康彦、田宮由香、水野和子

もmperatureDependence of lH and 13C Chemical Shifts of Methanol Measured by 

the External Double Rβference Method. 

(Fukui University， Center for Instrumenta1 Analysis) OYasuhiko Izumi， Yuka， 

Tamiya， and Kazuko Mizuno 

Temperature dependences of tH and 13C chemical shifts of methanol were 

studied. lH and 13C chemical shifts were measured by the external double 

reference method using a capillary with a blown-out sphere at the bottom， in 

which liquid hexamethyldisiloxane， as an external reference substance， was 

sealed. By the method， it is possible tοcorrect observed chemical shifts in terms of 

in situ bulk magnetic susceptibilities. Changes in the chemical shi企 ofthe 

reference peak due to temperature changes were also taken into consideration of 

the correction to express chemical shifts on a uni五edscale over all the data and to 

compare them strict1y with each other. 

[はじめに]

P87に述べてある外部複基準法は、搭媒・組成・温度のどれもが異なる溶液のケミ

カルシフトを比較できる非常に有用な測定方法である。本稿では、温度変化によって

生じる基準物質のピークのずれを補正するための、すなわち複数の測定温度に渡って

得られたデータを共通のスケール上で、表す方法を示す。

[外部複基準法で温度を変えて測定する場合のケミカルシフトの補正]

測定温度を変えるとき、基準物質の物理的状態を一定に保つことはできない。すな

わち、一つの試料のケミカルシフトを温度を変えて測定するとき、先端が球状の同じ

内管を使ってもOppmの位置は温度によってずれる。このずれは超伝導磁石の外部磁

場の測定時間内の揺らぎをはるかに超える。そこである基準温度でのある基準物質

〈本研究では、 25"Cでの液体ヘキサメチルジシロキサン(HMDO))の共鳴線を Oppm

として、測定したすべての温度でのケミカルシフトを統ーしたスケールで表した

(Fig.l)o 25"Cあるいはある湿度T"Cのときの基準物質のシリンダ一部に帰属するピー

クのPOSITION(NMRスベクトルをデジタル化したときのサンプリングポイント数)

をPOSITぉあるいはPOSITTとおくと、これらの差(pOSITT -POSIT 2J IこRESOL(デ

ジタル分解能)を掛けた値(Fig.lの※)が、 TOCのときのケミカルシフトのずれとなる。

外部複基準法、ケミカノレシフトの温度依存性、メタノール

0いずみやすひこ、たみやゆか、みずのかずこ
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[実験]

ヘキサメチルジシロキサン(HMDO)を基準物質として、メチルアルコールの官、13C-NMR
スペクトルをJEOL品rJ:N-EX400分光器によりo"Cから60"Cの範囲で測定した。
[結果]

メタノールのOH基のlHのケミカルシフトは、 5.2 

温度上昇に伴い高磁場、ンフトした(Fig.2)o 5.1 

メタノーノレのCH3基のlHと13Cのケミカルシブ 80 H 5.0 

トは、両方とも温度上昇に伴い僅かに高磁場

シフトした。これらの結果を文献値と比較して

議論する。

[参考文献1
1) WSchulman， D.WDwyer， D.C.D偶ぬchman，

J.Phys. Chem.吋94(18)，7308・12，1990
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[N3・ 15N]-5 位置換t・ 9~V:;類を用いた N-H...N水素結合の解析

(JST-CREST，都立大院理)

0石川麗、児嶋長次郎、l 小野晶、甲斐荘 E恒

NMR studies ofsubstituent effects on the N-H"'N hydrogen bond in duplex DNA 

JST-CREST & Graduate School ofScience， Tokyo Metropolitan University 

ORei Ishikawa， Chojiro Koj泊施，Akira Ono， and Masatsune Kainosho 

The substitution effects on various parameters， which may influence the hydrogen bond strengths of 

Watson-Crick-type base pairs， were investigated for DNA dodecamers containing 5・substituted-2'-

deoxyuridine derivatives. In doing so， a series of [3_15N]-2'-deoxyuridine derivatives， including thymidine， 

2' -deoxyuridine， 5七romo・2'-deox戸Jridine，5・fluoro-2' -deoxyuridine， and 5・cyano-2'-deoxyuridine， and 

[UI_15N]・2'-deoxyadenosine， were inco叩oratedinto the DNA dodecamer， d(CGCGA*ATX*CGCGh， 
where X*印 dA * were a [3_15N]-2'-deoxyuridine derivative and [uZ)5N]-2にdeoxyadenosine， respectivelぁ

The imino proton chemical shift and也espin∞upling ∞nstant between the imino proton and nitrogen 
(1 JNH) were measured for the Watson-Crick -type A九X*base pair ofa11 five duplexes. The substitution with 

an electron-withdrawing group results in down-field shift ofthe凶inoproton and a concomitant decrease 

in magnitude of白e1 JNH value，加da good， linear correlation was found between the two effects. These 

substitution effects on the NMR parameters were linearly correlated with the pK. values of the 

2にd回 xyuridinederivatives and also with the也eoretica11ycalculated hydrogen bond energy. 

はじめに

1998年に RNA(1)、次いで、DNA(2)における Watson一Crick型塩基対に関して、 NH...N水素結

合聞にスピン結合定数 ehJ附)が観測された。生体高分子がその立体構造を維持し生物機能を発

現する上で、水素結合は重要な役割を担っているがその本質的な理解には至っていない。渡水素結

合スピン結合が大いに注目される理由の一つには、それらが水素結合に関する直接的な知見を与

えるとの期待がある。本研究においては、種々の[N3-15NJ一5位置換す'ーデオキシウリジン類を導

入した二重鎖DNAを用いて、Watson-Crick塩基対の水素結合に及ぼす置換基効果を検討ーした(3)。

標識DNAオリゴマーの調製

[N3-15NJ-5位置換デオキシウリジン類は、対応する非標識ヌクレオシドを原料として化学合成し

た。[15N5J均一標識 2'ーデオキシアデノシンは発酵法により得た[
15N5J均一標識アデノシンから

誘導した。これらの標識ヌクレオシドは常法に従ってアミダイト体とし、 DNA自動合成機により

オリゴマーに導入した。図 1に示す5穏の dodecamerはNa塩とした後、 100mM NaCl及び0.01%

NaN3を含む 10mMリン酸緩衝液 (pH7.0)に溶解して NMR測定に用いた。

NMR測定

NMRスベクトルは BrukerDRX800 (800MHz)を用いて測定した。図 2に示したように 5位置換デオ

キシウリジン残基のイミノプロトンの化学シフトと lJNHには良い相関がみられた。

キーワード:水難合、水離合を介したJカッフ。リンク定数、 DNA、横議DNAの合戒 1制濁周期

いしかわれい、こじまちょうじろう、おのあきら、かいのしょうまさつね
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また、両ハ。ラメーターはヌクレオシドのイミノプロトンの pKa値、また理論計算により求められた水素

結合のエネルギー値 (4)とも良い相闘が得られた。(図 3，4)

このような良い相闘が得られたということは、 5位置換 dU を導入した DNAオリゴ‘マーが

Watson-Crick型水素結合の置換基効果を研究する上で優れたモデ、ノレで、ある事を示している。現在

2hJ聞など水素結合に関連したNMRパラメーターとの相関についても研究を進めている。

5・ー (CGCG，込AT茎CGCG}-3・
3・ー (GCGC茎TA桑，GCGC)ー5・

げ
む
/

FNHぱ
A

R

以ハベ。Lb) 
[1，3，7，9，6・NH2-15Ns]・2・-deoxyadenosine
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Figure 2. Correlation plot 01 the imino 'J(N，H) against the 

imino proton chemical shift lor DNA duplexes containing 

2'-deoxyuridine derivatives. The imino lJ(N，H) and imino 
proton chemical shift values were obtained in H20 at 275 K. 

The slope， y-intercept and correlation coe宵icientare 
-133.1 Hz， 3.4 Hz(ppm)-' and 0.95 lor 'J(N，H). 

言CELL 16 

/ E 214  
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Total H-bond Energy (kcal/mol) 

ODNI R = Me X = [N3-，sN]-lhymidine 

ODN 11 R = H x= [N3-，sN]・2・-deoxyuridine
ODN 111 R = Br 互=[N3・'SN]・5-bromo-2'-(担oxyuridine

ODNIV R = F 基=[N3・'SN]-5-fluoro・.2'・deoxyuridine

ODN V R = CN X = [N3-，sNJ・5-cyano-2'-deoxy町 idine

Figure 1. Synthesized DNA sequences containing 

2・-deoxxyuridinederivatives. A Watson-Crick base 
pair formed by the '5N enriched residues is shown 
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Figure 3. Correlation plots 01 the imino 'J(N，H) (top) and imino 

proton chemical shift values (bo柱。m)01 DNA duplexes 

containing 2'-deoxyuridine derivatives against the pKa values 

01 2'-deoxyuridine derivative nucleosides. The slope， 

y-intercept and correlation coefficient are -71 .5 Hz， -1.5 Hz 

pKょ1and 0.97 and 18.2 ppm，一0.4ppm pKa' and 0.99 lorthe 
imino 'J(N，H) and imino proton chemical shift， respectively. 

Figure 4. Correlation plots of the imino proton chemκal shi食 ofDNA duplexs containing 2'-

deoxyuridine derivatives against the calculated total hydrogen bond energy of hydrogen bond formation 

between 9・methyladenine and l-methyluracil derivatives. The slope， y-intercept and correlation 

coefficient are 2.9ppm， -l.4ppm molkcal・land0.98 

参考文献

1. Dangley， A. J. et al.ヲ(1998)J. Am. Chem. Soc.， 120， 6625・6626.
2. Pervushin， K. et al.， (1998) Proc. Natl. Acad: Sci. USA， 95，14147-14151 
3. Ishikawa， R. et al.， (2001) Magn. Res. Chem.， 39， 000・000.
4. Kawahara， S. et al.， (1999) J. Plりな.Chem. A， 103， 8516-8523. 
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31pNMRを用いた細胞内代謝化合物の新規測定法

(味の素(槻・発酵研 1).中研幻)

O野口泰志 1)、榛葉信久 2)、鈴木柴一郎 2)、杉本慎一 1)

Real time NMR measurement system for metabolic status in microbial culture 

lPermentation & Biotechnology Laboratories， 2Central Research Laboratories， 

Ajinomoto Co.， Inc. 

Yasushi Noguchi*¥ Nobuhisa Shimba
2， Ei-ichiro Suzukf， & Shinichi Sugimoto1 

Abstract: For formulation of an appropriate microbial culturing condition in the fermentor either for industrial 

or analytical purpose， precise control of the medium oxygen tension (DOT) is crucial. In a conventional method， 

DOT is monitored by a sensor equipped in a fermentor and is controlled by changing the gas agitation rate. Here， 

we report a novel and accurate system minimizing time-lag by an automated aeration f10w control device and 

real time monitoring representative metabolites by NMR spectrometer in real time. Responses of Escherichia 

co/i cells under various oxygen tensions were analyzed in this system to validate this system for the study of the 

microbial metabolism. 

[序論]

微生物反応による物質生産プロセスにおいて、溶存酸素濃度に代表される埼養環境の設定は重要な課題

であり、 invivo 31p NMR法は、その最適化に有益な細胞内の代謝情報を与えてくれる。従来はNMR試験管

内に微生物反応溶液を懸濁し、反応の維持に最低限必要な基質を供給するのみで測定を行っていた。しかし

ながら、長時間におよぶ細胞の比活性の維持が困難であること及び、複雑な反応制御を要する微生物反応の

解析には適応で、きないという大きな装置上の課題があった。そこで、 NMR管と独立した外部還流型のバイオリ

アクターを新規設計し、 NMR管内においても溶存酸素濃度といった培養環境を適切に制御可能な測定シス

テムを確立した。本報告では、方法論及び、具体的な適用例を挙げ、従来法と比較しながら本手法の有効性

を示す。

[測定装置構成]

Fig. 1に、従来法及び、新規に開発したinViV031p NMR測定装置構成を示す。本装置においては、実際に

NMR測定を行うサンプル管外にバイオリアクターを設置し、両聞を定常的に還流することにより測定時の反応

環境を適確に行うことが可能である(以下、還流法)。本装置の特徴として、溶存酸素濃度を NMR管(A)に並

列に設置した、 DOモニター用のサンフ。ル管内(B)の測定値を基準に通気流量をコントロールすることにより、

測定時のサンプル管内の溶存酸素濃度を制御することがである。従って、本装置を用いることによって、従来

困難で、あった溶存酸素濃度に依存した細胞内の代謝反応の変化を検出ことが可能となったo

invivoNMR、31PNMR、微生物反応

のぐちゃすし、しんばのぶひさ、すずきえいいちろう、すぎもとしんいち
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NMR spectromet町

a pH 

1111/:.1 

Fig.l. SchematIC diagram of the experimental set-up of the mini-fermentor system (a) and the circulation-

fermentor system (b) used .for in vivo NMR. 

I結果と考察]

Fig.2に、従来法 1)及び、新規開発した還流法を用いて測定した好気培養時の大腸菌の代表的な31pNMR 

スペクトルを示す。尚、各シグナルの帰属は、既に報告されている文献を参考にした 2-3)。従来は培養制御が困

難で、あったため、比活性の高い微生物反応状況下の細胞内代謝化合物のシグナルを検出するのが困難で、あ

った。しかし、新法ではこの点が改善されているだけでなく分解能も大幅に向上しており、従来困難であった細

胞内外の無機リン酸シグナルも容易に分別可能となった。
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Fig.2. 31p NMR spectra of aerobically respiring E.coli W3110 by the mini-fermentor system (a) and the 

circulat削トfermentorsystem (b). 
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還流法の応用例として、 Figふに女子気条件下における大腸菌培養液の NMRサンプル管内の溶存酸濃度

(DO)を微好気条件(0.5%以下)に意図的に制御した前後の、スペクトルを示す。阿者を比較すると、レフト後

において、細胞内 ATPシグ、ナノレが消失する一方で、 glucose-6・phospah旬、 frucotose・6-phophateといったの解

糖系の中間代謝化合物シグナル強度の顕著な増加が観察された。同様に、 Fig.4には大腸菌増殖時の細胞

内ATP、ADP、糖リン酸、ホスホジエステノレ及び、 UDPグルコース濃度の推移を示す。本実験によって、増殖か

ら定常期のような実培養系で、の細胞内代謝化合物濃度のドラスティックな変化を解析できることが可能で、あるこ

とが分かった。
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Fig.4. Culture and intracellular metabolite changes of aerobically respiring E.coli W3110. 

[まとめ]

本研究では、 NMR管と独立した外部還流型のバイオリアクターを新規に設計し、 NMR管内においても溶存

酸素濃度といった培養環境を適切に制御可能な測定システムを確立した。また、増殖期における大腸菌の解

ハU



析結果から、本装置を用いることで、これまで、困難で、あった長時間且つ複雑な反応制御を要するような反応プ

ロセスの解析が容易に行えることが分かった。今後は、種々の微生物反応プロセスの最適化に本手法を活用

していきたい。
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ペプチドを安定同位体標識する方法の改良

(三菱化学生命研1、群大工2)

O河野俊之1、林和彦2、須貝真理子1、若松馨2

An improved method to produce isotope-enriched peptides for 

heteronuclear NMR experimen包

1 Mitsubishi Kagaku Institute of Life Sciences， 2 Faculty of Engineering， Gunma University 

o Toshiyuki KOhnO，1 Kazubiko Hayasbi，2 Mariko SugaP and Kaori Wakamatsu2 

Transferred nuc1ear Overhauser effect (TRNOE) has been used to detennine the 

confonnation of a short peptide bound to a large protein. Tbis method， however， pos8esses姐

inherent drawback: proton resonances of free peptide molecu1es也roughwhich the 

conformation of bound molecules is monitored， are often not well separated to a110w 

unambiguous assignments of NOE cross peaks because linear short pep“des do not usua11y 
adopt ordered conformations. Such a drawback can be solved by using peptides enriched 

with stable isotopes. Therefore， we introduced an ubiquitin-fusion system to express 

peptides in E. coli. 

However， enhancement of the expression of the fusion protein should be welcome because 

the compounds used in stable-isotope enrichment are very expensive. A poten凶alproblem in 

the system above is白atthe employed ubiquitin gene is derived from S. cerevisiae and that E. 

coli and S. cerevisiae favor different subsets of codons. In白isstudy， we have ca1culated the 
CAI (Codon Adaptation Index) for the yeast ubiquitin gene， then designed a new ubiquitin 

gene for wbich CAI may reach the maxima1 value. The effect of such designed gene on the 

yield of mastoparan-X wi11 be discussed部組example.

分子量の大きな蛋白質に結合したペプチドの立体構造を決定するためには，

transferred NOE (TRNOE) 法が有効である.T陪~OE法は，小さな分子が大きな分

子と結合・解離を繰り返しているとき，小さな分子が大きな分子に結合した時の

NOEの情報を解離したときのNMRシグナルとして観測できるという大きなメリット

を持っている.しかし この方法を用いると観測されるシグナルの分離が悪いとい

う問題が生じることがある.我々は，ペプチドを安定同位体標識し，多次元NMRで

キーワード :τ'RNOE，Multinuclear NMR， ubiquitin， codon usage， 
mastopar紅l-X

0こうのとしゆき，はやしかずひ乙すがいまり乙わかまっかおり

312-



TRNOEを観測すれば，この問題を克服できると考え，ペプチドをユピキチンとの融

合蛋白質として大腸菌で安定かつ大量に発現させ，精製後にYUH1(yeast 

ubiqutin hydrolase 1)というプロテアーゼを用いてペプチドを切り出す系を開発

してきた.そして， G蛋白質を直接活性化できる14残基のアミノ酸からなるマスト

パランXを例にして，安定同位体標識を行った試料を調製し，多核多次元 TRNOE 

解析を行うことによって，マストパランXがG蛋白質に結合したときの TR!河OEク

ロスピークの分離が向上し精度の高い立体構造を決定できることを示してきた.ユ

ピキチン融合蛋白質として発現させることで，多次元NMR測定に十分な量のマスト

パランXを得ることができたが，炭素・窒素の二重標識を行うためには培地のコス

トがかかることから，さらに発現量を向上させることを目的として，ユビキチン遺

伝子の改変を行った.

これまで我々が用いてきたユビキチンの遺伝子は酵母由来のものであり，大腸菌

で発現させるためには最適なコドン使用とは言えない.そこで，酵母のユピキチン

のアミノ酸配列は変えずに，コドンだけをすべて大腸菌に好ましいものに変えた遺

伝子を人工設計し， DNAを完全合成することにより，コドン最適化ユビキチン融合

蛋白質の発現系を構築した.この発現系を用い，マストパランXとの融合蛋白質の

系で，コドン最適化の蛋白質の発現量への効果を検証したところ，オリジナルの酵

母由来のユビキチン遺伝子を用いた融合蛋白質場合と比較して，融合蛋白質の発現

量が2倍程度に向上したことがわかった.

このコドン最適化ユビキチン融合蛋白質の発現系を用いることにより，さまざま

なペプチドの安定同位体標識が可能になり， TRNOE法や膜結合ペプチドへの適用な

どさまざまな応用が考えられる.
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メチル化DNA結合ドメイン-DNA複合体の立体構造と分子認識機構

0大木出12、下竹敦哉2、藤田直之3、JeeJun-Goo2、池上貴久2、中尾光善3、
白川昌宏12 C横浜市大・院総合理学、 2奈良先端大・バイオ、
3熊本大・医)

Structure of the methyl-CpG binding domain in complex with methylated DNA 

Olzuru Ohki12， Nobuya Shimotake2， Naoyuki F山ita3，Jun-Goo Jee2， Takahisa Ikegami2， Mitsuyoshi 

Nakao3 and Masahiro Shirakawa12 CGrad. Sch. Integ. Sci.， Yokohama City Univ.， 2Grad. Sch. Biol. Sci.， 

Nara Inst. Sci. Tech.， 3Sch. Med.， Kumamoto Univ.} 

Abstruct 

The solution structure of the methyl-CpG-binding domains (MBDs) of a mammalian methylation-dependent 

transcriptional repressor MBD1 in complex with methylated DNA was determined by means of multi-dir.nensional 

heteronuclear NMR spectroscopy. The structures ofthe MBD consist of a four-stranded s-sheet and an α-helix 
packed approximately parallel to the s-sheet目 Contactsto the methylated DNA are made at the face of the 

s-sheet， which is positioned within the m司jorgroove. DNA binding induces the folding of a long loop that 

contributes a m旬。rDNA interface， establishing a novel mode of DNA binding. The methyl groups at the 

methylation site are recognized through extensive hydrophobic contacts with aliphatic and aromatic portions of 

arginine. tyrosine， valine， and serine residues that are highly conserved among the MBD family. Discrimination of 

the CG sequence is due to the same arginine and tyrosine residues 

「はじめに」

脊椎動物のゲノムにおいて、CpGi52列のメチル化は長期的な転写抑制、クロマチン構造の変化に重要な役割を果
たしており、ゲノムインプリンティング等のエピジェネティックな現象、さらには多くの病気とも関わっている。この

DNAのメチル化はメチル化CpGfこ特異的に結合するメチル化CpG結合ドメイン(MBD)を持つタンパク質群によって

認識され機能している。本研究はこれらのタンパク質のうちの一つ、ヒト転写抑制タンパク質MBD1のMBDとメチル

化DNA複合体の立体構造を溶液多次元NMR~去を用いて決定したので報告する

「方法J
MBD-DNA複合体の解析には， 15N，13C安定同位体ラベルした77残基のMBDと，化学合成した中央にメチル化DNA

部位を含む12境基対のDNA((5' ーGTATmCGGATAC-3~)2' mC;5メチルシトシン)を1: 1で結合させたものを用いた

NMR測定には1mM程度の試料を20mMのリン酸バッファー(pH6.5)に溶かしたものを用い， Bruker DRX800及び

DRX500を用いて303Kで測定を行った距離情報は主に， MBD分子内は4次元NOESY実験， DNA内及び分子間

情報は同位体フィルターNOESY実験より得た.構造計算は，まずMBDIま分子内情報のみで前もって構造を計算し

ておき，そこにMBDと50A離してランダムに配向させた8型DNAを配置させた.次!こNMR浪IJ定より得られた，分子

間情報，角度情報を含む全ての構造情報のみ用いて計算して分子をド、ツキングさせ，エネルギーが安定したとこ

ろで再度シミュレーティッドアニーリング計算を行った.

キーワード:メチル化DNA結合ドメイン、メチル化DNA、溶液多次元NMR法、蛋白質一核酸複合体、MBD1

おおきいずる，しもたけのぶや，ふじたなおゆき，じ一じゅんぐう，いけがみたかひさ，ふじたなおゆき，

なかおみつよし，しらかわまさひろ
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「結果および考察J
NMR測定より得られた2，022個の構造情報(91個の分子間NOE情報を含む)をもとに構造計算を行った.計算の収

束度を示すRMSDの値は，計算より得られた20個の構造でタンパクおよびDNA全重原子で0.82Aと非常に良い収

束を示した(Fig.1左). 

MBD1のMBDは、Pシートを介してDNAの広い溝領IJからメチル化CpG配列に結合し、さらにループの一つ(Fig.1
右ではLoopL2)がDNAのリン酸骨格に巻きつくように構造変化を起こしていた。このループはMBD単独の状態で

はヘテロNOEの値が小さくフレキシブルであるが， DNAとの結合!こよりしっかりした構造が誘導され， DNAのリン酸

骨格を認識するようになるこの領域はMBDファミリーでアミノ酸配列が保存されており，またMeCP2タンパク質の

MBDでも閉じ現象が見られることからMBDfこ共通の特徴であると考えられる.

MBDの塩基配列特異的な相互作用はメチル化CpG部位の2塩基対のみでしか見られなかった.メチル化CpG

部位のメチル基は，よく保存された2つのアルギニン，セリン，パ1)ン，チロシンの5残基から形成された疎水性の

ポケットにより認識されていた.またCpG配列lま同じアルギニン残基により静電的に認識されていた.これらの残

基は互いに強く疎水的，静電的に相互作用しあって結合面をコンパクトで強固なものにしており，そのため隈られ

た塩基配列としかコンタクトしないような立体配置になっていた.

MBDは他のpシートでDNAと結合するTn916インチグラーゼやAtERFのDNA結合ドメインと比較して，シートが
結合する角度がきっくなってDNA塩基との結合面が小さくなっており，この結合面のコンパクトさがMBDの一つの

特徴でもあるヌクレオソームDNAへの結合を可能にしているものと考えられる(Fig.2).現在， MBDについてDNA結

合の有無による運動性の変化を 15N核緩和時間やProtectionFactorの値を用いて解析しており，討論会ではDNA

認識とダイナミクスの関係についても議論する.

MBD1 MBD Tn9司令Int句rase・DBD

::::;;;313;:::;::Er:;;:: 
(Wojciak et al. 1999) 

AtERF1・DBD
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主鎖シグナルからのタンパク質グローバルフォールドの決定
O菊地理1、伊蔵庫1、木m.'J2、横山麓之3
理研GSCタンパク質構遭1、週研GSCタンパク質施蹟2、東大腸彊1.2.3

Global fold determination of proteins by both short and long-range structure information derived 
from maln-chain slgnals. 

OJun Kikuchl1• Yutaka Ito 1. Takanorl Klgawa2• Shlgeyukl Yokoyama 1.2.3 
1 Prot.Struct.Team. GSC. RIKEN: 2Prot.Prep.Team. GSC. RIKEN: 3Dept.Blochem.. Univ. Tokyo 

The initial step of the solutlon structure determination of proteins by NMR.is theJnain-:chain 
sequentlal asslgnment. Slnce thls step Is well-establlshedin current solutlon NPtiJR. technique. 
use of both short and long range structure informatlon derlved from the main-chaln slgnals 
would be useful strategy for structural study of small and medium SiZe proteins. Flrst. we report 
several method to allgn protelns with respect to magnetic field. By use of residual dipolar 
coupllng (RDC) data and small number o( short range structure Information (nOes and sec-
ondary chemlcal shlfts) • global fold of ublqultln can be determlned uslng conventlonal structure 
calculation program (CNS). Next. we have investigated a combination of a sparse NMR data 
and structure prediction algorithm. ROSETTA. We show nOe-based distance inforrnation is no 
longer necessary. but NH-RDC data can be effectlvely worked In the global fold determination 
of ublquitln. 

">タンパク貸のNM
肱較的良〈聾備さオ
置用する職暗を立て
中心とする方針[1]
Ig (RDC)を中心とす
のタンパク質溶液掴
きる.これ肱両者の1
闘シグナルからの構i
能力を発揮するのq
nOe帰属のステップJ
[4]や鵬貫通盟タン
闇繁に用いるHSQC

いったメリットがあると期待している.

〈タンパク質の副題向〉タンパク質を磁場中で弱国向さ
せると，静磁場に対して結合ベクトルの国向情報を抽出し
たり(ex.NH-RDC. 15N-CSA)，距離情報(ex.1H-1H- 57"C 

47"C 

37"C 

27"C 

10 O -10 ー20ppm 

RDC)を抽出することができる.しかしE向の鹿合いが強す
ぎると線幅が広幅巴し.感度低下を起こしてしまう.避に.
冒すぎると制限情報として用いるには不向きなデータとな
る.ゲノム産物の性質は多種多様なので，タンパク質の性
質に応じてスクリー=ンタできるように種々 の田向螺体を種
保々持してお〈ことが望ましい.我々 は既に， 8置のl向様
体を立ち上げており，種々 のタンパク質についてEIデータ
を潤定している.園1は新規の弱毘向嬉体，ゲJlft'!態ミセ
ルの31p-NMRスペクトJIfを示している.広いpH，温度圃閣
での適用が可能なことから，多〈のゲノム崖輔の弱国I司条
件をカバーすると期待している[5].これらの豊富タンパク
賀属国向の経験から，条件のスクリー=ングは概ね樟速に
ならないと考えている.また，漉踊作成に用いる界面活性
剤やリン脂質のハンドリング接衛，界面他学の知践を聾する
人材を育成することは.高分子量タンパク質の回転相関時
聞を下げるための来件検討，厩タンパク質の可 化条件検
酎といったより躍しい腸題に掲載してい〈ために宜甚な知見 Flgure 1. Changes of 31p-NMR spectra of 
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高圧 NMRによる広い構造空間での蛋白質ダイナミクスの研究:

ユビキチンの2つのフォールド構造と巻戻り中間体

(神戸大学・自然科学) 0北原亮、山田博昭、赤坂一之

Conformational Fluctuation of Ubiquitin Revealed by High Pressure NMR: Two native 

conformers and a folding intermediate 

Ryo Kitahara， Hiroaki Yamada， and Kazuyuki Akasaka 

D p々artmentof Molecular Science， Graduate School of Science and Technology， Kobe 

University， 1-1 Rokkodai-cho， Nada-ku， Kobe 657-8501， Japan 

The presence of two native conformers (N1 and Nz) and an unfolding intermediate (1) of 

ubiquitin at equilibrium have been demonstrated by high pressure 15NlH two-dimensional 

NMR under high pressure (-3700 bar at 0 and 20 oc) or low temperature (-ー21oC at 2000 

bar)・Theanalysis of lH and 15N pressure shifts of individual amide groups indicates that the 

Nz has a loosened core structure with weakened hydrogen bonds in the five-stranded s-sheet. 

Furthermore， hydrogen bonds of residues 67-72 belonging to s5 are substantially weakened 

or partially broken， giving increased freedom of motion for the C-terminal segment. The latter 

is confirmed by 15N幽NMRrelaxation measurements (T]，乙andNOE). The structure of the 

intermediate is preferentially disordered in the entire segment between Lys33 and Arg42. The 

structural character is quite similar with the proline-trapped kinetic folding intermediate 

found in the minor folding pathway of ubiquitin in a pulse labeling H/D exchange NMR study 

[Briggs， M. S. and Roder， H.(1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA，89， 2017-2021]. 

蛋白質の多様な構造に関する研究は、蛋白質の機能と構造の関係、蛋白質の巻戻り問題、プリオ

ンに代表される蛋白質の異常構造への転移問題等様々な問題に知見を与える。我々は天然状態か

ら逸脱した蛋白質の構造を捉える方法として高圧 NMR法を用いた。高圧 NMRは、圧力つまり

分子体積を軸!こ、もともと存在する蛋白質の多様構造聞の平衡を部分モル体積の小さな方へシフ

トさせることによって、天然状態から逸脱した構造を観測可能とする原理に基づく方法である。

これによって分光学的検出限界外にある“稀な"構造も、高圧下で安定に捕捉され検出可能にな

る 1，2。細胞内でポリユビキチンを形成し蛋白質分解の信号となるユビキチンについて、これま

で知られていない新しい構造がいわゆる天然構造と共存していることを初めて明らかにした o

キーワード:高圧NMR、ユビキチン、巻戻り中間体

きたはら りょう、ゃまだひろあき、あかさか かずゆき



すなわち広い圧力範囲で全残基レベルでの高圧NMR実験 (-21-350C、30-3700bar:HSOC， T,• 
T2， 15N_NO町を行うことによって、通常知られている天然構造とはpシート中心部と C末端の構

造が大きく異なるフォールド構造をもつもう一つの構造(N2)が、常温常圧下で 15%程度存在し、

マイクロ秒のオーダーで天然構造との聞で転移を繰り替えしていることがわかった。この新しい

フオールド構造は C末端部分(残基 70-76)が天然構造よりも揺らぎが大きく、ポリユビキチ

ン構造形成に有利な活性型構造と考えられる。さらに、低温もしくは高圧条件下では残基33-42

の部分で構造の壊れた変性中間体(1)が存在し、その構造が巻戻り中間体の構造と極めて似ている

ことが分かった。この結果は、蛋白質の巻戻り中に過渡的に生じる中間体を高圧 NMR法によっ

て加圧下で安定に捕捉し、その構造を解析可能であることを示している。これらの結果からユビ

キチンは少なくとも 2つのフォールド構造と中間体構造、変性構造の平衡状態にあることが分か

った。構造変化に伴う部分モル体積の変化量(d.V)と自由エネルギ一変化量(企司を図 1にまとめ

た。

Figure 1 Schematic representation of the conformational ensemble of ubiquitin. Disordered parts are 

colored with dark gray. d.G() and d.V) for the transition from Nj and N2 are 4.2 kJ/mol and -24 mL/mol， 

respectively， at 20 oc.企G()and d.V) for the transition from N (Nj and N2) to 1 are 15.2 kJ/mol and 58 

mL/mol at O.oC， and d.G() and d.V) for the transition from 1 to U are 16.1 kJ/mol and -27 mL/mol at 0 oc. 
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High Pressure NMR Study Shows That the Variant Transthyretin 

(V30込町isLess Stable Than the ，明IdType. 

OTara Nath Niraula， 1 Katsuki Haraoka， 2 Yukio Ando，2 Hua Li， 1 Hiroaki Yamada¥ 
and Kazuyuki Akasaka1* 

I Graduate school of Science and Technology， Kobe University 

1・1Rokkodai-cho， Nada・ku，Kobe 657・8501，Japan 
2 Department of Laboratory Medicine， Kumamoto UniversiかSchoolof Medicine， 1・1・I

Honjo， Kumamoto 860-0811， Japan 

Transthyretin (T1R) is known to be amyloidogenic， and， in particular， its naturally occurring variants 

induce a type of h巴reditarysystemic amyloidosis causing a class of diseases known as familial amyloidotic 

polyneuropathy (FAP). We performed high pressure IH NMR measurements of both the wild type and a 

common familial variant (V30M) between 30-3000 bar at pH 7.1. We found that V30M mutation causes a 

significant instability of the tetrametic native state of TτR， increasing the fraction of unfolded monomers， 

which is believed to be the cause for the formation of fibrils leading to F AP. 

INTRODUCTION 

Transthyretin (TTR) is a tetrameric protein composed of identical 127 amino acids， the sub-units having a 

p児dominants-sheet structurel. The protein is known to be amyloidogenic， in particular various mutants of 

TTR induce a type of hereditary systemic amy10idosis causing a c1ass of diseases known as fami1ial 

amyloidotic polyneuropathy (FAP) 23. Mutants at different positions of amino acid sequence can give rise 

different diseases in different order of aggressiveness， symptoms and age of onsets according to the clinical， 

biochemical， and geographical characteristics. More than 80 single or double amino acid substitutions of 

TTR have been identified， of which the majorities are associated with clinical manifestations of 

amyloidosis. Almost all the TTR variants cause FAP， and each FAP shows its own phenotypell. In 

addition， the wild typ巴TTRcan also form amyloid fibrils， which induce senil巴systemicamyloidosis. The 

amyloid fibril formation of both the wild type and mutant TTR is easily observ巴dunder acidic condition in 

vitrol2， and is believed to be caused by the dissociation of the tetramer into monomers. However‘study on 

the confo口nationalstate of the dissociated monomers and of therrnodynamic stability of tetrameric TTR at 

a n巴utralpH close to physiological condition is seldom performed， nor a quantitative comparison of the 

thermodynamic stabiIity of the FAP-causing mutant TTR and the wild type TTR has not been carried out. 

Transthyretin Amyloid High pressure NMR 

たらなと にらヨら、{j:らおか かっさ、あんと ゆきお.り か‘ゃまだ ひ-3あき.あかさか かずゆき
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EXPERlMENTAL 

As a c1ue to understanding the cause of FAP， therrnodynamic stability of the most common type FAP-

causing mutant of TIR (V30M) was compared with that of the wild type TIR at neutral pH (pH 7.1). The 

experiment was perforrned on the pressure axis between 30・3000bar at temperatures of 4 0 C and 37 0 C， 

using the on-line cell high pressure lH NMR spectroscopy at 750 MHz， a detailed description of which is 

described elsewhere4，5. 

RESULTS AND DISCUSSION 

For both proteins， reversible changes of the lH NMR spectra with pressure were observed， which was 

interpreted as indicating a shift of the equilibrium between the folded tetramer and the monomers which are 

disordered and hydrated. This interpretation was consistent with the NMR diffusion measur巴mentcarried 

out at 30 bar and at 2000 bar. 

Therrnodynarnic analysis on pressure axis gave Gibbs energy differences (dGo) at 1 bar associated with the 

tetramer-monomer transition to be 86.4:f:2.3 for the wild type and and 67.8:f:1.0 kJ/mol for the V30M 

variant， which were accompanied by the loss of partial molar volumes (企VO)of 221.7土 12.7and 214.0 

:f:13.4 ml/mol tetramer， respectively (Table 1). The result indicates that出etherrnodynamic stability of the 

V30M mutant is much lower (by MGo = 18 kJ/mo1 tetramer) than that of the wild type， giving a higher 

probability of occurrence of disordered monomers in the mutant protein than in the wild type. This will 

incr，巴as巴thechange of fibril foロnationfrom disord巴redmonomers， which would eventually lead to FAP. 

Table 1. Thermodynamic parameters of transthyretin obtained from high press町 eNMR experiment 

Parameters TIR-wild type TIR-mutant (V30M) 

Change of free energy (ゐGO)a

for denaturation 

Change in partial molar 

volume (d V) for denaturation b 

Mid pressure of denaturation 

86.4 :f: 2.3 kJ / mol 67.8:f: 1.0 KJ / mol 

ー221.7:f:12.7 ml/mol -214.0土13.4ml /mol 

1420 bar 640bar 

a Value obtained for the equilibrium between native tetramer and denatured monomer. 

b Dissociation of tetramer 
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Growth-blocking peptide(GBP)の運動性

(生研機構1、富山医薬大薬2、北大理3、北大低温研4)

0相沢智康1.2、三浦和紀1.2、河野隆英2、小金津望3、松原公明2、

藤谷直樹3、熊木康裕3、水口峰之2、早川洋_4、出村誠3、新田勝利3、

河野敬一2

Backbone dynamics of growth-blocking peptide (GBP) 

τbmoyasu Aizawa1. 2， Kazunori Miura1， 2， Takahide Kouno2， Nozomi Koganesawa3，" Kimiaki 

Matsubara2， Naoki Fujitani3， Yasuhiro Kumaki3， Mineyuki Mizuguchi2， Yoichi Hayakawa4， 

Makoto Demura3， Katsutoshi Nitta3 and Keuchi Kawano2 

lBio・orientedTechnology Research Advancement Institution， 2Faculty of Pharmaceutical Sciences， 

Toyama Medical and Pharmaceutical University， 3Division of Biological Sciences， Graduate School 

ofScienω， Hokkaido University， 4Institute of Low Temperature Science， Hokkaido University 

Growth-blocking peptide (GBP) is one of the cytokines derived from a lepidopteran 

insect， Pseudaletia s，句parata. The backbone dynamics of a 15N-labeled recombinant 

growth-blocking peptide (GBP) were probed by measurements of 15N NMR relaxation. In this 

study， recombinant GBP was expressed in Escherichia coli as thioredoxin (Trx) fusion proteins for highly 

efficient production佃 dfacilitative purification. The 15N longitudinal (Tl) and transverse (T2) 

relaxation rates and the steady-stat疋 heteronuclear{lH}ー15NNOE values were obtained at 

500MHz. NMR relaxation data were analyzed using "model-free" approach 

Growth-blocking peptide， GBP (NH2-Glu-Asn-Phe-Ser-Gly-Gly-Cys-Val企la-Gly-Tyr-Met-

Arg引 u-Pro-Asp-Gly-Arg・'Cys-Lys-Pro-Thr-Phe-Tyr-Gln -OH)は、鱗麹日昆虫であるアワヨトウ

幼虫から単離された、 1組のジスルフィド結合を有するペプチドで、寄生や低温といったストレ

スによって、幼虫の血中での濃度が高まり、その成長を抑制する活性を持つことが知られている。

最近の研究で、この GBPと相向性の高いペプチド(その保存されたN末端配列から、 ENFファ

ミリーと呼ばれる)が多種類の鱗麹目見虫から見つかっており、昆虫幼虫に対する麻療活性、拍

動の制御のほか、血球細胞活性化活性、細胞増殖活性といった細胞レベルで、の活性もあることが

明らかになってきた。このことから、 ENFファミリーペプチドは、多機能のサイトカインである

と考えられている。

現在までに幾つかの ENFファミリーペプチドで、 NMR法を用いてその溶液中での立体構造解

析がなされており、いずれもその基本的構造は収束Lた立体構造を持たないN末端の数残基と 8

シートから成るコア領域から形成されていることが明らかになっている。

キーワード:多次元NMR、同位体ラベル、ペプチド、サイトカイン

あいざわともやす、みうらかずのり、こうのたかひで、こがねさわのぞみ、まつばらきみあき、

ふじたになおき、くまきやすひろ、みずぐちみねゆき、はやかわょういち、でむらまこと、

にったかっとし、かわのけいいち
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本研究では、大腸菌を用いた大量発現系を利用して、 15NラベルGBPを調整し、その運動性に

ついて検討した。安定同位体ラベノレを用いたタンパク質の運動性の解析は、近年盛んに行なわれ

ているが、分子量の小さいペプチドでは、菌体内で目的ペプチドが分解されやすい、精製が困難

など、微生物を用いた発現系構築、試料調整の難しさから、安定同位体ラベルしたペプチドの研

究例は多くない。よって、このように分子量の小さいペプチドの動的構造の解析からはこれまで

にない、興味深い知見が得られると期待される。

ENFペプチドでは、収束した立体構造を

持たない N 末端残基も活性に重要な役割

を果たすことがわかってきており、この部

位とレセプターの相互作用も興味深い。

実験に用いた、 15Nラベル GBPは、チ

オレドキシン融合タンパク質として大腸

菌を用いて発現させた。菌体内では可溶性

のタンパク質として存在する融合タンパ

ク質を、菌体破砕後、 HisTagを利用し精

製、 Enterokinaseを用いて、チオレドキ

シンと目的ペプチドの切断を行なった後、

逆相 HPLCで、精製を行なった。最少培地を

用いた系でも、培地lLあたりおよそ5mg

程度のペプチドを得ることができたので、

窒素源として 15Nを用いた培養を行ない、

15NラベルGBPを作製した。

NMRスベクト/レの測定には、 Bruker

社製 DMX-500NMR分光器を用い、得ら

れた試料を約 lmMの軽水溶液とし、いく

つかのpH及び温度条件でNMR測定を行

ない、主鎖アミド基のlH/15N、ングナノレの

帰属を行なった。その後、この試料につい

て、その運動性を議論するため、15N核の、

Tl，T2，およびlH-15NNOEの測定を行なっ

た (Fig.1)。また、これらの結果をモデル

フリー理論に基づき解析し、その運動性に

ついて評価した。

また GBP変異体についても同様の解析

を行なったので、その解析結果も報告する。
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Fig.l 15N-relaxation parameters， Tl， T2 
and {lH}・15NNOE for GBP measured at 
500MHz，100C. 
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ro・conotoxinMVIIC改変体の構造機能相関

(三菱生命研)0小林邦子、佐々木亨、佐藤一紀、河野俊之

Structure activity relationship of the analogue 

of(u・.conotoxinMVIIC 

恥1itsubishiKagaku Institute of Life Sciences 

kuniko Kobavash!， Toru Sasaki， Kazuki Sato， and Toshiyuki Kohno 

The peptideω-conotoxin MVIIC (ω-CTX MVIIC) derived from a venom of the fish・hunting

sea snail Conus magus has 26 amino acids residues. This peptide blocks P-and Q-type Ca2+ 

currents by binding with high affinity to voltage-sensitive Ca2+ channels. It also blocks N-

type Ca2+ current but its affinity is low. We have succeeded in making the analogue of ω" 

CTX MVIIC which maintains high affinity to P/Q-type channels but loses affinity to N-type 

channel. According to the spectra of the amide proton region of the wild type and the 

analogue， chemical shifts did not change in five residues. All these residues are located in the 

s-strands which form a triple-stranded s-sheet in the wild type. Thus， the analogue maintains 

the core structure of the wild type， and the charge distribution in the peptide surface gives rise 

to distinctive activity of analogue. 

[序]

ωconotoxin MVIIC (ω-C百¥: MVIIC)は魚を捕食するイモガイの一種Conus

magusの毒液由来のペフチドで、 26アミノ酸残基から成り、分子内の6個のCys

が3本のジスルフィド結合を形成している。このペプチドは、 P/Q型のカルシウム

チャネルに結合して細胞内へのカルシウムイオンの流入を阻害するが、 N型のカル

シウムチャネルに対しても弱い結合活性を持つ。我々は、 ω-C百¥:MVIICをもとにし

て、チャネル選択性の非常に高い改変体の作成に成功した。里子生型のアミノ酸残基

を3個入れ替えたの17K、S19R、K25R) この改変体は、野生型のP/Q型結合活性

はそのまま保持しているが、 N型カルシウムチャネルに対する活性は大幅に低下し

キーワード:conotoxin、カルシウムチャネル阻害ペプチド、 2次元 lH-NMR

。こばやしくにこ、ささきとおる、さとうかずき、こうのとしゆき
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た。野生型と改変体の活性の違いが構造の面ではどうなっているのか。この観点か

ら、 ω-C百¥:MVIICの改変体の構造を解析し、野生型の構造と比較することにした。

[実験]

野生型および改変体のペプチドを化学合成し、 9mM、pH4.0でサンプル調製し

た。 NMR測定にはBruker製 DRX-500を使用して、軽水中での2次元 lH-NMR測

定 (DQF-COSY、TOCSY、NOESY)を3種の温度 (288K、298K、310K)で

行った。立体構造決定にはX-PLORを用いた。

[結果および考察]

野生型および改変体のアミドプロトンのケミカルシフト値の比較によって、以下

の知見が得られた。改変体において、野生型と比べてケミカルシフト値がほとんど

移動しなかった(土0.01未満)ものが、 C8、C20、G21、R22、G24の5残基あっ

た。特に、 C20とG24は隣接残基を置換したにも関わらず、その影響を受けていな

い。これらの 5残基はいず、れも、野生型において3鎖上に存在する。野生型では3

本のジスルフィド結合によってペプチドがコンパクトに折り畳まれ、。シートを中

心にコアが形成されている。したがって、改変体でも βシートの骨格部分は野生型

とほぼ同ーの構造を保っていると考えられる。現在、詳細な立体構造を解析中であ

るが、改変体のペプチド表面の電荷分布が野生型と異なるために、改変体特有の活

性を生じていると予想される。
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フリー HIVプロテアーゼの NMRによる運動性に関する研究

加藤悦子¥伊島理恵子三 JohnLouis2、DennisA Torchia2、山崎俊正 1

(生物研1，NIH2) 

Study 01 11exibility in 1ree HIV-I protease by NMR 

Etsuko Katoh1， Rieko Ishima2， John Louis2， Dennis A Torchia2， 

and Toshimasa Yamazaki1 

1 National Institute of Agrobiological Sciences， 
2Nationallnstitutes of Health 

Crystal structures have shown that the HIV-1 protease (HIVPr) flaps， domains that control access 

to the active site， are closed when the active site is occupied by a ligand. While flap structures 

ranging from closed to semトopenare observed in the free protease， crystal structures reveal.that 

even the semi-open flaps block access to the active site， suggesting that the flaps are mobile in 

solution. In order to characterize the secondary structure and analyze the dynamics for the flaps of 

the free protease， we have determined the sequential assignments and relaxation parameters of 

HIVPr whose catalitic Asp25 is replaced by Asn (D25N HIVPr) in solution. D25N HIVPr is inactive， 

but retains all the structural characteristics of the wild type protease. The relaxation analysis shows 

that residues in the flap are flexible on the sub-ns time scale， in contrast with previous observations 

on the inhibitor-bound protease. 

{緒言]

エイズの病因ウイルスであるHIVの増殖には成熟型のgagタンパク質とpolタンパク質が必要であ

る。これらのタンパク質はポリタンパク質として発現された後、 po慮伝子の産物で、あるHIVプロ

テアーゼ(HIVPr)によって切断され、それぞれの機能を発揮する。 HIV丹阻害剤はこのポリタンパ

ク質の切断を阻害し、ウイルス粒子の成熟を抑制する。このため、 HIVPr阻害剤は現在最も期待

される抗HIV薬剤の 1つであり、活発な開発競争が世界各地で展開されている。現在までに数百

を越す阻害剤とHIV円複合体の構造が解明されているが、フリーの構造や運動性が解明された例

は少ない。特に溶液中ではHIVPr自身が自己消化により分解されてしまうためにNMRによる解析

を行うことは非常に難しい。本研究では活性サイトであるAsp25に変異を導入した変異体(D25N

HIVPr)を用いて、 HIV丹のフリー状態での運動性をNMRIこより研究した。

[実験1
13Cj15N標識したD25NHIVPrは大腸菌を用いた系により大量合成した。 NMR測定には0.6mMの

D25N HIVPrタンパク質を水溶液に溶解しNaH2P04(20 mM)， NaN3 (2mM)によりpH5.81こ誠整し

たものを用いた。すべてのNMR測定は、 BrukerDMX750およびDMX500を用い20
0

Cで行った。

[結果と考察]

D25N HIVPrは触媒基 Asp25が Asnに置換されているために不活性型ではあるが、天然型と同

等の複合体形成能を保持するようにデザインされた変異体である。 D25NHIVPrが天然型の立体

キーワード :AIDS、HIVプロテアーゼ、緩和時聞

かとう えっこ、いしま りえこ、じょん るいす、でにす とーしゃ、やまざき としまさ
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構造を保持しているかどうかを検討することは、今後D25NHIVPrを用いて基質の認識機構を解

明する研究を行う上で重要である。そこで、 D25NHIVPr単体および阻害剤との複合体について

定法によりシグナルの帰属を行い、その結果を従来報告されているHIVPrの結果と比較した。こ

の結果、 D25NHIV丹は天然型とほぼ同様な立体構造を形成していること、及び阻害剤の認識機

構も天然型と同様であることが確認できた。 D25NHIVPrは単体状態でも長時間にわたるNMRi!!IJ

定中も安定であり、動的構造の精密解析が可能であることは注目に値する。円g.1Iこは、阻害剤

(DM問 23)と複合体を形成しているHIVPr(1)と本研究から得られたD25NHIVPr単体のオーダー

パラメータ($')を示す。両者には基質の取り込みを制御するフラップ(lIe47-Gly52)部分の運動性

に顕著な相違があった。この部分は複合体形成時においては阻害剤と直接結合しながら完全に閉

じた構造をしており、低い運動性を示す($'>0.8)。一方、 D25NHIVPr単体におけるこの部分のg

は0.6-0.75であり、ナノ秒からピコ秒のタイムスケールで大きく運動している。結品状態の

HIV府単体についてはフラップ部分が完全に閉じた状態と半開状態(Fig.2)が報告されているが

(2，3)、半開状態でも基質を取り込むことは不可能である。従って、溶液中におけるHIVPr単体は

上記の2つの構造に加えて、基質の取り込みを可能にするように、より大きくフラップを開いた

構造との平衡状態にあるものと結論される。

flap 1.2 

1.1 t hinge flap 
l 品 ‘トーーー. +・ー-
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Fig.1. Order parameters ($') plott ed as a funct ion of 

residue number for the free D25N HIVPr (+) and the inhibitor 

(DMP323)-bound HIVPr (・).$' was derived from model-
free analysis of t he 15N relaxation parameter， T1， T2 and 

NOE. 

Fig.2. X-ray structure of the 

free HIVPr， colored gray ribbon 

to indicate residues under-

going rapid large amplit ude 

motions ($'<0.75). 

D25N HIVPrは活性サイトに変異を導入することにより、活性が消失する一方、立体構造と分子

認識機構は同様であることが本実験により確認できた。このことは、 D25NHIVPrを用いて従来

困難であった HIVPrと基質との相互作用を、直接的に観測できることを示している。
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ナトリウムチャンネIレのIII-IV!Jンカーの溶液構造

(京大院薬)0宮本和英、中川照虞、黒田義弘

801ution 8tructure of III -IV Linker on 80dium Channels 

Graduate 8chool ofPharmaceutical 8ciences， Kyoto University 

o Kazuhide Miyamoto， Terumichi Nakagawa， and Yoshihiro Kuroda 

The sodium channel consists of one α-and two s-subunits. The α-subunit is mainly 

responsible for the function as ionic channels. The α-subunit consists of four 

homologous domains， I-IV， each with six transmembrane segments， 81-86. The IFM 

(Ile-Phe-Met) motif in the III-IV linker， which tethers between domains III and IV of 

the sodium channel， is known to interact with its receptor consisting of domain III 

84-85 loop and domain IV 84-85 loop， and occludes the inner mouth of the sodium 

channel. This is called a fast inactivation process. We have previously studied the 

structure of a fragment peptide (K1480・K1496，MP3N ofthe III-IV linker that involves 

the inactivation particle (I1488-F1489・M1490)by circular dichroism (CD) and lH-NMR 

spectroscopies. We found that T1491 is an important structural determinant for the 

IFM motif. Presently， in order to characterize the structure of the IFM motif in the 

III-IV linker more thoroughly， we have synthesized the peptide (MP-5N that 

corresponds to the region of K1482・A1517in the III-IV linker and investigated the 

structure in 8D8 micelles by CD and lH-NMR spectros∞pies. It was found that a 
large hydrophobic cluster is formed by the IFM motif， Y1497-Y1498， and M1501， which 

can be related to the fast inactivation pro田ssof the sodium channel. It is concluded 

that the fast inactivation of sodium channel is achieved by the environmental 

polarity-dependent conformational switching at I1488-F1489 in the IFM motif. 

膜電位依存性 Naチャンネルは、神経や筋などの興奮性細胞に存在し、膜電{立を介してカ

リウムチャンネルと機能的に共役して、活動電位の発生および伝搬の役割を担う膜タンパ

ク質である。 Naチャンネルのドメイン皿とドメインNを結ぶ53残基のアミノ酸配列から
成るm-Nリンカー領域中に存在する疎水性アミノ酸配列Ile-Phe-Met(IFMmotiDは、 IFM
motifのレセプターである二つのリンカー(ドメインEのセグメント 4とセグメント 5を結

ぶリンカーおよびドメインNのセグメント 4とセグメント 5を結ぶリンカー)と疎水性相互

作用することにより、チャンネノレのイオン透過孔を細胞質側から塞ぎ、 Naイオンの細胞内

への流入を抑制する(不活性化)。最近、我々はratbrain type-IIAおよびhumanheart(hh) 

NaチャンネルのIFMmotifを含む 17残基から成るペプチドにおいて、Ile1488(hhでは

1485)の主鎖NHとThr1491(hhでは 1488)の側鎖OHが・水素結合し得る距離にあることを

見出した[1，2]。今回、我々は不活性化機構をより詳細に解明する為、 Naチャンネルの IFM

motifを含む36残基から成るペプチド(K1482・A1517，MP-5Nを合成し、そのペプチドの

ナトリウムチャンネル、 III-IVリンカー、不活性化、溶液構造、 NMR

みやもとかずひで、なかがわてるみち、くろだよしひろ

n
E
 



立体構造をCDスベクトルおよびNMRを用いて研究した。不活性化状態を模倣する為に、

ペプチドはSDSミセル溶液に溶かした。

ペプチドの二次元NM R (COSY， NOESY， TOCSY， DQF-COSY)および三次元

NMR(NOESY-'!‘OCSY)からプロトンの帰属を行い、距離および二面角(ゆ)の拘束ファイル

を作成した。この拘束ファイルに基づいたsimulatedannealingをInsightIIlDiscoverで

行うことにより MP-5Aの立体構造を決定した。その結果、 IFMmotif.、 Y1497、Y1498、

およびM1501が疎水性クラスターを形成しており、それが IFMmotifの構造を安定化さ

せていることが分かつた。 Rohl等はMP-5Aに対応するアミノ酸配列を持つペプチドのリ

ン酸緩衝液中の構造に関して同様の疎水性クラスターを報告している[3]0MP-5Aと彼等

の構造を比較すると(Fig.1)、 IFMmotif中のIleとPheの側鎖の方向が立体的に異なって

いることが分かつた。このことにより、 IFMmotif中のFをCに置換した ICMに対する

methanethiosulfonate試薬の反応性の実験に基づく仮説、即ち、不活性化ゲートの開聞が

m-lVリンカーのコンフォーメーション変化により生じるという従来の仮説を分子構造化
学的に説明することができた。以上の結果から、 IFMmotif中のIleおよびPheの側鎖の

コンブォーメーション変化が不活性化ゲートの開閉制御因子であると結論した[4]。

Fig. 1 Comparison of the structures at the IFM motif in the III-IV linker W 
determined presently for MP-5A in SDS IDicelles and (B) determined by Rohl et al. for 

the III-IV linker peptide in a phosphate buffer[3J. 

[参考文献1
1)Y. Kuroda， K. Miyamoto， M. Matsumoto， Y. Maeda， K. Kanaori， A. Otaka， N. Fujii， T. 

Nakagawa， J. Peptide Res.， 56， 172・184(2000).

2)K. Miyamoto， K. Kanaori， T. Nakagawa， Y. Kuroda， J. Peptide Res.， 57， 

203・214(2001).

3)Rohl， C.A. et al.， Biochemistry 38， 855・861(1999). 

4)K. Miyamoto， T. Nakagawa， Y. Kuroda， Biopolymers 59， 380・393(2001).
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耐熱性シトクロム cにおけるヘム活性中心の構造解析
(筑波大化学 1、筑波大TARAセンター2、阪大院薬 3、阪大産研 4、東大院農 5) 

熊井教文l、立入直紀1、O皆川和久l、亀田恒徳1、山本泰彦1、長谷川淳2、

内山進 3、小林祐次 3、三本木至宏 4、五十嵐泰夫 5

StructuraI Analysis of Heme Active Site in Thermostable Cytochrome c 
N. Teruil， N. Tachiiril， OK. Minakawal， T. Kamedal， Y. Yamamotol， J. Hasegawa2， S. Uchiyama3， 
Y. Kobayashe， Y. Sambongi4， and Y. 19arashi5 

lDept. of Chem.， Univ. ofTsukuba， 2Center for Tsukuba Advanced R巴searchA1liance， Univ. ofTsukuba， 
3Graduated School of Pharm. Sci.， Osaka Univ.， 41nst. of Sci. and 1ndust. Res.， Osaka Univ.， 
5Dept. of Biotech. Univ. ofTokyo 

Despite the fact出atCytochrome C552企omHydrogenobacter Thermophilus (HT Cyt C552) and Cytochrom巴じ551
企omPseudomonas Aeruginosa (PA Cyt C551) possess remarkably similar structural properties， they exhibit 
consid巴rablydi笠erentth巴rmostabilityand additionally there is a sizable di庄町encein their redox potentials. 1n 
order to elucidate the structure-function relationship in th巴seproteins， their heme active site structures have been 
characterized using paramagnetic NMR and compared with those of a quintuple mutant of PA Cyt CSSl and hors己
heart Cyt c. 百1巴 tempぽaturedependence study of oxidized HT Cyt CS52 revealed anomalous magnetic 
properties of its heme active sit巴， such that none of the resolved signals obey simple Curie law and 
paramagnetically shifted signals exhibit line broadening at both low and high temperatures. Th巴se.results 
clearly manifl巳sta unique electronic nature of the heme active sit巴inHT Cyt C552・

序論 タンパク質などの生体分子を材料として工学的に利用する

場合、分子の安定性がしばしば問題となる。私たちは、バイオ電子

素子などへの応用が期待されている電子伝達タンパク質の安定性

を増大させる分子設計原理の解明のために、好熱性水素細菌

(同IdrogenobacterThermophilus)由来のシトクロムCSS2 (HT Cyt c 552 

(Fig. 1))の耐熱性発現機構および酸化還元電位調節機構を分子レ

ベルで明らかにすることを目指している。 HTCyt C552は分子量約

8000、アミノ酸80残基からなるc型へムタンパク質で、生体条件下で

は 100
0

Cでも変性しない。一方、緑膿菌(PseudomonasAeruginosa) 

由来のシトクロムC551(PA Cyt CS51)は、 HTCyt C5S2との一次配列の柑

向性が56%と高いにもかかわらず、熱変性温度はHTCyt CSS2よりも

約 40
0

C低い。本研究では、町rCyt CSS2、PACytC551、CytCSSl mutant 
(PA Cyt c551の5個のアミノ酸残基がHTCyt CSS2での対応するアミノ

酸残基に置換された変異体(F7NV13M/F34Y，氾43Y/V78I))および標

準的シトクロムcのひとつであるウマ心筋シトクロムc(田fCyt c)のへ
ム活性部位の分子構造と機能を、耐熱性発現および機能調節の分

子機構の解明とし、う観点から詳細に比較した。

Fig. 1 Molecular structur巴ofHT Cyt C552 
(Hasegawa et al. (1999)). The protein 
moiety is presented in ribbon model and 
heme is indicated in spacefill model. 
RasMol was used to draw this figure. 

実験 HTCyt Cs匁、 PACytCSSlおよびCytCSSl mutantは遺伝子工学的手法を用いて調製した。また、HHCyt C はSigma
社より購入したものをそのまま用いた。 PACytCSSlおよびCytC s5! mutantのlSNフルラベル体はlSNラベルをしたアミノ酸を
用いてノンラベル体と同様の手法を用いて調製した。タンパク質濃度を約 1mMでリン酸緩衝液に溶解させ、還元型にはジ
チオナイトを、酸化型にはフェリシアン化カリワムを 10当量加えてNMR試料とした。 NMR測定は、標準的測定パラメータ
ーを用いて、筑波大学分析センターのBruker社製AVANCE600lS00で行った。サイクリックボルタンメトリー(CV)測定は、タ
ンパク質濃度約0.1mMで、O.lMNaCI04を含む20mMリン酸緩衝液(pH約7)に溶解させ測定試料とし、タンパク質と電極
の電子移動を促進させるために電極表面を4-mercaptopyridineにより装飾した直径1.6mmの金ディスク電極を用い、筑波
大学分析センターの電気化学アナライザー(ALS600A-G)で行った。

結果および考察 へムタンパク質の機能と構造の関係をNMRにより解明するために、へム鉄の 3d軌道に存

在する不対電子によって誘起される常磁性シフトを解析した。へムタンパク質の機能はへムの電子構造と密接

な関係があり、その電子構造は常磁性シフトに鋭敏に反映されるからである。酸化型HTCyt C552、PACyt C551、

およびCytc551 mutantの lHNMRスペクトルで、観測される常磁性シフトしたへム側鎖メチルフ。ロトンシク、、ナルの

混度依存性をFig.2に示すoHT Cyt CSS2およびCytCSSl mutantは熱耐性が高いので8S
o
Cにおいても変性し

Keyword 耐熱性タンパク質、へムタンパク質、常磁性NMR、人工変異体、安定同位体標識

てるいのりふみ、たちいりなおき、みなかわかずひさ、かめだっねのり、やまもとやすひこ、はせがわじゅん、

うちゃますすむ、さんぽんぎよしひろ、いがらしやすお
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ないことが知られているが、 Fig.2のス
HT Cyt C552 ベクトノレから850Cで、も活性部位の構造

も保持されていることがわかる。また、、 85
0

C 

5
0

CではHTCyt CSS2のへムメチルプロ

トンのシグナルは著しくブロードニング

している。この現象は、今回測定した

他の Cytcでは観測されていないため、

HT Cyt CSS2のへムの電子構造が低温

側で特有の変化をしていると考えられ

る。また、常磁性シフトしたいくつかの

シグナルの Curi巴フ。ロット(常磁性シフ

トvs.絶対温度の逆数)はCurie則に従

わないことも、 HTCyt CSS2のへムの電

子構造の異常な温度依存性を反映し
40 

日
ιi 

Cyt C55f mutant PA Cyt C55f 

一一よ-LiJい!

斗ート同
一一よ_LLμ

ゴ亡出三オ寸1
40 20 40 20 

Chemical shi食(ppmfrom DSS) 

ている (Fig.3)。シトクロム cのへムの Fig. 2 Temper鉱山edependence of downfield portions of 600MHz lH 
電子構造では基底状態と励起状態の NMR spectra of oxidized cytochromes c立leco汀espondingheme methyl 

proton signals are connected by a broknen line 
エネルギー差が比較的小さいため、常

磁性シフトはそれぞれのエネルギー状態に対応する電子構

造の寄与を受けると考えられる。この寄与の割合が温度に

依存して変化するため、常磁性シグナルが Curie則に従わ

なくなると考えられる。へムの電子構造に摂動を与える原因

としては、軸配位子の配向の変化が考えられる。シトクロムc

では、軸配位子の Hisは Cys-X..:x...(ごys-His(X:任意のアミ

ノ酸)の一次構造上保存されているアミノ酸配列に含まれて

850C Heme methyl 

¥¥~一一一一ー

もし一一~出土
笠札ょ~L一一

いる。この配列中の 2つの Cysはへム側鎖とチオエーテル ー 1， ~ 
結合でつながっており、 Hisの結合および配向は比較的安 25-C仇-----L-'c.加トー一一ーし一一

定であると考えられる。一方、町印 CS52では軸配位子Met 50C ...1iJJ ¥， 
を含むループ部分は、 Pro~et~ro~ro という特異な配列に三~叩・""'--一一ーム一一ー
より Met-Fe の配位結合を安定化していると考えられるが、 ~V

比較的構造の自由度が高いため熱運動の影響を受けやす

く、その結果Metのコンフォメーションが温度により変化する

ため常磁性シグナルが摂動を受けたと考えられる。 Fig.3に

HT Cyt CS52のへム側鎖メチルおよび軸配位子である Met

59 C，H3プロトンシグナルの温度依存性を示すが、温度によ
る各シグナルのシフト変化からもこの考察が支持される。

20 0 -10 -20 -30 
Chemical shift (ppm from DSS) 

Fig. 3 Temperature dependence of 'H NMR spec加
of oxidized HT Cyt CSS2・Hememethyl proton signals 
are broaden at SOC. The side chain protons 01' axial 
Met exhibit a large downfield shi宣明白 decr曲 smg
temperature. 

HT Cyt CSS2と田fCytcのCV測定により得られたピーク電位から計算したそれぞれの酸化還元電位(EO)は、
HT Cyt CSS2で+10mV、固ま Cytcで+40mVであり、それぞれのEOの差はこれらのタンパク質で報告されている

値(U巴yamaet al. (1996))と一致した。一方、 PACyt C551およびCytCs幻 mutantのEOは、 CVの電流変化から

+100mV-+200mVであると見積もられたoまた、耐熱性シトクロムcのEOは著しい温度依存性を示すことが報告

されている(羽niguchiet al. (1996))。この結果は、上述したへム剖巴t配位結合の温度依存性に関して構造化

学的に解釈可能であると考えられる。また、本研究で用いたCytcのEOの比較から、へムーM巴t配位結合はCyt

CのEOの調節にも重要であることが明らかとなった。

結論 HT Cyt CS52のへム剖et配位結合は大きな温度依存性を示すことが示唆された。へムはこのタンパク質

の熱安定性に寄与しているが、 Metは分子表面のループ部分に存在するため、熱運動による構造変化の影響

を比較的大きく受けることが考えられる。また、 HTCyt CSS2のへムメチルフ。ロトンシグナルの異常な温度依存性

より、この Cytcのへムの電子構造への励起状態の寄与が示唆された。

謝辞 本研究は文部科学省科学研究費補助金特定領域研究(A)r強相関ソフトマテリアルの動的制御」
(No・413/13031005)により行われている。
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フッ素化ヘムをもっへムタンパク質の 19FNMR緩和および
常磁性シフトの解析
(筑波大学化学系 1、長岡工業高等専門学校三日本ブルカ一三旭硝子中研 4)

平井佑紀 1、O長尾聡1、照井教文 1、亀田恒徳1、山本泰彦 1、鈴木秋弘 2、

井町美佐子 3、笹倉英史 4

19F NMR Relaxation and Paramagnetic Shift Analysis of Hemoproteins 
Reconstituted with Ring-fluorinated Heme 
Y. Hirai¥ OS. Nagao¥ N. Terui¥ T. Kameda¥ Y. Yamamoto¥ A. Suzuki2， M. Imachi3 and H. Sasakura4 

1 Dept. of Chem.， Univ. ofTsukuba， 2Dept. of Materials Eng.， Nagaoka Natl. Coll. of Tech.， 
3Bruker Japan and 4Reserch Center， Asahi Glass Co.， Ltd. 

The 19F NMR spectral properties of ring-宜uorinatedhemes and porphyrins (Fig. 1) were studied. The 

fluorine atoms are directly bound to the porphyrin-ring in 2-MF and 3，7-DF， and they are conn巴ctedto th e ring 
via carbon atom in 7-PF. In order to泊vestigatethe contribution of chemical shift anisotropy (CSA) to the 
relaxation of 19F NMR signals of 3，7・DFand 7-PF， their spec回 wereobserv巴dat two field strength and analysed 
in terms of Eqs. (1) -(4)， because the CSA term is proportional to the square of magnetic field strength as given 
in Eq. (3). The comparison of the field-dependent line width of signals betw巴巴n3，7-DF and 7-PF c1early 
manifest巴dthat th巴CSAcon訂ibutionto the nuc1ear relaxation in the latler is substantially smaller than that in the 
form巴rdue to rapid rotation of CF3 group around C-C single bond. 

序論 ミオグロビン(Mb)、ヘモグロビン

(Hb)、セイヨウワサビベルオキシダーゼ

(HRP)などの b型ヘムタンパク質は活性

部位としてへム(鉄ーボルフィ!Jン錯体)を

もっているが、へムとタンパク質の聞に

は共有結合がないので、へムを除去して

アボタンパク質を調製することができる。

このアボタンパク質にフッ素原子を側鎖
2-MF 3，7・DF

同 c

7-PF 

にもつフッ素化へム(Pig.1)を加えると Fig. 1 Molecular 附 uctureof ring-fluorinat吋 porphyrinsand 
b ，、 hemesused in the study. Porphyrin; M = 2H， R = CH3 

フッ素化へムはタンパク質内部人取り込 Heme; M = Fe2+ or Fψ，R=H. 

まれ、再構成へムタンパク質が得られる。

このようにして得られた再構成へムタンパク質は活性部位で、あるへムに直接結合したフッ素原子をもつため、

19p NMRにより活性部位の構造化学的研究が可能となる。本研究では、フッ素化へムの錯体やフッ素化ヘム

再構成へムタンパク質で観測される 19pNMRシク守ナルの緩和機構および常磁性シフトについて検討したc

ヘムの中心金属である鉄は酸化数とスピン状態により不対電子をもっ場合がある。へム鉄に不対電子が存

在する常磁性の状態では、核磁気の緩和において反磁性緩和機構に加えて常磁性緩和機構が作用する。し

たがって、観測される緩和速度Robs(緩和時間の逆数)は次式のように表される。

Robs = Rdia + Rpara (1) 

ここで、Rdiaは反磁性錯体における緩和速度、Rparaは常磁性緩和の寄与である。一方、ボルフィリン環のよう

に化学シフト異方性(CSA)の大きな系では、反磁性緩和機構において CSAによる寄与が無視できない。

Rdia = RDipole + RCSA + Retc. (2) 

ここで、RDipoleは双極子一双極子相互作用による寄与、RCSAは CSAによる寄与、Retc.はその他による寄与で、

ある。このうち、横緩和速度への CSAの寄与R2CSAは次式のように共鳴周波数叫の二乗に比例する。

R2CSA = 1/40 ・叫2Oz2(3J(叫)+ 4J(0)) (3) 

J(叫)= 2Tr!( 1 +叫2寄2) (4) 
そこで、様々な磁場強度の分光計を用いてポルフィリンの 19FNMRシグナルの線幅を測定し、線幅から横緩和

速度を求めることにより緩和速度の磁場強度依存性を求めることができる。緩和速度の磁場強度依存性が大き

いほど、そのポルフィリンのフッ素は大きな CSAの影響を受けていることがわかる。

Keyword 19p NMR、化学シフト異方性、常磁性 NMR、フッ素置換へム、へムタンパク質

ひらいゅうき、ながおさとし、てるいのりふみ、かめだっねのり、やまもとやすひこ、いまちみさこ、ささくらひでし
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結果および考察 3，7-DFポルフィリン、 3，7-DFピスシ

アノ体、反磁性および常磁性 3，7-DF再構成 Mb、HRP、

Hbの376MHz19F NMRスペクトルをFig.2に示す。反

磁性であるポルフィリン、Mb(CO)、Hb(CO)のシグナル

のシフト値は、それぞれの状態でのポルフィリンπ共役

系の電子構造を鋭敏に反映している(Bull.Chem. Soc. 

Jpn.， 73， 2309~316 (2000)、よ Biol.Inorg. Chem.， 5， 
455-462 (2000))。また、シグナルの線幅は、 35Hz(ポル

フィリン ;Mw=0.6k)、65、78Hz(Mb(CO);Mw=17k)、

244Hz(Hb(CO);Mw=64k)であり、分子量の増大と共に

顕著に増加している。反磁性錯体での0.緩和機構に

おける CSA以外の寄与の磁場強度依存性が無視でき

ると仮定すると、式(3)のように CSAが磁場強度の二乗

に比例するとし、う関係を基に複数の磁場強度において

観測されたシグナルの線幅を比較することでフッ素原

子の受けている CSAの寄与を直接決定することが可能

となる。 565MHz19F NMRスペクトルの 3，7-DFへムと再
構成したMb(CO)、ング、ナルの線幅は低磁場側から119、

134Hzであり、磁場強度に大きく依存することがわかる。

，18.05 
(76) 

Hemin bis-CN' 市」
-47.1。守点:::9

14.55 

tf:I.~Jl 
，48，59 
(82) 

(421) HRPCN' 

，68.“h・69.12
・13.48・15.84 ，37.34 仰 1¥/… 
イ 270) 胤(15唱)，41.02 (2州、しy ・.，
¥ I  (1刷り ¥1 

HbCN' JlJ¥ 1¥ J¥ HbCO J ¥ 

~寸

この結果は、 3，7-DFへムおよびボルフィリンで観測され 20 咽 .10 .20 .JO 40 ・50 必 .70

るシグナルのち緩和機構へのCSAによる寄与の大きさ

を反映している。一方、 7-PFポルフィリンに由来するシ

グナルの線幅は、 4Hz(376MHz)および5Hz(565MHz)で

あり、磁場依存性がほとんど観測されなかった。この結

果は、 7-PFのフッ素の受けるCSAが小さし、ことを示して

いるが、 i)このフッ素は Sp3炭素に導入されている、 ii) 

CP3基は C-C単結合まわりに高速回転する、 iii)2-MP 

Ch冊、icalshift (ppm fromτFAI 

Fig. 2 376MHz 19F NMR spectra of 3，7.DF 
porphyrin， hemin bis-CW and reconstituted 
hemoproteins， observed at 250C. Chemical shifts 
and linewidth are indicated nearby each signals 
and in the parentheses， respectively. The spectra 
of paramagnetic叩 ddiamagnetic derivatives are 
shown in left and right columns， respectively. 

や 3，7-DPのフッ素に比べてポルフィ1)ン環から遠いためポルフィリン環の環電流効果による磁気的異方性の

影響が少ない、などの理由から、当然の帰結であると考えられる。

一方、常磁性錯体および常磁性へムタンパク質において観測されるシグナルの九緩和機構には、反磁性錯

体における寄与に加えて、式(1)に示されるような常磁性緩和機構の内容としてキュリースヒ。ン緩和、コンタクト

項、擬コンタクト項を考慮する必要がある。常磁性シフトした 19pNMRシグナルのシフト値を、フルオロ基または

トリプルオロメチル基と同一のピロール環に結合しているメチル基のプロトンシグナルで観測される常磁性シフト

と組み合わせて解析することにより、そのヒ。ロール環の不対電子密度についての情報を容易に得ることがで、き

る。したがって、反磁性錯体での緩和機構、不対電子密度が関係するコンタクト項、擬コンタクト項をそれぞれ

決定することにより、キュリースピン緩和を見積もることが可能となる。

結論

フッ素化へムで、観測される 19pNMRシグナルの緩和機構では、反磁性錯体、常綴性錯体を問わず CSAの

寄与が無視できなし、ことが明らかになった。ただし、その寄与の大きさは、フッ素原子の導入様式、磁場強度、

温度、錯体の分子量、へム鉄のスピン状態などに依存する。たとえば、 2-MF、3，7-DFのように、ポルフィリン環

に直接フッ素を導入した場合には、全体の緩和速度に対する CSAの寄与が反磁性錯体では 80目以上、常磁

性の場合には最大 50%程度であると推測された。したがって、 2-MFや 3，7-DF再構成へムタンパク質の 19F

NMRスペクトルは高磁場でシグPナノレの線幅が著しくブ、ロードニングする場合があると予想される。一方、 7-PF

と3，7-DFの磁場強度依存性の比較から明らかなように、タンパク質の機能と構造に与える影響が小さい場合

には、 CF3基としてフッ素をもっへムを利用するほうが高磁場で、の 19pNMRによるフッ素化へム再構成タンパク

質のシグナルの観測には都合がよし立言える。また、常磁性錯体の場合には、シグナルの磁場強度依存性お

よび不対電子密度の解析から、分子運動と密接な関係、にあるキュリースヒ。ン緩和の寄与が決定で、きる。
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酵素の活性，耐熱性，構造， Dynamicsの関係:

イヌミルクリゾチームに対する Ca1+-bindingの効呆
(産総研 I、北大院・理 2、バリアンジャパン 3)

0小橋川敬博 1，2 久米田博之 1，2 三浦和紀根本暢明
小柴琢己出村誠新田勝利 2ヲ津田栄 l

Effect ofCal+-binding to Enzymatic Activity， Structure， Backbone Dynamics and Thermal 
Stability of Canine Milk Lysozyme 

Y oshihiro Kobashigawa 1ぺHiroyukiKumetaI.2， Kazuno~i Miura1， Nobuaki Nemot03， 
Takumi Koshiba2， Makoto Demura2， Katsutoshi Ni伽 2ヲSakaeTsuda1 

IS阻止cturalBiology Research Group， Research Institute of Biological Resources， 
National Institute of Advanced Indus出alScience and Technology (AIST). 
2Division of Biological sciences， Graduate School of ScienceヲHokkaidoUniversity. 

， Varian Technologies Japan Ltd 

Canine milk lysozyme (denoted as CML) catalyses the hy合olysisof s-l，4 glycoside linkage at 
the bacterial cell wall. This member of lyso勾'll1etightIy bind 1 mol of ci+・ion，which significantIy 
increases its thermal stability. We examined detailed Ca2+-induced change of CML. It appeared that 
CML increases the activation energy， bacteriolytic activity and the optimum tempera知re，and decreases 
the binding and release rates for a substrate and product analogue according to Ca2+ -binding. The 
backbone dynamics on the fast (pico-to nanosecond) time-scale is not influenced by Ca2+ -binding 
through the molecule， while significantIy reduced at two of six substrate-binding subsites. The backbone 
dynamics of Ca2+ -bound CML in the slow (micro-to millisecond) time-scale is significantly depressed 
in the subs仕ate-bindingregion. These results suggest that Ca2+ -binding reduces the flexibilitY of the 
active site， which presumably results in improvement of thermal stability at the expense of 
substrate-binding and product-release rates， 

[緒嘗]リゾチームは細菌の細胞壁の構成成分である N-ace砂19lucosamineとN-acetylmuramicacid
の間のp・1，4glycosideの加水分解反応を触媒する酵素である。イヌミルクリゾチーム(Canine
Milk Lysozyme: CML)はl個の Ca2+を結合し、それにより熱安定性が向上することが知られてい

る(1)。我々は、 CMLに対する Ca2+結合の効果についてより詳細に知るために(1)溶菌活性の温度

依存性、 (2)立体構造、 (3)主鎖の内部運動性、 (4)基質および反応生成物の類似体である

p・細inophenyl-tri-N-a∞tyl・s-chito加oside(PAP-tri-NAG)に対する結合および解離速度を Ca2+-free
およびCa2+・boundstateについて調べた。それらの結果から、酵素活性、内部運動性、耐熱性

の相関を立体構造に基づいて議論した。

[実験)CMLは大腸菌体内に不溶性穎粒として発現させ、 DisulfideIsomeraseの1種である
Thioredoxinを用いて巻き戻し反応を行った(2)，問。 NMRスベクト Jレの測定には Varian

Unity-INOV A500を用いた。帰属はpH4，5， 20t， 10%重水中において測定した一連の多次元NMR

スペクトル群を用いて行った。主鎖の内部運動性は 1~・ralaxation を model-free を用いて解析す
ることにより求めた。NMRデータの処理には NMRpipeを用い、スペクト jレの解析には XEASY，

PIPP， ST ARP， CAPPのプログラム群を用いた。

【結果と考察}図 lはCa2+_企eeCML(X-rayi1)とCa2+-bound CML(NMR)の重ねあわせ構造を示し

ている。 2つの状態聞で基本構造の変化は見られなかった。基本構造は 4本のα占elixと3本の

s-sheetから形成されており、 cleftにより 2つのドメインに分かれている。

表1はCMLの酵素活性のパラメーターを示している。Ca2十の結合により耐熱性および酵素反

応の至適温度が上昇した。また、 PAP-tri帽NAGに対する結合速度と解離速度の低下、および基

Key words: Ca2+-binding， 1~・relaxation， dynamics， enzyme， lysozyme 

こばしがわよしひろ，くめたひろゆき，みうらかずのり，ねもとのぶあき，こしばたくみ，

でむらまこと，にったかっとしラつださかえ
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質結合領域での遅いタ

イムスケーjレ(μ.s-ms) 
の内部運動性の低下が

観測された。多くの酵

素において、基質結合

部位周辺の遅いタイム

スケールの内部運動が

基質結合および生成物

解離を促すことが示さ

れおり、本研究結果は

それと一致していた。

また、速いタイムスケ

ーJレ(ps-ns)の内部運

動性に関しては、6つあ

る基質結合サブサイト

のうち 2つで低下した

ものの、分子全体では

(a) (b) 

あまり変化していなか図 1:Superimposition of the蜘山resofCa2+ゐound(black)飢 dCa九freeC胤 (gray)

った。ここまでの結呆

は、 Ca2+結合により基質結合部位周辺の内部運動性が低下し、それが酵素活性を下げる方向に

作用していることを示唆している。しかしながら、実際には溶菌活性は Ca2+の結合により向上

していた。多くの抗菌蛋白質において蛋白質の正電荷と細菌表面の負電荷との静電相互作用が

活性発現において必須因子の一つであることが示されている。 Ca2+結合に伴う正電荷の増加が

酵素と細菌表面との相互作用を強め、それにより溶菌活性が上がったと考えられる。

以上の結果より、 Ca2+の結合は CMLの構造よりもむしろ内部運動性の方に影響を与えること

が明らかになった。そして、内部運動性への影響は分子全体に対して均ーというよ lりもむしろ

局所的に起こることが明らかになった。その分子運動の低下は主に基質結合領域に集中してお

り、ぞれが CMLの耐熱性の向上、基質結合速度および生成物解離速度の低下に関っているこ

とが示唆された。

参考文献

表1:En伊仰ticcharacterization ofccl+ -free仰 dCa2+ -bound CML. 

Activation Energy (kJ/mollK) 

Optimum Temperature C C) 
Relative Activity at 30. C β11) 

kon (I/s) 
kotf (I/s) 
M旨ltingTemperature (1)ぺ3)C c) 

Ca2+_企eeCML
41.6 
35 

46 
8.80 X 10

2 

2.69 X 10.3 

39.01 

Ca2+ -bound CML 
50.4 

50 

100 
4.02 X 10

2 

1.24 X 10-3 

65.13 

[1] Koshiba et al. Structure and theramodynamics of the extraordinary stable molten globule state of 
ca即時milklysozyme. Biochemistη" 39， 3248-3257 (2000). 
[2] Kobashigawa et al. Hydrogen Exchange Study of Canine Milk Lysozym巴:Stabilization Mechanism 
ofthe Molten Globule. Proteins. Struct. Funct. Genet.， 40，579・589(2000). 
[3] Koshiba et al. Expression of a Synthetic Gene Encoding Canine Milk Lysozyme in Escherichia coli 
and Characterization ofthe Expressed Protein. Protein. Eng.， 12，429-435 (1999) 
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安定同位体ラベルしたペフチドの発現系の改良
f群馬大・工ヘ CREST.JSr、三菱化学生命研勺
O田所大 l、鈴木千紗 l、落合研次1.2、野口真路1.2、林和彦 l、
窪田健二 1、須貝真理子 3、河野俊之 3、若松馨1.2

Improvementof an expression system for stable isotope-labeled peptides 

tGunma Univ.， 2CREST JST， 3Mitsubishi Kagaku Inst. L俳 Sci.)

ITadokoro， D.， ISuzuki， c.， I.20chiai， K.， I，2Noguchi， S.， IHayashi， K.， IKubota， K.， 

3Sugai， M.， 3Kohno， T.， I.2Wakamatsu， K. 

Uniform labeling with 15N and 13C of peptides is quite useful for detailed structure ana1ysis of 

short peptides， and labeled peptides can be obtained as fusion proteins with ubiquitin expressed 

in E. coli cells. Some peptide-ubiquitin fusion proteins， however， are not expressed at all or at 

a very low amount， due to toxicities of the peptide portion， under labeling conditions. Here 

we report that such toxic peptides can be expressed at a reasonable amount in E. coli cells by 

choosing appropriate host strains and cu1ture media. 

[要旨]

ペプチドを 15Nや13Cでラベルし多核多次元NMRで解析すると短いペプチドの立体構造を

詳細に解析できるようになる。安定同位体でラベルしたペプチドはユビキチンとの融合蛋白

質として大腸菌で発現できるが、ペプチドによってはその毒性のために融合蛋白質の発現レ

ベルが低かったり、ラベル条件下で全く発現しない物も存在する。今回、ホスト大腸菌や培

地条件などを検討することによって従来発現が困難であったペプチドが調製できるようにな

ったので報告する。

[方法および結果]

1.ホスト大腸菌の検討 1 (basalな発現の抑制)

大腸菌における外来蛋白質の発現にはT7ファージのRNApolymerase (RPase)の強い転写

活性を利用した T7発現系が頻用されており、ペプチドとユビキチンの融合蛋白質もこの T7

系で発現している。 T7RPase自体は大腸菌のchromosomeに組み込んだDE31ysogenによ

って発現され、プラスミドに組み込んだ目的遺伝子の上流にあるT7/lacpromoterにT7RPase

が結合することによって転写・翻訳が開始される。 T7RPaseの発現も IPTGで誘導されるが、

IPTG非存在下での発現抑制は厳密ではなく、 basalに少量のT7RPaseが生産されている。

そこで、融合蛋白質として発現させるペプチドがマガイニン 2などのように毒性を持ってい

て大腸菌に与える負荷が大きい場合、発現誘導前にbasa!に発現されている蛋白質によって大

腸菌の増殖が抑制されて融合蛋白質の発現量が低下する。

キーワード: 安定同位体ラベル、ペプチド、発現系、 codonusagc 

たどころだい、すずきちさ、おちあいけんじ、のぐちしんじ、はやしかずひこ、くぼたけ

んじ、すがいまりこ、こうのとしゆき、わかまっかおり
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そこで、 T7リゾチーム (T7RPaseと結合してその転写活性を抑制する)を発現する pLysS

プラスミドを有するホストにユピキチン融合蛋白質を発現させた。その結果、マガイニン2-

ユピキチン融合蛋白質のプラスミドを導入した場合でも、大腸菌の増殖速度が正常になると

ともに、融合蛋白質が発現されるようになった。

2.培地の検討

13C/15Nでラベルされた蛋自費は(13C]Glcと15NH4CIを含むM9培地で通常発現されるが、

M9は貧栄養培地であるために発現量が鮭いという問題があった。特に、マガイニン 2ーユビ

キチン融合蛋白質はLB培地では発現するが、 pLysSフラスミドを共存させないとM9培地で

は全く発現されなかった。 CHL培地は安定問位体ラベルしたクロレラを加水分解/部分精製

した富栄養培地であり、 CHL培地で大腸菌を培養すれば毒性のある融合蛋白質を発現させて

も大腸菌への負荷が軽減されることが期待された。実際にpLysSプラスミドを含まない大腸

菌でも CHL培地で培養・誘導したところ、マガイニン 2 ユピキチン融合蛋自費を発現した。

3.ホスト大腸菌の検討2 (mRNAの安定化)

RNaseEはrRNAのmaturationとmRNAの分解を行う酵素であり、C末端部分がmRNA

の分解に関与している。 RNaseEのC末端側を欠損させた大賜麓 (BL21S胞r(DE3))では

mRNAの安定性が増すために、蛋白質の発現量が増加することが知られている。そこでこの

大腸菌で融合蛋白質を発現させたところ、 wildtypeの大腸菌(BL21(DE3))よりも発現量

が増加した。また、 m時..JAの安定化による発現量の増大は coclonusageを合わせた融合蛋

白質(ポスタ-P93参照)において特に顕著であった。

以上のように、ホスト大腸菌・培地.codon usageについて検討を行うことによって、通

常の条件では発現が国難であったり発現量が少なかったペフチドユピキチン融合蛋自費を

発現し安定問位体ラベルすることが可能となった。

MG20ld MG2 nel¥ 

S担 sL21{DE3l Star sL21iDE3) 

IPTG 叩 +ω+ω+ ー+

川議磁の"*'。

場鱗議診ミ

Effects of codon usage optimization and sl註blilizationof mRNA on the expression 

of a magainin 2-ubiquitin fusion protein in E. coli cells 

MG2 o!d: codon us昌genot optimized， MG2_new: codon usage optimized. 

Star: mRNA stabilized， BL21(DE3): mRNA not stabi!ized. 
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立体選択的重水素化グリシンの蛋白質NMRへの応用

(CREST1，都立大理研GSC3)

。大木進野小野明寺内勉淵上和幸 2 早野俊哉 1，3 甲斐荘正恒 1，2

Application of Stereospecific-deuterated Gly to Protein NMR 

(CREST1， Tokyo Metropolitan Univ.人組dRlKEN GSC.3) 

ヰ丘比乙A.M.Onol，工Terauchil，K. Fuchigami2，主 HayanolぺandM. Kainoshol.
2 

Two kinds of glycine， in which one of the two protons at the Cαposition is selectively 

replaced by a deuteron， were chemically synthesized. Each amino acid was 

incorporated into the 18.2kDa protein， peptidyl-prolyl cis-trans isomerase b (EPPlb)， 

using in vitro protein expression system with a cell-free extract prepared from E.Coli 

A19. Well四resolvedIH_I3C HSQC spectra of the labeled proteins were obtained. The 

utility of sterospecific-deuterated Gly will be discussed in this presentation. 

[序]近年の蛋白質 NMR構造の決定に関わる重水素の利用は，主として線幅の

減少と NMRスペクトルの単純化を目的としている.これらは NMRで研究対

象にできる蛋白質の分子量限界を引き上げようとする目標と深く関連している.

乙のような研究を通じて，蛋白質の非選択 (random-fractiona1)重水素化や疎水

残基側鎖のみのプロトン化など幾つもの方法が提案されてきた.しかしながら，

蛋白質のポリペプチド鎖の立体配座を決定する上で重要な Gly残基に関しては，

立体選択的帰属への重水素利用は幾つか報告されてはいるものの，試料調製の

際の Gly-Ser聞の代謝変換の制御を含めた効果的な Gly残基の標識方法はこれ

まで開発されていない. Gly残基を含む主鎖の立体配座を決定するためには，

Glyのα位メチレン・プロトン由来の構造情報を立体選択的に入手する必要が

ある.言うまでも無く， Glyの2つの α位フロトンが異なる化学シフトを持ち，

それらに関する NOE情報が独立に得られたとしても，立体特異的な信号の

立体選択的重水素化，無細胞蛋白質発現系，立体特異的帰属，

スペクトル単純化.

おおきしんや，おのあきら，てらうちっとむ，ふちがみかずゆき，

はやのとしや，かいのしょうまさつね.
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帰属が確実に行われない限り立体構造情報としては有用なものとはなりえない.

3JH問 α値を利用して Gly残基を含む主鎖2面角 (φ)情報を得る場合にも，他の

アミノ酸残基と異なり Gly残基のα位がメチレンであることが決定的な障害と

なる.既に我々は，in vivoアミノ酸代謝を積極的に利用してこれらの問題を解

決する試みを本討論会で報告しているが，この方法では標識率の大幅な低下は

避けられなかった(文献 1)。本報告では，無細胞蛋白質合成系を用いて代謝

拡散・希釈を完全に押さえた蛋白質中の Gly残基の立体選択的重水素化と得ら

れた標識蛋白質からの NMR情報の取得に関して述べる.

[試料] Cα位置の 2つのプロトン Cpro-R及び pro-S) をそれぞれ立体選択的に

重水素化した ul-[13C，l5N]_Glyを化学合成した。これら 2種類の Glyをそれぞれ

取り込ませた大腸菌由来の蛋白質， peptidyl-prolyl cis-trans isomerase b (EPPIb， 

18.2kDa) ，を無細胞蛋白質合成系を用いて調製した。

[結果と考察]得られた2種類の蛋白質の lH_l3CHSQCスペクトルを測定した(図

1).これらのスペクトルは大幅に単純化され， ul-C3C， l5N]_Glyで標識した EPPlb

のスペクトルに比較して lH_13Cα領域に現れる信号の数が半分になった。その

結果， EPPIbの 16個の Gly残基の信号を全て分離して観測することができた。

また 2種類の試料を用いて得られるスベクトルを合わせて解析することによ

り， Gly残基周囲の構造情報に関して確実な立体化学的区別が可能となる。例

えば， Gly残基の2つの α位プロトンに関して独立な NOE情報をそのまま構

造計算に利用できることを意味しており，本手法が構造決定の迅速化と同時に

精密化にも有用であることは明らかである.
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[参考文献](1)楯真一，山口絵美，市川代志子，

第 35回NMR討論会要旨集 (1996)，pp.461岨464.
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HMG・2AドメインのNMRによる立体構造解析

(北陸先端大・新素材センターI、東京理大・基礎工う

0栗田順一 1、仲谷幸司 l、島原秀登¥吉田充輝 2、楯真一 I

Structural Study ofthe A-Domain ofthe HMG2 protein by NMR spec甘O喧copy

Jun・ichiKurit~l ， Kouji Nakatani1， Hideto Shimahara1， Mitireru Yoshida2， Shin-ichi Tate1 

Center for New Material， JapanAdvanced Institute ofScience and Technologyl (JAIST)， 

Department ofsiological Science and Technology， Science University ofTokyo2 

Abstract 

HMG2 belongs to the HMG 112 subfamily and its characteristic functional motif to DNA 

binding is called as an HMG-1I2 box or simply HMG box_ HMGl and HMG2 are closely 

related archetype members of the HMG 112 subfamily but they show significant functional 

differences in cell metabolisms_ soth HMG 1 and HMG2 have two HMG boxes， called as 

A-domain and s-domain_ The solution structures of A and s-domain of the HMG 1 and 

s-domain ofthe HMG2 were already solved by NMR spectroscopy in several previous studies. 

Therefore， structure determination of the A-domain of the HMG2 must be needed to discuss 

functional differences between HMG 1 and HMG2 in the cause of structure differences. In this 

study， the structure oftheA-domain ofthe HMG2 is determined by NMR spectroscopy. 

Introduction 

HMG2 is a member of a family of ubiquits and abundant non-histone nuclear proteins 

known as the high-mobility-group (HMG) proteins. HMG2 belongs to the HMG-1I2 subfamily 

and its characteristic functional motif to DNA binding is called as an HMG-1I2 box or simply 

HMG box. HMG2 has two HMG boxes， A and s， linked by a short basic region to an acidic 

C-terminal tail domain. Each HMG box may perform an architectural role in chromatin and 

bind to DNA without sequence speci今butwith preference for distorted or pre-bent DNA. The 

solution structures of the two HMG-boxes in HMG 1 solved by NMR， both having shown 

distinctive L-shaped structures of comprising three α-helices. HMGl and HMG2 are closely 

related archetype members of the HMG 112 subfamily but they show significant functional 

differences in cell metabolisms. We have studied these differences between HMG 1 and HMG2 

in the field of structural biology. In our previous study， we already determined the solution 

structure of the s-domain of the HMG2. This time， we will present structure ofthe A-domain 

of the HMG2 and discuss the functional differences in the cause of structural differences. 

Keywords: HMG protein， NMR， protein structure 

くりたじゅんいち、なかたにこうじ、しまはらひでと、よしだみちてる、たてしんいち



Experiment 

[Non-stable-isotope-nuclei labeledl， [15N-uniform labeledl and [15N， "13C-uniform labeledl 

HMG2A (C22S) was prepared with E_coli (BL21) protein expression system and purified in 

conventional ways_ 

Back-borne and side-chain NMR signals ware assigned with three or two dimensional NMR 

experiments which are HNCACB， HNCO， HNCA， CBCACONH， HCCH-COSY， 

HCCH-TOCSY and so on_ 

Distance restraints were generated from NOE intensities ofthe 15N-edited NOESY-HSQC， 

13C-edited NOESY-HSQC and NOESY spectrum. The protein structure was determined by 

Program X -PLOR 3.851 and ARlA 1.0 with restrained molecular dynamics. 

Resu1t and Discussion 

The back-born rmsd of the 41 refinement structure which are determined with program 

X-PLOR is 0.49 A (fig U. In the structure detail， it has characteristic three α-helices， which is 

called as an HMG-box motif. And， its helix arrangement resembles closely that of the 

HMG-IA. 

Fig.l Structure of the A domain of the HMG2 



In our previous structural study ofthe s-domain ofthe HMG2， we had presented that helix 

arrangement of the s-domain of the HMG2 resemble to not only that of the s-domain of the 

HMG 1 but also that of the A-domain of the HMG L In detail， most important particular of the 

HMG-box motif is the second helix and its bending form to bind DNA secause the second 

helix locate surface and interact to DNA. However， to compare trifling differences of the 

second helix bending is difficult due to artiftial influence cannot be disregarded from 

restrained molecular dynamics. Thereupon， to detect trifling differences of helix bending， we 

employ two type directional cosine value ofthe N-H bond vector ofthe back-borne to diffusion 

axis as index value. To employ directional cosine value， the helices bending can be 

characterized without artificial influence that is generated from restrained molecular 

dynamics (fig2， 3). As the results ofthese analyses， we conclude that s-domain ofthe HMG2 

like to A-domain of the HMG L In this study， we prove that A-domain of the HMG2 resembles 

closely that ofthe HMG-IAwith above method. 

Conclusion 

For above discussions， HMGl has two DNA binding domains that are A-domain-like and 

s-domain-like domains. And HMG2 has also two DNA binding domains， but both domains are 

A-domain-like domains. It has been widely known that HMG2 shows more preferential 

affinity to negatively super-coiled DNA than HMG 1 and A-domain of the HMG 1 shows more 

preferential affinity to negatively super-coiled DNA than s-domain of the HMG L Therefore， 

we conclude that more preferential affinity of the HMG2 to negatively super-coiled DNA due 

to HMG2 has twoA-domain-like HMG boxes. 
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DinI蛋白質によるRecA蛋白質活性の制御機構に関する研究
(1理研・遺伝生化学埼玉大学大学院理工学研究科 3横浜市大・院総合理

4CREST/JST) 

。吉益雅俊1，2，3.4，伊藤隆1，3，4，本多賢吉1，3，4，斎藤雅子 1，3，4，美川務 1，3，4

柴田武彦 1却 A

Analysis of the regulation of RecA activity by DinI protein_ 

I，Cellular and Molecular Biology Laboratory， RlKEN; 2，Grad. Schl. Sci. Eng.， Saitama 

Univ.; 3，Grad. Schl. of Integrated Science， Yokohama City Univ.; 4， CREST，JST (Japan 

Science and Technology) 

OMasatoshi Yoshimasul，2，3，4， Yutaka ltol，3，4， Masayoshi Hondal，3，4， Masako Saitol，3ペ
Tsutomu Mikawal，3，4 and Takehiko Shibata1，2，3，4. 

Dinl protein negatively regulates the SOS response in Esherichia coli by inhibiting 

activities of RecA. The solution structure of DinI was already determined by NMR 

spectroscゅpy. DinI consists of two α-helices and a three-stranded s-sheet， with a bipolar 

character in the electrostatic potential at the protein surface. The NMR experiments 

suggested that DinI tightly binds to intact RecA. For the determination of DinI -interaction 

surface on RecA， we performed NMR ti仕ationexperiments of 15N-DinI in the presence of 

either N-， central or C-terminal domain ofRecA. The C-terminal domain failed to reveal any 

DinI-binding so far. In addition， we will report the relationship of Dinl-binding and 

ssDNA-binding activities of RecA based on the analysis of TRNOE experiments of RecA-DinI 

complex with various length of ssDNA. 

〈序〉

DinIは，DNAの損傷によって誘導される大腸菌のSOS応答に働く蛋白質のひとつである.SOS

応答は単鎖DNAに結合したRecAがLexAリプレッサーの自己消化反応を促進することにより誘

起される.DinIはこの自己消化反応を抑えることにより SOS応答を抑制的に制御する働きを持

っと考えられている.

現在のところ DinI~ RecAが強く結合することはわかっているものの， DinI-RecA聞の認識

機構および活性抑制の詳細は十分に明らかにされているとは言えない.本研究ではこれらの問題

を明らかにするために， NMRを用いて解析を試みた.

Keywords: Dinl，RecA，蛋白質問相互作用，蛋白質核酸相互作用

よしますまさとし，いとう ゆたか，ほんだまさよし，さいとう まさこ，

みかわっとむ，しばたたけひこ
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く材料と手法〉

本研究では， RecAにおける DinIとの相互作用部位を同定するために，まず， RecAの3つの

ドメイン (N末端，中央， C末端ドメイン)をそれぞれ調製した.次に， 15Nで標識されたDinI

と未標識のRecA各ドメインをそれぞれ数段階の濃度比で混合し， lH -15N HSQCを測定すること

でタイトレーション実験をおこなった.

短いssDNAはRecA存在下で， RecA結合ssDNAに由来する TRNOEを示す.これを利用し

て， DinIとの結合がRecAのもつ ssDNA結合活性に影響を与えるか否かを調べた.この実験は

未標識RecAと13C/15N標識DinIを調製し，これら 2つを混合した試料に様々な長さの ssDNA

を過剰に加えて， 2DNOESYを測定することによって行った.

〈結果および考察〉

15N標識されたDinIに未標識のRecAのC端ドメインを， 1: 0_1， 0_2， 0_5， 0.75， 1， 2の比率で

加えながら DinIのlH-15NHSQCスベクトルの測定を行ったところ， intactのRecA，!::のタイト

レーション実験で見られたような強い結合を示す、ング、ナル変化は見られなかった(白g.1よこのこ

とから C端ドメインは DinIとRecAの相E作用に直接的に寄与している可能性は低いと考えら

れた.現在， N末端，中央ドメインについても同様の実験を進めている.

またTRNOESYの実験から， RecAと4merのssDNAの結合が DinIによって阻害されない

ことが明らかになった.我々は現在さらに 8mer，12mer， 16merのssDNAを用いて同様の解析を

進めており， RecAのDinI結合活性と ssDNA結合活性が ssDNAの長さに依存しているかどう

かについて明らかにしてゆく.
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Figure: 

lH-15N HSQC spectra of 15N-DinI alone (a)， 15N-DinI in the presence of O.lmM RecA (b) and 

15N-DinI in the presence ofO.2 mM  RecA C terminal domain (c). 

these three samples was set at 0.1 mM. Samples were dissolved in a 10% 2H20 buffer containing 

20 mM  sodium phosphate (pH 6.5) and 50 mM  NaCl. All of these spectra were acquired at 298K 

8 

The concentration of 15N-DinI in 

7 
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プリンリプレッサーDNA結合ドメイン変異体の構造解析

(横浜市大大学院総合理1、電通大電子物性2)

0堤れい子¥長土居有隆¥鈴木咲良¥
三瓶巌、溝淵潔2、西村善文1

Structural Analyses of Two Mutant DNA-binding Proteins from Purine Repressor 

1 Graduate School of Integrated Science， Y okohama City U~iversity 
2Dep釘町lentof Applied Physics & Chemistty， 

The University of Electro・Communications

OTsutsumi Reiko1， Aritaka Nagadoi¥ Sak町aSuzuki1， 

Gen-ichi Sanpei¥ Kiyoshi Mizobuchi2 

and Y oshifumi Nishimura1 

Purine repressor， PurR， regulates the expression of genes that are concemed with 

purine biosyntheses. PurR consists of341 amino acids and has two domains; a DNA-

binding domain (DBD) at the N-terminus and a corepressor岨bindingdomain (CBD) at 

the C-terminus. PurR binds to DNA specifically with a corepressor. The血ree

dimentional s甘uc加reof由etemary complex of PurR bound to both a corepressor and 

a specific DNA was determined by X-ray cristallography. To understand the detailed 

molecular mechanisms ofthe DNA-binding ofPurR， we have examined the two 
mutant proteins ofthe DNA-binding domain， V50C and L54C， in which Va150 and 

L54 are replaced by a cystein residue， respectively. The dimerization of each mutant 

protein by a disulfide bond results in binding to a specific DNA. Each of the three-
dimensional structures of specific DNA complexes ofV50C and L54C has been 

analyzed by multidimensional NMR spectroscopy. 

プリンリプレッサーは大腸菌のプリン生合成に関与する遺伝子発現を制御するリ

プレッサータンパク質である。 PurRは341アミノ酸残基から成り、 N末側の 56ア

ミノ酸残基が DNA結合ドメイン (DBD)で、 C末側の約 280残基がコリプレツサ

ー結合ドメイン/二量体形成ドメイン (CBD)である。 PurRの特異的 DNAとの結

合は、コリプレッサーの CBDへの結合と、特異的 DNAの存在下でのみ可能であ

る。これまで、 PurR・コリプレッサー-DNA複合体の立体構造がX線結品構造解析

によって決定されている[1]0DNA複合体中での PurRDBDの構造は、ヘリックス

.ターン.ヘリックスモチーフを含む4本のα.ヘリックスを構成し、第 2ヘリック
スで DNAのメジャーグループ、を認識し、第4ヘリックスでマイナーグループを認

識していた。

キーワード:リプレッサ一、プリン生合成、 DNA結合ドメイン、コリプレッサ一、
多次元NMR法

つつみれいこ、ながどい ありたか、すずき さくら、さんぺい げんいち、

みぞぶち きよし、にしむら よしふみ
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また DBD単独伊6ιa.)の立体構造が NMR法によって決定されている。この構

造では第 1ヘリックスから第3ヘリックスの領域は複合体中と同じ構造であった

が、第 4ヘリックス領域はランダムな構造であった。また DBD単独では特異的

DNAとの結合は認められなかった[2]。以上のことから、 PuiRと特異的 DNAとの

結合にはこ量体化、及び第4ヘリックスの形成が必須である考えられている。

私達は PurRのDNA結合能と立体構造との相関についてより深い考察を得るこ

とを目的に、 DBDの点突然変異体V50CとL54Cを作製した。これらの変異体

は、 DNA複合体中で空間的に近接した第 4ヘリックス領域のアミノ酸残基である

50番目の Val、54番目の Leuをそれぞれ Cysに置換したものである。これらの変

異体はともにジスルフィド結合によって二量体化され、特異的 DNAと複合体を形

成した。現在 NMR分光法によって 2つの変異体の DNA複合体の構造解析を行っ

ている。 V50C、L54Cともに主鎖の帰属はほぼ完了し、 V50Cについては側鎖の帰

属まで完了し、さらに構造解析を進めている。

Fig.l. PurR LS4C DNA複合体の lH/15NHSQC

[1] M. A. Schumacher， K. Y. Choi， H. Zalkin and R. G. Brennan (1994) 

Science 266， 763-770 

[2] A. Nagadoi， S. Morikawa， H. Nakamura， M. Enari， K. Kobayasi， 

H. Ymamoto， G. Sanpei， K. Mizobuti， M. A Schumacher， R. G. Brennan 

and Y. Nishimura (1995) Structure 3， 1217・1224
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ICADのC末端ドメインの NMRによる構造解析

(理化学研究所・ゲノム科学総合研究センター)

O福島径、黒田裕、菊地淳、小柴生造、横山茂之

Solution Structure ofthe C-terminal Domain ofICAD 

OKei Fulwshima， Yutaka Kuroda， Jun Kilwchi， Seizou Koshiba， Shigeyuki Yokoyama 

Genomic Sciences 0倒 ter(GSC)， RlKEN 

ICAD is an Inhibitor of CAD (C冶spaseActivated DNase) that c1eaves chromosomal DNA into nucleosomal 
fragments at the final stage of apoptosis. Here， we report the solution structure of the C-terminal domain of 
ICAD， determined on the basis of 841 NOE's distance constraints ∞mplemented with restraints derived from 
E到 residualdipolar coupling. An ind句endentvalidation for the residual dipolar coupling values was provided 
by a strong correlation between the inertia1 tensor derived from the residual dipolar coupling and that derived 
from 15N T1々2da包.The唱eresults illustrates the improvement that can be obtained by introducing HN 
residual dipolar coupling information in the s甘ucturedetermination of α-helical proteins such as the C-terminal 

Domain ofICAD. 

i序蹟l

Apoptosisの最終段階でDNAを分解するタンパク質CAD(Caspase Activated DNase)のinhibitor，ICAD(Inhibitor of 

CAD)のC末鍋ドメインの溶液NMR構造を決定した。制限情報として 841のNOEをrestraintとして用いた。さ

らに、タンパク質を弱霊肉させることにより得られる残余双極子相互作用をタンパク質分子全体でとらえた構造

情報として用いた。また、 15N緩の緩和測定から双極子相互作用から得られるタンパク質分子会体の毘向が信頼

できることを確認できた。これらの配向情報は ICADのようにαヘリックスしかもたないようなタンパク質の構

造決定においても有効であった。

[..1 
安定な構造をもっICADのC末ドメイン (225・.307)精製系を確立後、 15Nおよび15N，13Cラベルサンプルを調製

し、主鎖帰属用として 15NNOESY-HSQC， 15N TOCSY-HSQC， HNCA， HN(CO)CA， HNCO， CBCANH， 

CBCA(CO)NH ;側鎖帰属用として 15NTOCSY-HSQC， 13C HSQC， HCCH-TOCSY， HCCH・COSY;NOE 

問straintには15NNOESY-HSQC， 13C NOESY-HSQCを用いた。Residua1Dipolar Couplingの測定にはICADを配

向させるために2加g/mlPfl phageを加え15NIPAP HSQCを使用。スペクトルの処理及び構造計算にはNMRPipe，

NMR view， CNSを使用した。 NMRサンプルは500uM"'3mMICAD、

20mM Phosphate buffer (pH6.5)， 5mM DTT、298Kを使用し、測定には

B削除rDRX600を使用した。

キーワード:溶液NMR、CAD、apoptos問、ドメイン、 dipolarcoupling、構造解析

ふくしまけい， <ろだゆたか，きくちじゅん，こしlませいぞう，よこやましげゆき
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I錨暴と考耳障I

決定した ICADのC末繍ドメインの溶液構造は4つのaへリッ

クス(α1:239・247，α2:257・265，α3:268-275，α4:お0・.300)から

なっていた(F抱.1).N及びC末端 (N:225・238，C:301・307)は構

造が収束せず、 HXNOEの測定を行ったところ構造が保持され

ているとされる 0.6を下回っていた。

ヘリックス蛋白質で機造未知であったこの構造を決定するに際

して、 15Nラベル S副npleだけでなく 15N，13Cラベルsampleを

聞製し各種多核NMR測定を行ったのは有効であった。さらに、

HNのResidualDipolar Coupling (D聞)を測定しタンパク貨の配

向情報も構造計算に利用した(FigムFig.3).Fig.2は2伽nglmlpf1 

phageで配向させたときのICADの15NIPAP HSQCである。

Fig.3ではInertialtensor (Iz， Ix， Iy)に対する ICADのAlignment

tensor (Ax， Ay， Az)を示しである。ICADのAzがPhageとの静電

的な相互作用により Izとは異なる角度で配向していた。この

A1ignment tensorは液晶の種類によって異なる角度をとること

が報告されている。各アミノ酸残基の DNHの解析はタンパク質

がうまく配向する液晶との組み合わせを選択できれば容易に得

ることができる。さらに液晶の種類を変えるなどして閉じタン

パク質を溶液中で異なる方向へ配向させることも可能であり、

その場合には新たに Alignmenttensorを得ることができる。構

造計算の途中 NOEの少ない段階ではD聞の構造情報を加える

ことによって構造が収束しにくかったα1の配向が決まった。最

終計算では、まったく D聞を用いなくてもα1の配向は決まっ

たが、 D聞を用いるとより構造が収束したので D聞の情報を用

いることは有効であると考えている。

構造決定したのち、 ICADのC末ドメインの各アミノ酸残基の

運動性をみる手段として、 15Nの緩和時間 n，1'2の測定がある

が、 n々 2の値1まHNの結合ベクトル情報を含んでいる。 n々 2

の実測値に構造計算で求めた各 HNの座標を与えることによっ

てタンパク質分子全体に関する長軸・短軸方向の情報 diffusion

tensor (Dx， Dy， Dz)を得ることができる (Fig.4).Fig.4ではNOE，

D聞から求めた構造の畏軸方向 (Iz)とnm実測値から求めた

長軸方向(Dz)がほぼ一致している。これにより、構造計算の結

果がより信頼のおけるものであること考えている。

349-

防

比

間

同

m

u

M

F

H

制

N

L

L

S

 

私
家

J
J
M

N

 

戸

L
3125 
7.5 7.0ι5  

HN 

D祈 IdN..d -I dN1..1 
Fi島2S盟国nsection of tbe 
IPAP-[lH・15N]-HSQCspectrumofICAD 

Fi島3Scbematic四F時 sentationof也e
overall mole四IarAIi伊mentt回 sor
岨 dInertial t，個師r

Fig.4 sd陪maticrepres個師tionof tbe 
overaU富田lecularDiffusion t，岨sor岨 d
InertiaI t.四 sor



Plll 
第40回NMR討論会(京都，2001)

An inexpensive method for generating U_
15
NI aro・1H(α，β2H) Phe， 

Tyr and Trp incorporated，u-2H/15N labelled proteins for NMR 

resonance assignment. 
(1理研・遺伝生化学横浜市大・院総合理)

OSundaresan Rajeshl.2，柴田武彦 1，2 伊藤隆 1，2

An inexpen$ive method for generating U_
15
NI aro・1H(α，13 2H) Phe， Tyr and Trp 

incorporated， u_2H/15N labelled proteins for NMR resonance assignment. 
OSundaresan Rajesh，1，2 Takehiko Shibata 1，2 and Yutaka Ito 1，2 

ICellular & Molecular Biology Lab.， RIKEN; 2Graduate School of Integrated Science， Yokohama City University. 

ABSTRACT 

Recently various methods have been proposed to selectively re-introduce protons in completely deutぽated

proteins tor TROSY based NMR m白 S町田nentsof larger proteins. To this etlect we report a novel inexpensive method to 

generate U_l~/ aro・lH(α，~ 2H) Phe and Tyr and u_1対1aro-1H (α，~，Òl 2H) aro_1H Trp labelled proteins in a completely 2H， 

l~ background刀leteぉibilityof this approach in resonance assigmnent of aromatic protons and results using three ditIとrent

proteins， a 26 kDa YUHl protein， Ubiquitin and C-tぽminal戸ptideof RecA 268-330， will be presented 

INTRODUCTION 

Deuteration of non-exchangeable protons alleviates most of the problems associated with rapid 1 H and 

13C transverse relaxation in NMR studies of larger proteins. Complete deuteration is also a prerequisite for出e
o 

application of triple-resonance N恥1Rwith百・decoupling伽 tpromise to extend the size limits in protein N恥1R

spectroscopy. However this removes most of the valuable proton nuclei that are the source of NOE・based

distance restraints. Recently， selective protonation of methyl groups of residues together wi血 residualdipolar 

couplings was shown to be su.fficient for deterrnining血eglobal fold of a 42 kDa protein. Further， use of these 

methyl)H amino acids along with lH)5N labelled Phe and Tyr was shown to be sufficient for rapid s住ucture

calculation of proteins今 sincethese residues (lL V AFY) constitute the hydrophobic COfI巳 ofproteins. On tllese 

lines we introduce an elegant and inexpensive one shot method to obtain lH_1SN labelled aromatic amino acids 

(Phe‘TyrラTrp)白atare higl!ly deuterated at白e(l-祖ds・ω巾onsatoms， incorporat吋 intoa completely ~Hl l ベN

labelled protein. Natura11y available shikimic acid， a stable metabolic precursor of aromatic amino acids、has

been uti!ised for出spurpose. The labelling efficiency of this method was tested on three di百erentproteins今 a26 

kDa YUHl， 8.5 kDa ub and 7 kDa RecA268品。C-termina1 domain 

EXPERIMENTAL METHODS 

To prepare 99.99% ~H， 15N labelled proteins (YUHL ub‘RecAC・terrninaldomain)、inwhich the 

Selective protonation‘Aromatic amino acids. Deuteration 

Rajesh S.，しばたたけひこ，いとうゆたか
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aromatic side chains of Phe， Tyr and Trp are protonated， the bacterial cells (E.coli BL21 DE3) harbouring the 

respective expression vectors were grown at 370C on a minimal medium containing 2H-ghicose， 15N-NH4Cl and 

99.99% D20. The aromatic amino acid precursor shikimic acid (completely lH)， was added to the cells prior to 

induction with IPTG. Protein鈎mpleswere also prepared白血twere 50% 2H， u・15Nlabelled (YUHl) and lH， 15N 

labelled (Ub and RecA 268，330). N乱ffi.spectra ∞nsisting of 3D 15N 抑制tedNOESY-HSQC and 2D lH}H 

TOCSY (in H20祖 dD20)， collected at 30
0C on a Bruker DRX600 spectromet巴r，were usedωverif旨the

aromatic assignments in the above protein鈎mples.

RESULTS AND DISCUSSION 

Shikimic acid is a Ulliversal metabolic intermediate in白earomatic amino acid biosynthetic pathway 

and can be transported into the microbial句toplasmfrom the culture medium. our 甜 ategywas to use証駈kimic

acid to obtain selectively ring protonated aromatic amino acid labeled proteins in a completely d巴uterated

background. Commercially available shikimic acid is∞mpletely protonated and is inexpensive. When added to 

a completely deuterated， 15~Cl culture medium，α-， s・deuterated15N labeled aromatic amino acid (αヘPヘOl，

deuterated in case of T中)incorporated proteins could be obtained (Figure 1). We have tested for the 

incorporation of shikimic acid into three different proteins， i) YUHl (26 kDa、containing12日、7Ys角 3Ws); ii) 

Ubiquitin (8.5 kDa‘con匂ining2 Fs， 1 Y);却 diii) RecA Cterminus 268，330 (7 kDa， containing 1 F， 3 Ys、2Ws). 

Analysis ofthe 3D 15N叩 paratedNOESY-HSQC and 2D lH}H TOCSY in D20 spectra revealed no signific四 I

scrambling of shikimic acid into other amino acids. Theα-and s-protons of Phe and Tyr and αヘs-and Ol. 

protons of Trp were specifically replaced with 2H、whereasspecific protonation of the aromatic positions of Phe、

Tyr and Trp was observed.官邸 shikimicacid labeling method， together with use of selωtively methyl}H 

aliphatic amino acids allows the measurement of aromatic-methyl， aromatic-aromatic， aromatic-NH， 

methyl-methyl. methyl-NH and NH-NH NOEs that Can be used in the global fold determination of large 

protems. 

ーく774。芝仕込;P37J
Shikimate Chorismate 

↓ 
OOC 

c 

c 
o 

Prephenate 

Anthranilate 

αs-2H…n問山Tyrosmx

α，s，δ，-2H Tryptophan 

Figurel: Biosynthetic route for incorporation of shikimic acid into (1-， s-， 2HPN labelled aromatic amino aιids in E.coli 

grown under 1'NH4Cl and 99.9% 020 condition 
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NMRによるリポヌクレアーゼ T，の変性過程の解析

(東京薬大・生命科学¥中央分析薬3)

O松浦久恵¥佐久間千勢子悶代桜子神藤平三郎小島正樹高橋健治 1

Unfolding of Ribonuclease T， Studied by NMR Spectroscopy 
Hisae Matsuura'， Chiseko Sakuma2， Sakurako Tashir03， Heisaburo Shind03， Masaki Kojima¥ 

and Kenji Takahashi' 

'School 01 Lile Science， 'Central Analytical Laboratory， and 'School 01 Pharmacy， Tokyo University 01 Pharmacy 

and Lile Science 

RNase T， a guanyloribonuclease secreted by Aspergillus oryzae， is a single-chain globular 
protein consisting of 104 residues. So far， various studies on unfolding/refolding of this protein 

have been performed. It was reported that the unfolding of RNase T， was a reversible， two-
state transition and that the refolding process was rate-limited by proline幽peptide

isomerization. In the present study we performed thermal unfolding experiments using 20 

NMR. Based on the native structure， we assigned the local conformational change at each 

temperature. The results showed that the molecule was unfolded with the concomitant and 

extensive distortion of the secondary structures whereas the proline-peptide bonds involving 

Pr039 and Pr055 remained in cis-form. In addition， we calculated residual structure with NOE 

information at the high temperature as distance constraints. 

[序]リボヌクレアーゼT，CRNase T，)は，コウジカピ Aspergillusoryzaeが生産する， 104アミノ酸
残基から成る1本鎖球状蛋白質で， RNA中のグアノシン-3'-1)ン酸部分を特異的lこ切断する.本酵

素の立体構造は， 2個のBシートと 1個のαヘリックスよりなる.リボヌクレアーゼ類の変性・再生実

験は古くから行われており，本酵素に関しては，以下のことがわかっている

1)変性は可逆で，二状態転移でよく近似できる， 2)分子中に 2本存在する S-S結合を切断，カル

ボキシメチル化しでも，安定性は減少するが，正しく巻き戻る， 3)巻き戻り過程の速度論的解析か

ら，数ミリ秒以内に大部分の二次構造が形成しその後分から時間のオーダーで， 2段階のプロリ

ンペプチド結合のシスートランスの異性化CSer44-Pro55の異性化→Tyr38-Pr039の異性化)によ

り正しい構造が形成される.

一方，変性過程に関しては，二状態転移から予想される単純な指数関数型減衰を示す以上のこと

は知られていない本研究では，熱変性の過程を残基・原子レベルで明らかにするため，二次元

NMRを用いて解析し，変性に伴う分子内各部の変化とその推移を、 native構造を基にして考察し

た.

リボヌクレアーゼT"熱変性，変性状態

まつうらひさえ，さくまちせ乙たしろさくらこ，しんどうへいさぶろう，こじままさき，たかはしけんじ
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[方法]二次元 NOESY.15N_1H HSQC測定は，蛋白濯度 1mM.pH5.6.還合時間

150ms(NOESY)で BrukerDRX・500で.400C.....600Cの各温度で測定した.常温におけるシグナ

ルの化学シフト値を参考にして，各温度のスペクトルの帰属を行い，シグナルの移動.強度変化を

解析した.また.560Cにおける残余 NOEから.XPLORにより distancegeometry計算を行った.

[結果と考察]40
0
C.....52

0
C.52"'" 54

0
C. 54"'" 56

0
C. 56.....60

o
Cの各過程で，消失した NOEピーク，

強度が減少した NOEピークを帰属した.帰属の結果から，以下のことがわかった.

笠こ皇室:1)ほとんど構造変化は観察されなかった.

52.....主主主:1)凡(i， 件3)等ヘリックスに特徴的なNOEが消失し，ヘリックスが崩壊した.2)ループ領

域，ループに近い二次構造領域で NOEが消失した.

E生.....5皇室:1) sシートを構成するストランド間およびストランド内の NOEが消失し.sシート構造が
崩壊した.2)long-rangeの分子の離れた部位聞の NOEが消失し分子全体に渡って三次構造が

崩壊した.

56.....60
o
C:殆どの NOEピークが消失した.

560Cにおいて観測された310個のNOEの大部分は.C末端側のBシートに由来しており、変性過

程において最後まで構造を保っている領域であると考えられる.Distance geometry計算結果から

もこれを裏付ける残余構造が得られた一方、56
0

CにおいてSer44-Pro55.Tyr38-Pro39の両プロ

リンペプチド結合はシス型のままであった.このことは，巻き戻り過程の律速段階であるプロリンペ

プチド結合の異性化は，変性過程では律速段階になっていない，即ち，巻き戻り過程と変性過程は

ミクロのレベルでは異なった経路をとることを示している.

さらに詳細な構造情報を得るため 15N同位体標識を行い，種々の温度で15N_1HHSQCスペクトル

を測定した.現在解析を進めている
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区分安定同位体標識を利用した W-ATPasesサブユニットの主鎖の帰属

0八木宏昌、山崎俊夫、吉田賢右¥阿久津秀雄
阪大・蛋白研、・東工大・資源研

The backbone assignment of H七ATPasessubunit using segmental isotope labe1ling method 

OHiromasa Yagi， Toshio Yam位北i，Masasuke Yoshida. and Hideo Akutstu 
Institute for Protein Reserch， Osaka Univ. .Reserch Laboratory of Resources Utilization， 

Tokyo institute of Technology. 

Thes subunit， which is the catalytic region for H七ATPase，is consisting of 473 amino 

acids. In order to understand the conformational change on the nucleotide binding， we have 
made assignments of the backbone signals. To dissolve the signal overlappig， four kinds of 
proteins， which were labelled in the regions of 1・124，1・270，271・473and 390・473，

respectively， were preparated by the selective isotope labe1ling method using inein. 15NJH 

HSQC resonances of all four segmentally isotope labelled proteins coinside with those of the 

uniformly labeled protein. It suggests that the refolded protein is intact. The number of 

observed signals decreased in the obtained sp∞tra， allowing assignment of resonances. For 
three out of four spectra the assignments roughly completed. The chemical shift changes of 

some resonances on nuc1eotide binding were observed. 

【緒言】

W-ATP合成酵素は膜内在性で疎水性の Rと膜表在性で親水性の Flからなって
いる。 Flはα3s3Y複合体で回転触媒活性を示し、 pサプユニットが触媒サプユニットと
なっている。 1994年にミトコンドリア由来の F1(MF1)のα3s3Y複合体の結晶構造が解か

れ、複合対中のpサプユニットの構造が明らかとなった。我々が対象としている好熱
性細菌 PS・3由来のpサプユニット(TF1s)はモノマーでも安定に存在することが出来、
またヌクレオチドの結合も起きることが知られている。モノマーの構造と複合体中

の結晶構造とを比較する事を目標としpサプユニット単体の NMR測定を行った。 p
サプユニットはモノマーでも 473アミノ酸残基からなっているためシグナルの重な

りが激しい。そこでインテインを用いた区分安定同位体標識の手法を利用した。

【実験】

インテイン反応を利用して以下に示すように 124(A)、1・270(B)、270・473(C)、

390・473(D)残基をそれぞれ選択的に標識した 4種のpサブユニットを作製した。イ
ンテインはPyrococcus furiosus由来の PI-PfuIを用いた。

帰属は 3DHNCA， 3D HN(CO)CA， 3D HN(CO)CACBの測定で行った。その際す

べてのタンパクには 80%重水素を導入し、 TROSYタイプで行った。 NMR測定は

Bruker DRX800を用いた。

W-ATP合成酵素pサブユニット、区分安定同位体標識、インテイン

やぎひろまさ、やまざきとしお、よしだまさすけ、あくつひでお

354 



labeled 

473 125 A 

473 B 

unlabeled 
270 c 

D 

Fig.1 Four kinds of preparation of the segmentally isotope labelled ssbunit 

【結果および考察】

A， B， C， Dそれぞれと全長の loN-1HHSQCスペクトルを比較すると、ピーク

の位置がそれぞれ全く重なった。これはインテイン反応が正常に行われ、 Fサブユニ
ットの立体構造が変化していないことを示している。現在、 A.CおよびDの主鎖の
帰属がほぼ完成し、残る B の帰属を行っている。またヌクレオチド結合によって幾

つかのシフトするシグナルも観測され、結晶構造とよく一致した結果が得られた。
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DNA相同組換え反応機構の解明を目指した

RecA蛋白質の構造生物学的及び生化学的研究

(1理研・生体超分子構造・機能研究協力グ、ループ，

2理研・遺伝生化学，3CREST/JST) 

O驚藤雅子1ベ美川務 1，2，3，伊藤隆1，2ベ柴田武彦1，2

Structural and biochemical analyses of RecA protein 

for the elucidation ofreaction mechanisms in DNA homologous recombination 

Masako Saitol，2， Tsutomu Mikawal，2，3， Yutaka ltol，2，3 & Takehiko Shibatal，2，3 

IResearch Group for Bio-Supramolecules， RIKEN; 

2Cellular and Molecular Biology Laboratory， RIKEN; 3CREST，JST 

RecA plays a central role in DNA recombination of prokaryotes. RecA promotes 

"homologous search and paring" between ssDNA and dsDNA. By preparing the central 

domain of RecA derived from T. thermophilus (cdRecA)， we are investigating its DNA-binding 

activity by using NMR titration analyses. 

To check the physical properties of cdRecA， we prepared a uniformly 15N'labeled sample. 

When mixed with 18mer poly(dC) ssDNA， Mg2+ and ATPyS， chemical shift changes were 

observed in a significant number of IH-15N HSQC cros白peaks，suggesting the ssDNA-binding 

activity of cdRecA. The complete assignment of backbone resonance of the central domain is 

in progress using2H/13C/15N-Iabelled cdRecA. Chemical shift perturbation experiments will 

follow the assignments in order to map amino acid residues responsible for bindings with Mg， 

ADP/ATP and ssDNA molecules. 

{序 RecAはDNA相同組換え反応において中心的な役割を果たす蛋白質である。近年、この

類似蛋白質が次々と発見され、DNA組換え反応の基本的な機構が全ての生物を通じて共通である

ことが示唆された。

RecAの全体構造はX線結晶構造解析によって解かれているが、RecAの活性に重要である DNA

結合部位は未だ解明されていない。そこで我々はNMRを用いてRecAのDNA結合部位を同定す

ることを試みた。しかしながら、全長のRecAは分子量が 35，000もあり、フィラメン卜を形成し

やすいため、 NMRでの詳細な分析は難しいと考えられる。

RecA、DNA相同組換え、蛋白質核酸相互作用

さいとうまさこ、みかわっとむ、いとうゆたか、しばたたけひこ
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RecAと古細菌や高等真核生物のRecA類似蛋白質では全体の構造としては異なるが、 RecAの

中央ドメインに相当する領域だけは全ての生物のRecA類似蛋白質において高度に保存されてい

る。そのためRecAの中央ドメインは組換え反応そのものを行う機能部位であると考えられる。

そこでRecAの中央ドメインに注目し、 NMR分光法を用いたDNA結合部位の同定、立体構造の

決定を目指して研究を進めている。

【方法】 材料は安定で物理化学的測定に適していることから高度好熱菌 T.thermophilus HB8 

由来のものとした。 15N標識されたRecAの中央ドメインを大腸菌内で大量発現させ、精製した。

この試料を用い、塩、緩衝液、 pHなどの条件を検討することで、 2DlH-15N HSQCスベクトル

の測定条件の最適化を行った。さらに， Mg2+， ATPyS， ssDNAの存在下で2DlH-15N HSQCを

測定した。

[結果および考察1 蛋白質が高濃度であっても会合しにくい条件を検討するために、塩の種類

や塩濃度を変えて 2DIH・15NHSQCを測定した。その結果、 500mMLiSCN存在下での測定におい

て最も良いスベクトルが得られた。また、 pHによる条件検討も試みた。 pH7_ 5緩衝液中と pH6. 5 

緩衝液中で 2DlH-15N HSQCを測定した結果、 pH6.5緩衝液中においてシグナル強度の増加が

見られた。そこで、 500mMLiSCN、pH6.5 MES緩衝液中で測定することとした。

さらに、 Mg2+・ATPγS. ssDNA存在下で2DlH-15N HSQCを測定したところ、 Mg2+・ATP

γS. ssDNAを加えることによるスベクトルの変化を確認した。このことにより、 RecAが中央

ドメインのみでDNA結合能・ ATP結合能を保持していることが明らかになった。

現在、 2H13'C15N標識されたサンプルを調製して、主鎖の帰属に必要な各種の3次元NMR測定

を行っている。今後、主鎖の帰属を行い、どのアミノ酸が DNAなどの基質の認識に重要である

か調べていくつもりである。
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光受容蛋白質 PhotoactiveYellow Proteinの構造解析
(横浜市大・総合理 I、奈良先・バイオ 2、奈良先・物質 3)

O 嵐沢久美子 1.3、初尾豪人 I、JeeJun-Go02、池上貴久 2、
今元泰久片岡幹雄 3、白川昌宏 1

Structure of Photoactive Yellow Protein 

(Yokohama City Uni. Integrated science1， NAIST Biological Science2， NAIST Material Science3) OKumiko 
Shiozawa1ぺHidehitoTochio

1， JeeJUIトGo02，Takahisa Ikegam?， Yasushi Imamot03， Mikio Ka旬oka3，Masahiro 
Shirakawa1) 

Photoactive yellow protein (PYP) was isolated from Ectothiorhodospira halophila and is proposed to be a 
phoωreceptor for n旬以ivephoto匂xisof this bacterium. It is a relatively small water-soluble protein， consisting 
of 125 amino acids (14kDa). PYP e油ibi匂rhodopsin-likeproperty due to the trans to cis photoisomerization of a 
bound chromophore， unique p-coumaric acid， ligated to the unique cysteine residue at position 69 via a thioester 
bond. PYP forms a prototypical PAS domain. PAS domains have been found in proteins involved in regulations 
of intracellular signal， sensing， and circadian rhythm. Because of these biological significance， the structures of 
PYP at ground state have been solv吋 byX-ray crystallography and N恥侭spectroscopぁwhichnevertheless are 
different with each other. The N乱1Ranalyses of the solution structure of PYP will be discussed. 

<序>Photoactive Yellow Protein (以下pyp)は、好塩性紅色硫黄細菌(Ectothiorhodospira

halophila)の産生する光受容蛋白質であり、負の走光性に関与する受容体であると言

われている。

多くの光受容蛋白質はレチナーノレ蛋白質のように膜蛋白質であるのに対し、 pypは

比較的低分子量(14k Da， 125 a.aJかつ水溶性であり、更にレチナール蛋白質等と同
様の光反応の動作原理を持つことから、これまで光受容蛋白質のモデ、ノレとして高次構

造解析及び多くの研究がなされてきた。

pypはC69にチオエステル結合を介して結合しているpークマル酸を発色固として

有する。この発色団は、光 (λmax=446nm) を吸収することで trans-cis異性化に伴

う蛋白質の構造を変化を引き起こし、その結果プロトンの授受が行われる。 pypはこ

の現象を利用して、細菌の負の走光性に関与していると考えられているが、光の細胞

内伝達経路や相互作用する蛋白質等は未解明である。

光照射に伴う発色団及び周辺の構造変化の具体的特徴を以下に述べる。

基底状態で、 trans-pークマル酸のフェノール部分の水酸基は、近傍の Y42、E46、

T50と水素結合ネットワークを形成し脱プロトン化状態である。それが光照射により、

cis-pークマル酸に異性化し、フェノール部分の水酸基は近傍アミノ酸 E46からプロ

トンを享受し中性となる。そして、その水素結合ネットワークは大きく変化し結果的

に蛋白質の大きな構造変化が生じる。ひき続き、発色団はプロトンを放出し基底状態

に戻る。つまり、共役二重結合系をもっ発色団がイオン化することで可視光の吸収能

を得ており、光吸収による trans-cis異性化で反応が開始 → 発色団が中性になる

ことで近紫外中間体 (M中間体)が生成 → 水素結合ネットワークの大きな変化
→ 蛋白質高次構造に変化 → 発色団がプロトン放出 → 基底状態に戻ると考

えられている。

KeyWords:光受容蛋白質、多次元核磁気共鳴

しおざわくみこ とちおひでひと ジージュングー いけがみたかひさ いまもと

やすし かたおかみきお しらかわまさひろ
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このことから、光サイクル反応機構の詳細を調べる為に立体構造情報(各状態聞の

変化)を得ることは意義がある。

これまでに基底状態の PYPについて NMR、X線による構造解析は行われている。

しかしながら、両者の構造には重要な差異が見られる。 N末端側 19-23残基(以下

Region.l)および発色団周辺の構造が異なっていた。まず、 Region.lはX線構造では

α-helixなのに対し NMR構造では運動性が高い領域のため二次構造が決まらなかっ

た。次に発色団に関しては、 NMR構造では溶媒に露出していたのに対し、結晶構造

では、R52、Y98により溶媒からブロックされ疎水性コアに存在していた。

このように、高次構造に立脚した研究を行うことは、生体の可視光受容とその伝達

機構を詳細に研究する上で重要だと考えられる。我々は、光反応サイクルにおける

PYPの構造変化の詳細解明を目指して、基底状態における PYPのより精密な構造解

析を多次元多重共鳴NMR法により進めつつある。

<実験>本研究では、野生型PYPを用いた。

PYPの主鎖、側鎖も lH113C/15Nの帰属及び構造情報抽出のために、均一I3C/15N標識

PYP、 1~標識 PYP そして 2H1I3C/l~標識 PYP を調製した。これらの蛋白質をリン酸緩衝液

(pH 6.5、20mMpotassium phosphate、1.0mMEDTA、20mMKCI)を用いて調製しNMR
測定試料とした。主鎖シグ、ナルの帰属のために、 lH)~_ HSQC CBCA(CO)NH、
CBCANH， HBHA(CBCACO)NH、HNCO、lH_I3C・HSQCを測定した。個H鎖シグ、ナルの帰属

のために、C(CO)NH，H(CCO)NH、HCCH・TOCSYを測定した。そして構造情報を得るため

に、 NOESy_l~・HSQC 、 NOESY_13C_HSQC、4D13C/13C・NOESY、E町HA、13C-CT-HSQC 
を測定した。測定は、 Bruk:er社DMX500、DRX800を用いてすべて303Kで行った。データ

処理及び解析は、それぞれNMRPipe、NMRViewとPippを用いて行った。

<結果と考察>NMR実験から、主鎖と側鎖の帰属は完了した。 CSI(ChemiaIShift Index) 
及びNOEの解析から、 Region.l(NOEが少ないため)と発色団周辺以外の領域の二次構造

は、先の NMR構造とほぼ同様であることが明らかになった。 s-s仕組dsのトポロジーは NOE

の解析から判明した。現在は、 CrystaIlography& NMR systems(CNS)を用いて立体構造の
計算中である。ポスターでは、発色団周辺の詳細な構造解析について議論する。

MEHVAFGSEDIENTLAKMDDGQLDGLAFGAIQLDGDGNI札LQYNAAEGDITGRDPκ:QVIGKNFFKDVAPCTDSP
C句η明酬抑s討糊t祖仙a

陥畑仮臥s加剛ctur附 e CD PO。∞o哨rl砂yd耐efin削1国.ed c:::=二今:>c::=今〉亡二=n c二:D~今> Bend 

〉O伽u町山r日s蜘加c叩M蹴 e C二D r::=:=> c::=今〉仁==nc::::n ~今

EFYGKFKEGVASGNLNTMFEYTFOVQMTPTKVKVHMKKALSGDSYWVFVKRV 
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Comparison of Secondruy structure assignment of PYP 
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Ubiquitin (Ub) -Yeast Ubiquitin Hydrola田 1(YUHI) 

複合体タンパク質 (35kDa)のNMR解析

(理研・遺伝生化学横浜市大・院総合理三菱化学生命研ヘ北里大理4)

O 倉島かおり 1，2，Sundaresan Rajesh1，2，田中剛史3，須貝真理子3，

小寺義男 3ム柴田武彦 1，2，河野俊之 3，伊藤隆 1，2

NMR studies of the 35kDa complex of Ubiquitin(Ub)-Yeast Ubiquitin Hydrola田I(YUHI)

OKaori Kurashima1.2， Sundaresan R句。sh1，2，Takeshi Tanaka3， Mariko Sugai3， Yoshio Kodera3.4， 

Takehiko Shibata1，2， Toshiyuki Kouno3 & Yutaka ItOl，2 

lCellular & Molecular Biology Laboratory， RlKEN， 2Graduate School of Integrated Science， 

Yokohama City University， 3Mitsubishi Kasei Institute ofLife Science， 4Department ofPhysics， 

KitasatοUniversitv 

Yeast Ubiquitin Hydrolasel (YUHl， 236 residues) is a member ofthe Ub C-terminal hydrolase 

family of deubiquitinating enzymes. We have been investigating the structural basis behind the 

high specificity of YUHl for Ub-fusion proteins， using multidimensional NMR. For the present 

analysis we employed a 95%-2H/13C/15N-YUHl in the covalent complex with unlabeled ub (total 

MW: 35K)， prepared by reducing the thiolester intermediate using NaBH4， and have been 

analyzing its structure. We had earlier reported the backbone assignment for YUHI-Ub complex. 

As the next step， we report the side-chain 13C resonance assignments ofYUHl-Ub complex using 

the CCNNH and CC(CO)NNH pulse sequences with the magnetization starting from the side 

chain 13C nuclei. Structural analysis using limited NOEs from selectively protοnated YUHI-Ub 

complex together with residual dipolar couplings is being carried out. 

I序】 YUHl (236残基)は，脱Ub化酵素である UbiquitinC-terminal Hy【lrolase(UCH) 

ファミリーに属している蛋白質で，poly-UbやUbとの融合蛋白質を認識してub切断反応を行う.

わたしたちはYUHlとubの相互作用の系についてNMRを用いて解析を行い，これまでに Ub，

YUHlそれぞれの単体および複合体における主鎖シグナルの帰属と，タイトレーション実験によ

る， Ub， YUHlそれぞれの相互作用部位の同定を行ってきた.さらに UbとYUHlの高い親和

性と， UbC末端の切断反応のメカニズムを理解するために， Ub-YUHlの反応中間体であるチオ

ール反応中間体を還元することでUb-YUHlの共有結合複合体 (35k Da)を作成し， NMRによ

る解析を進めている.今回は主鎖の帰属を踏まえて，また共有結合複合体の高次構造解析への一

歩として側鎖 13C核の帰属を行ったので報告する.

キーワード:Ub-YUHl複合体.蛋白質問相互作用.側鎖 13C核.

くらしまかおり，スンダレサン・ラジェシュ，たなかたけし，すがし、まりこ，こでらよしお，

しばたたけひと，こうのとしゆき，いとうゆたか
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I実験 YUHlとubの一方が 95%・2H/13C/15N標識されていて，他方が標識されていない蛋

白質混合溶液を作成し，チオール反応中間体を，還元剤 NaBH4で反応させることで，安定な 2

種の共有結合複合体試料 (2H/13C/15N-YUHl凡Jb，2H/13C/15N-UbNUHl)を調製した.

これらの試料を用いて，倶IJ鎖 13C、ングナルの帰属のために，側鎖の 13C核の磁化から磁化を伝

達するように修正した CCNNH，CC(CO)NNHパルス・シークエンスを作成し，測定および帰属

をおこなった.

I結果，考察】 主鎖 lHN/13C/15Nシグナルの帰属の結果，Ub仮qについては全ての残基について，

YUHl側についてはN末端3残基と 7番目の1ρop領域を除いた全ての残基について帰属を行う

ことが出来た.YUHlのN末端と 7番目のIρopは複合体において構造多形になっている可能性

がある.また側鎖 13C核の解析の結果， YUHl， Ub双方とも，上記の主鎖帰属が可能であったほ

とんどの残基について 13C核シグナルの帰属を行うことが出来た.

現在は Ub-YUHl共有結合複合体のグローパル・フォールドの決定を進めている.このために

まず，疎水残基のみ選択的lH標識された試料を作成し，選択的に NOEを観測することによって

共有結合複合体のコア領域の構造情報を得る試みを行っている.さらに残余双極子カップリング

を測定することで長距離の構造情報を収集し構造解析を行ってし、く方針である.
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Strips from the 3D CC(CO)NNH and CC NNH spectra白howingsequential 

side-chain 13C resonance assignments for residues Lysll-Thr14 of Ub(A)， and 

for residues Leu105-107 ofYUHl(B) in the covalent complex. 
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アカザラガイ閉殻筋トロポニンCのC末端半分子の溶液構造解析

(1東大院・農生科・応生化、 Z東大・生物生産工セ、 3海洋バイオ研・清水研、

4バリアンテクノロジーズジャパン、 5北大院・水産科、)

0湯本史明 I、永田宏次 2、岩崎わかな I、足立恭子 3、小林由枝3、

根本暢明 4、尾島孝男 5、西田清義 5、田之倉優 1

Solution structure analysis of the C-terminal half of Akazara scallop troponin C 

Fumiaki Yumoto1， Koji Nagata2， Wakana Iwasaki1， Kyoko Adache， Yoshie Kobayashe， 

Nobuaki Nemot04， Takao Ojima5， Kiyoyoshi Nishita5， Masaru Tanokura1 

lDepa1加 ento[ Applied Biological Chemistry， GraゐlateSchool o[ Agricultural and Li[e Sciences， 

2Biotechnology Research Cent，何日eUniversi，砂o[おか'0，Tokyo， 3 Marine Biotechnology h附 ti似te，Shimizu， 

Shizuoka，4陥rianTechnologies Japan Ltd.，おか0，5 Department ~μlarine Bioresources Chemist.η， 

Facul.砂o[Fisheries， Hokkaido Universi幼 Hakodate，Hokkaido 

Troponin C σnC)，∞nsisting of four EF-hand motifs (I-IV)， is responsible for Ca2+・regulated

contraction of skeletal muscles. Vertebrate fast skeletal TnCs are capable of binding four Ca2+， while 

Akazara scallop (Chlamys nipponensis akazara) TnC binds only one Ca2+ at its C-terminal EF hand 

motif (at Site IV)， because all the other EF-hand motifs (Sites I-III) lack critical residues for the 

coordination of Ca2+. 

To analyze the Ca2+ーdependentstructural changes and functional regulation of Akazara TnC， we 

have been doing structural analysis of its C-terminal half， a 73-residue polypeptide consisting of two 

EF・handmotifs (III and IV)， in the presence of Ca2+. Triple-resonance NMR data were collected with 

a sample containing 13C;t5N-Iabeled C-terminal half of Akazara TnC and nonlabeled Akazara Tnl 

fragment (TnI129-183) at a molar ratio of 1:1.2 to prevent aggregation. The NMR data indicate that the 

C-terminal half of Akazara TnC contains four α-helices and two short s-strands. The solution 

structure will be presented， and the structure-function relationship will be discussed. 

Ca2+結合タンパク質、トロポニン C、多核多次元NMR、溶液構造

ゆもとふみあき、ながたこうじ、いわさきわかな、あだちきょうこ、こばやしょしえ、

ねもとのぶあき、おじまたかお、にしたきょよし、たのくらまさる
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[序]トロポニン C (TnC)は、骨格筋の収縮を制御する Ca2+結合タンパク質で、ある。脊椎動物骨

格筋の速筋や遅筋、あるいは心筋に由来する TnCは1分子あたり Ca2+を4つあるいは3つ

結合することによって、その機能が制御される。これらの Ca2+結合部位は N末端側からサイト

I、11、III、IVと呼ばれる EFハンドモチーフで構成されている。一方、ホタテガイの一種である

アカザラガイの閉殻筋で見出されるTnCは、 Ca2+をサイトIVにおいて1つしか結合しない。し

たがって、アカザラガイTnCの場合はC末端側に存在するサイトIVへのcl+結合のみで制

御されていることになる。脊椎動物TnCの場合とは異なる、アカザラガイTnCのCa2+による構

造変化と機能制御機構を明らかにするため、我々は NMRによる溶液構造解析を進めている。

アカザラガイTnCは、全長あるいはCa2+結合部位を含むTnCC末端半分子ともに、単独では、

濃度 1mMで自己会合していたが、 TnlのTnCC末端半分子結合領域(TnI129-1ぉ)との複合

体形成により自己会合が抑制され、 NMRによる解析が可能となった。

[方法]アカザラガイ TnCC末端ドメインの主鎖および側鎖のシグナルは、!3C/5N標識TnCC 

末端半分子と非標識Tn1129-183とのモル比1:1-2の混合サンプルを用い、VflfI個別OVA750 

にて測定した多核多次元 NMRスペクトルC5N)HHSQC， HN(CO)CA， HNCA， 
CBCA(CO)NH， HNCACB， (HCA)CO(CA)NH， HNCO， C(CO)NH， H(CCO)NH， 

HCCH-COSY， HCCH-TOCSY)を使って帰属した。データ解析には、 NMRPipeおよび

Sparkyを用いた。 15N-editedNOESY， 13C-edited NOESY， HNHA実験から得られた距離お

よび角度情報を基に、 DYANAを用いて構造計算を行った。

備果・議論]Tn1129-183との複合体において、アカザラガイTnCC末端半分子は、 4本のαヘリ

ックスと 2本の短いpストランドをもつことがわかった (Fig_1)。この4本のヘリック

スをN端側から順に E，F， G，Hと呼ぶと、 EとF、GとHがそれぞれヘリックスールー

プーヘリックスモチーフを形成し、さらにEとH、FとGがヘリックス間で相互作用し

ていた。また、 2本の短いpストランドは、逆平行pシートを形成していた。現在、構造

精密化を進めている。本発表では、アカザラガイ TnCの構造機能相関について議論す

る予定である。

DE罵ElKEAFRVL蹴EKKGVIKV附LRWILKSLGDELTEDEI臨削除草TDTDGSGTVDYEEFKCLMMSSDA

ョm・・ 湖周削除
3・・ i封ヨ・

Fig_ 1 Amino acid sequence and secondary structure of Akazara scallop TnC C-domain， 

complexed wIth Tn1129-183 

q
d
 

q
d
 



Pl18 
第40回NMR討論会(京都，2001)

lH119F・NMRを用いた RecAとDNAとの相互作用の解析

('理研・遺伝生化学 2横浜市大・院総合理， 3CREST. JST， 4日本

ブルカー)
。本多賢吉 1，2西田幸治美)11務 1，2ぺ伊藤隆1，2.3Markus Waelchli，4柴田武彦 1，2.3

lH119F・NMRstudies of RecA-DNA interactions 
Masayoshi Honda'ペKoji，Nishida'， Tsutomu Mikawa，，2，3， Yutaka It01.2，3， Markus Waelchili4， 

and Takehiko Shibata，，2， 

('Cellul加a訂r& Molecular Biology Laboratory， RIKEN; 2Graduate School ofIntegrated Science， 
Yokohama City University; ~CREST， JST;守BrukerJapan) 

E. co/i RecA (352 a.a.) plays a key role in DNA homologous recombination. The active 
form ofRecA binds ssDNA and dsDNA and forms helical nucleoprotein filament， to promote 
strand exchange reaction between homologous regions in the ssDNA and dsDNA. In addition 
to L2 loop， a putative DNA binding 'region， C-terminal domain was revealed to be responsible 
to dsDNA binding by our former N乱低studies
In this study we are aiming at incorporation of '9F nuclei into RecA by feeding 19F -Trp and 
measuring lH_19F intermolecular TRNOE in order to investigate RecA-DNA interactions. 
F203W mutagenesis introduced 19F nuclei into L2. In addition to full-length 19F-RecA 
molecules， a 19F-lebelled C-terminal domain was prepared and tested for lH_

19F NOE 
experiments. Various lH_19F TRNOE experiments using these samples are in progress. 

[はじめに RecA蛋白質(352アミノ酸残基)は大腸菌における DNA相同組換

え反応の主要因子である.RecAは ssDNA，dsDNAとフィラメント状の複合体を構

築し， DNA鎖聞の相同配列を認識し，鎖交換反応を行う等の複雑な反応を触媒する.

RecAは配列非特異的に DNA分子と結合するが， 200残基目付近にある，種間でよ

く保存されたループ (L2)が， DNAクロスリンク法や種々の変異体実験から DNA

の組換え活性の中心であると考えられている.また私たちの NMRを用いた解析から，

268残基目以降の C末端ドメインが dsDNA結合に関与していることが示されており，

相互作用部位も特定されている.RecA全体の構造は既に X線結晶解析法によって解

明されているが， DNAとの相互作用のメカニズ、ムは未だ原子分解能での解明には至

っていない.N恥1R法を用いて RecAの上記の領域と ssDNA，dsDNAとの相互作用を

解析することができれば，相同組換えのメカニズ、ムの理解に非常に有用な知見を得

ることができる. しかしながら全長 RecAはフィラメント構造を構築して DNAと相

互作用するため，分子量の問題から NMRを用いた研究は非常に困難である.そこで

本研究では N恥低で感度良く観測することが可能な l干核を(実際には 19F標識アミ

ノ酸を)目的の蛋白質に部位特異的に導入しその付近の選択的な構造情報を取り出

すことを試みた.

キーワード:RecA， DNA Homologous recombination， 19F， Protein-DNA interaction 

ほんだまさよし，にしだ こうじ，みかわっとむ，いとう ゆたか， Markus 

Waelchli，しばたたけひこ
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【方法】 本研究では RecAにおける組換え活性の中心と考えられる L2に 19F核を

導入し，この領域と短い ssDNAとの間で分子間 TRNOEを観測する事ができるか否

かを検証することを目的に以下の方法で実験を進めた.RecAに短い ssDNAを過剰

に加えると分子内 TRNOEが観測されることは既に検証済みである.まず 19F核導入

のために 19F_T叩を選択した.しかし，L2には T叩残基がないので， Phe-203残基を

T叩に置換した F203W変異体を作成した.Phe-203残基は DNAと相互作用するであ

ろうと推定されている残基であるが，このアミノ酸置換によって RecAの DNAに対

する生物活性は損なわれないという報告が既になされている.野生型 RecAおよび

RecAσ203W)について，効率よく 19F_T中標識蛋白質を調製するための培養条件の最

適化を行った.

次に lH_19FN孔1R測定の予備実験のための試料として 19F_T中 15Nユニフォーム

標識した RecA の C 末端ドメイン ('9F_T叩1'~-RecACterm) を調製した C 末端ドメ
インには Trpが2残基存在する.この試料について， 1次元および2次元の lH_19F分

子内 NOE測定実』験を行った.続いてこの試料に 2本鎖 DNA(d(CCGGTGATAGAC-

GTCTATCACCGG)) を加え， lH_15N HSQCを測定することでタイトレーション実験

を行った.また同時に 19Fの一次元N乱1R測定を行った.

【結果・考察 19F_Trp/15N-RecACtermについて， 2D lH_19F NOE， 2D 19F_1H NOE 

実験を行い，異種核分子間 NOEを観測することができた.また 2つの 19Fシグナル

の一方を照射し lHで観測する l次元 NOE測定を行い，同様の NOEを観測すること

ができた.次の 2本鎖 DNAを加えたタイトレーション実験では 15N-RecACtermとま

ったく同様の HSQC上のケミカルシフト変化を観測した.一方これと並行して行っ
た 19Fの 1次元測定では 2つの 19Fシグナルのうち，立体構造の座標から DNAと相

互作用していると考えられる T中に由来するシグナルが， DNA濃度依存的に化学シ

フト変化を示した.現在は dsDNAを過剰に加えた状態で 19F_1H分子間 TRNOEの

測定を試みている.

また 19F標識した 2種の全長 RecA(野生型および RecA(F203W)) について
次元 19Fスベクトルを測定した結果，非常にブロードながらも 19Fシグ、ナルを観測す

ることができた.今後は ssDNAを加えた試料を調製し，全長 RecAに対しても lH・

19F 2重共鳴N恥1R法による相互作用解析を行なっていく予定である.

【文献I
Nishinaka， T et α1.， Proc. Natl. Acαd Sci. US.A. 94， 6623世6628(1997) 
Aihara， H. et al， J.Mol.Biology 274，213・221(1997) 
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高等植物の His-Aspリン酸転移情報伝達系

B型レスポンスレギュレータのDNA認識機構

0細田和男¥加藤悦子 1、八田知久¥水野猛 2、山崎俊正 1
(農業生物資源研究所名古屋大学農学部2)

DNA recognition by B・motif，a signature motif of type-B response regulators 
for His-Asp phosphorelay signal transduction system in higher plant 

Kazuo Hosoda1， Etsuko Katoh¥ Tomohisa Ha抗:a1， Takeshi Mizuno2， 

and Toshimasa Yamazaki1 

lNationallnstitute of Agrobiological Sciences， 

2School of Agricultural Sciences， Nagoya University 

B-motif is a signature motif of type-B response regulators for His-Asp phosphorelay signal 

transducture system in Arabidopsis thaliana. Based upon the NMR solution structure of B司motif

determined by us， we have proposed a structure-based hypothesis that the type-B re到gulators

function by binding ofB-motif to its DNA target. In this study， we have identified DNA-binding sites 

of B-motif by analyzing NMR chemical shift changes upon complex formation with its target DNA. In 

addition， we have determined the DNA-bound structure of B-motif by NMR. The spatial 

arrangements of residues in B-motif interacting with DNA as well as its DNA-bound structure 

strongly suggest that B-motif binds to DNA in a similar manner as homeodomain， using the solvent 

exposed surface of α3・helixand its surrounding regions， and the N-terminal arm before α1-helix 

[緒言]

近年、高等植物においてもバクテリア型His-Aspリン酸転移情報機構が多様な環境シグナル応答に利

用されていることが明らかにされ注目されている。シロイヌナズナにおいては、これまでに20種類以

上のレスポンスレギュレータ(ARR)が同定されており、レシーバ領域の下流!こ60残基程度の共通配列

(Bモチーフ)が存在するか否かにより 2つのサブファミリー(A型とB型)1こ大別される。昨年、我々は

ARR10のBモチーフ(ARR10-B)の溶液構造は3本のr ヘリックス(α1:H12・L25，α2:P3乙M39，

α3:R46・K61)からなるMyb様のヘリックスバンドル構造であることを明らかにし、この解析結果に基

づき、 B型レギュレータはBモチーフがDNAと結合することにより機能を発現するという仮説を提唱

した。本研究では、1)ARR10・BのDNA認識部位の特定と2)DNAと複合体を形成したARR10喝の立

体構造決定を行い、 DNA認識機構を解析した。

[実験1
15N療識及び13Cf5N標識したARR10・B(T179-S242)は大腸菌を用いた系により大量合成した。 NMR測

定はARR10-B(1mM)、NaCI(150mM)を溶解した20mMNaH2P04緩衝液(pH7.0)について、 Bruker

DMX750を用いて150C及び300Cで行った。 NMRによるDNA滴定実験は、 15N-ARR10-B溶液Iこ2種類の

12bp DNA (DNA#1 :CAC工.GA主TCAGG，DNA#2:GCA企皇企士TCGGC)を一定量ずつ加え15N開HSQC測定

により150Cで行った。 DG法とSM去を併用した構造計算はX-PLOR3.1を用いて行った。

キーワード:His-Aspリン酸転移情報伝達、 Bモチーフ、 DNA結合タンパク質、 ARR

ほそだかずお、かとう えっこ、はった ともひさ、みずのたけし、やまざき としまさ
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[結果と考察]
ARR10-BのDNA認識部位を特定するためにNMRによる滴定実験を行った。 DNA#l(I<.J = 5.4μM) 
とDNA#2(I<.J = 0.6μM)いずれの場合にも、 ARR10-BとDNAの複合体形成比は 1:1であることが
明かとなった。但し、前者は fastexchange様式で複合体を形成するのに対して、後者は slow
exchange様式で複合体を形成する。また、 DNA#2との複合体形成に伴い大きな化学シフトの変化
を示す残基は、柔軟性に富むN-末端領域(V8-W10)、臼2からα3にかけて形成されるhelix-turn-helix
(HτH)モチーフ領織に分布している(Fig.1)。殊に、 HTHモチーフの第2ヘリックスに相当するα3に
集中しており、これが DNA認識ヘリックスであることが示唆される。 DNA#lとの複合体形成に際
しでも同様の残基が大きな化学シフト変化を示すが、 V8-W10のシグナルは消失してしまう。これら
の結果は、 V8-W10及びそれに近接する残基と DNAとの緊密な相互作用がARR10-BのDNA結合
能の向上に寄与していることを示唆している。

ARR10-B/DNA#2複合体(1:1.2)の NMR解析から得られた束縛条件(834個)を用いて、 DNA
と複合体を形成しているARR10-Bの高次構造を決定した。当然のことながら、複合体中のARR10-B
の構造は単体の溶液構造と類似しているが、詳細に比較検討すると重要な相違点が認められる。1)

DNA認識ヘリックスと想定されるα3はじ末端側に 3残基伸長している。 2)単体では柔軟性に富む
N-末端領域(殊にV8-W10)は、 DNAとの結合Iこ伴いpストランド構造を形成するようになり、その相
対位置をα3ヘリックス方向に移動する。この結果、 N-末端領域はDNAと置接に相互作用するように
なり、 V8・W10領域が大きな化学シフト変化を示すものと推測される。 Fig.2には、 DNA#2との複
合体形成に伴い大きな化学シフト変化を示す残基を複合体中の ARR10-B構造上に表示した。この構
造及びDNA認識残基の空間配置は、ホメオドメイン(ENG)/DNA複合体のX線結晶構造(1)に観測さ
れるそれと非常に高い類似性を示す。以上のことから、 ARR10-Bは、 ENGと同様に、 a3ヘリックス
が DNAのメジャーグループと、 N-末端領域がマイナーグループと相互作用し安定な複合体を形成す
るものと考えられる。現在、より詳細にARR1 O-B/DNA相互作用様式を解明するために、分子間NOE
の解析を進めている。
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加制，."

E 1.5 
E 
u。
司
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References 

Fig.1. NMR chemical shifl pe同urbation01 ARR1 0司Bupon 

complex lormation with DNA#2. Chemical shifl changes 
calculated with the lunction Ao = A品川+0.17 Ao15N are 

plotted against residue number. 

Fig.2. Two views 01 the DNA.bound ARR10・Bstructure 

Spheres identify the backbone amides displaying large 
chemical shifl changes (必>0.5 ppm) upon∞mplex 
lormation with DNA#2. Note that the side chains 01 W10 
and Q54 shown in stick models were also perturbed. 

1 Kissinger， C.R.， Liu， B.， Martin-Blanco， E.， Kornberg， T.B.， Pabo， C.O. (1990) Cefl63， 579・590
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Human cystatin Aの多量化機構と繊維形成

(東京都立大学理学研究科)

O大野綾子¥甲斐荘正恒 1

Oligomerization mechanism and fiber formation of human cystatin A 

μS釘Tピ&GφTα訓ゆ巾宮叫α彩Sch加oolq，ザfSj似'cie仰nぽ即eandl昂b域夫かyοMel1ψolit，伽αm仰nUJ肋'nive附er例rs刈S

A却M四akoOhno and恥M匂asa剖tsuneKa♂inos由ho

A proteinaceous cysteine proteinase inhibitor， cystatin A (l1kDa)， can form a stable dimer 

following therma1 or acid denatured states. Simi1ar phenomena have been observed for other 

cystatin superfami1y proteins. Much attention has been dire氾tedto these phenomena， since a 

thermally unstable L68Q cystatin C mutant， which has been known to form a dimer even 

under physiological conditions， may cause the fami1ial HCCAA syndrome through amyloid 

fibril deposition. As already shown by us， the cystatin A dimer adopts a symmetrical 

“domain-swapped" structure， having two monomer-like domains connected by a short tlexible 

linker. Since the recently reported crystal structure of cystatin C dimer also has a similar 

domain-swapped form， domain swapping seems to be a common tendency for cystatin 

superfami1y proteins and thus related to amyloid fibril formation. We have detected the 

oligomeric forms， such as trimer and tetramer， and amyloid-like aggregates， by SDS-PAGE 

and electron micrograph， respectively， for cystratin A solutions incubated above the 

denaturation temperature. This is the first experimental proof for the mechanism of amyloid 

fibri1 formation of cystatin superfami1y proteins. 

シスタチンはシステインプロテアーゼの阻害蛋白質で、動物から植物に至るまで広

く存在している。シスタチンは一次配列の相向性からシスタチンスーパーファミリ

ーと名づけられた一群の類縁蛋白質群を構成している。このスーパーファミリーは

分子量やジスルフィド結合の有無等により、更に三種類のファミリーに分類される。

ファミリー 1に属するシスタチン A(l1kDa)は熱変性温度が 83.30Cと高く、熱的に安

定な蛋白質である。シスタチン Aは熱や酸などの変性状態から巻き戻すことにより、

安定な不活性型の二量体を形成することが知られている。

キーワード: プロテアーゼインヒビタ一、 ドメインスワップ機構、多量体形成、

アミロイド繊維化、ダイナミクス

おおのあやこ、かいのしようまさつね
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この二量体形成はシスタチン A のみならず、他のシスタチン類においても見られる

共通の性質である。特に、ファミリー2に属するシスタチン Cの変異体(L68Q)は熱

的に不安定であり、生理学的条件下においても容易に二量体形成することから、遺

伝性のシスタチン Cアミロイド脈問障害 (HCCAA)を引きおこすアミロイドファイ

バー形成と二量体形成との関連が指摘されてきた。従って、シスタチン類の二量体

形成機構及び立体構造を明らかにすることはアミロイド繊維形成の機構の解明にも

つながる可能性があり、生理学的に重要な意味を持つことが期待される。我々は、

既に昨年、多次元 NMRによるシスタチン A 二量体の立体構造決定を行い、このこ

量体が N末端(残基番号 1・47番)のユニットと C末端側(残基番号 51・98番)の

ユニットが入れかわったドメインスワップダイマーであることを明らかにした。こ

の溶液構造中では二つのユニットが磁気的に等価となっており、両ユニット間のリ

ンカー領域が柔軟な運動性を持っていることが示唆され、これらの事実がアミロイ

ド繊維形成と関連する可能性を示唆した[文献 1]。また、最近になって、シスタチン

C(wild type)の X線結晶構造決定が行われ、結晶中で同様のドメイ‘ンスワップダイマ

ー構造を形成していることが偶然明らかにされた[文献 2]。以上の結果より、ドメ

インスワップ型のダイマー形成機構がファイパー形成に関与している可能性が強く

示唆された。また、溶液構造中に見られるようなシスタチン二量体中のリンカ一部

分の柔軟性もファイパー形成機構に関連があると考えられる。このような推定から、

我々はシスタチン A 二量体の原子座標を用いて多量体形成モデルを構築し、シスタ

チン A がドメインスワップ機構により二量体以上の逐次的な多量体を形成しうるこ

とを示した。また、実験的にもシスタチン A が逐次的な多量体を形成することを

SDS-PAGEにより確認した。さらに、多量体形成条件下でシスタチン A がアミロイ

ドファイパ一様の会合体を形成することをコンゴレッド染色及ぴ電子顕微鏡を用い

て確認した。これらはシスタチン類のアミロイド繊維形成機構の解明に関連する実

験的事実として極めて重要である。

[文献1] 大野綾子、田代充、児嶋長次郎、楯真一、須田真輔、梶裕之、甲斐荘正恒

第5回構造生物学シンポジウム 講演要旨集 p72・74(2000) 

[文献2] Janowski， R.， Kozak:， M.， Jankowska， E.， Grzonka， Z.， Grubb， A.， 

Abrahamson， M.， Jaskolski， M. Nat. Struct. Biol.， 4， 316-320 (2001) 
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コリシンE6のRNase活性ドメインと ImmE6複合体

の立体構造
(東大院農l、理研GSC2)

O 池谷鉄兵l、伊藤隆2、畑中稔2、板倉健人1、大野光宏1、横山茂之2、

清水謙多郎 1、正木春彦 1

Solution structure of the RN ase active domain of colicin E6 in the 
compl偲 withits inhibitor protein 
lDepartment of Biotechnology， The University of Tokyo， 2Protein Research Group Genomic 

Sciences Center， RIKEN(The Institute of Physical and Chemical Research) 

o Teppei Ikeya 1、Yutakalto2， Minoru Hatanaka2， Takehito ltakura1、MituhiroOhno1
‘ 

Shigeyuki Yokoyama2， Kentaroh Shimizu1 and Haruhiko Masaki1 

Abstract 
Colicins are plasmid-encoded cytotoxins produced by E.coli， which are secreted into 

the medium and kill sensitive strains of competing bacteria. The function of colicin E3， 

E4 and E6 is to induce a nucleolytic break in 16S ribosoma1 RNA. The Co1-p1asmid a1so 

includes the gene for a co1icin inhibitor protein (Imm) that neutralizes a colicin inside 

the bacteria1 cell in order to avoid suicide， 

We attempted to determine the solution structure of colicin E6.CRD' ImmE6 comp1ex 

to understand how these amino acids participate in its ribosome-inactivating properties 

and its inhibition. We had determined the individua1 three-dimensiona1 structure of the 

E6'CRD and ImmE6. We purified U・15Nand U-13C /15N E6・CRD'lmmE6comp1ex and 

ana1yzed the solution structure using trip1e resonance NMR experiments， 

RNase、タンパク質問相互作用、リボソーム、立体構造解析、インヒビター

いけやてっぺい、いとうゆたか、はたなかみのる、いたくらたけひと、おおのみつひろ、よこや

ましげゆき、しみずけんたろう、まさきはるひこ
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はじめ陪

コリシンは、 Colプラスミドにより SOS応答時に生産され、このプラスミドを持

たない大腸菌を殺すタンパク質性毒素である。このうちコリシン E3、E4、E6は、

16S-rRNAを特異的に切断する RNase活性を持つ。また、 Colプラスミドはコリシ

ン遺伝子とともに免疫インヒピター(Imm)をコードしており、コリシンタンパク

質の生産と同時にインヒピターである Immタンパク質も発現し、宿主大腸菌の自殺

を防いでいる。

RNase活性を示すコリシンの中で、 E3とE6は、活性ドメイン(CRD)とImm

ともに高い相同性を持っているが、これまでの生化学的、分子生物学的な解析から、

CRD-Immによる阻害特異性は非常に厳密で、わずか 1・2残基の相違アミノ酸がこ

れに関与するということが明らかになっている。そこで、これらのアミノ酸が立体

構造の上で阻害特異性にどう寄与しているか明らかにするため、NMRによる構造解

析を試みた。

我々は、これまでに NMRを用いてコリシンE6の活性ドメイン(E6-CRD)、およ

び(そのインヒピターである)ImmE6の構造を決定している。今回、新たにE6-CRD

とImmE6との複合体の構造解析を行なうために、 15N-標識、および 15N/13Cf2H-三

重標識したサンプルを調整し、各種の異核種多次元NMR測定を行なった。

方法

主鎖 lHN，13C，15N核シグナルの帰属のためには、 HNCACBとCBCA(CO)NNHの

測定を、側鎖のフOロトン核及び13C核シグナルの帰属のためには、 H(CCCO)NNH、

HCCH-TOCSY、CC(CO)NNH測定を行い、原子聞の距離情報を得るために

15N-NOESY-I王SQCと3D13C-NOESY-HSQCの測定を行った。またデータ処理には、

Azaraプログラムを、スベクトルの解析にはAnsigプログラムをそれぞれ用い、構

造計算には CNSを用いた。

結論

これまでの NMRタイトレーションの結果から、 CRDとImmの結合中心はそれ

ぞれ、 N末端から 48-51番目、 46-48番目の領域であることがわかっている。現

在までの NOE解析の結果から、 CRDの 45-50番目のランダムコイル領域は、結

合による大きな構造変化が示唆された。 CRDの推定酵素活性中心 (E67，D69，E76)

は、 Immとの結合領域とは離れて位置していることから、この複合体形成にともな

う構造変化が、活性中心の構造変化を導いているものと思われる。現在、 3D

1防5N-NOESY

CNSを用いて構造計算を進めている。
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p47phoxのタンデム SH3ドメインとp22phoxPRRの相互作用・

(北大・院薬 1，CREST / JST2，九大・生体防御医研 3)

O小椋賢治人湯沢聴久横地政志久住本英樹 3 稲垣冬彦 1

Interaction between tandem SH3 domain of p47PhOX and p22phOX PRR 

Kenji Ogura1， Satoru Yuzawa2， Masashi Yokochi2， Hideki Sumimoto3， 

and Fuyuhiko Inagaki1 

Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Hokkaido University 1， 

CREST/JST 2， 
and Medical Institute of Bioregulation， Kyushu University 3 

A tandem SH3 domain， which consists of two SH3 domains connected with a 

17 residues-linker， of p47phOX is thought to cooperatively interact with a proline-rich 

region (PRR) of p22phOX
• We investigated the interaction mechanism between the 

tandem SH3 domain of p47PhOX and p22PhOX PRR using NMR spectroscopy. A titration 

experiment of p22PhOX PRR to 15N田labeledp47PhOX suggests that two SH3 domains 

∞operatively bind to p22phOX PRR by non-canonical recognition of SH3 domain. 

[序論]

好中球の活性酸素発生系にて活性酸素発生を触媒する NADPHオキシダーゼは細胞質

因子(p47phoX.p67phoxおよび活性型 Rac)と膜タンパク質シトクロム b558の複合体である.

活性酸素発生の休止状態において，細胞質因子とシトクロム b558は結合できないが， Rac 

の活性型への移行が引き金となって細胞質因子複合体は構造変化を起こし，シトクロム

b558に結合できるようになる.この複合体形成の中心的役割を担う分子間相互作用は，細

胞質因子のひとつ p47P加とシトクロム b558のサブユニット p22ph田の結合である.その結合

様式は，p47phoxのリンカーを介して結合したこつの SH3ドメイン領域(タンデム SH3)が，

p22ph聞の1ケ所のプロリンに富む領域(PRR)を共有して結合すると言われており，その認識

機構はSH3による標的認識としては新規であるものと予想されている.

本研究の目的は， p47phoxのタンデム SH3ドメインと p22phoxの PRRの相互作用を NMRを

用いて解析することである.

p47phox， SH3，p22phox 

おぐらけんじゅざわさとる，ょこちまさしすみもとひできいながきふゆひこ

。，“



[実験1

1~0/15N 均一ラベル p47ph皿タンデム SH3(138 残基)は大腸菌の大量発現系により， GST 

融合タンパク質として生産した.GSTアフィニティー粗精製後， GSTをproteaseで切断.イ

オン交換およびゲルろ過クロマトグラフィーにより最終精製タンパク質を得た.得られたタン

パク質を濃度0.3mMIこてリン酸緩衝液(pH7)に溶解し， NMR測定試料とした.p22phox PRR 

を含むペプチドフラグメント(配列:KQPPSNPPPRPPAE)はシゲマジェノシスジャパン社に合

成を依頼し入手した.NMRスペクトル測定には， Nalorac 8mm径プローブ(形式:

[OTG500-8)を装着したVarianUNITY [NOVA 500分光計を使用した.温度300CIこてlH_15N

HSQC， HNCO， HN(CO)CA， HNCA， HNCAOB， CBOA(CO)NHおよびC(CO)NHスペクトルを

測定した.NMRデータ処理は， RedHat 7.1J Linuxが動作する POにて， NMRPipe/wishお

よび自家製スペクトル解析支援ソフトウェア Oliviaを使用しておこなった.

[結果と考察]

タンデム SH3ドメインのプロリン(8個)と N末端を除いた 129残基のうち， 126残基の主

鎖原子を連鎖帰属した.二つの SH3ドメインを繋ぐリンカ一部(17残基)の信号は他部位よ

りもシャープな線形を示した.このことは，リンカ一部がf1exibleであり，二つの Sト13ドメイン

が独立に振舞っていることを示唆する.

p47ph出タンデム Sト13ドメインに対して p22ph叫 PRRペプチドを滴定しながら， lH_15N HSQO 

スペクトルを測定し信号の変化を追った.ペプチド添加により， NMRスペクトルの線幅は

増大した.また，その化学シフトはslowexchange stateで変化した.そして.化学シフト変化

はタンパク質に対してペプチド 1当量でほぼ飽和した.これらの結果は， p47Ph田タンデム

SH3ドメインがp22phoxPRRペプチド結合にともない，分子全体の形状がアメリカンクラッカー

型から球状に変化したこと，また，タンデム SH3のp22ph叫 PRRに対する親和性が極めて強

い(.....μM以下)ことを示唆する.p22phox PRRペプチドの結合により影響を受けたアミノ酸残

基は，タンデム SH3ドメインの両方のドメイン全体に分布していたが， 0末端側ドメインより

もN末端側ドメインのほうが強い相互作用を示した.さらに， N末端側ドメインでは PRR結

合サイト周辺がペプチド結合の影響を強く受けているのに対して， 0末端側ドメインでは

PRR結合サイトよりも他の部位が影響を強く受けていた.以上の実験結果は，ニつの SH3

ドメインが向かい合い PRR結合部位でペプチドを挟むという単純な構造モデルでは説明で

きない.
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Vav C末端側 SH3の構造と標的配列の認識機構
(北大院薬 1、CREST/JST2) 0新沼さおり 1、小椋賢治 I、堀内正隆 1、湯沢聴2、

川崎政人2、横地政志2、稲垣冬彦 1

Solution structure ofVav C-加m 皿alSH3 and the mechanism of target re∞gnition 
Saori Niinuma1， Kenji Ogural， Masataka Horiuchi1， Satoru Yuzawa2， 
Masato Kawasaki2， Masashi Yokochi2， and Fuyuhiko Inagaki1 

Graduate School of Pharmaceutical Sciences，Hokkaido Universityl 
CREST/JST2 

Vav is a protein expressed mainly in hematopoietic cells， and 
participates in signal transduction of cell proliferation and cell 
di首erentiation.Vav contains many functional domains which interact with 
many other proteins. Here， we analyzed three dimentional structure of 
C-terminal SH3 domain of Vav (VcSH3) complexed with the proline rich 
region (PRR:NLPLPPPPPPRG) of heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
K (hnRNPK) which contains hexa plorine sequence by NMR. We elucidated 
the recognition mechanism of PRR of hnRNPK by V cSH3. 

=序論=

Vavは主に血球系の細胞に発現する、 2つの SH3ドメインをはじめとする

複数の機能ドメインを持つタンパク質である。 SH3ドメインはプロリンに富む

領域(PRR)を認識するが、その配列は SH3ドメインの種類によって異なり、

VavのC末端側の SH3ドメイン(VcSH3)では、少なくともブpロリンが5つ連

続して並んだ配列を認識する。 VcSH3との Bindingsiteが明らかとされてい

るタンパク質にはhnRNPK(heterogeneousnuclear ribonucleoprotein K)があ

り、その PRRにはhexaprolineが存在する。 hnRNPKはRNA結合タンパク

質の 1つで、核内で転写されたRNAを核外に輸送する働きをもっている。本

研究において VcSH3とhnRNPKの PRRペプチド複合体の立体構造解析を

NMRを用いて行うことによって、 VcSH3の標的配列認識機構を明らかにする

ことができ、シグナノレ伝達および核輸送に関する両者の機能の理解、さらにそ

の他の VcSH3結合タンパク質の認識部位を推定する知見が得られるものと期

待される。

キーワード:Vav、SH3、hnRNPK

名前 :01こいぬまさおり、おぐらけんじ、ほりうちまさたか、ゆざわさとる、

かわさきまさと、ょこちまさし、いながきふゆひこ
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=実験と結果z

V cSH3(782~844aa)の遺伝子を pET20b に組み込み、 H白タグ融合タンパク

質として作成したコンストラクトを用いて大腸菌株BL21(DE3)を形質転換し、

大量発現系を構築した。菌体破砕物上清を Ni-NTAカラムによる粗精製後、ゲ

ル漏過クロマトグラフィーにより最終精製サンプルを得た。各種溶媒条件下で

溶解度を検討したところ、 pH4.0において最も溶解度が高いことが分かつた。

pH4"'-' 7の範囲でCDスベクトルを測定し、いずれの pHでも高次構造が保持

されていることを確認した。 NMR測定サンプルの溶媒条件は 50mM

Acetate(pH 4.0)， 5mM DTT， 5mM NaN3、濃度は lmMとした。 hnRNPKの

PRR(NLPLPPPPPPRG)は依頼合成したものを用いた。 NMR測定にはVarian

UN1TY plus 600を用いた。

VcSH3-PRR複合体サンプルについて HNCO、HN(CO)CA、HNCA、

CBCA(CO)NH、HNCACB、HBHA(CO)NH、C(CO)NHを測定し、当研究室

で開発された帰属支援ソフトウェア Oliviaを用いてVcSH3主鎖連鎖帰属を行

った。 4DHCCH-TOCSY、lH・13CCT-HSQC、DQFCOSY、NOESY、TOCSY

スベクトノレにより VcSH3側鎖の帰属を行った。13C-filteredCOSY、13C-filtered

NOESY、13C・filteredTOCSY、13C/15N-filtered NOESY、13C/15N也ltered

TOCSYスベクトルによりペプチドの帰属を行った。 3D15N-edited NOESY、

3D 13C-edited NOESY、3DFl-13C-直ltered，F2・13C-editedNOESY、3D

Fl・13C/15N也ltered，F2・15N-editedNOESYスベクトルにより、分子内および分

子聞の距離情報を得た。

VcSH3に対する hnRNPKのPRRペプチド滴定実験から、相互作用に関与

する残基を特定した。 lH-15NHSQCスベクトル上で信号が特に大きく動いた

残基は、 G819、W820、Q817、1829、N835で、あった。これらの残基のうち、

W820、1829、N835はSH3がPRRと相互作用するコンセンサスな残基とほ

ぼ同じであるが、 Q817とG819はコンセンサス部分には含まれていない残基

で、あった。このことより、 VcSH3のPRR認識には、一般的な認識部位だけで

はなく、その他の周辺領域も関与している可能性が考えられる。

現在、 NOESYによる distancerestraintsおよびφφ二面角予測プログラム

TALOSによる dihedralangle restraintsに基づき、 AR1AlCNSを用いて SG1

o CTANE 2上でVcSH3ーベフ。チド複合体の立体構造計算を行っている。
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インハウス Web上で稼動する NMRスペクトルデータベース

システムの作成

(NMRDBTech) 0早水紀久子

lH and 13C NMR Spectral Databases on an Intranet System 

Kikuko Hayamizu (NMRDBTech， hayamizu.k@aist.go.jp) 

The SDBふNMR(SDBSWeb: h巾・//www.aist空ojpIRIODB/只DR只L)had been built from 

1982 in a main-frame computer which was finished at the end of March， 1999. The transfer of 

the systems including the databases and new input tools by using a persοnal computer (PC) 

are necessary. Since the NMR spectral databases contain the chemical structures with spectral 

assignment， the database structure is complicated. The input tools for the lH and 13C NMR 

spectral databases have been made by using an ISIS/Base system as the manual input tools 

and a Java applet for the display the sp巴ctralpatterns dynamically on an intranet system. 

lHおよび、 13CNMRデータベース (SDBS・NMR)は構築開始から長い歳月を経て相当量のデー

タを集積してインターネットで一般公開サービスをしている。これらには大型汎用計算機やワー

クステーションを利用してきた。最近の PCの機能を充分に活かした PCベースの NMRデータ

ベースシステムを作成し、このシステムはデータの検索・表示・追加・更新などの全ての機能を

備えている。 Webシステムを利用しグループ内でアクセス可能で小規模なデータ集積にも利用

できるようにした。

1. PCによるデータベースシステムの基本方針

汎用性が高く化学の世界でのシェアが大きいデータベース管理システム (DBMS)を採用して、

大型計算機で作成したデータベースのロジックと矛盾しないシステムを作成することを基本方針

とした。 NMRのデータベースでは帰属をつけること、これを化学構造式を用いて表示できるこ

とが他の化学系データベースと著しく異なる。いくつかの DBMSを試してみたが ISISIBASE

を採用すれば、 13CNMRでもlHNMRでも従来の大型計算機での表記と類似した形で表される

ことが分かつたので，ISISIBASEをインフットツールに利用することとした。

SDBS.NMRが長い歳月を経ても価値あるデータベースである最大の理由は最初の設計思想、が

優れていたためであり、データの精度、付加項目など現時点で変更の必要性を感じる点はほとん

どない。大型計算機のデータと整合性を取るために 1，2の項目の追加をしただけで、従来のデー

タ項目を踏襲した。 PC入力の利便性のために作業時間は大幅に短縮されたが、スペクトル解析

能力や間違えのないデータ入力への集中力の保持に関して従来と全く変わらない。

NMRデータベース、イントラネット、データベース構築、検索、表示

はやみずきくこ
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Figure l. The flow diagram ofthe NMR database system 

2. システムの概要

マイクロソフトネットワークを利用して中心にサーバーを設置してシステム、データベースを集

中的に管理し、データ構築者は個別のPCから作業をする方式にした。また現在の PC環境やテ

キストデータ取扱の容易さに着眼してマニュアル入力部分を最小にする方式をとった。

概要を Fig.1に示した。 NMRデータの処理には機能追加した Alice2を用いた。このシステム

により新規な lHNMRデータ約 200件と 13CNMRデータ約 800件をデータベース化してインタ

ーネット公開している。またこのシステムは Java applet を採用したために intranetシステ

ムとしてスペクトルの拡大機能を保有し、データベースの観覧システムとしても利用できる。

参照文献: 早水紀久子 Journal of Computer Aided Chemistry， 2， 1-10(2001). 

( http://www.chemistry.or.jp/journals/jcac/index.html ) 
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固体NMRと分子動力学法による絹の繊維化機構の解明

(東京農工大・工生研機構2)0山根努 1，2梅村幸輔朝倉哲郎 l

Study on Fiber Forrnation Mechanism of Bombyx mori Silk Fibroin 

with Solid-State NMR and Molecular Dynamics Simulation 

(Tokyo University of Agriculture and Technologyl) 

(Bio-oriented Technology Research Advancement Institution
2
) 

Yamane TsutomulペUmemuraKosuke
l 
and Asakura Tetsuo

l 

In our previous studies， we deterrnined the molecular structure of Bombyx mori silk fibroin with silk 1 

and silk 11 forrns by using mainly solid-state NMR. The silk 1 forrn was a repeated type 11 s-tum structure 

and the silk 11 forrn was heterogeneous s加 C制問 (twotypes of anti-parallel s-sheet and distorted βtum 

structures). In this study， we attempted molecular dynamics simulation of silk 1 embedded in water 

molecules under stretching and sharing forces. This simulation could reproduce the heterogeneous 

structures of silk 11 forrn which was observed from the NMR studies quantitatively. 

[緒言]カイコやクモは、絹の水溶液から、室温で短時間に同じ太さの鋼鉄線に匹敵する、または、

それを超える極めて5齢、糸を作成する。しカもその糸は弾性を持ち、生分解性である。環境にやさし

い素材の開発が強く望まれる咋今、絹繊維の形成メカニズムを見習うことは重要であろう。そのため

には、まず、絹の繊維化前の構造を、原子座標レベルで決定することが必要である。しかし、その試

料はX線や電子線回折による詳細な構造解析のために配向を試みると、容易に織維化後の構造に

変化してしまう。したがって、配向しない高分子系でも原子座標レベルで構造決定できる、いくつか

の闘体NMR構造解析法を用いて、その構造を決定した 1)。さらに、この手法を繊維化後の絹構造の

決定にも適用することにより、その不均一構造を解明することができた。すなわち、絹繊維は教科書

に載っているような逆平行。シート構造のみで形成されていなし、ことが明らかになった 2)。

本研究では、決定された繊維化前の構造から、カイコ体内での繊維化の際の条件、すなわち、水の

存在下での延伸張力、ずりの作用を考慮して繊維化過程をシミュレーションすることを試みた。その

結果、得られた繊維化後の構造は、固体 NMRから明らかとなった、絹繊維の不均一構造を十分に

説明できることが明らかとなった。

家蚕絹フィブロイン、固体NMR、分子動力学法、 Silk1、SilkII 

やまねっとむ、うめむらこうすけ、あさくらてつお
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[計算]1. MD計算による Silk1から SilkIIへの構造変化のシミュレーション 水存在下(濃度

30w/w%)でのSilk1型構造を出発点として、蚕の首振り運動に伴う張力(図 1A)と吐糸口の圧糸部の

ずり(図 18)との 2つの力を印加した状態下での MDシミュレーションを行った。

シミュレーションは力場として

pcffを用い、NPTアンサンブ

ルにより、水分子のモデルと

して TIP3Pを用いた。この際、

水分子は、系の濃度が液状

絹と同じ濃度(30w/w9此なる

ように発生させた。張力

O.lGPa、ずり応力として、 0.1，

0.3， 0.5， 0.7， 1.0GPa を

Parrinello-Rhamanの方法に

より印加した計 5種類のシミ

ュレーションを試みた。また、

(B) 

Figure 1: External forces in fiber forming process in silkworm. (A) Head 
movement of silkworm is source of tensile stress. (8) Liquid silk in thread 
press part in the spinneret receives shear stresss. 

lstepを1色とし、温度は Andersenの方法により 298Kに保持した。これらの計算は lstep=lfsとし、

各シミュレーションとも 200ps(200，000step)の計算を行った。

2.蚕の絹繊維形成の際の離水過程のシミュレーション 1.のシミュレーションで得られた後半

100psのシミュレーションに関して、 1ps毎に構造をサンプリングし、計 100個の構造を得た。これらの

構造から、水分子を取り除き、構造最適化計算を行い、離水後の絹繊維の構造とした。これらの計算

はAcceralys社製の Discoverl1nsightII(ver. 4.0.0 P+)を用し、 SiliconGraphics社製のワークステーシヨ

ンOctane上で行った。

[結果と考察]

1.これまでに我々の固体NMR研究により得られた絹フィブロイン構造に関する知見 繊維化前の

固体構造Silk1構造に関し、内部回転角(<1>，'V)とI3CNMR化学シフトの相関に基づく化学シフト等高

線マップ、二次元国体スピンー拡散I3CNMR、REDORの測定を組み合わせて、図 2に示す構造

(repeated s-tum typeII)を決定した 1)。一方、繊維化後の構造、 Silk11型構造については、 AlaCs 

領域の詳細な解析から、 16ム19.6および22.2ppmの3成分からなる不均一構造をとり、各々、空間

配置の異なる逆平行Pシート構造(図 3Aと図 38)3)及び、角度分布の広い戸ターン構造(図 3C)に対
応することが明らかとなったO繊維化は結品部(AGSGAG)nで優先して起こり、 3成分の割合は、

各々 、 23%，45% ，32%であった。以上の繊維化前後の絹フィブロインの構造から、分子動力学法に

よる繊維化のシミュレーションを試みた。
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Figure 2: The repeated p-turn 

typelI structure (silk 1). 

Figure 3: Ala J3C~ CPIMAS NMR peak of Cp fraction of B. 
脚 risilk tibroin with silk 11 form. Anti-parallel p-sheet 

structure (A and 8) and distorted p-turn structure (C). 

2. MD計算による Silk1からSilkIIへの構造変化

水の存在下、ずり応力 0.5GPa以上を印加したシミュレーションにおいて約 100ps以内で、 (AG)n分

子について、 Silk1構造から8ストランド構造への転移が観測された。転移後のトラジェクトリーから得

られたアラニンの(ゆ，¥jI)の分布を図 4(A)に示す。この図より、シミュレーションで用いた系中のアラニン

は、その大部分が

(<1>， ¥jI)=(一150.，150.)を中

心とする 0シート構造

の周辺に存在している

ことがわかる。この時点

で、各分子鎖は部分的

に分子間水素結合を

形成しているが、水中

に孤立しており、シート

構造を形成していな

し、。

3.蚕の絹繊維吐糸後

の離水過程のシミュレ

ーション

2.のシミュレーションで

得られた最終状態から、

更に、離水した状態で

の構造決定を行った。

1ps毎に構造をサンプリ

A 

ヨト

B 

四→へ

o 

f¥ 

‘ 入DistortedB-turn 
¥/ \~ 、

、、ーーー、
~ー

「ーーーー「
20 15 pp皿 fromTMS 

Figure 4: Conformational probability maps of Ala residue in (AG). 

in water under stretching and shear stress a貨erMD simulation (A) and 

after removal of water (8). (C)The 13C CP/MAS NMR spectrum (Ala 

Cp region) of Cp fraction with silk 11 is also shown. 
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ングし、計100個の構造を得た。これらの構造から水分子を取り除き、構造最適化計算を行い分子の

凝集状態を模倣し、離水後の構造とした(図 48)。

100個の構造中のアラニン残基の内部回

転角(<t，'1/)は、。シート構造(<t，'1/) = (-150 

0，1500)，および Silk1型構造に相当する。

ターン構造(ゆ，'1/)= (-600，1300)周辺に多く

分布していることがわかる。この2つの領域

を、(<t，'1/) = (一1500土200，1500::!::200)，(<t，'I/)= 

(-600士300，1300土300)とし、領域内のアラ

ニン残基の割合を調べたところ65%と35%で

あり、図 2で示した結果から得られた割合、

68%と32%をよく再現する 4)。

150 

: 120 

i如
、同。
望ω

~ 30 
0 
W 9 8 7 6 432  0 

Distance betw僻目Cscarbons (A) 

Figure 5: Distribution of atomic distance between Ala 
Cs carbon atoms after MD simulation and removal 
ofwater. 

また、 SilkIIに含まれるアラニン残基のメチル基の空間配置が異なる2種類の3シート構造は、近接

アラニン残基のメチル基聞の距離から、分類することができる。すなわち、図 3Bの構造では、メチル

基の距離が4.0A程度であるのに対し、図 3Aの構造では5.2Aにある。このことから、図4で3シート

構造の領域に含まれるアラニン残基のメチル基について、近接アラニン残基のメチノレ基間距離を調

べ、その距離に関する分布を調べたものを図 5に示す。この図より、約 4.0Aと約 5.2A程度のところ

にピークが存在し、そのピークの面積比が約 1:2程度であった。これは13CCP/MAS固体 NMRによ

る結果(図 3)と一致する。

以上の結果から、カイコ体内における繊維化過程は、本シミュレーションで考慮した張力やずり応力

を印加した環境下において分子鎖が伸び、さらに、離水過程において SilkII型構造にみられる不均

一性が生じたと考えられる。

本研究は一部、生物系特定産業技術研究推進機構基礎技術推進事業により行われた。

[参考文献]
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帰属支援・シグナル解析統合ソフトウェア"Olivia"の開発、

これを用いた帰属解析の信頼性向上と高速化技術について

(CREST/JST1，北大薬2) 0横地政志1，稲垣冬彦 1，2

Olivia: A free integrated software for assignment and analysis of multiple NM~ 

spectra realizes speedy and reliable assignment and provides improvement in 

sharing assignment processes 

CREST/JST1， Hokkaido University of Pharmaceutica1 Sciences2 

Masashi Yokochi 1， Fuyuhiko Inag討d1，2

We have developed a new system for assignment and ana1ysis of multiple NMR spectra. It 
works as a stable platform for automatic assignment a1gorithm. We classified ordinary assignment 
processes into four phases (Atom τy-pe Assignment， Spin Clustering， Assignment of Spin Cluster 
and NOE Assignment) and found a genera1包edapproach for each phase (Random Pattem Samplln 
Method， Consistent Spin Clustering叫 thBMRB Database， Assignment through Virtua1 0同ectand 

Connection between Assignment Table and Related Spectra using H百tIL).τbesegenera1ized 
approaches promise great efficiency and accuracy in assignment ana1ysis. Also Ollvia enables one 1 

share the NMR assignment processes that have ever been impossible in essence. 

[序] 多次元NMR分光スベクトルは生体高分子のすべての解析の(構造解析、ダイナミ

クス解析、相互作用解析のための)標準技術である。 帰属の完全性はどんな解析にお

いても、その正確さを保証する最も重要な基盤である。 現代のNMR分光法は複数の多

次元分光スベクトルを照合することで帰属の信頼性あるいは完全性を保証しようとす

る。 しかし、帰属決定に関わった複数のスペクトルをすぐに呼び出して確認する技術

やその精度を逐一客観的に評価を下す技術に関して、 NMR分光法は未だ発展段階にあ

る。 このことはNMRを用いたハイスルーフットな構造研究を行う場合のボトルネック

になりつつある。

[方法] 我々は次の3つの目標を実現するソフトウェアを開発した。

1.完全自動帰属を目標とした高精度、高速度な技術とそれを効率よく運用する基盤作

りの双方の発達を促すこと。

2.帰属解析途中において実時間で参照できる帰属精度を検証するための客観的帰属評
価基準を可能な限り導入を図ること。

3.帰属プロセスの共有化及び電子化。

誌面が限られているので、本要旨では帰属プロセスの共有化に関してOliviaがどのよう

に解決を試みたのか説明する。

NMRの帰属プロセスの共有化は従来の解析では解決されてこなかった問題である。

しかしスペクトルを含めた帰属プロセスの共有化には明らかな利点が期待される。

キーワード:NMRPipe、BMRBDatabase 

ふりがな:ょこちまさし、いながきふゆひこ
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まず解析の初期段階で当事者以外からの客観的判断を容易に受けることができる。

さらに帰属プロセスを残すことによって次に述べる従来のNMR解析の大きな欠点を解決

できる。 すなわちこれまでの帰属データの保存方法では帰属テーブルとスペクトル上

のシグナルとのリンクが簡単に切れてしまうために、例えば当事者以外の人が見直した

いと思っても、相当の労力がなければ非常に困難であった。 また前任者が帰属判断に

迷った箇所や、見直さなくてもよい箇所を区別することができなかった。

そこで異なった2つの実験のシグナルの間で、等価な共有結合(CovalentBond)間のJ

カップリングを経て移動する磁気スピンコヒーレンスの結び、つけ(Connectivity)に注目し

て、我々はこれを"Bond Connectivity"あるいはソフトウェア的な言葉で単に"リン

ク"と呼んだ。 リンクは2つの実験の聞の帰属情報を結びつけていると同時に、ある

シグナルに対して帰属を行えば、そのシグナルに関連づけられた全てのシグナルの帰属

が変更される。 新しい実験のシグナルを既存のリンクに追加すると、新しい実験とこ

れまでの帰属とを簡単に同調させられる。 またスペクトルの必要最小限の領域を整形

して、ひとつの画面上に関連スペクトルを呼び出せばリンクを評価したり修正したりし

て人が追跡できる。 それ故、帰属テーブルとピークテーブルの聞をリンクによる階層

(レイヤー)を用意することで、帰属プロセスを共有化することができる。 リンク階

層はこれまで当事者だけが覚えていたスベクトルと帰属の在処を指示する。(当事者

が行ってきたことを肩代わりできる)リンク階層をソフトウェア的に確立することで、

スペクトルと帰属を同時にアクセスする権限は開放され、スペクトル、ピークテーブ

ル、帰属テーブルのもとに全ての解析者は平等になる、すなわち帰属プロセスは共有化

できる。

このリンク階層を利用して構築し直した自動帰属解析、 BMRBDatabaseを利用した帰

属評価基準の導入によって極めて効率的で汎用的なソフトウェアを開発できた。 これ

らの成果を全ての研究開発者と共有し、よりよいNMR解析プラットホームを目指すため

に、このソフトウェアのソースコードを無料公開する。

[A vailabi1ity ] 
• Support Multichain・SupportAmino Acid Selective Label・τROSYShift Calibration 
• Main Chain Assignment • Side Chain Assignment • Aromatic Ring Assignment ・NoesyAnalysis 
• Strlp Buffer Acceleration・SpectraViewer Ser司rice • User-Memo Postal Service 

• Automatic Assignment • Automatic Feedback 3Dー>2D・SpinClusterlng ・AssessmentService 
• Sharing Assignment Service • Experlmental Info Service • Tcl/百c(NMRWish) Scrlpt Generation 
• CSI，TALOS Form Generation ・3JHNCO Analysis (H Bond)・HTMLForm Generation 
. Bookmark Servicε 

[実施結果] 本研究室では、様々なタンパク質の帰属を例にしてOliviaの調整を行ってお

り、主鎖に関して80残基程度のタンパク質では約半日で帰属を確定することができ

た。 またTROSYを使い重水素化した200残基程度のタンパク質の主鎖帰属に対して

も初心者が十分に解析できることを証明できた。

[ソースコード公開] 必要上の手続きを(論文投稿、特許申請)終えた後に、以下のウエ

ブサイトにて完全に公開する予定である。 http://fermi.pharm.hokudai.ac.jp/olivia/

* Olivia is abbreviation of "Qbjective， chemical shi食Librarybased and stereo Ylew Assignment so食ware".
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Overtoneパルスを用いた REDOR現象の観測

(分子研)桑原大介

The observations of REDOR phenomena with overtone radio-frequency pulses 

(Institute for Molecular Science) Daisuke Kuwahara 

The intensity reductions of an NMR resonance line for powdered Nacetyl-D，L 

valine (NAV) were observed in REDOR experiments with 14N overtone 

radio-frequency (RF) pulses. First， the REDOR experiments with normal overtone 

RF pulses employing a constant frequency were performed. As a resu1t， moderate 

reductions of the line intensity were observed. We tried to establish the 

calculation method of the line intensity for the REDOR experiments. In addition， 

we tried to perform the REDOR experiments with adiabatic overtone RF pulses in 

order to invert 14N overtone polarizations. The details will be presented in the 

conference. 

<はじめに>

Rotational echo double resonance (REDOR) NMR法は、国体状態の蛋白質の構造決

定を行う際に X線結品解析とともに広く用いられている。 REDORの実験を行うに

は測定対象となるスピン系を 13Cと15Nで同位体置換するが要求されるが、これに対

して TRAPDOR(transfer ofpopulations in double resonance) NMR法[1]に代表さ

れるように、 99.6%の天然存在比をもっ 14Nを用いることにより異種核問双極子相

互作用の復活を試みることも幾っか行われている。本研究では、固体粉末試料中の 14N

スピンに overtoneRF pulseを照射することにより REDOR現象の観測を行うことが

できるのであろうかという問題に取り組んだ。さらにそれが可能な場合でも、その有

効性はどうなのかを考察した。さらに 14Nを使った REDORの実験結果をシミュレー

トするための理論を構築することを試みた。そしてもう一つの面白い試みとして、断

熱的に 14Nスピンの反転を行うことが出来るかどうかを実験的にさらに理論的に考

察したい。

Key words: REDOR、overtone

著者ふりがな:くわはらだいすけ
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<実験1>

最初の実験は、通常の(照射周波数が一定の)overtoneラジオ波パスルを用いて行っ

た。実験で使用したパルス系列は、

13C : CP-T， 12ー(π)-Tr/2一(nopulse) -1; 12ー(π)-1; 12 -acquisition 

14N : (pulse) 

である。試料には Nacetyl-D，L valine (NAV)粉末を用いた。試料回転周波数は

2000Hzであった。 14Nスピンには約 250Wの14Novertone RF pulseを加えた。そ

の時の 14Novertone π/2 pulseは約60，usであった。窒素核に直接結合した CH炭素

の共鳴線に、約 15%の強度の減少が観測された。
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Figure 1. 13C MAS NMR spectra for powdered NAV. Figure l(a) was measured 

without 14N overtone RF pulse. Figure l(b) was measured with 14N overtone RF 

pulse. 

<実験2>

実験2は、通常の 14Novertone RF pulseをadiabaticovertone RF pulseに代えて上

記の REDOR実験を行うというものである。それにより、固体粉末試料中で様々な配

向を持っている 14Nspinsのovertonepolarizationsの大部分を、反転に近い位置ま

でもってくることができると考えられる。本実験の詳細については、会場において報

。
、h、しVたlν 

生
口

<参考文献>

[1] Grey， C. P.; Eijkelenboom， A. P. A. M.; Veeman， W. S. Solid State NucJ. Magn. 

Reson. 1995， 4， 113. 
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化学シフトに対する相対論的効果の計算

(北見工大)0馬場雄久、福井洋之

Relativistic effects on nuclear magnetic 
shieldings 
(Kitami Institute of Technology) T. Baba and H. Fukui 

Abstract: A two-component relativistic SCF perturbation theory， based on the Douglas-

K叫 l-Hess(DKH) transformation， was applied to the calculation of nuclear magnetic 

shielding tensors of hydrogen halides， HX (X=F， Cl， Br， 1). Relativistic calculations were 

performed at four different levels by using the unrestricted coupled Hartree-Fock (CHF) 

scheme and gauge-including atomic orbitals (GIAOs). At the， level 1 calculation， both the 

scalar relativistic (SR) and spin-orbit (SO) interactions were included in the unperturbed 

Hamiltonian， but the magnetic perturbations were treated nonrelativistically. At the 

level II to IV calculations， the mass-velocity effect on the magnetic perturbations was 

introduced. The cross term between the nuclear attraction potential and the magnetic 

vector potential was introduced at the level IV calculation. 

Forty years ago， Schneider， Bernstein， and Pople reported that the 1 H NMR of 

hydrogen halides， HX (X=F， Cl， Br， 1)， shows a large high-field shift when X=Br or 1 

Although older NMR textbooks have explained this heavy atom effect in terms of a large 

diamagnetic shielding due to the large number of electrons around the heavy atom， the 

heavy atom e百ectis currently explained by the spin-orbit (SO) Co叩 li時 effect.Several 

relativistic calculations have been proposed for the 1 H shieldings of hydrogen halides， how-

ever， calculations for the halogen atom shieldings are rather scarce. Recently， Visscher 

et al. reported the results of four-component relativistic random phase approximation 

(RPA) calculations for both the proton and halogen nuclear shieldi時 constantsof hydro-

gen halides. The four-component relativistic calculation includes all relativistic e旺ectson 

the magnetic shieldings. Howeverヲthismethod is still very costly， primarily due to the use 

Relativistic Effect . Nuclear l¥lagnetic Shielding 

ばばたけひさ、ふくいひろゆき



of large basis sets which are needed for a proper description of the small component. On 

the other hand， the two-component relativistic calculation has an advantage in that this 

method requires fewer computational resources. However， including all relativistic effects 

is rather difficult in two-component methods. Answering the question as to whether the 

two-component calculations of magnetic shieldings can reproduce four-component results 

is important. We computed the relativistic effects on the nuclear magnetic shieldings of 

hydrogen halides at four di百'erentlevels of a two-component method. 

We used a twcトcomponentrelativistic SCF perturbation theory， based on the 

Douglas-Kroll-Hess (DKH) transformation. Calculations were performed via the unre-

stricted coupled Hartree-Fock (CHF) scheme using gauge-including atomic orbitals (GI-

AOs). At the level 1 calculation， both the scalar relativ凶 ic(SR) and spin司orbit(SO) 

interactions were included in the zeroth-order Hamiltonian. However， the magnetic per-

turbation Hamiltonians were treated nonrelativistically. The level 1 calculation was found 

to be insufficient to explain the full relativistic effect on the halogen atom shieldings. Iu 

order to reproduce the full relativistic e旺'ect，the mass-velocity effect on the magnetic per-

turbation Hamiltonians was introduced at the level II to IV calculations. Inclusion of the 

mass-velocity effects into all of the perturbation Hamiltonians， made at levels III and IV， 

improved the results greatly. The cross term between the nuclear attraction potential and 

the magnetic vector potential was introduced approximately at the level IV calculation. 

The level III calculation agreed most closely with the four-component relativistic RPA 

calculation by Visscher et al. 
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NMRスベクトル解析支援ツールの開発

(北陸先端大知識人北陸先端大新素材センター2)

0辰本将司 I、佐藤賢二人栗田順一 2、島原秀登 2、楯真一 2

Development of support tool for NMR spectrum analysis 

(Knowledge Science， JAIST
1
， Center for New Materials， JAIST 2) 

Shouji Tatsumoto
1， Kenji Satou 

1
， Jun'ichi Kurita

2
， Hideto Shimahari， Shin-ichi Tate 

This paper p~巴:sents a novel software for NMR spectrum analysis. Our program can analyze input from four 

凶ple-resonanωexpenm巴nts(al血ough，generall弘on1y出reeare required): 1王NCA，HNCACB，CBCACONH， 

HN(CO)CA (not f叫uired)and白巴protems巴quenω.Peak-picking a¥lows the manual observation of a signal of 

any point. We believe that experimentation and good observation s巴nsitivityhelp increase出eeffici巴ncyofthe 

measu詑ment.百世soriginal tool makes it possible to interactive manipulate backbon巴resonanceassignment on a 

web browser. In oroer to avoid false assignment， two segments are considered di司oint，un1ess their connectivity 

can be established. We evaluated our program by analyzing ubiquitin and HMG2B.In the case of ubiquitin， th巴

analysis took only one minu飽 anddid not r叫ui陀 anyhuman intervention. Even in the case of出巴muchmore 

complex HMB2B， the analysis t∞k about one hour in spite of minimal human intervention. 

構造ゲノム解析プ口、ジェクトの中で，NMRによるタンパク質構造解析は， 50-200残基程度のタン

パク質を対象とした網羅的な立体構造決定と相互作用などの機能解析に有効な手法として期待さ

れているが，現実には完全な立体解析の自動化が可能な段階には達しておらず，早急な構造解析の

自動化技術の確立が求められている.そこで我々は，主鎖の NMRシグナル自動解析を目的とした独

自のツールを開発した.これまでに主鎖の自動帰属を行う上での問題として，S/Nやタンパク質の

運動性に由来するスピン緩和の理由による，シグナルのオーバーラップや， [弱し、]シグナルや[見

えなしつシグPナルの存在が挙げられている.これらの問題に対して，計算機で無理やり連鎖帰属を

確定するよりも， interactiveに人間の操作に任せる方が現実的であるとの判断で，計算機による

帰属と入手による帰属を同じ画面上で同時に操作できるようなツールを作成した.このツールで

は，実験による測定の効率化と観測感度の良さを考えて，最小の実験データセット

[HNCA，HNCACB，CBCACONH，オプションとして HN(CO) CA]と配列データ[SEQUENCE]を用いて主鎖の帰

属を行う.このツールを用いて，ユピキチンおよび HMG2Bの主鎖帰属をおこなったところ，シグナ

ルの分離が良好なユビキチンの場合には，我々のツールのみで僅か 1分で完全な主鎖の帰属を確

定することができた.またα-helixに富むためにシグナルの重なりが多く見られる HMG2Bのケー

スでも，ほとんどの部分を計算機で確定し，残る部分も解析者が判断することで 1時間弱の作業で

完全帰属を確定できた.

タンパク帰属、自動解析、タンパク質構造

たつもとしょうじ、さとうけんじ、くりたじゅんいち、しまはらひでと、たでしんいち
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Figure 1: The design concept of system. 

Figure 2: Screen shot ofthe web interface. 

二通りの表示を選択することが可能で、それぞれinteractiveに並び替えできる.

fセグメント表示J

一言十算機上で最大の連鎖帰属を確定した単位「セグメント」で表示し手動で並び替える.

f自動並び替え表示J

ー最適なパラメータを自動で組み合わせ、配列情報をもとにアミノ酸毎に自動で並び替える.
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A Mini tool for resonance assignments using NMRView and tcl/tk 

(三共株式会社 バイオメデイカル研究所1)、ユトレヒト大学2)) 

半沢宏之1)， Rolf Boelens 2) 

Hiroyuki Hanzawa and RolfBoelens 

Biomedical Research laboratories， Sankyo Co.，Ltd.， Bijvoet Center for Biomedical Research， 

Utrecht University 

Resonance assignments of the protein NMR is a first and essential step for structural study， 

such as structure determination and relaxation analysis. Despite the availability of software 

packages， it sometime takes considerable time to complete the sequential assignment. 

NMRView is tcIltk based software which !lllow considerable flexibility in analysing the data. 

As an example， we present some scripts using NMRView command and tcl/tk which facilitate 

the sequential assignment of 13C and 15N labelled protein. 

1. Introduction 

The recent advance in solution NMR techniques made it possible to assign the 

resonances in medium sized protein and basic assignment strategy has been established 

for the 13C and 15N labelled proteins. However in order to deal with several 3D data set 

and facilitate the analysis， the suitable tools are required. NMRviewl) is a free， 

scriptable and still developing software， aimed at the graphical analysis ofNMR spectra. 

The Tc1/tk language and NMRView command allow considerable f1exibility that can be 

used to analyse the data and keep control of the progress being made. We will present 

our attempt to take full advantage of this package for sequential assignment of the 

protein NMR spectra. 

resonance assignment， protein 

はんざわ ひろゆき、ロルフ ブーレンス
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2固Results

Our approach consists of two par此ts，modified strips module泊nNMRViたewand 

independent tcl/tk scripts (uu-list.お1)

As a first step， strips plot module in NMRView was improved for our pu中oseas 

follows 

. The peak number of 'H)5N HSQC peak file is used for selecting and displaying the 

stnp. 

. Some buttons were added to facilitate the zooming and moving of the displayed 

spectra. 

. Additional functions were included to transferthe chemical shifts (CA，CB etc) from 

NMRView to peak lists in uu-list.tcl 

Uu-list is a text editor for peak list and each “line" contains the information 

regarding one 'H_'5H HSQC peak such as chemical shifts of CA，CB etc. The 

assignment process is sorting these “lines" in the peak list using chemical shift values 

and amino acid sequences of the protein. To facilitate the analysis， the following 

functions can be executed just by clicking “line" and pressing button: select lines， show 

candidates of nextlprevious residues， move the lines. 

Using these scripts， the following protocol for sequential assignment can be easily 

speeded up. 

. Peak pick 2D・HSQC，3D・CBCA(CO)NHand CBCANH etc in NMRView 

. Start uu・list.tcland read 2D-HSQC peak file in NMRView format 

. Add chemical shifts ofCA(i)，CA(i・1)，CB(i)，CB(i・1)etc looking at the strips in 

NMRView 

. Search previous/next residue using chemical shift list in uu・list.tcl

The assignments which have been obtained can be tranfeηed back to NMRView for 

urther steps such as side chain assignments. 

These scripts are currently being used in NMRView 5.0.2.linux in our laboratory. From 

experiences and preferences of many researchers， some improvement in graphical 

interface has been made. Although it takes a little time to make tools using tcl/tk， we 

think that the flexible environment is the ideal solution for analysis ofNMR data. 

Reference 

1 )Johnson，B.A.and Blevins，R.A.(l994) J.Biom.NMR.4.603・614
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三次元 MR画像からの泡多面体構造の自動抽出法の研究

(筑波大学物理工学系)0佐々木英典

Study of a method for automatic-extraction of bubble polyhedrons 

from a 3D MR image data set of foam 

Hidenori SASAKI 

A method to automatically extract bubble polyhedrons from a 3D MR image data set of foam 

was studied. The method consists of two-Ievel quantization of image intensity， thinning of the 

edges of foam polyhedrons in three dimension， and detection of branch points. For noiseless 

image data sets， the proposed method worked well. However， for real MR image data sets， the 

automatic extraction method did not work well because of the noise and image inhomogeneity. 

Thus it was concluded that noise elimination and inhomogeneity correction were important for 

automatic extraction of bubble polyhedrons from a 3D image data set of foam. 

くはじめに>

2つの異なった物質が混合した系の代表的例である泡構造は、 Kelvin問題問。3)との関連において、

その構造のもつ特殊性から大きな関心を集めている。これに関し、面をもたない(オープンセル構造)泡

の空間的構造の統計的性質を求めるための方法として、 MRIで撮像されたデータから頂点や辺を検出

し、さらにそれから多角形や多面体を推定する手法が近年発表された。刷本研究では、この手法の中

でも特に自動化について非常に重要な部分を占める、 MRIにて撮像されたオープンセル構造体のデー

タから、辺を抽出する新しい手法の開発を行う。

辺を抽出する手法として、以前の研究では、平滑化フィルターを用いた頂点領域の推定と、推定され

た頂点の組み合わせを試し、稜の存在の可能性を線積分により判定する方法が試みられた。 6)この方法

では、頂点の位置を決める闇値およびフィルターのかけ方が非常に微妙な調整を必要とすることと、湾

曲した稜の存在の可能性が低く見積もられることなどが難点であった。今回の研究では、細線化という

手法を用いたことにより、少なくとも上記の難点を克服できることが可能であると考えられる。また、以前

の研究で、は時間の短縮のため部分空間内での辺の探索を行っていたが、 7)今回の方法では部分空間を

使うとかえって複雑に処理する必要が生じるため、すべての処理を撮像された全体の空間の中で行う。

これによって、構造のスケールを判別し部分空間の大きさを決める必要がなくなった。

<三次元細線化による稜の抽出法>

三次元 MRデータをまずフィJレタにかけ、撮像時のノイズを除去した上で、ニ値化を行う。これに三

次元細線化処理を施し、線の相聞の情報を失わないようにしながらすべての線を限界まで細くする。細

線化後の各画素とその周囲の画素から、その画素が辺上にある画素か分岐する画素かを判断する。そ

れから、辺上の画素のまとまりに隣接する分岐点を検出し、これを組み合わせることで1つの辺が始点

と終点というこつの座標として得られる。ほかのまとまりについても同様の事を行えば、辺の集合が得ら

れる。

く実験>

本研究で対象とする試料は、ポリウレタンフォームCFig.nを試験管に入れ、硫酸銅水溶液に浸して撮

像したものである。撮像された空間内に存在するものは、 2種類の均一な物質であるため、ノイズが存在

キーワード:構造解析、細線化、オープンセル構造体

著者ふりがな・ささきひでのり
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しない場合、掻像された三次元画像は2謹類の画素櫨をとる。この画像でj;l::.礎酸鍋水溶液の水素原子

が高い麗素櫨をとるため、?種多高体の稜は低画素櫨で描出される。現在あるソフトウェアは購髄の高い

ものを播麗することを自的としているため、?霊像されたヂータの各画素檀の補数を取り、ポリウレタンフォ

ームの領域の画素値が読書愛鏑水溶液の翻素懐より高くなるようにしたデータを使用する。

Fig.1 Polyurethane Form Fig.2 Volume Texture Image 

<結果と考察>

等{直面サーフヱスの全体の麗像を自転させてみると、領域により、オープンセルの多面体の内部にサ

ーフェスができているところや、その一方で稜が途切れているところがあり、局所的に似たような傾向が

東られる。この三次元画像のポリウレタンフォームの領域をはっきりとニ値化した状態で抽出するには、

局所的な闇値の設定が必要である。白色雑音を低減した後に、領域ごとの闇櫨を特性関数によって決

めることによってより精度のよい稜の検出ができると考えられる。また、分岐点が少なく見積もられる現

象に関しては、前記のこととあわせ、デジタル的なフィルターを細線化の前に行うことで、少なくできると

期待される。

数値ファントムを使用した実験では、いかなる場面においてもニ櫨化さえできれば 100%の精霊で稜を

検出できることが実証された。これにより、結線化のプロセスの改良より、その訴のノイズの除去と、多

面体であるという構造を利用した無駄な稜の除去および、細線化プロセスの多段使用などがこれ以降の

開発で重要な部分であると考えられる。

<むすび>

泡多面体のミ三次元画像から多面体の辺を抽出する方法について検討した。まず、 MRlによって撮像さ

れた三次元麗像をノイズ低減後二憧化し、それを細線化して得られる分岐盟素と線盟素を組み合わせ

て稜の集合を推定する方法を考えたが、まだまだよい精度が得られていなし1。データを揚像してから稜

を抽出するまでの簡のすべてのプロセスを検証し、少しでも精度を上げるためのルールの変蔓または最

適なフィルターの挿入が必要で、ある。
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宮下博之 3L08 山田真路 P017 李華 3L02 

宮島徹 P056 山根ー祐 lLll (わ行)

宮田和彦 P029 山根努 P125 若井千尋 lL09 

宮の入洋平 3L08 山根祐治 11ρ5 若松馨 P003 

宮部亮 P046 山延健 P026 若松馨 P093 

宮部亮 P047 山本隆一 P037 若松馨 PI05 

宮部亮 P048 山本裕之 P015 渡辺道直 3L08 

宮本和英 P101 山本雅之 3L03 
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キーワード索引 2次元lH-NMR P099 diffusion P086 

2次元スピン拡散国体NMR P009 DinI PI08 

(数字・アルファベット) 31pNMR P092 dipolar coupling P013 

129Xe P049 31p→170CP/MAS P039 Distance measurement P002 

129XeNMR P020 37Cl/35Cl同位体効果 P054 DLMモデル P019 

129XeNMR化学シフト傭 P035 3次元 P003 DNA P017 

129Xe化学シフト P079 400MHz P051 DNA 21ρ3 

13CNMR P066 73GeNMR P052 DNA P091 

13CNMR P067 A11ergenic・Pentasaccharitol P061 DNA結合ドメイン 31ρ3 

13CNMR P030 ALUMINIUM P056 DNA結合ドメイン PI09 

13C-NMR P060 Amyloidosis P097 DNA結合蛋白質 P119 

15N-relaxation PI04 Aromatic amino acids Pll1 DNA相同組換え P114 

15N選択標識 21ρ3 ATPase@サブユニット Pl13 DNA相同組換え P118 

15N選択標識 P091 background gradients P086 DQCOSY P084 

15N直按観測 21ρ3 beta-turn P022 dynami田 PI04 

l70NMR POlO BmPP 31ρ4 Dイオン伝導機構 P042 

170→31pCP/MAS P039 BMRB Database P126 ENTHALPY P057 

l7O-MQMAS P039 Ca2+ -binding PI04 ENTROPY P057 

180 3L05 ea2+結合タンパク質 P117 enzyme P104 

19FNMR P103 CAST/CNMR P064 Flory-Huggins理論 P025 

19FNMR緩和 P070 CCQM P053 Free energy P097 

19F_NMR P118 Cdc24p 31ρ9 GBP 31ρ4 

lHNMR P066 codon usage PI05 GellanGum P060 

lHNMRスペクトル lL11 COMPLEX P056 Growth Blocking Peptide 31ρ4 

lHCRAMPS 11β8 conotoxm P099 High-pressure P097 

lH-T2 P071 CP/MAS 13C NMR P014 His-Aspリン酸転移情報伝達 P119 

1次元応用測定 P059 CPMAS P032 HIVプロテアーゼ P100 

27AI-MQMAS 11ρ8 CPMAS 11ρ6 HMGprotein P107 

29SiNMR POI0 CPMG P037 hnRNPK P123 

2D P085 Cross polalization P006 HomonucJear polarization lLOl 

selective-TOCSY -DQFCOSY CsHS04-CsH2P04系 P042 transfer in solids 

2D P085 DADAS 90 caJculation P061 HR(High resolution)-HMBC法 P055

selective-TOCSY -NOESY DECONVOLUTION P057 HSQC P084 

2H-NMR P036 DECONVOLUTION P056 ICAD/DFF45 Pll0 

2H-NMR法 P042 Deuteration P111 III-IVリンカー PI01 

2次元 P040 dextran P018 in situ体積磁化率 P087 
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in vivoNMR lLll NMR P101 RecA P118 

invivoNMR P092 NMRPipe P126 RecA PI08 

InP P048 NMRイメージング P016 recoupling P013 

isotactic-poly(l-butene) P033 NMRセル P089 REDOR P127 

LC-NMR P059 NMRデータベース P124 REDOR 11ρ3 

Lee-Goldburg irradiation P006 NMR緩和 P019 REDOR P002 

lyophilized forrnulation P018 NMR交差緩和 P025 REDOR P009 

lysozyme PI04 NMR構造 P062 relaxation P013 

Maf 31ρ3 NOEシグナル帰属 3L13 relaxation time P018 

Magic angle spinning 11ρ1 Nuc1ear Overhauser effect in 11ρ1 resonance asslgnment P130 

MAS P043 solids RF inhomogeneity P002 

MAS P003 OH -:n: interaction P013 RNase P121 

Mastoparan X P003 overtone P127 RNA結合蛋白質 3L08 

MAT法 P012 p22phox P122 ROESY-TOCSY (ROTO) P061 

MBD1 P094 p47phox P122 rotary resonance P007 

MD ca1culation P061 Pake doublet P042 RRF 31ρ7 

methy1cellulose P018 Paralytic Peptide 31ρ4 Selective protonation Pll1 

molecular mobility P018 Parkin P062 SFAM P002 

MQMAS P040 PBlドメイン 31ρ9 SH3 Pl22 

MQ-MAS P004 PBLG P071 SH3 P123 

MQ-MAS P044 PCモチーフ 31ρ9 Signal assignment in solids POOl 

MRl lL13 PGSE P086 Silk 11型 P125 

MRI P082 phenoxy resins P013 Silk I型 P125 

MRI P081 PHOSPHATE P057 solid state NMR P002 

MRマイクロスコープ P050 PHOSPHATE P056 spin diffusion P007 

MULTINUCLEAR P056 Photoactive Yellow Protein P115 Spinning Sideband(SSB) 11ρ6 

MULTINUCLEAR P057 phox 31ρ9 SS結合再生反応中間体 3L10 

Multiple 13C 15N-labeled POOl pH依存性 P079 STARFIイメージング 11ρ8 

peptide pH依存性 P076 STEAM lL11 

NMR P090 poly( Y -benzyl L-glutamate) P031 Structual determination in POOl 

NMR P100 (PB凶) solids 

NMR Pll0 Protein folding 3L10 T) P060 

NMR P097 PVA P015 T)緩和時間 lL12 

NMR P065 Quadrupolar interaction P006 T2 P037 

NMR 31ρ8 radiation damping P086 T2 P031 

NMR 3L12 RecA P114 T2 P060 
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T2緩和時間 lL11 安定同位体標識 P093 カルシトニン 11ρ2 

1ひCSY P061 安定同位体標識 PI02 塊重合 P021 

TOSS nρ6 安定同位体ラベル P105 回転緩和 11ρ9 

1ひSS-t1-deTOSSパルスシー P030 イオン吸着 P068 外部複基準法 P066 

ケンス イオン伝導度 P024 外部複基準法 P087 

TOSSO 11β6 イメージング P080 外部複基準法 P090 

Transthyretin P097 インテイン P113 化学シフト 11β9 

τ'RNOE P118 イントラネット P124 化学シフト P128 

TROSY P111 インヒビター P121 化学シフト異方性 11ρ6 

ubiquitin-like domain P062 インフルエンザウイルス P076 化学シフト異方性 21ρ1 

Ub-YUHl複合体 P116 一次標準測定法 P053 化学シフト異方性 P072 

uified sαle P087 遺伝子修復酵素 31ρ5 化学シフト異方位 P075 

UV照射 P017 遺伝的アルゴリズム 3L13 化学シフト異方性 P103 

Vav P123 ウニコナゾール P075 化学シフト予測 P064 

WISE P040 エリ蚕絹フィブロイン 11ρ3 架橋深度 P024 

Xe・129 lL10 エンジニアリングプラスチ P012 拡散 P069 

α-helix構造 lL03 ック 拡散イメージング法 P016 

π共役系高分子 P037 永久磁石 1L13 拡散係数 lL05 

(あ行) 液晶 P071 拡散係数 P073 

アクリル酸 P021 液晶 P072 拡散の影響 lL10 

アクリル酸エステル誘導体 P021 液晶利用 2L01 核磁気共鳴映像法(MRI) P078 

アクリロニトリルーブタジエ P035 易動度 P073 核四極子相互作用 P088 

ン共重合体ゴム 塩素化ベンゼン P054 核偏極 P049 

アジュパント関節炎ラット P078 オープンセル構造体 P131 加水分解 31ρ5 

アストログリア細胞 P084 オフマジックアングルスピ P072 画像解析 P082 

アミノ酸 11ρ5 ニング 画像処理 P083 

アミノ酸 P036 温度 P058 家族性パーキンソン病 P062 

アミロイド 11ρ2 温度依存性 P079 活性相関 P065 

アミロイド繊維化 P120 温度ジャンプ 21ρ2 含ケイ素ポリマー POlO 

アモルファス性AlP04 P039 温度測定 P079 含水率 P081 

アルカリアースクロライド P058 (か行) 緩和 P069 

アンチモン酸 P014 ガラス P040 緩和時間 lL10 

圧力 P058 ガラス材質効果 lL10 緩和時間 31ρ7 

安定化機構 11ρ3 ガラス転移 P025 緩和時間 P021 

安定同位体標識 P003 カルシウムチャネル阻害ぺ P099 緩和時間 P023 

安定同位体標識 P005 プチド 緩和時間 P068 
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緩和時間 P074 コドン頻度 P093 光励起三重項状態 P008 

緩和時間 Pl∞ ゴム状高分子 P035 回体 13CNMR 11ρ7 

緩和試薬 IIρ4 コリブレッサー PI09 国体 NMR IIβ2 

緩和試薬 lL12 コンパクト MRl lL13 国体NMR IIρ4 

キチン微結晶 P088 コンフォメーション P033 国体NMR P∞3 
キトサン P032 コンフォメーション変化 P029 固体NMR P005 

キラル液晶 P075 コンホメーション POl1 国体 NMR P022 

技術開発 P046 コンホメーション P027 固体NMR P023 

技術開発 P047 高圧 P069 闘体NMR P027 

技術開発 P048 高圧 P089 国体NMR P028 

帰属 P072 高圧 NMR 31ρ2 固体NMR P034 

絹フィブロイン P022 高圧 NMR P020 固体NMR P038 

絹フィブロイン P125 高圧 NMR P096 国体高分解能13CNMR P029 

吸着 P077 光学異性体 P075 国体高分解能NMR P026 

強磁場 P047 交換速度 P077 固体高分解能NMR P032 

金属ゲルマニウム P052 抗菌活性 31β6 国体高分解能NMR P076 

金属水素化物 P041 高次構造 11ρ4 固体高分解能NMR法 P017 

クモ牽引糸 P009 高磁場 P004 国体分散体 P074 

グローパルフォールド P095 高磁場NMR P008 骨粗暴露症 lL13 

空気軸受 P043 合成高分子 P081 混合金属錯体 11ρ7 

区分安定同位体標識 P113 構造解析 P064 (さ行)

ゲスト P023 構造解析 P110 サーフェイスレンダリング P083 

ケミカルシフトイメージン P080 構造解析 P131 サーモトロピック液晶高分 P030 

グ 構造ゲノム科学プロジェク 21ρ4 子

ケミカルシフトの温度依存 P087 ト サイトカイン P098 

性 構造相転移 P037 細孔系 P070 

ケミカルシフトの温度依存 P090 構造転移 IIρ2 細孔サイズ P070 

性 構造のゆらぎ 3L10 細線化 P131 

ケミカルシフトの濃度依存 P087 酵素標識法 31ρ1 細胞極性 31ρ9 

性 高耐圧 P044 細胞質側表面電荷 P034 

ゲル P081 高分解能NMR 31ρ6 酸化損傷 31β5 

結晶 P027 高分子 P012 三次元構造 31ρ3 

結晶化 P033 高分子 P019 三次元構造 P065 

結晶構造 P026 高分子 P020 残余双極子カップリング P095 

検索 P124 高分子電解質 P024 残余双極子結合 P088 

原子価移動 IIρ7 高分子複合体 P032 残余双極子効果 21ρ1 

Fhυ 
nHv 
n
q
 



シアリルルイス X P065 水素 P041 タンパク質構造 P129 

ジスルフィド結合 3L12 水素拡散 P041 タンパク質弱西日向 P095 

シッフ塩基 P028 水素結合 11ρ9 タンパク質分子機能 2L04 

ジニコナゾール P075 水素結合 21ρ3 耐熱性タンパク質 P102 

シフト試薬 P077 水素結合 P023 多核種多次元NMR P107 

磁化移動 P081 水素結合 P091 多核多次元NMR P117 

自己拡散 P071 水素結合の直接測定 31ρ5 多孔性鈴体 P023 

自己拡散係数 P024 水素結合を介したJカップリ 2凶 3 多次元NMR 3L03 

実装 P044 ング定数 多次元NMR 3L11 

自動化 3L13 水素結合を介したJカップリ P091 多次元NMR P093 

自動解析 P129 ング定数 多次元NMR P098 

磁場配向 P088 水素交換反応速度 3L10 多次元NMR P119 

磁場配向誘起シフト P072 水和 P040 多次元NMR法 P109 

重水素NMR P031 水平日 P066 多量体形成 P120 

自由体積 P035 ゼオライト P038 炭酸イオン P068 

自由体積理論 P025 セレクチン P065 蛋白質核酸相互作用 P108 

重炭酸イオン P068 生体膜 3L06 蛋白質核酸相互作用 P114 

収着 P035 繊維形成 11ρ2 蛋白質ー核酸複合体 P094 

重溶媒置換 P045 選択的安定同位体標識 3L12 蛋白質問相互作用 P108 

小果実 P080 ゾル.ゲル転移 P031 蛋白質問相互作用 P116 

常磁性 NMR PI02 相互作用 31β6 蛋白質立体構造決定 3L13 

常磁性 NMR P103 相対論的効果 P128 中間体 31ρ2 

常磁性金属イオン P060 相転移 P033 超並列型MRマイクロスコー P050 

状態相関2次元法 21β2 相溶性 P025 ブ

情報伝達 P115 倶~鎖 13c 核 P116 超偏極希ガスNMR lL10 

試料シャトル P008 (た行) 超偏極希ガス NMR P079 

新規帰属法 P085 ダイナミクス 3L07 超臨界水 11ρ9 

神経細胞 P084 ダイナミクス 31ρ8 超臨界流体 P020 

人工変異体 P102 ダイナミクス P012 超臨界流体 P089 

診断 lL13 ダイナミクス P096 直流電場 NMR P073 

スクリーニング 3LOl ダイナミクス P120 データベース P064 

スピンー格子緩和時間 lL09 タンパク帰属 P129 データベース構築 P124 

スピン拡散 P015 タンパク質フォールディン 21β2 低温効果 3L11 

スピン拡散 P074 グ 定量化 P083 

スピンー格子緩和時間 P041 タンパク質問相互作用 P121 定量性 P053 

スピンー格子緩和速度 P058 タンパク質基本構造 21β4 ドメイン Pll0 
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ドメインスワップ機構 P120 パルスNMR P021 分子シャペロン 3L12 

トランスグルタミナーゼ 31ρ1 パルス NMR P071 分子動力学法 Pl25 

銅イオン P016 パルス磁場勾配NMR法 P063 ペプチド P098 

同位体効果 P041 パルス磁場勾配スピンエコ 11ρ5 ペプチド PI05 

同位体ラベル P098 -NMR法 ヘマグルチニン2 P076 

糖鎖 P085 ハロゲン架橋錯体 11ρ7 ヘムタンパク質 PI02 

糖鎖構造 P063 パン P082 へムタンパク質 P103 

同種核二量子双極子相互作 P005 発現系 P105 ベンゼン P031 

用 反強磁性一次元系 1lρ7 並列化 P050 

動的核偏極(DNP) P008 ヒアルロン酸 P063 並列裂MRマイクロスコープ P050 

(な行) ヒトリゾチーム 3Lll 変性状態 P112 

ナトリウムチャンネル P101 光受容蛋白質 P115 ポリ (4-メチルチアゾール) P037 

ナノ空間 P038 光ポンピング P048 ポリ(ブチレンアジペートー P027 

ナノ複合体 P014 光ポンピング P049 ブチレンテレフタレート)共

内部組織形態 P080 微生物代謝 P092 重合体

ニトロアニリン P038 微生物反応 P092 ポリアラニルグリシルグリ P009 

二次元国体 NMR POll 病原性 31ρ2 ン〆 J〆

二次元国体 NMR P012 表示 P124 ポリエチレンオキサイド P024 

二次元スピン拡散 NMR 1lβ3 標識DNAの合成 P091 ポリエチレンナフタレート POll 

二量子 NMR POll 微量 P067 ポリオキソメタレート P014 

ネットワーク P082 微量成分の構造解析 P059 ポリゴン P083 

ネマティック相 P030 ブタノール P066 ポリシロキサン POlO 

熱変性 P112 フッ素置換へム P103 ポリブチレンナフタレート P026 

熱力学 P096 プリオン 31ρ2 ポリペプチド P019 

燃料電池 P042 プリン生合成 P109 ポリマーゲル電解質 P073 

脳脊髄液 lL12 プロテアーゼインヒビター P120 ポリメタクリル酸ゲル P016 

脳組織 P077 プロテインジスルフィドイ 3L12 芳香環フリップーフロップ P036 

脳代謝 lL11 ソメラーゼ (ま行)

脳代謝物 P084 プロトン交換 P068 マーチングキューブ法 P083 

(は行) 不活性化 P101 マジック角試料回転 P005 

ハイスループット 21ρ4 不確かさ評価 P053 巻戻り中間体 P096 

ハイスループット NMR P045 不定形耐火物 lL08 膜貫通αーヘリックス 11ρ4 

バクテリアセルロース P015 分子運動 P027 膜障害性ペプチド 31β6 

バクテリオロドプシン P028 分子運動 P033 膜蛋白質 11ρ4 

パクテリオロドプシン P029 分子挙動 P038 膜タンパク質 P028 

パクテりオロドプシン P034 分子交換 P069 膜蛋白質 P029 



膜融合誘起機構 P076 リチウム P073 

麻痩ペプチド 31ρ4 リプレッサー PI09 

ミクロフィブリル P015 リボソーム P121 

7l< P077 リボヌクレアーゼTj P112 

水分子 lL12 リラクゼーション 3Lll 

水分子 P058 立体安定化液晶 P088 

脈絡叢 lL12 立体化学 P064 

無機一有機複合体 P014 立体構造解析 P121 

無細胞タンパク質合成 21ρ4 立体構造決定 PI07 

無細胞蛋白質合成系 PI06 立体選択的重水素化 P106 

メタノール P090 量子計算機 P046 

メチル化 DNA P094 レギュレータ P119 

メチル化DNA結合ドメイン P094 レンダリング P080 

メリフィールド樹脂 11ρ5 

毛細管 P069 

(や行)

ユビキチン P093 

ユビキチン P096 

ゆらぎ 31ρ8 

融合タンパク質 P093 

誘導適合 31ρ8 

揺らぎ P029 

溶液MAS P067 

溶液NMR 31β1 

溶液構造 P101 

溶液構造 P117 

溶液3重共鳴プローブ P051 

溶液多次元NMR法 P094 

溶液多次元NMR法 P115 

溶媒シグナル消去 P059 

溶媒露出度 P095 

(ら行)

ラメラ構造 P022 

ラングミュアーモデル P020 

リカップリング P005 

リゾチーム 3L10 
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6480 Dobbin Road Columbia， MD 21045 U.S.A sibs@clark.net 

Departmenl of Life Sciences， National Tsing Hua University 

101， Seclion 2 Kuang Fu Road， Hsinchu， Taiwan 300 Islpc@life.nthu.edu.tw 

理化学研究所生体超分子情造機能研究協力グループ

230-0045横浜市鶴見区末広町 1-7・29

Inslilute of Atomic and Molecular Sciences， Academia 

Sinica 

P. O. Box 23-166， Taipei， Taiwan 106 

The Institute of Biochemistry， National Chung-Hsing 

University 

250， Kuo-kwang Road， Taichung， Taiwan 402 

-409-

045・508-7224 045-508-7364 

rajesh@louise.riken.go.jp 

sbliu@po.iams.sinica.edu.tw 

shchou@dragon.nchu.edu.tw 



参加者名簿

名前 所属

〒 住所

Tel 

e-mail， 

Fax 

UEMI miriam 

UEMlmiriam 

Wen-GueyWu 

Wen-GueyWu 

相沢智康

あいざわともやす

相見敬太郎

あいみけいたろう

青木和平

あおきかずこ

赤坂一之

あかさかかずゆき

阿久津秀雄

あくつひでお

浅川直紀

あさかわなおき

朝倉哲郎

あさくらてつお

浅野敦志

あさのあっし

芦田淳

あしだじゅん

東和j雄

あずまとしお

阿曽幸男

あそゆきお

穴井孝弘

あないたかひろ

阿部孝政

あべたかまさ

天野まゆみ

あまのまゆみ

国立医薬品食品衛生研究所有機化学部

158-8501東京都世田谷区上用賀 1-18-1

Department 01 Lile Sciences， National Tsing-Hua University 

101， Section 2 Kuang Fu Road， Hsinchu， Taiwan 300 

富山医科薬科大学薬学部構造生物学研究室

930-0194富山県富山市杉谷 2630番地

東京工業大学大学院理工学研究科有機・高分子物質専攻

安藤(慎)研究室

152-8552目黒区大岡山 2-12・1

ダイキン工業(株)化学事業部第二研究繍発部

305心841茨城県つくば市御幸が丘3番地

理化学研究所・幡磨研究所細胞情報伝達研究室

679-5148兵庫県佐用郡三日月町光都1T目1-1

大阪大学蛋白質研究所物性部門

565-0871吹田市山田丘3-2

03-3700-1141 223 03-3707】6950

miyata@nihs.go・IP

wgwu@lile.nthu，edu.tw 

076-434-5061 076-434-5061 

aizawa@ms.toyama-mpu.ac.jp 

03-5734-2880 03-5734-2889 

kaimi@polymer.titech.ac.jp 

0298-58-5067 0298-58-5082 

kazuko.aoki@daikin.co.jp 

0791-58-0802 07915田8-2835

akasaka8@spring8.or.jp 

06-6879司8597 06-6879-8599 

akutsu@protein，osaka-u.ac.jp 

226-8501神奈川県横浜市緑区長津田町4259

東京工業大学大学院生命理工学研究科生体分子機能工学 045-924-5796 045-924-5827 

専攻 nasakawa@bio.titech.ac.jp 

東京農工大学工学部生命工学科

184-8588東京都小金井市中町2-24-16

防衛大学校応用化学科

239-8686横須賀市走水1-10-20

バリアンテクノロジーズジャパン NMR応用部

108-0023東京都港区芝浦4-16-36

藤沢薬品工業物性研究所

532-8514大阪市淀川区加島2-1-6

国立医薬品食品衛生研究所薬品部

158-8501東京都世田谷区上用賀 1-18-1

日本電子株式会社 AID1G 

196-8558東京都昭島市武蔵野3小 2

理化学研究所ゲノム科学総合研究セン9一

230-0045神奈川県横浜市鶴見区末広町1T目7-22

大阪大学蛋白質研究所物性部門

565ー 0871吹田市山田丘3-2

nHυ 
A
斗会

042-383-7733 042-383-7733 

asakura@cc.tuat.ac.jp 

0468-41-38103596 0468-44-5901 

asanoa@nda.ac.jp 

03-5232-1238 03-5232-1264 

jun.ashida@varianinc.com 

06-6390-1824 06-6304-1392 

tosh旧 azuma@po.lujisawa.co.jp

03・3700-1141227 03-3707-6950 

aso@nihs.go，jp 

042-542-2236 042-546-8086 

anai@jeol.co・IP

045・503-9212 045-503-9210 

也be@gsc，riken.go.jp

06-6879-8598 06-6879-8599 

amano@protein.osaka-u.ac，jp 



参加者名簿

名前

荒川規

あらかわただし

荒木潤

あらきじゅん

荒田洋治

あらたようじ

安藤勲

あんどういさお

安藤慎治

あんどうしんじ

飯島隆広

いいじまたかひろ

飯田貴之

いいだたかゆき

池田龍一

いけだりゅういち

池谷鉄兵

いけやてっぺい

石井大輔

いしいだいすけ

石川裕之

いしかわひろゆき

石川麗

いしかわれい

石田信昭

いしだのぶあき

泉康彦

いずみやすひこ

泉康彦

いずみやすひこ

井回目月智

いだとものり

所属

〒 住所

姫路工業大学理学部生体物質構造学E

678-1297兵庫県赤穂郡上郡町光都3-2-1

Tel 

e-mail 

0791-58-0182 

Fax 

0791-58心182

arkw@sci.himeji-tech.ac.jp 

東大大学院農学生命科学研究科生物材料科学専攻生物 03-5841-7513 03-5684-0299 

素材科学研究室

113-8657文京区弥生1-1-1

理化学研究所ゲノム科学総合研究セン1Z-

230-0045績浜市鶴見区末広町1ー 7-22

東京工業大学大学院理工学研究科物質科学

152-8552東京都目黒区大岡山2-12-1

東京工業大学理工学研究科有機高分子物質専攻

152-8552東京都目黒区大岡山2-12-1

金沢大学理学部化学科理論化学研究室

920-1192金沢市角間町

福井大学工学部生物応用化学科

910-8507福井市文京3-9-1

筑波大学化学系

305-8571つくば市天主台1-1-1

東京大学農学生命科学研究科生物情報工学研究室

113-8657東京都文京区弥生1丁目 1番 1号

京都大学大学院農学研究科森林科学専攻天然繊維工学分

野

606-8502京都市左京区北白川追分町

金沢大学理学部理論化学研究室

920-1192石川県金沢市角間町

jun@sbp.fp.a.u-tokyo.ac.jp 

045-503-9294 045-503・9155

arata@postman目riken.go・JP

03-5734-2139 03-5734-2889 

iando@poJymer.titech.ac.jp 

03-5734-2137 03-5734-2889 

sando@poJymer.titech.ac.jp 

076-264-5686 076-264-5742 

iijima@wriron1.s.kanazawa-u.ac.jp 

0776-27，8635 0776-27-8487 

takayuki@acbio2.acbio.fukui-u.ac.jp 

0298-53-4250 0298-53-4250 

ikeda@chem.tsukuba.ac.jp 

03-5841-5449 03-5841-8002 

tikeya@bi.a.u-tokyo.ac.jp 

075-753-6248 075-753-6300 

ishiidai@kais.kyoto-u.ac.jp 

076・264・5686 076-264-5742 

ishikawa@wrion1.s.kanazawa-u.ac.jp 

東京都立大学大学院理学研究科化学専攻有機構造生物化 0426-77-1111 3538 無

学 ishikawa@nmr

192-0397東京都八王子市南大沢1-1

独立行政法人食品総合研究所分析科学部

305回8642茨城県つくば市観音台2-1ー 12

福井大学機器分析セン告-

910-8507福井市文京 3-9-1

福井大学大学院工学研究科

910-8507福井市文京3-9-1

金沢大学理学部化学科理論化学研究室

920-1192石川県金沢市角間町

~411 

0298-38-8057 

nobu@nfri.affrc.go.jp 

0776-27-8580 

0298-38-7996 

0776-27-8882 

izuquiz@acbio2.acbio.fukui-u.ac.jp 

0776-27命8580 無

mizuno@acb旧.acbio.fukui-u.節目JP

076-264-5686 076-264-5742 

ida_!@wriron1.s.kanazawa-u.ac.jp 



参加者名簿

名前

射手園佳子

いてぞのよしこ

伊藤隆

いとうゆたか

乾延彦

いぬいのぶひこ

井上匡子

いのうえきょうこ

井町美佐子

いまちみさこ

岩下孝

いわしたたかし

岩瀬由紀子

いわせゆきこ

植木定雄

うえきさだお

鵜漂淘

うざわじゅん

内田健一

うちだけんいち

内野新一

うちのしんいち

梅本公子

うめもときみこ

江口太郎

えぐちたろう

恵良聖一

えらせいいち

大木出

おおきいずる

大木進野

おおきしんや

所属

苧住所

日本ロシュ研究所化学部機器分析グループ

247・8530鎌倉市梶原200

理化学研究所遺伝生化学研究室

230・0045横浜市鶴見区末広町 1-7-29

京都大学化学研究所材料物性基礎3

611・0011宇治市五ヶ庄

Tel 

e-mail 

0467・47・2209

Fax 

0467-45-6815 

yoshiko.itezono@roche.com 

045-508-7224 045-508-7364 

ito@louise.riken.go.jp 

0774-38・3152 0774-38・3148

inui@molmat.kuicr.kyoto-u.ac.jp 

理化学研究所横浜研究所ゲノム科学総合研究所センヲー 045-503-9229 045-503-9228 

タンパク質構造・機能研究グループ

230-0045横浜市鶴見区末広町 1-7-22CRT室

ブルカー・バイオスピン株式会社マーケッ子ィング部

305-0051茨城県つくば市二の宮3-21-5

(財)サントリー生物有機科学研究所

618-8503大阪府三島郡島本町若山台1-1-1

福岡大学薬学部中央機器室

814-0180福岡市城南区七隈8-19ー1

ブルカー'/~イオスピン株式会社マーケッティング部

305-0051茨城県つくば市二の宮3-21-5

理化学研究所植物科学研究センター

351-0198和光市広沢2-1

帝京大学理工学部

kyokoino@gsc.riken.go.jp 

0298-52-1235 220 0298-58-0322 

mi@bruker.co.jp 

075-962-6044 075-962-2115 

附 ashita@sunbor.or.jp

092-871-6631 092-863-0389 

wase@fukuoka-u.ac.jp 

0298-52-1234 443 0298・58-0322

su@bruker.co.jp 

048-467-4174 048-467-4170 

juzawa@postman.riken.go・IP

028-627-7265 無

320-8551宇都宮市豊郷台1-1 kuchida@nasu.bio.teikyo-u.ac.jp 

北海道大学大学院工学研究科量子物理工学専攻物質物理 011回706-66396642 011-716-6175 

工学講鹿 schwarz@eng.hokudai.ac.jp 

060-8628札幌市北区北 13条西8丁目

国際基督教大学理学科化学

181・8585東京都三鷹市大沢3T目10-2

大阪大学大学院理学研究科化学専攻物理化学講康

560-0043豊中市待兼山町1番16号

岐阜大学医学部第2生理学教室

500-8705岐阜市司町40

横浜市立大学大学院総合理学研究科生体超分子システム科

学

230-0045横浜市鶴見区末広町1ー 7-29

東京都立大学理学部有機第1

192-0397八王子市南大沢1の1

412 

0422-33-3256 0422-33-1449 

umemoto@icu.ac.jp 

06-6850-5778 06-6850-5785 

eguchi@ch.wani.osaka-u.ac.jp 

058-267-2225 

era@cc.gifu-u.ac.jp 

045-508-7214 

058-267-2962 

045-508-7361 

i-ooki@tsurumi.yokohama-cu.ac.jp 

0426-77-1111 3552 0426-77-4873 

ohki@nmr.chem.metro-u.ac.jp 



参加者名簿

名前

大久保征;台

おおくぽせいじ

大島(坂本)曜子

おおしま(さかもと)ょうこ

大竹亮子

おおたけりょうこ

大西充洋

おおにしみつひろ

大野綾子

おおのあやこ

大橋竜太郎

おおはしりゅうたろう

大橋若奈

おおはしわかな

大山真

おおやままこと

岡田輝政

おかだてるまさ

小川潔

おがわきよし

荻野孝史

おぎのたかし

小椋賢治

おぐらけんじ

小i畢慶児

おざわけいじ

小野晶

おのあきら

小野功

おのいさお

垣田信吾

かきたしんご

所属

〒 住所

東京薬科大学薬学郡第一薬品分析化学

192-0392東京都八王子市堀之内 1432・1

東邦大学薬学部中央機器室 NMR

274-8510千葉県船橋市三山2・2-1

味の素株式会社中央研究所分析研究部

210-8681神奈川県川崎市川崎区鈴木町 1-1

福井大学工学部生物応用化学科

910-8正507福井市文京3-9-1

東京都立大学理学研究科有機構造生物化学研究室

192-0397東京都八王子市南大沢 1-1

京都大学理学郎理学研究科化学教室

606・8502京都市左京区北白川追分町

Tel 

e-mail 

0426-76-4542 

Fax 

0426-76'4542 

y961045@educ.ps.toyaku.ac.jp 

047-472-1282 047-472-1282 

sakamoto@phar.toho-u.ac.jp 

044-210・59237366 044-211-7609 

ryoko_ohtake@ajinomoto.com 

0776-27-8635 0776・27・8487

s270151 @icpcOO.icpc.fukui-u.ac.jp 

0426-77・11113551 0426-77-2544 

ayako@nmr.chem.metro-u.ac.jp 

075-753-4014 無

ryu@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

寝化学研究所ゲノム科学総合研究センター 9ンパク質構造機 045・;503・9314 045-503-9210 

能研究グループ wohashi@gsc.riken.go.jp 

230・0045神奈川県横浜市鶴見区末広町1-7-22

明治製菓株式会社薬品総合研究所

222-8567横浜市港北区師岡町760

日本電子株式会社分析機器技術本部

196-8558東京都昭島市武蔵野3-1・2

旭化成株式会社ライフ総研製剤研究所

410-2321静岡県田方郡大仁町三福632-1

国立精神・神経センヲー神経研究所

187-8502東京都小平市小川東町4ー1-1

北海道大学大学院薬学研究科構造生物学分野

060-0812札幌市北区北12条西6T白

045-545-3125 045-545・3199

makoto_oyama@meiji.co.jp 

042-542-2236 

teokada@jeol.co.jp 

0558-76-7085 

042-546-8068 

0558・76・2947

ogawa.kg@om.asahi-kasei.co・lP

042-341-2711 5252 042-342-7521 

ogino@ncnp.go・lP

011-706-3750 011-706-4979 

ogura@pharm.hokudai.ac.jp 

三菱東京製薬株式会社製薬技術開発センヲ一物性分析研究 0479-46-4621 0479-46-6113 

室

314-0255茨城県鹿島郡波崎町砂山14

東京都立大学大学院理学研究科化学専攻

192-0397八王子市南大沢 1-1

徳島大学工学部知能情報工学科

770-8506徳島県徳島市南常三島 2-1

協和発酵工業(株)東京研究所

194・8533東京都町田市旭町3-6-6

4302205@mitsubishトpharm目cO.1P

0426・77-2545 0426・77-2525

akira@nmr.chme.metro-u.ac.jp 

088-656-9139 088-656-9139 

isao@is.tokushima-u.ac.jp 

042・725-25552220 042-726-8330 

skakita@kyowa.co.jp 



参加者名簿

名前

梶弘奥

かじひろのり

片岡弘

かたおかひろし

片平正人

かたひらまさと

門良一

かどりょういち

加藤悦子

かとうえっこ

加藤晃一

かとうこういち

加藤貴子

かとうたかこ

加藤祐子

かとうゅうこ

金久保光央

かなくぼみつひろ

金沢洋子

かなざわょうこ

狩野広美

かのひろみ

神谷貴史

かみやたかし

亀自慢徳

かめだっねのり

河合剛太

かわいごうた

川上勝

かわかみまさる

川口謙

かわくちけん

所属

〒 住所

京都大学化学研究所材料物性基礎3

611・0011宇治市五ヶ庄

産業技術総合研究所生活環境系界面イオニクス研究グルー

プ

563-8577大阪府池田市緑丘1-8-31

横浜国立大学大学践環鏡情報研究院

240-8501横浜市保土ケ谷区常盤台 79ー7

京都産業大学理学部物理

603-8555京都市北区上賀茂本山

農業生物資源研究所生体高分子グループ

305-8602茨城県つくば市観音台 2-1・2

Tel 

e-mail 

0774-38-3149 

Fax 

0774・38-3148

kaji@molmat.kuicr.kyoto-u.ac.jp 

0727-51-9618 0727-51-9714 

hiroshi.kataoka@aist.go.jp 

045-339-4264 

masakata@ynu.ac.jp 

075-705-1634 

045-339-4264 

075-705-1640 

kador@cc.kyoto司su.ac.jp

0298-38-7072 0298-38-8399 

ekatoh@nias.affrc.go・jp

名古屋市立大学大学院薬学研究科生命分子構造学研究室 052-836-3447 052-836-3447 

467-8603名古屋市瑞穂区田辺通3-1

神戸薬科大学薬品分析学

658-8558神戸市東灘区本山北町4-19ー 1

東和大学工業化学科バイオ工学コース

815-8510福岡市南区筑紫丘1-1-1

産業技術総合研究所・超臨界流体研究セン合-

983-8551仙台市宮城野区苦竹4-2-1

日本シエーリング(株)創業研究所

532-0004淀川区西宮原2-6-64

kkato@phar.nagoya-cu目ac.jp

078-441-7591 078司441・7591

gk015032@st.kobepharma-u.ac.jp 

092-541-1511971 092四552-2707

yukato@tohwa-u.ac.jp 

022・237-5211 022-237-5224 

m-kanakubo@aist.go.jp 

06-6396-2518 06-6398-2462 

yokanazawa@schering.co.jp 

農業生物資源研究所生理機能研究グループ光合成研究チー 0298-38-8378 0298-38-7408 

ム

305-8602つくば市観音台 2-1・2

大阪大学保健学科医用工学講座藤原研究室

565-0871吹田市山田丘1-7

筑波大学化学系

305-8571茨城県つくば市天王台1-1-1

千葉工業大学工学部工業化学科

275-0016干葉県習志野市津図沼会17・1

神戸大学自然科学研究科

657-8501神戸市灘区六甲台町1-1

東レリサーチセンヲー構造解析研究室

248-8555鎌倉市手広1111番地

414 -

無

06-6879-2577 06-6879-2577 

ka38@sahs.med.osaka-u 

0298-53・7369 0298-53-7369 

tkameda@staff.chem.tsukuba.ac.jp 

047-478-0425 047-478-0425 

gkawai@ic.it-chiba.ac.jp 

078-803-6529 078-803-6529 

kmasaru@kobe-u.ac.jp 

0467田32-9976 0467-32-0414 

ken_kawaguchi@trc.toray.co.jp 



参加者名簿

名前 所属

干住所

Tel 

争 mail

Fax 

川島裕之

かわしまひろゆき

河野敬一

かわのけいいち

木川l隆則

きがわたかのり

菊地淳

きくちじゅん

菊池純子

きくちじゅんこ

気回佳喜

きだよしき

北川進

きたがわすすむ

北原亮

きたはらりょう

木下美雪

きのしたみゆき

木村教臣

きむらあっおみ

木村一雄

きむらかずお

木村憲喜

きむらのりよし

木村英昭

きむらひであき

木村雅晴

きむらまさはる

木村由美子

きむらゆみこ

木本↑専喜

きもとひろき

産業設術総合研究所エネルギー利用研究部門

305-8569つくば市小野川16-1

富山医科薬科大学薬学部構造生物学研究室

930-0194富山市杉谷 2630

理化学研究所・ゲノム科学総合研究センター告ンパク質発現・

解析高度化施設

230-0045神奈川県横浜市鶴見区末広町 1不 22

理化学研究所ゲノム科学総合研究セン5r~ータンパク質構造・

機能研究グループ

230-0045横浜市鶴見区末広町 1-7-22

塩野義製薬中央研究所物理化学部門

553-0002大阪市福島区鷺洲 5-12-4

日本電子株式会社第2設計技術本部

196-8558東京都昭島市武蔵野3-1-2

0298-61-8413 0298-61-8408 

h.kawashima@aist.go.jp 

076-434-5061 076-434-5061 

kawano@ms.toyama-mpu.ac.jp 

045-503-9203 045・503・9201

kigawa@jota.gsc.riken.go.jp 

045-503-9203 045-503-9201 

kikuchi@gsc.riken.go.jp 

06-6458-5861 273 06-6458-0987 

junko.kikuchi@shionogi.co.jp 

042-542-2240 

ykida@jeol.co.jp 

042-546-8760 

京都大学大学院工学研究科合成・生物化学専攻機能化学講 075-753c5652 075-753-4979 

座 kitagawa@sbchem.kyoto-u.ac.jp

606-8501京都市左京区吉田本町

神戸大学大学院自然科学研究科

657-8501神戸市灘区六甲台町1-1

078-803司6529 078・803-6529

970d830n@yku.kobe-u.ac.jp 

子標準研究室

産業技術総合研究所計測l標準研究部門有機分析科高分 0298-61-4618 

m-kinoshita@aist.go.jp 

305-8565茨城県つくば市東1-1-1中央第5

大阪大学医学部保健学科

565-0871吹田市山田丘1ー7

東レリサーチセン聖一構造解析研究室

248-8555鎌倉市手広1111番地

和歌山大学教育学部化学教室

640-8510和歌山市栄谷930番地

東京工業大学大学院理工学研究科物質工学専攻安藤(勲)

研究室

0298-61-4487 

06-6879-2577 06ω6879-2577 

kimura@sahs.med.osaka-u.ac.jp 

0467-32-9976 0467-32-0414 

kazuo_kimura@trc.toray.co.jp 

073-457-7365 073-457-7515 

nkimura@center.wakayama-u.ac.jp 

03-5734命2880 03-5734-2889 

hkimura@polymer.titech.ac.jp 

152-8552東京都目黒区大岡山2-12-1

住友化学工業株式会社生物環境科学研究所分析物性グル 06-6466-5171 06-6466-5172 

プ

554-8558大阪市此花区春日出中3-1-98

日本大学薬学部分析セン聖一

274-8555千葉県船橋市習志野台 7-7・1

防衛大学校応用化学科

239-8686績須賀市走水1-10-20

415 -

kimuram5@sc目sumitomo-chem.co.jp

047-465-7362 047-465-7362 

kimura@pha.nihon-u目的.jp

0468-41-3810 3581 0468-44-5901 

hero@nda.ac.jp 



参加者名簿

名前 所属

干住所

Tel 

e-町、ail
Fax 

吉良敦史

きらあっし

目下康成

くさかやすなり

日下部武敏

くさかベたけとし

楠英樹

くすのきひでき

久保健太

<1王けんた

熊j畢茂則

〈まざわしげのり

久米田博之

くめたひろゆき

倉島かおり

くらしまかおり

栗田 11頂一

くりたじゅんいち

栗本智充

くりもとともみつ

黒子弘道

くろすひろみち

黒田幸夫

くろだゆきお

黒田義弘

くろだよしひろ

黒津車三

くろったくぞう

黒野益夫

くろのますお

桑田一夫

〈わたかずお

姫路工業大学大学院理学研究科生体物質構造学E

678-1297兵庫県赤穂郡よ郡町光都3-2ー1

京都大学化学研究所材料物性基礎3

611-0011京都府宇治市五ヶ庄

0791-58-0182 0791-58-0182 

a-kira@creta.sci.himeji-tech.ac.jp 

0774-38-3152 0774-38-3148 

kusaka@molmat.kuicr.kyoto-u.ac.jp 

野(l育水研)

京大工学研究科附属環境質制御研究セン舎一環境質制御分 077-527-6730 

kusatake@biwa.eqc.kyoto-u.ac.jp 

520-0811大津市由美浜1-2

筑波大学先端学際領域研究センヲー

305・8577茨減県つくば市天王台1-1ー1

北海道大学工学研究科量子物理工学専攻分子物理

060-8628札幌市北区北13条西8T目

静岡県立大学食品栄養科学部

422-8526静岡県静岡市谷田52-1

077-524-9869 

0298-53・7310 0298-53-6065 

hkusu@tara.tsukuba.ac.jp 

011・706-6642 011-706・6175

kkubo@eng.hokudai.ac.jp 

054-264-5525 054-264-5551 

kumazawa@smail.u-shizuoka-ken.ac.jp 

プ

産業技術総合研究所北海道セン9一生体物質設計研究グル 011-857-8919332 011・857-8983

h.kumeta@aist.go.jp 

062-8517札幌市豊平区月寒東盃条17T目2-1

横浜市立大学大学院総合理学研究科分子生理学研究室

230-0045横浜市鶴見区末広町一丁目 7・29

北陸先端科学技術大学院大学新素材セン聖一楯研究室

923‘1211石川県能美郡旭台 1-1

日本電子(株)システム技術本部第 1グループ

196-8558東京都昭島市武蔵野3-1-2

奈良女子大学大学院人間文化研究科

630-8506奈良市北魚屋西町

ブルカ-'1¥イオスピン株式会社技術サービス部

305-0051茨城県つくば市ニの宮3-21-5

京都大学薬学研究科製剤機能解析学分野

606・8501京都市左京区吉田下阿達町46-29

防衛大学校応用化学

239-8686横須賀市走水 1-10-20

大日本製薬(株)化学研究所構造化学研究G

564-0053大阪府吹田市江の木町33-94

岐阜大学医学部生理学第2講座

500-8705岐阜市司町40

-416 

045-508・7224 045-508-7363 

kura@tsurumi.yokohama-cu.ac.jp 

0761-51-0634 

j-kurita@jaist.ac.jp 

無

042-542-2235 

kurimoto@jeol.co.jp 

042-546-7225 

0742-27-8717 0742-27-8717 

kurosu@cc.nara-wu.ac.jp 

0298-52-1234 333 0298-58-0322 

yk@bruk町田co.jp

075-753-4530 075-753-4578 

yokuroda@pharm.kyoto-u.ac.jp 

0468-41-3810 2283 0648-44-5501 

kurotu@nda.ac.jp 

06-6337-5898 06-6338-7656 

masuo-kurono@dainippon-pharm.co.jp 

058・267-2227 058-267-2962 

kuwata@cc目gifu-u.ac.jp



参加者名簿

名前

桑原大介

くわはらだいすけ

桑原和弘

〈わばらかずひろ

小泉美香

こいずみみか

河野俊之

こうのとしゆき

甲野裕之

こうのひろゆき

古布村亮次

こうむらりょうじ

小神将

こがみまさる

小久保州洋

こ〈ぼくにひろ

越野広雪

こしのひろゆき

小柴生造

こしばせいぞう

児嶋長次郎

こじまちょうじろう

小島釜貴子

こじまときこ

巨瀬勝美

こせかつみ

小玉啓文

こだまひろふみ

小橋川敬博

こぼしがわよしひろ

小林邦子

こばやし〈にこ

所属

干住所

分子科学研究所分子物質開発研究センター

制牛8585愛知県岡崎市明大寺町字西郷中 38

理化学研究所高分子化学研究室

351・0198渇玉県和光市広沢2-1

食品総合研究所分析科学部

305・8642つくば市観音台2・1・12

三菱化学生命科学研究所構造生物学ユニット

194-8511東京都町田市南大谷11号

Tel 

e-mail 

0564-55・7471

kuwahara@ims.ac.jp 

048-467-9404 

Fax 

0564・55-7448

無

kkuwa@postman.riken.go.jp 

0298-38-8057 0298・38・7996

mkoizumi@n骨i.a宵rc.go.jp

042-724・6285 042・724-6296

tkohno@libra.ls.m-kagaku.co・IP

ブルカー・バイオスピン株式会社アプリケーション部 0298・52・1235229 0298-58-0322 

305-0051茨城県つくば市ニの宮3-21-5 hk@bruker.co.jp 

京都大学大学院浬学研究科化学専攻分子構造化学研究室 075・753-4015 075-753-4000 

606-8502京都市左京区北白川追分町

東京都立大学大学院理学研究科化学専攻

192-0397東京都八王子市南大沢 1-1

花王株式会社構造解析セン9ー

321-3497栃木県芳賀郡市民町赤羽2606

理化学研究所分子構造解析室

351-0198埼玉県和光市広沢2・1

ryojik@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

042(i-77-1111 3552 0426-77-4873 

kogami@nmr.chem.metro-u.ac.jp 

0285-68・7425 0285-68-7418 

304449@kas組net.kao.co.jp

048・462・11113112 048-462・4627

koshino@postman.riken.go.jp 

理化学研究所ゲノム科学総合研究セン$1-$1ンパク質構造 045・503-9203 045・503-9201

機能研究グループ koshiba@postman.riken.go.jp 

230-0045横浜市鶴見区末広町1-7-22

奈良先端科学技術大学傍大学バイオサイエンス研究科生体 0743・72・5571 0743・72・5579

高分子構造学講座 kojima@bs.aist-nara.ac.jp 

630-0101奈良県生駒市高山町8916-5

埼玉県工業技術セン舎一北飾研究所生物工学部

360-0031埼玉県熊谷市末広2-133

筑波大学物理工学系

305・8573つくば市天王台1-1-1

中外製薬株式会社化学研究所

412-8513静岡県御殿場市駒門1ー 135

北海道大学大学院理学研究科生物科学専攻

060-0810札幌市北区北 10条西8丁目

三菱化学生命科学研究所構造生物学研究ユニット

194-8511東京都町回市南大谷11号

ーヰ17

048-521-0614 56 048-525-6052 

tkojima@tech-Iab.pref.saitama.jp 

0298・53-5335 0298-53・5205

kose@bk.也ukuba.ac.jp

0550-87・6727 0550・87・5326

kodamahrf@chugai-pharm.co.jp 

011-706・2985 011-706-2771 

kob@sci.hokudai.ac.jp 

042・724・6285 042-724・6296

kuniko@libra.ls.m-kagaku.co.jp 



参加者名簿

名前

小林俊達

こばやしとしたつ

小森佳彦

こもりよしひこ

粛藤剛

さいとうたけし

斉藤肇

さいとうはじめ

粛藤雅子

さいとうまさこ

坂倉正義

さかくらまさよし

坂部一郎

さかベいちろう

佐久間干勢子

さくまちせこ

棋井愛子

さくらいあいこ

佐々木藤嗣

ささきあきつぐ

佐々木英典

ささきひでのり

佐々木啓孝

ささきひろたか

佐藤一

さとうはじめ

佐藤寛子

さとうひろこ

沢辺紀子

さわベのりこ

塩沢久美子

しおざわくみこ

所属

〒 住所

奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科生体

高分子構造学講座

630-0101奈良県生駒市高山町8916-5

Tel 

e-mail 

0743-72-5577 

Fax 

0743-72-5579 

t-kobaya@bs.aist-nara.ac.jp 

産業技術総合研究所物質プロセス研究部門物性解析グルー 0298-61-4515 0298"61-4515 

プ y.komori@aist.go.j

305-8565茨城県つくば市東1-1-1中央第5

産業技術総合研究所計測標準研究部門有機分析税高分子 0298-61-4618 0298-61-4487 

標準研究室

305-8565茨城県つくば市東1-1ー 1 つくば中央5-2

姫路工業大学生命科学科生体物質構造学Il講座

678・1297兵庫県赤穂郡上郡町光都3-2-1

理化学研究所生体超分子構造・機能研究協力グループ

230-0045横浜市鶴見区末広町 1-7-29

東京大学大学院薬学系研究科生命物理化学教室

113-0033文京区本郷7-3-1

チツソ株式会社 12TMG

236-8605神奈川県横浜市金沢区大川 5-1

東京薬科大学中央分析セン告ー

192-0392東京都八王子市堀之内 1432-1

takeshi.saito@aist.go.jp 

0791-58-0181 0791-58-0182 

saito@sci.himejトtech.ac.jp'

045-508-7224 045-508-7364 

saitoh@louise.riken.go・IP

03-5841-4812 03-5841-4811 

sakakura@moJ.f.u-tokyo.ac.jp 

045-786-5505 045-786-5515 

i.sakabe@chisso.co.jp 

0426-76田4041 0426司76-4041

sakumac@ps.toyaku.ac.jp 

シーエーシーズ株式会社横浜分析セン事ー有機分析グルー 045-963-3166 045-963-4261 

プ 1800929@cc.m-kagaku目co.jp

227-0033神奈川県横浜市青葉区鴨志田町1000番地

東京工業大学大学院理工学研究科物質科学専攻

152東京都目黒区大岡山 2-12・1

筑波大学物理工学系E瀬研究室

305-0821茨城県つくば市天王台1-1-1

03-5734-2880 03-5734-2889 

asasaki@polymer.titech.ac.jp 

0298-53-5214 無

sasaki@mrlab.bk.tsukuba.ac.jp 

東京大学大学院理学系研究科化学専攻天然物化学研究室 03-5841-4646 03・5841-8059

113-0022東京都文京区本郷7-3-1

ブルカー・バイオスピン株式会社アプリケーション部

305-0051茨城県つくば市この営3-21-5

国立情報学研究所情報メディア研究系情報検索部門

101-8430東京都千代田区一ツ橋2-1-2

東京理科大学薬学部

162-0826東京都新宿区市ヶ谷船河原町 12番地

横浜市立大学大学院総合理学研究科生体超分子

230-0045横浜市鶴見区末広町1-7-29

hsasaki@chem.s.u-tokyo.ac.jp 

0298-52-1235 225 0298・58-0322

one@bruk町田co.jp

03-4212-2579 03-3556-1916 

hsatoh@nii.ac.jp 

03-3260-6725 5050 03-3268-3045 

bunkouns@ps.kagu.sut.ac.jp 

045目508-7214 045-508-7361 

S一kumiko@tsurumi.yokohama-cu.ac.jp



参加者名簿

名前

嶋田一夫

しまだいちお

島田裕康

しまだひろやす

j膏71<禎

しみずただし

下池田勇一

しもいけだゅういち

白川昌宏

しらかわまさひろ

神藤平三郎

しんどうへいさぶろう

杉浦実喜子

すぎうらまきこ

杉沢寿志

すぎさわひさし

鈴木智香子

すずきちかこ

澄川弘美

すみかわひろみ

関宏子

せきひろこ

関根寿代

せきねひさよ

千賀武志

せんがたけし

高瀬茂弘

たかせしげひろ

高橋圭子

たかはしけいこ

高橋栄夫

たかはしひでお

所属

干住所

東京大学大学院薬学系研究科

113-0033文京区本郷7-3-1

持国製薬(株)総合研究所合成研究室

412-8524静岡県御殿場市神場字上ノ原722

物質・材料研究機構ナノ物性研究グループ

305-0003茨減県つくば市桜3-13

日本電子株式会社応用研究センター

196-8558 東京都昭島市武蔵野3-1~2

横浜市立大学大学院総合理学研究科計測科学

230-0045横浜市鶴見区末広町1-7-29

東京薬科大学薬学部

192-0392東京都八王子市堀内1432

神戸薬科大学中央分析室

658-8558神戸市東灘区本山北町4-19-1

日本電子(株)分析機器技術本部第1グループ

196-8558東京都昭島市武蔵野3-1-2

Tel 

e-mail 

03-5841司4810

;~ 

Fax 

03-3815・6540

shimada@附ーnmr.f.u-tokyou.ac.jp

0550-89-7881 1336 0550-89-0945 

hshimada@mochida.co・lP

0298-59・5000 0298-59-5010 

SHIMIZU.Tadashi@nims.go.jp 

042-542-2241 042-542-3132 

yshimoik@jeol目cO.1P

045回508匂7213 045-508-7361 

shira@tsurumi.yokohama-cu.ac.jp 

0426-76-4537 0426-76-4537 

shindo@ps.toyaku.ac.jp 

078-441.-7591 078-441・7591

makiko-s@kobepharma-u.ac.jp 

042-542-2236 042-546-8068 

sugisawa@jeol.co・lP

三共株式会社バイオメデイカル研究所研究第1グループ 03-3492-3131 3356 03-5436-8567 

140-8710品川区広町 1-2-58 chikakos@shina.sankyo.co.jp 

社団法人バイオ産業情報化コンソーシアム生物情報解析研 03-3599-8090 03-3599-8099 

究セン51-

135-0064江東区青海2-41-6

千葉大学分析セン9ー

263-8522千葉市稲毛区弥生町 1-33

大正製薬株式会社リード探索研究室

330-8530さいたま市吉野町1-403

富士写真フィルム株式会社足柄研究所

250-0123神奈川県南足柄市中沼210

藤沢薬品工業株式会社探索研究所

300-2698茨城県つくば市東光台5会 3

東京工芸大学工学部応用化学科生物有機化学

243-0297神奈川県厚木市飯山1583

産業技術総合研究所生物情報解析研究セン51-

135・0064東京都江東区青海2-41-6

-419 

hsumikawa@jbirc.aist.go.jp 

043-290-3810 043-290-3813 

seki@cac.chiba-u.ac.jp 

048-669-30273139 048-652・7254

h.sekine@po.rd.taisho目cO.1P

0465-73-7080 0465-73-7923 

takeshLsenga@fujifilm.co.jp 

0298-47-8611 655 0298-47-8313 

shigehiro_takase@po目fujisawa.co.jp

046-242・9620 046-242-3000 

takahasi@chem.t-kougei.ac.jp 

03-3599-8112 03-3599-8099 

hid@jbirc.aist.go・lP



参加者名簿

名前 所属

〒 住所

高山俊夫

たかやまとしお

高山陽子

たかやまようこ

竹肉敦子

たけうちあっこ

竹腰清乃理

たけごしきよのり

武田寛之

たけだかんじ

田代充

たしろみつる

立入直紀

たちいりなおき

辰本将司

たつもとしようじ

楯真一

たてしんいち

田中関1J史

たなかたけし

田中俊之

たなかとしゆき

問中彬嗣

たなかよしつぐ

谷生道一

たにおみちかず

回之倉優

たのくらまさる

田畑祥生

たばたさちお

田宮由香

たみやゆか

Tel 

e-mail 

Fax 

産業銭術総合研究所つく1:1:センタ一物質プロセス研究部門物 0298-61-4515 0298-61-4515 

性解析グループ 泊kayama-t@剖st.go.j

305・8565茨城県つくば市東1-1-1

塩野畿製薬(株)創業研究所物理化学榔門

553-0002大阪市福島区鷺洲 5ー12-4

神戸薬科大学中央分析

658-8558神戸市東灘区本山北町4-19-1

京都大学大学院理学研究科化学教室

606・8502京都市左京区北白川追分町

北海道大学大学院工学研究科分子物理工学分野

060-8628札幌市北区北13条筒8丁目

東京都立大学理学部化学科

192-0367八王子市南大沢1-1

筑波大学化学系山本研究室

305-8571茨城県つくば市天王台 1-1-1

06-6458-5861 5278 06・6458司0987

yohko.takay釘na@shionogi.co.jp

078-441-7592 078-441・7592

takeuchi@kobepharma叫 ac.jp

075-753-4015 075-753・4000

takeyan@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

011-706・6642 011-706-6175 

ktakeda@eng 

0426-77-1111 3525 0426-77-2525 

tashiro@nmr.chem.metro-u.ac.jp 

0298-53-7370 

tachiiri@dmb.chem.tsukuba.ac.jp 

北陸先端科学技術大学院大学遺伝子知議システム論講座 0761・51-1878 0761-51-1797 

923・1292石川県能美郡辰口町紹台1-1

北陸先端科学技術大学院大学新素材セン$1-

923・1292石川県能美郡辰口町旭台1-1

三菱化学生命科学研究所河野ユニット

194・8511東京都町田市南大谷11号

筑波大学応用生物化学系

305・8572茨城県つくば市天王台1ー1ー1

九州大学薬学部 NMR測定室

812-8582福岡市東区馬出3-1-1

s-tatsu@jaist.ac.jp 

0761-51-1461 0761・51・1455

tate@jaist.ac.jp 

042-724・6285 042-724-6296 

takeshi@libra.ls.m-kagaku.co.jp 

0298-53-6706 0298・53-6706

ttanaka@tara.tsukuba.ac.jp 

092-642-6551 092・642-6551

y. tanaka@adm.phar.kyushu-u.ac.jp 

姫路工業大学理学部生命科学科生体物質構造学H講座 0791-58-0182 0791-58-0182 

678-1297兵庫県赤穂郡上郡町光都3-2-1

東京大学大学院農学生命科学研究科応用生命化学専攻

113-8657東京都文京区弥生1-1-1

シーヱーシーズ横浜分析センヲー

227-0033神奈川県検浜市青葉区鴨志困 1000番地

福井大学大学院工学研究科

910-8507福井市文京3-9-1

420-

tanio@sci.himeji-tech.ac.jp 

03-5841-5165 03-5841-8023 

amtanok@mail.ecc.u-tokyo.ac.jp 

045-963-3166 045-963-4261 

2100502@cc.m-kagaku.co.jp 

0776-27-8580 無

mizuno@acbio.acbio.fukui-u.ac.jp 



参加者名簿

名前

田村友美

たむらともみ

田村充

たむらみつる

張秋瑳

ちょうしゅうきん

越農撃

ちょうしんか

辻暁

つじさとる

辻谷浩二

つじたにこうじ

津田栄

つださかえ

堤耀広

つつみあきひろ

堤れい子

つつみれいこ

津野慎治

つのしんじ

津野久幸

つのひさゆき

津村憲史

つむらけんじ

出村誠

でむらまこと

寺尾武彦

てらおたけひこ

堂本竹雄

どうもとたけお

土江松美

どえまつみ

所属

〒 住所

ブルカー・バイオスピン株式会社マーケッティング郎

Tel 

e-mail 

06・6394・8989

Fax 

06-6394-9559 

532・0004大阪府大阪市淀川区西宮原1-8-29テラサキ第 tot@bruker.co.j 

ニピル2階

田村銭術士事務所代表

103-0007東京都中央区日本橋浜町3-16-9-804

東京水産大学食品生産学科

108-8477東京都港区港南4・5・7

東京農工大学工学部生命工学科朝倉研究室

184-8588東京都小金井市中町2-24-16

姫路工業大学理学部

678-1297兵庫県赤穂郡よ郡町光都3・2・1

京都大学化学研究所材料物性基礎3

611-0011宇治市五ヶ庄

産業技術総合研究所生物遺伝子資源研究部門

062-8517札幌市豊平区月寒東2条 17T目2・1

03-3664-6515 無

PFG00657@nifty.ne.jp 

03-5463-0403 03-5463・0403

matsukaw@tokyo・u-fish.ac.jp

042・388・7025 042-383-7733 

czhao@cc.tuat.ac.jp 

0791・58・0182 0791-58-0182 

tuzi@sci.himeji-tech.ac.jp 

0774-38-3152 0774・38・3148

tsujitani@molmat.kuicr.kyoto-u.ac.jp 

011、857-8912 011-857-8983 

sakae.tsuda@aist.go.jp 

北海道大学大学院工学研究科量子物理工学専攻物質物理 011-706-6639 011-716-6175 

工学講座

060-8628札幌市北区北13条西8T目

横浜市立大学大学院総合理学研究科西村研究室

230-0045神奈川県横浜市鶴見区末広町1T目7番29

富士写真フィルム株式会社富士宮研究所

418-8666静岡県富士宮市大中里200

日本電子(株)応用研究セン11-

196句8558昭島市武蔵野3-1-2

atsutsu@eng.hokudai.ac.jp 

045-508-7216 045・508・7362

tsutsumi@恰urumi.yokohama-cu.昌弘IP

0544-26-7642 0544-26-7691 

shinjUsuno@fujifilm.co・IP

042-542-2241 

htsuno@jeol.co.jp 

042-542-3132 

北海道大学大学院工学研究科量子物理学専攻分子物理工 011-706-6642 無

学分野 tsumuken@eng.hokudai.ac.jp 

060-8628札幌市北区北 13条西B丁目

北大院理生物科学

060-0810札幌市北区北 10条西8丁目

011-706-2771 011-706-2771 

demura@sci.hokudai.ac.jp 

京都大学大学院理学研究科化学教室分子構造化学研究室 075・753-4011 075-753-4000 

606-8502京都市左京区北白川追分町

ブルカー・1¥イオスピン株式会社マーケッティング部

305心051茨城県つくば市ニの宮3-21-5

大阪市立大学理学部物質分子系専攻

558・8585大阪市住吉区杉本3-3-138

-42]-

terao@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

0298-52-1234 442 0298-58-0322 

td@bruker.co.jp 

06・6605-2597 06-6605-2597 

ma恰umi@sci.osaka-cu.ac.jp



参加者名簿

名前

徳永遠裕

とくながたつひろ

戸所泰人

とどころやすと

虎谷秀一

とらやしゅういち

烏j畢拓也

とりざわたくや

内藤晶

ないとうあきら

中江一浩

なかえかずひろ

長尾聡

ながおさとし

長岡直美

ながおかなおみ

永阪文惣

ながさかぶんそう

中j畢靖元

なかざわやすもと

中村昭正

なかむらあきまさ

中村新治

なかむらしんじ

仲村高志

なかむらたかし

中村壮史

なかむらたlナふみ

中村真子

なかむらなおこ

中村豆男

なかむらのぶお

所属

干住所

山之内製薬株式会社分析代謝研究所

305-8585つくば市御幸が丘21番地

大阪大学蛋白質研究所物性部門

565-0871大阪府吹田市山田丘3・2

姫路工業大学理学研究科生命科学専攻

678・1297兵庫県赤穂郡上郡町光都3丁目Z番1号

CREST (東京都立大学理学部化学科甲斐荘研)

192-0397八王子市南大沢 1-1

横浜国立大学大学院工学研究院

240-8501横浜市保土ケ谷区常盤台79-5

福井大学工学部生物応用化学科

910-8507福井市文京3-9-1

筑波大学化学系山本研究室

305・8571茨城県つくば市天王台1-1-1

Tel 

e-mail 

0298-54-1624 

F猷

0298-52-9585 

tokunaga@yamanouchi.co・IP

06-8679-8598 06-6879-8599 

todo@protein.osaka-u.ac.jp 

045-339-4232 

naito@ynu.ac.jp 

045-339-4251 

0426-77-1111 3551 042677-4873 

torizawa@nmr.chem.metro-u.ac.jp 

045-339-4232 

naito@ynu.ac.jp 

0776-27-8635 

045-339-4251 

0776-27-8487 

myura@acbio2.acbio.fukui-u.ac.jp 

0298-53-7369 0298-53-7369 

s_nagao@dmb目chem.tsukuba.ac.jp

大阪大学大学院理学研究科化学専攻構造物理化学研究室 06-6850-5779 06-6850-5785 

560-0043大阪府豊中市待兼山町 1-16

帝人(株)構造解析研究所

191-8512東京都日野市旭ケ丘4-3-2

東京農工大学工学部生命工学科

184-8588東京都小金井市中町2-24-16

協和発酵工業(株)医薬総合研究所開発研究所分析代謝研

究

411-8731静岡県駿東郡長泉町下土狩1188

京都大学大学院理学研究科分子構造

606-8502京都市左京区北白川追分町京都大学

理化学研究所分子構造解析室

351・0198埼玉県和光市広沢2ー1

昧の素株式会社中央研究所分析研究部

210-8681川崎市川崎区鈴木町1-1 KA棟

協和発酵工業(株)東京研究所分析

194-8533東京都町田市旭町3-6-6

大阪大学大学院理学研究科化学専攻

560-0043豊中市待兼山町1番 16号

-422 

naomi@ch.wani.osaka-u.ac.jp 

042-586-8121 042-586-8123 

bunsow@hino.teijin.co.jp 

042-383-7733 042-383-7733 

yasumoto@cc目tuat.ac.jp

0559・89-2020 0559-89-2073 

akimasa.nakamura@kyowa.co・IP

075-753-4015 0754-753-4000 

nakashin@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

048-467-9362 048-462-4627 

nakamura@rikennmr.riken.go・IP

044-210田5830 044-210-5872 

takefumi_nakamura@ajinomoto.com 

042-725-25552222 042-726-8330 

naoko.nakamura@kyowa.co.jp 

06-6850-5791 06-6850-5785 

nobuo@ch.wani.osaka-u.ac.jp 



参加者名簿

名前

仲村尚子

なかむらひさこ

名川吉信

ながわよしのぶ

新沼さおり

にいぬまさおり

西岡英子

にしおかえいこ

西川実希

にしかわみき

西崎知子

にしざきともこ

西国琢磨

にしだたくま

西村勝之

にしむらかつゆき

西村車也

にしむらたくや

西村善文

にしむらよしふみ

西山裕介

にしやまゅうすけ

沼田泰夫

ぬまたやすお

野口滋

のぐちしげる

野口泰志

のぐちやすし

野田康夫

のだやすお

野間弘昭

のまひろあき

所属

干住所

京都大学化学研究所材料物性3

611-0011京都府宇治市亙ヶ庄

Tel 

e-mail 

0774-38-3152 

F似

0774-38-3148 

hisako@molmat.kuicr.kyoto-u.ac.jp 

産業技術総合研究所界面ナノアーキテクトニクス研究セン聖 0298-61-3021 0298-61-3029 

305-8562茨城県つくば市東1-1-1つくば中央第4

北海道大学大学院築学研究科構造生物学分野

060-0812北海道札幌市北区北12条西6T目

参天製薬株式会社合成グループ

y-nagawa@aist.go.jp 

011-706-3750 011-706・4979

nyabe@pharm.hokudai.ac.jp 

06-6321-7035 06幽6310-1651

533-8651大阪府大阪市東淀川区下新庄3-9-19 eiko.nishioka@santen.co.jp 

神奈川大学理学部化学科 0463-59-4111 2821 無

259-1293神奈川県平塚市土屋2946 s956746@educ.info.kanagaw骨 u.ac.JP

三共株式会社バイオメデイカル研究所研究第 1グループ 03-3492-3131 3311 03-5436-8567 

140-8710東京都品川区広町 1-2-58 tomonz@shina.sankyo.co.jp 

三井金属鉱業株式会社総合研究所

362-0021崎玉県上尾市原市 1333・2

横浜国立大学大学院工学研究院

240-8501神奈川県横浜市保土ケ谷区常盤台 79番5号

京都大学化学研究所材料物性基礎3

611-0011京都府宇治市五ヶ庄

横浜市立大学大学院総合理学研究科

230・0045横浜市鶴見区末広町1ー 7-26

分子科学研究所相関領域研究系分子クラス聖一部門

444-8585愛知県倒崎市明大寺町字西郷中 38番地

帝人(株)構造解析研究所

191-8512東京都日野市旭ケ丘4-3-2

第一製薬株式会社製薬技術研究所

134-8630東京都江戸川区北葛西1-16-13

昧の素株式会社栄養健康科学班

210-8681神奈川県川崎市川崎区鈴木町 1-1

関西学院大学理学部

662-8501兵庫県西宮市上ヶ原一番町1-155

産業技術総合研究所九州セン聖一基礎素材研究部門

841-0052佐賀県鳥栖市宿町807← 1

423 ~ 

048-775-3213 048-775-6373 

t_nishida@mitsui-kinzoku.co.jp 

045-339・4224

nishimur@ynu.ac.jp 

0774-38-3152 

045-339-4251 

0774-38・3148

nishimura@molmat.kuicr.kyoto-u.ac.jp 

045-508-7216 045-508-7362 

nisimura@tsurumi.yokohama-cu.ac.jp 

0564-55・7459

nisiyama@ims.ac.jp 

042-586-8121 

y.numata@teijin.co.jp 

0564-54-2254 

042-586-8123 

03-3680-0151 3204 03-5696-8339 

noguczow@daiichipharm.co・JP

044-210-5898 044-211-7609 

yasushi_noguchi@ajinomoto.com 

0798-54-6230 0798-51-0914 

yasuonoda@kwansei.ac.jp 

0942・81-3636 0942-81-3690 

h-noma@aist.go.jp 



参加者名簿

名前 所属 Tel Fax 

〒 住所 e-mail 

野村被 奈良先端科学技術大学僕大学バイオサイエンス研究科生体 0743-72・5577 0743・72-5579

のむらまこと 高分子構造学講座 m-nomura@bs.aist-nara.ac.jp 

端健二郎

はしけんじろう

630-0101奈良県生駒市高山町8916-5

物質・材料研究織構ナノマテリアル研究所ナノ物性研究グ 0298-59・5082 0298・59-5010

ループ HASHI.Kenjiro@momokusa.nims.go・IP

橋田広人

lましだひろと

305-0003茨城県つくば市桜3-13

福井大学大学院工学研究科

910・8507福井市文京3-9-1

0776-27-8580 無

mizuno@acbio.acb旧.fukui-u.ac.jp

橋本征太郎

はしもとせいたろう

筑波大学物理工学系先端NMRイメージング研究室

305・8573茨城県つくば市天王台1-1ー1

0298・53・5214 無

seitarou@mrlab.bk.匂ukuba.ac.jp

長谷川憲一

はせがわけんいち

日本電子開発本部

196-8558東京都昭島市武蔵野3-1-2

042・542・2244 042-546-8068 

hasegawa@jeol.co.jp 

長谷川淳

はせがわじゅん

第一製薬株式会社創薬開拓研究所

134・8630東京都江戸川区北葛西1-16-13

03司3680-01513466 03-5696-4266 

haseg7Ii@daiichipharm.co.jp 

蜂谷達雄

はちたにたつお

大日本製薬株式会社製品研究所分析研究グループ

553-0001大阪市福島区海老江1-5-51

06-6454-8177 06・6458・3723

tatsuo-hachitani@dainippon-pharm.co.j~ 

服部峰之

はっとりみねゆき

産業技術総合研究所光技術研究部門

305・8568茨滅県つくば市繕園 1-1・1

0298-61-5537 0298・61-5540

mhattori@ni.aist.go.jp 

馬場雄久

ぽぽたけひさ

北見工業大学化学システム工学科

090-8507北海道北見市公園町165

0157-26-9414 0157-24-7719 

take@gaea.chem.kitami-it.ac.jp 

浜島斉

lままじまひとし

三和化学研究所創薬研究グループ

511・0406三重県員弁郡北勢町塩崎363

0594-72-6221 363 0594-82-0072 

h一hamajima@mb4.skk-net.com

;賓回季之

はまだとしゆき

理化学研究所、ゲノム科学総合研究センター基本構造機能研 045・503-9210 045-503-9210 

究チーム thamada@jota.gsc.riken.go・IP

はやししげのぶ

230-0045績浜市鶴見区末広町 1-7-22西研究棟W103

産業技術総合研究所物質プロセス研究部門物性解析グルー 0298-61-4515 0298・61-4515

プ hayashi.s@aist.go.jp

305-8565茨城県つくば市東1-1-1 中央第5

理化学研究所たんぱく質構造・機能研究グループ 045-503-9229 045-503-9228 

林繁信

林文晶

はやしふみあき 230-0045神奈川県横浜市鶴見区末広町1丁目 7-22 fhayashi@gsc.riken.go・IP

早水紀久子

はやみずきくこ

産業技術総合研究所電力エネルギー研究部門

305-8565つくば市東1-1 つくば中央第5

0298-61冊6295 0298-61-6295 

hayamizu.k@aist.go.jp 

原雄一

はらゅういち

中外製薬株式会社分析技術研究所

171-8545東京都豊島区高田3-41-8

03-3987-5016 03-3987-3477 

harayui@chugai-pharm.co.jp 

原田治幸

はらだはるゆき

京都大学大学院工学研究科分子工学専攻分子設計学講座 075-753-5937 075-751-7611 

606-8501京都市左京区吉田本町 haruyuki@mds.moleng.kyoto-u.ac.jp 

A
q
 



参加者名簿

名前

半沢宏之

はんざわひろゆき

樋岡克哉

ひおかかっゃ

平沖敏文

ひらおきとしふみ

庚田洋

ひろたひろし

福井洋之

ふくいひろゆき

福島径

ふくしまけい

福見俊夫

ふくみとしお

福家一則

ふけかずのり

藤田春雄

ふじたはるお

藤原敏道

ふじわらとしみち

藤原久徳

ふじわらひさのり

藤原英明

ふじわらひであき

藤原正子

ふじわらまさこ

文野浩一

ふみのこういち

降旗一夫

ふりはたかずお

古田浩祐

A、るたひろすけ

所属

〒 住所

三共株式会社バイオメデイカル研究所

14日明8710東京都品川区広町1-2-58

日本電子株式会社分析機器妓術本部

196-8558東京都昭島市武蔵野3-1-2

北海道大学工学研究科量子物理工学

060-8628札幌市北区北13条西8丁目

理化学研究所ゲノム科学総合研究セン~-

230-0045横浜市鶴見区末広町1-7-22

北見工業大学化学システム工学科

090-8507北見市公園町165

Tel 

e-mail 

Fax 

03・3492・31313356 03・5436-8567

hiroyu@shina.sankyo.co.jp 

042-542-2236 042-546-8068 

hioka@jeol.co.jp 

011-706-6640 011-716-6175 

hiraoki@eng.hokudai.ac.jp 

045-503-9211 045-503-9210 

hirota@gsc.riken.go.jp 

0157-26-9402 0157・24・7719

lukui@gaea.chem.kitami-it.ac.jp 

理化学研究所横浜研究所ゲノム科学総合研究センター 9ンパ 045-503-9205 045・503-9201

ク質構造・機能研究グループ keiluku@jota.gsc.riken.go.jp 

230-0045神奈川県績浜市鶴見区末広町 1T目7-22

産業技術総合研究所総括研究員

563-8577大阪府池田市緑ケ丘1-8-31

京都大学化学研究所材料物性基礎3

611-0011宇治市五ヶ座

京都大学大学院工学研究科合成・生物化学専攻

606・8501京都市左京区吉田本町

大阪大学9ンパク質研究所物性部門

565-0871吹田市山田.li3-2 

三共綜式会社薬剤動態研究所

140-8710東京都品川区広町1-2-58

大阪大学医学部医用工学講座

565-0871吹田市山田丘1ー7

日本電子デ-~ム側共通技術部AIグループ

196-0022東京都昭島市中神町1156番地

立命館大学理工学部応用化学科

525-8577滋賀県草津市野路東1-1-1

563，8577 0727-51-9633 

To40.Fukumi@aist.go・lP

0774-38-3152 0774-38-3148 

t30y5062@ip.media.kyoto-u.ac.jp 

075-753-5643 075・753-5917

lujita@sbchem.kyoto-u.ac.jp 

06-6879-8598 06-6879・8599

tfjwr@protein.osaka-u.ac.jp 

03-3492-3131 4153 無

lujiqst@shina.sankyo.co・lP

06-6879・2573 06-6879-2573 

lujiwara@sahs.med.osaka-u.ac.jp 

042-542-1182 042-542-4059 

masako@jeol.co.jp 

077-566・1111 077-561・2659

k-Iumi@mail.se.ritsumei.ac.jp 

東京大学大学院農学生命科学研究科応用生命化学専攻 03-5841-5460 03-5841-8485 

136-0086東京都文京区弥生1-1-1 lurihata@iam.u-tokyo.ac.jp 

杏林製薬(株)創業研究所創薬研究2部 0280・56・2201303 0280-57・1293

329-0114栃木県下都郡野木町野木 2399・1 hirosuke.luruta@mb2.kyorirトpharm.co.jp



参加者名簿

名前 所属

千住所

Tel 

e-mail 

Fax 

逸見光 0298-38-8033 

へんみひかる

細田和男

ほそだかずお

堀井文敬

1まりいふみたか

堀毛悟史

lまりIすさとし

本多賢吉

ほんだまさよし

前回史郎

まえだしろう

前回能崇

まえだよしたか

牧秀志

まきひでし

増井大ニ

ますいひろつぐ

益回品子

ますだあきこ

増田憲二

ますだけんじ

増田容子

ますだようこ

益富豊

ますとみゆたか

町悶洋一郎

まちだよういちろう

松浦久恵

まつうらひさえ

松川真吾

まっかわしんご

独立行政法人食品総合研究所状態分析研

305-8642茨城県つくば市観音台2-1ー12

0298-38-8033 

hemmi@nfri.affrc.go・lP

独立行政法人農業生物資源研究所生態高分子研究グルー 0298-38-7072 

ブ超分子機能研究チーム山崎グループ

305-8602茨城県つくば市観音台2-1-2

京都大学化学研究所材料物性基礎3

611-0011宇治市五ヶ庄

京都大学大学院工学研究科合成・生物化学専攻機能化学講

座

606-8501京都市左京区吉田本町

横浜市立大学総合理学研究科鶴見キャンパス分子生理学研

究室

230・0045神奈川県横浜市鶴見区末広町1-7-29

福井大学工学部生物応用化学科

910-8507福井市文京 3-9-1

京都大学薬学研究科薬品機能解析学分野

606-8501京都市左京区吉田下阿達町46-29

神戸大学工学部応用化学科

657-8501神戸市灘区六甲台町 1-1

科学技術振興事業団さきがけ研究21

563・8577大阪府池田市緑丘1-8-31

理化学研究所ビーム分配技術開発室

351・0198埼玉県和光市広沢2-1

京都大学化学研究所材料物性3

611-0011京都府宇治市五ヶ圧

福井大学大学院工学研究科

910-8507福井市文京3-9-1

日本新薬側構造合成研究G

305-0003茨城県つくば市桜3-14-1

住友化学工業株式会社筑波研究所物性科学グループ

300-3294茨城県つくば市北原6番

東京薬科大学生命科学部

192-0392東京都八王子市屈之内 1432-1

東京水産大学食品生産学科

108-8477東京都港区港南4-5-7

n
/臼
a川
『
且

無

khos@nias.affrc.go.jp 

0774-38-3150 0774-38-3148 

horii@molmat.kuicr.kyoto-u.ac.jp 

075-753-5658 075-753-4979 

horike@molrec2.synchem.kyoto-u.ac.jp 

045-508-7224 045・508-7364

honda@tsurumi.yokohama-cu.ac.jp 

0776-27-8635 0776-27-8747 

maeda@acbio.fukui-u.ac.jp 

075-753-4531 075-753-4578 

f60y0060@ip.media.kyoto-u.ac.jp 

078-803-6187 078-803-7643 

maki@cx.kobe-u.ac.jp 

0727-51-9648 0727-51-9627 

masui-hiro@aist.go.jp 

048-467-8000 048・432-4668

aki@postman.riken.go.jp 

0774-38-3152 0774-38-3148 

masuda@molmat.kuicr.kyoto-u.ac.jp 

0776-27-8580 無

mizuno@acbio.acbio.fukui-u.ac.jp 

0298-50-6241 0298-50-6217 

y.masutomi@po.nippon-shinyaku.co.jp 

0298-64-41823104 0298-64-4746 

machiday@sc.sumitomo・chem.co.jp

0426・76-7153 0426-76-7157 

s977098@educ.ls.toyaku.ac.jp 

03-5463-0403 03-5463-0403 

matsukaw@tokyo・u-fish.ac.jp



参加者名簿

名前 所属

〒 住所

Tel 

e-mail 

Fax 

松木陽 06-6879-8599 

まっきょう

松田裕生

まつだひろのり

松田善正

まつだよしまさ

松林{申幸

まつばやしのぶゆき

松原康史

まつばらこうし

三浦和紀

みうらかずのり

三島正規

みしままさき

水里子和子

みずのかずこ

水野敬

みずのたかし

水野元博

みずのもとひろ

溝上 j閏

みぞかみじゅん

三森文行

みつもりふみゆき

皆川和久

みなかわかずひさ

皆川美由紀

みながわみゆき

宮ノ入洋平

みやのいりょうへい

宮部亮

みやベりょう

大阪大学蛋白質研究所物性部門

565-0871大阪府吹田市山田丘3番2号

帝人(株)構造解析研究所

191-8512東京都日野市旭ケ丘4-3-2

筑波大学物理工学系E瀬研究室

305-8573茨城県つくば市天王台 1小 1

京都大学化学研究所界面物性部門 I

611・0011京都府宇治市五ヶ庄

06-6879-8598 

yoh@protein.osaka-u.ac.jp 

042-586-8121 042-586-8123 

h.ma匂uda@teijin.co.jp

0298-53-5214 0298-53-5205 

matsuda@mrlab.bk.tsukuba.ac.jp 

0774-38-3073 0774-38-3076 

nobuyuki@scl.kyoto-u.ac.jp 

シーエーシーズ株式会社横浜分析セン$1ー有機分析グルー 045-963-3166 045-963-4261 

プ 3709437@cc.m-kagaku.co・jp

227-0033神奈川県横浜市青葉区鴨志田町1000番地

富山医科薬科大学薬学部構造生物学研究室

930-0194富山県富山市杉谷 2630

横浜市立大学総合理学研究科計調IJ科学

230-0045横浜市鶴見区末広町1-7-29

福井大学機器分析センヲ一利用相談室

910-8507福井市文京3-9-1

京都大学大学院理学研究科化学教室

606-8502京都市左京区北白川追分町

金沢大学理学部化学科理論化学研究分野

920・1192金沢市角関町

076-434-5061 076-434-5061 

kmiura@ms.toyama-mpu.ac.jp 

045-508-7215 045-508・7361

misima@tsurumi.yokohama-cu.ac.jp 

0776-27・8580 0776-27-8222 

mizuno@acbio.acbio.fukui-u.ac.jp 

075-753-4015 075-753-4000 

mizuno@kuchem目kyoto-u.ac.jp

076-264-5686 076-264目5742

mizuno@wriron1.s.kanazawa-u.ac.jp 

606-8502京都市左京区北白川追分町

京都大学大学院理学研究科化学専攻分子構造化学研究室 075-753-4015 

mizokami@kuchem.kyoto-u.ac.jp 

国立環場研究所生体機能評価

305・0053茨城県つくば市小野川16-2

筑波大学化学系山本研究室

305-8571茨城県つくば市天王台 1-1-1

(株)科学技術研究所分析部

305・8571京都品川区北品川3-10-2

横浜国立大学大学院化学生命大講座

240-8501横浜市保土ケ谷区常盤台 79-5

物質・材料研究機構ナノマテリアル研究所ナノ物性研究グル

ープ

305-0003茨械県つくば市桜3-13

円

I
6
0
ム42
 

無

0298-50-2352 

mitumori@nies.go・jp

0298悶50-2880

0298-53-7369 0298-53-7369 

minawaku.dmb.chem.tsukuba.ac.jp 

03-3474-6662 03-3474-6662 

minagawa@ist目sankyo.co.jp

045-339-4271 045-339・4264

mOOdb143@ynu目aC.jp

0298・59・5048 0298-59-5010 

MIYABE.Ryo@nims.go.jp 



参加者名簿

名前

宮本和英

みやもとかずひで

三好利一

みよしとしかず

村上美和

むらかみみわ

村林美香

むらlまやしみか

飯塚舜介

所属

〒 住所

京都大学大学院薬学研究科薬品機能解析学分野

606・8501京都市左京区吉田下阿達町46-29

産業総合技術研究所高分子基盤技術セン9一高次構造制御チーム

305・8565つくば市東 1-1-1

京都大学化学研究所材料物性基礎3

611・0011宇治市五ヶ庄

武田薬品工業株式会社医薬研究本部医薬品化学第一研究所

532-8686大阪市淀川区十三本町2-17-85

鳥取大学医学部医学科医療環境学

Tel 

e-mail 

Fax 

075-753-4531 075-753-4578 

kazuhide@scl.kyoto-u.ac.jp 

0298-61-6283 無

t-miyoshi@aist.go.jp 

0774-38-3152 0774-38-3148 

murakami@molmat.kuicr.kyoto-u.ac.jp 

06司6300-6618 06-6300-6086 

Murabayashi一Mika@takeda.co.jp

0859-34・8286 0859-34・8068

めしっかしゅんすけ 683・8503米子市西町86 mesh@grape.med.tottori-u.ac.jp 

森慎一郎

もりしんいちろう

森貴志

もりたかし

森輝雄

もりてるお

森山祥彦

もりやまよしひこ

八木宏昌

ゃぎひろまさ

八島秀仁

やしまひでひと

安田聡子

やすださとこ

山口芳樹

やまぐちよしき

山田英二

ゃまだえいじ

山田周作

ゃまだしゅうさく

山根努

やまねっとむ

大阪大学保健学科医用工学講座藤原研究室

565-0871吹田市山田丘 1・7

福井大学工学部生物応用化学科

910-8507福井市文京3-9-1

シーヱーシーズ(株)水島分析センヲー有機分析グループ

712・8054岡山県倉敷市瀬通3-10

京都府立医科大学化学教室

603・8334京都市北区大将軍西鷹司町13

大阪大学蛋白質研究所

565-0871大阪府吹田市山田丘3-2

ブルカー・バイオスピン株式会社マーケッティング部

305-0051茨械県つくば市二の宮3-21-5 

06-6879-2577 06-6879-2577 

shinshin@zd5.so-net.ne.j 

0776-27-8635 0776-27-8487 

s270643@icpcOO.icpc.fuku卜u.ac.JP

086-457-2630 086-457-2631 

3707337@cc.m-kagaku.co.jp 

075・465・7659 075-465幽7651

moriyama@koto.kpルm.ac.JP

06-6879-8598 06-6879・8!i99

hyagi@protein.osaka-u.ac.jp 

0298-52-1234 442 0298・58-0322

yas@bruker.co.jp 

理化学研究所ゲノム科学総合研究セン51-51ンパク貿構造・機能研究グル 045-503叩9203 045-503田9201

ープ sn@jota.gsc.riken.go.jp 

230-0045横浜市鶴見区末広町1-7-22 

名古屋市立大学大学院薬学研究科生命分子構造学研究室

467-8603名古屋市瑞穂区田辺通3-1

北海道大学エ学部 NMR研究室

060-8628札幌市北区北13西B

京都大学化学研究所材料物性3

611-0011京都府宇治市五ヶ庄

東京農工大学工学部生命工学科

184-8588東京都小金井市中町 2-24-16

-428 

052・836-3449 052-836-3450 

yyoshiki@phar.nagoya-cu.ac.jp 

011-706-6795 011回757-1981

eiya@eng.hokudai.ac.jp 

0774-38-3152 

shusaku@104.net 

042-388-7025 

0774-38・3148

042-383-7733 

tyamane@cc.tuat.ac.jp 



参加者名簿

名前

山根祐治

やまねゅうじ

山延健

やまのベたけし

山本昭彦

やまもとあきひこ

山本泰彦

やまもとやすひこ

湯本史明

ゆもとふみあき

横川昭徳

よこがわあきのり

横田達夫

よこたたつお

横地政志

ょこちまさし

横山茂之

よこやましげゆき

吉岡澄江

よしおかすみえ

吉田卓也

よしだたくや

好回真由美

よしだまゆみ

吉永壮佐

よしながそうすけ

吉益雅俊

よしますまさとし

吉水広明

よしみずひろあき

所属

〒 住所

東京工業大学大学院理工学研究科物質科学専攻

152-8552東京都目黒区大岡山2-12-1

群馬大学工学部材料工学科

376-8515群馬県桐生市天神町1-5ー 1

ブルカー・バイオスピン株式会社技術サービス部

305・0051茨城県つくば市二の宮3-21-5

筑波大学化学系

305-8571つくば市天王台 1-1-1

東京大学農学生命科学研究科応用生命化学専攻国之倉研

113-8657文京区弥生1-1-1 東京大学農学部2号館別館263室

北海道大学大学院工学研究科量子物理工学専攻

060-8628札幌市北区北 13条西8T目

神戸大学大学院自然科学研究科

657-8501神戸市灘区六甲台町 1-1

北海道大学薬学部構造生物学分野

060-0812札幌市北区北12条西6T目

理化学研究所ゲノム科学総合研究セシヲー

230-0045神奈川県横浜市鶴見区末広町 1-7-22

国立医薬品食品衛生研究所薬品部

158-8501東京都世田谷区上用賀1-18-1

大阪大学大学院薬学研究科高分子化学分野

565-0871大阪府吹田市山田丘1-6

理化学研究所ゲノム科学総合研究セン9ー

230-0045神奈川県横浜市鶴見区末広町1ー 7-22

北海道大学大学院薬学研m科構造生物学分野
060-0812札幌市北区北12条西6丁目

理化学研究所遺伝生化学研究室

230-0045神奈川県横浜市鶴見区末広町1ー 7-29

名古屋工業大学工学部材料工学科有機材料コース

466-8555名古屋市昭和区御器所町

Tel 

e-mail 

03-5734-2880 

Fax 

03-5734・2889

yyamane@polymer.titech.ac.jp 

0277・30-1331 0277-30-1333 

yamanobe@eng.gunma-u.ac.jp 

0298-52-1236 338 0298-58-0322 

ay@bruker.co.jp 

0298-53-6521 0298-53-6521 

yamamoto@staff.chem.tsukuba.ac.jp 

03-5841-5166 03-5841時8023

aa07045@mail.ecc.u-tokyo.ac.jp 

011-706-6642 011-706-6175 

akino@eng.hokudai.ac.jp 

078-8Q3-6187 078-803-7643 

011t567n@y01.kobe-u.ac.jp 

011田706-3976 011-706-4979 

yokochi@pharm.hokudai.ac.jp 

045-503-9196 045-503-9195 

yokoyama@biochem.s.u-tokyo.ac.jp 

03-3700-1141 227 03-3707-6950 

yoshioka@nihs.go.jp 

06-6879-8222 06-6879-8221 

yo@protein.osaka-u.ac.jp 

045-503-9229 045・503-9228

myoshida@gsc.riken.go・lP

011-706-3976 011-706-4979 

sosuke@pharm.hokudai.ac.jp 

045-508-7224 045俳508-7364

yosimasu@louise.riken.go.jp 

052-735-5272 052-735-5272 

yosimizu@mse.nitech.ac.jp 

李華 理化学研究所横浜研究所ゲノム科学総合研究センヲ一書ンパク質構造・機 045-503-9202 045・503-9228

りか 能研究グループ lihua@gsc.riken.go.jp 

230-0045横浜市鶴見区末広町 1-7-22

429-



参加者名簿

名前

若松馨

わかまっかおり

和田武

わだたけし

渡漫永治

わたなベえいじ

渡部徳子

わたなベとくこ

所属

干住所

群馬大学工学部生物化学工学科

376・8515群馬県桐生市天神町1-5-1

ブルカー・バイオスピン株式会社マーケッティング部

305・0051茨城県つくば市この宮3-21-5

立教大学理学部化学科秋山研究室

171-8501東京都豊島区西池袋3-34ー1

東京水産大学食品生産学科

108・8477東京都港区港南4・5・7

430-

Tel 

e-mail 

0277-30・1439

Fax 

0277・30-1439

wakamats@bce.gunma-u.ac.jp 

0298-52-1234 442 0298-58-0322 

wad@bruker.co・lP

03・3985・2368

ei郁iji怯iト-判n@umi加n司l.ac.j如p 

03-5463-0403 

無

03・5463-0643

tokuko@tokyo-u-fish.ac.jp 

(2001年 10月21日までの予約登録分)
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