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第 43回 NMR酎踏会

会期 11月 10日(水)""'12日(金)

会場 こまばエミナース(東京都目黒区太橋公19・5)

第一日 11月 10日〈水)

(9 : 30-9 : 40) 

開会の挨拶

(9 : 40-10 : 20) 

座長洞野敬一

lLl 

lL2 

イネ赤色光受容体フィトクロムAのPASlドメインの溶液構造

O山崎俊正¥ReayPaul¥鈴木倫太郎 1、酒井伸也1、加藤悦子¥高野誠1 (生物研 1)

糖タンパク質の細胞内運命を決定する糖鎖認識タンパク質のNMR構造生物学

O加藤晃一 12.3 (名市大腕薬 1、CREST/JST2、グライエンスラ

(10 : 20-11 : 00) 

座長片平正人

lL3 

lL4 

休息一

NMRによるシトクロム cの構造と機能の相関関係の解明

太虎林¥高山真一¥三上真一¥木村英昭 1、三田肇 l、長友重紀 l、長谷川淳 2、三本木至宏九

O山本泰彦 1 (筑波大院数物 I、第一製薬人広島大院生圏今

SAIL法による高分子量タンパク質の NMR解析に向けた取り組みの現状

0鳥津拓也¥寺内勉 1、岩下由紀久杉森望 2、小野明 l、土屋征司 1、回井真由理1、PeterGuntert3、

甲斐荘正恒 12 (JST/CREST1、都立大院理 2、理研GSC3)

(11: 15-11 : 55) 

座長藤原英明

lL5 

lL6 

安定同位体標識核酸を利用した hnRNPDタンパク質・テロメア DNA及びTatタンパク質-RNAアプ

タマーの構造解析

榎闘能章1、小西由紀¥丸本佳代子1、大橋粛l、松上明正 1、田村裕介1、工藤倫子¥徐みんす¥

上杉晴_1、石川冬木久 Pei1me凶laKumar3、O片平正人 1(横国大院環境情報 l、京大院理 2、

産総研3)

NMR in disease diagnosis and treatment monitoring 

OC. L. Khetrapal1 (Sanjay Gandhi Post Graduate Institute of Medical Sciences. India1) 

(13: 00-14: 40) 

ポスターセッション(説明義務ポスタ一番号:1 P ) 

(14: 40ー 15: 20) 

座長赤坂一之

lL7 難溶性高分子量タンパク質に適用可能なNMRシグナル新規帰属法の開発

O河野俊之 1 (三菱化学生命科学研究所 1)
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lL8 オンラインセル高圧NMR7:去による球状蛋白質の希な構造揺らぎの検出-HPr Staphylococcus 

carnosusチロシン環フリップ運動の圧力・温度依存測定一

0服部峰之1、李華人山田博昭人赤坂一之川、 W.Hengstenberg4、W.Gronwald5、H.R. Kalbitzer5 

(神戸大院自然¥神戸大理 2、近大生物理工え Ruhr大Bochum校生物 4、Regensburg大生化")

(15 : 20-16 : 00) 

座長内藤晶

lL9 西日向依存的なTROSYシフト変化に基づく分子配向解析法

森内寛人横山貴男¥笠井信幸1、O楯真一1(生物分子工研1)

lLI0 バイセルに結合した模作用性抗生物質のNMR構造解析

0諸岡篤 l、松森信明 1、村田道雄 1(阪大院理 1)

一休息一一

紅白:15-16: 5) 

座長神田大嶋

lLl1 

lL12 

In'CellNMRを用いた細胞内蛋白質動態の直接解析法

0吉益雅俊1.4、美川務1，2.3.4、片岡義朝は制、林宣宏 5、柴田武彦1.2.3.4、伊藤隆1.2.:1.4(.理研・遺伝生

化学 1、理研・生体超分子構造・機能研究G2、横浜市大院・分子生理学え CREST/JST4、藤田保衛大・

総医研・医高分。

DPFGSEによって選択されたスピン系のSPTスペクトル

O鵜湾淘¥吉田茂男理研PS C1) 

(16: 55-17: 35) 

座長池上貴久

lL13 Maximum entropy reconstruction to increase sensitivity and resolution 

0榛葉信久1.2 (UCSF1、味の索。栂2)

lL14 折返しピークの新規フィルタリング技術の開発

0児嶋長次郎 1(奈良先端大バイオ 1)

第二日 11月11日(木)

program of the International Session at the 43'd NMR Symposium 

(November 11， 2004) 

(9 : 30-10 : 05) 

Chairperson: Fuyuhiko Inagaki 

18 

20 

24 

26 

30 

34 

36 

2Ll NMR structural biology ofprotein'nucleic acid recognition 42 

Masahiro Shirakawa (Graduate School ofIntegrated Science， Yokohama City University， Japan) 

(10 : 05-10 : 40) 

Chairperson: Peter Guntert 

2L2 On the interpretation ofresidual dipolar couplings企omflexible systems 

Arto Annila (Institute ofBiotechnology， University ofHelsinki， Finland) 

Coffee break (10: 40-10 : 55) 

C2 
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(10 : 55-11 : 25) 

Chairperson: Yoshifumi Nishimura 

2L3 NMR strategy for membrane protein"ligand interactions 44 

IGhio Shimada (Graduate School ofPharmaceutical Sciences， The University ofTokyo， Japan) 

(11: 25-12: 00) 

Chairperson.: Shin"ichi Tate 

2L4 Recent advances in protein NMR refinement 

Nico Tjandra (NHLBI， National InstitutesofHealth， USA) 

Lunch break (12: 00-13 : 00) 

Poster session (13: 00-14 : 20) CAuthors ofposter number 2P) 

(14 : 20-15 : 00) 

Chairperson: Hideo Akutsu 

2L5 Solid"state NMR"personal reminiscences 

Takehiko Terao (Graduate School ofScience， Kyoto University， Japaw 

(15 : 00-15 : 40) 

Chairperson: Tetsuo Asakura 

45 

46 

2L6 NMR spectroscopy in polymer science"my research profile at TIT 47 

Isao Ando (Interrusciplinary Graduate School ofScience and Engineering， Tokyo Institute of 

Technology， Japan) 

Speclallectures by the nominees for the emerltus membershlp of NSJ 

(15 : 40ー 16:3ω 

Chairperson: Masatsune Kairiosho 

2L 7 Evol ution of isotope" assisted protein. NMR spectroscopy: 1968 to the present 50 

John L" Markley (Department ofBiochemistry， University ofWisconsin"Maruson， USA) 

(16 : 30 -1 7 : 20) 

Chairperson: Y oji Arata 

2L8 Brain function which NMR measures 

Se巧iOgawa (Ogawa Brain Institute， Japan) 

(17: 20-17: 50) 

NMR学会総会

Welcome reception (18: 00-20: 00) 

第三日 11月 12日(金)

(9 : 30-10:10) 

座長神藤平三郎

3L1 小麦Jff芽抽出物を用いた無細胞合成系によるタンパク質構造機能相関の迅速解析法

0森田勇人 l、清水真人¥小笠原富夫久遠藤弥重太2、田中利好3、河野俊之愛媛大総科研愛

媛大工九三菱化学生命研ラ
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3L2 高等動植物の構造プロテオミクス

0木川隆則¥武藤裕 1、林文昌 1、山崎和彦1.2、鷹田洋¥山崎俊夫 1、PeterGuentert'、前田秀
明 1、好田真由美¥白水美香子¥田仲昭子、l、林崎良英 1、篠崎一雄 1、小原収 M、菅野純夫 5、横

山茂之1.6.7(理研GSC'、産総研ADRC2、かずさ DNA研九理研RCAI4、東大医科研 5、理研播磨 6、

東大院理乃

(10 : 10-10:50) 

座長三森文行

3L3 7T/400mm自己シールド型ゼロボイルオフ MRIの開発

0三木孝史 l、演田衛¥大塚昭弘 2、斎藤一功 2、林征治 2 (神戸製鋼¥JASTEC2)

3L4 タイトジヤンクション蛋白質遺伝子操作マウス脳組織の水透過性の研究

0瀬尾芳輝¥岩本典子夫新田武弘 2、古瀬幹夫人月田承一郎濁協医大 1、京大院医今

休息

(11 : 05-11:45) 

座長渡部徳子

3L5 

3L6 

一昼食ー

局所励起CTCOSYによる人脳内の興奮性および抑制性の神経伝達物質の同時計調11

O渡遺英宏 1、高屋展宏 l、三森文行， (国立環境研究所')

高偏極Xe129の脳組織ケミカルシフト

0中村和浩1.2、若井篤志は、 Je質Kershaw1.2、近藤靖人 DavidWright1.2、菅野巌 2

(あきた産業振興機構 l、秋田県立脳血管研究センタ_2) 

(13: 00ー14:40) 

ポスターセッション(説明義務ポスター番号:3P ) 

(14 : 40-15:20) 

座長堤輝広

3L7 

3L8 

多核国体NMRを利用した電気2重層キャパシタの作用機構解明

0斎藤公児¥金橋康二人畠山盛明え李相益 3、持田勲新日銀先端研¥日銀テクノリサー
チ人九大先導研:J)

二次元二量子国体NMR法および量子化学計算による有機EL材料の非品構造精密解析

0梶弘典1.2、塚本直樹¥山田知典¥堀井文敬， (京大化研 l、科学技術振興機構さきかげり

(15 : 20-16 : 00) 

座長堀井文敬

3L9 

3LlO 

函体NMRマイクロコイルプローブの開発と繊維状高分子の配向度解析

。山内一夫 I、今回悌三¥朝倉哲郎， (東京農工大工')

NMR法によるナノスケールの尿素チャンネル内のプローブ物質の拡散及び特異相互作用の評価

O金善美¥黒木重樹1.2、安藤勲1.2 (東工大院理工¥高分子センタ_2) 
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(16 : 00-16 : 40) 

座長義原敏道

3Lll 膜蛋白質構造解析のための (3Ip，2H) -IH多重接触交差分極による IH消磁化を用いた 31P，2H近傍の

固体高分解能13C-NMR

0原田英里砂 1，2、戸所泰人 1、藤原敏道1、甲斐荘正恒3.4、阿久津秀雄 1(阪大蛋白研1、JBIC2、
都立大院理え CREST/JST4)

3L12 Development of duty & amplitude averaged cross polarization: Extension of time averaged 

nutation 

O淘村勝之1、内藤晶1 (;横浜国立大学1)

~ポスターセッション演題~
<*印は“若手ポスター賞"に応募}
(説明義務ポスター番号 1P:l日目;2P:2日目;3P:3日目)

[溶液NMRにおける新しい測定法の開発]

84 

88 

1POO1女 新規NMRシグナル帰属法の高分子量タンパク質への応用 94 

0田中利好1、小松千江子1、小林邦子 l、北野実智子1、田中剛史¥河野俊之1(三菱化学生命科学研1)

2P002 タンパク質溶液NMR自動測定における測定条件全自動最適化 96 

0朝倉克夫 l、栗本智充1、高杉憲司 1、根本暢明 1(日本電子株式会社1)

3P003 枯草菌由来細胞壁溶解酵素CwlCの構造解析 98 

0矢吹一人人三島正規¥加藤健一人金田晃ーに志田敏夫Z、関口順一九児嶋長次郎 1(奈良先端大
バイオ 1、信州大繊維2)

1P004宮崎 Cuの常磁性緩和効果を用いた生体高分子の立体構造解析法の開発 102 

0野村誠¥小林俊遼¥河野俊之 2、藤原健一郎 3、天野剛士ヘ白川昌宏九石崎逸子 I、山本一男久
松山俊正 5、三島正規 I、児嶋長次郎 1(奈良先端大バイオ 1、三菱化学生命科学研 2、横浜市立大総合

理学 3、愛媛大院理工 4、'長崎大医 5)

2問05 DNA結合蛋白質NikAの構造解析 106 

0吉田均¥古屋伸久人 Yi-JanLin3、駒野照弥1、PeterGuntert 3、甲斐荘正恒 1，2(都立大院理1、C阻 :ST/JST2、
1

理研GSC3)

3開06 多次元NMRにおける超高速化:マルチリニアサンプリングによる"折り返し再構成法" 108 

0高杉憲司 1(日本電子(株)1)

lP007貴 超偏極Xe-129を用いたカリックスアレーンの超分子化学特性に関する研究 110 

0安達裕子1、金子腕里¥木村敦臣¥藤原英明 1(阪大医保健1)

[生体系 NMRI(蛋白賞、ペプチド等)】

2POO8. ヒトミトコンドリア ABCトランスポーターABCB6のNMR解析 112 

0倉島かおり 1，2)、千本木裕久柴田武彦[，2、伊藤隆1，2，3(理研遺伝生化学¥横浜市大院総合理Z、C阻 ST/JST3、
Mitochondrial Diseases G.， MRC Dunn Human Nutrition Unit， UK4) 

3P009 非天然構造をとるリソ、チーム変異体における種々の溶媒中での重水素交換反応速度 114 

0野田康夫人坂本恵子1、山崎肉太1、岡本邦彦¥木村雅也1、瀬川新_I(関西学院大理工1)

C5 



l開 10* 光合成細菌を利用したタンパク質標識法の開発
0工藤正人ヘ大友征宇¥小菅哲 1、小林正幸 1、野湾庸則， (東北大院工')

2問 11 新規デザインを利用した小型タンパク質立体構造安定化機構
0荒木望嗣 i、田村厚夫代神戸大院自然')

3開 12 光捕集膜タンパク質の立体構造解析
0大友征字 l、後閑和孝¥佐藤和志¥小林正幸 i、野津庸則，(東北大院工')

1開¥3* NMRによる高度好熱菌RecOの構造，機能解析
0井上仁 '，1ペ本多賢吉 1.3，4、伊藤隆ωぺ美川務 1，1，3，4.5、柴田武彦'，2，3(横浜市大院総合理学研究科分子
生理学i、理研生体超分子構造機能研究協力 2、理研遺伝生化学 3、CREST/JST'、理研播磨ストラクチ
ュローム研究グループ')

2問 14 スペルミジン田ATP複合体のNMR解析:弱い分子関相互作用解明への新しい試み
0丸吉京介 l、野中香織 1、相根岳志 1、出村哲夫 l、松森{言明 l、大石徹¥村田道雄， (阪大院理')

3開15 フジツボ接着タンパク質Mrcp20kの構造解析
0鈴木倫太郎 l、森陽ーに紙野圭 2、山崎俊正， (生物研 1、海洋バイオ研 2)

l問 16合 NMR法を用いたRe氾RとDNA聞の相互作用解析
0本多賢吉 l，3.4、吉益雅俊'，4、井上仁 2久美川務 1品 5、伊藤隆山、柴田武彦 l幻(理研・遺伝生化学 1、
理研・生体超分子構造・機能研究G2、横浜市大院・分子生理学 3、CREST/JST峰、理研播磨ストラク
チュローム研究グループう

2同17 ペプチド結合の歪みを引き起こす水和水と日Nケミカルシフトの相関
O千葉かおり'，2、堤遊'，3、油谷克英 4、中西洋志， (産総研生物情報 1、原研中性子 2、東理大 3、理研播
磨 4)

3問 18 TraR-DNA結合ドメインの1REbox認識機構の解析
0田中岡IJ史 1、小松千江子 1、小林邦子 i、須貝真理子¥片岡正和 2、河野俊之， (三菱化学生命科学研 i、
信州大学工学部 2)

l問 19脅 Super high expression with Corynebacteri 
0品川麻衣 1、榛葉信久¥水越利巳¥菊池鹿実 i、鈴木祭一郎，(味の素株式会社')

2問20 SUMOリガーゼPIAS1のN末端ドメインの構造と相互作用
大久保征治 t、原太志 2、土国有紀ヘ 0団代楼子 t、鈴木咲良 3、畠中秀樹 3、横山茂之 3，4，5、
問中弘文 2、神藤平三郎， (東京薬大薬¥東京薬大生 2、理研GSC3、理研揺謄ヘ東大理')

3問21 ヒトおよび酵母リンカーヒストンの球状ドメインの0構神造藤と平三DN郎Aとの相互作用
小野克輝 I、田代槙子2、清水光弘 3、山崎俊正 4、 2(産総研・B1RC'、東京薬大薬 2、明星
大・理工 3、農業生物資源研 4)

l開22* 国体NMRによる自発磁場配向膜中ボンボリチン11の動的構造解析
0虎谷秀一 l、西村勝之¥内藤晶， (横浜国立大院・工')

118 

120 

122 

124 

126 

128 

130 

132 

134 

136 

138 

140 

142 

2問23 疑似膜中におけるアミロイドペプチドの構造変化とダイナミクスに関する研究 144 
0中津靖元 1、鈴木悠 2、宮内真悟 2、MichaelWilliamson3、朝倉哲郎 2、安藤勲 '(東工大院理工¥農工
大工 2、TheUniversity of Sheffield 3) 

3問24 高度好熱菌由来リボソーム蛋白質Ll6の溶液構造解析 146 
0西村光広¥吉田卓也¥白水美香子 2，3、寺田貴帆 2，3、倉光成紀九横山茂之 2，3、大久保忠恭¥小林
祐次 1、(阪大院薬¥理研GSC2、理研播磨 3、理研情報伝達4)

1問25* 区分標識と残余双極子相互作用を利用したドメインオリエンテーションの決定 148 
O辻本拓哉¥八木宏昌山崎俊夫九吉田賢右 3、阿久津秀雄，(阪大・蛋白研 1、理研・ GSC2、東
工大・資源研3)

C6 



2刊26 クモ糸モデルペプチドおよび遺伝子組み換え法により作製したクモ糸類似タンパク質の固体NMR

構造 150 

0大郷耕輔 1、川瀬泰司 l、楊明英¥川村純司 1、朝倉哲郎'(農工大・工')

3開27 神経選択的サイレンサー結合因子NRSPIRESTとmSin3Bの相互作用解析 152 

0野村充¥字国広子 2、村井清人 3、森望 3、西村善文，(横浜市大・院総理 1、理研GSC2、長寿研・
分子遺伝学3)

I開28脅 国体NMRによるエラスチンモデルペプチド(VPGVG)6の精密勝造解析 154 
0大郷耕輔ヘ芦田淳 2、朝倉哲郎，(農工大・工ヘバリアンテクノロジーズジャパン 2)

2開29 タンパク質微結品を用いた固体NMRによるタンパク質 :DNA相互作用の研究 156 
0畑中稔 1、本多賢吉 2，3、石部聡子 3、美川務 2，3、伊藤隆 2，3、柴田武彦 2，3、山崎俊夫 1
(理化学研究所・ゲノム科学総合研究センター¥横浜市立大院・総合理人

理化学研究所・生体超分子構造機能研究グループ 3)

3凹30 p47phoxタンデムSH3ドメインと p22phox由来ペプチド複合体の NMRによる溶液中での立体構造 158 
0小椋賢治¥鳥飼真之介¥湯津障害人才川和也¥住本英樹2、稲垣冬彦， (北大院薬 l、九大生医研う

l問 31* フッ素化ヘムを導入したヘムタンパク質の '9pNMR緩和の解析 162 
0長尾聡 l、平井佑紀¥木村英昭 i、三田肇 l、長友重紀 l、山本泰彦¥鈴木秋弘 2
(筑波大学院・数理物質科学 1、長岡工業高専 2)

2刊32 サソリ毒ペプチド IsTXの立体構造解析 164 

0山路奈保子 1、LiDai'、菅瀬謙治 1、MartaAndriantsiferana2、中嶋障身号 i、岩下孝 l
(サントリ一生有研¥Univ，of Antananarivo2) 

3問 33 微小管に結合する新規ドメインのNMRによる解析 166 
08著明秀-，、岩谷奈央子 l、合国名都子l、白川昌宏 1(横浜市大院・総合理')

l問 34* UBAドメイン類の構造解析と構造一機能相関研究 168 
0樋口雄一郎 1、阿部孝政 2、大貫裕之 2、演閏季之'，2、片山由貴子三組員華 2、鎌足雄司 2、林文晶 2、
斉藤議平 Z、富津 忠2、小柴生造2、木)11隆員1]'、泉顕也 2、好田真由美 2、白水美香子三寺田貴帆
三井上真人矢吹孝人青木雅昭 2、関英子人松田実意 2、関原明 2、柴崎一雄 2、横山茂之 2，3，4、

広田洋'，2(横市大院総理 1、理研GSC2、東大院理 3、理研播磨 4)

2開 35 ウシFラクトグロブリンの中性条件下における NMR測定 170 
0楼井一正 l、亀岡篤司 1、星野大 1、後藤祐児，(阪大蛋白研')

3刊36 フィブロイン遺伝子転写制御タンパク質におけるタンデムリピートの立体構造解析 172 

0八巻健¥川口恭輔¥相沢智康 1、熊木康裕¥滝谷章治 2、出村誠 1、新田勝利，(北大院理 l、北大
先端研 2)

lP037女 ヒト脳下垂体アデニル酸シクラーゼ活性化ペプチド (PACAP)の立体構造と相互作用 174 

0立石幸寛 l、初尾豪，入 l、白川昌宏， (横浜市大・院総理')

2開 38 線虫由来抗菌ペプチド ASABP変具体の抗菌活性と立体構造解析 176 

0中野学 1、相沢智康 l、三浦和紀久星野宏和¥宮津光博 3、加藤祐輔 3、熊木康裕 l、出村誠 l、津
回栄三河野敬一 1、新田勝利，(北大院理 1、産業技術総合研 2、農業生物資源研 3)

3P039 ヒト構造プロテオミクス:MAST205タンパク質のN末端ドメインと相同性の高いヒト MAST3

タンパク質ドメインの構造解析 一 178 

0栃尾尚哉 i、小柴生造 l、井上真 1、好田真由美 l、庚田洋 1、白水美香子 I、寺田貴帆 1、青木雅昭 1、
鞠康子 l、関英子 1、藤倉由紀子 l、矢吹孝 1、田仲昭子 1、木川隆則¥小原収 4、横山茂之'，2，3(理研GSC'、

理研擦磨 2、東大院・理 3、かずさ DNA研究所・ヒト遺伝子研究部 4)
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lP040女 TFIIEsのMediator複合体結合ドメインの動的構造解析 180 
0笠井信幸¥大木出 l、桜井博 2、楯真一 I(生物分子工研 l、金沢大医う

2P041 イネ赤色光受容体phytochromeB核内移行シグナルドメインの溶液構造解析 今 182 
0小林俊達 l、田畑亮 1、三島正規 l、赤木香予 2、酒井伸也、2、加藤悦子 2、高野誠 2、山崎俊正 2、
児嶋長次郎 I(奈良先端大バイオ¥農業生物資源研')

3P042 ウシラクトフェリシンとリン脂質二重膜との特異的相互作用解析 184 
0梅山万左子¥西村勝之 l、内藤品 1(横国大院工')

lP043宮崎 ペルオキシソーム膜形成因子Pexl9pのNMR解析 186 
0笹川拡明¥山口芳樹 1、柴田洋之 2、加藤博章'，3、加藤晃一 1(名市大院薬 l、理研播磨 2、京大院薬 3)

2P044 マウス構造プロテオミクス:SNAREタンパク質VtilaN末端ドメインの構造と機能 188 
0阿部孝政¥E吉田洋 l、安室憲一 1、富津忠 1、小柴生造¥寺田賞帆¥白水美香子¥井上真¥矢吹
孝 I、青木雅昭 l、松田貴意 1、関英子¥木川隆則¥好田真由美 i、回{中昭子 1、松尾洋 l、荒川貴博 l、

P，Caminci'、河合純 l、林崎良英 1、P:Guntertl、横山茂之 ω(理研・ GSCI、東大・院理 Z、理研・播磨 3)

3P045 'HNMRによる鯨類骨格筋のミオグロビンにおけるへムの配向の構造解析 190 
0八巻武 l、阿部千景 l、岩波健太郎 2、藤瀬良弘 3、山田格 4、三田肇 t、山田格ヘ鈴木知彦 2、山本
泰彦 1、(筑波大院数物 l、高知大理 2、日本鯨類研究所 3、国立科学博物館 4)

lP046女 p67PhOXのTPRドメインを対象とした効率的なグローバルフォールド決定に向けての検討
0吉田慎一人小椋賢治 l、稲垣冬彦口(北大院薬¥タンパク 3000')

192 

2P047 Photo-CIDNP法による MAP-LC3蛋白質の解析 194 
O河野隆英¥谷回以誠 2、上野隆 2、木南英紀 2、水口峰之 i、河野敬一 1(富山医薬大薬 i、
順天堂大医')

3問48 高圧NMR法による蛋白質の構造・ダイナミクス解析:ユビキチン30-3000気圧 196 
0赤坂一之口、北原亮 1、横山茂之 1，'，3，4(理研横山構造分子生物学 l、理研ストラクチュローム・ HTPえ
理研GSC3、東大理 4、近大生物理工 5)

IP049 テロメアDNA結合タンパク質TRF2、 TRFlのDNAとの複合体の構造及びDNA結合活性の評価 198 
0花岡慎惰 1，2、長土居有隆 1、西村善文 1(横浜市立大 I、木原財団')

2P050 高等動植物構造プロテオミクス:zf-ANlドメインの網羅的構造解析 一 200 
0富津忠¥小柴生造 1、井上真 l、斉藤議平 l、泉顕也 i、根本暢明 2、朝倉克夫"高杉憲司 2、木古
司3、好田真由美人廃田洋 1、白水美香子 I、寺田貴帆 l、青木雅昭 l、鞠康子 l、関英子 l、藤倉由紀

子人矢吹考 I、田仲昭子 i、林崎良英 i、関原明 t、篠崎一雄 t、木Hf隆則 t、横山茂之 1 ，4~(理研GSC'、
日本電子株式会社2、物材機構 3、理研・播磨4、東大院・理(5)

3P051 シロイヌナズナ構造プロテオミクス:SWIBドメインの立体構造解析 202 
0米山操 1、行木信一 l、栃尾尚哉 l、小柴生造 I、井上真 i、好田真由美 l、演田洋 l、白水美香子¥
寺田貴帆¥青木雅昭 l、鞠康子 1、関英子 I、藤倉由紀子¥矢吹考人田仲昭子 l、関原明¥篠崎一

雄 1、木JIf隆則 l、横山茂之ω(理研GSC'、理研橋磨 2、東大院・理 3)

lP052 スピンラベルを用いた膜環境不のペフチドの配向決定 204 
0細田和男 1、野口真路 1、稲岡斉彦』、河野俊之 2、若松馨， (群大工 2、三菱化学生命研')

2P053 NDSBの添加による蛋白質の溶液NMRスペクトルの向上 206 
0石井毅 I、小暮広行 l、飯塚靖子人河野俊之 2、窪田健二 1、若松馨 1(.群馬大・王ヘ
三菱化学生命研')

3P054 イネ由来NifU類似タンパク質の立体構造解析 208 

0久米田博之 l、小椋賢治 I、朝山宗彦 2、加藤静恵 3、加藤悦子 3、稲垣冬彦 I(北大院薬 I、茨城大農 2、
農生資源研3)
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lP055 ホヤ由来バナジウム結合タンパク質 Vanabin2の構造とバナジウムとの相互作用に関する研究 210 

0漬回季之'，2、浅沼三和子 l、植木龍也 3、林文晶 l、小林直宏 l、横山茂之 1、道端努 3、庚回洋'，2
(理研GSC'、機市大院総理 2、広島大院理 3)

2P056 ミトコンドリア・プレ配列受容体Tom20-ALDHプレ配列複合体の結晶構造と緩和解析 212 

0帯回孝之 1、井倉真由美人尾瀬農之 1、前{中勝実¥遠藤斗志也九神田大輔，(九大生医研 1、
名大院理 2)

[生体系 NMRII (核酸，事実酸複合体，脂質，多糖等)]

3P057 NMR法による RNAの立体構造解析における残余双極子相互作用の効果 214 

0坂本泰一 I、染谷龍彦 l、馬場清喜¥野口総子 1、清宮恭子 l、木村友美¥富士原和也 l、河合剛太 1
(千葉工業大学工')

lP058女 テロメアタンパク質TR胞による G-4重らせん構造への特異的相互作用 216 

0平尾優佳 l、西川忠輝 2、花岡慎倍 2、岡村英保 2、岩崎了教¥明石知子 1、佐藤衛 1、西村善文，(横
浜市大・院総理 l、木原財団 2)

2P059 酵母ミトコンドリア DNA組換え蛋白質 Mhr1に結合した単鎖オリゴDNAの立体構造解析 218 

0増田ときは'，2、美川務ωヘ吉益雅俊 M、凌楓 3、柴田武彦山、伊藤隆'，2，3，4(横浜市大院・総合理¥
ぞ理研・生体超分子構造・機能研究G2、理研・遺伝生化学3、C阻 ST/JST')

3P060 DNA中の Watson-Crick塩基対における水素結合の安定同位体NMR法による研究 220 

0石川麗 I、川原俊一 3、児嶋長次郎 4、小野晶¥甲斐荘正恒 1勺都立大院理¥CRESl也、産業技術総
合研3、奈良先端大学院大学4)

lP061 MBDトMBDとメチル化DNAにおける相互作用の動的解析 222 

0猪股晃介 l、大木出人下竹敦哉 3、藤原健一朗¥栃尾豪人 1、白川昌宏， (横市大院・総含理 i、生
物分子工学研 2奈良先端大・バイオサイエンス 3)

2P062 2次元国体 13CNMRによるクロロゾーム中バクテリオクロロフィル C会合体の構造解析 224 

0江川文子 1、秋庭健吾 1、溝口正 2、原一公 3、柿谷吉則1]'、小山泰 3、藤原敏道 1、阿久津秀雄， (阪大
蛋白研¥立命館大理工 2、関西学院大理工、

[ゲノム科学への NMRの応用]

3P063 Solution structure of a murine hypothetical protein from RIKEN cDNA 2310057J16 228 

0長島敏雄 l、林文品 l、白水美香子 l、寺田貴帆 i、木川隆則 l、井上真 l、矢吹孝 l、青木雅昭 1、松田
貴意 1、関英子 I、庚田洋 l、好田真由美 1、田仲昭子 l、林崎良英 l、理研遺伝子構造・機能研究グルー

プPhase1 & IIチームヘ横山茂之'，2，3(RlKEN GSC'、RlKEN播磨 Z、東大院理 3)

lP064 マウス構造プロテオミクス:構造解析ハイスループρット化の実際司MSPドメイン、 DUF232を例にして 230 

遠藤弘 l、八回玲子¥O林文晶¥好田真由美 1、白水美香子 1、寺田貴帆 l、木川隆則 l、井上真 1、
矢吹孝 1、青木雅昭 1、関英子人松田貴意¥庚田洋 1、田仲昭子 1、林崎良英 1幻、横山茂之1.2，3(RIKEN 

GSC'、RlKEN播皆、東大院理3)

2P065 Solution structure of a beta-grasp fold like domain At3g63000 from Arabidopsis thaliana 232 

0秦旭栄 l、林文晶 I、白水美香子 1、寺田貴帆 I、木川隆則¥井上真¥矢吹孝¥青木雅昭 l、関英
子 I、松田貴意 l、慶田洋 1、好田真由美 1、回仲昭子 1、関原明 l、篠崎一雄¥横山茂之'，2，3(RlKEN GSC'、

RIKEN播磨 2、東大院理 3)

【有機・天然物化学への NMRの応用】

3P066 トリグリセリドの炭化水素鎖問に働く引力的相互作用 234 

0小林学 l、仁木図雄， (電気通信大学')
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lP067 複素環を持つレチノイン酸誘導体の溶液中でのコンホメーション解析

0杉浦員喜子¥浅見由美¥和田昭盛 1、伊藤允好， (神戸薬大')

2P068 2，5-Dicyclopentylcyclopentanoneのcyclopentyl基が香気に及ぼす影響についての考察

0春日久栄:、白井文晴， (高砂香料 AS研')

3P069 CAST/CNMRシステムの応用:化学シフト帰属と構造の訂正への適用
0越野広雪 l、佐藤寛子 2(理研 1、国立情報学研 2)

238 

242 

244 

l開 70女 単離不可能な化合物の解析に対する DOSY法の有用性 246 

0楼井智司 1、上田昌史ヘ内海博明¥中越雅道 2、宮田興子 2、内藤猛章 2(日本電子(株)，、神戸薬
大う

2P071 ポリ(アルキルプロピオレート)の動的溶液構造 248 

0小日山輝泉¥平沖敏文¥馬渡康輝 I、小塚心尋 l、田畑昌祥'，2(北大院工 1、産総研高分子
センター 2)

3P072 HMBC法の新しい応用測定:3D-CT-HMBC法について 250 

0降旗一夫¥瀬戸治男 2(東大院農¥東京農大う

l問 73* ペプチド結合を有する分子の溶液中での動的挙動と溶媒効果 254 

0堤遊'，3、中村和彦三中西洋志1.3、千葉かおり，，4(産総研・生物情報センター¥産総研・生物機能
工学部門 2、東理大院・基礎工 3、原研・中性子利用センター 4)

2開74 分校状アルカンと芳香環との分子間相互作用 256 

0松野めぐみ¥初回美砂紀¥仁木園雄'(電気通信大学')

3P075 固体高分解能 'H，日CNMRを用いたコハクの分子レベルでの構造解析 260 

0木村英昭 l、塚田好美¥三田肇l、山本泰彦 l、荘司額2、中僚利一郎(筑波大学¥群馬大学 2)

lP076 アミド化合物水溶液のケミカルシフトと J(C羽)の濃度依存性:NMF， NMA， NMPの場合 262 

0水野和子 1、斎藤隆通， (福井大工')

【無機・分析化学への NMRの応用】

2P077 磁場勾配NMRによる粘土ゲル中での金属イオンの拡散係数の測定 264 

0大窪貴洋 l、池田泰久， (東工大原子炉')

3P078 抗菌活性鎗体を包摂したシリケートゲルの NMR法による構造解析 266 

0高山俊夫 1、篠原和也¥小池芳雄'(神奈川大工')

l刊 79 ステロイド化合物の溶液構造解析 268 

0敷井和彰'，2、関宏子'，4、内海博明 3、山口健太郎 4，5(千葉大分セ 1、日産化学三日本電子NM応研 3、
CRESγ、徳文大香川薬5)

2P080 AI-EDTA錯体における l札口CDynamic-NMRの研究 270 

0加藤祐子 1、立石雄一九栗崎敏 3、横山拓史 4、脇田久仲 3(東和大学工 1、(株)ハイテック千葉研
究開発センター 2、福岡大学理人九州大学院理 4)

3P081 超偏極四XeNMRによる包摂化合物の相互作用評価 272 

0服部峰之 l、李映周 1、早水紀久子¥平賀隆 2、山野井慶徳 3、倉科昌 3、米津徹 3、西原寛 3(産総研
つくば 1、産総研関西 2、東大院理 3)

lP082* 核磁気共鳴法による人工メソ空間内溶液の特異挙動の解明 274 

0塚原剛彦 1、火原彰秀1.2、北森武彦日(JST'、東大工 2)
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[液晶、線、不均一系】

2問 83 水溶液中における会合性高分子の構造の NMRによる研究 276 

0福原忠雄¥吉田克典¥小松一男， (資生堂リサーチセンタ-')

3P084 磁場勾配NMR法による cavityを有するゲル内のプローブ分子の拡散過程 278 
0山根祐治 l、大橋淳史 l、黒木重樹 lペ安藤勲 l吋東工大院理工 1、高分子セ')

lP085* 磁場勾配NMR法を用いたポリメタクリル酸メチルゲル中の線状及び球状ポリスチレンの拡散機構の

研究 280 

0上口憲陽l、黒木重樹口、安藤勲 Iペ佐藤満'，'、石津浩二'，'(東工大院理工 1、高分子センター')

2P086 超偏極Xe-129を用いた拡散係数の測定と多干し質微粒子の特性評価への応用 284 

0金子暁里 1、木村敦臣 i、藤原英明，(阪大医保健')

3P087 国体NMRによる茶カテキン類と脂質膜との相互作用の解析 286 

0熊湾茂則 I、加治屋勝子¥内藤晶 2、斉藤肇 3、辻暁 3、谷生道一 3、鈴木壮幸 4、南条文雄 4、
中山勉，(静岡県大食栄 1、横浜国大院工 2、姫路工大理 3、三井農林食総研、

1凹88女 磁場勾配NMR法によるチャンネルキャビティーを有するポリエステル中のガス分子の拡散過程の

研究 288 

0松井政徳 1、山根祐治 l、黒木重樹'，2、安藤勲 lペ付凱 l、渡辺順次，(東京工業大学大学院¥高分子
センタ_') 

2P089 多干し性コバルト錯体結晶中の水クラスターの構造とダイナミクス 290 

0石丸臣一人中村良平 2、田所誠九長尾祐樹 3、北川宏 3、中筋一弘 4(筑波大院数理 1、阪市大院理 2、
九大院理 3、阪大院理 4)

[計算、シミュレーション、データ処理】

3P090 SQ DQ-NMRによる勝液成分の 10sltuスペクトル測定:若年健常女性の日内変動解析 292 

0高橋政三 1、井村桂子 2、萩野孝史 2、山口行治 3 (日本女子大理 l、国立清心神経センターにファイ
ザー(株)3) 

lP091 闘相における拡散の次元性と局所磁場勾配:超演算子フーリエスペクトル法によるスピンエコー強度

解析 296 

0浅JlI直紀 I、松原清彦 l、井上義夫，(東京工業大院・生命理工学')

2P092 メタボローム解析用PCソフトウェアの開発 ALICE2for Metabolome 298 
0有編和紀'，3、平川慶子'，'、小池薫 3，'、植革協子州、藤原正子 5，3、大野曜吉“(日本医科大学 1、
東北大院・医学系研究科三日本電子データム株式会社3)

3P093 解析的微分による化学シフトの相対論的効果の計算 300 

0福井洋之， (北見工業大学')

lP094 FMO法による蛋白質の電子状態解析:結合ポケットの構造最適化 302 

0根本直¥DmitriG， Fedorov'、古明地勇人 1、金津健治 I、上林正己 1、北浦和夫，(産総研')

2P095 Full force field implementation for torsion angle dynamics simulation of CYANA program 304 

0松田知己¥Peter Guntert' (理研GSC宮漂辰雄記念プログラム')

3P096 Implementation of orientation-independent residual dipolar coupling restraints in CYANA 306 

OKimmo Paakkonen'、ArtoAnnila'、PeterGuntert' (GSC RlKEN'、Departm巴ntofPhysical Sciences， University 

of Helsink:i， Finland') 
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11'097 Automated protein structure detennination from NMR spectra 

OB1anca Lopez-Mendez'、PeterGuntert' (GSC RIKEN') 

[医用/invivo NMRとイメージング}

308 

2開98 Di的sionTensor Imagingを用いた白質加齢変化の検討 310 

0藤川昭彦 l、福永雅喜 Z、矢嶋一賀¥陳偉捧¥松成一朗¥西村伸太郎¥梅田雅宏九成瀬昭二九
田中忠蔵 2 ((財)先端医学薬学研究センターに明治繊灸大学 2)

1P099* 骨密度計調1)用コンパクト MRIの開発:大量被験者の計測 312 

0冨羽貞範 I、古家健¥飯田奈智子¥岡田芙美 1、巨瀬勝美 i、拝師智之， (筑波大学物理工学系 1、
(株)エム・アール・テクノロジー 2)

1P100* 超偏極Xe・129MRI/MRSを用いたマウスの脳機能評価 316 

0上山毅¥若山哲也¥木村敦臣 I、藤原英明， (阪大医保健')

2P101 4.7T MRIにおける多核種局在化スペクトル同時測定法:ヒト脳のアルコール摂取前後の変化 318 

0三森文行 l、高屋展宏 1、渡遺英宏'(国立環境研究所')

3P102 ポリリン酸レポーターシステムを用いた遺伝子発現のイメージング技術の開発 320 

0杉原文徳¥析尾豪人 1、奇世媛 l、岡田あずさ¥渡漫清 l、笠原浩司 1、古久保哲朗人白川昌宏，(横
浜市大院総理')

lP103女 超並列型MRマイクロスコープを用いた大量ヒト腔子三次元撮像:京都プロジェクト 322 

0松田善正 1、小野真也 i、半田晋也¥大竹陽介 1、増本秀史 3、拝師智之Z、巨瀬勝美4、塩田浩平 5(筑
波大院 1、(株)エム 6アール・テクノロジ一九筑波大 3、筑波大物ヱペ京都大医 5)

2PI04 食品用コンパクト MRIを用いた脂肪分布の測定 326 

0石田信昭 1、内藤成弘¥拝師智之 2(食総研 l、エム・アール・テクノロジ_2)

3P105 食品用コンパクト MRIの開発 328 

0拝師智之¥宇津津慎 1ぺ半田晋也 2、巨瀬勝美 2((株)MRTechno1ogy，、筑波大学物理工学系 2)

1P106宮崎 4.7Tにおけるヒ卜脳3次元T，強調画像測定の最適化 332 

0高屋展宏 l、渡漫英宏 l、三森文行'(国立環境研究所')

2P107 300MHzNMR装置およびPC用処理ソフトウェアを用いた NMRメタボロームによる病態解析 334 

0平川慶子 l、小池薫 2、有福和紀 3、植草協子 i、藤原正子 3、大野曜吉， (日本医科大医人東北大院・
医学系研究科2、日本電子データム(株)3)

{固体 NMRにおける新しい測定法の開発]

1PI08女 高磁場高速MASおよび立体整列同位体標識(SAIL)を用いた固体高分解能 'H-NMRとその応用 336 

0高橋大樹 i、藤原敏道 l、寺内勉 2、甲斐荘正恒υ、阿久津秀雄， (阪大蛋白研¥CREST/JST2、都立
大院理3)

1P109女 固体NMRにおける位根強度変調ば磁場によるスピン相互作用の選択的recoupling法 340 

0西山裕介i、山崎俊夫 l、亀田恒徳2、宮漂光博人寺尾武彦 3(理研GSC'、農業生物資源研三京大
院理3)

2P11O アミロイド日の構造解析 342 

0大橋竜太郎 1、増田裕一 2、森本晃 2、村上一馬 2、竹腰清乃理 l、入江一浩 2、寺尾武彦，(京大理 1、
京大農2)
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3Plll 強磁場化がもたらすNMRの新展開 346 

0清水禎 l、丹所正孝1、後藤敦 l、端健二郎1、飯島隆広1、大木忍1、藤部康弘 l、池田龍一 I(物材
機構 1)

" 

lPl12貴 14Nオーバートーン照射による近接J3C線幅増大を利用したペプチド二次構造解析 348 

O深津隼 l、竹腰清乃理1、正E可額三寺尾武彦1(京大院理1、群馬大工')

2P113 固体高分解能NMR法によるペプチド分子関構造決定法の開発 352 

0山内一夫 l、小此木美智 1、松崎光経1、中津靖元 2、朝倉哲郎 1(東京農工大工 l、東工大院理工う

3P114 半整数スピンのオーバートーンNMR 354 

0桑原大介 1、古家野宏行 2、岡本大'(電通大・機器分析セ 1、電通大量子・物質')

lPl15 Hadamard行列を用いた多次元国体NMR測定 日 356 

0芦閏淳 l、EriksKupce' (バリアンテクノロジーズジャパン ¥VarianUK') 

【鹿体 NMRI(高分子材料、高分子物性等)】

2P1l6 双極子相互作用を用いた高分子結品ダイナミクス解析 358 

0三好利一 1(産総研ナノテク 1)

lPI17貴 バクテリオロドブシンの局所運動性と構造変化の検出 3.60 

OJII村出人大嶺将人ヘ山口悟 2、西村勝之 l、辻暁 2、斉藤肇 2、内藤品 1(横浜国大院工 l、姫工大続

理')

lPl18女 π共役系高分子の準秩序構造のダイナミクス 362 

0守誠一朗 1、浅川直紀¥山本隆一九井上義夫 1(東工大院生命理工¥東工大資源科学研')

2P119 生体膜表面において誘起される膜脂質結合性蛋白質ドメインの変形と運動 364 

0辻暁 l、上釜奈緒子1、杉田多喜男 1、岡田雅司 l、八木津仁1(兵庫県立大院生命理 1)

3PI20 間体NMRによるセルロース結晶多形の構造解析 366 

0甲野裕之 1、沼田ゆかり 2、加藤悦子，(ブルカーバイオスピン(株) 1、農業生物資源研')

lPl21女 パイ共役系高分子ガラスのダイナミクス 368 

0大平学 l、浅川直紀人山本隆一三井上義夫 1(東工大生命理工¥東工大資源研')

2P122 PAAJ水ガラス複合素材の固体高分解能 13C，吋iNMR法による研究 370 

0浅野敦志1、村田義文 l、黒津卓三 1(防大応化1)

3P123 部位特異的安定同位体ラベルを施した(Ala-GlY)15ペプチドの図体NMR精密構造解析 ， 372 

0中津靖元 l、茂日ふみか 2、木塚三津子 2、朝倉哲郎 2、安藤勲 1(東工大院理工¥農工大工')

lP124女 固体 19PMAS及びIH→19pCP/MAS NMR法を用いたPCTFEIPVDPブレンドの構造解析 374， 

0籍野宏人 1、相見敬太郎 1、安藤慎治1(東工大院理工 1)

2P125 固体19PMASNMR法を用いた PVDP及びVDPオリゴマーの結晶構造及び相転移挙動の解析 376 

O小関佑1、相見敬太郎 1、奥居徳昌 1、安藤慎治 1(東工大院理工 1)

3P126 原子間距離測定によるヒトカルシトニンアミロイド線維構造の解析 378 

0内藤晶 I、上平美弥 Z、井上良三 3、遠藤弘史 1、伊藤有希 l、大道寺謙悟横国大院工 1、オック
スフォード大生化 2、姫路工大院理 3)

lPl27女 膜表在性タンパク質PLC-olの脂質膜結合に由来する動的な構造変化とドメイン間相互作用の解析 382 

0上釜奈緒子1、岡田雅司 l、八木津仁 l、辻暁 1(兵庫県立大院生命理 1)
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2PI28 国体NMRによるポリエチレン単斜晶の生成と消滅に関する研究 384 

0狩野圭子 1、上原宏樹 i、山延健 I、甲本忠史， (群馬大ヱ')

3PI29 ポリフェニレンエーテルの熱処理による構造変化に関する研究 386 

0寺尾網哲 1、志田裕幸 l、五十嵐昭 l、上原宏樹¥山延健 1、甲本忠史，(群馬大工')

lP130* マイクロオーダーのチャンネルを有する高磁場配向ゲルの固体NMRによる物性評価 388 

0大橋淳史¥山根祐治¥黒木重樹 l、安藤勲'(東京工業大学大学院')

2Pl31 主鎖中に芳香環を有する芳香族ポリアミドの結晶化に関する研究 390 

0志田裕幸¥寺尾綱哲 l、五十嵐昭¥上原宏樹¥山延健¥甲本忠史'(群馬大工')

3Pl32 三次元二最子国体NMR法による非晶性材料の精密構造解析 392 

0嶋田純也 t、梶弘典 '.2、堀井文敬， (京大化研人科技団さきがけ21') 

IPl33安 二次元二量子園体NMR法による有機EL用正孔輸送材料の分子問パッキング 394 

0塚本直樹 i、梶弘典1.'、堀井文敬，(京大化研 l、科学技術振興機構さきがけ')

2PI34 'H→吋CPダイナミクス解析による含フッ素全芳香族ポリイミドの分子鎖パッキングの評価 396 

0相見敬太郎 1、安藤慎治， (東工大院理工')

3PI35 αキチンの水素結合構造とダイナミクス 398 

0亀田恒徳¥宮津光博 l、前回育子 2、小野裕嗣 2、吉田充'(農業生物資源研 l、食品総合研究所')

IP136* 固体 13C，'5NNMRならびに量子化学計算による有機EL正孔輸送材料のコンホメーションおよび電子

状態解析 4∞ 
O山田知典 1、梶弘典1.'、塚本直樹 l、日下康成¥堀井文敬，(京都大化学研¥科学技術振興機構さき
がけ')

2PI37 四 XeNMR化学シフト値から見たゴム状高分子の熱膨張 402 

0吉水広明¥安藤聖子¥岡本茂 1、辻田義治， (名工大院工')

3PI38 微生物産生高分子ポリ (E-L-リジン)およびその誘導体の分子構造解析 404 

0前回史郎¥村中淳之介 1、武藤勝紀 l、佐々木千鶴 Z、国本浩喜，(福井大工¥金沢大院自 2)

IPI39 固体NMRを用いた多孔性金属錯体の吸着特性の解析 406 

0堀毛悟史¥松田亮太郎 1、北川進， (京大院工')

【国体 NMRII (国体物性、国体イメージング等)】

2PI40 常磁性緩和の影響を受けた固体重水素NMRスペクトルの解析 408 

0水野元博 l、板倉直久 l、青木陽三¥遠藤一央，(金沢大院理')

IP141* HYゼオライトにおけるキセノンの吸着挙動の高圧129XeNMRの研究 410 
0前津国芳 t、上回貴洋 1.2、宮久保圭祐 1、江口太郎 1.2(阪大院理 l、阪大博物館')

IP142* 化合物半導体InPの固体高分解能NMR 412 

0飯島隆広 l、端健二郎 l、後藤敦 l、清水禎 1、大木忍'(物材機構¥C阻 S下JST')

2PI43 国体相関NMRによる化学結合および空間を通した無機化合物中の連鎖構造解析 414 

0金橋康ごに根本貴宏九策藤公児 1(新日銀先端研 l、日本電子う

3PI44 国体NMR法による無機化合物中の25Mg測定 416 

0畠山盛明¥金橋康二2、資藤公児2、根本貴宏 3(日銭テクノリサーチ¥新日銭・先端研2、日本電
子3)
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1P145安 "B， ''13 MAS NMRによる炭窒化ほう素 (B・C-N)材料の構造解析 418 

0藤部康弘'，2、飯島経広2、丹所正孝三清水禎三岸本直樹ロ、谷口尚2、中野智志2(筑波大 1、物材
機構2)

2P刊14“6 無機閤体酸塩C匂以(例HS04)ぷ)(H叫2PO，
O林繁信 1、水野正城， (産総研計測フロンティア')

【測定装置関連】

1P147女 5∞MHzNMR用4ケルビン極低温プローブの開発 422 
0高橋雅人口、堀内崇1.2、菊地淳'，2、横山茂之'，3，4、前田秀明口(理研GSC'、横浜市大院総理人
東大院理3、理研矯磨4)

1P148貴 重事剤補給不要の NMR用超電導マグネット 424 

0奥井良夫¥大塚昭弘 l、広瀬量一 1、福水伸ーに林征治 l、伊藤聡2σASTEC'、神戸製鋼所う

2P149 高磁場内氷結を利用した偏極キセノンガス生成装置 426 

0若井篤志'，2、中村和治'，2、かーショウジェフ'，2、ライトデーピッド'，2、菅野巌， (秋田県立脳血管
研究センター¥あきた産業振興機構う

3P150 NMR信号を用いた高温超伝導バルク磁石の評価 428 

0仲村高志 l、古川雅章 2、伊藤佳孝三越野広雪'((独)理化学研究所 1、(株)イムラ材料開発研究
所う

1P151* 1GHz級 CPMASプローブの開発 430 

0根本貴宏 l、長谷川憲ーヘ 杉沢寿志¥樋岡克哉 1、志野英雄 l、下池田勇一¥神成さらら 1
(日本電子(株)')

2P152 機能分散、累積型パルスジェネレーターの開発 432 

0大石修，(分子研')

3P153 Pa1mtop-sized probes for solid-state NMR 434 

0武田和行1.2(阪大腕基礎工¥CREST2)

1P154* ハイブリッド磁石を用いた強磁場NMRの開発 436 

0端健二郎 l、清水禎 1、後藤敦 1、飯島隆広 i、大木忍 2(物材機構¥JST2)

2P155 有機溶媒中の回体四極子核NMR共鳴線に与える溶液試料回転と超音波振動の影響 438 

0伊藤勲 1、山崎悠弥人畑中信一 1、林茂雄 1、桑原大介 2(電通大量子・物質¥電通大・機器分析セ
ンタ_2)

3P156 国体NMRにおける低周波数核種の浪IJ定 440 

0芦田淳， (バリアンテクノロジーズジャパン')

[その他】

1P157* 930MHz極低温プローブモデルのQ値に及ぼすサンプル誘電特性の効果 442 

O堀内崇'，2、高橋雅人 1ペ菊地淳 1久横山茂之'，3，4、前田秀明 l吋理研GSC'、横市院総理2、
理研播磨3、東大院理4)

2P158 蛋白質溶液NMRにおける超高速化:HNCAHA/HACANH/HCCH-COSYの全帰属情報を含んだ

2次元浪IJ定 判4
0高杉憲司¥根本暢明， (日本電子(株)')

3P159 パルスレーザの整形による三重項状態への光励起の効率化 448 

O山村猛 1、香川晃徳 l、武田和行 l、北川勝治， (大阪大院基礎工学')
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IPI60 超偏極Xeを利用したりグニン誘導体の吸着挙動の研究:多孔性製剤lとの比較 450 

0木村敦臣¥中野優美¥藤原英明¥小西和頼2(阪大院医 l、三重県科技セ工研2)

2PI61 NMRによる自己拡散係数 (Dset)測定法の高分子混合系への適用 452 

0木村照子 1、福原忠雄¥小松一男，((株)資生堂')

3PI62 NMRデータベース BMRBの新しいデータ登録インターブエース ADIT-NMRと蜜白研登録サイトの

設立 454 

0中谷英一円松木陽1.2、中村春木¥阿久津秀雄'(阪大蛋白研 1、JST-BIRD2)

IPI63 複素データの解析によるパルス幅検出ツールの改良 456 

O山崎千春 l、高杉憲司 l、栗本智充， (日本電子(株)')
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lLl イネ赤色光受容体フィトクロム AのPASlドメインの溶液構造

(生物研)0山崎俊正、 ReayPaul、鈴木倫太郎、酒井伸也，
加藤悦子、高野誠

Three-Dimensional Solution Structure of PASl Domain of Phytochrome A from Rice 

(NIAS) OToshimasa Yamazaki， Paul Raey， Rintaro Suzuki， Nobuya Sakai， Etsuko Katoh， 

and恥1akotoTakano 

Phytochromes are dimeric chromoproteins that regulate various aspects of plant development 

from seed germination to flowering. The monocot rice plant possesses three phytochromes， 

PhyA， PhyB and PhyC， which mediate distinct and overlapping responses to light. PhyA is 

primarily responsible for sensitivity to far-red light， whereas PhyB and PhyC respond mainly 

to red light. However， the precise mechanism that underlies phytochrome function is not c1ear 

because virtual1y no information about its 3D structure is available. Here we report 

comprehensive NMRstudies on a fragment (S601-H740) containing the PASl domain of 

PhyA from rice. 

1 .はじめに

植物がエネルギーを生み出す光合成反応をはじめ、受光体勢に関わる形態形成や

花芽形成等、植物の基本反応のほとんどが光環境により制御されている。光信号の

受容は限られた光受容体により行われており、赤色光・遠赤色光に対してはフィト

クロム、青色光に対してはクリプトクロムとフォトトロビンがその役割を担ってい

ることが知られている。

フィトクロムは約 125-kDaのポリペプチド鎖2本で構成されるホモダイマーで、

各ポリペプチド鎖は大きく 2つのドメインに分けられる。 N 末端ドメインは発色団

を有する光センサーとして機能し、 C末端ドメインはシグナル伝達モチーフと想定

される 2つの PASドメインとヒスチジンキナーゼ様ドメインで構成されている。イ

ネには3種のフィトクロム分子(PhyA，PhyB， PhyC)が存在する。 PhyAは遠赤色光を感

知して光形態形成反応を誘起する主要なフイトクロム分子種であるのに対して、PhyB

とPhyCは赤色光を感知して作用することが報告されているが、作用機構の詳細には

不明な点が多い 0
0
本研究では、イネ由来 PhyAの分子機能を構造生物学的見地から解

明するために、タンパク質 タンパク質相互作用ドメインと想定される PASlドメ

イン，PhyA(601-740)の溶液構造と分子運動性を NMR法により解析した。

キーワード:フィトクロム、光センサ一、 PASドメイン、イネ

著者ふりがな:やまざきとしまさ、れいぽーる、すずきりんたろう、さかいのぶや、

かとうえっこ、たかのまこと
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2. 実験方法

解析に用いた OsPhyA(601-740)はチオレドキシン融合タンパク質として大腸菌内で

発現した。NMR測定は、15Nあるいはl3C/15N標識OsPhyA(601-740)，150 mM NaCl， 1 mM 

DTTを20mMTrisバッファー(pH7.2)に溶解した試料について、 Bruker社製 DMX750

を用いて 298Kで、行った。立体構造計算は XPLOR3.1を用いて行った。超遠心分析

はBeckman社製XL-Aを用いて行った。

3.結果と考察

PhyAについては3つの夕、イマー形成サイトが提案されている。このうちの 1つが

OsPhyA(60ト740)に含まれているので、先ず、本タンパク質のダイマー形成のを検討

した。沈降平衡法による超遠心分析から得られた溶液中におけるタンパク質の分子

量は 16，800であり、 70μM溶液ではモノマーで存在することが明らかにされた。さ

らに、 25μM"-'1.6mMの濃度範囲においては観測された HSQCスベクトルに何ら変

化が認められないことから、 OsPhyA(601-740)は測定濃度域においてモノマーで存在

すると結論される。

NMRシグナルを帰属したところ、 3つの領域(L654-V659，E672・Q680，V695同V711)

において、 P710の cis-trans異性化に起因する 2組のシグナルが観測されることが

明らかになった。 P710の Cs，Cy化学シフトと NOEの解析から、メジャーピークは

トランス体に由来しマイナーピークはシス体に由来すること、さらには、両者の存

在比は 3:2であることが分かつた。 NMR構造情報を用いて、メジャー異性体の立体

構造を決定した(図1)0 OsPhyA(601・740)は 1635-Q735に典型的な PASドメイン構造

を有し、そのN端側の S622-E629はヘリックスを形成することが明らかにされた。

シグナル伝達に関連する PhyA変異体の解析から、 C末端ドメイン内にアミノ酸置

換が起こることにより、フィトクロムの分光光学的な活性を保ちながらもシグナル

を効率的に伝えることの出来ないミスセンス変異体が8つ報告されている。これら

のうち 6つは本研究で用いたタンパク質フラグメント中に存在する。そこで、これ

らのミスセンス変異を立体構造上にマップした(図1)。いずれの残基も戸シート構造

を核とする特定の分子表面上に位置しており、この領域が下流のフィトクロム結合

因子との相互作用において重要な役割を担っているものと考えられる。

込r
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Figure 1. Ribbon representation of 

NMR solution structure of OsPhyA 

(601・740).P71O， showing cis-trans 

isomerization， is shown in yellow. 

Residues whose replacementslead 

to loss of function are shown in 

magenta. 



lL2 糖タンパク質の細胞内運命を決定する糖鎖認識タンパク質のNMR構造生物学

(名市大圃院薬¥CREST/JST2、グライエンス 3)
0加藤晃一 1.2.3

NMR structural biology of sugar-recognizing proteins that determine the 

fates of glycoproteins in cells 

(Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Nagoya City Universityl， 

CREST / JST2， GL YENCE CO.， Ltdカ

OKoichi Kato1
•

2
•

3 

Accumulatingevidence shows that carbohydrate moieties covalently linked to proteins contribute 

to polypeptide fotding， transpo代.and degradation in cells via interactions with a variety of intracellular 

lectins. T 0 provide structural basis of molecular recognition of glycoproteins in those systems， we 

performed stable-isotope-assisted NMR analyses of structures， dynamics， and sugar-binding of the 

intracellular lectins， which include the ER chaperones calreticulin， the cargo receptors VIP36， and the 

ubiquitin ligase SCFFb
s

1
• On the basis of NMR data， the amino acid and sugar residues involved in the 

carbohydrate-proteih interactions were identified. Especially， inspection of NOE data allowed us to 

determine conformations of oligosaccharides or glycopeptides in association with the lectins and to 

characterize ligand-Iectin contacts at atomic resolution. In those analyses， stable isotope labeling of 

the lectins as well as their cognate ligands playskey roles. 

L且旦並区
糖タンパク質が、細胞内で固有の立体構造を形

成し、機能発現の舞台に輸送され、あるいは不要

となった場合に分解されるといった運命決定のプ

ロセスは、糖タンパタ質上に発現されている糖鎖

とそれらを認識する細胞内レクチンとの相互作用

によって決定されていることが明らかとなりつつ

ある。私たちは、多次元 HPLCj;去によって構築し

た糖鎖ライブラリーを活用して NMR構造生物学

研究を展開し、糖タンパク質の細胞肉運命を決定

戸町d叩岡耐刷凶加m

".曲由S

，、一一~ ー prote輔創憎

Fig.1 The intracellular lectins that determine 
the fates of glycoproteins in cells . 

するレクチンによる分子認識の構造的基盤を明らかにすることを目指している。ここでは、小胞体シャペ

ロンcalreticulin、カーゴレセプターVIP36、ユピキチンリガーゼの糖鎖認識ユニットFbs1を取り上げ、これ

らの細胞内レクチンの分子認識機構について NMR構造生物学がもたらした知見を紹介する。

キーワード:糖タンパク質、レクチン、糖鎖、NMR、品質管理

かとうこういち
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2.ユピキチンリガーゼSCFFbs1による糖鎖認識

百戸時=1坦e開mSCFFbs1は細胞質において、 N結合型

糖鎖を有するタンパク質を認識して分解

マーカーであるユピキチン鎖を連結する

ユピキチンリガーゼであり、プロテアソー

ムによる糖タンパク質の分解において重

要な役割を担っている。私たちは SCFFbs1

ppm 

の基質認識ユニットである Fbs1の糖タン

パク質認識様式を解明するため、 Fbs1

の糖鎖認識ドメイン(CRD)を用いて NMR

による相互作用解析を行った。安定同位

体で標識した糖ペプチドをリガンドとして

一同

H ・2凹 F同

Tyr279 He 

HO-" OH 、
一~とレ。 、""今、仁、~、1 、

HO~--，. OH 剛A< .o.H ~ç---、 l
同AUUL民主主%L4川CMH2TH
hJ 聞 v

Fig.2 Intra-and inter-molecular NOEs 

observed for Asn NδH ofthe 

glycopeptide interacting with 
Fbs1・CRD

用いてFbslのCRDとの複合体の 15N-editedNOESYスペクトJレを測定した結果、このレクチンは標的糖

タンパク質の糖鎖部分のみならず糖鎖結合部位にあたるアスパラギン残基ともコンタクトを形成している

ことが明らかとなった。PNGaseはプロテアソームの分解標的となる糖タンパク質の糖鎖結合部位のアス

パラギン残基側鎖を攻撃して糖鎖を遊離すると考えられているが、 Fbs1存在下では1)ボヌクレアーゼ B

に対する PNGaseの作用が阻害されることが示された。以上の結果より、 Fbs1は精鎖還元末端近傍を

認識することにより変性状態にある糖タンパク質と特異的に相互作用しており、さらに基質上にポリユピ

キチン鎖を形成している問、基質の糖鎖を PNGaseから保護しているものと考察した。

3.カーゴレセプターVIP36による糖鎖認識

カーゴレセプターVIP36は糖タンパク質を輸送する際に高マンノース型糖鎖を認識することが知られて

いるが、糖タンパク質に対する結合メカニズムに関しては依然として不明な点が多い。本研究ではフロン

タルアフィニティークロマトグラフィ一法と NMR法を用いて、VIP36の糖鎖認識ドメイン(VIP36-CRD)と

様々な構造を持つ高マンノース型糖鎮との相互作用解析を行った。その結果、 VIP36-CRDは高マンノー

ス型糖鎖内の Manα1-2Manα1-2Man部分(D1アーム)を主に認識していることが明らかとなった。D1ア

ームはシスゴルジにおいてマンノシダーゼにより切除されることに注目し、細胞内小器官の示す様々な

pH条件下における VIP36-CRDの構造と糖鎖結合性を解析した。その結果、トランスゴルジの pH

(pH5却では VIP36-CRDは部分的に変性し疎水性領域が分子表面上に露出することが明らかとなった。

また表面プラズモン共鳴法により、pH5.5では VIP36-CRDとチログロブリンのみかけの親和性が上昇す

ることが判明した。以上の結果より、VIP36はトランスゴルジで疎水性領域を介した多量体を形成して D1

アームを保持した高マンノース型糖鎖を担う糖タンパク質に対する多価結合を実現していると考えられ

る。

【謝辞】本研究は東京大学大学院新領域創成科学研究科・山本一夫博士、帝京大学薬学部・宣井献一

博士、荒田洋一郎博士、理化学研究所・伊藤幸成博士、松尾一郎博士、東京都臨床医学総合研究所・

田中啓二博士、吉図書子博士と共同で行われました。また、本研究は演者のグループの山口芳樹、高

橋謹子、神谷由紀子、平尾武士の諸氏により推進されたものです。ここに謝意を表します。
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lL3 NMR によるシトクロムcの構造と機能の相関関係の解明

(筑波大院数物l、第一製薬へ広島大院生圏3)-

太虎林l、高山真一l、三上真一l、林す英昭I、三田肇l、長友重紀l、長谷川淳2、

三本木至宏ぺO 山本泰彦 l

Structure-Function Relationship in Cytochrome c 

H. Tai1， S. 1. Takayama1， S. Mik伽 1，H. Kimura1， H. Mita1， S. Nagatomo1， 1. H蹴 gawl，Y.Sam加ngi3and

OY. Yamamoto1 

lGraduate Sch∞IofPure加dAppli吋 Sci.，Univ. ofTsukuba， 2Daiichi Pharmaceutical Co.， Ltd.， 

3Graduate School of BiosphereSc1.， H註ushimaU凶v.

PseudフmonasaerugI1間 '(lcytochrome CS51 and a series of its Il即伽tsexhibi出gvarious thennos助制eshave 民間

期 di，吋byp制御nagneticlH NMR and cyclic voltammetry in order to elucidate the structure-function relationship of 

cytochrome c 百lestudy reveal巴d白atthe naωre of Fe-Met c∞，rdination bond白血巴proteinis crucia1 for not only 
de包m虫歯19the heme clectro凶cs駐ucture，but aIso regulating the陀doxfunction. 百lestabiIity of the Fe-Met bond 

wasfoundωbevi凶句p犯ventthe protein負。mbeing non-native c∞rd泊ationforms to maintain its complete folding. 

序論

電子伝達タンパク質は、生体高分子の構造と機能との相関関係を解明する研究において理想的な研
究対象である。なぜなら、機能の指標として利用される酸化還元電位が系統的に異なる一連の電子伝
達タンパク質の研究から得られる知見を基盤とする帰納法により、生体高分子における機能調節のメ
カニズムの解明が行えるからである。また、これらのタンパク質は電子移動という比較的早いタイム
スケ}ルで起こる化学反応に関与するため反応前後での立体構造の変化がほとんどないことが実証さ
れている(タンパク質の立体構造が電子の授受に伴い変化するようであれば、タンパク質の構造変化
が電子移動の律速になるため電子伝達タンパク質としての機能を果たすことができないと考えられ
る)。したがって、タンパク質のコンブオメーションの大きな変化を伴わない機能調節のメカニズムの
解明が可能となる。
私共は、電子伝達タンパク質シトクロムc(cytc)における構造と機能との相関関係を解明する研究
を行っている。アミノ酸側鎖は一般に電子の授受には適していないので、電子伝達タンパク質は補欠
分子族をもっている。 cytcはへムを補欠分子族としてもつヘムタンパク質であり、電子の授受はへム
鉄の酸化数の変化を利用して行われる。へムタンパク質中のへム鉄は通常 His側鎖のイミダゾール窒
素に商己位しているが、 cytcのへム鉄はさらにMet側鎖のイオウをもう一つの軸配位子としてもつ。構
造化学的構成要素の類似性とは対照的に様々なへムタンパク質が示す機能の多様性を考慮すると、 cyt
Cの構造と機能との相関関係を解明する研究において、このFe-Met配位結合の構造化学的性質の理解
が不可欠であることがわかる。本研究では、 cytcにおける Fe-Met結合がタンパク質の立体構造やへム
の電子構造に及ぼす影響をNMRにより解析した。

結畏と考察

fe-Met結合の解裂に伴い出現する非天然配位状態のキャラクタリゼーション 緑膿菌 (Pseudomonω
aeruginosa)由来の酸化型シトクロム CS51 (PA)の塩酸グアニジン添加による変性実験より得られた一
連のNMRスペクトルをFig.lに示す。酸化型cytcのへム鉄は低スヒ。ンフェリ型 (S= 1/2)なので不
対電子を1つもつため、シグナルは約-40ー +40ppmの範囲で常磁性シフトして観測される。 Fig.lに
示すように、塩酸グ、アニジンの添加により、酸化型 PAの常磁性シフトしたシグ、ナルの強度が減少す
るのに伴い、非天然配位状態に由来するシグナルが十55-+80 ppmに出現し、それらの強度が増大す
る。新たに観測されたシグナノレのシフト値から、非天然配位状態は高スピンフェリ型 (S= 5/2)であ
ることがわかる。また、へム側鎖プロトンシグナルの常磁性シフトの溶媒同位体組成依存性の解析か

Keyword 磁化率テンソル、常磁性シフト、、ントクロムc、タンパク質の高次構造、へムの配位構造

たいこりん、たかやましんいち、みかみしんいち、きむらひであき、みたはじめ、ながともしげのり、

はせがわじゅん、さんぽんぎよしひろ、やまもとやすひこ
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ら、非天然配位状態では、 Metがへ
ム鉄から解離した 5配位構造と Met
に代わり溶媒のH20が配位した6配
位構造との聞で早い相互変換反応が
起きていることが明らかとなった。
このように、酸化型PAではタンパク
質の変性に伴い、 Fe-Met結合が解裂
して、特徴的な非天然配位状態が生
じることが明らかとなった。塩酸グ
アニジン変性により生じる非天然配
位状態に関するこの結果は、吸収ス
ベクトルや共鳴ラマンによる研究結
果からも支持されている。

Fe--Met結合とへム電子構造酸化型
cyt cのNMRスベクトルで観測され
るシグナルの常磁性シフトをタンパ
ク質の立体構造を基に解析すること

[GdnHCI] 

i旦ームハ戸一世

1.5 M 

1M 

により、常磁性磁化率テ♂ンソルを求 OM 
r==t 

Cy閉

めることができる。この磁化率テン 100→-lo 
ソルは、ヘムの電子構造をへム側鎖

40 20 
Chemical shi筒(ppm)

。 -20 -40 
メチルプロトンシグナルの常磁性シ
フトから求める際に不可欠である。
PAの人工変具体、好熱'性水素細菌
(均Idrogenobacterthermophilus)シト
クロム CSS2 (HT)それぞれで求めら
れた磁化率テンソルを利用してへム
の電子構造を決定し、報告されてい
るPAおよびワマ心筋cytCのものと
比較した。 Fig.2には、ヘムの電子構
造を反映するへム側鎖メチルプロト
ンに由来する4つのシグナルのコン
タクトシフトを、へムに関して Meti 
側鎖のイオウの孤立電子対の配向を&
規定する二面角に対してプロットL- ~ 
て示す。 Fig.2 にあるように、両者は、~
理論的に予想される関係となってい J
る。この結果は、 Fe-Met結合がcytC
のへムの電子構造を決定する主因の
一つであることを示している。!言い
換えれば、へム側鎖メチルプロトン
のコンタクトシフトの解析をへム鉄
に対する Metの配位構造決定の精密
化に役立てることができることにな
る。一方、タンパク質工学的手法に
より Metの配位構造を調節すればcyt
C の機能に重要なへムの電子構造を
調節することが可能となることが明
らかとなった。

Fig.1. “目白 MI也 lH NMR sptョctraof the oxidizedおnnof Pseudoinoiuis 
ae，問'ginosacyt c in the presenc氾ofa series of guanidine hydrochrolic acid 
concentrations at pH 5.∞組d25"C. New signals due ωa  non-native 
coordination fonn were emerging at aboqt 50 ppmupo.n unfol<ling of ihe 
protein. 

州 eg醜}

Fig.2. Plots of four heme peripb巴mJme血ylproton∞n胞はめ泊s，'wIuch
retlect血ehe町抱 electronic縄問加re， ag泊1St血，edihedral皿gJe，φIwhich 
defin白血.eon<印刷onofthe 1∞e elec駐'On-pairof Fe-co剖inetedMet su1fur 
atom relative 10 the heme (left) and the definition of theφvalue (right). S 
and Rrepresent two typicalφvaluωfoundinn説明cytsC. 

謝 辞 N四測定で御助言戴いた逸見光博士(食総研)に感謝します。 PA変異体とHTの常磁性磁化率
テンソルは、立入直紀(筑波大)により求められた値を用いた。本研究をまとめるに当たって、高橋陽太(筑
波大)により得られたPA人工変異体の実験結果も利用した。

参考文献 Yamamoω，Y.; Terui， N.; Tac凶ri，N.; Minakawa， K.; M拙 uo，H.;Kam吋a，T.;H蹴 gawa，Jバm加ngi，
Y.; Uchiyama， S.; Kobayas凪 Y.;Igar首脳， Y. J. Am. Chem. Soc. :2∞2， 124， 11574・11575. Terui， N.; Tachiiri， N.; 
Matsuo， H.; Hωegawa， 1.; Uchiyama， S.; Kobayashi， Y.; Igaras凶，Y.; Sambongi， Y.; aIld Yamamoω， Y.J.Am. Chem. 
S侃 2∞3125， 13650-13651. 
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lL4 SAIL法による高分子量タンパク質のNMR解析に向け

た取り組みの現状

(ICREST/JST， 2都立大院理 3理研GSC)

0鳥津拓也寺内勉 l，岩 F 由紀 2 杉森望 2 小野明?、

土屋征司 1，田井真由理1， Peter Guntert3，甲斐荘正恒 1，2

I NMR Studies of Stereo-Array Isotope-Labeled (SAILed) Proteins: 

Towards the high-throughput， high-precision structural determinations 
。flarger proteins 

TakuyaTorizawa1， Tsutomu Terauchi¥ Yuki Iwashita2， Nozomi Sugimore， Akira M. Ono1， 

Seiji Tsuchiya1， Mayuri Tai1， Peter Guntere and Masatsune Kainosho1，2 

eCREST/JST， 2Graduate School ofScience， Tokyo Metropolitan University， 3RIKEN GSC) 

We have recently developed the SAIL (Stereo-Array Isotope-Labe1ing) method for proteins， 

which aIlows us to extend the accessible molecular weight limit for structural determinations 

byN恥低 OnSAILed proteins only a single proton is left to be observed on each carbon: 

namely， methyl and methylene are replaced by 13C1HD2 and chiral 13C1HD groups， 

respectively， and all prochiral methyl groups are stereoselectively replaced with 12CD3 and 

13C1HD2・ Inaddition， aromatic rings are labeled so that 12C and 13C can be placed alternately， 

and lH attached to 12C is replaced with 2H. The latest NMR data collected for some SAILed 

proteins with different sizes will be used to illustrate the advantages of this approach in 

protein structural determination. 

過去 10数年における NMR技術の進歩は著しく、現在では分子量40k程度のタン

パク質の NMRによる折りたたみ構造の決定が報告されている。しかしながら単一ペ

プチド鎖として 30kDa以上の高分子量タンパク質に関する、恨.IJ鎖迄を含んだ正確な

構造情報を得ることは、 NMRシグ、ナノレの縮重や緩和特性から未だに困難である。

キーワ}ド:SAIL、立体整列同位体標識、重水素標識、立体構造決定、無細胞タン

パク質合成

とりざわたくや，てらうちっとむ，いわしたゆき，すぎもり のぞみ，おのあ

きら、っちゃせいじ，たいまゆり，ペーたーぎゅんたーと，かいのしよう ま

さつね

8-



従来のNMR技術においては、分子量制限の拡大は、一般に得られる立体構造精度の

犠牲を伴うものと考えられてきた。しかしながら、構造ゲノム科学においてはこれら

の課題を同時に解決する、しかも迅速なNMR構造解析技術が必要となる。我々は技

術開発の中心を、これまで見過ごされてきたNMR解析に特化したタンパク質試料の

調製技術の抜本的改良に据えた。新たな安定同位体標識法を中核とする“SAIL"技

術はこのような観点から誕生した独自技術であり、次世代の世界標準として大きな期

待が寄せられている。 SAIL技術に用いるアミノ酸を、一般に“SAILアミノ酸"と

呼んでいるが、それらは次の項目を満たすように設計されている:

(i) メチレン基 :2個の lHの内、 1個を立体選択的に2Hに置換する。

(u) メチル基 :3個の lHの内、 2個を2Hに置換する。

(iii) プロキラルメチル基 (Val，Leu) : 2個のメチノレ基に、立体選択的に異なる重

水素置換を施す。(一方のメチノレ基を(註)に従って重水素化し、他方はすべて

のlHを2Hに置換する。)

(iv) 芳香族アミノ酸の六員環:12Cと13Cを交互に配置し、 CHを12C2H、13C1H

となるように標識する。

本標識ノ号ターンの狙いは、立体構造決定に必要な情報を損失することなく NMRス

ベクトノレを簡略化し、さらに測定感度の大幅な改善を達成することにある。我々は有

機化学合成・酵素合成を併用することにより、 SAILアミノ酸をタンパク質の構成ア

ミノ酸全てについて合成することに成功した。 SAILアミノ酸を効率良く、また代謝

拡散を伴わずタンパク質に取り込ませるために、大腸菌の無細胞タンパク質合成系を

採用し、タンパク質合成収率、安定同位体標識率の上昇と作業の効率化を図った。こ

れによって現在までにいくつかのSAILタンパク質の調製を行うことが可能となった。

SAILカルモジュリン (M.W.; 17 k)では、通常の13C、15Nニ重標識カノレモジュリ

ンと比べ、恨!J鎖非交換性lHの内の44%が2Hに置換されており、シグ‘ナル数も 40%

が削減される。実際に測定したスベクトノレ群の側鎖領域におけるシグナルの縮重はこ

れによって大幅に軽減され、さらにメチル基、メチレン基と芳香環の lH、13Cは共に

大幅な緩和時間の延長を獲得していることも確認された。この従来法から大きく改善

されたスベクトルを用いて側鎖の非交換性シグナノレも全て帰属した。その過程におい

て芳香環はスピン系が従来とは異なるため、新たに帰属用のパルスシークエンスを開

発した。これらの帰属を元に CYANAによる精密な立体構造の決定に成功した。

またカルモジュリンのみならず、これまでのNMR法では立体構造決定が非常に難

しかった分子量領域のタンパク質にも SAIL法の適用を行っている。 At3g16450

(M.W.; 32 k)、MBP(M.W.; 41 k)のSAIL法による解析例も併せて示し、高分

子量タンパク質の立体構造決定に向けた我々の取り組みと展望を紹介したい。
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lL5 安定同位体標識核酸を利用した hnRNPDタンパク質ーテロメア DNA

及びTatタンパク質-RNAアプタマーの構造解析

c横浜国大医院環壊情報、 2京大ー院理、 3産総研)榎園能章¥小西由紀 1、
丸本佳代子 1、大橋粛 1、松上明正¥田村裕介 1、工藤倫子 1、徐みんす 1、

上杉晴ー 1、石川冬木久 PenmetchaKumar3、0片平正人 1

Structural analysesof the hnRNP D protein-telomere DNA complex and the Tat protein-RNA 

aptamer complex with isotope-Iabeling of nucleic acids 

(lYokohama Natl. Univ.， 2Kyoto Univ.， and 3Natl. Inst. Adv. Indust. Sci. & Tech.) Enokizono， Y.， 
Konishi， Y.， Marumoto， K.， Ouhashi， K.， Matsugami， A.， Tamura， Y.， Kudo， M.， So， M.， Uesugi， 
S刊 Ishikawa，F.， Kumar， P. and Katahira， M. 
We have detennined the structure of hnRNP D protein-telomere DNA complex with the assist of 

isotope-labeling of DNA. The structure has revealed that each residue of the d(TAG) segment is 

recognized by hnRNP D in a base-specific manner. It is revealed that hnRNP D unfolds the quadruplex 

of telomere DNA upon binding. We have also analyzed the structure of the RN A aptamer for HIV Tat 

complexed with a partial peptide of Tat. The mechanism of the ex廿emelyhigh a出nityof the RNA 

aptamer has been suggested. 

安定同位体標識したDNA及びRNAを有効に利用する事で、以下の2つのタンパク質一核

酸複合体に関する構造解析を行った。

①hnRNPDタンパク葉ーテロメア DNA

hnRNP D(heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D)は一本鎖テロメア配列DNA及びRNAに

結合するタンパク質で、二つの核酸結合ドメイン (BDl及びBD2)を有している。我々はこ

れまでに両ドメイン及び関連ドメインの構造解析を報告してきた(1・3)。今回はテロメア配列

DNA d(TTAGGG)とBD2の複合体の構造をNMRにより決定した(4)。

解析当初、複合体における DNAのシグナルが帰属できず解析が難航した。そこで安定同位

体標識したDNAを用いて解析したところ、核酸残基の共鳴線が、タンパク質と相互作用して

いる部位で選択的に消失している事が判明した。核酸の HSQCシグナルを指標にして複合体

の溶液条件を検討した結果lすべての核酸シグナルを観測できるようになり、解析が進行す

るようになった。またテロメア DNAは複合体を形成すると伸びた構造をとる為、らせん状の

核酸構造に適用される通常の連鎖帰属法はうまく機能しなかった。一方フリーのテロメア

DNAの帰属は通常の連鎖帰属法によって行う事ができる事が分かった。そこで DNAを少し

だけ過剰に加えてフリーの DNAを溶液中に存在させ、フリーの共鳴線と複合体の共鳴線の聞

の交換ピークを利用する事で、複合体におけるテロメア DNAの帰属を行った。

テロメア、 hnRNP、Tat、アプタマー、水素結合

えのきぞのよしあき、こにしゆき、まるもとかよこ、おおはしきよし、まつがみあきまさ、

たむらゅうすけ、くどうみちこ、そみんす、うえすぎせいいち、いしかわふゆき、 Penmetcha

Kumar、かたひらまさと

10 



BD2はd(TTAGGG)のT2，A3，G4の3残基と主に相互作用していることが分かつた。 T2の塩

基はY244，E253及びK255の側鎖と水素結合を形成していた。 A3及びG4の塩基は各々F185

及びF227とスタッキング相互作用をしていた。また A3の塩基はA257及びM258と諌水相

互作用を、一方 G4の塩基は K183の側鎖及び M258の主鎖と水素結合を形成していた。 G4

に関しては、リン酸基との静電相互作用も見られた。結合に関与することが構造学的に分か

ったアミノ酸残基をアラニン残基等に置換した変異BD2を作製し、d(TTAGGG)との結合をゲ

ルシフト法で解析した。また d(Tτ'AGGG)のA3及びG4を各々GとAに置換した変異テロメ

ア配列 DNAと野生型 BD2の結合も同様に解析した。その結果、いずれの変異体も野生型に

比べ結合力が低下し、同定された相互作用様式が検証・確認された。

テロメア配列の DNAは生理的なイオン環境下で、容易に4重鎖構造を形成する。 h武NPD

は複合体形成に伴ってこの4重鎖をアンフォールドする事が滴定実験より分かった。この活

性を利用して DNAに対する分子シャベロンとして働く事で、 hnRNPDはテロメア伸長を制

御している〆可能性がある(4，5)。

②HIV Tatタンパク質-RNAアプタマー
HIVの調節タンパク質である Tatは、ウィルス遺伝子の転写の初期に合成される TARと呼

ばれる RNA領域に結合することで、その後の転写伸長反応を促進する。試験管内分子進化法

により Tatタンパク質に対する RNAアプタマーが得られた。この RNAアプタマーは天然の

ウイルスの TARRNAに比べ、 Tatタンパク質に対する結合能が 100倍大きい。この性質を利

用してTatタンパク質をこのRNAアプタマーによって捕捉すると、Tatタンパク質はTARRNA

に結合することができず、結果的にウィルスの遺伝子の発現が抑制されることが分かった。

我々はこれまでにTatの最も単純なアナログであるアルギニンアミドと RNAアプタマーとの

複合体の構造を決定してきた(6，7)。今回はより実際的なアナログとして、 Tatタンパク質の

陪.J"A結合部位の部分ペプチドである RKKRRを用い RNAアプタマーとの複合体の解析を行

った。

問 A の安定同位体標識を生かした水素結合の解析等から(7-9)、RKKRRの添加によって

RNAアプタマーに大きな構造変化が生じることが分かった。またア/レギニンアミドはRNAl

分子あたり 2分子結合したのに対し、 RKKRRはRNAアプタマーl分子あたり 1分子のみ結

合することが分かつた。 RNAアプタマーには上下2つのタンパク質結合ドメインがある。

RNAとRKKRR聞の分子間NOEに基づき、上側の結合ドメインにはRKKRRのN末端側が、

一方の下側の結合ドメインには RKKRRのC末端側が結合していることがわかった。上下の

結合ドメインでTatタンパク質の異なる 2つのアルギニン残基と同時に結合することで、RNA

アプタマーは高い親和性を発揮していると考えられる。詳細な相互作用様式を現在決定して

いるところである。

(1) Nagata et al. J. Mol. Biol. 287， 221・237(1999). (2) Katahira et al. J. Mol. Biol.， 311， 973・988

(2001). (3) Miyanoiri et al.， J. Biol. Chem.， 278， 41309・41315(2003). (4) Enokizono et al. EMBO J.， 

submitted (2004). (5) Fukuda et al.， PNAS， 99， 12685・12690(2002). (6) Yamamoto et al.， Genes 10 

Cells， 5， 371・388(2000). (7) Matsugami et al.， Structure， 11， 533-545 (2003). (8) Matsugami et al.， J， 

Biol. Chem.， 278，28147・28153(2003). (9) Sotoya et al.， Nucl. Acids Res.， in press (2004). 
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lL6 

NMR悶 DISEASEDIAGNOSIS AND TREATMENT MOTOR悶 G

CL. Khetraoa1 and GA. Nagana Gowda 

Center ofBiomedical Magnetic Resonance 
Sanjay Gandhi Post Graduate Institute ofMedical Sciences 

Lucknow-226 014， India 

The use of High Resolution NMRfor the diagnosis of Bacterial Urinary Tract Infection 
(UTI)， diαgnosis and pathoてphysiologyofMalabso中tlOn砂'Y1drome仰のαndassessment 
of /iverルnctionwi/l be illustrated. Dete舵E配Cω白ti仰 Qザft，幼'heP. αent悠gino.ω's悶αb拘αcter，げnαm【UTI
q伊u，ωαlit，ωαd的ve~かyαs well αs quαntif<ωαtiv陀e~砂y iβs s，劫howノnj斤ト均omni，たCωotini旬1にCαCαidmεωbol.加iおsm1削tωsingJH T 
NMR. In the diagnosis of MS， estimωon ofD-.身loseby colorimetric method is normαlly 
employed. However， such a method is non-specific and requires variolls chemical steps 
and they account for possible large errors. For such cases， the use of high resolution 
NMR is proposed and its definite advantages demonstrated. The utility of proton NMR 
spectroscopy in the assessment of liver .fimction will be presented by mon巾 ringSentm 
and urine gluωmine and urine urea. The sUldies demonstrate the potential of NMR asα 
角的retool for the routine diagnosis of diseases and trea仰 entmonitoring. 

Introduction 

Applications of NMR in biomedicine have grown exponentially during the p出tnearly 
over two decades as Magnetic Resonance Imaging (民偲1).MRI as a disease diagnostic 
modality has surpassed conventional methodologies in many aspects. Although N恥1R
spectroscopy， unlike民健I，has the potentiaJ of providing information on a wide range of 
biological proc邸sesat molecular levels， its potentials in biomedicine have not been fully 
exploited. While in vivo spectroscopy applications to humans are still constrained by the 
problems associated with sensitivity， resolution and shorter T2 relaxation times， in vitro 
applications to human specimens such as body fluids do not suffer from such constraints 
and hence it is possible ωstudy them in high and more homogenous magnetic fields 
With this in mind， application ofhigh resolution NMR spectroscopy to body fluids in the 
diagnosis of diseases has been undertaken and the results are presented here in. 

METHODS 

Bacterial infection 

Nicotinic acid metabolism experiments were performed on the common bacterial strains 
causing UTI. Bacterial growth media were prepared by addition of nicotinic acid in 
sterile urine and bacteria. The media were divided into two parts. One part was used for 
counting bacterial celIs by growing them on MacConkey agar medium on culture plates 
and counting the colonies grown after incubation. The other part was kept for incubation 
at 3 r C with shaking at a speed of 150 rpm， for 6 hours. Subsequent1y， the bacterial 
suspensions were removed and出esupematant pa巾 weresubjected to NMR experimen1s. 
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For quantification purposes， NMR experiments were perrormed on the bacterial media of 
P. aenlginoslαvarying from about 103 to 107 cfu/m1. Control samples in triplicate 
(without bacteria) were also made under similar conditions and subjected to NMR 
experiments. Experiments on the urine samples from 30 patients of P. aeruginosa 
infection were also perrormed. Nicotinic acid was added to the urine， incubated at 370 C 
and the supernatant was taken for the NMR experiments as explained above in the case of 
standard bacterial strains. 

Malabsorption syndrome 

Thirty-five patients with suspected malabsorption syndrome underwent conventional 
medical tests such as total serum protein， albumin， blood hemoglobin， upper 
gastrointestinal endoscopy and duodenal or jejunal biopsy. Pre-test urine specimens were 
collected from patients a丘erovernight fast. The post-xylose test urine samples (after oral 
injestion ofxylose) were collected for the first five hours after administration ofD-xylose 
The post-xylose specimens were used to estimate excreted xylose using colorimetric and 
NMR methods， independent1y. The lH NMR experiments on post-xylose test urine were 
performed with water suppression by presaturation. In vitro experiments were al~o 
performed on standard solutions of xylose in the presence and absence of glucose using 
colorimetry and NMR under identical conditions for comparison ofthe results. 

Assessment of liver function 

The Serum and urine samples of the seven patients undergoing liver graft were collected 
on one day before and at every 24 hrs a丘erthe transplant tiI1出epatien包 weredischarged. 
The samples were subjected lH NMR experiments. Assessment of liver graft was based 
on biochemical parameters obtained from convel}tional method. 

Results and Discussion 

BacteriaJ infection 

In the spectra of P.αen伊nosamedia， Nicotinic Acid (NA) signals were total1y absent 
and， simultaneously， new set of signals were seen. Using two-dimensional experiments， 
DQF-COSY and 1晶1BC，the new set of signals in the media of P. aentginosa were 
assigned to 6・hydroxynicotinicacid (6・OHNA).

Pseudomonαs group ofbacteria metabolize NA giving rise to 6・OHNAas follows: 

〈7cヘ
Nicotinic acid 6・Hydroxynicotinicacid 

Therefore， addition of small quantity (about 1 mglml) of nicotinic acid to the urine 
specimen containing the microorganism P.αeruginosa yields 6・ol町 Aafter incubation 
for about 6 hours. 

Analyses of the NMl主 spectraof the bacterial media with variable cell count of P. 
aeruginosa strain showed that the intensity of nicotinic acid signals gradually decreased， 
while， the intensity of the signals of the 6・OHNAincreased with increasing number of 
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bacterial cel1s. The spectra of the other bacterial media showed that白eydo not 
metabolize nicotinic acid. This suggests that only P. aentginosa metabolises nicotinic 
acid among the bacteria causing UTI and thus nicゅtinicacid metabolism is specific to P. 
αentginosa. Twen句rnineout of 30 patients of UTI showed metabolism of nicotinic acid 
to 6・OHNAas observed by the reduction of the intensity of nicotinic acid signals with 
concomitant appearance of ふOHNAsignals. However， in one ofthe samples， 6・OHNA
could not be detected under similar conditions owing to its less eoncentration. The 
concentrations of 6・OHNAdetermined企omthe NMI主spectrafo1' 29 patiehts were in 
good agreement with that obtained from conventional method. Thus from a single NMR 
experiment， the identiザ ofthe bacteria as wel1 as the viable bacterial count could be 
obtained. 

Malabsorption syndrome 

A comparison ofthe clinical parameters and the values ofD-xylose from colorimetry and 
NMR estimated in urine excreted after ingestion of 5 g D-xylose with or without a 
definite diagnosis of malabsorption syndrome showed that the Quantity' of D-xylose 
estimated in same urine specimens was higher with NMR than colorimetric method. The 
colorimetric method' showed errors up to 20 % compared to the NMR technique which 
showed errors up to 7 % only. The large errors from colorimetry are attributed to 
temperature， time and photo stabiliザ ofthe colored complex employed for the test. The 
resu1ts also explain why colorimetry significantly underestimates quantity of D-xylose 
excreted as compared with NMRin the same urine specimens 

D-Xylose estimation was alsocarried out in presence of glucose using both colorimetric 
as wel1 as NMR methods. There was no significant difference between the xylose 
estimated in the pr邸 enceof glucose using NMR method. On the other hand， in the 
colorimetric method， the presence of glucose interferes with the quantification of the 
xylose concentration leading to misleading results. Thus colorimetric method may pose a 
serious problem in uncontrol1ed diabetic patients. 

Assessment ofliver graft function 

Seven cases of liver transplant were studied. In cases with liver graft dysfunction; serum 
glutamine increased to abnormal levels along with simu1taneous abnormal excretion of 
urinary glutamine post-transplantation. High levels of glutamine in both blood and urine 
and concomitant reduced urea levels in urin 

Conclusion: 

The studies demonstrate the potential of N乱1Rin the diagnosis of diseases and 
monitoring of the treatment. During the next few years， it appears that NMR may 
estab1ish itself as a routine technique for such purposes. 
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lL7 難溶性高分子量タンパク質に適用可能な

NMRシグナル新規帰属法の開発

(三菱化学生命科学研究所)

0河野俊之

Development of a Novel Signal Assignment Method for 

Large and Less Soluble Proteins 

Mitsubishi Kagaku Institute of Life Sciences (MITILS) 

Toshiyuki Kohno 

NMR methods have been developed rapidly， and we can now automatically assign NMR 

signals for small soluble proteins. However， it is still difficult to assign NMR signals of large， 

less soluble， and unstable proteins. To overcome these drawbacks， we have developed a 

novel assignment method. Withthis method， we can now assign all the NMR signals of large 

proteins at 1∞-2∞μM concentration， on1y with 2D NMR measurements. Furthermore， 
this method may be applied to proteins which are not stable to be analyzed by long 3D NMR 

measurements. 

様々な多次元 NMR測定法、 NMR装置、解析プログラムの進歩により、アミノ酸 100

残基程度のタンパク質については、各NMRシグpナノレの帰属がほぼ自動でできるように

なった。しかし、このような自動帰属が可能なタンパク質は、低分子量でかつ高濃度

で溶解し、しかも長時間の測定に耐える安定なものに限られているのが現状である。

我々は、目的タンパク質を、アミノ酸の種類ごとに 13C/15N標識アミノ酸と 15N標識ア

ミノ酸、および標識されていないアミノ酸を系統的に組み合わせて合成する方法を考

案した。そして、この標識タンパク質を用いることにより、従来法の必要条件を大幅

に緩和し、 100-200凶程度の低濃度で1日程度安定に保てるタンパク質であれば、

300残基以上のタンパク質であっても 2次元NMR測定のみを用いて簡単にシグナルの

完全帰属が可能な方法を開発した。本会では、この新規帰属法について報告する。

無細胞タンパク質合成低濃度 タンパク質安定性高分子量タンパク質シグナノレ

完全帰属法

こうのとしゆき
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新規帰属方法

ここでは、 lH-15NHSQCの各シグナルの帰属方法について簡単に述べる。

(1)一種類のアミノ酸残基(プロリンを除く)を選択的に市標識したタンパク質

の 19種類(必ずしも必須ではない)、及び、一種類のアミノ酸残基のみを選択的に

13Cj!5N二重標識し、その他の 19種類のアミノ酸を 15Nのみで標識した目的タンパク質

を20種類調製する。

(2)一種類のアミノ酸残基(プロリンを除く)を選択的に 15N標識したタンパク質

の19種類のHSQCスベクトルから、 lH-15NHSQCスベクトノレにおける各シグナルが、ど

のアミノ酸の種類に属するかを決定する。あるいは、一種類のアミノ酸残基のみを

13C/刊二重標識し、その他の 19種類のアミノ酸を 15Nのみで標識した目的タンパク質

の2次元町(CO)及び2次元町(CA)スペクトノレを比較し、問(CA)スペクトルに存在し、

かつ町(CO)スペクトルに存在しないシグナルを得ることによって、 lH-15NHSQCスベ

クトルにおける各シグナルが、どのアミノ酸の種類に属するかを決定する。

(3 )一種類のアミノ酸残基のみを吋/15N二重標識し、その他の 19種類のアミノ酸

を15Nのみで標識化した目的タンパク質の町(CO)スペクトルから、それぞれのシグナ

ノレがどの種類のアミノ酸残基の後ろにある残基かを決定する。

(4) (2) (3)の結果とアミノ酸配列表から、アミノ酸の並びを利用してシグナル

の帰属を行う。

(5)連続するアミノ酸の並び方が同ーのものが2ヶ所以上あるものについては、 2

次元H(N)CAと2次元日(NCO)CAスペクトノレを用いて、さらに手前の帰属辞みの残基か

ら帰属を決定する。手前の残基が同様の状況により帰属が不確定である場合は、さら

に手前の残基から順次帰属を行う。

上記の新規方法を大腸菌チオレドキシンタンパク質(108残基)へ適用した。500MHz、

non cryogenic probeの装置の条件下において、 100μM程度の濃度のサンプルを用い

ることによって、帰属に必要な全ての測定を十分な感度と適切な時間で行うことが可

能であった。また、測定の後、 lH-15NHSQCスベクトルの全てのシグナルを帰属するの

に要した時間は、手動でも 1時間強であった。

今回開発した新規手法は、 (a)低濃度でも十分な感度でシグナノレの取得が可能、 (b)

選択的標識を用いることによりスペクトノレあたりのシグナルが減り、高分子量タンパ

ク質で2次元の NMRスベクトノレでもシグナノレの重なりが少ない、 (c)それぞれのサン

プルの測定時間が長くても 1-2日なので不安定なタンパク質でも解析可能、 (d)帰属

が非常に簡単である、 (e)帰属の暖味さがほとんど無い、といった優れた特徴を持っ

ており、今までの方法では解析が困難であったタンパク質を解析対象にし得る画期的

なものであると考えている。
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lL8 オンラインセル高圧NMRi去による球状蛋白質の希な構造揺らぎの検出

-HPr StaphylococclIs carnoslIsチロシン環フリップ運動の圧力・温度依存測定一

(神戸大院自然¥神戸大理2、近大生物理工3、Ruhr大Bochum校生物ペ Regensburg大生化忌)

O服部峰之 l、李華 l、山田博昭三赤坂一之 1.3、W.Hengstenberg4、W.Gronwald'、H.R. Kalbitzer' 

lnfrequent cavity-forming f1uctuations in HPr from StaphylococclIs carnoslIs revealed by pre回ureand temperature-dependent 
tyrosine ring田f1ips.
Minevuki Hattor11， Hua Lil， Hiroaki Yamada2， Kazuyuki Akasakal

ヘ
WolfgangHengstenberg4， Wolfram Gronwald'， Hans 

Robert Kalbitzer" 

IDepartment of Molecular Science， Graduate School of Science and Technology， 2Department of Chemistry， Faculty of 
Scienc.e， Kobe Universョty，Kobe，Japan. 3School of Biology-OrientedScience and Technology， Kinki University， Wakayama， 
Japan. 4Ruhr-University Bochum， Dept. of Biology， Bochum， GermanyベUniversityof Regensburg， lnstitute of Biophysics 
und Physical Biochemistty， Regensburg， Germany. 

lnfrequent structural f1uctuations ofa globular protein is seldom detected and studied in detail. One tyrosine ring ofHPr from 
StaphylococclISζarnosus， an 88-residue phosphocarrier protein with no disulfide bonds， undergoes a very slow ring flip， the 
pressure and temperature dependence of which is studied in detail using the on-line cell high pressure nuclear magnetic 
resonance technique in the pressure range from 3 MPa to 200 MPa and in the temperature range from 257 K to 313 K. The 

ring of Tyr6 is buried sandwiched between a s-sheet and α.-helices (the water accessible area is less than 0.26 nm2)， its 
hydroxyl proton being involved in an intemal hydrogen bond. The ring flip rates 1 01 -10' S，I were determined from the line 

shape analysis of Hol.o2 and Hrl.r2 ofTyr6， giving an activation volume LlVt of 0.044土0.008nm3 (27 ml mor1)， an activation 

enthalpy L1f{t of 89 i: 10 kJ mor1 and an activation entropy at of 16 i:2 JK，I mor1. These LlVt and L1f{' values for HPr and 
others found previously for Tyrand Phe ring刊ipsof BPTI and Cytochrome c fall within the range of Ll〆of28to 51 ml mor1 

andL1f{' of 71 to 155 kJ mor'. The fairly common LlV+ and L1f{' values are considered to represent the extra space or cavity 
required for the ring f1ip and the extra energy required to create a cavity， respectively， in the core pa抗 ofa globular protein 
Nearly complete cold denaturation was found to take place at 200 MPa independently合omthe ring reorientation process. 

[序論]近年、タンパク質における構造の動的揺らぎが、中心的研究課題となっている。タンパク質の体積揺ら

ぎをよく表現する物理量として、圧縮率が利用されている。これは、通常、熱力学的または巨視的な物理量とし

て定義されるが、実験的にはタンパク質分子の平均値として、超音波速度と密度測定、および、ホールーバーニン

グ法などの蛍光測定により得られる。しかし、高圧下のX線構造解析や、分子動力学計算の結果が示しているよ
うに、圧縮率は圧力による原子間距離の変化という微視的な起源を持っており、フォールドしたタンパク質の構

造中においては、均一に起こるものではないと思われる。一方で、溶液中の高分解能NMRは、タンパク質の構造

とダイナミックスの圧力効果の微視的研究に有効である。タンパク質の構造と化学シフトの関係は、単純な式で

は記述できないが、原子間距離の定性的または半定量的な目安となる。これまでに、 BPTIにおける個々の水素結

合距離の見積もりを行うため、アミド基の圧力誘起 1H化学シフトが利用されている。さらに、 15Nの圧力シフト

は水素結合の幾何学的効果に加えて、ポリペプチド鎖骨格のコンフォメーションを反映している。これらの加圧

によるコンフォメーションの変化は、局所的なコンフォメーションの揺らぎに何らかの形で関連づけられると考

えられる。さらに、タンパク質の揺らぎには、早い[ピコ秒からナノ秒]ものから遅い[マイクロ秒からミリ秒]もの

と、時間スケールに幅があり、これらの情報は、スピン緩和の面からも検討されている[1]。また、 BPTIにおける

2次元 TOCSYC'H-1H相関)スライススペクトルの Tyr，Phe残基の芳香族環フリップ運動の頻度の圧力依存性か
ら活性化体積が得られているが、この値は、平均的な体積揺らぎの振幅よりも 3倍程度大きい。との結果は、平
均を迄かに逸脱した大きな振幅の揺らぎが存在することを示唆する[2]。本研究の目的は、遅い時間スケールの運

動モードの一つに分類される、アミノ酸側鎖のうちで最もかさ高い、 Tyr，Phe残基の芳香族環フリップ運動の頻度

の温度、圧力依存性を調べることにより、このような平均を塗かに外れた大きな振幅の揺らぎに関する情報を得

ることである。

[HPrにおける高庄下(200MPa)での低温変性と芳香環フリップ運動の温度・圧力依存性]

HPrは、バクテリアの phosphoenolpyruvate依存 phosphotransierasesystem (carbohydrates輸送システム)の必須の

要素である。この過程では、 Enzyme1 [EI]から EnzymeI1A[EIIA]へ、 phosphoryl基を輸送する。この聞に、 phosphoryl

基は、瞬間的に活性中心の histidine[HisI5]Nli1原子に結合する。最終的に phosphoryl基は、 Enzym巴I1Aのhistidine

残基から、 EnZymeI1B[EIIB]のcysteine残基へ移される、この phosphorylatesと同時に、細胞膜を通して carbohydrat巴
を輸送する[3]0S. camosus由来の HPrは、 S-S結合を持たない、小さな球状タンパク質 (88アミノ酸残基)で、 1H，

15NNMRスペクトルは、全帰属が行われ、溶液中での3次元構造が、決定された。一般にすべての HPrタンパク

質は、 4本の反王子行のOシートと、この3プリーツシートに向かい合って、 3本の αヘリックスを含んでいる[Fig.l
参照][4，5，6]。

オンラインセル高圧NMR、球状蛋白質、フリップ運動、線形解析、構造揺らぎ

はっとりみねゆき、りふぁ、ゃまだひろあき、あかさかかずゆき、 Hengstenberg，W.、 Gronwald，W.、 Kalbitzer，H.R 
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[実験]丘 carnosus由来 HPr試料は、 Regensburg大学

Kalbitzerのグループより調整されたものを用いた。濃

度約1.5mMの重水溶液で、今回の測定では、バッファ

ーは加えず、常温常任で、 pH=7.57Iであった。内部参

照物質として、 3-(trimethylsilyl)[3ふ2，2-2 H] 

propionate-d4 (TSP)とdioxaneを微量を加えた。NMRス

ペクトルの温度、圧力依存の測定は、 BrukerDMX・750

CH周波数、 750.13MHz)において、外径 3.5mm、

内径約 Immの高圧セルを用いて行った。 l次元スペク

トルは、 32，768点、スペクトル幅 10kHzで、 3072回の

積算を行って得た。また、 4096X512の2次元 TOCSY

スペクトルでは、スペクトル幅 10kHzで、 256複素ポ

イントの t1ドメインと 1024複素ポイントの t2ドメイ

ンで行い、 t1 ドメインの位相敏感検出には TPPIを適

用した。水信号の除去には緩和待ち時間の間に飽和パ

ルスを加えて行った。内部参照物質として微量を加え

た、 TSP(Oppm) または、 dioxane (3.75ppm)のメチ

ル基の信号を化学シフト基準とした。

[結果13MPa、298Kにおけるにおける芳香環族領域
の1次元スペクトル 6.53ppm，6.84ppmのピークは、そ

れぞれ、Tyr6の3，5-H及び2，6勾Hに帰属されているが、

313Kから 275Kまて、の温度の低下に伴い、広幅化が観

測された。この変化は、他の芳香環のものと比べて著

しい。他の Tyrよりも少し広幅化していた Tyr6のピー

クは、200MPaまでの加圧により消失した。また、275K、

3MPaでは、 Tyr6のピークは、消失していたが、 200MPa

までの加圧により、 6.24ppm付近と 6.47ppm付近にブ

ロードなピークが現れてきた。 200MPaにおける温度

変化からは、 308Kから 283Kの温度の低下に伴い、芳

香環族の信号全体に広幅化が観測された。 Tyr6の少し

ブロードな信号は、 283K付近で、消失した。さらに温

度の低い領域では、信号の先鋭化と移動がみられた。

芳香環族領域の l次元スペクトルの圧力・温度依存性

から、 Tyr6の 3ふH 及び 2かH に帰属されている
(6.53ppm， 6.84ppm， 3MPa， 298K)のピークが、降温お

よび加圧により、広幅化が観測された。 Fig.2に示すよ

うに WinDNMR[7]を利用して、線形解析を行い、各温

度・各圧力での、 τから、速度定数均一1)(=2/τ)を計算し、

圧力、温度に対する、プロットから活性化体積、活性

化エネルギーなどの熱力学パラメーターを求めた。

[結論]球状蛋白質の希な構造揺らぎを検出し詳細な

研究をおこなった。ジスルフィド結合をもたない、残

基数 88のphosphocarrier蛋白質、 HPrS. carnosusの一

個のチロシン環が非常にゆっくりしたフリップ運動を

行っており、オンラインセル高圧NMR法を用いて、
3MPaから 200MPaの圧力範囲と 257Kから 313Kの温

度範囲について、圧力と温度依存の詳細な解析を行っ

た。 Tyr6の芳香環は、トシートとかヘリックスに挟ま

れているが、フリップ運動の頻度が、線形解析により

101-105 S.Iと計算され、活性化体積が26.7mlmorl、活

性化エンタルビー 87土20kJmorl、活性化エントロビー

16士幻K'lmorlと決定された。既に決定されている、

BPTIや Cytochromecの芳香環のフリップでの価と同

程度で、この結果は、リングフリップの際に、球状蛋

白質のコアにおいて余分な空間と余分なエネルギーを

必要としていることを表している。この結果を一般化

するならば、多くの球状蛋白質のコア中心部において、

非常に大きな体積がときどき出現するという鴛くべき

事実を示しているのである。

Figure 1. The th同e-dimensionalstructure of HPr from S. 
carnosus. The lowest energy struc山間 ofHPr from S. carnosus 
[5] is depicted， the aromatic residues are highlighted. In addition， 
NOE-contacts ofthe hydroxyl proton ofTyr6 are indicated 
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剖MPo22015 
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Fig附 2. Simulation ofthe ring dynamics of1同，
The line sha明eof the Hεl.E2一間sonance(s)of Tyr6 were fitted wi血
the program WinDNMR. (a)日toftl官邸perimentaldata recorded 
at 3 MPa at various temperatures and (b) at 275 K and various 
pre田U配s.
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lL9 配向依存的なTROSYシフト変化に基づく分子配向解析

(1生物分子工学研究所)

森内寛 l、横山貴男 1、笠井信幸 l、O楯真一 l

Molecular aglignment tensor determination by orientation-induced TROSY shift changes 

Hiroshi Moriuchi， TakaθYokoyama， Nobuyuki Kasai， and ~hin-ichi Tate1 

Biomolecular Engineering Research Institute (BERI) 

Abstract 

Wepresen七anew NMR technique for determining the alignment tensor of a weakly aligned protein 

using only alignment-induced 15N transverse relaxation optimized spectroscopy (TROSY) chemical 

shift changes. Alignment-induced TROSY chemical shift changes refiect the combined contribu-

tions from two different anisotropic spin interactions including the residual dipolar couplings (RDCs) 

and the residual chemical shift anisotropy effects (RCSAs). We show here that these two residual 

anisotropic spin interactions' values， encoded in the TROSY chemical shift changes， can be used to 

determine a weakly aligned protein's alignment tensor. To prove the significance of this method， we 

show that our TROSY-based analysis gives the consistent alignment angles with those determined 

using RDCs for 15N-labeled ubiquitin (8.6kDa) in an aligned medium， within an uncertainty range 
estimated by considering experimental and structural noises， being 5 degrees at most. Its application 
to larger proteins will be presented. 

Introduction 

The inclusion of anisotropic spin interactions， particularly residual dipolar coupling (RDC)， in macro-

molecular solution NMR experiments provides useful techniques for protein structure analysis. A notable 

RDC application， which gives global structural information by incorporating all bond vectors into a sin-

gle alignmentaxis system， is戸hedetermination of the relative ori巴ntationof domains or subunits in a 

protein. For this application， starting with the X-ray coordinates of a protein， the RDCs are then used 

to reorient domains or subunits and， by doing so， the technique provides a rapid means of establishing 

an average solution structure of a multi-domain or multi-subunit protein. This RDC-based approach is 

useful when determining the solution structures of large proteins composed of doma.ins or subunits， and 

especially when the quantitative巴lucidationof a structural change cau日巴dby， for example， ligand binding 

is sought. However， the presently available experiments to measure the RDC， which are all basically 

F l-coupled HSQC spectroscopy， should not b日appliedto multiple-domain proteins or proteins composed 

of subunits that have a molecular weight of typically more than 40 kDa. This mol巴cularweight limitation 

1 Key凹ords: NMR， residual dipolar coupling， chemical shift anisotropy， bicelle 

もりうちひろし、よこやま たかお、かさいのぶゆき、たで しんいち
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is the practical drawback for RDC experiments when attempting to assess the relative orientations of a 

protein's domains or subunits. 

For large proteins， the upfield 15N_1H doublet component in an F1-coupled HSQC spectrum is broad-

ened to reduce spectral resolution and its intensity is concomitantly weakened as a result of interference 

between 1 H_15N dipolar coupling and 15N chemical shift anisotropy relaxation mechanism. On the other 

hand， the downfield 15N_1 H doublet component remains sharp and intense even in the spectra of large 

proteins. This downfield component is the 1 H-coupled analogue， along 1 H dimension， to that which is 

observed in TROSY experiments， where the narrowest of the four possible heteronuclear-mul色ipletcompcト

nents is selected. Because the RDC is measured by the alignment induced modulation to 1JNH appearing 

as difference in frequency between the doublet components in a F1-coupled HSQC spectrum， the rapid 
transverse relaxation of the upfield doublet component severely limits the accuracy of the RDCs for large 

proteins. In our approach， you need only to measure the orientation induced TROSY shift changes along 
15N axis， which contain two contributions from七heRDC and residual chemical shift anisotropy effect 

(RCSA). Therefore， you can take full advantages of the TROSY in measuring 1 H_15N correlation spectra 

for high molecular weigh proteins. In this presentation， we are going to evaluate the significance of this 

method using ubiquitin. We will also present its application to larger proteins to determine their relative 

domain orientation in solution. 

Method 
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The orientation dependent TROSY 15N chemi-

cal shift chang巴，ム815N(trosy)，includes two differ-

ent types of anisotropic spin interactions; the resid-

ual dipolar coupling， 1 D N H， and the orientation in-

duced 15N chemical shift change from the isotropic 

chemical shift or called as the residual chemical shift 

anisotropy， 815N(csa) (Figure 1). Assuming the uni-

form 15N CSA tensor values (amplitudes and relative 

orientation angles) to all15N nuclei in a protein， we 

can calculate the 815N(csa) from th巴fixedprotein cか

ordinate. By properly scaling the contributions from 

1DNH and 815N(csa)， theム815N(trosy)can be for-

mulated as follow with the direction cosine of each 

NH bond vector and chemical shift tensor elements 

expressed in an molecular frame: 

Figure 1: Relation of the RDC and sd15N(trosy) 

ム615NM=jDnh+ム6叫 sa)

ε &九仰3バc叫 h 叫 h+→; ε & 
= ε Sりりぺ{位i←D;:'haaC∞O叫 hC叫 h +4;与糾&九叫j} } 

_ 1 nmax 
-2Unh 
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whereゆfhis the angle of the NH bond vectro relative to the ith molecular axis and 8ij are the elements 
of the chemical shift tensor expressed in an arbitrary molecular frame of the nucleus. And Sij is the 

Saupe order matrix elements to define the molecular alingment relativ巴tothe magnetic field. 

The above equation can relate the experimentally obtainedム(jl5N(trosy) and the values obtained 

from the fixedcoordinate and assumed 15N CSA tensor values via the Saupe order matrix elements. By 

the singular value decomposition (SVD) of this matrix consisting of the values from the coordinate， we 

Can determine the all elements of the Saupe order matrix， finally giving us the alignment tensor of the 

molecule or the local structure unit in amolecule. Therefore， solely from the orientation induced TROSY 

signal change along 15N axis. 

Result 

In the present work， we compared the alignment tensor values determined under various assumptions to 

address the following questions in using this approach. 1) How e宜ectiveis the quality of the reference 

coordinate in the TROSY based alignment tensor analysis; RDC based refinem巴ntis ess巴ntialto obtain 

the accurate alignment tensor? 2) The consideration of the RCSA contribution to the TROSY is essential? 

3) How dependent are the resultant alignment tensor angles on the variation of input 15N CSA tensors. 

The compared data ar巴listedin Table1. We shortly summarize the results below. 

• Considering the experimental noises in measuring peak positions and the structural noises repre-

senting local fiuctuation of NH bond vector， which are assumed to be in random precession in a 

cone with tilted angle by 5 degrees， from its original orientation， these noises essentially， determine 

the unc巴rtainties.In terms of the alignment angles， the uncertainties are 5 degree at most. 

• The RDC refinement is not essential to de七erminethe alignment angles within the intrinsic uncer-

tainties， although the direct use of the X-ray coordinate with proton attached showed significant 

reduction in th巴quality-factorof the resultant tensor. 

• Although the contribution of RCSA is less than that from RDC to TROSY， it can not be ignored in 

determining the alignment tensors. The resultant alignment tensor angles， with ignoring the RCSA 

terms， were out of the uncertainties 

We are now working on the application of the method to proteins with multiple domains to determine 

their relative domain orientation in solution. The results will also be mentioned in the presentation. 
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Table 1 : Alignment tensor magnitudes and orientations in 15N labeled ubiquitin determined from dOTROSY values with various 15N CSA tensors. 

Results Euler angles / deg. 5) 

[ref.l Aσ/ppm 1) η2) 。/deg.3) Azz 4)/10.4 ゐ1)'/10・4 Axx/lO.4 α F Y Q.factor 6) 

ilOTROSy(1.02A) -168.1土4.3 0.19土0.02 17.7土0.5 -9.48土1.89 7.79士1.56 1.69土0.40 82.1士4.9 74.0土2.4 72.9*2.9 0.43士0.04

ilOTROSY 1.04 A) -158.5土4.1 0.19土0.02 17.7土0.5 -10.10士1.90 8.30土1.57 1.80土0.41 82.0土4.5 73.9士2.3 72.8土2.8 0.43土0.04

RDC-str.U.02 A) -166.9 0.19 17.7 -10.66 8.82 1.85 80.9 73.2 73.0 0.29 

RDC-str(1.04A) -157.5 0.19 17.7 -11.30 ヲ35 1.96 80.9 73.2 73.0 0.29 

X-ray-str(1.02A) -166.9 0.19 17.7 幽10.77 8.67 2.10 79.0 75.7 71.3 0.38 

X -ray.strU.04A) -157.5 0.19 17.7 -11.42 9.19 2.23 79.0 75.7 71.3 0.38 

Liq.NMR-1 -162.5 0.19 20.0 -10.98 9.03 1.95 81.4 73.3 72.8 0.27 

Liq.NMR-2 -174.4 0.15 18.7 -11.70 9.56 2.14 82.2 73.3 72.7 0.27 

Eb9 3 Solid NMR.1 -168.8 0.22 24.5 -10.07 8.22 1.84 82.0 73.4 72.5 0.27 

Solid NMR-2 -151.5 0.02 18.6 -10.83 9.03 1.80 80.8 73.6 73.8 0.31 

SolidNMR.3 -164.4 0.06 22.0 -10.53 8.68 1.85 81.8 73.6 73.3 0.29 

Average -164.3土8.5 0.13士0.09 20.8土2.5 -10.82土0.60 8.90土0.50 1.92土0.14 81.6士0.6 73.4土0.1 73.0土0.5 0.28土0.02

RDC derived -13.28土0.27 10.98士0.27 2.29土0.15 82.5土1.3 74.9土1.0 74.9土1.0 0.14土0.01

RCSA ingored -5.98土0.15 5.20土0.14 0.78土0.08 75.8土1.5 74.8土1.2 73.3土1.3 0.55士0.02

l)dσ=σ11ー (σ22+σ33)/2.σ11，σ22，σ33values are the 15N CSA tensor components. 

2)η ニ [(σintー σmirJf.σmax]， where the subscripts maximum (max)， minimum (min)， and intermediate (int) refer to the absoluお magnitudes

ofσ11，σ22，σ33. 

3) The angle s is defined as the angle between the σ11 axis and the NH  bond in a peptide plane. 



lL10 パイセルに結合した膜作用性抗生物質のNMR構造解析

(阪大院理 o諾岡篤、松森信明、村田道雄

Conformationalstudy ofmembrane-active antibiotics in bicelle 

using high-resolution NMR 

(Department of Chemistry， Gradient School of Science， Osaka University) 
OAtsushi Morooka， Nobuaki Matsumori， Michio Murata 

Although there are many membrane active compounds targeting at biological membrane and membrane 

proteins， the general way to define the conformations of the membrane-active compounds binding to 

biological membrane is not yet estab!ished. In order to develop a method for the conformational 蜘 diesin 

membranes using solution NMR， we employed phospholipid bicellesぉ amembrane bilayer model. The 
compounds in small， .unoriented bicelles gave high・resolutionNMR spectra allowing measurements of the 
coupling constants e ~間) and NOEs. Here w号 presentthe conformations， orientations， and locations of 
erythromycin A and salinomycin-Na complex in bicel1les 

【序I
生体膜や膜蛋白質をターゲ、ットとした膜作用性物質が多数あるにもかかわらず、生体膜等に結合

した状態での三次元構造解析法は未だ確立されていない。そこで我々は、リン脂質二重膜モデ、/レと

してパイセノレ (Fig.l)に着目し、溶液NMRを用いた高分解能二次元測定による立体構造解析法の

開発を目的とした。今回、磁場配向性パイセルは用いず、小型のパイセノレが磁場に対して等方的に

存在することを利用した 1。この磁場非配向性パイセルに膜作用性物質を含有させる事で、脂質二

重膜に結合した状態でも高分解能のスベクトルが測定可能となる。膜作用性物質としてエリスロマ

イシンA及びサリノマイシンーナトリウム塩 (Fig.2)について検討を行い、膜中での配座および膜

中での存在状態の解明を試みたので報告する。

ャ~fL4t軽う

削i協ム
Ul語、

Large Bicelles Small Bicelles 

Fig. 1 Oriented and unoriented bicel1es. 

[試料調製]

。

/41 
42" 

34 

Erythromycin A Salinomycin-Na 

Fig. 2 Structures of erythromycin-A and Salinomycin-Nぶsalt.

磁場非配向性の小型パイセルは、膜作用性物質由来ピークの観測を容易にするために、アシノレ鎖

が重水素化されたリン脂質を用いて調製した。混合比率は長鎖脂質

[d54-dimyristoyl-sn-phosphatidylchoIine (d日朝DMPC)J:短鎖脂質[d22-dihexanoyl引トphosphatidylcholine
(d22・DHPC)Jをモル比で1:2とした。エリスロマイシンAは酸性リン脂質と強く相互作用するので、
エリスロマイシン A 含有パイセノレには、長鎖脂質の 10 mol %の割合で

ds4-dimyrisω'yl-sn-phosphatidylglycerol (dS4・D恥1PG)を混合させた。全脂質に対しエリスロマイシンA

キーワード:パイセルエリスロマイシンサリノマイシン スピン結合定数配座解析

もろおかあっし、まつもり のぶあき、むらたみちお
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はlOmol%、サリノマイシン・ナトリウム塩は 5mol%とした。

【結果と考察1
エリスロマイシンAは 14員環マクロライド系抗生物質で、副作用として酸性リン脂質と結合し

て脂質分解酵素PLAlを阻害し、リン脂質症を引き起こすことが報告されているとこの分子は、す

でに CDChおよびD20溶液中での配座が報告されている事から"、脂質二重膜中での配座との比

較が可能である。 c酬問細川事的側

本研究では、主に NOESYと

DQF・COSYを用いて解析を行っ

た。 DQF・COSYによるアグリコン

の各 3品目Hの値は、溶液中(CDCh3，

D20ちの値と比較して、大幅な違い

は見られなかった。そこで、得ら

れた制限情報を基に MacroModel

による制限付き分子動力学計算を

行うことで、パイセル中のエリス

ロマイシンAの三次元立体構造を

溶液中と同程度の精度で求めるこ
とに成功した (Fig.3)0 Fig.3 A superposition of 14 conformations of erythromycin・A副

次に、常磁性物質をサンプルに添 bicelles. 

加することで、エリスロマイシンA

の脂質二重膜中での存在位置を決定した。分子

中の各水素原子の縦緩和時間(T1)は、常酸性

部位からの距離に近いほど大きく減少する

今回、常磁性物質としてMn2+、5・DOXYL-PSPC、

12心OXYL-PSPCをそれぞれ添加し、エリスロ

マイシンAの各水素原子の中で、より強く減衰

を受ける部位を特定した (F抱.4)0 :;メチルア b) 

ミノ基近傍の水素原子の Tlは、 MnL+を添加し

た時に大きく減衰したため、膜表面付近に存在

していると考えられる。これに対し、アグリコ

ンの水素原子のT1は各DOXYL-PSPCを添加し

た時に減衰したため、疎水部付近に存在してい

ると考えられる。これらの結果より、全体とし

てエリスロマイシンAは膜の親水部と疎水部の

界面付近に存在していると考えられる。このこ

とは、ヱリスロマイシンAがリン脂質のエステ

ルと相互作用を有し、脂質分解酵素 PLAlの接

近を立体的に阻害していることを示唆している。

現在、イオノフォア分子であるサリノマイシ

ンについても同様の実験を行っており、発表で

はとれらの結果を合わせて報告する予定である。

InCOC~ 0，0 Blcolle 

H2・H3 9.5 
H3・鈍4 1.5 
H4・H5 1.5 
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Phosphocholine Erythromycin目 A

Fig.4 a) Schematic representations of positions of 

the paramagnetic agents in bicelles， b) the depth 

along phosphocholine and erythromycin-A 

molecules affected by each paramagnetic probe. 

Reference [1] J. Guo et al. (2003) J. Medicinal Chem. 46，4838-4846 

[2] J. P. Montenez et al. (1999) Toxicology and Applied Pharmacology 156， 129-140 

[3] J. R. Everett， J. W. Tyler (1987) J. Chem. Soc. Perkin Trans. IJ， 1659-1667 

[4] F. Commodari et al. (1998) J. Chem. Soc. Perkin Trans. IJ， 1947-1956 
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25-



lLll In-Cell NMRを用いた細胞内蛋白質動態の直接解析法

(1理研・遺伝生化学， 2~里研・生体超分子構造・機能研究G ， 3横浜市大院・分子生理学，

4CREST/JST，5藤田保衛大・総医研・医高分子)

。吉益雅俊 1.4，美川 務 1，2，3ι，片岡義朝 1，2，3.4，林宣宏5，柴田武彦 1，2，3，

伊藤隆 1，2，3.4

Direct analysis for the confor血 ationand dynamics of proteins in living cells 

using In-Cell NMR spectroscopy. 

JMasatoshi YoshimasulペTsutomuMikawal，2，3.4， Yoshitomo Kataokal，2，3，4， Nobuhiro Hayashi5 

Takehiko Shibatal，2，3，4 and Yutaka Itol，2，3，4 

1， CeJl. & Mol.品・'01.Lab.， RIKEN，'2，Res. Gp. Bio.supramol.， RIKEN，'3， Grad. Schl， lnteg目Sci.，

Yokohama-City Univ.; 4， CREST/JST (Japan Science and Techno1ogy); 5.FujIta H1th.日1Iv.

In vivo detection of自tructuralinformation of proteins is strongly required for the explicit 

understanding of structural basis of their functions in living systems. Recent developments of 

NMR spectroscopy allowed us to observe high resolution heteronuclear multi-dimensional NMR 

spectra of an overexpressed protein inside living cells. This “In‘Cell NMR" method can be 

potentially applied for detecting a variety of structural information including posttranslational 

modifications， conformational changes; and interactions in living systems. 

In this presentation， we report our recent applications of In-Cell NMR to several proteins 

overexpressed in E. co1i・cells. We also describe the evaluation of conditions for sample 

preparation and the optimisation of parameters for In.Cell NMR measurements. Furthermore， 

future perspectives on the methodological developments for resonance assignments， detection of 

protein-proteins interactions， etc. will be discussed. 

庄

現在，核磁気共鳴(NMR)やX線結晶構造解析により様々な蛋白質の高次構造が決定され，その

構造と機能との相関が明らかにされつつある.生体内において，蛋白質は複数の蛋白質・核酸・

補助因子などと相互作用し援雑な機能の担い手となる.このため，蛋白質の機能を理解する上で，

生体内における蛋白質の動態，経時的な構造変化，基質や他の蛋白質との相互作用などを解析す

ることは非常に重要な意味を持つ.従来の NMR分光法は，試験管内における蛋白質の状態変化

および基質や他の蛋白質との相互作用について高分解能で解析することが可能である.また，他

の生化学的な手法に比べて弱し、相互作用を高感度に検出することができる.しかし，従来法では

Key Words: In'Cell NMR，蛋白質，細胞，ln VIVO，蛋白質問相互作用

よしますまさとし，みかわっとむ，かたおかよしとも 3 はやしのぶひろ， しばたたけひこ，いとうゆたか
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安定同位体標識した高濃度の蛋白質試料をど調製して測定を行なう必要があり，そのまま生体内の

蛋白質の解析に適用することは困難であった.そこで本研究では，蛋白質を発現させた細胞を試

料とし，生体内蛋白質の NMRシグナルを直接観測する In-CellNMR法を用いて，生細胞中での

蛋白質の動態やその相互作用をより短時間で簡便に検出。解析可能にする NMR測定法の検討を

行ったので報告する.

試料調製およびNMR測定の概要

測定対象とする生細胞として既に安定した蛋白質の発現系が確立されている大腸菌を使用し，

大腸菌の細胞質中にある蛋白質の NMRスベクトルの観測を試みた.大腸菌は安定同位体標識化

合物を含まないM9培地中で培養し，菌体数が約 4x108 cells/mlになったところで低速遠心によ

り菌体を回収し，安定同位体標識化合物を含むM9培地に再懸濁した.そして， T7プロモータを

利用した蛋白質の発現誘導を行ない，数時間後の菌体を遠心により回収して NMR試料管に充填

し，NMRスベクトルの測定を行なった.In-Cell NMR測定には理化学研究所和光研究所のBruker

社製 DRX600スベクトロメータおよび低温 3重共鳴プロープ(I軸グラジエント)を用い，測定

温度は大腸菌の生育温度にあたる 37'Cとした.lH/15N-HSQCスベクトルについては， 512 (lHN， 

tz) x 64 (15N， h)ポイントのcomplexdataを約20分間で，あるいは512(1HN， 12) X 128 (!5N， tI)ポ

イントのcomplexdataを約40分間で観測し，AZARA v2.7 [Wayne Boucher (Cambridge Univよ

unpublishedlを用いて LinuxPC上でデータ処理を行なった.

蓋担調製金金金鍾誼
ln-Cell NMRの測定条件は大腸菌にとって

必ずしも適した環境ではない.高密度に濃縮さ

れ，酸素濃度が著しく低い条件下では，大腸菌

試料は多大なストレスに晒されており経時的に

菌体が生命活動を停止し死に至る.そして，死

菌からは徐々に標的となる蛋白質を含む細胞質

成分が懸濁液に流出し，得られるスペクトル上

に非常にシャープ。な線形を持つ、ングナルとして

観測される.そこで，測定中の大腸菌の経時的

な変化を観測するため，まず恒温層を用いて実

際の測定を模した環境を構築し， 20分ごとに

試料から一部をサンプリングして，顕微鏡下で

の菌の状態と SDS-PAGEによる死菌からの標

的蛋白質の流出について観察した.そして，使

用する大腸菌株の系統や発現誘導条件，発現誘
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figure 1. 
8D8-PAGE (15・25%Tof NMR sample. The 
letters “M"，“C" and “8" corresDond to 
“Molecular weight marker'¥“2μ1 of Cell lyste 
di白solvedin 100μ1 Bugbuster™ (Novagen) 
with lysozyme" and “2μ1 of 8upernatant of Cell 
suspension solutionぺ respectively.' And 
numbers above the “C，8" symbol meant times 
after sample preparation. 

導を行なってから回収するまでの時間，測定時に菌体を懸濁する溶液などの ln-CellNMR 測定に

必要な種々の条件検討を行ない，実際にIn-CellNMR測定を行ないながら最適な条件を模索した.

その結果， Fig.lにあるように測定に十分な蛋白質量を発現させ，かっ試料調製から最低 1時間後
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までは標的となる蛋白質が懸濁液側に流出しないような試料の調製条件を決定した.しかし，こ

の条件については汎用的なものではなく発現誘導を行なう蛋白質の性質により変化するため，試

料ごとに条件を設定しなおす必要がある.発表に用いている全ての蛋白質発現系については，そ

れぞれ条件検討を行ない最適な条件を設定した上で測定を行なった.また，全ての測定において

測定終了後速やかに試料の一部を回収し， SDS-PAGEによる菌体外への標的蛋白質の流出につい

て分析を行なった.

In-Cell NMRスペクトル

In-Cell NMR 測定では，試料となる大腸菌が生きた状態で維持されている必要があり，測定に

は時間的な制約があるため，限られた積算回数とポイント数の内で可能な限り高分解能のデータ

をとらなくてはならない.また 大腸菌の細胞質には非常に雑多な物質が高密度に存在し，蛋白

質の運動性が明らかに低下するような条件になっているため，得られるスペクトルは緩衝液中の

ものに比べてブロードになる.その上，発現した蛋白質の性質により，二量体以上の複合体を形

成する場合や，大腸菌由来の蛋白質・染色体・菌体内膜などと強く相互作用し複合体を形成する

場合は，蛋白質のシグナルは極度にブロードニングしてしまい観測することはできなくなってし

まう可能性が高い.このため， SDS・PAGEなどで得られた蛋白質の発現量と NMRシグナルの強

度は必ずしも一致しておらず，標的とする蛋白質によって測定感度が大きく変わることがわかっ

た.Fig.2には，最も感度の高いスペクトルが得られた，S cerevisiaθのM陀 11蛋白質の C末端

ドメイン (scMre11-C)について， 15NH4Clを含むM9培地中で蛋白質の発現誘導を行なった歯体

と未誘導の菌体でIn-CellNMR測定を行なった際の 1H/15N -HSQCスペクトルを示す.

116ト(a) (b) I ~ (c) さFZ骨
書~

包!:Il>

互主主 名""、吃"'"

120 ~ 
11 

色

，""千二

124 

建~ Z君主!-，

c 宅長

L-l ~ 

8.4 8.2 8.0 7.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 

fumre 2 
lH/15N.HSQC spectra of scMrell・C.(aムc) E. coli cells grown in M9 medium including 15NH4Cl 
and 1 mM  IPTG (scMrell・Cexpressed cells) (a)， E. coli cells grown in M9 medium including 
15NH4CI (no protein expressed cells) (b) and 0.1 mM  of15N-scMrell-C containing 50 mM  potassium 
phosphate， pH 6.5 (c). The total acqsition times for two In-Cell NMR spectra (a) and (b) were 
approximately 20 min each， collecting 64 X 512 complex points along tl and tz， respectively. All of 
In-Cell NMR spectra were acquired at 310K on a Bruker DRX600 spectrometer with CryoProbe™. 
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Fig.2(a)(b)に示すように，蛋白質の発現誘導を行なうことで強発現された蛋白質に由来するク

ロスピークを観測することができ，標的蛋白質に由来すると考えられる Fig.2(a)で観測されてい

るクロスピークのパターンと， (c)で示した溶液中の蛋白質スペクトルのパターンを比較すると，

全領域にわたり非常に類似性の高いスペクトルが得られていることがわかった.さらに，菌体懸

濁液に O.lUのProteinaseKを加えて測定を行なった場合に， SDS-PAGE上ではまったく蛋白

質由来のバンドを検出することができないにも関わらず， Fig.2(a)と変わりないスペクトルが得ら

れたことからも，得られたスペクトルは大腸菌内に存在する s訓 rell帽Cに由来するものであると

考えられる.

また，上図2(b)に示すように蛋白質の未発現誘導時であっても， lH/15N-HSQCスペクトル上に

はいくつかのピークが現れる.これは大腸菌を構成する窒素原子を含む要素も標的蛋白質と同様

に15Nで標識されてしまったためであると考えられ，発現誘導にかける時間に比例して強度が増

えることがわかったさらに，この slMrell-Cについては， 15NH4Clに加えて 13C/15N・標識アミ

ノ酸を加えたM9培地中で培養し，標的蛋白質のアミノ酸選択標識を行なった試料で3重共鳴NMR

測定を行ない，菌体内に存在する蛋白質について主鎖シグナルの帰属の可能性を見出した.

今後の展望

今後は，大腸菌試料の調製法・標的蛋白質の発現条件にさらなる検討を加え，より簡便に高感

度・高解像度の In-CellNMR測定を行なうための汎用的な実験系の構築を試みる.さらに，大腸

菌に標的蛋白質の基質を添加した際の蛋白質シグナルの経時的な変化，標的蛋白質と結合する特

定の金属イオンを多く含む緩衝液や大腸菌に対して低張性あるいは高張性の緩衝液を用いた条件

下での蛋白質シグナルの変化の観測を試みる.

また，複製起点の異なる 2種の発現ベクターを利用して複数蛋白質の共発現系を作成し， 2種

以上の蛋白質を共発現させた際の蛋白質のNMRシグナルについて2DlH/15N-HSQCスペクトル

上で比較し，前述した主鎖シグナルの帰属と併せて蛋白質問相互作用のアミノ酸残基のレベルで

の検出・解析を試みる.
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lL12 DPFGSEによって選択されたスピン系の SPTスペクトル
O鵜津淘、吉田茂男(理研植物科学研究センター)

Selective Population Transfer Spectrum of spin systems chosen by DPFGSE 

1un UZAWA andShigeo YOSHIDA 

Plant Science Center， RIKEN(The Institute ofPhysical and Chemical Research) 

A new pulse sequence is proposed for the determination of scalar coupling 

correlation in small-or medium-size organic compounds. The method is uses a 

combination of the doublepulsed field gradient spin echo (DPFGSE) and the 

selective population transfer (SPT) techniquesand is shown to be useful' in the 

analysis of complex spectrawith many overlapped signals. The usefulnessofthis 

method in the structural elucidation of natural substances is demonstratedusing 

strychnine and other sampleJ). 

1 緒言

演者らは生理活性物質など自然界に微量に存在する天然有機化合物の構

造決定や同定に用いる NMR測定法の開発を行っている 2)。これらの化合物

は、 13Cや 15Nをラベルできるタンパク質と違い、ほとんどの場合、天然存

在比率のまま研究する必要がある。そこで、 COSY、ιHSQC(HMQC)、 HMBC

法などの二次元NMRが使われているが、一次元の Selective-COSYや
TOCSY(H OHAHA)も部分構造を知る上で重要な役割をになっており、短時

間で必要な情報が得られる測定法の開発が望まれている。

演者らは、優れたプロトン選択照射法である DoublePulsed Field Gradient 

Spin Echo (DPFGSE)法3，4)にSelectivePopulation Transfer(SPT)5，6)法を

組み合わせる方法について検討し、複雑な微量試料においても有効と思われ

る結果を得た。 SPT法はスピン結合定数の符号を決定する手段として古く

から知られているが、スベクトルの帰属法としても使われている。 SPT法

は分裂した 1本の信号を反転させる程の弱いパワーで実験できるため、特定

のプロトンの選択性が勝っている 7)。この両者の特長を活かして、混み合っ

たスペクトルの解析法として、基本的な動作例に応用例も含めて報告する。

KEYWORDS:DPFGSE; SPT; scalar coupling constant; strychnine; natural products 

うざわ じゅん、 よしだ しげお

-30-



2 実験条件

装置 JNM・α400を使用した。パルス系列は第 1図(A)に示すように、 NOE

観測用パルス系列の前段の部分をそのまま使い、 NOEを観測するための

mixing timeに SPT観測を照射するように変えた。 DPFGSE照射は観測チャ

ンネルを用い、選択性のポイントを決める SPT照射を照射チャンネルと使

い分けた。これによって、 DPFGSEと SPTの照射パワーの最適値を独立し

て求めることができる。ソフト 180
0

パルスにはガウスパルスを用いたが、

矩形波パルスでも使える。観測パルスは 45
0
とした。

~ ~ 

o BS. channel 

90 

IRR. channel 

90x 

--̂--l¥JL一八一ハ

45x 

PI2 

Figure 1 (A) DPFGSE-SPT pulse sequence. The phases are cycled as follows: p 1 = (x，-x)， 

p2 = {2(x)，2(y)，2(-x)，2(-y)}， p3 = {8(x)，8(y)， 8(-x)，8(-y)}， acq = 2(x戸x，-x，x)，2( -x，x，x，-x) 

Th<;": phase cycle provides a difference mode. The PFGs are Z圃axisgradients， all 1 ms in 

duration and with the fol1owing levels: G 1 = 32， G2 = 28， G3 = 14 gauss/cm. The soft 1800 

pulses are Gaussian shapedラ between15 and 33 ms in length， the duration depending on 

the target region being selected. The selective excitation period time (PI2) was between 50 

and 200 ms. The RF field strength (yB2I2n) is between 1.4 and 5.0 Hz. 

(B) Structure of strychnin巴.Ha are higher field signals and Hb are lower field signals 

2 結果と考察

良く知られている strychnine(第 1図 B)を例に説明する。 SPTの一般的

な法則に従って、複数に分裂した信号の低磁場側を照射すればこれとスピン

結合した相手側の低磁場側が下向きになり、高磁場側を照射すれば相手側の

高磁場側が下向きになる。第 2図(a)は通常の一次元スペクトルを示し、 (a') 

には H・llbの4本に分裂した信号と H・14が重なっている状態を拡大して

示す。この部分を DPFGSEにより選択的に照射した後に(b)のように、H・11b

の一番高磁場側を照射すると H・llaの高磁場側が下向きになり、 H-12 と

の小さな spincoupling を通した結合で、高磁場側が下向きになる。
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Figure 2 (a) 400MHz 'H spectrum of strychnine~ (a・)represents enlargement of region 

3.06・3.38ppm. The label b， c‘d‘and e indicate the SPT -irradiated positions. (b) Result 

of the DPFGSE-SPT-irradiation at position b. (c) Resu1t of the DPFGSE-SPT・irradiation

at position c. (d) Result of the DPFGSE-SPT-irradiation at position d. (e) Rcsult of the 

DPFGSE-SPT-irradiation at position e. The gauss pulse width， SPT RF irradiation strength 

and PI2 are 25ms， 3.8Hz(yB:f2n) and 150ms， respectiycly 

次に(c)では、高磁場側から 2本日を照射すると、 H-11 aは同様に高磁場

側が下向きになるが、'H・12は逆に低磁場側が下向きになっている。この二

つのピークは H-14との重なりがないので、結合相手は H・1Liと H・12だ

けである。つぎの(d)と(e)では、それぞれ H-llの3本目は H・14の高磁場

側の肩、 H-llの4本日は H-14の低磁場側の肩と重なり合っている。 (d)

と(e)では H-llaは大きな変わりが、 H-22、H-12、H・15b と H・13はそ

れぞれ反転している。これらは H-14を取り巻くスピン結合のネットワーク

を示している。これらの例は、分裂した一本のピークを照射することによっ

て、結合相手が複数の信号に埋もれていても、結合相手の信号を読み取るこ

とができるということと、それぞれのスピン結合によって、分裂したピーク

が上下に反転するので、他の実験では得られない詳細な情報が得られること
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を示している。

通常の SPTでは、少し大きな化合物になると、分子運動の影響などで、 SPT

が成功する条件が厳しくなり、実用的でなかった。このような場合の例とし

て、 digitoxin8)を用いて、 DPFGSE-SPT実験を行った '1)0 digitoxinは重

クロロホルム、ピリジン、ピリジンと重メタノールの混合溶媒中でいずれも

糖の 1位(アノメリックプロトン)の信号が3個とも重なり、他の信号も他

と重なっている場合が多く、帰属に時間を要す。 3位が比較的離れているの

でこれを手がかりに、 DPFGSE-SPTを行い、 2位の、帰属を短時間で行った。

照射側も観測側も重なりあったさらに複雑な例を講演で紹介する。

4 結語

DPFGSE-SPTは従来の SPTに比べると、あらかじめ選択された特定の

部分のみを最初に取り出しているので、溶媒やメチル基など大きな信号を消

しているので圧倒的に SINがよくなる。 DPFGSE-SPTにおける SPT条件

の設定は従来の SPTよりも楽に行え、しかも良質のスベクトルが得られる。

これまで SPT法は、少し大きな化合物では非常に難しく、応用例を見なか

ったが、 digitoxinは NOEではなく ROEを適用する化合物である。この例

から、 DPFGSE・SPT法はより広い範囲に適用できることを示唆している。

昨年度の本討論会で報告した一次元の NOE、ROE、TOCSYにホモスピ

ンデカップリングや SPTを組み合わせる測定法 2)と共に必要に応じて使え

ば、少ない試料でも有益な構造情報が得られるであろう。もちろん、従来の

COSY、TOCSY、HSQC、HMBC、INADEQUATEなどを否定する立場で

はなく、数ある測定法の必要な場面での使い分けの重要性を強調したい。
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lL13 Maximum Entropy reconstruction to increase sensitivity and resolution 

(IUniversity of California. San Francisco，味の素(附) 0榛葉信久1.2

eUniyersity of California‘San Francisco， 2Ajinomoto Co.) ONobuhisa Shimbal.2 

ABSTRACT : Homonuclear 13C_13C couplings can significantIy reduce the sensitivity and resolution 

of multidimensional NMR experiments. In this presentation， we wilI shov，' that post-acquisition 

deconvolution of the spectra with a Maximum Entropy algorithm can be superior to experimental 

decoupling. The method is very robust， does not introduce shifts of the resonance positions and 

simplifies the measurement ofNMR experiments， such as HNCA1 and 13C direct detection2. 

NMR studies of protein structure， dynamics‘or intermolecular interactions require the assignment of 

the polypeptide backbone resonances. Scalar couplings between backbone nuclei provide the 

information necessary for sequential assignmentラ butthey also present experimental difficulties by 

splitting resonances， decreasing both resolution and sensitivitう¥Anumber of methods‘including 

composite pulse decoupling3.4 and adiabatic decoupling5.6
‘
can be used to eliminate this splitting司 while

retaining the scalar coupling when it is needed to effect coherence transfer. However， decoupling 

resonances spanning a broad f記quencyrange can be difficultラ especialIyfor homonuclear decoupling: 

Bloch-Siegert effects can perturb resonance frequencies (rendering frequency correlations ambiguous) 

加 dthe additional RF radiation can lead to unwanted sample heating. 

Attempts to use post-acquisition data processing to simpli今!multiplets in NMR spectra began nearly 

contemporaneously with the first Fourier transform (FT) NMR experiments
7 
The application of 

nonlinear methods8 beginning in the 1980・sprovided the basis for robust deconvolution without noise 

amplification. Nevertheless ihese methods are not widely used， and continued development and 

application of experimental approaches attest to a general lack of knov九Iledgeconcerning the 

capabilities of nonlinear deconvolution， andlor the dearth of appropriate software. The aim of this 

presentation is to demonstrate that post-acquisition deconvolution is a viable and sometimes preferable 

alternative 

Keywords : Maximum Entropy reconstruction， deconvolution‘homonuclear coupling， J3C detection 

しんぼのぶひさ
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lL14 折返しピークの新規フィルタリング技術の開発

(奈良先端大バイオ)0児嶋長次郎

A Novel Filtering Technique Utilized for Aliased Peaks 
(Graduate School of Biological Science， Nara InstituteわrScience and Technology) 

o Chojiro Kojima 

Frequency components above the Nyquist frequency are aliased into the chosen spectral 

width. These aliased peaks are efficient1y eliminated by the digital or analog fi1ter in the 

directly observed dimension. However; no efficient日1teris available in irtdirect dimension of 

the multi-dimensional NMR spectra. Here the aliased peak phase was aricemetically 

described by the initial sampling delay time and the folding times. This led a simple fi1tering 

technique， the appropriate summation and subtraction of the spectrum recorded with the 

different initial delay time， to eliminate the aliased peaks in indirect dimension. Thisfi1ter is 

theoretically applicabletoall sampling schemes for quadrature detection. Experimentally， the 

elimination (or selection) of the aliased peaks is demonstrated in the gradient sensitivity 

enhanced lH_13C HSQC spectra of a 13C/15N labeled protein. 

はじめに

サンプリング周波数(ナイキスト周波数)より高い周波数をもっ成分は折返しピー

クとして観測される。折返しピークの消去には高性能な帯域フィルタが必要であるが、

従来のパタワースフィルタなどのアナログフィルタは遷移幅が広く、折返しピークの

消去には有効ではなかった。近年のNMR装置の性能の向上に伴い遷移幅の狭いデジ

タルフィルタの使用が可能となり、折返しピークの無い帯域選択的な信号の観測が現

実的に可能となってきた。しかし、多次元NMRにおいて間接測定する周波数軸(間

接次元)については、この様な有効なフィルタは知られていない。今回、折返しピー

クの位相を定式化する過程で、初期サンプリング遅延時間に依存した折返しピークに

特徴的な位相差が生じることが分かった。そこでこの性質を利用して、折返しピーク

のみを消去・選択するフィルタ技術を開発した。このフィルタは理論的に全ての位相

検波法に適用可能であり、間接次元において現実的かつ有効に働く。本発表では、折

返しピークの位相の定式化とこのフィルタの原理、ユビキチンをサンプルとした

lH-13C HSQCへの適用例を報告する。

フィル夕、折返しピーク、位相、サンフリング遅延時間、多次元NMR

こじまちょうじろう
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Figure 1. lH_13C gradient sensitivity enhanced HSQC spectra of ubiquitin. Spectral widths 

for left (A) and center (B， D) spectra are 4 and 2 times of right spectra (C， E)， respectively. 

Top (A-C) spectra are recorded with the initial sampling delay of one full dwell time， and thus 

the both real and aliased peaks are positive and in-phase. The bottom (D， E) spectra are the 

resu1ts of the summation of the 2 and 4 spectra with the different initial delay times， 

respectively， and the aliased peaks are completely eliminated 
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理論

Quadrature検波によって観測されたNl'vIR信号は複素表記できる。

S = So exp(i (n企t+ dinUω) = So exp(i n企tω)exp(i diniω) 
可
.
.
.
 
J
 

噌
目
'

r
 
.
.
 目ι

ここで diniは初期サンプリング遅延時間であり、Lltはサンプリング間隔である。

Quadrature検波法では、 m 回折返したピークは、観測される周波数ωとスペクトル幅

2 (!}maxのm倍だけ異なる周波数を持つ。 ω=ω+2mωn凶の関係式より

S = so exp(i (nn 1 a>rnax)(ω+2mω¥Ilax)) exp(i dini (ω+2mω'm.，，)) 

= So exp(i n流ω/ωm.，，)exp(i dini (ω+2m叫11a，，)) [2] 

ここでサンプリング間隔とスベクトル幅の関係式Llt=流/ω111.Xを用いた。初期サンプリ

ング遅延時間とサンプリング間隔との比Rini= dinil企t=diniω111.xlnを導入すると

S = So exp(i nπω/ω111''') exp(i nωRinilω111''') exp(i 2mπRini) [3] 

この式から、折返しピークは 2mπRiniラジアン位相シフトすることが分かる。すなわ

ち、 Riniを変化させてスペクトルを測定することで折返しピークの位相を自在にコン

トロールすることが可能であり、得られたスペクトルを加算もしくは減算することで

折返しピークのみを選択的に消去・選択することが可能である。例えば、 Riniとして

0.5と1を選択すれば、 1回折返しピークについて位相が 180
C

異なるスペクトルを

測定できる。真のピークには位相差が生じないので、この2つのスベクトルの和によ

り折返しピークの消去が、差により折返しピークの選択が可能となる。

結果と考察

図lに13Cj15N標識したタンパク質ユビキチンの lH-13CHSQCを示す。間接次元

のスペクトル幅を1/2および 1/4とすることで、 1回および2回折返しピークが観

測される(スペクトルA-C)oRniとして 0.5と1を選択し、それぞれのスペクトル

を加算したものがスペクトルD、Riniとして 0.25、0.5、0.75とlを選択し、それぞ

れのスペクトルを加算したものがスペクトルEである。スベクトルD-Eでは折返し

ピークが完全に消去されている。図2では同条件で折返しピークの選択を行った。

近年の多次元NMR法ではR凡1111

がらデジ夕ル分解能の向上と測定時間の短縮を図つている。しかし従来法では真のピ

ークとの重なりを避けるためにスペクトル幅と観測中心を最適化する必要がある。こ

こで報告した手法では、観測後のスペクトル処理により折返しピークを完全なスペク

トルとして分離出来るため、スベクトル幅や観測中心を機械的に設定できる。またこ

こで導入したフィルタの原理は、多くのFT測定法において有効だと考えられる。
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Figure 2. IH_ i3C HSQC spectra. The observed spectra are identical to those in Figure 1. The 

top (B， C) spectra are the results of the subtraction of 2 spectra， and the one time aliased peaks 

are selected. The bottom (D， E) spectra are the resu1ts of the summation/subtraction of 4 

spectra. The one time (positive higher frequency) and two times aliased peaks are selected in 

the spectra D and E， respectively. 
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NMR structural biology of protein-nucleic acid recognition 

Masahiro Shirakawa 

Graduate School of Integrated Science， Yokohama City Universiの，Yokohama， Japan 

Cytosine methylation of CpG dinucleotides of genomic DNA plays crucial role for the 

regulation of gene activity， chromatin structure and genomic stability in vertebrates. 

Differences in the DNA-methylation patterns are often correlated with genome imprinting， 

embryonic development and tumorgenecis.Themethylation signals are often interpreted by 

protein factors containing methyl-CpG-binding domains (MBDs). We have determined 

structure of the MBD of the human methylation-dependent transcriptional regulator MBD 1 

bound to methylated DNA. DNA binding causes folding of a otherwise flexible loop of the 

MBD， which contributes a m司orDNA interface. The methyl groups at the methylation site 

are recognized through hydrophobic contacts with five residues that are highly conserved 

among the MBDfamily: Dynamic property 6f the MBD~DNA complex 'will also be 

discussed. Sturcuture of the complex between a ubiquitin-interacting motif of proteasomal 

subunit S5a and the ubiquitin~likedomain ofhHR23B， and the structuralproperties of 

polyubiquitin chains will also be reported. 
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On the interpretationof residual dipolar couplings frOln Oexible systems 

Martti Louhivuori 1， Kai Fredriksson2， Perttu Perme， and ArtoAnnila12 

lDepartment of Physical Sciences， POB 64， FIN-00014 University of Helsinki， 

2Institute of Biotechnology， POB 65， FIN・00014UniversiりIof Helsinki 

Wea1th of evidence is accumulating that not only folded proteins but a1so weakly structured 

segments and flexible peptides convey biological functions. In many cases the biological 

activity isunderstood to depend on protein's dynamic aud marginal1y stable nature. These 

stimulating findings question the elassical notion that a function.arises frolIl a specificthree-

dimensional molecular structilre. 

Recently it has been. demonstraled that conformations of weakly structured molecules 

can be probedby residual dipolar couplings (RDCs). Remarkably it hasalso been observed 

that completely denatured proteinsgive non-vanishing RDCs to cause a puzzlewhat'RDCs 

are. real1yreportingfrom. Furthermore， the use of RDCs has. been extended to explore 

molecular dynamics， however the interpretatlon of data has been subject to a debate. 

To clarify what is being measured from flexible and dyIiamics systems we have 

examined how RDCs rise from steric obstruction in the case of an ensenible> of 

confotmations. It turns out that the results are also relevant for the interpretation of RDCs as 

reporters of molecular motions from high-mobility systems.Moreover we will show how 

charges affect the RDC datafrom a flexible system. With this understanding that is derived 

from measurements of simple systems， analytical models and simulations it becomes 

possible to interpret correctly information contained in averagedRDCs from a faini1y of 

conformations and to learn how nature makes use of flexibility. 
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NMR strategy for membrane proteins-ligands interactions 

Ichio Shimada1
•
2 

lGraduate Schoolof Pharmaceutical Sciences， the Universiの10fTo卸0，Hongo， Bunか0・ku，
Toわ10113-0033， and 2Biological Information Research Center (BIRC)， Nationallnstitute of 

Advanced In，dustrial Science and Technology (AISη， Aomi， Koto-ku， To付0，Japan 

Membrane proteins play crucial roles in many biological events， such as signal transduction 

processes， immune systems， and cellular recognition， and also are main target proteins in 

drug developments. Therefore， the identification of the interfaces of ligands-membrane 

proteins complexes provides deep insights into theses research areas. 

However， the lack of the appropriate NMR strategy and measurements for larger proteins 

complex hampers the investigation of ligands-membrane proteins interactions. To address 

the issue， we proposed the NMR method， cross-saturation measurementl， which utilizes the 

τROSY. detection and deuteration to a high degree for proteins， for a more rigorous 

determination of the contact residues of large protein complexes than the conventional 

approaches， involving chemical shift perturbation and hydrogen-deuterium exchange 

experiments. Furthermore， we modified the method to overcome the limitations that the 

cross-saturation method is. difficult to apply to protein complexes with a molecular weight 

over 150 kD.2 Sample preparation is also crucial for investigation of ligands-membrane 

proteins interaction.. In general， sufficient expression and purification of membrane proteins 

for NMR study is difficult. To overcome the difficulties， we extensively use membrane 

protein trapped beads and budded virus systems. 

In the present paper， we wi1l show some examples of the application of the transferred 

cross saturation method to the membrane proteins system.3.4.5 

R句作rences

1. Takahashi， H.， et al. Nature Struct. Biol. (2000) 7，220-223. 

2. Nakanishi T.， et al.， J. Mol. Biol. (2002) 318， 245・249.

3. Takeuchi， K.， et al.， Structure (2003) 11， 1381・1392.

4. Takeda， M.， et al.，よ Biol.Chem. (2003) 278， 43550-43555. 

5. Takeuchi1， K.， et al.，よ Biol.Chem.(2004) 279， 4981・4987.
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Recent advances in protein NMR refinement 

Nico Tjandra， Ph.D. 

Laboratoη01 Biophysical Chemistry， National Heart， Lung，αnd Blood Institute 
National1nstitutes 01 Health， Bethesda， MD 20892-8013. U. S. A. 

Recent initiative in structural genomics， in which large number of structures wi11 have to be 

solved， on one hand and attempt to組 swermore detailed biological questions on the other 

have put a stronger demand on the increased' efficiency and accuracy of NMR structure 

determination. New methodologies have been developed to achieve both of these aspects. A 

reliable method to automatical1y analyze NOE data to get the initial fold of the structures in a 

consistent manner is now available. It is robust and error tolerant. This approach has reduced 

the time that it would take to solve NMR structures. Similarly a lot of methods have been 

introduced in refining protein structures to achieve much higher precisions as wel1 as 

accuracies. This includes the introduction of alignment media to obtain residual dipolar 

couplings (RDCs) and residual chemical shift anisotropy， anisotropic diffusion approach， as 

wel1 as other empirical methods. We have shown that inclusion of chemical shift， 15N 

relaxation， and hydrogen bond data not only increase the precision of the structures but also 

their convergence rates. We have expanded these approaches to include carbonyl relaxation 

data as wel1 as hydrogen bond restraint that involve Hα. These new methodologies and their 

evaluation will be presented. 
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Solid-state NMR: Personal reminiscences 

Takehiko Terao 

Department 01 Chemistη， Graduate School 01 Science， Kyoto Uriiversity， Japan 

With the mandatory retirement near at hand， 1 would like to talk about personal 

reminiscences of my research life on solid-state NMR. 

I.was introduced to NMR by Professor Tsuneo Hashi at Oepartment ofPhysics in Kyoto 

University in the middle 1960s. 1 first studied a well圃knownferroelectric compound KH2P04 

by measuring the 39K electric-field gradient tensor in a singlecrystal using double resonance 

in the rotating frame. This method proposed by Hartmann and Hahn in 1962， which is the 

predecessor of today's cross polarization， was by far the most sophisticated technique at that 

time. 1 did it with a homebuilt spectrometer constructed using a few hundred vacuum tubes. 1 

think that 1 havebecQme not to be reluctant to buiIt equipment and perform sophisticated 

experiments owingto this experience.，For my Ph.O.work， 1 measured the lH chemical shift 

tensorin a single crystal of KH2P04 by developing my own approach. That was the first 

detennination of lHchemical shift in rigid solids. After completing the Ph.O. course 

requirements， 1 tried to excite and detect coherence of forbidden transitions， and succeeded 

in it That was the beginning of multiple-quantum NMR spectroscopy， which is widely used 

today. ，In 1975， 1 could get a position as a lecturer at Oepartment of Chemistry， Facu1ty of 

Science， Kyoto University. 1 bui1t a solid-state NMR spectrometer based on a 60 MHz 

magnet， and started investigations in the field of high-resolution solid-state NMR. Only a 

very limited number of laqoratories in the wor1d were involved in this field at that time， and 1 

could never imagine its later popularization. Nevertheless， 1 felt a potential and an interest in 

high-resolution solid-state NMR， and was devoted to this field. Since then， 1 have been 

developing new techniques of high-resolution solid-state NMR， and their applications to the 

chemistry of materials: the forrner includes observation of JcH-split spectra， switching-angle 

sample spinning (SASS) for 20 separation of anisotropic interactions， observation of 20 

powder patterns in rotating solids， determination of dihedral angles in peptides， dipolar 

recoupling techniques under MAS， nuclear Overhauser polarization (NOP)， etc.， and the 

latter does inclusion compounds， organic conductors， synthetic polymers， hydrogen司bonded

crystals， biosystems， etc. 
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NMR  spectroscopy in polymer science: My  research profile at TIT 

IsaoAndo 

Department ofChemistry and Materials Science， lnternational Research Center of 

Macromolecular Science， Toかolnstitute ofTechnology(TlT)， Ookayama， Meguro-ku， To旬。

Polymer science and technology have been great1y deve1oped. It comes from great diversity 

of prope氏iesand functions of polymers， which comes from a variety of their micro-and 

macro同 structures.A polymer chain has an eI1ormous number of chemical bonds， and thus 

takes various conformations. Further， assembly of polymer chains leads to a variety of出ree-

dimensional nano-scale structures. Thus， it can be said that polymers have multi-dimensional 

aspects for structure and dynamics in various phases such as liquid， solution， liquid 

crystalline， amorphous， crystalline， gel， and blend phases. In polymer science and technology， 

advanced deve10pment of various polymer materials with excellent properties and functions 

is desired. To achieve this， the c10se relationship between physical properties and molecular 

structure-dynamics must be clarified with high precision. Thus， powerful techniques are 

required for the elucidation of this relationship. 

Polymers as materials are almost always used as "hard and soft solids". It is necessary 

for structural and dynamic characterization of the polymers employed in order to understand 

the relations between properties and structure and， on the basis of these re1ations， to design 

new polymer materials. As is wel1-known， the X四raydiffraction method has contributed to 

the structural determination of polymers with high crystallinity. However， most polymers 

have lowcrystallinity and so structural information about the norトcrystal1ineregion， which 

is the m司orcomponent， cannot be obtained by X-ray studies. Therefore， the X-ray 

diffraction method has a limitation for the structural analysis for such systems. Further， it can 

be said that chain segments in the non-crystalline region are sometimes in a mobile state and 

so X-ray diffraction method provides no structural or dynamical information. 

Since the first observation of a high resolution lH NMR spectrum of uncured Heva 

rubber in CS2 solution in 1957 by Gutowsky et al.， and the discovery of the signal splitting in 

the lH NMR spectrum of poly(methyl methacrylate) in chloroform solution by A.Nishioka et 

al. ， F.A.Bovey et al.， and U.Johnson et al. in 1960， which comes from the different 

stereochemical structures， high resolution NMR spectroscopy has developed to become the 

most powerful method available for characterizing structures of polymers. Under such a 
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background， my research work on polymer NMR spectroscopy started as graduate students 

at Tokyo Institute of Technology under supervisor， Prof. A.Nishioka， in 1967. After 

graduated， until now 1 have worked in field of polymer Nお1Rspectroscopy at TIT. 1 had 

good experience of studying basic NMR spectroscopy as research associate in Prof. 

H.S.Gutowsky lab in 1976・77.Also， Prof. G.A.webb is my longstanding co-worker in field 
of theoretical work on NMR chemical shift. In my research history 1 had a lot of very 

excellent colleagues who have contributed to my research work to be introduced here. 

My research work from 1967 to present consists of 4 parts such as 1) theoretical 

development of NMR chemical shift of polymers and structural characterization， 2) solid 

state NMR chemical shift and structure of polymers and biopolymers， 3) solid state NMR 

chemical shift and hydrogen bonded structure of peptides and polypeptides， 4) development 

of high field gradient NMR and its application to polymer gels and liquid crystals. Here， for 

convenience，正eywords for each of 4 parts are given by limit of pages as fol1ows. 

1) Theoretical development of NMR chemical shift of polymers and structural 

characterization: NMR chemical shift theory of polymers with a combination of 

quantum chemistry and statistical mechanics/NMR chemical shift-band theory of one-

dimensional polymers and polymer crystals/NMR chemical shift map of biopolymers/ 

2) Solid state NMR chemical shift and structure of polymers and biopolymers: structural 

characterization of polymers in solid， amorphous and liquid crystalline phase/ solid state 

NMR chemical shift and conformation of biopolymers/ polypeptide blendsl 

3) Solid state NMR chemical shift and. hydrogen bonded structure of peptides and 

polypeptides: lH， 13C， 15N and 170 NMR chemical shift tensors and hydrogen-bonded 

structure/ pepides and polypeptidesl chemical shift calculationl 

4) Development of high field gradient NMR and its application to polymer gels and liquid 

crystalsl high field gradient systeml diffusion coefficient/ polymer gelsl polymer liquid 

crystalsl 

R々ferences

1) a. I.Ando and T.Asakur孔 Ann.Repts.NMRSpectroscopy， lOA， 81-132 (1979). "NMR 

chemical shift ca1culations and stereochemical structu陀 insynthetic polymers"; b. I.Ando 

and G.A.webb， "Theory of NMR Parameters"， Academic Press， London， (1983); c. I.Ando， 
S.Kuroki， H.Kurosu and T.Yamanobe， Prog. NMR Spectroscopy， 39， 79-133(2001).“NMR 

chemical shift calculations and structural characterizations of polymers"; d. I.Ando， 

T.Yamanobe and H.I~urosu， Ann.Repts.NMR Spectroscopy， 22， 205-248(1990). "NMR 

nuclear shielding and the electronic and structures of macromolecules". 

2) a. H.Saito， R.Tabeta， A.Sh吋i，T.Ozaki， I.Ando and T.Asakura， "Magnetic Resonance的

Biology and Medicine"， ed. Govil， Khetrapal and Sarau， Tata McGraw-Hill， New Dehli 
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(1985) p.195.; b. H.Saito and 1.Ando， Ann.Repts.NMR Spectroscopy， 21， 209-290(1989). 

"High resolution solid state NMR studies of synthetic and biological macromolecules"; c. 

A.Shoji， S.Ando， S.Kuroki， 1.Ando and G.A.Webb， Ann.Rept.NMR Spectroscopy， 26， 55-

98(1993).“Structural studies of peptides and polypeptides in the solid state by nitrogen-15 

NMR spectroscopy"; d. H.Kurosu， S.Ando， H.Y oshimizu and 1.Ando， Ann.Rept.NMR 

Spectroscopy， 28， 189酬275(1994).“NMRstudies of higher-order structures of solid 

polymers"; e. 1.Ando and S.Kuroki， Encyclopedia 01 NMR， John Wiley & Sons， New York， 
4458-4468(1995).“Solid biopolymers"; f. S.Kuroki， K.Yamauchi， 1.Ando， A.Sh吋 and

T.Ozaki， Current Organic Chemistry， 5， 1001-1016(2001).“l7O-isotrope labeling and 

hydrogen-bonded structure investigation in peptides and polypeptides by solid state 170 

NMR"; g. 1.Ando and T.Asakura， Solid State NMR 01 Polymers， Elsevier Science， 
Amsterdam， pp.l-1012， 1998.; h. Kぶifurata，'S.Kuroki， E.Katoh and 1.Ando， Ann. Repts. 

NMR Spectroscopy， 51，1・57(2003).“AStudy of conformational stability of polypeptide 

blends by solid state NMR spectroscopy" 

3) a. N.Asakawa， T.Kameda， S.Kuroki， H.Kurosu， S.Ando， I.Ando and A.Sh吋i，

Ann.Rept.NMR Spectroscopy， 35， 55-137(1998).“Structural studies of hydrogen-bonded 

peptides and polypeptides by solid-state NMR"; b. I.Ando， S.Kuroki， H.Kurosu and 

T.Yamanobe， Prog. NMR Spectroscopy， 39， 79-133(2001). “NMR chemical shift 

calculations and structural characterizations of polymers"; 

4) a. S.Matsukawa， H.Yasunaga， C.Zhao， S.Kuroki， H.Kurosu and 1.Ando， Progress in 

Polymer Science， 44， 995-1044(1999).“Diffusion processes in polymer gels as studied by 

pulse field gradient spin echo NMR spectroscopy"; b. 1. Ando， M.Kobayashi， C.Zhao仏， 

S 

Marcel Dekker， Inc.， New York， Chapter 6， p. 235・308(2002).“Structuraland dynamic 

behavior of polymer gels elucidated by NMR spectroscopy"; c. I.Ando， M. Kobayashi， 

C.Zhao， Y.Yin and S.Kuroki， Encyclopedia 01 NMR， Interscience， New York， Vo1.9 
(Advance in NMR)， p. 770・787，2002.“Structural and dynamic characterization of soft 

polymers by solid state NMR and field gradient NMR" 
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2L7 
Evolution of isotope-assisted protein NMR spectroscopy: 

1968 to the present 

John L. Markley 

NationalMαgnetic Resonance Facilityαt Madison， BiochemistψDepartment， University 
ofWisconsin-Madison， Madison WI5370伝USA.markle岬 nmrjam.wisc.edu 

This lecture traces the history of isotope-assisted NMR spectroscopy from the early 
proposal for selective deuteration by Oleg Jardetzky， through the several pioneering 
studies of proteins labeled with 2H， 13C， and 15N， and into the age of multinuc1ear 
correlations and multidimensional Nl¥底 spectroscopy.In a few years， stable-isotope 
assisted N乱1Rinvestigations of proteins moved from a novelty into a mainstream 
approach for structural biology. 1 wil1 out1ine approaches to current chal1enges， including 
structural proteomics， larger proteins， paramagnetic proteins， and protein complexes. 1 
will discuss recent results from my laboratory on the preparation and analysis of uniform 
labeled and stereo array isotope labeled (SA正)proteins from a wheat germ cell圃free
system. 1 wil1 present novel methods being developed at the Na:tional Magnetic 
Resonance Facility at Madison for application to stable isotope Iabe!ed proteins: fast data 
collection with peak recognition， improved resolution of crowded spectral regions， 
automated backbone and sidechain assignments， deterrnination of secondary structure 
合omchemical shifts and amino acid sequences， and rapid structure calculations. 

[Supported by National Institutes ofHealth Grants P41RR02301， ROl GM58667ヲ
P50GM64598， and P41 GM66326.] 
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Brain function which NMR measures 

Seiji Ogawa 

HamanoL俳Scienceresearch Foundation， Shinjuku-ku， Toわ叫Japan

There are many aspects in the brain function. The most important part of it， individual and 

collective firing activities of neurons， is not measurable with non-invasive methods so f;紅

known. Nor any of the neural output signal patterns from a functional unit of the brain is 

detected by those methods other than invasive single司 ormulti-unit recording electrodes. 

These electro-chemical activities of neurons do not seem to produce signals in EEG， MEG 

nor in tMRI. 

FMRI， based on BOLD (blood oxygenation Level dependent) and CBF or CBV， depends 

on the secondary physiological reaction triggered by synaptic activity such as glutamate 

release. The excess glutamate release induces Ca2+ increase in the neighboring glia cells 

(astrosytes) where the Ca increase triggers further to produce vasodilator at the contact site 

with vascular system. The MRI signal can be modified by such hemodynamic/metabolic 

changes that in turn are induced by dendritic neuro-activity， and品1RIof the brain is then 

realized. 

Question remains though on which processes tMRI signal represents in the functional 

activity of some localized area in the brain. It appears tMRI signal is in 阿 orpart 

representing the processing of the input to the neural area， not necessarily the neuro-

computation or output forming processes. 

One of de-merits of tMRI signal based on hemodynamics is the slow response time of 

seconds instead of 10' s msec. Combination of tMRI and EEG or MEG would provide 

information either methodology needs. On the other hand， there is an approach that may give 

fast dynamic information of functional system activation by tMRI signal alone. 

FMRI based on non-hemodynamics could be those on electric current induced local 

magnetic field or on cellular swelling associated with neural activity. These are. very 

attractive if easily accessible in MRI measurements， but so far appear sti11 long way away 

from us. 
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3Ll 小麦匪芽抽出物を用いた無細胞合成系によるタンパク質構造機能相関

の迅速解析法

O 森田勇人1、清水真人1、小笠原富夫人遠藤弥重太2、田中利好3、

河野俊之3 (愛媛大総科研 1、愛媛大工 2、三菱化学生命研の

High-throughput analysis of the relationship between structure and function of proteins 

with wheat germ cell企eeprotein synthesis system 

OEugene Hayato Morita1， Masato Shimizul， Tomio Ogasawara2， Yaeta Endo2， Rikou 

Tanaka3， Toshiyuki Kohno3 (1INCS， Ehime Univ.， 2Fac. Eng.， Ehime Univ.， 3MITILS) 

For high-throughput protein structural analysis， it is indispensable to develop a reliable 

protein overexpression system. Although many protein overexpression systems utilizing 

E. coli cells have been developed， a lot of proteins functioning in solution still were 

今synthesizedas insoluble forms. Recently， a novel wheat germ cell企eeprotein synthesis 

system was developed， and many of such proteins were synthesized as soluble forms. 

Synthesizing 15N-labelled proteins with this wheat germ cell-企eesystem， we confirmed that 

these proteins are functionally active， and further developed a convenient and reliable 

method for amino acid selective labeling technique. We also showed that this technique 

会isa powerful way to monitorthe molecular recognition ofproteins in.atomIc resolution. 

[序]タンパク質は基質と相互作用することで生命活動の制御や病気の発症の鍵となっている。

タンパク質の基質認識に非常に高い選択性を有しており、また、その選択性がタンパク質自身

の立体構造に由来することが実証されている。このため、生命現象に対する理解、病気の発症

機構解明・治療法開発の最適な手段として、タンパク質研究に、産業・社会的・学術的に強い

期待が持たれている。現在タンパク質研究は、タンパク質立体構造解析に続けて、詳細な相互

作用解析へ深く踏み込むべき段階となっている。一方、解析対象であるタンパク質の高純度品

を大量に手にするために、大腸菌を利用したタンパク質大量発現技術が無細胞技術も含め数多

く開発されてきたが、可溶性タンパク質が不溶性になってしまう場合がある、膜結合タンパク

質の合成が困難である等の問題点を抱えている。そのため、これらの技術的問題点を克服した、

さらに安定なタンパク質合成系の開発の必要性が高まっている。

このような現状のもと、我々は、近年安定したタンパク質発現が可能になった小麦経芽抽出

物を用いた無細胞タンパク質合成技術を利用することによる、タンパク質の構造機能相閥解析

手法開発を試みた。特に、タンパク質の活性部位による分子認識機構解析手法としての応用が

期待されるアミノ酸選択的ラベノレ化技術に着目して開発を行った。

キーワード: 無細胞、タンパク質合成、アミノ酸選択的標識、小麦匹芽抽出物

Oもりたはやと、しみずまさと、おがさわらとみお、えんどうやえた、たなかりこう、こうの

としゆき
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【実験}標的タンパク質をコードするプラスミドを用いて invitro転写系により作製した

mRNAを、小麦脹芽抽出物を含むタンパク質合成系に加え26度で24""'-'48時関連続で合成を行

うことで、目的とするタンパク質の発現を行った。大量発現を行うに際しては、最も効率よく

発現が進む塩強度、 pH条件の検討を、発現を試みるタンパク質ご、とに行った。アミノ酸選択

的標識には、セルフリ}グレード安定同位体標識アミノ酸セット(15・標識、 15N，13C-二重標識;

日本酸素)を使用した。

[結果と考察]すべてのアミノ酸に 15N標識体を用いてタンパク質を合成し、 lH・15NHSQC 

スベクトルを測定することで、小麦怪芽系により合成されたタンパク質の立体構造を評価した

ところ、他の手法で合成され、その生理活性が保証されている数種類のタンパク質について、

これまでと等価なスペクトルが得られた。このことから、小麦脹芽抽出物を用いた無細胞タン

パク質合成系を用いることで、生理活性を保持した構造を持つタンパク質を合成することが可

能であることがわかった。また、(I)合成するタンパク質によって、塩強度や合成pH条件など

を最適化する必要があること、 (2)最適化することにより合成液 1mlあたり 1mg以上の標的タ

ンパク質を合成できること、 (3)タンパク質によっては大腸菌の無細胞合成系より単位合成液量

あたりの合成量が多い場合もあることなどがわかった。

次に、分子認識の過程においてタンパク質の活性部位周辺の構造変化をモニタ}する手段と

してのアミノ酸選択的標識化技術開発を行った。

20種類のアミノ酸のうちどれか1種類のアミノ酸にのみ15N-標識アミノ酸もしくは15N，13C-二

重標識アミノ酸を用い、合成したタンパク質の lH-15NHSQCスベクトノレを測定することで、選

択的標識の可否を判断した。また、相互転移が観測されたアミノ酸については、アミノ酸の代

謝経路から想定されるトランスアミナーゼの阻害剤をタンパク質合成系に加え、タンパク質合

成量を減少させず、選択的標識化を可能とする阻害剤濃度の検討を行った。その結果、アスパ

ラギン酸トランスアミナーゼとアラニントランスアミナーゼの 2種類のトランスアミナーゼが

小麦距芽抽出物中では主として活性化されていることがわかった。また、これらの阻害剤とし

て、アミノオキシ酢酸とベータクロロアラニンが有効であることがわかった。この技術を用い

ることで、ラン藻の亜鉛イオン濃度センサータンパク質を構成するヒスチジン残基のうち、亜

鉛イオンとの結合サイトを構成しているものとそれ以外との区別を容易に行うことができた。

現在、 4塩基コドンの導入などによる部位特異的標識化技術開発を行い、立体選択的標識化ア

ミノ酸 (SAILアミノ酸)の導入による、より詳細なタンパク質構造機能相関解析技術開発を進

めている。

[参考文献}

[1]“A wheat germ cell-free system is a novel way to screen protein folding and function." 

E.H. Morita， T. Sawasaki， R. Tanka， Y. Endo， T. Kohno， Protein Sei. 12，1216・1221(2003). 

[2]“'A novel way of amino acid-specific assignment in lH・15NHSQC spectra with a wheat 

germ cell合'eeprotein synthesis system." E.H. Morita， M. Shimizu， T. Ogasawara， Y. 

Endo， R. Tanaka， T. Kohno， J. Biomol. NMR in press. 
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3L2 高等動植物の構造プロテオミクス

e理研・ GSC，2産総研・ ADRC，3かずさ DNA研 4理研・ RCAI，
5東大・医科研 6理研・播磨 7東大・院理)

O木川隆則武藤裕林文昌山崎和彦 1，2 属国洋 1 '山崎俊夫

Peter Guntere，前田秀明好田真由美白水美香子 田仲昭子

林崎良英篠崎一雄小原収 3.4菅野純夫 5 横山茂之 1，6，7

Structural proteomics of animals and a plant 

C RIKEN Genomic Sciences Center， 2 Age Dimension Research Center， National Institute of 

Advanced lndustrial Scienoe and Technology， 3Kazusa DNA Research Institute， 4RIKEN 

Research Center for Allergy and Immunology， 5Institute of Mediqtl Science， The University 

ofTokyo，6RIKEN Harima Institute at SPring-8， 7Graduate School of Science， The University 

ofTokyo) 

RIKEN Structural Genomics/Proteomics Initiative (RSGI) (http://www.rsgi.riken.jp) was 

organized by RIKEN Genomics Sciences Center and Harima Institute at SPring-8 in 2001. 

RSGI has been integrated i加ntωothe National Pro吋~ect on Protein Structural and Functional 

Analyses (“Prot匂ei加n3000" 

and Technology， as one center of the program for comprehensive studies. We are now 

focusing on proteins involved in phenomena of biological and medical importance. Both 

NMR spectroscopy and X-ray crystallography are used for protein structure determination. 

To accelerate the NMR analyses， we have developed a high-yield cell-free protein synthesis 

system for high-throughput production and a software package， KUJIRA， for the systematic 

and interactive NMR data analysis， and are now using the program、CYANAfor automated 

structure caIculation. We determined 75 structures in 2002 fiscal year， and 207 structures in 

2∞3 fisca¥year， respectively， by NMR spectroscopy. 

構造プロテオミクス，無細胞タンパク質合成，タンパク 3000プロジェクト，完全長

cDNA，機能ドメイン

きがわたかのり，むとうゆたか，はやしふみあき，やまさきかずひこ，ひろたひ

ろし，やまざきとしお， Guentert Peter，まえだひであき，よしだまゆみ，しろう

ずみかこ，たなかあきこ，はやしさやきよしひで， しのさやきかずお，こはらおさ

む，すがの すみお，よこやま しげゆき
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理化学研究所・構造プロテオミクス研究 (RIKENStructural GenomicsjProteomics 

Initiative (RSGI); http://www.rsgi.riken.jp)は，ゲノム科学総合研究センターと播

磨研究所によって組織され， 2002年度より開始された文部科学省「タンパク 3000

プロジェクト」の網羅的解析プログラムを担当している.ヒト，マウス，シロイヌ

ナズナなどの高等動植物や，高度好熱菌などの微生物において，生物学的，医学的

に重要なタンパク質を，解析のターゲットとして選択している.構造解析の手法と

しては NMR法と X線結晶解析法を併用しているが，本講演では， NMR法を用いて

進めている高等動植物の構造プロテオミクス研究の進捗状況を報告する.

NMR法による構造解析を加速するために，まず，無細胞タンパク質合成系を核と

したハイスループットなタンパク質調製系を確立して，構造解析に適した試料の選

択作業から安定同位体標識試料の調製に至るまで，全ての試料調製過程で利用する

ことにより，迅速で効率の良い試料調製が可能になった.また，強力な化学シフト

帰属機能などを備えた， NMRデータ解析用の統合的ソフトウェアパッケージ

“KUJIRA"を開発して利用している.さらに， KUJIRAと連携させて，立体構造計算

プログラム CYANAの自動 NOE帰属機能を積極的に利用することにより，構造解

析に要する時間は飛躍的に短縮された.これらの技術開発の成果と理研 GSCの大規

模 NMR施設の整備により， NMR法を用いて， 2002年度には 75種類， 2003年度

には 207種類のタンパク質の構造決定に成功した.
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3L3 7T/400mm自己シールド型ゼロボイルオフ MRIの開発

(神戸製鋼所)三木孝史O、演目衛
(JASTEC)大塚昭弘、斎藤一功、林征治

Development of7T/400mm Self-shielded Zero Boil-off MRI 

(1) Electronics Laboratory， Kobe Steel Ltd. 
(2) Japan Superconductor Technology 

(1 )Takashi Miki， (1 )Mamoru Hamada 
(2)Akihiro Otsuka， (2)Kazuyoshi Saito， (2)Seiji Hayashi 

As a milestone for high自己ldfunctional MRI， we have succesfully developed 7T/400 
horizontal magnet system. The magnet is self shielded to minimize the stray field and 
operated in 4.2K. The adaptation of a two-stage G-M cycIe refrigerator eliminated the need 
for a big liquid nitrogen tank and enabled us to realize a zero boil-o旺systemfor liquid helium. 
Here we review several features and works we incorporated in the system. 

1. はじめに

測定時間の短縮化、画像の高解像度化、tMRIあるいは代謝挙動の解明を目的とした動物

用7T400mmポアMRIを開発したので報告する。システム外観をFig.1に、マゲネットおよびつライ

オスタツトの主怠仕様をそれぞれTable1，2に示す。

2.マグネット

本マゲネットはNbTiのみで巻線され、4.2K付近で運転される。ポア径が大きく、蓄積エネルギ

ーは 9.3MJに達する。このエネルギーは超電導線材に NbTiのみを使用した従来低磁場機の 3
倍(当社比)であり、6.6kgの鉄塊を融解させるエネルギーである。このためマゲネット設計には細
心のつ工ンチ保護対策が必要であった。

メインコイルは 14分割した。設計の最終決定にあたっては、特定コイルからヲ工ンチが発生した
場合の各部温度、コイル両端電圧、電流値、フープストレスを時系列にシミュレートすることで、ク

エンチ時でも超電導線材にダメージを与え怠いことを確認し、安全性を確保した。シミュレーション

結果の例をFig.2に示す。

メインコイルは漏れ磁場を最小隈にするため、自己シールド型と怠っている。磁場中心から

O.5mTラインまでの距離は、軸方向5.8m、径方向4.4mである。径方向の漏れ磁場分布をF培3
に示す。自己シールド型マゲネットは、一般に巻線応力が増すことで設計が困難と怠り、磁場均

一度が犠牲に怠る傾向にあるが、本マゲネットでは仕様値 15ppmp-p (180mm dsv)、5ppmp-p 

キーワード:MRI、漏洩磁場、コールドシッブ、ぜ口mイルオフ

著者ふりが怠:みきたかし、はまだまもる、おおつかあきひろ、さいとうかずよし、はやしせいじ
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(50mm dsv)1こ対し、襲調iJfi直2.41ppmp-p (180mm dsv)、1.28ppmp-p (50mm dsv)を達成して

いる。また磯場安定度は仕棟憧 O.05ppm/hIこ対し、襲潰lJfi車 O.OOlppm/hと in-vivo
spectroscopyのため!こ充分7d:ii車警達成する事がで曹止と考えている。

五クライオス担ット

本マゲネット!ま漉体ヘリウムてづ蔓溝冷却されているが、ヘリウ五消費量を押さえるため、2段撞龍
温冷;議機を播載し止。漁連機の 2 段昌の冷;棄能力lま最大 lW@4.2~主であるが、漉体ヘリウム構
への熱置入量iま遥かに小さく、渡体ヘリウムの蒸発ガスlま完全iこ再濃化される。話主体重量棄播iま
罪事シールドに置き換えられ、撞鑑温冷諜機の 1段臣で冷却している。このため一切寒剤補充の
酪要の7d:いぜ口ボイルオフ回ヴうイオス担ットを襲現することができた。

塁撃剤を意識せずに清むという痛で、本システムlま産業界でさかん!こ利用されつつある無冷媒マグ
ネットのよう容積い勝手を持つ1とと蓄える。しかし、撞鉱温冷諜撲は停電時!こ無力と7d:る。そのため
本システムで!;t，完全容無冷媒システムでは7d:く、瀧体ヘリウム漫溝冷却を課賭している。議体ヘ

リウムが大曹主主熱容量を持つため、停電時でもマグネット;量産が突発的lこ上昇する事が駐しシス
テムの望号金性が確保さ札る。計闘停電等、日単{立の帯電時には、上述し去と冷諜機の余力を李IJ

F脅してマヴネットi量産を璽iこ下げることで、停電中の熱畳入を駿収することがで吾、寒剤消費量を
撞力灘らすことが可能である。

さらに本システムはコールドシッブが可能である。つまり、マグネットを工場で液体ヘリウムj畠壌に

予;令した畿、液体ヘリウムを保持し走まま圏内各所に運搬が可能である。このため立上Ifサイトで
lま搬入直後から励E誌が可能でiI5臥立上(f費用と時間の大幅削減が可能とおった。
通常コールドシッブと、ヘリウム構への低熱侵入量lま柏原するスペッつである。これは前者が強力

Figl. An overview of the magnet 
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怠マゲネット支持構造をt必要
とし、欄して熟寝入量を増加

させる止めである。したがってマ

ゲネットが大型化するに縫い、

コールドシッブは盟難とおる。

本システムで!;t~支持構造者
再検討し、新しい支持構造と、

撞抵湛での単位強度当ワ熱

倍毒事率が従来より{患い材料を

課用する事で開題奮闘時iこ
解決した。



Sp∞ifications 
Operating Field [T] 7.0 

Main Coil self shielded multi coil 

0.5mTFring巴Field radially [ml 4.4 

Position from axially [m] 5.8 

Magnet Center 

Field stability [ppm/hour] 豆0.05

Field homogeneity [ppm p-p] 孟15(180mm dsv) 

豆5 (50mmdsv) 

Axial Shim Coils (似~h) Z1，Z2，'Z3，Z4 

Radial Shim Coils (lOch) X， Y， ZX， ZY， X2-Y2， XY， Z2X， 

Z2Y， Z(Jg-Y2LZXY 

句eratingCurrent [A] 三五250

Maximum Shim Coil Cumnt[土A] 25 

Table 1 Specifications for 7T/400 horizontal magnet system 

System Height [mm] "-'2600 

System Diameter [mm] 2000 

System Length [mm] 1800 

System Weight [kg] 9800 (with Cryogen， R巴仕igeraωr)

~l"e Sizewitho_ut Gradient eoi!tlmmJ 400 

Refrigerator Power Consumption [kW] 7.5 

Refrigerator C∞ling Power [W] 1.0@4.2K 

Liquid Helium Con旬iner[L] 内 1250 

Liquid Helium Refill Interval [days] Notm国sured(> 360) 

Liquid Nitrogen Refitl Int巴rval[days] N/A 

一日制.Intewal[ωurs] 10000 

Table 2 Specifications for 7T/400 horizontal magnet system 
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3L4 タイトジヤンクション蛋白質遺伝子操作マウス

脳組織の水透過性
(濁協医科大学・生理(生体制御)1、京都大学大学院・医学研究科・

分子細胞情報 2、精神・神経センター神経研究所 3)

。瀬尾芳輝 1、岩本典子 2、新田武弘 2、古瀬幹夫人荻野孝史 3、

月田承一郎 2

Water permeabi1ity of brain capillaries in claudirト5knocked out mice 
determined by T1 relaxation time measured by lH magnetic resonance imaging. 

CDept. ofRegulatory Physiology， Dokkyo Univeristy SchoolofMedicine， 2Dept. ofCell 
Biology， Faculty ofMedicine， Kyoto University， 3Dept. ofBiochemistry and Cellular Biology， 
National Institute ofNeuroscience， National Center ofNeurology and Psychiatry) 
Yoshiteru Seo1， Noriko Iwamot02， Takehiro Nitta2， Mikio Furuse2， Takashi Ogin03， Shoichiro 
Tsukit~ 

The anatomic basis for blood-brain barrier (BBB) resides in tight junctions (TJs) of brain 
endothelial cells in addition to their limited transcytosis. The claudin-5 was identified as a 
m司orTJ cell adhesion molecule in brain endothelial cells. Three relaxation reagents 
(gadolinium-diethylene triamine-N，N，N'，N"，N"-pentaacetic acid (Gd-DTPA2・)， NMS60， 
polylysine田DTPA -gadolinium (PL-DTP A・Gd))were applied to estimate water permeability of 
the neurons/glia cells and BBB in mice. In the intact mice， the longitudinal relaxation rates 
(1/T1) showed minimal changes (< 0.1 s勺eventhe 1/T 1 of blood water was accelerated more 
than 40 S.1 by using the 3 reagents. It is suggested that the normal BBB have very low water 
permeability. In the claudin-5 knocked out mice， Gd-DTPA2. can pass through the modified 
BBB. From the dose-dependency of Gd-DTPA， a water efflux rate from the neurons/glia cells 
(~= 3.82土0.58S.I) was detected which is corresponding to a diffusional waterpermeability 
of 1.5・1.0cm S.I. The NMS60 and PL-DTPA-Gd could not pass through the modified BBB. 
From the dose-dependency ofNMS60， a water efflux rate from the BBB (~ = 2.24士0.74S.I) 
was detected which is corresponding to a diffusional water permeability of 3.4 x 10・2cm S.I. A 
larger reagent， PL・DTPA・Gd，represented a smaller efflux rate compared with that ofNMS60. 
It is suggested the smaller NMS60 can penetrate into smaller gaps between the endothelial 
cells. These findings provide a. new insight on the molecular biology of BBB， and also 
represent usefulness of this method to monitor physiological parameters of genetically 
modified animals. 

[はじめに} 脳組織は血液脳関門(BBB)と呼ばれる堅固な血管内皮構造により、体

液の電解質や浸透圧の変動による影響から守られている。この BBBの本体は、タイ

トジヤンクシヨン(TJ)蛋白質であり、脳血管においては Claudin・5がTJを構成してい

る。今回、 Claudin・5遺伝子をノックアウトしたマウスについて、分子量の異なる 3

種類の緩和試薬と T1緩和時間測定法を用い、脳実質細胞および Claudin-5の欠如し

たBBBの水透過性を測定することができたので報告する。

キーワード: 水分子、脳血液関門、 Claudin・5、緩和試薬、 T1緩和時間

せおよしてる、いわもとのりと、にったたけびろ、ふるせみきお、おぎのたかし、

っきたしょういちろう
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{方法]Claudin園5ノックアウトマウスは C57BLl6を基に作製したものを用いた。

Gd四DTPAは Magnevist(Shering)を、 NMS60は日本メジフィックスから提供を受けた

ものを、また PL心TPA-Gdは、分子量 15kDaのPolylysine(Sigma)を用い定法により

合成したものを用いた。胎生 18.5日の胎児を帝切により取り出し蘇生後、ベントバ

ルピタール(50ug/g)で、麻酔し、心室内に Gd-DTPA，NMふ60，PL-DTPAを投与した。

開腹のヘテロあるいはワイルドのマウスをコントロールとして用いた。 15mm径の

NMR試料管内に回定し、 34
0

Cに温調した 15mm径のバードケージコイル内に置い

た。測定には AMX圃300wb(7.05 T)、micro2.5磁場勾配コイルと ParふTision2.l(街地er)

を用いた。高速磁場反転エコー法(GEFI)を用い、 FOV2.0 x 2.0 cm、データサイズ 256

x 256、スライス 0.75mm，パルス繰り返し時間(TR)100 msec、エコ一時間(TE)4.4 ms郎、

フリップ角 45
0

、5スライス、 4回積算、積算時間 100secでT1強調 MR画像を測定

し、解剖学的構造を確認した。その後、高速磁場反転 T1画像法(Fast-TlMRI)で、 T1
緩和時聞を測定した。 FOV2.0 x 2.0 cm、データサイズ 128x 128、スライス 0.75mm、

RARE factor 16、2回積算、 10個の recoverydelayを約 12分間で測定した。大脳皮質、

小脳、視床、視床下部、橋に ROI(310 x 310 um)を取り、 T1緩和時間を求めた。

[結果および考察]

工l強調画像の強度変化と 11盤担遺産 コントロールマウスに GιDTPA、NMS60、
または PL-DTPA心dを注入すると、血管および脳室周囲器官部位の T1緩和速度は増

加し、高信号領域として検出された。脳実質のほとんどの部位の信号強度は変化し

なかった (Fig.1: Wild mice)。血液内の水緩和速度を 40S.1 (投与量2mmol/kgに相当)

にまで増加させても、脳実質の lIT1はわずかばかりしか増加しなかった (<0.1 S'I)。
Claudin開5ノックアウトマウス (ClaudS-/'mi田)においては、 GιDTPAの投与によ

り、脳実質の信号強度はほぼ均等に増加した。また、この時、脳実質の1/T1は顕著
に増加したが、その増加は 1.5-2.0 mmol/kgでほぼ頭打ちとなった。 NMS60、PL-

DTPA園Gdにおいても、同様の lIT1の増加が見られたが、その大きさはむふDTPAに
比べて小さかった。血液内の水緩和速度が35S.1以上での、脳組織の水緩和速度の平

均値を Table1にまとめて示す。

Wl!dmice 

ClaudS"・mlce

00畠ageo. Gd-OTPA2偏 (mmoトkgb唖dywei留ht・1)

3.5 

4腕

i 25 
1富

胃
接

官1.5

5 
韮
a 
0.0 

ム-

0.5 1.0 1.5 2.0 

Do輔自11of Gd-r::)Ti>A2-(mmol.k宮bodyweight-1) 

Fig. 1 Midsagittal T 1幽weightedimages of wild回typeand claud5・/.brain and the relationship 
between the lIT1 of water in brain and the dosage of injected Gd-DTPA. Filled and open 
circles represent 1/T 1 of the wild and claud5イー brainラrespectively. The bold and dotted lines 
are the results of fitting and 95% confidence limits， respectively， based on a simple two-
compartment exchange model. 
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Table 1 Means and SEM of T1 relaxatiort rate constants (sec-
1
) of water in the brain due to 

i吋ectionof relaxation reagents_ 

Relaxation Without relaxation reagents With relaxation reagents 

reagent Wild & Claud5-1・ Wild ClaudS-/-

Gd-DTPA 0_661 ::t 0_065 0_739 ::t 0_024 2.73土 0.15
(n=15) (n=15) (n=20) 

NMS60 0.487士 0.009 0.537 ::t 0.020 1.85 ::t 0.08 
(n=17) (n=15) (n=48) 

PL-DTPA開.Gd* 0.520土 0.011 0.851土 0.041

(n=20) (n=44) 

Note: n is number of ROI from cortex， thalumus， hypothalamus， cerebellum， and pons. 
(* Values of cortex wereomitted due to wide scattering of data.) 

yk透過性の推官 1/T1値の緩和試薬量依存性から水の拡散透過係数を、 Farby& 

Eisenstadt (1975， 1978)、Schwarzbaueret al. (1997)らの方法により、以下の条件の下に

求めた (Fig.2)。

1)生体内を緩和試薬が存在する区域と存在しない区域の2区画に分け、その聞で
は水分子の交換が行われているとする。血管内に注入した Gd-DTPAは全細胞外液

中に、 NMS60とPL-DTPA・Gdは血管内の血液中に分布するとした。

2 )緩和試薬により緩和速度の大きくなった水分子が交換することにより、緩和試
薬が存在しない区域の水の緩和速度が加速される。組織の緩和速度は 2 成分(~， Rr) 
になる。

3) 遅い緩和速度~は、
Rs = 0.5 ((Rg + R" + k/f)・[{~ -R" + ku' (1 -2'f)/丹2+4・kn2'(1・f)/司0.5)

と表される o ここで、R"は緩和試薬が存在しない区域の水の緩和速度、~は緩和
試薬により緩和が加速された区域の水の緩和速度、 knは緩和試薬の存在しない区

域から存在する区域への水の交換速度、 fは緩和試薬の存在する区画の体積率であ

る 。け

4)拡散水透過係数(Pd)は、 pdB=kn-vJAと求められる。ここでive、Avは、緩和
試薬の存在しない区画の体積と水交換にあtたる表面積である。 Gd・DTPAについて

は、神経細胞とグリアの平均的な値としてA/Veを3・5;10
3cm-1とした。また、NMS60

とPL-DTPA闘Gdに対しては、 V/AvはJ血管外組織の体積と毛細血管内皮の表面積と

なり、解剖学的知見から AJVeは、 100cm-
1とした。

Fig.2 Schema ofthe two-compartment mociel withwater exchange. 

R g 
k g 

H:P 
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Table 2 Results of fitting data to the two-compartment model and estiamted diffusive water 
permeability. 

咽九 f 凡(S.I) Pd (cm・S'I)
0.8圃1.3・10・3Gd-DTPA 3.82 :t 0.58 0.141土 0.035 0.50:t 0.17 

NMS60 2.24 :t 0.74 0.058:t 0.027 0.54:t 0.15 2.2・10.2

Note: Means and SD of constants ofthe two-compartment model. 

Gd圃DTPA投与によって得られたfittingの結果をFig.lに、また、 Gd-DTPAおよび

NMS60について得られた値をTable2に示す。両緩和試薬について得られた水透過係

数(k，，)は同程度であるが、その緩和試薬の存在分画の体積率的は大きく異なっている。

Gd-DTPAの14%は、脳組織における全細胞外液体積率と良く一致した。また、 NMS60

の約6%という値は、脳実質における解剖寺的な血管区画の大きさ2・3%に比べ、やや

大きいが、 Claudin-5ノックアウトマウスにおいても、おそらくNMS60が毛細血管組

織内に留まっていると考えられる。各々、細胞膜の水透過性と毛細血管の水透過性

を測定できたものと考えられる。

NMS60によって求められた毛細血管の水拡散透過係数(2.2・10・2cm・sec'l)は、以前
ラット脳弓下器官について得られた3.7X 10.3 cmosec.1よりもー桁大きい値である。脳

弓下器官は脳室周囲器官であり、通常のBBBよりも約100倍高い水透過性を持つ。よ
って、 Claudin・5の欠損した血管内皮タイトジヤンクションが高い水透過性を持つこ

とを示している。ただ、 i)分子量15kDaのPL・.DTPA・Gdで、はk"値がNMS60の半分程度

に留まった事、 ii)NMS60で求めたNMS60が分布する区画の体積率が解剖学的に予測

される値よりも大きめに出た事を考慮すると、分子量2kDaのNMS60は、 1)血管内

に留まってはいるが、血管内皮間隙のより狭陸なスペースにまで分布している、 2)

Claudin-5の無い血管内皮タイトジヤンクションを通過して、血管周囲のアストログ

リア細胞のフットが第二のバリアーになっている可能性がある。さらには、 3)PL-

DTPA・Gdの肝臓細網内皮系細胞への取り込みが、予想よりも大きい可能性もあり、

見かけ上低値を得たととも考えられなくもない。今後の検討課題としたい。

今回、三種類の分子量の磁気緩和試薬を用いることにより、 Claudin掴5ノックアウ

トマウスのBBBの水透過性の変化を定量化することができた。さらに適切な分子量
の磁気緩和試薬を用いれば、従来の方法では測定できなかったinsituでの脳組織毛細

血管内皮や脳神経/グリアの水透過性を定量的に評価でき、生理学的病理学的に応

用できると考えられる。

謝辞 NMS60を本研究用に提供していただいた日本メジフィジクス(株)に感謝します。また、
本研究経費の一部は、科学研究費・基盤研究(C)[課題番号16590167]によります。
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3L5 局所励起CT-COSYによる人脳内の興奮性

および抑制性の神経伝達物質の同時計測

国立環境研究所

。渡遺英宏，高屋展宏，三森文行

Simultaneous detection of excitatory and inhibitory neurotransmitters in vivo in the 
human brain by using a localized CT-COSY sequence 

National Institute for Environmental Studies 
H.羽1atanabe，N. Takaya， F. Mitsumori 

While glutamate is. a major excitatory neurotransmitter， r -aminobutyric acid 
(GABA) is a major inhibitory neurotransmitter. However， it is difficult to resolve 
glutamate and GABA in vivo by using theconventional1H MRS. Since CT-COSY can 

perform lH decoupling in F1 direction， this method can improve peak resolution in vivo. 
A brain phantom which contains NAA， Cr， Glu， Gln and GABA was measured for 
evaluation of a localized version of CT -COSY. Diagonal peaks of Glu・4，Gln-4 and 
GABA-2 were able to be resolved even on a magnitude mode. Cross peaks between 

Glu-3 and Glu-4， and between Gln-3 and Gln-4 could also be resolved. In human studies， 
diagonal peaks of Glu・4，Gln-4 and GABA-2 could be resolved. The measurement time 
was 30 min. 

1 .はじめに

グルタミン酸は人脳内の主要な興奮性の神経伝達物質であり、 r-アミノ酪酸
(GABA)は主要な抑制性の神経伝達物質である。例えば、グルタミン酷はアルツハ

イマー病や統合失調症との関連が、 GABAは統合失調症、アルコール依存症との関連

が指摘されている。このため、これ等の代謝物を invivoで計測する意義は大きい。し

かしながら、臨床MR装置の磁場強度である1.5Tでは、ゲルタミン酸は、化学構造

の類似と JHHの影響によりグルタミンとのオーバーラップしたピークとして観測され

る。一方、 GABAはクレアチン (Cr)等の代謝物ピークに埋もれており、通常観測す

ることはできない。

これに対して、昨年、我々は、 Fl方向の lHヂ力ップリングが可能な CT-COSYを

4.7 T上で実施することによりグルタミン酸とグルヲミンを分離、検出できることを、

模擬試料を用いた実験で示した[1]。そして、部位の限定が可能な局所励起CT-COSY

を4.7T人体用MRI装置上で開発し、これによって人脳内のグルタミン酸を検出する

キーワード CTCOSY，' in vivo NMR. lH MRS，神経伝達物質，同時計測

わたなべひでひろ、たかやのぶひろ、みつもりふみゆき
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ことが可能であることを報告した。今回、この方法を発展させ、加えて渦電流磁場に

よる F2方向のスペクトル歪み補正、 F2方向の周波数補正、およびF，ノイズ補正を実
施し、人脳内のグルタミン酸、グルタミン、 GABAを検出することが可能となったの

で報告する。

2.方法

実験は、 4.7T人体用MRI装置 (Varian社製、 lNOVA)を用いて行った。 RFコイル
には、体積コイルである TEMコイルを用いた。実験としては、まず、人脳内の代謝

物濃度を模擬した脳模擬ファントムを用いて、局所励起CT-COSYによるスペクトル

分解能の評価を行った。つづいて、ボランティア測定を実施し、人脳の CT-COSYス

ペクトルを取得した。

局所励起CT-COSYシーケンス

局所励起 CT-COSYシーケンスは、

90。パルス、 180'パルス、 90。パルスで構 lH 

成される (Fig. 1)。空間 3次元の局 • 
所励起のために、それぞれのパルスを Gx IVfi:VK  
スライスパルスとして利用している。 IOVS 
水信号抑圧には、 7ケの CHESSパルス Gy 
を用いる VAPOR [2]を利用してい

る。関心領域 (VOI)外からの信号混 Gz 
入を低減するため、領域外飽和パルス

(OVS パルス)も利用している。 Fig.1. A localized CT-COSY sequence. 

脳模擬ファントムによる評価

脳槙擬ファントムは、N・アセチルアスパラギン酸 (10mM)、クレアチン (8mM)、

グルタミン酸 (9mM)、グルタミン (3mM)、GABA(2mM)で構成した。 pHは、

7.2となるように調整した。調整した溶液を円筒容器に封入後、 0.9%のNaClを溶か

した水溶液で満たした容器内に挿入した。局所励起CT-COSYの評価は、 VOIを脳模

擬ファントム肉に設定して実施した。

シーケンス条件は以下の様にした。すなわち、 Tct= 110ms、TR=3s、np= 2048、

ni = 150である。データは、積算回数4回 (nt= 4)の4位相サイクルで収集した。測

定時聞は30分であった。

実験のプロトコルは以下の様にした。まず、ファントムを磁石内に設定後、 Gradient

Echo画像をもとにVOIを設定し、 FASTMAP [3]により VOI内でのshimmingを実

施した。 shimmingの評価には、局所励起 CT-COSYシーケンスから VAPORとOVS

パルスを除き、 10msのt，/2で固定した 1D局所励起シーケンスを用いた。この結果、
得られた水スペクトルの半値幅は3.5Hzであった。次に、化学シフトによる位置ずれ

を防ぐためにスライスパルスの搬送周波数を 3ppmに設定後、スライスパルス、

CHESSパルスのRFパワーを調整した。この後、局所励起C下COSY信号を取得した。

デ一歩収集後、 shimming評価に用いた水信号の位相を用い、 2D時間領域データの h

方向に対して渦電流磁場補正を施した。この結果得られた時間領域データに対して窓

関数を施した。窓関数としては、 h方向にはlb= -1 Hz， gf= 0.15 sのLorentz-Gauss 

変換を、 t，方向にはgf1= 0.1 s、gfsl= 0.075 sのshi食edGauss関数を適用した。続いて
zerofillingを施し、 t，方向に 1024ポイント、 t2方向に 4096ポイントの 2D時間領域デ
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ータを得た。この時間領域データに対して 2Dフーリエ変換を施し、 2Dスペクトルを

得た。得られたスペクトルデータの表示には、絶対値表示を用いた。

ボランティア測定

ボランティア測定では、 VOIを頭頂ー後頭葉領域の 27mlに設定した。それ以外の

シーケンス条件は、脳模擬ファントム実験の場合と同様に設定した。測定プロトコル

に関しても、脳模擬ファントムの場合と同様とした。 VOI内の FASTMAPの結果、

shimming評価シーケンスで得られた水信号の半値幅は7Hzであった。RFパワー調整

等の条件調整後、局所励起 CT-COSY信号を取得した。得られたデータに対し、脳模

擬ファントムと同様、渦電流磁場補正、窓関数、 zerofillingを施した。窓関数は、 h

方向にはgf=0.15 sのGauss関数を、tl方向にはgfl= 0.1 s、gfsl= 0.075 sのshiftedGauss 

関数を施した。ボランティア測定の場合、これ等に加えて、 F2方向の周波数補正、 F，
ノイズ補正を施した。すなわち、上記で得られた時間領域データに対してら方向の lD

フーリエ変換を施し、t，-F2領域データを得た。次lこ、N-アセチルアスパラギン酸(NAA)
ピークを利用して F2方向の周波数補正を施した。続いて、 F，ノイズ補正として、NAA
ピークの位相が各々の t，において等しくなるように F2方向の O次位相補正を実施し
た。以上によって得られた t，-F2領域データに対して、 t，方向の lDフーリエ変換を施
し、 2Dスペクトルを得た。

3.結果

脳模擬ファントムによる評価

得られた局所励起 2Dスペクトル

をFig.2に示す。 F，方向のヂカップ
リングの効果により、グルタミン酸

4位 (Glu-4，OH ~ 2.34 ppm)、グル

タミン4位 (Gln-4，OH ~ 2.43 ppm) 

の対角ピークが分離、検出できてい

る。一方、交差ピークに関しても、

Glu-3 ( OH ~ 2.12 ppm)とGlu・4、Gln幅3

( OH ~ 2.13 ppm)とGln-4のピーク

が分離、検出されている。 GABAに

関しては、 GABA圃4(ôl;l ~3.01 ppm) 

の対角ピークは、 Crピークに埋もれ

ているものの、 GABA-2(OH ~ 2.28 

ppm)、GABA-3 (OH ~ 1.89 ppm) 

の対角ピークが、認められる。また、

GABAの交差ピークは、 GABA-3

ぷF

3.6 3.2 2.8 2.4 2.0 1.6 

F1 (ppm) 

Fig. 2. A CT凶COSYspectrum of the 
( OH ~ 1.89 ppm)とGABA-4、GABA-2 br;in phantom. 
( OH ~ 2.28 ppm) とGABA-3のそれぞれ

が検出できている。以上より、局所励起CT-COSYにより、グルタミン酸、 GABAお

よびグルタミンを分離、検出できることが実証できた。
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ボランティア測定

得られた人脳の局所励起2Dスペク

トルをFig.3に示す。脳模擬ファント

ムの場合と同様に、Glu・4.Gln-4. 

GABA-2の対角ピークが認められる。

交差ピークに関しては、Glu・3とGlu・4

のそれが認められる。 Fig. 4には、

脳模擬ファントムスペクトルと人脳

スペクトルの対角ピークのプロファ 3. 

イル、すなわち対角スペクトルを示す。 3.6

2.3 ppm近辺のスペクトル形状が人脳

スペクトルと脳模擬ファントムとで

類似しており、グルタミン酸、グルタ

ミン、 GABAが人脳においても検出

できることが実証できた。
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Fig. 3. A CT-COSY spectrum of the 
human brain. 
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Fig. 4. A diagonal trace for 2D spectrum obtained from the brain phantom (吋and

that企omthe human brain (b). 

4.結語

4.7Tでの局所励起CT-COSYは、人脳でのグルタミン酸、グルタミン、 GABAの検

出に有用である。
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3L6 高偏極Xe129の脳組織ケミカルシフト

(あきた産業振興機構)0中村和浩、若井篤志、
Jeff Kershaw、DavidWright、(秋田県立脳血管研究センター)近藤靖、菅野巌

Chemical shift properties in brain tissue using hyperpolarized Xe-129 
K.Nakamura， A.Wakai， J. Kershaw， D. Wright (Akita Industry Promotion Foundation) Y. 
Kondoh， 1. Kanno (Akita Research Institute for Brain and Blood Vessels) 

After inhalation of hyperpolarized 129Xe gas， in vivo spectra from the rat head revealed a 

dominant peak around 195ppm (Pea:k A) and another easily resolvable peak near 189ppm 

(Peak B)， a broad peak around 210 ppm and two minor peaks around 198 ppm and 192 ppm. 

By ligating the main feeding blood vessels of non-brain tissue (external carotid arteries;ECA 

and pterygopalatine arteries; PPA)， we found that the amplitude ofthe Peak B was greatly 

redUced in the ECAlPPAligated rats， while PeakApersisted. And also a comparison is made 

of the washout times of Peak A and Peak B by using a strict two-pulse measurement protocol. 

The washout time of peak B was consisteritly longer than that of peak A. These results 

strongly suggest that 129Xe signal originating from rat brain is overwhelmingly dominated by the 

single resonance at 195 ppm. 

1.はじめに

核磁気共鳴(NMR)において信号強度は、ゼーマン準位聞の配分比である偏極率に比例した値で

ある磁化量に基づ、いており、熱平衡状態での偏極率を高め、強い信号強度を得るために高磁場環

境下で測定をおこなうことが一般的である。一方、アルカリ金属原子を用いた光ポンピング法に

より、キセノン原子やヘリウム原子の偏極率を熱平衡状態の 1万倍以上である数%----数 10%に偏

極させる手法が知られており、近年さかんに研究が進められている。 1994年にはAlbertらによ

り、高偏極核種を用いた核磁気共鳴画像(MRI)が発表されており、高偏極ヘリウムを用いた肺の

画像診断手法は確立されつつあるといえる。光ポンピング法は限られた核種にしか適用できない

ため、現在広く用いられているプロトン NMRの信号強度を向上するために利用することは困難

であるが、この手法により生成された高偏極核種をトレーサーとして利用する可能性が検討され

ている。溶解した 129Xeが周囲の磁場環境の変化を受けガス成分とは異なる核磁気共鳴周波数(ケ

ミカルシフト)を示すことが知られており、脂溶性であるため生体組織内に取り込まれ易い性質を

利用すれば、ケミカルシフト周波数における信号減衰特性から血流計測が、組織内縦緩和時間の

推定から酸素飽和度が測定できると考えている。

キーワード:高偏極Xe，脳スペクトラム、ケミカルシフト、組織内縦緩和時間

著者:なかむらかずひろ、わかいあっし、じぇふかーしよう、で一び、つどらいと、

こんどうやすし、かんのいわお
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こうした実験を進める上で大事な事は、第一にそのケミカルシフトの帰属を明らかにすること

であり、第二に、その動態を詳細に解析することである。ケミカルシフトの帰属を明らかにする

ため、我々は、脳実質以外の頭部への血流を遮断する実験を行ない、脳組織から得られるスペク

トラムの位置について、 195ppm付近のピーク(PeakA)が脳組織由来であり、 189ppm付近のピ

ーク(PeakB)は脳実質以外の組織由来であることを見出した。また、その動態を解析するため、

129Xe吸入後の減衰時間を、 PeakA， Peak Bそれぞれについて算出し、血流量の観点からその帰

属の確認をおこなった。

2.キセノン吸入、測定方法

オスのSDラットにはあらかじめハロセン麻酔下において、気管チューブ(Atom8Fr;内径3mm)

を挿官しておく。これは、キセノン投与用の細管を同軸状に挿入し、キセノンガスを効率良く肺

に吸入させためである。 NMR計測は、 4.7TのVarian製MRI計測装置でおこない、 3cmのプロ

トンキセノン両方に同調可能な自作の表面コイルを利用した。MRI計測中においては持続麻酔下

にあり、血液酸素飽和度と心拍数をパルスオキシメータ(NONIN8600V)で測定することで麻酔深

度を一定の状態に保持している。キセノン投与用のラインは、およそ 1mほどの細径チューブか

らなり、 3方活栓を介してディスポーザブルシリンジに接続される。このラインを挿管した気管

チューブ、の内側に挿入し、その先端を肺の極近傍に配置した。高偏極キセノンガスはアルカリ金

属を利用する光ポンピング法を利用した自作の偏極装置により生成され、高偏極ガス(91%濃縮エ

ンリッチ 129Xe80%， N2 20%)の偏極率は、およそ2・8%であった。実験毎に、 25ccの高偏極 lZ9Xe

ガスを 20mlの偏極装置のポンピングセルからディスポーザブルシリンジに移し換えた後マグネ

ットの外部で、ラインに接続し、シリンジを手動で 20~40 秒にわたり押し出すことにより肺に

吸入させた。 NMR計測時の測定構成をFig.lに示す。 NMR信号取得のための高周波パルス送受

信周波数はガスピークから 150ppm程度離れ

た周波数に設定し、測定周波数幅は 30kHzで

あり、測定時間は0.4秒であった。測定された

ガスピークの半値幅の中央値を Oppmと定義

し、測定周波数と帯域幅からケミカルシフトの

値を定義じた。スペクトラムはフーリエ変換す

る前に、指数関数による重み付け乗算(バンド

幅 20Hz増相当)を行なった後、位相補正をお

こなっている。

3.ラット頭部スペクトラム

実験動物(雄 SD-Rat，8W，320g)から得られた

典型的なスペクトラムをFig.2に示す。およ

そ、5%の高偏極Xeガスを40秒間吸入させ、

lr-
Hypef POlarizild aa.'t， 
1(隔I/mH1-"2晶蒋1/1則行

Fig. 1 : Schematic ofthe experiment setup. 129Xe 
was delivered almost directly into the lungs 
through the coaxial insertion of a thinner tube to 
endotracheal tube. 

吸入開始のおよそ 3秒前から、1.25sec毎に 60回(約 70秒)の間ハードパルス(パルス幅 24us、

パルス強度約lOW)を印加したデータである。 195.4ppmに大きいピーク(PeakA)が観測され、

189.8ppmに2番目に大きいピーク(PeakB)があり、 198.7ppm， 192.4ppmにも小さいながらピー
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クが観測されている。又、 210ppm近

辺に非常に幅の広いピークが観測され

ている。

4. ECAlPPA遮断実験

Fig.2で観測された各々のピークの帰

属について、頭部・胸部肺部位・胸部

心臓部位それぞれの断面に限局したス

ペクトラムから、 192ppmが脂肪組織、

199ppmが組織、 210ppmが血液由来

の信号としている報告や、ヒト脳にお

いて観測されるピークの動態解析から

197ppmが脳灰白質、 194ppmが脳白

質由来の信号と推測している報告があ

る。我々は、ラット頭部においてよく

発達している側頭筋からの信号が、ピ

ークを構成している可能性を考慮し、

側頭筋といった脳実質以外への頭部へ

の血流を遮断する実験を行なうため、

外頚動脈 (Extra Carotid 

Arteries;ECA)と翼口蓋動脈

(Pterygopalatine Arteries;PP.A)を結

紫する実験を行なった。この結果、

PPAlECAを遮断したラットから得ら

れたスペクトラムでは 195ppm付近の

Peak Aだけが残り、 189ppm付近の

Peak Bは観測されなかった(Fig.3)。

晴乳動物において、脳に栄養を供給し

ている血管は左右の椎骨動脈及び、内
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Fig.2: Typical129Xe spectrum obtained from a rat head. 
All chemical shifts are quoted with respect to th巴gas
r巴sonance.

1.0 

0.8 

0.6 

0.4 

0.2 

0.0 

Normal 

210 200 190 180 

ECA/PPA Obstructed 

210 200 190 180 

Fig.3: Typical山Xespectrum obtained from normal and 
ECA/PP A ligated rats. The amplitude of the Peak 
B(I89ppm) was greatly reduced in the ECAlPPA ligated 
rats， while PeakA (195ppm) persisted. 

頚動脈から構成されており、頭表面の筋肉及び皮膚組織に対する血管支配は、内頚動脈から分岐

したECAとPPAが大部分を占めることを考慮すると、 PeakAが脳組織由来であり、 PeakBは

脳組織以外の筋肉や皮膚組織に帰属することになる。

5.ケミカルシフトピークの動態解析

ケミカルシフトの各々のピークについてその減衰時間の解析を試みた。高偏極キセノンでは

NMR信号を取得する際の高周波パルスの照射によるcose減衰と呼ばれる特有の減衰が存在する。

これは、プロトンでは充分な時間が経過すれば縦磁化成分が熱平衡状態の大きさに戻るのに対し

て、高偏極キセノンでは縦磁化成分が、パルス強度に依存したフリップ角に相当する分だけ減少
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する一方だからである。一般に用いられる一定時間(TR)毎に複数回のパルスを加える手法では、

減衰時間特性と、 cose減衰を分離することができない。信号の減衰時間を推定するために、異なf
る繰り返し時間若しくは、異なるフリップ角を組み合わせた手法が必要となる。我々はこの目的

のため、信号強度が減衰する区間に 2回のパルスをかける方法で、減衰時間を推定する手法を提

案している。この推定手法は、 RFパルス強度一定の条件で、異なる TR時間のピークの大きさ

81，82をそれぞれもとめ、その対数比である ln(82/81)を求めれば、そのグラフの傾きから減衰時

間の逆数を推定することが可能な手法である。この手法は、減衰時間推定にあたってフリップ角

を仮定する必要が無いため、 RF磁場が不均一であり、フリップ角の仮定が難しい表面コイルによ

る測定例にも適用できる。 Fig.4に異なる間隙時間(TR)における一番目の RFパルスと 2番目の

RFパルスの信号強度の対数比の変化を示す。最小2乗法により求めた信号減衰時間の推定値は

PeakAにおいて 14.7土1.0sec、PeakBにおいて25.4::l:lO.4secであった。誤差は95%信頼区間

により求めた値であり、 PeakBの信号減衰時間は、 PeakAの信号減衰時間に比べて、明らかに

長い{直Tあった。 PeakA， Peak Bの信号強度は2つの白ーレンツ関数を用いた近似聞により求め

ており、各点における誤差は、420ppm-244ppmにおけるスペクトラムの標準偏差を雑音として、

Peak A，Peak Bの信号強度における信号/雑音比を考慮して計算された。文、 2番目のRFパルス

を与えた時のPeakBの信号/雑音比が3以下のものは、有為な信号を測定していないと判断し、

解析から除外した。偏極キセノンにおいて、信号の減衰時間は、組織内血流量と組織内縦緩和時

間に依存した値となることが知られており、減衰時間の違いは、組織内血流量若しくは生体内縦

緩和時間あるいは組織聞の分配定数の違いによって生じていると考えられる。ラットにおいて脳

組織の血流量はおよそ、 70~100 nil/100g • minであり、脳組織以外の頭部の筋肉組織において

は 4~10 ml/100g • minであることが知られている。キセノンの脳組織内縦緩和時間を 30秒と

して、信号減衰時聞からそれぞれのピークの血流量を推定すると、 PeakAから推定した血流量

UOOmν100g' min)は脳組織の血流

量と良く一致しており、 PeakBから

推定した血流量(20mν100g'min)は

信号推定誤差を考慮すると、頭部筋

肉組織の血流量とほぼ同程度となる。

Peak A、PeakBの帰属が減衰時間

の違いからも確かめられたことにな

る。
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3L7 多核国体NMRを利用した電気2重層キャパシタの作用機構解明
1 ;新日銭先端研、 2 日銭テクノリサーチ、 3 九大先導研
O斎藤公児 1、金橋康二 1、畠山盛明2、李相益3、持田勲3

Multi Nuclear NMR Study on Behaviors of an Organic Electrolyte in Charged and Discharged States on 
Activated Carbon Electrode of Medium Surface Area in EDLC 
1;Advanced Research Labo. Nippon Steel Corp. 2;Nippon Steel Techno Rearch 3;Kyushu University 

o Koji Saito， Koji Knehashi，Moriaki htakeyama，Lee-Shoeki and Isao Mochida 
< Abstracts > 
In the present study， activated carbon was obtained from opticaIly anisotropic spherical carbon by 
NaOH activation to foIlow the physical and chemical behaviors of an organic electrolyte EtNBF， in PC 
on the activated carbon since such an activated carbon was reported to show and exceIlent performances 
in EDLC. Behaviors of electrolytes in the negative and positive electrodes of the electric double layer 
capacitor were observed under the impregnated， charged and discharged conditions by 1'B and t: solid 
state NMR with PC solvent. Solid state NMR is a sole and powerful method to solve the chemical and 
dynamic behaviors of the electrolyte ions and polar solvent present in the pore or adsorbed on the pore 
waIl of the electrode carbon. Hence several states of the electrolyte or its ions must be present in the 
charged as weIl as impregnated stages. Such image-able states of the electrolyte and their 
inter-transformation can be detected by in situ solid state NMR on B and C nuclei of the electrolyte as 
attempted in the present study. 

1. 1NTRODUCTION 
The electric double-Iayer capadtor (EDLC) using activated carbon as electrodes has been recognized 
as an efficient storage device for the electric power because of its better rate capability and longer cycle 
Iife as compared to secondary batteries in spite of its low energy density [1，2]. RecentIy new 
applications utilizing such performances have been attempted as an energy storage device for electric 
vehicle or pulse-current supply. In order to meet the specification for new application， it is necessary for 
a particular activated carbon to have much higher energy densities per both weight and volume than 
those of the conventional ones.ln the present study， activated carbon was obtained from opticaIly 
anisotropic spherical carbon by NaOH activation to foIlow the physical and chemical behaviors of an 
organic electrolyte Et，NBF， in PC on the activated carbon since such an activated carbon was reported to 
show and exceIlent pe巾 rmancesin EDLC [3]. Behaviors of electrolytes in the negative and positive 
electrodes of the electric double layer capacitor were observed under the impregnated， charged and 
discharged conditions by I'B and I3C solid state NMR with PC solvent. Solid state NMR is a sole and 
powerful method to solve the chemical and dynamic behaviors of the electrolyte ions and polar solvent 
present in the pore or adsorbed on the pore waIl of the electrode carbon [3・5].
2. EXPERIMENTAL 
Hyper-polarized I官egas was prepared through laser-aided polarization apparatus (Toyoko Kagaku 
Co.， Japan) which contacted Rb vapor with Xe gas under the irradiation of laser near the external 
magnet. The polarized "Xe gas (lOmL) was introduced by plastic syringe into a lOmm-size glass 
NMR tube containing 19 of porous standard materials with the weIl-defined average pore size. The 
I29Xe・NMRspectrum was obtained on the JEOL alpha-400 spectrometer of 400MHz. The Xe-NMR shift 
was referred to that of the "ヌegas without any adsorbent (0 ppm) as the external standard. M500 was 
degassed overnight at 150 centi-degree under vacuum before 12Xe_NMR measurement. 
Samples for "B-magic angle spin (MAS)， "B-multiple quantum magic angle spin (MQMAS) and 
I3C-MAS NMR measurements were prepared at 25 centi-degree in a two-electrode galvanostatic system 
using 1M Et，NBF， in PC as an electrolyte・Thedisc・typeelectrode (about 25mg) was composed of 
M500 (80wt%)，打FEas a binder (10%)， and carbon black as a con 

キーワード MQMAS、多核固体NMR、超偏極Xe、キヤパシ夕、多孔体

0さいとうこうじ、かねはしこうじ、はたけやまもりあき、りそうえき、もちだいさお
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Disc-type electrodes at the impregnatedヲchargedand discharged states were cut into pieces， loaded in 
the tightly sealed NMR sample tube of 4mm in diameter， and spun at 12 kHz. AlI '13胆MASNMR 
spectra were obtained at 96.423MHz by a Chemagnetics CMX-300， and referenced to saturated aquous 
boric acid (19勾pm).
3.RESULTS 
129XかNMRspectrum of M500 with specific 

surface area of 500m
2
/g is shown in Figur巳1.

The spectrum showed a sharp peak at Oppm and 

a broad one at the higher chemical shift. A sharp 
and a broad peaks can be assigned to the 言、
nOl同dsorbed'2YXeand the adsorbed 12宝eon the 量
pore walls of M500， respectively. Chemical shift 
of the adsorbed J2Xe on the pore wall of M500 

was found 10 be 100ppm. Average pore size was 
obtained by comparing the chemical shift on the 200 150 100 50 o 

Chcm.ical shif't (ppm.) maser curve. Average pore size of M500 was 

noted as 0.97nm. Fig.l 12りXe-NMRspectrum of M500 and M3000 
( 1) Behaviors of the anion 

Figure 2 shows "BゐilASNMR spectra of BF4-on 
electrodes in various states. AlI spectra showed a sharp 
peak (peak A) at -3ppm and broad one (peak B) 

ranging from Oppm to -llppm， although the broad peaks 
of NO.2 and 3 were rather sharper than those of other 
samples. The resonance of the particular species present in 
pore of activated carbon has been reported to shift to low 

field by 7r -electron shielding on the graphene planes of 
activated carbon. Also adsorption of anion， BF4-， O 
restricted its mobility， resulting in broadening the peak. .~ 
Therefore， the sharp and broad peaks are assigned to the 畠
non岨adsorbedanion present freely in the pore and the ニ
adsorbed one on the pore of activated carb~m， respectively， 
since the major electrolyte over the outer surface of the 

carbon surface were wiped out before the 
measurement.Although it is difficult to conduct the 
quantitative analyses in NMRヲ optimal900 pulse for each 
sample was performed to attempt the quantification among 

the samples in the present study. Also f1ip angle of 18 
degree was examined to r巴duce the difference in 

sensitivity between the sharp and broad peaks. Signal to 
noise (S/N) ratio of each spectrum enables us to suggest 

10 0 -10 -20 

Chemical Shift (ppm) 

that the total amount of anion (A+B) is in the following Fig.2 "B働MASNMR spectra for 5 samples 

order; No.2>>No.4=No圃5>No.3>No.1."B-MAS NMR spectra 
were smoothe即 dto deconvolute into two peaks and the integrated附 ios (p巴akB/peak A) are 

summarized. The ratios w巴rein the same order as that of the total amount of anion. This means that the 

more amount of anions was adsorbed on th 
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fi，rst direct indication 

e1ectrochemically. 
on the states of "B ion present in activated carbon electrode tteated 

/、
r 、
ーノ 、

~o 

ヘ/f(¥NO.2 l¥No.4  
f¥_____ Charged (+) 

¥J-"""'../ス- I¥¥Discharged (+) 
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CQ: 0.51 
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Fig.3 "B-MQMAS NMR spectra of the charged positive and discharged positive electrodes 
Chemical shi仇 andquadrupolar constant (CQ) of sites C， D and E are summarized. From chemical 
shift and quadrupolar constant， the sit沼 Cis assigned to be the anion present freely in the pore (peak A 
in "B-MAS)， whereas the sites D and E reflect the adsorbed anions on the pore wall of activated carbon 
(peak B in "B-MAS). The CQ of site E was larger than that of site D， implying higher extent of 
deformation in B nucleus on the site E. Although there were no significantchanges in both chemical 
shift and quadrupolar constant according to discharge， the intensities of the peaks were c怠rtainly
changed. Site E kept its intensity of peak after discharge， altho屯Ighsite D lost its intensity in the stat巴of
charge. This indicates that anion of site D changes the amount by charge-discharge by its coming and 
going from the pore. 

T， relaxation time wωdetermined by the saturation recovery method on the basis of chemical shifts of 
three sites in MQMAS spectrum to be summarized in Table 1. In the impregnated states， sites C， D and 
E provided the T， values of 2.00， 0.90 and 0.90s， respectively. The anions on the wall were certainly 
res甘ictedin their motion compared with those in the free space of the pore (site C). 
The charge decreased T，s very significantly regardless of the locatio岨sof the anio唄son the positive 
e1ectrod氾， although those on the sites D and E were fixed slightly more strongly. In ∞ntrast， the values 
of the negative electrode increased significantly agがnregardless of the sites， suggesting their inc問as芯d
mobility. The discharge recovered the values (No.4 and 5) similar to those of the impregnated states 

regardless of the sites (No.1)， although the recovery of the positive electrode was certainly slow， 
especially on the site C.lt must be noted that T， values of the anions in the pore (site C) were definitely 
influenced by charge and discharge" even if they did not definitely appear to beadsorbed. Their 
contribution to the capacitance is suggested. 
Table 1 NMR relaxation time of M500 and M3000 

!判。"
IBD) 

4、 C lm 久)お i
!IIIii1iDじ!iiJ!lIm MIItl lWIIl lWIIl iiUiIItmJ.!LiIiiliiUl Dml mIl 

l!BIIl辻eピ111 mJl m5 mJl !!IQIi'I!'!IS!IJ (}mil 住金1
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lI.Wlおじhargc+) [IM:i [t]‘61 [II'sl WDL1!litiilli十) IIB [ID 
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(2)Behaviors of the cation 
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The cation (TEA)， the anion (TFB) and solv巴nt(PC) are used. Cation and solvent have two (C1 
and C3) and four (C2， C4， C5 and C6) nonequivalent carbon nuclei，間spectively. I3C-MAS NMR 
spectra of the cation and the solvent at the various states 
are shown in Figure 4. AlI spectra had the broad 

baselines showing their maxima at 125ppm regardl巴ssof 

the samples. Carbon species of the cation (C1 and C2) 
were much lower in their intensity than those of the 

solvent (C2， C4， C5 and C6) becaus巴 the salt is 
dissolved in the solvent at the concentration of 1M. All 

carbon species from C1 to C6 consisted of two peaks， 
the sharp and broad peaks at their r巴spectivelower and 
high巴rmagnetic fields. The sharp and broad peaks are言
assigned to the fr巴eand adso耐 dcarbon species in the 主
pore. The impregnated electrode (No.l) carried already 
the adsorbed ion and solvent without any electrochemical 

manipulalion as observed with the anion. After charging 

(No.2 and 3)， the amount of the adsorbed ion and 
solvent increased significantly over that of the 
impregnated one (No. 1). On discharging (No.4 and 5 )， 
the amount of the adsorbed ion and solvent decreased 
slightly. The cathod巴 (No.3)showing the best S/N ratio 

showed much smaller changes by electrochemical 
manipulation， when compared with those observed with Chemical shifl (ppm) 

the anion. Fig.4 13C-MAS NMR spectra of the cation 

4. DISCUSSION and the solvent at the various states 
The electrolyte dissolved in the polar solvent penetrates into the pore of the activated carbon electrode 

with the solvent molecule in the capacitor when the electrode is impregnated with the electrolyte 
solution. The cation and anion of the electrolyte can behave separately or in their iorトpairform to 
penetrate into the pore. A portion of electrolyte can be adsorbed in forms ion pair or dissociated cation 

and anion on the wal1 of the pore. The polar solvent can be also adsorbed on the wall. 
The electric field under the charge enh0nces the adsorption of the electrolytes or its dissociated ions 
in the more polarized states 10 form the el即位icdouble layer on the surfac巴ofthe pore wallヲ storingthe 

electric energy as the capacitor. In this stage， electrolyte or its ions move into or out of the pore to 
enhance the polariz巴dadsorption for the double layer in the electric field. There are electrolytes present 
at the outer surfaceヲ inpores and on the surface of the pore waIl. There are also several kinds of pores. 
The dis 
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3L8 二次元二量子国体NMR法および量子化学計算による
有機EL材料の非品構造精密解析

l京大化研・2科学技術振興機構さきがけ21

0梶弘典 1，2.塚本直樹 1・山田知典 1.堀井文敬 1

Precise Analysis of Amorphous Structures of Organic EL Materials by Two-Dimensional 

Double-Quantum Solid-State NMR and Quantum Chemical Calculations 

Hironori KaifペNaokiTsukamotol， Tomonori Yamada¥ and Fumitaka Horii1 
1Institute for Chemical Research， Kyoto University， Uji， Kyoω611心011，JAP AN and 

2Structural Ordering and Physical Properties， PRESTO， JST 

Isomeric states of tris(8・hydroxyquinoline)aluminum (III) (Alq3)， which is one of the most widely used 

light-emitting and elec位on-佐ansportmaterials in organic electroluminescent devices， have been 
investigated by 27Al and 13C solid-state NMR combin巴dwIth density functional theory calculations. It is 

found that Alq3 in the crystal form αand in the amorphous state are composed of the meridional isomer， 
whereas those in the crystal forms y and o are composed of th巴 facialisomer. The blue-shifted 

fluores田ncesare observed for y-and o・Alq3compared toαーandamorphous Alq3; indicating a close 

relation between the isomeric statesand the light-emitting properties. We will discuss the results of 

two-dimensional double-quantum (2D DOQSY) 13C NMR experiments on a hole transport material， 

4，4' -bis(phenyl-m-tolylamino )biphenyl (TPD)， ai凶ngat the analysis of molecular packing in the 
amorphous state. The results of cationic and dicationic states of TPD are a1so shown. 

緒言

有機電界発光(EL)材料の様々な階層における構造はEL特性に大きく影響すると考えられるが、

素子が非晶状態で用いられるため‘その詳細は明確にされていない。本研究では、種々の固体NMR

測定と密度汎関数(DFf)計算により、発光・電子輸送材料である tris(8・hydroxyquinoline)aluminum 

(III) (Alq3)と正孔輸送材料である 4，4'ゐis(phenyl-m-tolylamino)biphenylσ'PD)の構造に関し、検討を

行ったo

出血多形の構造と発先特性

図1に、 αちy-，o・，非品Alq3の27AlMASスペクトルを示す。 α-Alq3と非晶Alq3が幅広いスペク

トルであるのに対し、 y-，ふAlq3はシャープpなスペクトルを示し、これらの構造の類似性が示唆さ

れる。シミュレーション解析から、y-，o圃.Alq3に対する電場勾配非対称パラメータ ηがそれぞれ 0、

および 0.24と決定された。 3つの配位子が等価な環境にある facial体のAlq3一分子の D町、計算

を行ったところη=0となり、したがって、 y-Alq3はfacial体であることが明らかとなった。一方、

ふAlq3に関しては、 facial体であると仮定した場合の結晶構造に基づいたDFf計算によりη=0.26

と得られており、今回の実験値との良好な一致を示した。したがって、 8・.Alq3でη*0であるのは、

結品パッキングによることが明らかである。一方で、 y-Alq3のスペクトルに結晶パッキングによ

る影響がないことは興味深い。 α・および非晶Alq3に関しては、シミュレーションスペクトルでの

キーワード:有機EL、非晶構造、固体NMR、電荷輸送材料、発光材料

かじひろのり、っかもとなおき、ゃまだとものり、ほりいふみたか
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Rι 1.幻AlMAS NMR spectra of (のα-，(b) y・， (c)O・， and 
(のamorphousAlq3・

(a)α・Alq3

(b) y-Alq3 

(c)ふAlq3

再現はあまりよくないが大雑把にはηーl
であり、 3つの配位子が異なった環境にあ

るmeridional体であることがわかる。実測

スペクトルとの違いは構造の局所的な乱

れ等によるものと推察される。 CP/MAS

13CNMRスペクトルにおいても、上述の結

論を確証する結果が得られた。蛍光測定の

結果、 αーおよび非晶Alq3ではそれぞれ510

および509nmで蛍光強度が最大となった

が、 y-，o・Alq3ではブルーシフトし、それぞ
れ468および466nmとなった。この結果

は、Alq3分子の構造と発光特性の相関を明

確に示している。

σ11 司σ22.σ33σ11σ22σ33σ11σ22σ33

300 200 100 ppm 300 2泊o 100 ppm 300 200 100 ppm 

Fig. 2. Sheared 13C 2D DOQSY NMR spectra of 13CQ-aTPD. Experimental 

spectra withτDQ = 0.5 ms (a)， 3 ms (b); simulation with random orientation (c). 

非品TPDの分子間パッキング
低分子有機材料における電荷輸送は分子間ホ

ツピング伝導により起こると考えられる。したがって、

分子間配向相関および分子間距離の解明は電荷

輸送過程の解明に重要である。特に、 Basslerの

Gaussian Disorder Mo似によると、非晶状態にお

けるこれらの"分布"が重要であると示唆される。ここ

では、フェニル基の四級炭素をおC同位体ラベルし

た非晶TPD(13CQ-aTPD)に対して13C二次元二量

子(2DDOQSY)固体NMR測定を行い、分子間パ

ッキングの精密解析を試みた。この測定では同位

体ラベル部位の CSA

とそのこ量子の相関

を観測する。図 2~こ二

量子励起時間(τDQ)が
0.5および 3msの場

合の2DDOQSYスベ

クトルを、完全にラン

ダムな分子間パッキ

ングを考えた場合の

シミュレーションス

ペクトルとともに示

す。特に、 τ:DQ= 0.5 

msのスペクトルから、局所的な(-4A以内の)パッキングに関し、特定の分子間相関の存在が明らかであ
る。今後、精密なシミュレーション解析により、分子間パッキングの詳細を明らかにする予定であ

る。

務

(c) simul. 

自

在
8 
トー

(b)τDQ=3 ms 

E 
E 
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E島内同
C
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N

ジカチオン状態の構造に関する研究に関

TPDのカチオン状態
また、固体NMR、DFf計算によるτ'PDのカチオン、
しでも報告する。

以上に関連する研究を、ポスター発表(3P132，lP133， lP136)においても報告する。
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3L9 園体NMRマイクロコイルプローブの開発と繊維状高分子の配向度解析

(農工大・工 1)

。山内一夫¥今回悌三¥朝倉哲郎 1

Development of Microcoil NMR Probehead and Analysis of orientated Fibrous Polymers 

(Department of Biotechnology， Tokyo University of Agriculture and Technology1) 

OKazuo Yamauchi¥ Teizo Imada1， and TetsuoAsakura1 

Solid-state NMR probehead using solenoid coil with an inner diameter of 1 mm were 

developed for the studies of mass-limited solid samples. The probehead was designed with加O

RF channels in order to perform CP experiments. The S/N ratio of 1 mm solenoid coil probehead 

was about ten times better compared with conventional probehead. The applications using this 

probehead were performed for structure determinations of silk fiber with 13C CP experiments and 

hydroxyl apatite with 31 P CP experiments. 

鐘重

他の分析機器と比較した場合 NMRの弱点のひとつは、その感度の低さにある。従って、極微量しか

得られない物質については、固体 NMRの測定が困難であった。このような微量サンプルの系を固体

NMRの測定対象にするためには、微量サンプルにターゲットを絞った、感度の高いNMR測定技術の開

発が必要となる。本研究ではマイクロコイルを用いて高感度化を得る方法[1]を行い、特に応用性と汎用

性に注目し、現在用いられている 9.4Tマグネットを用い、CP法を行うことのできるプローブを製作し、繊

維状高分子やハイドロキシアパタイトを用いてその有用性を検討した。

プローブヘッドデザイン

汎用的な応用研究に対応できるマイクロコイルプローブとして固体で一般的な CPの測定ができるよう

に 2チャンネルのプローブを設計・製作を行った。コイルは(1)式よりコイル径が小さく、巻き数が多くな

ることによって信号強度は増大することが分かっている。これを基にして、シミュレーションをソフトウェ

ア乍EMM"[2]で行い、巻き数 14回、直径 1mm、長さ 5.4mm(コイル内サンプル量:約41..lL)のソレノイド

タイプのコイルを設計し、マイクロコイルを作成した。これを用いて、固体 13C、31pCP NMR測定を行い

プローブ性能のチェックと応用実験を行った。

のか/~ん 12 ) 
(叩alto noi ぱ点二ise ー (1) 

曲。=外部磁場(5勺
n=コイルの巻き数

r=コイルの半径(m)

1=コイルの長さ(m)

Rnoise =回路抵抗(0)

サンプルとしては標準物質のほかに、カイコに経口投与することにより得られた[1_13C]グリシンラベ

ル家蚕絹フィフ、口イン繊維を用い繊維配向軸と化学シフトテンソルの方向を検討し、また微量生体物質

を想定して、焼結温度の異なるハイドロキシアパタイトの 31pNMRスペクトルを測定した。各スペクトル

マイクロコイル a微量サンプル・化学シフトテンソル・配向試料・絹

やまうちかずお、いまだていぞう、あさくらてつお
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のシミュレーションは、数値解析ソフト MATLABを用いて行った。

鎧塁宣霊

感度比較のために、今回作成したコイル市販プローブを

用い、約4mm3のアダマンタンの固体 13CCPNMR測定を

行なった。 1φコイルで測定したスペクトルは64回の積算で

Fig.1 (a)のような、 S/N比が47.3のピークが得られるのlこ対

し、 10φ コイルで測定したスペクトルは 16倍の積算時間を

かけてもピークが観測できなかった。これは、今回測定した

サンプル量は 10φ コイルでは検出限界を下回る量で観測

不可能となったと考えられ、 1φ の検出限界が通常より優れ

ていることを示している。

作成したマイクロコイルを用いて繊維状高分子である絹フィ

ブロインの固体 NMR構造解析を行った。測定サンプルは、

[1_13C]グリシンラベル家蚕絹フィフ、ロイン繊維を約 70""g用

い‘ガラス管内繊維軸をそろえて入れ、配向させた状態で静

磁場方向に対して 90。に配置し、固体 13CCP NMR 測定を行

った(Fig.2)。この結果得られたスペクトjレは、以前、 10φ の

r吋アγTマ吋門「‘γrγγ吋1，7""'1'~t"T... Tザア'''YγTT'吋吋』叶

:300 250 200 150 lOO 50 ()・50

ppn. from TMS 

Fig.1 13C CP NMR spectra of 
adamantane目 (a)1φprobe with 64 
scans and (b) 10φprobe with 1024 
scans. 

hj 
刷/¥一

プローブを用いて報告されてきた同一試料の実測ならびにシ 3()() 1300 250 200 150 100 50 0 叩
ppm from TMS 

ミユレーション結果[4]と一致した。このように、微量のサンプル 圃

Fig，2 (a) 13C CP NMR spectrum of 
量で生体高分子の配向情報を与えるスペクトルを得ることが [1_'3C]glycine silk fibro;n fiber w;th 

1φprobe (The fiber axis is set 
できた。マイクロコイルの利用法として微量に得られない物質 perpendicular to the magnetic field) 
を高感度に観測するだけでなく、このように、微量なサンプル and (b) simulated spectrum[4]. 

であればマクロ的により配向した測定試料を作成することができる。

発表では問様に微量でも測定が行うことが出来る 31p綾の測定およびハイドロキシアパタイトへの応

用を含めた報告を行う予定である。

主主些

今回製作したマイクロコイルプローブにより高感度化と CP法を用いることによって高感度化が実現さ

れ、これまでに固体 NMRでの測定が困難であった量の繊維状高分子から、繊維の性質を特徴づける

配向構造情報が得られる事がわかった。なお本研究は「先端分析技術圃機器開発事業」のプロジェクトに

採択され今後マイクロコイルをさらに改良し同時に微小な生体サンプルの測定を進めてL吋予定である。

金主茎藍
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3LI0 NMR法によるナノスケールの原素チャンネル肉のプローブ物質の

拡散及び特異相互作用の評価

c東工大院理工・2高分子センター)0金善美黒木重樹円安藤勲 1.2

Diffusional behavior of probe molecules in urea adduct channels 

by field-gradient spin-echo NMR spectroscopy 

Sunmi KimI， Shigeki Kuroki1，2 and Isao Ando1，2 

lDepartment ofChemistry and Materials Science， Tokyo Institute ofTechnology 

2Intemational Research Center ofMacromolecular Science， Tokyo Institute ofTechnology 

百lediffusion coefI・icients(D) of n-paraffm molecules (n・CnH2n+2)with various chain-lengths (n=8， 
12，21，26，28 and 32) in long channels of deuterated urea-d4 adduct have been measured at 25

0C by 

means offield-gradient spin-echo (PGSE) 'H NMR method， in order to clarify diffusional behavior 

of the n-paraffms in the channels. From these experintental results， it is found that n-paraffm 

molecules are diffusing in the long channels and have two kinds of diffusion components such as the 

fast diffusion component (D ::::;10-6 cm%) and the slow diffusion component (D ::::;10・7cm%). Further， 

it is found that白echain-leng血 dep巴ndenceof D for n-paraffms in urea-d4 adduct is abruptly 

changed at the carbon number of 26. The di曲lsioncoe伍cientsin tlte fast and slow diffusion 

components紅edecreased as the carbon numbぽ isincreased企om8 to 26， and are increased as the 

carbon number is increased企om26to 32. 

【緒言】

1940年 Bengenによる原素包接化合物の発見以来、様々怠系についての研賓が活発に行われてき

た。ナノスケールの特定形状のキャピティーを形成し、その中にある特定のプローブ分子のみを取込むことが

できる尿素包接化合物は直鎖炭化水素と分岐かれの異性体を分離する非常に簡単お方法として用い

られた。原素包接化合物に関する研究はX線回析による構造解析を主に固体NMR、中性子散乱tJ.

ど棟々 tJ.方法によりその結果が報告されている。 本研究では尿素チャンネル中のn-Hラフィンの運動性

に注目し、高磁場勾配拡散NMRシステムを用い、n-Hラフィン分子の拡散係数を高精度に計測し、結

晶肉に存在するナノスケールサイズのチャンネル場とプローブ物質の聞の特異的相互作用の解明及びチャ

ンネルに関する情報が得ることを目的した。

【実験】

尿棄のメタノール飽和溶液に n-パラフィン(n-CgH'8、n・C'2H26_n・C2，H輔、 n-C26H54 •n・C28H56及び

n-C32~)を溶かした後、溶媒を除去することによって六方系の伸長結晶の尿素アダヲ卜を調製した。

ナノ尿素チャンネル、磁場勾配NMR、拡散保数、拡散距離

きむそんみ、くろきしげき、あんどういさお
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拡散係数の測定は、BRUKERDSX胃300NMR分光器を用て、磁場勾甑により行った。すべてのサンプ

ルの測定は粉末状態で行った。測定温度は室温で、6.=5ms，&=lmsで・磁場勾配の強さ(g:0-1000 

G/cm)を変化させ怠がら測定した。尿素包接中のn・パラフィンの拡散係数Dは次の式(1)から決定した。

A(g)/A(O) = J; exp[一DIKI]+ J; exp[一D1K2] (1) 

K = y2g2O2(d.-o/3) 

ここで、A(O)はg=Oの時のエコー信号強度でo，gまたAはそれぞれ磁場勾配パルスの幅、強度および

パルス聞の間隔である。γは核磁気回転比、jjとβは拡散係数がDjとD2有する 2つの拡散成分分率

である。ただしJi+J2=1である。

【鯖栗と考察1
1.n・パラフィンの拡散係散の農嚢散依存性

磁場勾配 NMRi去を用いて 250C

における尿素/n・CnH2n+2アダヲト中の

n-CnH2n+2(n=8， 12， 26， 28，32)の拡散

標数を測定した。すべてのパラフィンに

対して二つの拡散成分が観測された。

Fig.l(a)と(b)は、式(1)を用いて得られ

た2成分の拡散係数の農素数依存

性を示している。農素数が8から26に

大きくおるにし1とがってこつの拡散保

数は徐々 に小さくおり、炭素数が 32
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Fig. 1 Diffusing-time dep田dencesofthe di銭lsioncoefficients of 
the fast di的 sioncompon四t(a) and the slow di的 sioncomponent 
(b) 0印刷Cl2司6and n-C26HS4 in urea-d4 adduct 

まで増加すると拡散係数は増加している。原素チャンネル中の n・Hラフィンの拡散係数は鎖長とともにか

パラフィン分子間の距離に罷響されることが考えられる。つまり、農素数 32の場合、鎖長の増加にもかか

わらず拡散係数が大きくおったのは、チャンネル中のパラフィン分子同士の CH3末端聞の距離が増加しチ

ャンネルの崩壊を防ぐために速く拡散しているためと考えられる。

2.拡散係教の拡散時間依存性

原素チャンネル中の n・Hラフィンの拡散はパラフィン分子聞の相互作用とともに原素チャンネルとの相互
作用に艶響される。そこで本研究では拡散時間(6.)を変え怠がら拡散係数を計測した。Fig.2には得られ

た原素アダヲト中の n-C12H26と言14.--的 三3.5， ゐゆ)

n-C26H54の拡散係数の企依存性を 苦12P 0 Urea-din司CJH33P
O 11時打naCJ54

ミ101.，・ Urea-din-C2/I，.， J主2.5l ・Ur'砕 dJT1EC2凡
示した。&が大きくおるにしたがってこ え F門 1長

い

つの n-パラフィンの両成分の拡散係 3:ド0 131;い
数が小さく怠った。それは n・パラフィン ] 4~. 0 ~] 1 r 0 0 
分子畑山衝突しおがらチM i ;I--

O 

120;[h 
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ル肉を拡散していることを意味する。 凸 o 50 ∞ 150 2∞ 250ぬ o 50 ∞ 150 2∞ 250 d(ms) d(ms) 

また、n-C12H26とn-C26H54の拡散係 Fig.2Di鎚Jsing-timed叩ende叩 esofthe diffusion coefficients of 
tl児島stdi伍Is10n∞mponent(a) and the slow diffusion component 教が一定におるところの企が異おって Y 

(b) Ofn-C12時6andn・C26HS4in urea-d4 adduct 

いる。つまり、n-C26H54はn-C12H26よ

り短い時間で拡散係教が一定におるのはn・CI2H泌より CH3末端間距離が短いことによると考えられる。
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3Lll 膜蛋白質構造解析のための(31P.2H)_lH多重接触交差分極による

lH消磁化を用いた 31p，2H近傍の固体高分解能 13C-NMR

(1阪大蛋白研， 2JBIC， 3都立大院理.4CREST / JST) 

0原田英里砂1，2、戸所泰人¥藤原敏道1、甲斐荘正橿3，4、阿久津秀雄1，4

High-resolution 13C solid-state NMR observation of1H demagnetization by 

multiple-contact (31p， 2H) _lH cross polarization for thestructural analysis of membrane 
protein in close vicinity to 31p， 2H spins 

11nstituteわrProte的Research， Osaka Universitぁ勺BIC，3Graduate School of Science， 
Tokyo MetropolIl伽 University， "CREST/JST 

Erisa H釘ada"~ ， Yasuto Todokoro'， Toshimichi F叫iwara'，Masatsune Kainosho"'" and Hideo 
Akutsu1，吟

We observed 13C_spins of a peptide in the neighborhood of 31p and 2H in deuterated 

phospholipids， The'''C NMI3 intensities directly indicate the depolari.zatio~ of atlacha:l 'H under 
cross-polarization with 31pj2H， This method was applied tOJLlllY 13C， 15N labeled J4刊 sidue
peptide， mastoparan-X， bound to phospholipid bilayers， The 13C spectra monitoring 31p_1H and 
明-'Hdepolarization process， respectively， can te used for id聞 tifyingthe peptide segments in 
close proximity of 31Pin the head group and of 2H in fa町 acylchains， The chemical shifts and 
structure previously determined were used for the加a1ysis，The current analysis indicates that 
α-helix of mastopar加 -Xis located in the interface between the water layer and hydrophobic 
domain of the lipids with non-polar residues facing the phosphorus and alkyl chains of the lipid， A 
structural model calcul訓onis unde附 ay，

[序]タンパク質・リン脂質二重膜系において、距離情報を利用して両者の相対的な位置関係を

知り構造を決めることは、タンパク質の機能を調ベる上で重要である。この方法の基礎研究として、

昨年度は31p周辺の 1Hの磁化を31p_1H双極子相互作用を通じて飽和あるいは反転させ、これを高

分解能13C-NMRまたは1H-MASNMRスペクトルを通じてモニターする方法を開発し、小さな有機化

合物に適用した。この方法の利点は:1)1Hに関する強い双極子相互作用を利用していて、 13C間ス

ピン結合の影響を受けないので完全 13C標識猷料に適用して、多数の部位からの距離情報を得ら

れること。この点は選択標識試料を用いる REDOR法と対照的である。 2)1Hの分極を 31pあるいは

2Hとの双極子相互作用で繰り返し消磁しているので、単なる磁化移動法よりも感度が良いこと。 3)

1Hの分極斌少を高速MAS条件で 13Cでモニターしているので分解能が高いことなどである。

今回はこの手法を膜蛋白質の構造解析に応用することを目的とし、モデルとして脂質に結合した

14残基のペプチド(13c_15Nラベル)マストパランXIこ適用した。まず初めにそのパルス系列を Fig，1 
に示す。ここで最初の 90'パルスで31p(2H)スピンを 1Hと反平行にし、より多くの 1Hの磁化移動を起

こさせる。さらに、一定時間後31p(2H)スピンを反転することで、31p(2H)近傍の 1Hの磁化を効率よく

減少させる。これを複数回繰り返し(多重接触 Cp)、磁化移動の総和時間を消分極時間(τdP)とする。

最後に80凶の短い時聞のしGCP(Lee-Golgburg Cross Polarization)を用いることで、 1Hと共有結合

した 13Cを通じ高い分解能で観測できる。

キーワード:国体高分解能 NMR，1H-31p交差分極 1Hスピン拡散 1H脱分極

はらだえりさ、とどころやすと、ふじわらとしみち、かいのしようまさつね、あくつひでお
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Fig. 1. Pulse scheme 10r high-resolution 13C 
solid-state NMR observation 01 'H 
c!.em~gnetization by multiple-contact 31p 
(~H)_'H CP. The asterisk indicates CP or 
LGCP.τdp: depolarization time. 

[実験]

今回用いた話料は、指肪鎖が重水素化された指質(D62-DPPC: D62-DPPG = 4 : 1)に13C.15Nラ
ベルマストパランX(INWKGIAAMAKKしし-NH2)を重量比 10: 1(脂質:ペプチドモル比 20: 1)で結合

させ、相対湿度 32%に調製したものである。用いた装置は lH共鳴周波数 500MHzの Varian社

CMX-500 Infinity-plusである。

[結果]

(1 )2H-1H-13Cの測定条件の検討

初めに今回作成したパルス系列が 2H核にも適用でき

るか、SAIL(stereo-array isotope labeled)1 ~リン(Fig.2)を

用いて、 2H-1H-13C 混IJ定の条件を検討した。 Fig.3に

13C-LGCPスペクトルに対する2H-1HLGCPによる分極減

少で得られた信号強度の割合を示す。約 2msで最大消

分極強度の8割に達しており、実験を行うにはこのあたり

が適当である。ここで、2HとlHの平均距離を考

えると、Hα，-Hy3.5 A、Hf:3-Hy2.8 A、Hy-Hy2.2 

Aである。 Cyのシグナル強度がもっとも大きく、

次に Cf:3.Cαとなっており、2msでの分極減少

は畑との距離と相関がある。分極減少が双極

子結合と比例するとすれば、5Aからの寄与は

2.5 Aの約1/8になり、ほとんどの減少は 5A 
以内のスピンによると考えられる。また、

31p_1H_13Cでの実験と比較すると、磁気回転比

の大きい31pによる lHの消分極速度は2Hによ

るものより速く、約 1msで5A以肉の主要な消

分極が生じていた。
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Fig.，s. Depolarization time (tdp) dependence 
01 '''C signal intensities obtained with the 
pulse scheme shown in Fig.l. 'H was 
depolarized w比hLGCP. 
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(2)踊質結合型マストパランXの構造解析

今回開発した方法をリン脂質頭部の31pと脂肪鎖の2Hに用いることで、タンパク質.')ン指質二重

膜系における構造解析への応用が可能となる。その系のモデルとして指貫膜結合型マストパランX

の測定を行った。その際、 130観測を行う前に、31p_1H.2H-1H聞の消分極をそれぞれ'H観測するこ

とにより、消分極の飽和・反転時間を最適化した。ここで、 3Ip_IH-130('tdp 0.96 ms)および、

2H-'H-
130 (τ申 2.88ms)での測定結果を示す。マストパランX-Glyの国体NMRにおけるシグナルの

帰属がすでに報告されており 1にまた、脂質膜結合型のマストパラン×のシグナル帰属及び構造決

定がなされ、W3-L14までαヘリックスを取ることが明らかになっている。それらに基づき得られたシ

グナルの帰属を読みた。 (Fig.4) 11 " N21i 
(a) W3" 11 ，s IA R L 13 Y 

これらのスペクトルから分かるように、2H-1H聞の方が '-". "，(-" Ilfl ./16; 
31p_1Hより 5倍感度良く測定できた。これはペプチドのま

わりにある 31pと2Hの密度が影響するからである。両者

のスペクトルでともに観測できた残基は 11，W3. 16， L13. 

L14といった醸水性残基であり、2H-1Hによる測定ではさ

らに M9.A7. A10といった残基が観測された。そこで、固

体 NMRから得られた構造にマッピングすると次のような

結果が得られた。 (Fig.5 (a))丸で囲った残基が今回シグ

ナルが観測された残基であり、シグナルが観測されなか

った鶏基は主に親水基であった。

溶液NMRでDPPOリポソーム存在中でのTRNOEから、

マストパランの構造が決定され W3-L14までαヘリックス

を取ると報告されている 2)。このとき、TRNOEでは距離情

報が得られるが、この場合の NOEは主としてタンパク自

身の情報であり、脂質膜結合状態におけるタンパクとの

相対的な位置は分からない。相対的な情報を得る手段と

して配向獣料を用いる方法があり、この場合脂質二重膜

やバイセルに対するタンパク質(αヘリックス)の角度情

報が得ることが出来るが距離に関する情報は得られない。

それに対し、今回の測定では角度情報を得ることは出来，

ないが，31pj2Hと'Hの距離に基づいた情報が得られ、両

者の方法で得られる構造情報はそれぞれ異なる。

龍向読料を用いた実験で、Whilesらは両親媒性

(DMPO)のパイセルでは膜に対してへリックス軸が平行に

近いカーペットモデルを示し、陰イオン性(DPPS)では垂

直になるポア形成モデルになると報告している 3)。また、

DMPO/DMPG = 7 : 3の脂質二重膜の系では膜平面肉と
膜貫通成分が 9:1になり、ヘリックス軸が膜平面と平行

なマストパランは土30'のばらつきがあると報告があるヘ
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そこで Matsuzakiらの蛍光試料を用いた実験車}を基!こ、本実験では脂質とマストパランが強く結合し

ていて、しかもポア形成を起こさない脂質・タンパクのモル比で試料調製を行っている。2H，31pともに

シグナルが見える 5A以内に位置すると考えると、実験結果からマストパラン Xは蹄水性残基が

膜と、親水性残基が水と接するように膜表面に位置していることが分かる。 (Fig.5(b))これはスピン

ラベルした脂質二重膜中で TRNOEの強度変化を調べた実験から得られた結果とも一致するヘ一

般的に膜タンパク質においてTrpは脂質の境界面に位置し、側鎖が指肪鎖に入り込むことが多いと

いわれている。今回 Fig.4(b)に示すように W3のインドール環と脂肪鎖の聞には特に大きな分極移

動が観測されており、マストパランにおいても W3の側鎖が脂質肉部に入り込んでいると考えられる。

今後は定量的なスペクトル解析を通じてマストdランとリン脂質との相対的な位置関係を明らかに

するために、ペプチドと脂質のモデリングを行う予定である。

[まとめ]

今回開発した方法は31pだけでなく、 2H核にも応用できるこ

とを SAILバリンを用いて検証した。この方法は 13C，15N完全

標識したペプチドを脂肪鎖が 2Hラベルされた脂質に結合さ

せた試料を作製することで、単一の試料から、ペプチドの信

号帰属、構造解析のみならず、脂質相互作用の解析までを

行うことが出来る。このように限られた試料から多様な情報

を取り出すことが出来る点で有用である。今回用いた臆質結

合型マストパランの系では、 31P /2H~1 H~13C の実験から得ら

れたシグナルの帰属結果と誤料開製条件から、マストパラン

はFig.5(b)のように膜表面に存在するという構造モデルを示

すことができた。感度が許すならば分解能向上には多次元

分解を用いることが可能であり、さらに大きな系や膜タンパ

ク質への応用が期待される。

[Reference] 

1) F~iwara， T. et al， J. 8iomol NMR， (2004) 42， 291-300 

2) Wakamatsu， K. et al， 8iochemistry， (1992) 31，5654-5660 

3) Whiles， J. A. et al， 8iophys. J.， (2001) 80， 280-293 

4) Hori， Y. et al. Eur. J. 8iochem.， (2001) 268. 302-309 

5) Matsuzaki， K. et al， 8iochemistry， (1996) 35， 8450-8456 

6)若松馨他、第42回NMR討論会要旨集、 (2003)pp 378-389 
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Fig. 5. Structure of membrane 
bound mastoparan-X. (a): A helix 
wheel diagram 01 membrane bound 
mastopararトX.Residues for which 
'H depolarization was observ ed are 
circled. (b): Mastoparan-X bound to 
lipid bilayer membrane. 



3L12 Development of Duty & Amplitude A veraged Cross Polarization 
:Extension of Time Averaged Nutation. 

横浜国立大学大学院 工学研究院 0西村勝之、 内藤晶

OKatsuvuki Nishimura and Akira Naito 

Graduate School ofEngineering， Yokohama National University， Yokohama， 240・8501

Development ofDuty & Amplitude Averaged Cross Polarization 
:Extension of Time A veraged Nutation. 

We have developed cross polarization and 2D separated local field NMR techniques with 

low rf power for observed nuclei as refe汀edto TANMA-CP and TANSEMA， respectively. In 
this study， we will show that the concept of“time averaging of nutation frequency"， which is 
used泊abovetwo techniques， can be generalized to“duration and amplitude time averaged 
nutation企equency円.Thus time averaging can be achieved by changing either pulse duration 

and/or amplitude， simultaneously. In this study， we will show the preliminary resu1ts for 
application of duration and amplitude time averaged cross polarization and 2D-SLF 

experiments. 

<序論>

我々はこれまで含水生体試料で試料発熱を抑制することを目的に、観測核に必要

なラジオ波強度を任意に減少させる lH同種核問磁気双極子相互作用デカップル交差
分極法(TANMA-CP)1)および2次元双極子磁場分離法(TANSEMA)2)を開発し、その

有効性を立証した。これらの測定法で、用いた"TimeA veraged Nutation円の原理はお任

意の方向へスピンロックしたラジオ波の有効磁場方向を非等価な短い時間間隔で反

転させることにより、異種核問双極子結合する観測核に、時間平均された lH歳差周

波数を感じさせる手法である。今回ラジオ波照射の時間と有効磁場強度の双方を変

化させることにより、この概念を拡張し異種核問磁気双極子相互作用の復活に必要

な Hartmann・Hahn条件を無限の組み合わせに拡張することが可能であることを示す。

本測定法はオン、オフレゾナンスのどちらの交差分極条件でも同様な扱いで、観測

核に必要なラジオ波の強度を任意の値に設定可能である。パルス durationのみを変化

させた円DurationTime A veraged Nutation円(これまでtimeaveragea Nutationと呼称)、ラ

ジオ波強度のみを変化させた"AmplitudeTime A veraged Nutataion“、およびそれら双

方を変化させた"Durationand Amplitude Time A veraged Nutation"の各々の場合につい

て実験を行い、理論上では同一の結果を与えるこれらのシーケンスが実際の測定で

生じる違いを検証した。

<理論>

図lに(a)オフレゾナンス CP法の一般的なシーケンスとそれらに適用可能な時間目

強度平均章動モデュール(c)DTAN (Duration Time Averaged Nutation)、(d)ATAN

時間強度平均 交差分極 国体NMR ハートマンハーン条件

にしむらかつゆき ないとう あきら
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Figure 1. (a) A offresonance CP pulsesequence at arbitral tilted rotating frame， (b)陶(d)time 
averaged nutation modules. (b) DTAN-CP， (c) ATAN~CP， (d) DATAN・CP.Black and 
white blocks indicate + and -offresonance irradiations for 'H nuc1ei with opposite 
effective field directions. (e) Schematic representatioti of the effective fields on rotating 

企ameduringτ1 andτ2・Tiltedangleゆcanbe set arbitrary. 

(Amplitude Time Averaged Nutation)、(e)Duration and Amplitude Time A veraged Nutation 
(DATAN)を示す。 (b):一定の有効磁場強度でラジオ波を照射し、非等価な間隔τ1、τ2

で有効磁場方向を反転させる。(の:ラジオ波照射間隔は等価τ1=τ2に設定し、異なる有

効磁場強度でラジオ波を照射し、有効磁場方向を反転させる。 (d):(b)と(c)のラジオ波

照射効果を同時に行う。すなわち非等価間隔、非等価有効磁場強度でラジオ波を照

射し、有効磁場方向を反転させる。(のは全ての効果を含んでいるため、(のについて

O次の平均ハミルトニアンを計算し、 (b)および(c)の場合について議論を行う。 lH核

へ1"[時間(強度:位相:オフレゾナンス)=(ωeff1(+) : X: +企ω)、1"2時間(強度:{立相:オフレゾ
ナンス)=(ωeff1(・).同X:-Llω)、ラジオ波の照射でスピンロックし、観測核へはラジオ波

強度ωISで連続的にラジオ波を照射した場合の m 回サイクノレ周期1"c= 1"[ +1"2に対する

DATAN-CPのO次の平均ハミルトニアンを explicitに計算すると以下のように求めら

れる。

E.JO)(mfc)= Dmめ れ一*Q++日 +*Q-]
聞 矧耕一向S)(ajJ4+叫S)nZCL-- .<:- ._- ""'J 

Q土=芋(場一例s)阿土町m'rc}ー1]:t(妙偏向{土i(場一帆}-112吋地lu/sn'rc]

、.ノ
'
i
 〆，.、

• • 
・

n=O 

…(2) 

ただし
LlOT" = (~p(サ1"1 一 ω37~1ω'IS = I -=...'-----~-'-一向s

1"c 
tanφω1/ 

，1ωI 
.. (3) 
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すなわち DATAN-CPのHa出nann・Hahn(HH)3)条件はAωβ==0と求められる。

Eq. (1)にωお=ω訴の条件を適用することにより、 DTAN-CPのHH条件はこれまで報
告しているように 1)

(子)匂吻=0 日 (4)

また、 eq.(1)に"1=乃の条件を適用することにより ATAN-CPのHH条件は

(ω叩 )-""8=。 .. (5) 

と求められる。よって任意の時間周期.cに対するすl、.2の比率、および各時間での
ラジオ波強度のどちらかまたは双方を変化させることにより HH条件を任意に調整

することが可能であることが分かる。 さらに、これまで開発した TANMA・CPと同

じくオフレゾナンス条件を::tLG4，5)になるや 1= 54.70 に設定すると、 IH同種核双極子
相互作用デカップル交差分極法となる。以下の実験では全てこの LGデカップリング

(b) LG-CP 

(d) ATANMA-CP 

(e) DATANMA-CP 

160 
(ppm) 

企〆0.79
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条件下で、実験を行った。

5CB 

8 
直 /ω
γ 

Figure 2. 13C-NMR spectra of 

Aromatic region of for 5CB 
acquired by various methods (a) 
HH・CP，(b) LG-CP， (c) DTANMA-
CP，(のATANMA-CP，and (e) 
DATANMA -CP. Contact time 

was set to about 300μs exceptおr

HH・CP(CT = 3.0ms). (c)τ1 = 6.366 
us，τ2=3.033μ.s，ωeffl = 50 kHz. (d) 
τ1'= 4.700μs，τ2=4.700μs，ωe飼い)
= 50 kHz，ωeffl(-)= 16.6 kHz. (e)τ1 
= 4.497μs，τ2= 4.903μs，ωeffl(+)=50 
kHz，ωeffl(・)=12.0 kHz. 

Assignments of signals are 
indicated in (b). Normalized signal 
intensities for each site with 
respective to those of LG・CPare
indicated at each site. 



<実験>

Chemagnetics CMX Infinity 400固体NMR分光器を用いて 5mmO.D.の2重共鳴

MASプローブ静止状態で測定した。液品試料5CBをガラス管に封入して試料管中央

5mmのところへ設置し、温度20
0

Cに設定した。 lH-DecouplingはSPINAL-646)を用い

てラジオ波強度20kHzで、行った。 lH核のLGspin locking強度およびωeft1(+)は50kHz。

τc = 10.0μsとし、 τ1とτ2は各測定法で lHnutation周波数が最大有効磁場強度の 113

にスケーリングするよう時間、強度の設定を行った。各々の測定法のHH条件から

観測核に必要なラジオ波強度は、 CP:41 kHz、LG・CP:50kHz、DTANMA・、

ATANMA-、およびDATANMA-CP:16.6 kHz。詳細は図3参照。周波数、位相同時切

り替えは300nsで行った。

<結果>

図2に各測定法で最大信号強度を示す接触時間でのスベクトルを示した。 CPの

み接触時間を 3.0ms、その他は約 300usの接触時間付近で最大強度を示した。 Time

averaged nutationシーケンスを用いた実験では全て、 lH核のωeffI(+)を50kHzの有

効磁場強度に対してHH条件を満たすために必要なラジオ波のnutation周波数を

1/3にスケーノレする設定で実験を行っているため、観測核に必要なラジオ波はわずか

16.6 kHzである。これまでT釧MA-CPでMBBA液晶を用いて報告している結果と同様

に、 AT釧MA-CPおよびDAT釧MA-CPでも LG-CPに対して平均約20免の信号増強が観測

された。 LG-CPでは観測核にも同様に 50kHzのラジオ波を出力する必要があり、観

測核側の出力が 96.0w必要であるのに対して、一連の timeaveraged nutationシ

ーケンスでは観測核のラジオ波強度 16.6kHzに11.0 wの出力が必要であった。す
なわち観測核側のラジオ波出力を1/9に抑制できたことを示している。これはラジ
オ波のもつエネノレギーが H1強度の 2乗に比例する事実と極めてよく一致している。

またスベクトル線形および強度はDT釧MA一、 AT釧MA一、およびDAT釧MA-CP間では大き

な違いが観測されなかった。またAT釧MA-CPおよびDAT釧MA-CPでは、 ωeffI(一)に 16.6

または 12.0kHzラジオ波強度での LGスピンロック時間を lH核へ適用しており、こ

の聞の信号強度の著しい減衰が予測されたが、実験結果から、今回の短い接触時間

では、弱いLGスピンロック中に著しいスピン拡散は生じないことが判明した。また

これから DT釧MA-CPに比較し、 AT釧MA一、 DAT釧MA-CPでは、観測核に加えて lH核側

のラジオ波強度も CT*(τ2/τc)時間抑制可能であることも判明した。

Duration Time and/or Amplitude Averaged Nutation交差分極はこれまで開発

を行ったTimeAveraged Nutation交差分極法と同等の性能を持つことが実験的に証

明された。講演ではTANSEMAにこの原理を適用した場合の結果についても報告する

予定である。
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lPOOl* 新規NMRシグナル帰属法の高分子量タンパク質への応用

(三菱化学生命科学研究所)

0田中利好、小松千江子、小林邦子、北野実智子、田中剛史、河野俊之

Application of a Novel Signal Assignment Method to Large Proteins 

Mitsubishi Kagaku Institute of Life Sciences (MITILS) 
Rikou Tanaka， Chieko Komatsu， Kuniko Kobayashi， Michiko Kitano， Takeshi Tanaka， and 

Toshiyuki Kohno 

We have developed a novel NMR signa1 assignment method applicable to larger， less soluble， and 

unstable proteins. With this method， we can obtain enough information to assign a11 the NMR signa1s 

wi白 dilutedsample， even in the ease of larger proteins such as 40 kDa. This method does not need 

complica飽dana1yses， resulting in白eunambiguous assignments. Here， we demonstrate the 

application of this method ωlarge proteins， such as ma1tose binding protein (MBP). 

我々は、従来のタンパク質の NMRシグナル帰属法で、は必須だった、低分子量、高濃度、安
定性といった厳しい制限事項を大幅に緩和することが可能な、新しい NMRシグ、ナルの帰属方

法を開発した。この方法を用いると、分子量4]5程度のタンパク質においても、従来法より

はるかに低濃度の試料で必要な情報が全て得られ、複雑な解析も不要で、容易に NMRシグナ

ルの完全な帰属が可能となる。本研究では、この新規の帰属法をマルトース結合タンパク質

(MBP)などの高分子量タンパク質に適用した。

新規帰属方法

新規方法による lH-15NHSQCの各シグナルの帰属の仕方は以下の通りである。

(1)一種類のアミノ酸残基を選択的に吻標識したタンパク質の 19種類{必ずしも必須ではな
い)、及び、一種類のアミノ酸残基のみを選択的に 13Cj15N二重標識し、その他の 19種類のア

ミノ酸を刊のみで標識した目的タンパク質を 20種類調製する。

(2)一種類のアミノ酸残基を選択的に 15N標識したタンパク質の 19種類の HSQCスベクトルか

ら、 lH-15NHSQCスベクトルにおける各シグナルが、どのアミノ酸の種類に属するかを決定す

る。あるいは、一種類のアミノ酸残基のみを 13Cj15N二重標識し、その他の 19種類のアミノ酸

を15Nのみで標識した目的タンパク質の2次元HN(CO)及び2次元聞(CA)スベクトルを比較し、

HN (CA)スベクトルに存在し、かつ HN(CO)スベクトルに存在しないシグナノレを得ることで、

lH-15N HSQCスベクトルにおける各シグナルが、どのアミノ酸の種類に属するかを決定する。

(3)一種類のアミノ酸残基のみを 13C/15N二重標識し、その他の 19種類のアミノ酸を刊のみ

で標識化した目的タンパク質のHN(CO)スペクトルから、それぞれのシグナルがどの種類のア

ミノ酸残基の後ろにある残基かを決定する。

(4) (2) (3)の結果とアミノ酸配列表から、アミノ酸の並びを利用してシグナルの帰属を行う。

(5)連続するアミノ酸の並び方が同ーのものが2ヶ所以上あるものについては、 2次元H(N)CA

と2次元 H(NCO)CAスペクトルを用いて、さらに手前の帰属済みの残基から帰属を決定する。

手前の残基が同様の状況により帰属が不確定である場合は、さらに手前の残基から)1慎次帰属

を行う。

無細胞タンパク質合成 2次元NMRシグナル完全帰属難溶性タンパク質高分子量タンパク質

たなかりこう、こまっちえこ、こばやしくにこ、きたのみちこ、たなかたけし、こうのとしゆき
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以下に、大腸菌チオレドキシンタンパク質における帰属例を示す。大腸菌チオレドキシン

は、以下の配列 (Fig.1)のようにフェニノレアラニン残基を4つ持ち、 Fig.2 (a)に示すように、

プエニルアラニン残基だけを 15N標識したものの HSQCスベクトルでは4つのシグナルが観測

される。また、 Fig.2 (b)に示すように、セリン残基を 13C/15N二重標識し、他のアミノ酸を 15N
標識したものの HN(CO)スベクトルにおいては、 3つあるセリン残基の後ろの残基の削シグ

ナノレが観測される。 (a)と(b)のスペクトルで一致するシグナルは、セリン残基の後ろにある

フェニノレアラニン残基であるから、アミノ酸配列から判断して、図中に矢印で示したシグナ

ノレは、 F12であると決定される。同様にしてアミノ酸の並びかたが一通りである残基につい

ては、同様の方法ですべて一意的な帰属ができる。 172とI75のように手前の残基が両方と

もグリシンであるような場合には、 H(N)CAとH(NCO)CAのスベクトルを用い、 Caの化学シフ

トを介することにより、一残基番号を特定できる。

SDK工工HLTDDSFDTDVLKAD GA工LVDFWAEWCGPCKM工AP工LDE工ADEYQ50 
GKLTVAKLN工 DQNPGTAPKYG工RGIPTLLLFKNGEVAATK VGALSKGQLK 100 
EFLD~LA 108 

Fig.l Amino acid sequence of E. coli thioredoxin. 
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この方法を MBPのような高分子量タンパク質に適用するためには、重水素化したアミノ酸
を用い、 13C/15N標識のアミノ酸を 13C/15N/Dの三重標識に、 15N標識のアミノ酸を 15N/Dの二重

標識に変えて他は同様にしてタンパク質を合成し、測定を行えば良い。また、HN(CO)、間(CA)、

H(N)CA、H(NCO)CAの測定を全てTROSYタイプの測定に変更することも分子量増大によるシグ

ナルの線幅の増大や感度低下を抑えるのに有効である。このような工夫により、 MBPのよう

な分子量4万程度のタンパク質においても、低濃度のサンプルを用い、簡便にシグ、ナノレ民の帰

属を行うことが可能になった。 MBPのNMRシグ、ナノレの帰属の詳細については、本学会で発表
する予定である。
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2P002 タンパク質溶液NMR自動測定における測定条件全自動最適化

(日本電子株式会社)

0朝倉克夫、栗本智充、高杉憲司、根本暢明

FulI Automatic Parameter Calibration for Protein NMR in solution 

(JEOL Ltd.) 

o Katsuo AsakuraラTomomitsuKurimoto， Kenji Takasugi and Nobuaki Nemoto 

It is very important for F下NMRto optimize each parameter such as 90 degree pulse width correctly. Especially 

in the multi pulse experiments， inaccurate parameters reduce signal intensity drasticalIy. ln general， automation of 

the NMR measurements tends to have a trade静offbetween easy setting and data quality. We have developed a full 

automatic parameter optimization system for proteins in solution without any sacrifice of data quality. We here 

report details. 

タンパク質溶液NMRに代表される、非常に多くのパルスからなる多核多次元NMR測定において、

適切に調整されていない測定パラメータの使用は、最終的に得られる信号強度に対して重大な悪影響

を及ぼす。このため多くの場合、個々の測定ノtラメータの設定には、熟練した測定者による注意深い

最適化が必要とされる。自動測定においては、この測定ノtラメータの最適化も自動でおこなう必要が

あり、これまでは簡便さとデータの質との聞に少なからずトレードオフが避けられなかった。我々は、

パラメータ最適化用の標準サンプルによる事前測定によらず、本測定に供するサンブ。ルそのものを用

いてすべてのパラメ}タの最適化をおこない、効率よくかっ精度よいパラメータの自動最適化を実現

した。本発表では、測定に必要な観測中心及び各チャンネルのパルス長の自動最適化についての詳細

を報告する。

[観測中心]

軽水溶媒中での測定では、溶媒信号消去の効率化を図るために観測中心を軽水信号の共鳴周波数

に最適化する必要がある。ここでは一般的に利用されている presaturation法による軽水信号の

suppressionを用いる。具体的には、連続的に変化させた観測中心に対する弱い presaturationによ

り軽水信号を減衰させ、最も効率よく減衰する周波数から、軽水信号の共鳴位置を探索する O 自動測

定においては、軽水信号の信号強度が最も小さくなる条件を求めれば良い。

Fig 1. The intensity change of the water signal depending 

00 the irradiation offset 

[IHの90度パルス長]

Fig 2. A detection of the optimum !H offset 

90度パルス長は最適化が概めて重要なパラメータである。パルス幅の不正確さは、核スピンの励起を

不完全にし、感度の低下を引き起こす。特に、多数のパルスからなるマルチパルスNMR実験においては、

個々のパルス長の不正確さが微小で、あったとしても、それらが蓄積されることによって最終的に得ら

タンパク質溶液NMR、測定ノtラメー夕、測定条件最適化、自動測定

0あさくらかつお、くりもとともみつ、たかすぎけんじ、ねもとのぶあき
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れる信号の強度を大きく低下させるため、正確な 90度ノtルス長を決定する必要がある。 90度ノtルス
長を決定するには、緩和時間やradiationdampingの影響を取り除くために 360度ノtルス長を決定し、
その 1/4を90度パルス長とするのが一般的であり、自動測定においても同様の手法を用いる。 360度
パルス長の決定には、第42[DJ NMR討論会において報告し、本討論会ポスター発表 1P163で報告す
る改良を施した非線形最小白乗フィッテイングを使用した。非線形最小自乗フイツティングによる最

適化では、正弦関数を基本としたモデル式に対応させるため、信号の強度変化がモデ、ル式に則った正

弦曲線を描く必要がある。ところが観測が容易な軽水信号では、激しいradiationdampingのために
正弦曲線を捕かないため、この手法が適用できない。そこで、 Fig3に示すパルスシーケンスを用いて
lHのexitation軽水信号の消去と同時にサンフ。ルの信号で、Nutation実験を行い、 360度パルス長を決
定する。軽水信号の消去にはWATERGATEを用いた。 WATERGATEに使用する W5composit pulse 
は、別サンフ。ルで、使用したパルス長等のおおよその 90度ノfルス長を基に自動生成される。

hg 4. The intensity change of the IH signals of protein 

W5 

日

Gz 
Fig3.A pulse s珂uencefor the optimization fo the IH 90 degree pulse 

Fig5.A自民ingresult of the lH nutation 
( 13C 及び 15N の 90 度ノ ~lレス長]

13C及び15Nの90度パルス長の決定には、 Fig6に示すパルスシークエンスを用いる。 lH観測による
HMQCタイプの実験をWATERGATEと組み合わせたもので、 1/2Jの聞に生じた 13Ce5N)の磁化は
13Ce5N)のパルス長が90度ノfルスになった際にmultiquantumとなって消失する。従って、 13CC5N)
のパルス長を変化させていくと、 13Ce5N)と結合した lHの信号強度は余弦曲線を描くことになる。 lH
の場合と同様軽水信号の消去にはWATERGATEを使用している。この場合も標準サンプルでなく実
サンフοルでの測定をおこなうが、サンフ。ルの濃度が低い等の理由で信号の消失する条件が判別しづら

い系であっても、モデ、ル式に対するフィッテイングによる最適化においては、 O度ノtルス付近や 180
度パルス付近などのS/Nの良いデータを有効に活用するため、決定されるパルス長の精度が損なわれ
ない。

Fig 7. The intensity change by the indirect I~C nutation 

lH 

13CC5N) E二亙コ

Gz 車 島
Fig 6. A pulse se司uencefor the optimization fo the 13C('5N) 90 degree 

pulse. The delays 1121 are 6.9 ms for 13C (10.5 ms for "N) 

Fig8.A自ttingresult of the 13C nutatfon 

[まとめ}

以上のように、観測中心やパルス長を自動検出する方法を開発した。また、 CBCA(CQ)NHなどに代
表される三重共鳴実験に必要となる多種多様なパワーレベルのRFパルスは、最適化された特定の90
度パルス長から出力の直線性を仮定して算出することが可能である。しかし、 RF出力の直線性が十分
でなければ、パルス長の算出が不正確になるため、RFの精度と直線性が良いNMR分光計が必須である。
そのような高精度のNMR分光計上で、 90度パルス長や観測中心を精度良く求めることで、結果とし
て測定に必要なョパラメータをすべて自動的に取得することができ、全自動タンパク質溶液NMR測定
が可能となった。
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3P003 枯草菌由来細胞壁溶解酵素 CwlCの構造解析

(1奈良先端大バイオサイエンス研究科、 2信州大工学系研究科)

O 矢吹ー一人 l、三島正規 1、加藤健一 1、金回晃一 2、j志田敏夫人

関口順~2、児嶋長次郎 1

Nl¥但主studiesof B. subtillis cell walllytic amidase CwlC 

Kazuto Yabuki I宅 MasakiMishimal
‘
KerトichiKatol， Koichi Kaneda2句ToshioShida

2， 

Junichi Sekiguchi2， Chojiro Kojimal 

IGraduate School of Biological Science， Nara Instit6te of Science and Technology 

2Faculty ofTextile Science and Technology. Shinshu University 

The B. subtilis CwlC is a cell wall lytic N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase. plays an important role in 

mother-cell lysis in sporulation， consists of a N-terminal catalytic domain and C-terminal tandem repeats. 

The repeats '(reteat-'1 :184・219and repeat-2:220-254)， named as CwlCr， can biJid specifically to 

peptidogl'ycan. We report solution structure of the CwlCr determined by multidimensional NMR‘which 

adoptsatemarkab'le pseudo two fold symmetric structure， consists of sα伸αβfold，by numerous contacts 

between the repeats. Inspection of the molecular surface of the CwlCr and biochemical analysis suggested 

that CwlCr may bind to peptidoglycan at least two sites. We also present that NMR studies of the intact 

CwlC(1 ・255).

【緒言}

細菌の細胞壁は細胞の構造を維持し、また浸透圧変化等の外的要因から内容物を保護する役割

を担っているc グラム陽性菌の細胞壁の主成分はペプチドグリカンであり、枯草菌の場合、 N-ア

セチルグルコサミンと N-アセチルムラミン酸が交互にs-1，4結合したグリカン鎖が、四残基から

なるペプチド、鎖(L-Ala-D-Glu-meso' DAP-D-Ala)で、多数架橋した網状構造を形成しているc

細胞壁は細胞分裂、胞子形成期、発芽等の過程において溶解される必要があり、様々な細胞壁

溶解酵素が働いている。 CwlCは細胞壁溶解酵素の一つで、あり、胞子形成期の最終段階である母

細胞溶解に重要な役割を果たしていることが知られているc CwlC はN末端側の触媒活性ドメイ

ンと C末端側のペプチドグリカン結合ドメイン(CwlCr)から形成され、 CwlCrは互いにホモロジ

ーの高いてつのタンデムリピート配列から構成されている(Fig.U。

本研究では、

最初に、[1]ペプチドグリカン認識ドメイン

である CwlCr(残基:184・255)に注目し、

構造解析を行ったι

次に、【21CwlC全長(残基:1・255)の構造

解析を目指した。

Cut:lJyttt' dO!nain 

f .176 

Spoluration related repeats 

一-"ep町'81-1 H.1'pt'8t-2 
f8.J.1JI) 22f12寄4

Fig.l Domai目structureofCwlC. 

Key words:タンパク質、立体構造、ペプチドグリカン、細胞壁溶解酵素、多次元NMR

やぶきかずと、みしままさき、かとうけんいち、かねだこういち、しだとしお、せきぐちじゅんいち、こじまちょうじろう
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【1.ペプチドグリカン結合ドメインCwICrの解析】
(試料調製〉

大腸菌 M15株を用いて、 M9最小培地で、 15N均一ラベル 13C/15N均一ラベルした CwlCrを

His.tag融合タンパク質として発現させ、破砕後可溶性画分を回収したo Ni叶lelatingカラムを用

いて His.tag融合タシパク質を精製し、 enterokinase処理により His.tagを切断し、その後ゲル

ろ過、イオン交換クロマトグラフィーを用いて精製を行った。 NMR測定は BrukerAVANCE 500， 

DRX 800 spectrometerを用いて、50mM  phosphate buffer (pH 6.8)， 20 mM  KCl， 0.1 mM  EDTA， 

303Kの条件下で、行った。

(立体構造解析〉

HNCACB， HN(CO)CACB， HN(CA)CO， HNCO測定により主鎖の帰属を行った。さらにアミド

15NCi)， lHG)~こ対して隣接するアミド 15NG. 1)， 15NG+ 1)核の相闘が得られる(H)N(CO・TOCSY)NH

測定により連鎖帰属の確認を行った。アミド(15N，lH)は信号の分離が良いので、帰属が不明確で、

あったAla192，Ala228に関しでも帰属を確定することができた。側鎖の帰属は 3DC(CO)NH，

H(CCO)NH， HCCH'TOCSY， 4D HC(CO)NH測定により行った。

帰属に基づき、a最初にCANDIDを用いたCYANA(ver. 1.01)により構造計算を行った。CANDID

の使用により効率よく NOE距離制限を収集することができた。次に C12E5lhexanol(r > 0.96) 

によって配向させた CwlCrのIPAPを測定し、 N.H間の residualdipolar coupling(RDC)を収集

した。 CANDIDにより得られていた立体構造から PALESを用いて DaとRを求め、 CANDIDに

より得られた距離制限と RDCを合わせて CNS(ver. 1. 1)を用いて構造計算を行った。最終的に

64個のRDC、NOEから 1136個の距離制限、TALOSから 116個の中，¥jI角情報、HNHB，HN(CO)HB 

から 18個のχ1角情報、さらに h3みcから 34個の水素結合情報を構造計算に使用した。得られた

30個の構造の r.m.s.dは主鎖で 0.16A、lHを除くすべての原子で O.52Aであったc
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Fig. 3 Schematic diagram ofthe CwlCr s-sheets. 
The hydrogen bonds identified through scalar couplings 
across hydrogen bonds ehJNcl are displayed as open 
arrows. The observed NOEs are indicated as solid arrows. 
The s-strands are labeled .on th巳lefi.The s-bulge structures 
on the s1(Gly-190IVal・191)and s3(G1y-227/I1e226) stnmds 
are indicated. 
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Fig.2 Solutio目structureofCwlCr. 
A， stereo view ofthe best-fit backbone superpusitions of 
the final30 simu1ated annea1ing structures ufCw1Cr. 
B， ribbon drawings of the represent耳tivestructure of in 
two dilferent views. 
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Table 1 Structural statistics. for the CwlCr'. 

'These statistics comprise the ensemble ofthe 30 structures of 

lowest energy obtained仕om100 starting structures. Structure 

calculations were performed using CNS ver 1.1. 
b1、、Joneofthese structure exhiTited distance violations > 0.4 A 

or dihedral angle violations > 5" and RDC violations > 2 Hz. 
CEvdw is Lennerd-Jones energy of CNS energy terms. 

(CwlCrの立体構造)

CwlCrは一つの anti-parallels-sheetとて本の

α-helixからなるPα仰αF構造を形成しており、て

つのタンデムリピート配列(似αls2，日3α2s4)が対

称的な構造を形成していることが明らかになった

(Fig.2)。

水素結合を介した h3JNC'の観測により、 s-sheet

における水素結合ネットワークの詳細を解明し、

中心部のsl，s3間でて箇所s-bulge構造を同定し

た (Fig.3)。

〈ペプチドグリカン結合部位)

細胞壁溶解酵素のリピート配列間で保存された残基を分子表面にプロットしたところ、 Asn198，

Asn234を中心としたでつの保存残基のクラスターがパッチ状に存在することが明らかとなった

(Fig.4)o Asn198， Asn234は立体構造上対称な分子表面に存在し(Fig.4)、 s'methylene基がそれ

ぞれ Phe193， Phe229の芳香環と相互作用していた(Fig.5tAsn198及びAsn234をAspに置換

した変異体はペプチドグリカン結合能を完全に失い、一方のみを Aspに置換した変具体ではおよ

そ 75%結合活性を有していた。このことから、少なくともこれらて残基が独立にペプチドグリ

カンとの結合に関与することが明らかとなったc

Fig.4 Sunace diagram ofCwlCr. Fig.5 The hydrophobic interactions mediated by 

conserved問sidu曲 atthe edges of the protein. 

The ribbon represent剖ionand ball and stick models 
ofthe side-chains at the pro除incore. 

【2.CwIC全長の解析】
〈試料調製〉

80%2Hランダム/15N均一ラベル 80%2Hランダム/13C/15N均一ラベルした CwlC全長を

CwlCrと同様のプロトコールにて His-tag融合タンパク質として精製し、その後ゲ、ルろ過により
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精製を行った。 NMR測定はBrukerAVANCE 500， DRX 800 spectrometerを用いて、lOniM

citrate buffer (PH 5.0)， 200 mM  KCl， 20μM ZnS04， 310 Kの条件下で、行った。

f 

;;:':務号制J主-

・ヤ .' ~ ・

ωr'H {pp川

Fig.6 15N TROSY Sp舵trumof CwlC. 

The spectrum obtained with 0.4 mM CwlC at pH .5.0 
and 370C on a 8ruker DRX 800. 
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(CwlCとCwlCrの比較)

CwlC全長(残基:1・255)のスベクトノレを

Fig.6に示した。分離の良いスベクトルが得られ、

CwlC全長が安定した構造を形成していること

が示唆された。 CwlC全長と CwlCrの同一条件

下で測定した lH・15NHSQCスベクトルを比較

したところ、両者の信号の位置は一致しなかっ

た。このことから、 CwlCにおいて CwlCrと触

媒活性ドメイン聞で、何らかの相互作用が存在

することが示唆された。 130 

10 

Fig.7 Selected w3(lH)/wl(15N) strips from 
2H_de・HNCACBand 2H・de-HN(CO)CACBspeetra 
ofCwlC. 

The spectra were a叩 iredon a Bruker A V.州c:E500
spectrometer equipped. with aCryogenic probe.. The 
strips are taken合omslices at the backbone amide J5N 

(刀)frequency of each residue ranging企omA203 to 
G21O. 

H 

， 

6→一一司~ー←4

叫惰 er I @ge  f 

ぬ;“す

:'+zでr十マ:j 一日~苛で~-/'
'‘ ゃ ぐキ+一一←~

fサー←占，.11: 

三也、 (. 

HNCACB 

(NMR測定〉

両者ドメイン聞に相互作用が予想され、各ドメイン独立な解析では全体の情報を得るには不十

分であると判断し、全長でのNMRによる解析を行った。塩濃度、 pH、測定温度等の検討を行い、

上述の最適な測定条件を決定し、現在、2Hdecoupled HNCACB，HN(CO)CACB等の測定を行い、

主鎖の帰属を行っている(Fig.7)。

(今後〉

CwlC全長での主鎖の帰属を完成させ、本討論会では CwlC全長でのペプチドグリカン相互作

用メカニズムを議論する予定である。また、緩和測定から CwlCのてっのドメインの運動性がど

のように制限されているか調べる予定である。
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lP004女 Cuの常磁性緩和効果を用いた生体高分子の立体構造解析法

の開発

(奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科1、三菱化学生命

科学研究所2、横浜市立大学総合理学研究科ヘ長崎大学医学部4)

O 野村誠1、小林俊達1、河野俊之2、藤原健一朗3、天野剛志司、白川昌宏3、
石崎逸子¥山本一男4、松山俊文4、1三島正規¥児嶋長次郎 1

Cu paramagnetic relaxation effect utilized for the bio-polymerstruct¥lre determInation 

ILaboratory of Biop~ysÌès， Graduate School of Biological Sci~nce， Nara Institute of Science and 
TechnologYi 8916・5Takayama， Ikoma， Nara 630・0192;Japali， 2Mitsubislii Kagaku Institute of Life 
Science (MITILS)， Machida， Tokyo 194-8511， Japan， "Graduate SchQol of IntegratedScience， Yokohama 
City University‘Tsurumi， Yokohama 230・0054，Japan ， 4Division of Cytokine -Signaling， Department of 
Molecular Microbiology and Immunology， Nagasaki University Graduate Scnool of Bioh1edical Sciences， 
1-12・4Sakamoto， Nagasaki 852-8523， Japan 

Makoto Nomura
l
， Toshitatsu Kobayashi 1， Toshiyuk~ KuQn02， ~enicllirqfujiwara3 "，Takeshi 

Tenn03， Masahiro Shirakawa3，' Itsuko Ishizaki 1， Kazuo Yamamoto 4， Toshifumi Matsuyama4， 
MasakiMishimal， Chojiro Kojiinal " 

The paramagnetic metal chelate complex Cu2+・iminodiaceticacid (Cu2+-IDA) was mixed with 
ubiquitin. Quantitative analyses of IH and 15N chemical shift changes and line broadenings 
induced by the paramagnetic effects indicated that Cu2+-IDA was localized to a histidine 
residueCI-Ii~68)， The distances between the backbone amide proton and the Cu2+ relaxation 
cen~er were c.evaluated from the protu，n transverse relaxation rates enhanced by the 
paramagnetic effect. These correlated well with the distances calculated企omthe crystal 
strticture up to 20k Titrationexperiments of EPR and IH_13C HSQC spectra suggested that 
the stoichiometry was about 1: 1. Here; we show that a Cu2+ -IDA is the frrst paramagnetic 
reagentthatspecificallylocalizedto a histidine residue on the protein surface and gives the 
long~range -distance information. 

E遊
NMRによる立体構造解析においては、 5Aを超える遠位の距離情報取得のための
方法論の開発が望まれている。常磁性金属は常磁性緩和および偽コンタクトシフト

iのように5Aを超える磁気効果を及ぼす点で上記の目的に適している。しかし、非
金属タンパク質においては、タンパク質上に常磁性金属を局在させることは困難で

あった(野村ら一第41回 NMR討論会要旨)。我々は、常磁性金属キレート複合体
を用いるシステムを検討した結果、タンパク質表面のヒスチジンに結合する Cu2+_

IDAを用いることにより有効範囲20A、誤差3.6Aの遠位の距離情報取得の方法論

タンパク質、立体構造、常磁性金属、ヒスチジン、遠距離情報

のむらまこと、こばやしとしだっ、こうのとしゆき、ふじわらけんいちろう、

てんのたけし、じらかわまさひろ、いじざきいっこ、やまもとかずお、

まつやまとしふみ、みしままさき、こじまちょうじろう
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の開発に成功した(野村ら 第 42回 NMR討論会要旨、 Nomuraet.α1. (2004) FEBS 

Letters 566， 157圃161)。今回、 Cu2+-IDAとタンパク質との結合の詳細と polyhistidine 
tag付のタンパク質への応用について報告する。

薬事骨材舟および:方法
モデルタンパク質として 15N核の実験に関してはubiquitin、IRF4DNA binding domain (DBD)、

HR23B ubiquitin like domain (UbL) (すべて E.coliによる 15Nラベノレ体)を用い、 13C核の実験に関

しては ubiquitin(sigma)および lysozyme(Funakoshi)を用いた。 IRF4DBDに関しては Cys79を必

etylmaleimide (NEM)化学修飾により保護した。 1mM 15N ラベル体 ubiquitinに対して 0.4mM 

Cu2+-IDAを導入し、 lH_15Nベースのスピンエコー実験を行った。 ubiquitin単体との比較により得

られた緩和時間変化を Mathematicaの非線形フィッティング機能を用いてフィッティングし、

Cu2+-IDAの局在位置を決定した。 IRF4DBDおよびHR23Bに関しては lH_15NHSQCスベクトゾレ
上で、ピークハイトより計算した Cu2+-IDAによる広幅化率を計算し評価を行った。 lH_13CHSQC 

スベクトルによる滴定実験には、 10mM ubiquitinを用い、これに対して Cu2+-IDAを0.5，1，2，3，4，

5，6， 8， 10， 14 mMまで加え、AromaticおよびMethylそれぞれの領域でdelayを最適化して天然存
在比の 13C核を利用して測定を行った。対照実験としてアミノ酸単体の 10mM histidineに対して、

0.5， 1， 1.52，2.5 mMまでCu2七IDAを加え、同様に測定した。 5mM lysozymeに対しでも同様の実

験を 0.5，1，2，3，4，5 mMまでCu2+-IDAを加えて測定した。すべてのNMR実験はBrukerDRX 800 

NMR装置を用いて行った。

EPRによる滴定実験は、 2.5mM Cu2+-IDAに対して 0，0.625，1.25， 1.875， 2.5， 5 mMまでubiquitin

を加え、液体窒素により 7フKで測定を行った。対照実験として 2.5mM Cu-IDA， 10 % glycerolに
対して 0，0.625， 1.25， 1.875， 2.5， 5 mMまでhistidineを加え、同様に測定した。すべての EPR実験

は JEOLJES-TE300 X・bandspectrometerによって行われた。可視紫外分光光度計による滴定実験
は、 2.5mM Cu2+-IDAに対して 0，0.625， 1.25， 1.875， 2.5， 5 mMまでubiquitinを加え、測定した。

cu2+-IDA e久ンパク貨の結合様式
常磁性金属キレート複合体 Cu2+-IDAはタンパク質表面の histidine残基に結合し、距

離依存性の常磁性緩和効果を及ぼす。 lH_15NHSQCベースの横緩和測定を理論式に

適用することにより Cu2+は、 His68の近傍に局在することが確認され、 (Figure1 (left)， 
RMSD=1.3 A)有効範囲 20Aまでの距離情報が得られた(Figure1 (right))。しかしなが

ら、His68上のイミダゾール環において金属の配位子となる NOおよびNεとCu2+間で
の距離は、それぞれ 5.6:1:0.6および4.5:1:1.0Aとなり、通常の配位結合距離よりも大

きな値となった。結晶構造中の NOおよびNεのB-factorは27および28A2であり高

い運動性を持っている点、 Cu2+の緩和中心となる電子がイミダゾール環上に非局在

-< I I I 
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Figure 1. The ribbon structure of ubiquitin with Cu2+ relaxation center of Cu2七rDA(left)・Sidechain of 
His68 is drawn as a ball-stick model. Cu2+ is shown as the sphere. Correlation plot between calculated and 
experimental distances (right). 
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化する可能性が高いことなどから、結合位置の精密な決定は困難であると考えられ

た。そこで今回 lH_I3CHSQC、電子スピン共鳴法 (EPR) 、可視紫外分光光度計を用

いて Cu2+-IDAとタンパク質との結合様式の解明を行った。

a) lH_13C HSQC:アミノ酸単体としての 10 mM histidineのlH_
13CHSQCスベクトル

において観測可能な核は、イミダゾール環上の H_COと H_CC、炭素鎖中の H-Csおよ

び H-Cαである。これに対して Cu2+-IDAを滴定したところ、 Cu2+-IDA:His=O.1:1に

おいて、イミダゾール環上の H-ぴと H・CCのピークが消失した。 Cu2+-IDA:His=0-.2: 1 

において、炭素鎖中の H圃げのピークが顕著な幅広化を示した。これらの結果より

Cu2+-IDAは、 histidineと直接相互作用し、 Cu2+の結合位置はイミダゾール環近傍であ

ることが示唆された。 10mM ubiquitin のAromatic 領域の lH~ I3C HSQCスペクトルに
おいても Cu2+-IDA:Ub=O.05:1というきわめて低い濃度でおいて His68の H田ぴおよび

H-Cεのピークでのみ唯一顕著な広幅化が見られた (Figure2)0 Cu2+-IDA:Ub=O.1:1の時

点で H_CCのピークは消失し、 Cu2+-IDA:Ub=O.2:1の時点で H_COのピークは消失した。

よって ubiquitinにおいてもHis68上のイミダゾール環近傍に Cu2+圃IDAが結合してい

ることが示唆される。
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Figure 2. IH_13C HSQC spectra ofaromatic region for ubiqtuin (left) and ubiqutin with Cu2+-IDA (right). 
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b) EPR: Cu2+核の電子スピン共鳴スベクトルによって、配位結合の有無を検討した。

Cu2+は(3d)9の電子配置であり不対電子を 1つ持つ。 Cu2+-IDAの不対電子の EPRスベ

クトルでの ubiquitin滴定による変化を調べた。液体窒素温度である 77Kにおいて、

EPRスベクトルは、 2状態で遷移し、 Cu2+-IDA:Ub=l: 1で変化はプラトーに達した

(Figure 4)。これは Cu2+-IDAとubiquitinの化学量論比が 1:1であることを示唆する。

磁場方向と平行な gll値は ubiquitin導入前でgll=2.27ラ導入後でgll=2.32であり、配位状

態が変化していることを示す。また、この不対電子はCu核 (1=3/2)とカップリングし

4つの遷移状態に分裂する。このカップリングの大きさ AIIは ubiquitin導入前で

A=15.8 mTラ導入後でA=15.9mTであり、タイプII銅であると分類される。したがっ

て Cu2+-IDA単体および Cu2+-IDA圃ubiqtuin双方で平面的な4配位構造を保っている可

能性が高い。アミノ酸単体としての histidineでの同様の実験においても類似のスベ

クトルが得られた。したがってこれらの結果より Cu2七IDAとubiquitinのHis68は化

学量論比 1:1で平面4配位の配位結合によって結合していると考えられる。

-104-



Cu' -IDA . ubiquitin 
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HIs-Taflタンノザ賓への応用

His-Tag付タンパク質への応用として HR23BUbL (+6xHis-Tag)および IRF4DBD 

(+6xHis" Tag)へ適用した。緩和時間測定や線幅測定が困難な低S別比のサンブ。ルを想

定し、ピークハイトから Broadeningratioを計算し評価した。表面に histidineの存在

しない HR23BUbLに関Lては His-Tag付近にのみ顕著な広幅化が見られた(Figぽ e4 
(left))o IRF4 DBDに関してはタンパク質表面の His36および空間的に近い 79-92番目

のアミノ酸付近および His-Tag付近で顕著な広幅化が起こった (Figure 4 (right))。

IRF4 DBDに関してはcysteineを持ち凝集傾向にあるため通常還元剤である DTTを用

いる。しかし Cu2+-IDAとDTTでは Cul+-DTTを形成し沈殿するため、 IRF4DBD側

を入T-etylmaleimide(NEM)を用いて化学修飾し保護した。 cysteine含有サンプルやDτT

利用では注意を要する。
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Figure 4. The broade凶ngratios ofHR23B UbL (left) and IRF4DBD (right) were plotted against the amino 
acid sequence. The 79th to 92th residues of IRF4 DBD were spatially c1ose. to His36 in the modeled 
structure. 

c'u2+-IDA設の結論
常磁性金属キレート複合体 Cu2+-IDAは配位結合によってタンパク質表面の

histidineに化学量論比 1:1にて結合する。表面に1つのみ histidineを持つ ubiq凶 mお

よび lysozyme、His-tagを持つ HR23B，IRF4DBDおよび ppR(7回膜貫通型蛋白質)に
おいても Cu2+-IDAの histidine残基への特異的な結合が確認された。このことから

eu2+-IDAを用いることで多くのタンパク質で 20A程度の遠位の距離情報が得られる
と期待される。
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2P005 DNA結合蛋白質問kAの構造解析

都立大院・理 l、CREST/JST2、理研・ GSC3

O 吉田均 1、古屋信久 l、Yi-JanLin3、駒野照弥 l、PeterGuntert3、

甲斐荘正恒 1.2

The solution structure of DNA binding protein NikA 

Graduate School ofScience， Tokyo Metropolitan Universit/， CREST/JST2， RIKEN Genomic 

Sciences Center
3 

OHitoshi Yoshida¥ Furuya Nobuhisa1， Yi-Jan Lin3， Komano Teruya¥ Peter Guntere and 

Masatsune Kaninosho1，2 

NikA protein is an important factor for initiating the intercellular transfer of the R64 plasmid 

during bacterial co町ugation，NikAprotein binds and bends in the proximity ofthe nick site ofthe R64 

origin of transfer. Many NMR parameters and cross-linking experiments have revealed that the 

NikAl-51 construct， which includes DNA binding site， is a homodimer. The structure of NikA 1-51 was 

determined without measuring filtered NOESY experiments， which are typically used for 

distinguishing between intra-and inter-molecular NOEs， and also without assuming any prior 

knowledge ofthe approximate folds ofprotein. The assignment ofthe intra-and inter-molecular NOEs 

was obtained by fuIly automated NOE assignment using the CYANA module.τne NMR structure 

reveals that NikAI-51 is a homo-dimer， which adopts a ribbon-helix-helix (Ili苛乃島ldcommon to the 

Arc/MetJ family oftranscriptional repressors. 

バクテリアにおける情報伝達系の一つに、 F因子などの接合伝達性プラスミドによる遺伝子

交換があり、例えば抗生物質に対する耐性の伝播、ひいては院内感染の原因となっている。

接合伝達機構の解明が、バクテリアの情報伝達機構として重要視される理由がここにある。

この接合伝達性プラスミドの一種である R64のDNA伝達の開始において重要な働きをしてい

るタンパク質がNikAである。 NikAは雄細胞中でR64プラスミド伝達基点(oriT)中の 17塩基

対の配列 (repeatA)に特異的に結合し、 oriTを曲げることが明らかにされている。 NikAが

oriTを曲げることで、始めて、relaxase(NikB)がoriT領域DNAの一方の鎖を特異的に切断し、

一本鎖になったプラスミドの雌細胞への移動がおこるため、 NikAは接合伝達の開始に欠かす

ことのできないタンパク質である。本研究の目標は、 NikAの立体構造を明らかにし、その DNA

の特異的分子認識機構を解明することにある。 NikA全長、及ひ、幾つかのアミノ酸変異体の構

造解析を試みた結果、 repeatAを特異的に認識するに必須である領域を含むN末端51残基の

キーワード:NikA、接合伝達、 DNA結合タンパク質、溶液NMR

よしだひとし、ふるやのぶひさ、いーじゃんり)、こまのてるや、ペーたーぎゅんたーと、

かいのしようまさつね
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コンストラクト (NikAI-51)が比較的良好なNMRスベクトルを与えたことから、先ず、この部分

の立体構造解析を実施した。

[実験]

大腸菌を用いた大量発現系により 15N_及び 13C/15N-標識 NikAl-51を調製した。 NMR測定は

Bruker DRX 800， DRX 600， AV 500を用いて測定した。種々の3次元 NMRスベクトルを測定

し、定法に従い、 NikAI-51の主鎖及び側鎖の帰属を行った。次に lH間距離情報を得るために

3D 15N separated-NOESY及び 3D13C separated-NOESYの測定を行った。また水素結合を観測

するために 3h恥を測定し、モノマーユニット聞に形成されるpシートにおける水素結合対を決

定した。

[結果ならびに考察]

様々な条件下で分子量約 50kの NikA全長の構造決定を試みたが、 NikAは溶液中において

多量体、おそらく 4量体、を形成しており、迅速な構造決定は極めて困難であることが明ら

かになった。一方、 DNA結合能を持つ N末端ドメイン、 NikAl-51、は比較的良好な NMRスベク

トルを与えることからその立体構造解析を行った。 NikAト51のlH-15NHSQCスベクトルを詳細に

検討したところ、各クロスピークの線幅は2量体相当(分子量 11.2 kDa)であることが分か

った。また 13Cα、13Cs、lH，，:核の ChemicalShift Indexから NikAl-51にはpストランドが一本の

み存在することが判明し、 NikAl-51が多量体であることを示した。これらのNMRの構造情報同

様、 dimethylpimelimidateを用いた架橋実験結果においても、 NikAl-51が少なくとも 2量体を

形成していることが明らかとなった。

通常、多量体 (2量体)の立体構造決定においては同位体フィルターNOESYの測定を行い、

分子内と分子聞の NOEを区別するか、ホモロジーの高いタンパク質の構造を参考にして分子

内と分子聞の NOEを解釈するかの、いずれかの方法を選択する。本研究では、水素結合の産

接観測により得られた戸シートの水素結合情報を唯一の分子間の束縛条件として CYANAによ

りNOEの自動帰属と構造計算を行ったところ、よく収束された構造が得られた。得られた

NikAl-51の16から 51残基の主鎖の原子はArcリプレッサーの構造と非常によく重なり、 NikA

には Arc/MetJリプレッサースーパーファミリーに見られる ribbon-helix-helix (RHH)型

の DNA結合モチーフ構造が存在することが分かった。今回、我々は接合伝達の開始に関わる

NikAに、転写調整因子という機能の異なったファミリーに見られる RHH型のDNA結合モチー

フが存在するという興味深い知見を得た。なを、 CYANAにより分子内と分子聞の NOEを完全

に自動帰属する手法はホモダイマーの構造決定に有用であることが示された。
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3P006 多次元NMRにおける超高速化:マルチリニアサンプリングによる"折り返し再
構成法"

日本電子株式会社 O高杉憲司

Ultra-fast measurement in multi-dimensional NMR: Spectrum reconstruction 
from folded spectra with multi-I inear sampl ing 
JEOL Ltd. ()Kenji Takasugi 

For multi~dimensional NMRmeasurements， one of the.factorsto increase measurement time 
is point resolution ih indirect axis. Namely， total measui'ement time is proportionaf to 

;17f?:?iilf:S11;民ni?ni;111向i;おI31jiltit;;gJ;;;ll?mfnjU[;ぷq;iぽhRqt;tto
decrease the tota Imeasure_mentt ime w i th reconstruct i on methods from fo I ded ß~ectra. By 
this technique， I successful Iy_shortened the total measurement time to half for 
two-dimensional measurements. This technique is appl icable for three-dimensional and 
four-dimensional measurements， and their total measurement time can be shortened to less 
than quarter. 

FT-NMRスペクトルの測定において、観測帯域は観測しているFIDのサンプリング間隔に、ポイ
ント分解能は観測しているFIDの観測時間(長さ)によって決まる。また、通常の多次元NMR測定で
は、積算回数と間接観測軸点数の増加に伴い測定時聞が増加する。ここで間接観測軸は一般に化

学シフト等の麗開を観測するために、間接観測軸のポイント分解能を十分あげる必要がある。従

って、高分解のスペクトルを得るためには、長時間の測定時聞が必要である。本発表では、高分

解能な多次元NMRスペクトルを時間短縮して測定できる、折り返し再構成法を開発したので、実
例を使って報告する占

一般にfT-:NMR測定のサンプリン
グ条件はナイキスト定理により決

まり、サンプリンゲ帯域外の信号は

エイリアス現象により、ナイキスト

周波数より低い周渡数に折り返っ

た信号として観測される。実例とし

て、士O.5kHzのサンプリング帯域
の測定において、 3.2kHzの周波数
を持つ信号はサンプリング帯域外

の信号である。従って、この信号は!

折り返った信号として観測され、あ
たかも O.2kHz (3. 2kHz -1 kHz x 3= 
0.2kHz)の周波数を持つ信号かのよ
うに観測される。ただし、この信号

と実際に0.2kHzの周波数を持つ信
号との区別は不可能である。ここで、

サンプリング帯域を::tO.55kHzと
して同様の測定を行うと、 3.2kHz 
の周波数を持つ信号は

-0. 1 kHz (3. 2kHz -1. 1 kHz x 3 = 
-0. 1kHz)の周波数を持つ信号とし
て観測される。つまり、 2つ以上

の異なるサンプリング条件で測定
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Fig.1 two-Dimensional 'H_15N HSQC spectra of chlorella ubiquitin acquired 
with narrow spectrum width. 
a) Acquired with 1 kHz(20points) for 15N spectrum width. Measurement time is 
17 minutes. 
b) Acquired with 1.1 kHz(22points) for 15N spectrum width. Measurement time 
is 18円linutes.
c) Stacked plot of a). 
d) Stacked plot of b). 

キ)ワード:多次元NMR、超高速測定、スペクトノレの折り返し

たかすぎけんじ
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を行うことで、観測された信号が折り返った信号かどうかを判別することが可能である。また、
折り返った信号のピーク位置の違いから複数回(上記例では3田)折り返った場合でも、折り返し
回数を特定することができ、広帯域のスペクトルの再構成が可能になる。このスペクトルから広
帯域スペクトルを再構成するには、次のような方法がある。

(1) 折り返ったピークの周波数の違いから折り返り回数を特定し、広帯域スペクトル上にマツ
ピングする。

(2) 得られた狭帯域スペクトルを積み上げ(スタックし)、スタックされたスペクトルを比較し、
各ポイントについて強度の大きいデータを捨て、小さい方を抽出する(LowestVa I ue 法)。
但し、サンプリング帯域どピーク位置の差によってゴーストピークが残る場合がある、サンプリ
ング帯域の選択によりこれを避けている。

さらにこのようなサンプリング条件では広帯域の測定に比べてサンプリング間隔が長く、同じ

観測時間(長さ)の FIDを得た場合でもポイント数は少ない。例えば、観測時間(長さ)1秒の FID
を得るために、サンプリング帯域が::!:1 kHz (サンプリング間隔がO.5msec)で2000点のサンプリン
グを行った場合と、サンプリング帯域が土0.5kHz(サンプリング間隔が1msec)で1000点のサンプ
リングを行った場合とでは、 FIDの観測時間(長さ)が同じなのでポイント分解能は等しくなる。
従って、このサンプリング点が多次元スペクトルにおける間接観測軸のサンプリング点である場

合は、ポイント数に応じて測定時間を短縮することができる。

この手法は、狭帯域条件のサンプリングを複数回行うことに対応し、それぞれのサンプリング

がリニアなサンプリングポイントで行われるので、マルチリニアサンプリングでFIDをサンプリ
ングしたことになる。マルチリニアサンプリングで測定されたFIDは、折り返し再構成法処理に
より、正しいスペクトルに変換される。
実際の適用例として、 13C/15Nラベル蛋白質の2次元lH-15NHSQCスペクトルの間接観測軸に応用し
た例を示す。図1は間接観測軸(15N核)のサンプリング帯域を 1kHzと1.1kHzの条件で測定を行っ
た例で、ポイント分解能は圏 1a)、図 1b)とも 50Hz/pointになっている。図 1a)、図 1b)に上記
(2)の方法を適用して、間
接観測軸方向に積み上げ

た(スタックした)ものが
図1c)、図 1d)である。次
に、この図 1c)と図 1d)
の各ポイントについて、
強度の小さい方を抽出す

ることで、図 2a)のスペ
クトルを得ることができ
る。この図2a)の結果は、
通常のサンプリング帯域

を 5kHz(100点15kHz)と
して測定を行ったスペク
トル(図2b)と閉じポイン
ト分解能のスペクトルで

あり、全測定時聞を半分
以下に短縮することがで
きた。

この例は2次元測定へ
の適用例だが、 3次元.4
次元測定に対してそれぞ
れの間接観測軸に適用し
た場合は、さらに測定時

聞を短縮する事ができる。
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lP007* 超偏極Xe-129を用いたカリックスアレーンの

超分子化学特性に関する研究

(阪大医)0安達裕子、金子暁里、木村敦臣、藤原英明

Study of Supramolecular chemistry properties of Calixarene using 

hyperpolarized Xe-129 

OYuko Adachi， Akari Kaneko， Atsuomi Kimura， and Hideaki Fujiwara 

The Department of Health Science， Faculty of Medicine， Osaka University 

The complexation phenomenon of Xe-129 with calixarene(CA) (Fig. 1) has been studied by 

hyperpolarized Xe-129 NMR spectroscopy. Th巴 chemicalshifts of Xe-129 dissolved in the 

CA-D20 solution strongly depended on the concentration of CA. By analyzing this 

concentration-dependency， the association constant is quantatively evaluated as 12.6:t 

2.2M-'. The verseitile utility of this method is discussed in the present study. 

I はじめに]

超偏極Xe-129を用いてNMR分光法が cryptophaneA-Xe-129の錯体

形成反応の観察に適応されて以来、この手法は包接現象の解明に有効

であることが判明し、構造研究への応用など様々な用途が期待されて

いる。そこで、本研究では新規包接化合物であるチアカリックスアレ

ーン(CA)に着目し、このものと Xe一129との錯体形成反応を調べるこ

ととした。

[実験}

Fig.l The structure 
of 4-Sulfothiacal ix[ 
4}arene Sodium Salt 

半導体レーザー(Ga-AI-Asダイオード:コヒーレント社製 FAPシステム)をλ/4板に通し円偏

光とした。偏極セル内の Rbにこれを照射し、光ポンピング法により X巴 129ガスを超偏極状態に

した。Xe-129ガスは自然存在比で偏極率は約2%である。NMRの漏洩磁場を静磁場に用い約 12mT

である。 NMR装置は Varian社製 INOVA-400WB装置(9.4T)を使用し、測定周波数は 110.6MHz、

測定温度は室温で行った。サンプノレには4-Sulfothiacalix(4)areneSodiumSaltを用い、溶媒は

D20を用いた。測定は CA濃度を 0'"'-'0.3Mまで変えて行った。重水に溶けたXe-129の信号と CAに

包接された Xe-129のスベクトルを測定した。

キーワード・超偏極Xe-129 カリックスアレーン 平衡定数アミノ酸

あだちゅうこ かねこあかり きむらあっおみふじわらひであき
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【結果と考察]

得られたスペクトルは1本でこのスベクトルは濃度

を高くしていくと高磁場側にシフトした(Fig.2)。こ

れより CAにXe-129が包接されており、重水に溶け

たXe-129の信号と CAに包接されたXe-129の信号は

交換速度が速いため一本になったと考えられる。そ

して以下の式④に測定値をいれて作図法で平衡定数

Kを求めた。 AをXe-129、BをCA、ABをXe-129と

CAの包接体、 [BJをFree、匝]。を加えた濃度とするo

A+B ? AB 
交換が速いと考えられるのでKとdobsは以下のよう

に表される。

K=出 ①仙一IABドパA払 ② 
AIB] '-0/ VVV~--[A]+[AB] 

Xe-129ガスを吹き込み続けるので X巴 129はサンプ

ノレ中に常に飽和しているので一定である。 Xe-129の

飽和濃度は 4.37mW)ある。

伊]=伊]0-[AB] ③ 
①、②、③式より

(1 r.l i 
一一一|一+[A]I一一一一+一一一
札前-5A LK jABーん [B]。んBーん
測定した値を④式にいれ、横軸に 1/[BJ。、縦軸に

1/ ( d obs -d A)をとり、作図法により平衡定数、 dAB 

を求めた(Fig.3)。

作図法により平衡定数Kは 12.6土2.2W1、 dABは

112. 8:t2. 9ppmになり、作図法により KとdABを正確

に評価できることが分かつた。今後、温度可変実験

により、相互作用の熱力学パラメータとしてI1H、A

Sを評価し、他の包接体と比較する予定である。 CA

はチロシンのようなアミノ酸を包含することも観察された。 Xe-129包接体に及ぼすアミノ酸の影

響も検討中である。
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2P008 ヒト・ミトコンドリア ABCトランスポーターABCB6のNMR解析

e理研・遺伝生化学横浜市大院・総合理理研・生体超分子構造・機能
研究G，4CREST/JST， 5Mitochondrial Diseases Group; MRC Dunn Human 

Nutrition Unit， UK) 
O倉島かおり 1，2，3，4千本木裕i柴田武彦山，伊藤隆 1，2，3，4

NMR analysis of human mitochondrial ABC transporter， ABCB6 
Kaori Kurashima1，2，3，4， Hiroshi SenbongiS， Takehiko Shibata1ヱペYutakaIto1，2，3，4 

1 Cellular and Molecular Biology Laboratory， RIKEN; 2Graduate school of Integrated Science， }砧οhama

City Universiのろ"3 Research Group for Bio-supramolecule Structure拘nction，RIKEN;・4CREST/JST;

5 Mitochondri，α1 Diseases Group， MRC Dunn Human Nutrition Unit， UK 

Human ABCB6 (MTABC3) is a mitochondrial half-type ATP-binding cassette (ABC)仕ansporter

protein. Like its Sacchαromyces scervisiae homologue， Atmlp， ABCB6 is proposed to be responsible for 

transporting a precursor of the iron-sulfur (Fe/S) cluster from mitochondria to cytosol. Aiming at 

understanding the molecular basis of ligand recognition and transportation mechanisms， we initiated the 

heteronuclear niultidimensional NMR studies on the C-tenninal soluble domain (558-842， 285 a.a.) of 
ABCB6 (ABCB6・CSD). Stable isotope-labelled ABCB6・.CSDwas overexpressed as a GS下釦SlOn

protein in E. co/i using M9 minimal medium. The N -tenninal GST・tagwas cleaved during the 

purification. By optimizing the purification procedure， we succeeded to obtain enough amount of 

ABCB6・CSDsamples for NMR measurements. The 1H)5N HSQC spec住ashowed well resolved 

cross-peaks， suggesting that ABCB6・CSDpossesses proper fold on its own. Backbone resonance 
assignment using 2H113C115N・labelledABCB6・CSDis in progress， which will be utilized for the future 

titration experiments with ADP/ATP or ligands. 

[序]

ヒト ABCB6(MTABC3)は，ミトコンドリア内膜に存在するハーフタイプのABC輸送体蛋白

質である.ABCB6が輸送する基質については明らかにはなっていないが，鉄・硫黄クラスター

前駆体を基質とする出芽酵母Atmlpと相向性を持つことから，同様な役割をヒト・ミトコンドリ

ア内で果たしていると考えられている.

今までのABC輸送体蛋白質に関する知見によると， ABC輸送体蛋白質は，基質認識と膜透過

の機能を持つ膜貫通 (TM) ドメインと，基質輸送のエネルギー源であるATPと結合し， ATPase 

活性を持つATP-bindingcassette (ABC)ドメインの 2種のドメインから構成されている.我々は

特に， ABCドメインを含むC末端側の可溶領域 (ABCB6-CSD:285残基)の詳細な分子機構の

解明を目指し， NMRを用いた解析を開始した.

キーワード ABC輸送体蛋白質膜蛋白質 ミトコンドリア内膜鉄の恒常性

ふりがな くらしまかおり せんぽんぎひろし しばたたけひこ いとうゆたか



[実験・結果]

ABCB6・CSDの大量調製のために， GST融合ABCB6-CSDの大腸菌における大量発現系を確

立した.次いで， GST親和性カラムクロマトグラフィー， Thrombinによる GS予tag切除，陰イ

オン交換カラムクロマトグラフィーによる精製法を確立し，NMR測定に十分な量のABCB6-CSD

単体を得ることができた.

上記調製法を用いて 15N標識試料を調製し， NMR用緩衝液 [20mM sodium phosphate (pH 8.5)， 50 

mM Na2S04， 10 mM DTT]中で2DlH-15N HSQCスペクトルを測定したところ，図のような良好な

スペクトルを得ることができた.このことから， ABCB6-CSDは安定な高次構造を保持している

ことが判明した.つづいて 95%重水培地における培養条件の検討を行い， 2H/13C/15N 標識試

料の調製を行った.現在，この試料を用いて異種核多次元 NMR法による主鎖 NMRシグナ

ルの帰属を試みている.また， 2H/15N標識試料についてADPや種々のATP非水解アナログを

用いたタイトレーション実験を行うことでABCB6-CSDの機能解析も進めている.なお，全ての

NMR測定は，理研・和光研究所の Bruker社 DRX600および低温3重共鳴プローブを用い，測

定温度 298Kで行っている.データ処理とスペクトルの解析はそれぞれ AZARA，

ANSIG-for-OpenGLソフトウェアを用いている.

[今後の展望]

今後は，選択的プロトン標識試料を調製し，側鎖 lH/13Cシグナルの帰属と NOE解析を行

うことでグローバル・フォールドの決定を行う予定である.同時に主として生化学的アプロ

ーチを用いて ABCB6の基質の同定を行い，同定できた際には NMRタイトレーション実験

を行うことで，基質認識のメカニズムの解析を進めていきたいと考えている.
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sodium phosphate (pH 8.5)， 50 mM Na2S04， 10 mM DTT]. 



3P009 非天然構造をとるリゾチーム変異体における種々の溶媒中での

重水素交換反応速度

(関西学院大学理工学部)

0野田康夫，坂本恵子，山崎向太，岡本邦彦，木村雅也，瀬川新一

H-D Exchange Rates ofLysozyme Variants in a Non-native 8tate in a 801ution 

Containing Various 801vent Additives 

8chool of 8cience and Technology， Kwansei Gakuin Univ. 

o Yasuo Noda， Keiko 8akamoto， Kouta Yamasaki， Kunihiko Okamoto， 
Masaya Kim ura， 8hin園ichi8egawa 

Lysozyme variants lacking disulfide bridges have non圃nativestructures in 

an equilibrium state. In order to analyze early processes ofprotein folding， it 

is important to understand nature of a protein structure in a non-native state 

at the resolution of atomic level. Protection factors， which are defined as 

retardation for hydrogen exchange rates of polypeptide NHs， are available 

data for such a purpose. But it was difficult to measure the H固D.exchange 

rate ofeach residue by means of the conventional method with 2D園NMR

measurements， because exchange reactions of protein in a non圃nativestate 

progress during the measurement of 2D-NMR spectra. We solved the 

problem by measuring the NMR spectra in DM80(Dimethyl 8ulfoxide)1D20 

mixtures， where the exchange rate is greatly retarded. HD exchange 

reactions of protein were carried out under various solvent conditions (pH， 

temperature and solvent additives such as glycerol)， then partly deuterated 

proteins were freeze-drIed and dissolved into the DM801D20 solvent for NMR 

measurements. We will discuss the effect of glycerol on proteins in a 

non-native state in a residue-sp，ecific manner. 

[序論]

天然リゾチームにはそれぞれ 88I(C6・C127)、882(C30・C115)、883(C64・C80)、

884(C76圃C94)という 4本の 88結合が存在する。これまで我々はそれらが 1本欠

損した 388中間体の立体構造を知るため、 NMRによる構造解析を行った1)。さ

らに 2本の 88結合が存在する 288体(288[6園127.30・115])についても解析を

行った2)。その結果、残基 88・99のCヘリックスと残基 1・39のN末端αドメイ

リゾチーム、重水素交換、プロテクション因子、フォールディング

0のだやすお，さかもとけいこやまさきこうたおかもとくにひこきむらまさや
せがわしんいち
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ンが特定残基間の特異的結合によってαドメインの中心核を形成することと、。

ドメインの両端(残基40と87) と、残基 40・56の半平行βシートの一端(残基

55，56)の3ヵ所をヒンジとよばれる部分に固定して0ドメインの基本骨格が構

築されていることが分かつてきた 3)。そこでタンパク質フォールディング反応の

初期過程を解析するために、現在我々は非天然状態にあるタンパク質の構造の特

徴を原子レベルの分解能で解明する研究を行っている。卵白リゾチームの 288

変異体 (288[64圃80，76・94];C64-C80とC76-C94の2本の 88結合を保持するも

の)と 088変異体 (088;4本すべての 88結合が欠損しているもの)は天然状

態と違ったピークの分散が少ない NMRスペクトルを呈する。これらの非天然状

態にあるタンパク質は完全なランダムコイルではなく、ポリペプチド鎖に一部に

秩序構造が残留していると考えられる。その様な情報を得るため、ポリペプチド

主鎖のNH基がHD交換反応からどのくらい保護されているかというプロテクシ

ョン因子を各アミノ酸残基について求めた。また4Mグアニジン塩酸塩及び、

30%グリセロールが共存している条件下で同じようにフロテクション因子を求

め、プロテクション因子の違いから、非天然状態にあるタンパク質の構造の特性

について考察した。

【方法]

288変異体と 088変異体の 15N置換試料を作製し、 70μMと10μMのタン

パク質濃度でHD交換反応を行った。 HD交換反応時の溶媒は 20mMギ酸パップ

ァ (pH3.0)を用い、 4Mグアニジン塩酸塩及び、 30%グリセロールを共存させ

て反応させた。 HD交換反応時間終了後、凍結乾燥することによって交換反応を

停止させた。 4Mグアニジン塩酸塩及び、 30%グリセロールが共存しているサン

プルに関してはそれらを取り除くため、 40Cの条件下で逆相 8epPacカラムに注

入し、脱グアニジン、脱グリセロール作業を行った後、凍結乾燥を行った(作業

時間約 3.5分)。凍結乾燥後のサンフルを NMR測定用 DM80溶媒 (95%DM80

&5%D20: p H5.4)で溶解し、 250Cで NMR測定を行った。この溶媒中では、

HD交換反応は非常に遅くなり(交換速度が平均して約 200分程度)、 H8QCス

ペクトル測定中の HD交換反応はほとんど無視することが可能であった。Bruker

社製 AvanceDRX600 NMR分光器を用いて、 15N-IH-H8QCスペクトルを測定し、

Felixを用いてそのスペクトルの各残基のピーク体積の時間変化を求めることに

より、 HD交換反応速度を決定した。さらにその時の交換速度の時定数をアミノ

酸残基固有の時定数(Baiet al.， 1993)で割ることによって、プロテクション因子

を求めた。

[結果]

288変異体において、 pH3、40Cの条件下で、奇妙なことにほとんどの残基の

プロテクション因子は 1以下になった (Fig.1)。特にABループ(残基 17""26)、

国
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Fig.1 

Protection factors of amide 
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288[64・80，76・94] at pH 

3.0 (20mM formate buffer) 
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ヒンジ領域(残基 1""'4、38""'40、85'""88)、Dヘリックスと C末端 310ヘリックス

の継目(残基 116""'118)には、顕著にプロテクション因子の小さなものが集中して

いた。これらは 2次構造の継目に相当し、タンパク質表面に露出するループ部分

に位置する親水性残基に富む領域である。その部位が親水性残基のクラスターを

作り、 HD交換反応がランダムコイル状態よりもかえって速くなっているという

ことが明らかになった。このことは 088変異体に対してもほぼ同様の実験結果が

得られており、。ドメインに 2本の 8-8結合が存在することによる影響はほとん

ど見られなかった。

HD交換速度がアミノ酸固有の交換速度より速くなる理由として、近接する電

荷の影響が考えられるので、 O.lMのKClを添加して実験を行ったが顕著な変化

は見られなかった。そこで、変性剤であるグアニジン塩酸塩(GuHCl)を 4.0Mま

で添加して実験を行うと、 288[64・80.76・94]変異体の場合 4.0MGuHCl中で HD

交換速度はアミノ酸固有のデータに近い値が得られた (Fig.2)。すなわち、 20mM

ギ酸バッファー中で異常に速く HD交換する NH基は近接する電荷の影響が解消

されてアミノ酸固有の値に戻ったと考えられる。つまり、非天然状態にあるポリ
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ペプチド鎖は、疎水性の残基の部分ではHD交換反応という測定値で判断すると

ランダムコイルに近いが、むしろ親水性の残基の部分で近傍の電荷などの影響を

強く受けて異常な環境におかれているように見えることが分かった。

他方、グリセロールはタンバク質の立体構造を安定化する試薬として用いられ

ている。 288[64・80，76・94]変異体にグリセロールを添加させていくと 222nm領

域における CDスペクトルの構造回復が見られた。そこで、 30%グリセロール共

存下でのプロテクション因子を決定し、グリセロールが非天然構造にどのような

影響を与えるのかを考察した。その結果、 288[64・80，76・94]変異体における主鎖

アミドのプロテクション因子を顕著に増大する部分がαと日ドメインの接合部

(残基 55・60の部分と B一、 C一、 310一ヘリックスの一部でl1e55、Leu56部分に

近接する部位)であった (Fig.3)。一方 088変異体においては、グリセロール添

加の影響が非常に小さいことが判明した。このことは、アミノ酸配列という 1次

構造にのみに依存する現象ではなく、非天然状態にあるタンパク質においても、

。ドメインに存在する 2本の 8-8結合がαドメイシの B一、 C一ヘリックスのプ

ロテクション因子に大きな影響を及ぼしていることを示唆している。

100 

Fig.3 

Protection factor of 

amide hydrogen exchange 

in the 288[64・80，76-94]at 、

pH 3.0， 4 oC in the 

presence of 30%glycerol. 
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lP010* 光合成細菌を利用したタンパク質標識法の開発

(東北大学・工学研究科・バイオ工学専攻)

0工藤正人、大友征字、小菅哲、小林正幸、野揮庸則

A Novel Method for Isotopically Labeling Proteins by Utilizing Photosynthetic Bacteria 

Depαrtment of Biomolecular Engineering， Graduate School of Engineering， 

Tohoku Universiか
M. Kudo， S. Otomo， S. Kosuge， M. Kobayashi， T. Nozawa 

We describe here a simple and efficient method of utilizing photosynthetic bacteria to produce 

isotopically labeled cultures for E. coli expression system. Photosynthetic bacteria are known to 

contain a large proportion of proteins (> 60%w/w in dry cells) and can be grown in media with simple 

combination of carbon and nitrogen sources. Hydrolysates of non-sulfur photosynthetic bacterium 

Rhodospirillum rubrum celIs that can grow in a medium with NH4Cl as sole nitrogen source have been 

shown to be most efficient for 15N labeling of proteins expressed in E. coli. Sulfur photosynthetic 

bacteria Allochromatium vinosum and Chlorobium tepidum， both can grow in media with Na2C03 and 

NH4CI as the sole carbon and nitrogen sources， have been proved to be most suitable for producing 13C 

and 15N doubly labeled proteins. Examples are given to show the applicability of this method and 

optimal experimental conditions are discussed. 

【緒言}現在NMRによるタンパク質の立体構造解析に大腸菌発現系が広く用いられている。
通常、発現するタンパク質を 15Nと 13Cで標識する必要があり、さらに数ミリグラムから数

十ミリグラム程度のタンパク質を必要とする。同位体標識のために、通常M9培地または市

販の藻類加水分解物を主成分としたものが使われているが、前者では発現量がLB培地に比

べて大幅に下がり、また後者の場合標識にかかるコストが高いなどの問題点がある。本研究

では、単純な炭素源と窒素源で生育可能な光合成細菌を加水分解で処理し、大腸菌発現系の

培地として利用することにより、実験室規模で目的タンパク質をより安価で標識する簡便な

方法の開発を試みた結果について報告する。

[実験}本研究では、非硫黄光合成細菌 Rhodospu叫Um(R.) rubrum及び硫黄光合成細菌

Allochromαtium (A.) vinosumとChlorobium(c.) tepidumを用いた。これらの菌体は、酢酸、リ

ンゴ酸、 Na2C03を炭素源、 NH4CI;を窒素源として培養が可能であり、また単位体積培地当た

りの集菌量も比較的多いため、コストの低い安定同位体試薬からより多くのタンパク質試料

を得ることができると考えられる。まず、これらの菌体を 6N塩酸で 110"C、 24時間反応さ

せ、得られた加水分解物を中和し、固形物を除去した後 M9培地の窒素源と炭素源に置き換

え、大腸菌(BL21)を培養した。大腸菌の生育度は、 600nmでの吸光度(O.D.600)を測定するこ

とにより評価した。本手法の実用性を確認するために、標識目的タンパク質には本研究室で

すでに立体構造を決定した R.rubrum由来の光捕集膜タンパク質である LHlf3ポリペプチド

を用いた。 LHlf3の構造遺伝子 p句舟と His6・Tagを有する発現ベクターを構築した後、大腸菌

同位体標識、光合成細菌、加水分解

くどうまさと、おおともせいう、こすげさとし、こばやしまさゆき、のざわつねのり

。。



BL21 (DE3)pLysS株に導入し、目的タンパク質の誘導発現を行った。

{結果と考察】 Table1に、各種光合成細

菌(lOg，wet)の加水分解物で調製した培地

で大腸菌を11時間培養した時のO.D.600値、

lL当たりの培地から得られる光合成細菌

の量及び培養に用いた標識試薬の量を示

す。これより、 A.vinosumのコストパフォ

ーマンスがこれらの菌体の中で最大であ

り、 A. vinosumは 13cおよびl~二重標識に

適していることが示めされた。一方、 R.

rubrumはリンゴ酸を単一炭素源にして生

育することができる。この場合、 lL培地

当り約10g(wet)の菌体が得られるため、収

量が3種の菌体の中で最も高い。したが
って、 R.rubrumは、 15Nのみでの標識に適

していると考えられる。

Fig. 1に、 R.rubrum加水分解培地を使用

した時の大腸菌増殖曲線を示す。グルコ

ースを加えたR.rubrum加水分解培地では、

飛躍的に成長速度が増加し、 20[(g wet)/(L 

medium)]の濃度で LB培地と同じレベルま

で大腸菌を生育させることができた。従
って、 15Nのみでの標識を自的とした場合、

グルコース添加の培地がより低コスト、

高収率で大腸菌を標識させることができ

る。

Fig.2に、実際に 15Nで標識したR.rubrum 

の加水分解培地を使用して、大腸菌発現系で

R. rubrum由来光捕集複合体 lの構成タンパク

質 LHIsポリペプチドを 15Nで標識した時の

lH_15N相関スペクトル(HSQC)をを示す。主鎖

アミドプロトンとアミド窒素との相関シグナ

ルが良好に観測されたことから、本標識法の

有効性を実証した。

Table 1 Comparison of the perfonnance among the 

cultures derived企omvarious photosynthetic bacteria. 
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Fig. 1 Comparison of the growth rates using LB， M9 

and various cultures derived from R. rubrum. 
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{結論]数種類の光合成細菌の加水分解物を

大腸菌の培地としての利用を試みた結果、 13c
および 15N二重標識には A.vinosum加水分解
物培地、 15Nのみの標識には R.rubrum加水分

解培地をそれぞれ使用することにより、低コ

ストで大腸菌を標識させることが可能である

と示された。今後、本研究で確立した手法

が大腸菌発現系を用いた様々なタンパク質

試料の標識に広く利用されていくことが期

待できる。



2POll 新規デザインを利用した小型タンパク質立体構造安定化機構

神戸大・院自然 O荒木望嗣， 田村厚夫

Stabilizing mechanism of a protein structure revealed by de novo design 

Grad. Sch. ofSci. and Tech.， Kobe Univ. OMitsugu Araki， Atsuo Tamura 

We added several residues to the C terminus of an 11 residue-peptide (Target Peptide) that has helical 

structure， anticipating that the peptide might削Iyhave s・hairpinstructure consisting of two antiparallel s-

strands (0巴signPeptide). As a result of analysis of NOESY and ROESY 01' the structure and stability， some 

Oesign Peptides were tumed out to be equilibrium mixture of s-hairpin and αhelix throughout the length of a 

molecule. Additionally， it was indicated that the αhelical structur巴 01'the Oesign Peptides were more stable 

tha:n that 01' the Target Peptide， showing that stabilizing one con1'om】ationdoes not result in destabilizing the 

other con1'ormation. We thus successfully elucidated the mechariism of protein stabilization， to which the 

physicochemical factor contributing can be repr巴sentedas nonlin巴arcombination， using themethod of 

evaluation ofprotein stability we have developed. 

[序】自然界に存在するタンパク質は、主鎖2面角の自由度およびアミノ酸側鎖の多様性から独自

の立体構造をとっている。ところが今までに非常に多くのタンパク質の→次配列とその立体構造が

明らかにされできたにもかかわらず、各タンパク質の立体構造がどのように安定化されているかに

ついては未解明のままである。 従ってタンパク質立体構造安定性の決定因子を解明するためには、

それを困難にさせている箇所にメスを入れる実験を行わなければならないと考えた。その箇所とは

タンパク質一立体構造の安定化を決定する物理化学的因子(自由エネルギー)が線形結合で表せない

点である。そこで本研究では非線形項である分子内の遠距離で働く相互作用エネルギーに注目し、

相互作用エネルギーがどのような法則に従って決定されるのかを解明する事を目的とした。

[実験]系の単純化をはかる為取り扱うタンパク質はペプチドレベルの短いものとした。ターゲ

ットの前段階となるペプチドとして、水溶液中(酸性条件下)で、αhelix構造をとっている事が報告

されている、 humanα-Iactalbumin由来の11残基のペプチドを選択した。このペプチドに対して数箇

所アミノ酸置換を行ったものをターゲットペプチドとし、 C末端側に数残法追加することで、全体的

に2ストランドからなるP司hairpin構造を形成するペプチドをデザインした。実際にデザインされたペ

プチドが目的の立体構造をとっているかについての選別は核磁気共鳴(NMR)法を用いて行い、目的

Jこ達したペプチドを得るまで“デザイン仲立体構造の検証"を繰り返した。目的の立体構造をとって

いるペプチドを得た後は、ターゲットペプチドおよびデザインペプチド¢立体構造、およびその安

定性をNMR、CO(円2色性)スベクトルを用いて評価する事で、タンパク質立体構造の安定化を決定

する因子を求めた。

Key words:デザイン， NOE， ペプチド，フォールディング

著者ふりがな:あらきみつぐ， たむらあっお
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[結果と考察]まずターゲットペプチドに対して、その2次元NMRスベクトルを元に立体構造計算

した結果、得られた立体構造は3
10
helixで、あった(Figure1 )。次いでターゲットペプチドのC末端に、

ある特定の7残基のアミノ酸配列を付加した結果、 2ストランドからなるβhairpin構造を持ったペプ

チドを得る事に成功した。これらのNOESYスペクトルにおいて、 s-hairpin構造を示すNOEが全体的

に観測された事に加えて、 helix構造を示すNOEも全体的に観測された事から、これらのデザインペ

プチドはβhairpin構造と、 helix構造の混合物である事が示唆された。そこで最もNOEの多かったデ

ザインペプチド (DP5)について、 NOESYから得られた493銅の距離情報に対して、①helix構造に矛

盾しない距離情報、②s-hairpin構造に矛盾しない距離情報、の2種類に分類してそれぞれ立体構造計

算を行ったところ、 αhelix構造(Figure2A)と、 s-hairpinlikeな構造(Figure2B)が得られたの更にmixing

timeを変化させて得られたNOESYスベクトルから、特定の立体構造に特徴的なNOEについて初期速

度領域での積分強度を見積もり、各立体構造の安定性を評価した。その結果、 DP5のhelix構造は、

ターゲットペプチドの helix構造よりも安定化されていることが分かったω これらの結果は、ある立

体構造を形成しているアミノ酸配列のC末端に別のアミノ酸配列を付加する過程において、別の立体

構造を安定化させる事は元の立体構造を不安定化させる事と等価でない事を示すものである Q これ

より導かれるタンパク質立体構造安定化機構を推測した。

Figurel) NMR structures ofTarget Peptide. 

Figure2) NMR structures ofDP5. 

(A):αheJix structures 

(B)・s-hairpinlike structures 
Residues drawn in white are side 

chains ofY3， W4， H7， Y12，日15，如d

W16. 

Residues drawn in white are 
side chains ofY3，鴨川，and H7. 

A B 



3P012 光捕集膜タンパク質の立体構造解析

(東北大学・工学研究科・バイオ工学専攻)

0大友征字、後閑和孝、佐藤和志、小林正幸、野津庸則

Solution Structures of the Photosynthetic Light-Harvesting Membrane Polypeptides 
Department of Biomolecular Engineering， Graduate School of Engineering， 

Tohoku Universiη 

S. Otomo， K. Gokan， K. Sato， M. Kobayashi， T. Nozawa 

We havedetermined the solution structures of core light-harvesting membrane polypeptides (LHlα 

and s) from wild-type purple photosynthetic bacterium Rhodospirillum (R.) rubrum using 
multidimensional NMR spectroscopy. All backbone and most side chain NMR resonances were 

assigned using the 13C and 15N doubly labeled samples. Total of 400 and 456 NOEs were collected 

for the αand s polypeptides， respectively. Combining with the backbone torsion angle information 
and amide hydrogen-bonding restraints， ten lowest-energy structures were calculated and refined for 

each of the polypeptide. In contrast to a bent structure previously reported for the LHl s polypeptide 
of Rhodobacter sphaeroides， both the αand s polypeptides of R. rubrum. exhibit a long αhelical 
structure in the transmembrane domain. The overall structural features of these polypeptides are very 

similar to those of the COITI巴spondingLH2αand s polypeptides determined by X-ray crystal1ography. 

【緒言】緑色植物を含む光生物は太陽の光エネルギーを効率的に集めるため、多数の光合成

色素(クロロフィル)と膜タンパク質からなる光捕集アンテナという精巧な分子集合体を用

いている。光合成細菌のアンテナ器官である光捕集複合体(LH)は、光エネルギーを吸収し、

光合成反応中心(RC)へと伝達する役割を担う色素一膜タンパク質複合体である。光捕集機能

は色素とタンパク質が互いに巧妙な配置をとるにより発現され、その詳細な構造の解明は光

合成明反応の機構解明および工学的応用を考える上で非常に重要な意義を持つ。近年、数種

の光合成細菌において周辺光捕集複合体 LH2の X線結晶解析がなされ、三次元構造が明ら

かになった。これに対し、 RCのすぐ周囲に存在するコア光捕集複合体 LH1は RCとの強い

相互作用や構成する膜タンパク質の疎水的性質のため、単離・精製および三次元結晶化が難

しく、構造解析が大きく遅れている。これまでにLHl・RC複合体の二次元結品解析から、 LHl

は 2種類の膜貫通型タンパク質(α，s)およびパクテリオクロロフィル α(BChla)の二量体から
構成される複数のサブユニットがリング状の会合体を形成していると推定されているが、い

まだ原子レベルの構造解明には至っていない。本研究では、多次元溶液 NMRを用いて、混

合有機溶媒中における紅色光合成細菌 Rhodospirillum(R.) rubrum由来の光捕集膜タンパク質

LH1αとs(約 6.5kDa)の立体構造解析を行いも配列特異的シグナルの帰属結果及び膜貫通ドメ

インと色素配位部位の構造的特徴を報告する。

【NMR測定と構造決定】 R.rubrumの光合成膜から界面活性剤処理により LHlを可溶化し、

DEAE陰イオン交換カラムを用いて精製を行った。色素を除去した LHlから逆相 HPLCを

膜タンパク質、光合成、溶液NMR、色素配位

おおともせいう、ごかんかずたか、さとうかずし、こばやしまさゆき、のざわつねのり
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用いてα，13タンパク質を分離し、それぞれクロロホルム/メタノール(1:1，vJv)混合溶液に溶解さ
せ、各種 NMR測定のサンプルとした。測定はまず、I3C，15Nで均一に標識した試料を用いて

三重共鳴法(3DHNCA， CBCANH， HBHANH等)を行い、配列特異的にアミノ酸主鎖のシグナ

ルを帰属した。側鎖のシグナルは 3D15N TOCSY -HSQCスペクトル等から帰属した。続い

て、メタノール・ム中において 2DIH_15N相関(HSQC)を測定し、溶媒の重水素との交換速度

から各残基のアミドプロトンの水素結合を同定した。次に3DHNHAスペクトルの測定から、

ペプチド結合の二面角ゅに依存したスピン結合定数 3JHNαを算出した。さらに、 3D15NNOESY 

-HSQCスペクトルの測定から、各残基のアミドプロトンと空間的に近接したプロトンとの

聞のNOEを観測し、水素原子間距離を見積もった。以上の測定より得られた水素原子間距離

制限、二面角制限、水素結合間距離制限を基に、タンパク質立体構造計算プログラム CNS

によるディスタンス・ジオメトリー計算を行った。

【結果と考察】多次元NMRの解析から、 αとp膜タンパク質のすべてのシグナルが帰属でき
た。 3DHNHAスペクトルから各残基の3JHNαを算出したところ、両膜タンパク質ともαヘリ

ックス構造に特徴的な4Hz前後の値を示す部分が見られた。メタノールー山中におけるlH-

15N HSQCスペクトルでは、 α，13タンパク質共に多くのアミドプロトンのシグナルが測定開

始から10日間経過後も保持されていたことから、有機溶媒中においてR.rubrum由来LH1α，13
タンパク質の大部分が長時間にわたって安定な二次構造を保持していることが示唆された。

また、 NOESY-HSQCスペクトルの解析から、 αでは400個、 pでは456個のNOEがそれぞ
れ観測された。構造計算プログラムCNSを用いて、それぞれ300個の構造計算を行い、 Total

エネルギーの低い上位10個の構造を選び最終

構造とした。 Fig.1に示すように、両タンパ

ク質とも膜貫通領域に対応する部分は高度に

保存されたシングルヘリックス構造を示すこ

とが明らかとなった。 αタンパク質において

色素BChla分子に配位結合しているHis29が

ヘリックスのほぼ中央に位置しているのに対

し、。ではHis38はヘリックス領域のC末端付

近に存在していることがわかった。一方、紅

色光合成細菌Rhodopseudomonasacidophila由

来LH2sタンパク質は結晶構造から色素に配

位結合しているHis(H35)がヘリックスのC末

端付近に存在することが明らかとなっている。

本研究より得られた構造から、 R.rubrum由来

LH1sタンパク質はヘリックス領域の長さが

LH2の結晶構造とほぼ同程度であることがわ

A 

昌也阻峰.

4 

4 、

J 
S宥 N-胞rmmus

Fig. 1 Solution structures of the LHl 

polyp巴:ptide(A) and s-polypeptide (B). 

αー

かった。 LH2結晶構造では、。タンパク質のH35からC末端側9残基目に位置するTrp(W44)

のインドール基とBChlaのC3カルボニル基との間で水素結合を形成していることが知られて

いる。 NMRによる立体構造解析からLH1sタンパク質のH38とそれよりC末端側9残基自に

位置するTrp(W47)が互いに近接していることから、 BChlaとの複合体形成時にはR.rubrum

LH1sタンパク質でも同様にW47のインドール基とBChlaのC3カルボニル基との間で水素結

合を形成すると予想される。さらに、 LH1αタンパク質のN末端には短いヘリックスセグメ

ントとそれに続く短いルーフ領域が存在していることが見出された。このhelix-loop-helix

モチーフはLH2αタンパク質にも見られ、 pタンパク質のN末端領域と相互作用している重
要な部位であると考えられる。以上のことから、 R.rubrum由来LH1タンパク質と

Rhodopseudomonas acidophila由来LH2タンパク質は全体のコンフォメーションから色素結合

部位周辺までの構造が非常に類似していることがわかった。
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lP013* NMRによる高度好熱菌RecOの構造主機能解析

e横浜市大院・総合理学、 2理研・構造機能研究G、3理研・遺伝生化
学、 4CREST/JST、 5理研播磨・ストラクチュローム研究 G)

0井上仁1.2.3、本多賢吉 1.3.4、伊藤隆1.2.3.4、美川|務1.2.3.4.5、

柴田武彦 1.2.3

NMR structural and functional analyses of Thermus thermophilus RecO 

Jin InouelユヘMasayoshiHondal.3.4， Yutaka ItO
I.2.3へTsutomuMikawaI.2.3.4・1

and Takehiko Shibatal.
2.3 

eGrad. Sch. of Integrated Sci.， Yokohama City Univ.， 2Bio-supermo1. S仕uct.Func. Group， R1KEN‘ 

3Ce1lular and Molecular Bio1. Lab. R1KEN， 4CREST/JST， 5S甘ucturomeRes. Group， R1KENlHarima 

Institut巴)

RecF pathway is one of the eubacterial recombinational DNA repair pathways予andresponsible for DNA 

gap repair and restart of the stalled replication fork. In particular‘RecO forms complex with RecR， and 

assists the loading of RecA onto single-stranded (ss) DNA binding protein (SSB) coated ssDNA Direct 

association of RecO and SSB has also been reported 

In order to delineate the structural basis ofthe biological functions ofRecO， we initiated the NMR studies 

of 1五ermusthermophilus (社)HB8 RecO (229 a. a， 24.7 kDa). Backbone IHN， 13Cぺ13C'、15Nand side 
chain 13Cs resonances were assigned for 163 out of 212 (77%) non-proline residues in RecO. The 

incompleteness in the assignments was pr，巴sumablycaused by line broadening of IH_
15
N HSQC correlation 

cross peaks for the residues localiz怠din the N-terminal region. Chemical Shift Index-based secondary 

S廿ucturepr，巴dictionshowed that the N・terminalregion consists of s-strands or extended structur巴Sラwhereas

C-terminal region is constructed by all α-helices. 

I序I

RecO蛋白質は，真正細菌の DNA相同組換えを利用した組換え修復経路 (RecFOR経路)において，

DNA損傷により生じたDNAギャッフCの一一本鎖DNA(ssDNA)部分に結合したssDNA結合蛋白質 (SSB)

をDNA上から除去する働きを持っと考えられている.また閉じ組換え修復経路に関与する RecRと複

合体を形成し， '最終的に相同組換え反応を行う RecA 蛋白質の活性補助にも~与している.生化学的解

析によって， RecOはssDNAおよび二本鎖DNA(dsDNA)と結合しこれらの対合反応を触媒すること

キーワードー 高度好熱菌， DNA相同組換え

著者ふりがな いのうえじん，ほんだまさよし，いとうゆたか，みかわっとむ，

しばたたけひこ
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が報告されている.RecOの複雑な機能について詳細に解明するには，生化学的手法に加え，構造生物

学的手法による角斡庁を行う必要がある.そこで我々は高度好熱菌 1hermusthermophilus (批)HB8由来の

RecO蛋白質(悦RecO，229残基， 24.7kDa)を研究対象とし， NMR角執庁を開始した.

今回はttRecOの主鎖の帰属と， Chemical Shi食Index法を用いた二次構造角特庁を行ったので、その結果に

ついて報告する.

[結果・考察1

13Cl~2 重標識の批RecO試料を調製し， lH_l~HSQC スベクトルを測定したところ，プロリンを除く

212アミノ酸残基のうちおよそ160残基に相当するクロスピークが観測された.次に異種核多次元NMR

法を用いて主鎖NMRシグ、ナルの帰属を行ったところ， 163残基について主鎖のlHN，l~， 13Cx， BC'， 

側鎖の!3Csの帰属を行うことができた.得られた化学シフトの値から， ChemicalS悩食Index法を用いて

二次宇都宣解析を行った結果，抗Rω0はN末端からおよそ90残基まではト鈎加dもしくはエクステンド

した領域であり，それ以降はほとんどがα-helixで構成されていることがわかった.HSQCピークが観測

されなかった残基は，ほとんどN末端領域に分布していた.

プロテアーゼによる限定分解の結果から，批RecOのC末端領域は安定なドメインを形成しており， N

末端側は切断さ、れやすいループなどが多いことが示唆されている.このことから， HSQCピークが観測

されなかった残基は二次構造の問のルーフ昔日などに存在しており，その部分では構造多型が存在するな

どの理由から化学交換による HSQCピークの著しいブロードニングヨミ起こっている可能性が考えられ

る.

現主E，安定なC末端ドメインの発現系の構築し，精製を行っている.この試料を用いてNMRによる

立体構造解析を試みる.また今回得られた帰属を用い，現在ssDNA/dsDNA，RecR， SSBとのNMRタ

イトレーション実験を進めており， ReCO上のこれらの分子との相互作用音別立の特定を目指している.

これらの結果と，生化学実験の結果を合わせ， RecOによる SSBの除去樹誇，また RecO自身が持つ

ssDNA/dsDNA対合反応機構などを解明してし、きたい.
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Figure: The lHYN HSQC spectrum of 13C;J5N-labelled Thermus thermophilus HB8 RecO. Cross 

peaks are annotated according to the backbone resonance assignments 
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2P014 スペルミジンーATP複合体の NMR解析

一弱い分子間相互作用解明への新しい試みー

(阪大院理)0丸吉京介、野中香織、相根岳志、出村哲夫、松森{言明、

大石徹、村田道雄

Bimolecular Interaction between Major Cellular Constituents: 

Con.formation ofSpermidine upon Complexation with ATP 

Depαr仰 ent01 Chemis的¥Graduαte Schoo/ 01 Science， OsakαUniversity 
OKeisuke Maruyoshi， .Kaori Nonaka， Takeshi Sagane， Tetsuo Demura， Nobuaki Matsumori， 

To知uOishi and Michio Murata 

Spermidine is known to form a complex with ATP in the physiological conditions， which should play a role 

in ATP-related cellular events. Its conform油onaniuysisbased on spin-spin coupling is， however， 

hampered by its acyclic s仕ucture，in which the absence of asymme出ccenter causes unresolved 1H NMR 

methylene signals.百回problemwas solved by白.ediastereospecific labeling of each one of伽 ogeminal 

proωn pairs with:deuterium， leading to somenew findings in the pH-dependent conformation change ofthe 

sper加dine-ATPcomplex. 

I序】
分子内に複数のアミノ基を有するポリアミンは、多種多様な生物に広く分布し、核酸やタンパク質など

の酸性高分子と相互作用することによづて細胞増殖をはじめ多岐にわたる生理活性を担っている 1)。し

かし、ポリアミンはこのような生理的重要性が認識されているにもかかわらず、その相互作用が弱い

(Table 1)ために、生体内における存在形態や生理活性発現機構に関する研究は大きく遅れている。そ

こで我々 は、NMRを用いた弱い相互作用の構造解析法を確立することに加えて、ポリアミンの生理作用

を分子レベルで理解するために、生体内においても存在が予想されるスペルミジン(SPD)・ATP複合体

(Fig.l)に着目し、 SPDの立体配座解析を行なった。

前回の発表より、 SPDはATPと相互作用するために、ゴーシュ配座を増やすことで、その構造を屈曲さ

せていることが一部のc-c回転配座について分かっていた。そこで、今回は SPDの未解析のc-cおよ
びC-N結合における配座分布を求めることで、複合体形成時における SPDの全体像の解明を試みた。

Tabell. Dissociation cons回tof
sperniI必newith various anions (叩r
each phosphate ester ofDNA orRNA)1) 

Anion Kd(mM) 

DNA* 15.63 

RNA隼 2.66 

Phospholipid 5.56 

ATP 2.24 

線槻併さ 「

H;N??斗勺とT22
SPD 

SPD-ATP complex 
Figule 1. A hypothetical pictu問 forspermidine-A TP∞mplex. 

Kryw明治スペルミジン、ATP、弱い相互作用、スピン結合定数、立体配座解析

まるよしけし、すけ、のなかかおり、さがねたけし、でむらてつお、まつもりのぶあき、おおいしとおる、むらたみちお

126 -



{結果と考察】

前回の報告 2，3)では、 C2・C3、C4・C5、C7・C8、C8・C9結合に関して立体配座解析を行なったoSPD三

塩酸塩とSPD・ATP複合体の二つのサンプルを比較すると、いずれの結合においてもATPを添加するこ

とで 3J，聞は減少し、さらにSPD-ATP水溶液を酸性から中a性(pH7.3)へと変化させるとつ聞はさらに小さ

くなった。その傾向として、プロパニレン側(C7・C9)よりもブタニレン側(C2・C5)の方が、また分子中央より

も分子末端が屈曲しやすし、ことが分かってしも。

削 ~LRvdH2

SPD・3，4・d2-4_13C(1) 

ぷJY72
SPD・2，2，9，9・d4・7_
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今回は未解析の部分について、同位体標識体SPD1、2、3(Fig.2)を調製し、得られたスピン結合定数

から配座分布を見積もることで SPDが ATPと複合体を形成した時の立体配座変化を評価した。 1、2の

lHNMRスペクトルをFig.3， 4に示す。 1に関しては、ATPの添加によりスピン結合定数はわずかに減少

したものの他の C圃C結合でみられたような顕著なものではなかった。また、 C-N結合の回転配座解析用

の2に関しては、ATPの添加によるつCHの減少は見られず、またpHを中性にまで上げてもつCHに変化

はなかった。3に関しても同様の結果が得られた。これらの結果は、 C3-C4、0・N6、N6-C7結合におい

てSPDがATPと擾合体を形成しても、その回転配座分布の変化はごくわずかであることを示している。さ

らに、アンチ形とゴーシュ形の割合を見積もったところ、 SPD三塩酸塩に関して、他の結合の配座分布

(アンチ 80%、ゴーシュ 20%)に比べて、分子中央 C-N結合の配座ではゴーシュ形が多く、その割合は

かブタン(アンチ 70%、ゴーシュ 30%)に類似していた。他の結合では、アンモニウム基同士の静電反発

により伸張形配座を取る方がエネルギー的に有利であるためにアンチ配座が優位に存在するが、分子

中央C-N結合では配座にかかわらずアンモニウム基問(N1~N6もしくはN6 と NIO) の距離には影響がな
いので、n-ブ、タンに近い配座分布を取ると考えられる。今回得られた結果及び以前の結果より、スペルミ

ジンのような弱い相互作用を有する分子の時間的平均像をある程度解明することができた。

H-4 
H-3 H・43JH・3，H4

円 10.6Hz 1-3HCl (25m1の H・-7 ~・3HCl(25mM)

pH7 
T .. z I -

Fi伊re3..1HNMR signals for H・4of 1 upon complexation Fi伊開4.lHNMR signals forH・5of~ upon complexation 
with ATP in various pH ( H・5decouple ) with A TP in various pH (Window function: SinBel12 ) 

【参考文献1
1) Watanabe， S.; Kusama-Eguchi， K.; Kobayashi， H.; Igarashi， K. J. Biol. Chem. 1991，266，20803・20809.

2)M釘uyoshi，K.; Demura， T.; Sagane， T.; Matsumori， N.; Oishi， T.; Mura句，M.Tetrahedron 2004， 60， 

5163-5170. 

3)第42回NMR討論会講演要旨集，P.140・141，2003
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3P015 フジツボ接着タンパク質Mrcp20kの構造解析

1農業生物資源研究所、 2海洋バイオテクノロジー研究所

O鈴木倫太郎 1、森陽一人紙野圭 2、山崎俊正 1

Solution Structure Determination of Barnac1e Cement Protein， Mrcp20k 

lNational Institute ofAgrobiological Sciences， 2Ma，rine Biotechnology Institute 

Rintaro Suzukil， Youichi Mori2， Kei Kamino2， Toshimasa Yamazakil 

Barnacles secrete a family of proteins for their permanent attachment 

to rocks and other surfaces. Mrcp20k is one of such proteins produced by 

Megahalanus rosa. Mrcp20k is highly hydrophilic and cystein"rich protein. The 

alignments ofthe cystein residues indicate six degenerated repeats in the primary 

structure of this protein and each repeat contains 6 or 4 cystein residues. Mrcp20k 

Is a soluble protein and aggregates by increasing concentration of NaCl. The 

molecular structures and functions of proteins involved in attachment in the 

water have been unknown. We are investigating the solution structure of 

Mrcp20k to reveal Its role in attachment. From the chemical shift and NOE 

analyses， the 6 repeats were shown to be structural unIts of Mrcp20k. 

[はじめに]

フジツボ幼生は浮遊性、底生性の期間を経て付着生活に入る。底生性のキプリス幼

生は着底場所を探る探索行動を繰り返し、場所を決定すると付着器官の先から接着物

質を分泌し体を固定する。付着した幼生は変態を繰り返し、成体となる。成体となっ

てからも接着物質は分泌され続ける。着底は幼生が変態し、成体になるための重要な

ステップである。着底時およびその後の成長を通じてフジツボは基盤に固着するため

に一群のタンパク質を分泌することが知られており、直接接着に関ると考えられるタ

ンパク質もこれまでに数種明らかになっているが、それぞれの機能および性質の詳細

は明らかになっていない。我々はフジツボの接着タンパク質の機能、特に接着機構を

明らかにするために、接着部位に存在することが知られているタンパク質のうちアカ

フジツボ(Megahalanusrosa)由来のMrcp20k[1]のNMRによる立体構造解析を行っ

ている。 Mrcp20kはシステインに富み、またアスパラギン酸、グルタミン酸、ヒス

チジンなどの親水性残基が多く、疎水性残基が非常に少ないタンパク質である。アミ

ノ酸配列には6回の繰り返し構造が認められ、一つの繰り返し単位に6ないし 4個の

システイン残基を含む。またMrcp20kはNaCl濃度依存的に不可逆的な凝集を起こ

キーワード:フジツボ 水中接着タンパク質、立体構造

著者ふりがな:すずきりんたろう、もりょういち、かみのけい、やまざきとしまさ
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すことが知られている。海洋には海底や岩に付着して生活する生物が多種存在するが、

それらの着底の分子機構は全く未知であり、水中接着に関わるタンパク質の立体構造

も知られていない。 Mrcp20kをはじめ接着タンパク質として考えられているタンパ

ク質の多くはそれらと相同なタンパク質をデータベース中から見出すことができな

いため、タンパク質レベルの解析が必要である。

[方法]

大腸菌で大量発現させたリコンピナント Mrcp20k(rMrcp20k)とフジツボから採集

した Mrcp20kの CDスベクトルは一致しており、また逆相クロマトグラフィーにお

ける溶出時間も一致したことから、 rMrcp20kは Mrcp20kと同じ構造をとっている

ことが確認できた。そこで 15N-Mrcp20kおよび13C，15N-Mrcp20kを作成し、主鎖お

よび側鎖の帰属のための NMRスペクトルを測定した。

[結果 l
rMrcp20kは 186残基からなるタンパク質であり、プロリン残基が 11残基含まれ

ている。プロリン残基およびN末端の 1残基を除いた 174残基のうち、これまでに

153残基の主鎖の化学シフトを帰属することができた。帰属できていない 21残基の

NMRシグナルは検出で、きなかった。本タンパク質の 1DNMRスベクトノレには lHの

50司80ppmの領域にシグナノレが認められ、常磁性の金属原子が結合している可能性が

高い。検出できない残基のシグナルは常磁性シフトあるいは広幅化のために観測でき

ないものと考えている。

Mrcp20kの 15N-H8QCスベクトルにはアルギニン残基の HE圃NEおよびヒスチジン

残基の HE2圃~2由来のシグ、ナルが認められ、これらの水素原子が水素結合によって水

分子との交換から保護されていることが明らかlこなった。また、 Mrcp20kには 32個

のシステイン残基があり、ジスルフィド結合の組み合わせは未だ不明で、ある。 DTT

存在下では 15N-H8QCスベクトノレがランダムコイルの特徴を示したため、立体構造

形成にジスルフィド結合が重要な役割を果たしていることが明らかになった。

帰属した Cα、CI3、 COの化学シフト値を用いて C8Iによる二次構造予測を行った

ところ、 R157・E159および V162・8164の領域に9ストランドが予測されたものの、
他には二次構造を予測できなかった。これは、 Mrcp20kに多く含まれているシステ

イン残基の Cα、CI3の化学シフト値に対するジスルフイド結合の形成の効果が大きく、

予測の障害になったものと考えられる。これらの原子の化学シフト値には6回の繰り

返し配列に対応する規則的な繰り返しが認められ、繰り返し配列中の対応するシステ

イン残基周辺の局所的な環境が互いに似ていることが示された。また、アミドプロト

ンの交換から保護された残基の位置も繰り返し配列に対応する規則性を示した。さら

にNOEの解析から個々の繰り返し配列の前半がαヘリックス、後半が8へアピン構

造をとることが示唆されている。以上のことから Mrcp20kの繰り返し配列は立体構

造上も互いに類似しており、本タンパク質の構造単位となっていると考えられる。

[1] Kamino， K. (2001) Biochem. J. 356， 503・507.
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lP016* NMRを用いた RecRとDNA閤の相互作用解析

c理研・遺伝生化学 2理研・生体超分子構造・機能研究G，
3横浜市大院圃総合理， 4CREST/JST玖 5理研播磨ストラクチュローム研究

グループ)
0本多賢吉 1，3，4吉益雅俊 1，4井上仁 2，3美川務 1，2，4，5伊藤隆
1，2，4 柴田武彦 1，2，3

NMR studies of the interaction of RecR with DNA molecules 

Masayoshi Honda 1，3へYoshimasuMasatoshi1，4， Jin Inoue2.3ヲ TsutomuMikawa1，2A・1
Yutaka ItoI，2ぺandTakehiko ShibataI，2，3 

1 C ellular and Molecular Biology Laboratory.‘RIKEN: 2Research Group for Bio-s叩ramoleculeStructure-
Function. RIKEN: 'Graduate School oflntegrated Science， Yokohama City University; .CREST/JST; j 

Structurome Research Group. RIKEN句。rimalnstitute 

RecR‘a highly cQnserved protein in eubacteria， is reported to be involved in the junction DNA 
recognition process within the RecFOR recombinational repair pathway. We have initiated NMR studies 
of 1万ermusthermophilus HB8 RecR (ttRecR) in order to delineate the structural bases of the biological 
functions of RecR. We previously reported the nearly complete backbone NMR assignments of RecR 
symme廿ichomodimer obtained by analysis of six TROSY -based 3D NMR sp∞tra 
In this presentation， we report NMR titration studies of ttRecR with various DNA molecules. Chemical 
shift perturbation data were analy明 dby mapping onto th巴 recent1ydetermined crystal structure of 
Deinococcus radiodurans RecR. Significant chemical shift changes were observed for the residues in the 
hairpin region (residue 16-21) of helix-hairpin-helix motif during the titration with both ssDNA and 
dsDNAラsuggestingthis region as the prime DNA binding site. In addition， ssDNA caused small chemical 
shift perturbation around the Toprim domain. No specific chemical shift changes was observed when 
titrated with DNA molecules containing ssDNNdsDNA junctions， suggesting that ttRecR may not be able 
to recognize junction DNA on its own. The dimerization interface of ttRecR was also analysed by NMR 

I序]‘
RecR蛋白質は真性細菌の DNA組換え修復において，一本鎖 DNAと二本鎖 DNAのジヤンクション

領域の認識に関わっていると考えられている.今年になって，放射線耐性菌Deinococcusradiodurans由

来の R巴cR(drRecR)の結品構造が報告された(参考文献1)が， RecR上の DNA相互作用部位や， DNA 

認識のメカニズムについては，ほとんど明らかになっていない.

我々はこれまで，高度好熱菌 Thermusthermophilus HB8由来の RecR(ttRecR)について NMRを用
いた解析を行ってきており，既に主鎖 NMRシグナルの帰属を完了している(前回の本討論会にて発表，

参考文献2).そこで、，この帰属を基に， RecRの bNA認識における分子基盤を明らかにするために，一

本鎖DNA，二本鎖DNA，またジヤンクションを含むDNAを用いてNMRタイトレーション実験を行った.

また， drRecRは結晶構造中において N端・C端同士でそれぞれ隣の RecR分子と配位した四量体を形

成していたが，抗RecR(や、大腸菌および枯草菌 RecR)は水溶液中で二量体で、ある.そこで悦R∞R二量
体の相互作用面を同定するため， H/D交換実験，および 3D15N-separated NOESYスペクトルにおける

交換クロスピークの解析から考察を行ったので、これを報告する.

【結果・考察]

キーワード H/D交換，相互作用，相同組換え DNA

著者ふりがな:ほんだまさよしょしますまさとしいのうえじん，みかわっとむ，いとうゆたか，

しばたたけひこ
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2HrN標識ttRecR試料と各種DNA基質とのNMRタイトレーション実験

はじめに，二本鎖DNA(デCCGGTGATAGACTTG/3'GGCCACTATCTGAAC) を基質として 2Hl~
標識 RecR試料溶液に加え lH_l~ TROSY-HSQC測定を行った.その結果，主として R16，Ll7， G19， 
120， G21残基由来の HSQCピークに顕著な化学シフト変化が観測された(図1A).この領域は RecRの

N端に存在する Helix-hairpin-helixモチ」フのへアピン部位にあたる.また化学シフトが一定量以上，変

化した残基を drRecR構造上に表示した結果， drRe心Rダイマーのくぼみに沿って配イ立していることがわ

かった(図1B).このことから， RecRは二本鎖DNAを抱え込むように結合する可能性が示唆された.

次に一本鎖 DNA(3' GGCCACTATCTGAAC)を基質として同様の実験を行った結果，上述した

Helix-hairpin-helix領域以外にも， Toprimドメイン内の T92，L94， FlOO， Tl04， V145残基由来の HSQC

ピークに(lOHz前後の)小さな化学シフト変化が観察された.Toprimドメインとは， primaseとtopo・

isomearas唱に共通して見つかったドメインであり， DNA鎖の切断や再結合;RNAプライマーの付加反応

等の活a性を持つことが知られている.しかし RecR内の Toprimドメインについては，機能がまったくわか

っていない.今回，この Toprimドメインが一本鎖 DNAと相互作用する可能性が示された.また， primase 

や topo・isomeraseにおける ToprimドメインはMl+を補助因子として DNAと結合しその活性を発揮する
ことが報告されていることから，現在Mg2+存在下で同様の実験と解析を行っている.

さらにジヤンク、ンョン DNAを基質として同様の実験を行った.その結果，一本鎖 DNAと二本鎖 DNA

の影響を平均したような化学シフト変化が観察された.しかしジヤンクション DNA特異的に化学シフトが

変化する残基は観測されなかったことから， RecR単体ではジヤンクション DNAを認識する可能性は低い

ことが示された.

抗RecRの二量体相互作用面の同定

2H/l~_RecR を用いて H/D交換実験を行ったところ，結晶構造中で相互作用面となっている N 末端
のhelix-hairpin・halix領域に，表面に露出しているにも関わらず重水に交換されてないアミドプロトンが存

在した.一方，同じく結晶構造中で相互作用面となってし沼 C端領域のアミドプロトンは全て重水に交換

されて観測されなかった.よって抗RecRはN端の helix・hairpin・halix領域において二量体相互作用面を

形成している可能性が高い.また， 3D l~-separaぉd NOESYスペクトルを測定し， RecRの各残基に対し
て水とアミドプロトンの交換ピークをその強度に応じて drRe氾R構造上に表示した.その結果， N端の

helix -hairpin-halix部位に表面にありながら水のアクセシビリティーが低い領域が多く， H/D交換実験の

結果を裏付ける内容となった.現在ユニフォーム標識された2H115N_Re心Rを調製し，これと非標識RecR

によるダイマーを用いてCrossSaturation実験を行うことによる相互作用面の同定を試みている.

Fig.1. Chemical Shift mapl)ing 00 the dsDNA binding sites of RecR. A， graph of the chemical shi負
. chariges/residue for ttRecR. B Ribbon diagram of ttRecR dimer with residue coloured and spacefiIled to show 
the DNA binding sites. 

[参考文献1
1. Lee BI， Kim KHラParkSJ， Eom SHラSongHKラSuhSw.ラEMBD.J，23う2029・38(2004) 
2. HondaM、RajeshSラNiet1ispach，D， Mikawa TラShibataTラ&ltoY司 1.Biomol. N.，品五R28，199・200(2004) 



2P017 ペプチド結合の盃みを引き起こす?水和水と 15Nケミカルシフトの相関
(1産総研・生物情報センタ一、 2原研・中性子利用センター、

3東理大院・基礎工、 4理研、播磨)

O千葉かおり 1，2、堤遊1，3、油谷克英4、中西洋志 1，3

Relationship between hydration water leading to a peptide bond twist担ld

15N chemical shift 

(1AIST' BIRC， 2JAERI. Neutron Science Research， 3Tokyo University of Science， 

4RlKEN Harima) 

OKaori Chiba1，2， Yu Tsutsumi1，3， Katsuhide Yutani4， Hiroshi Nakanishi1，3 

[Abstractl 

Peptide bond planarity is utilized for protein structure refinements in NMR 

spectroscopy and X-ray crystallographμRecently， neutron crystallography of 

human lysozyme has suggested existence of a potential proton around the 

carbonyl oxygen of Glu35 known to be an important residue for the enzyme 

activity. X"ray crystallography indicated that the peptide bond linking. Glu35 

and Ser36 twists more than 10 0 • In order to examine the relationship between 

the potential proton田ldthe twist in the peptide bond， we checked the 15N 

chemical shift of amide nitrogens in the peptide bonds. As a result， we have 

found an obvious high五eldshift of the amide nitrogen of Sel'36. Similar 

relationship was also proposed for the hydrogen assigned in hydration waters. 

{要旨]

多くのNMRやX線を用いたタンパク質の立体構造解析において、ペプチド結合の

平面性は構造最適化の過程で最も基本的なrestrainのーっとして利用されている。中

性子結晶構造解析は、 NMR同様室温で蛋白質分子中の水素を観測できる手法である

が、最近行われたヒトリゾチームの中性子結晶構造解析によると、ヒトリゾチームの

活性に重要なアミノ酸の一つであるGlu35の主鎖カノレボニル酸素付近に、これまで

蛋白質の構造中に予測されたことのない水素の局在が示唆された。さらにX線結品構

造解析データとの比較から、この水素よって蛋白質分子の中のペプチド結合が局所的

に歪んでいる可能性が示唆された。ペプチド結合の平面性は、主鎖カルボニノレのπ電

子と、これと隣り合うアミド窒素の孤立電子対の共鳴によって形成されている。我々

キーワード : 15Nケミカルシフト、ペプチド結合、ヒトリゾチーム、中性子結晶構造解析、

7.k手口水

著者ふりがな:ちばかおり、つつみゅう、ゆたにかつひで、なかにしひろし
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は、カルボニノレ酸素付近に水素が局在した場合、これがペプチド結合で繋がっている、

隣の残基のアミド窒素のケミカルシフトに与えるであろう影響について検討した。そ

の結果、中性子結晶構造解析の実験条件に近いpHで観測された主鎖アミド窒素のケ

ミカノレシフトデ}タの中で、Glu35の隣りのSer36の窒素のケミカノレシフト値が顕著

に高磁場に観測されることがわかった。一方この付加的な水素が中性子結晶構造解析

で水和水分子中にアサインされた場合にも、対応するペプチド結合が 150 以上回転

している部位があった。このペプチド結合中に含まれるアミド窒素でも、ケミカルシ

フトが高磁場方向に観測される傾向があることがわかった これらの結果は、 Glu35

とSer36を結ぶペプチド結合では、(1)Glu35付近の低い静電ポテンシヤノレによって

Glu35の主鎖カルボニノレ酸素付近に溶媒の水由来のプロトンが存在しやすくなり、(2)

これがカルボ、ニノレ酸素を介してペプチド結合の共鳴構造を崩し、(3)このペプチド結合

の平面構造の束縛が局所的に緩み、 (4)ペプチド結合が歪む、という仮説(文献 1)を

支持すると思われた。

ペプチド結合の平面性は、低分子有機化合物の結晶構造解析と、その化合物の量子化

学的な考察をもとにポーリング、らによって提唱され、現在も蛋白質の基本骨格構造として広

く認知されている。しかし高分解能結晶構造解析が行われるようになった近年、低分子化合

物と蛋白質各々の構造データベースであるCSDとPDBに登録された有機化合物及び蛋

白質の高分解能X線結晶構造解析データから、ペプチド結合が必ずしも平面構造をとって

いる訳ではないことが示唆されている(文献2)。本発表では、中性子結品構造解析による水

素の分布及び高分解能 X線結晶構造解析による原子位置の情報と、NMRによる個々の

化学結合のt情報を総合することによって、蛋白質の骨格構造であるペプチド結合が、個々

のべフ。チド、結合周りの環境によって影響を受け、結果としてペプチド結合の平面性が局所

的に弱められるという新たなモデルを提案し、ここに水和水由来の水素が強く関係しうる可

能性を示す。尚、ペプチド結合が、それを取り囲む環境によってどのように変化するかをモ

デル化合物であるラクタム類を用いて詳細に調べ、 lP073(ペプチド結合を有する分子の

溶液中で、の動的挙動と溶媒効果:堤、中村、中西、千葉)に発表する。

ペプチド結合に含まれるアミド窒素の15Nケミカノレシフトに関して 1970年代に勢力的な研

究が行われた(文献 3)。本報告では周囲の環境の影響に敏感に反応して変化するアミド窒

素のケミカルシフトを蛋白質の水和構造をモニターする一つのプローブとして利用で、きる可

能性についても議論する。

【参考文献1
1、Chiba-KamoshidaK. et al.投稿準備中

2、MacArthurM. W. and Thornton J. M.， J. Mol. Biol. (1996) 264， 1180・1195

3、N-15NMRの応用 G.C.レピー、R.Lリヒター著、荒田洋治、甲斐荘正恒訳、培風館
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3P018 TraR-DNA結合ドメインのTREbox認識機構の解析

l三菱化学生命科学研究所

2信州大学・工学部

0田中剛史l、小松千江子l、小林邦子l、須貝真理子l、
片岡正和2、河野俊之I

TRE box Recognition by Streptomyces Transcriptional Repressor TraR 

Takeshi Tanaka1， Chieko Komatsu1， Kuniko KobayashP， Mariko SugaP， Masal正azuKataoka" 
and Toshiyuki Kohno1 

J Mitsubishi Kagαku lnstitute 01 L俳 Sciences(MITlLS)， "Department 01 Environmental Science 
and Technology， Faculり101Engineering， Shinshu University 

The traR gene product， TraR， that regulates the pSN22 conjugation system in Streptomyces， is 
a 27 kDa protein that function as a transcriptional repressor for the tra operon (traA-traB-
spdBs) and traR itself. TraR binds to the DNA including 12 bp consensus sequence， TRE box. 
This is located within the divergent promoter region for the tr，αoperon and traR， and regulates 
their expression negatively. Although all of these regulators have HTH motifs， their primary 
structures exhibit little similarity. Thus， it is significant work to determine structure-function 
relationships of such regulators. Previously， we determined the solution structure ofTraR DNA 
binding domain (TraR100)， that consisted of winged-HTH motif. In this study， we idel1tified 
the DNA binding sites of TraRl00 by NMR chemical shift changes upon DNA-complex 
formation. In addition， we analyzed the critical DNA sequence recognized by TraR100. 

traR遺伝子産物TraRは放線菌においてpSN22フ。ラスミドの接合機構を制御してい

る27.kDaのリプレツサータンパク質であり、 traオペロン (traA・traB-spdBs)およ

び、traR遺伝子自身の転写調節因子として機能している。 TraRタンパク質は12 bpの

特異的配列 (TREbox 1-4) を含むDNAと結合する。 TREboxはtraオペロンおよび

traR遺伝子のプロモーター領域に春在しこれらの遺伝子発現の負の調節を行ってい

る。放線菌の遺伝子接合機構を制御する全ての転写調節因子 (TraAjBjR、

SpdAjB) はヘリックス・ターン・ヘリックス (HTH)モチーフを持つが一次構造

上の相向性は低い。このためこれらの制御因子の立体構造・機能相関を比較するこ

とは遺伝子接合機構を明らかにする上で重要である。これまでに我々はTraRの

HTHモチーフを含むアミノ酸100残基のDNA結合ドメイン (TraR100)がWinged-

HTH構造を持つことを明らかとした。今回、我々はTraR100のDNA結合部位の同

定および~TraR100が認識するTRE boxを含むDNAの探索を行った。

TraR、多次元NMR、立体構造解析、 DNA結合ドメイン、 HTHモチーフ

たなかたけし、こまっ ちえこ、こばやし くにこ、すがい まりこ、かたおか

まさかず、こうの としゆき
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<実験>

15NユニフォームラベルしたTraR100を大腸菌を用いた発現系により調製した。

NMR測定は90%HzO -10% DzO、250mM  NaCl、10mM  DTT-ds、50mMリン

酸バッファー (pH6.5)を用い25
0

Cもしくは15
0

Cで、行った。 NMRによるDNA滴定

実験は[IH-15N]HSQC法により行った (TraR100:dsDNA= 1 : 0.125"'-'2)。

<結果@考察>

TraR100のDNA結合部位を同定するために、 TREbox 4を含むDNA(TREDl d 

2)の滴定実験を行った。 TREDld2との複合体形成に伴う大きな化学シフト変化を

示す残基はαlヘリックスのN末端領域およびHTHモチーフを形成する αZα3ヘ

リックス領域に分布している (Fig.l)。特に、塩基性残基が多く HTHモチーフの

第2ヘリックスに相当する α3ヘリックスで顕著であることから、 α3ヘリックスが

DNA認識ヘリックスであることが示唆される (Fig.2)。更に、 βシートを形成す

るβlおよびβ2-β3領域で大きな化学シフト変化を起こすことからWing構造が

TraR100のDNA結合に直接関与していると考えられる。 TREDld2とTraRIOOの複

合体形成比は1: 2であり、 TRED1d3 (TRED1 d2の3'側3bp削除)では1: 1であ

ることからTREDlム2には2ヶ所のTraR認識配列がタンデムに存在することが分

かった。また、 TraRIOOのTRED1d3およびTREDld4 (TRED1 d2の3'1.員U13bp)

へのアフィニティーが異なることから、タンデムに並んだ認識配列がinvivoでホモ

ダイマーを形成するTraRの機能発現に関与していることが示唆される。

0.6 

0.5 

0.' 

1¥ 21 31 41 51 61 71 81 91 
Residl.leNumber 
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Fig.l NMR chemical shift changes of 
TraR100 upon complex formatiol1 
with TREDlL口doublestranded DNA 
(5'-AAGGTACGTTAAGTACCT-3'). 

Fig.2 NMR structures of TraR 1 00. 
Shaded areas indicate the residues 
displaying large chemical shift 
changes ( > 0.2 ppm ) upon DNA-
complex formation. 



lP019* Super High Expression with Corynebacterium glutamicum 
for NMR Sample Preparation 

(味の素附)0品川麻衣、榛葉信久、水越利巳、菊池慶実、鈴木栄一郎

(Ajinomoto Co.) OMai Shinag創刊、 NobuhisaShimba、ToshimiMizukoshi、

Yoshimi Kikuchi、Ei・ichiroSuzuki 

Abstract : Expression with E. coli is a common system to produce !abeled protei師、however， labeIing 

is stiII time-consuming and expensive. We have constructed the expression system for S. mobaraense 

transglutaminase (MTG)， using Corynebacterium glufamicum. which efficientIy secrete proteins. In 

this presentation、wewiII show the optimized condition to produce the labeIed proteins with 

Cglutamicum. and propose the easier and cost-effective expression system 

タンパク質の NMR研究を行う上で、安定同位体標識タンパク質を短時間で安価に調製す

ることがボトルネックのひとつとなっている。安定同位体標識タンパク質の製造には様々な

方法があり、各々一長一短がある。その中で、コリネホルム細菌は菌体外に分泌される目的

外タンパク質が極めて少なく、異種タンパク質を分泌生産した場合に精製過程が簡略化、省

力化出来るという特徴を持っている。また、菌体の高密度での培養が可能であり、少量で且

つ標識率の高い安定同位体標識タンパク質を分泌生産することが可能となる。従って、安定

同位体標識を含む培地にかかる費用や培養条件の設定、生産性の点で優れている。そこで、

本研究ではコリネホルム細菌の優れた特徴に着目し、 トランスグルタミナーゼ (MTG)を題

材として安定同位体標識タンパク質の製造法の確立を目指し、検討を行った。

MTGを題材として標識を行い、 NMR測定を実施した(Fig.l(a))，その結果、 20mL培養で解

析可能なスベクトルを得ることが出来た。これにより、コリネホルム細菌を用いた系では、

小スケールで NMR解析可能な安定同位体標識試料の調製が可能であることが示された。ま

た、菌体の生育状況と発現量を調べたところ、 15時間で MTGの発現が極めて多くなり、 20

時間前後で発現量が最大となることが判明した(Fig.2)。さらに、アミノ酸 (Met、Lys)の選

択的標識が可能であることが明らかとなった(Fig.l(b)，(c))。

Keywords : Corynebacterium glutamicumラlabeling.high巳xpressJOnぅsmaIIscale culture 

しながわ まい、しんばのぶひさ、みずこし としみ、きくち よしみ、

すずき えいいちろう
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2P020 SUMOリガーゼPIASlのN末端ドメインの構造と相互作用

(東京薬大薬 l、東京薬大生 2、理研GSC3、理研播磨七東大理 5)

大久保征治 1、原太志 2、土田有紀 l、O国代桜子 1，3、鈴木咲良 3、畠中秀樹 3、

横山茂之 3，4，5、田中弘文 2、神藤平三郎日

NMR structure and functionsofN-terminal domain OfSUM() ligase PIASl 

I Department of PharInacy， 2 Department of Life Science， Tokyo Ul'liversity of Pharmacy & 

Life Science， 3 RIKEN GSC， 4 RIKEN Hぽima，5 The University ofTokyo 

Seiji OkuboI， Futoshi Hara2， Yuki Tsuchida'， OSak町akoShimo旬kahara'ぺSakuraS田 uki3，
Hideki Hatanaka3， Shigeyuki Yokoyama3，4ペHirofumiTanaka2 and Heisaburo Shindo '，2 

A member of PIASぬmilyproteins，PIASl， have been reported to serve部組E3岨typeSUMO 

ligase for tumor suppressor protein p53郁 wellas itself. It was also proposed that the 

N-terminal domain of PIASl interacts with DNA and other trascription factors. In the work 

presented here， first， the .relative binding affinities of a . series of truncated PIASl mutants to 
p53 and LEFl were investigated and demonstrated that the binding is specific to theSAP 

domain (residues 1-65) of PIAS 1. Second， the three-dimensional structure for the SAP 

domain of PIAS 1 was determined， which revealed a unique four-helix bundle with a topology 

ofup-down-extended loop-down-up. Third， DNA binding ability ofthe SAP domain ofPIASl 

was investigated using gel mobility assay， showing that this domain is capable of binding to 

AlT開richDNA fragments. 

【はじめに1
SUMOリガーゼ(E3)である PIASlは癌抑制因子 p53を始めとする様々な転写因子

をSUMO化し，その機能を調節することが報告されている.しかし，それらの SUMO

化ターゲットと PIASlとの相互作用に関する詳細は明らかでない.そこで本研究にお

いては、まずPIASlのp53結合部位を同定し，その結合領域である SAPdomain (1-

65鵠)の溶液中の立体構造を NMRにより決定した.また PIASlのSAPdomainにつ

いて DNAとの相互作用についても検討した.

キーワード:PIASl， SUMO ligase， NMR構造解析

おおくぼせいじ、はらふとし、っちだゆき、たしろさくらこ、すずきさくら、はたな

かひでき、よこやましげゆき、たなかひろふみ、しんどうへいさぶろう
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[方法】

種々の PIASlのHis融合欠失変異体を作成し、これらに対して pul1down部sayを行

い， p53との結合の有無を調べた.またが3結合部位である PIASlのSAPdomain (1 

-65)を調製し，その立体構造を多次元異種核NMR法を用いて決定した.さらに，

この SAPdomainについて gelshift assayおよびchemicalshift perturbation法を用いて

N下richDNAとの相互作用を詳細に検討した.

I結果および考察I
pull down assayの結果より PIASlのp53結合部位はN末端の 1-65鵠領域に存在する

ことが判明した.この 1-65踊領域 (SAPdomain)の立体構造をNMRにより決定し

た.得られた構造はFig.lに示すように4本 heIix-bundleであり，“up-down-down叩"

のトポロジ}を持つユニークな構造であることが明らかになった.この構造は DNA

結合能を持っとしてすでに報告されている SAPモチーフと構造的類似性を有してお

り，今回DNAとの結合も確認された.現在， PIASlのSAPdomain (1 -65胡)と p53

のペプチド断片との相互作用について，また転写因子LEFlや c-junに関しても PIAS

1との相互作用について検討中である.

N 

(a) (b) (c) 

Fig.l. (a) Superimposed backbone chains of20 calculated structures ofPIAS1(1・65)with the 

lowest energy. (b) Ribbon diagram of the lowest energy structure. (c) The 同 viewofthe 

ribbon diagram in (b). 

1) S. Okubo， et. al.， (2004).1. Bio. Chem.， 279， p31455-31461 
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3P021 ヒトおよび酵母リンカーヒストンの球状ドメインの構造と DNAとの
相互作用

(JBIC' JBIRC)小野克輝， (東京薬大)田代樫子， 0神藤平三郎，
(明星大)清水光弘， (農業生物資源研)山崎俊正

Structure of Globular Domains of Human and Yeast Linker Histones and Their 

Interactions with DNA: (JBIC' JBIRC) K. Ono， (Tokyo Univ. of Pharmacy & Life Sci.) S. 

Tashiro，且」誕且00，(Meisei Univ.) M. Shimizu， (NIAS) T. Yamazaki 

[Abstract] In most eukayotes， linker DNA between nucleosomes is associated with a 

histone， termed linker histone H1. It is generally accepted that linker histones are implicated 

in. chromatin condensation and the maintenance of its higher回orderstructure， and also serves 

as integral components of mechanisms that control gene expression. 

We have reported the solution structures of the globular domains of Hholp from S. cerevisiae 

presenting a winged helix-tum-helix motif. In this study， we c~aracte白ed the DNA binding 

modes of Hholp as well as H1.0p from human by NMR as well as gel mobility assay. 

Detailed discussion was made in the comparative study of 3D・・.structureand DNA binding 

ability of linker histone H5 with structurally related DNA binding proteins. 

1 .はじめに

すべての真核細胞おいてヌクレオソーム間にあるリンカー DNAは塩基性の小蛋白質

であるリンカーヒストンと結合している.一般にリンカーヒストンはクロマチンの

凝集やその高次構造の形成において重要な役割を果たしていること，さらに遺伝子

の発現制御にも関与していると考えられている.酵母リンカーヒストン Hholpの球

状ドメインの NMR構造については 41回 NMR討論会において報告したが，典型的

なwingedhelix-tum寸lelixmotifであった1)今回は，酵母やヒトのリンカーヒストン

の球状ドメインと DNAとの相互作用について比較研究した結果を報告する.リンカ

ーヒストンの DNAとの結合部位や結合モードを明らかにするために，リンカーヒス

トンとスーパーコイルDNAやHolidayjunction DNAとの相互作用について比較検討

した.

リンカーヒストン， Hholp， Hl.O， DNAとの相互作用， NMR 

おのかっき，たしろ さくらこ，しんどう へいさぶろう，しみずみつひろ，

やまざき としまさ
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2.方法

出芽酵母 Hholpの遺伝子は酵母のゲノム DNAから直接 PCR法により増幅して得ら

れ，大量発現系に使用した.ヒトリンカーヒストン Hl.Opの遺伝子はヒト脳組織の

cDNA libraryから PCR法により増幅し，さまざまな Hl.Op変異体を作成した.結合

実験には， DNAとして線状 DNAの他，とくに four-wayjunctionを形成するように

デザインされた l本鎖 DNA(4W-Jla)をもっ 38-merを用いた.多次元 NMRの測定に

はBrukerDMX750および、DMX500を使用した.、

3.結果と考察

ヒトリンカーヒストン Hl.Opは，分化しない末端の細胞から発見され，鶏のリンカ

ーヒストン H5の球状ドメインと約 80%の相向性をもっ.それゆえ， H5との立体構

造の類似性も推測された.事実， Cαや Cs炭素の化学シフトの値から確かめられ，

winged helix-tum-helix motifをもつことが分った.

ヒト Hl.Opは， Hholpにくらべて，スーパーコイル DNAに対して極めて高い親和

性を示した.リンカーヒストンは，二重鎖DNAが交差するようなスーパーコイルDNA

に対して高い親和性を有することから， four-way junctionに対しても高い結合特異性

が推察された.Hl.0pの球状ドメインと 4W-Jlaとの相互作用に関する 2DlH-15 HSQC 

の解析から， H1.0pの DNAとの結合部位を同定できた.すなわち， H1.0pの球状ド

メインは主としてα-1のN末端領域(His25-Ser29)，α・2とα-3間の loop領域(Lys59・
Gln67)および、wing領域 (Lys85)の3つの領域で結合していることが示された.DNA 

の結合による化学シフトの変化は転写因子 hRFXI-DNA複合体の接触部位から予測

される領域と一致していることから，リンカーヒストンの DNA結合モードはhRFXl

に類似していることが示唆された(下図).興味あることには，リンカーヒストンに

高く保存されている塩基性残基 (Lys40，Lys42， Lys52， Lys69， Lys73， Lys85， Lys95)の

うち， DNAとの結合によって大きな化学シフトの摂動を受けた残基は Lys85のみで

あった.

A model of complex of linker histone 

withDNA (α-3 of linker histone binds 

the minor groove ofDNA) 

α，-2 

1) K. Ono et al.， Nucl. Acids Res.， 31， 7199-7207(2003) 
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lP022吹
田体NMRによる自発磁場配向膜中ポンボリチン11の動的構造の解析

横浜国大院・エ O鹿谷秀一、西村勝之、内藤晶

Dynamic Structu開 ofBombolitin 11 Bound to Magnetically Orienied Vesicles by Solid-state NMR 

Graduate School of Engineering， Yokohama National University 

shuichi Torav~， Katsuyuki Nishimura and Akira Naito 

Bombolitin 11 (BLT2) is a hemolytic heptadecapeptide originally isolated from the venom 

of a bumblebee. We have investigated interactions between BLT2 and lipid by solid-state NMR 

spectroscopies. 31 P NMR spectra showed that BL T2-DPPC membranes orient parallel to the static 

magnetic field above the gel-to-lipid phase transition temperature (Tc) in a peptide寸O咽 lipidratio of 

1:1 0 through amembrane fusion proCess. The magnetically oriented vesicle systems (MOVS) 

enable us to determine membrane四bounddynamic.structure of BLT2 by analyzing of 13C chemical 

shift anisotropies of the carbonyl carbons. It was revealed that the membrane-bound BL T2 adopt 

an α-helical structure and laterally di仔usesin the membrane， rotating around the membrane 

I10rmal with thetilt angle of the helix being -300
• These results suggest that the mechanism of 

membrane fusion induced by BLT2 is similar to that induced by melittin. 

【序論lボンボリチンII(BLT2)はマノレハナパチの毒液から単離された 17アミノ酸残基から成
るペプチド (SKITDILAKLGKVLAHV-NH2)である。このペプチドは、メリチンと同様に赤血球

やリポソームを溶解し、またホスホリバーゼA2の活性を増加させることが知られている 1)。ミセ

ルに結合したBLT2の構造はαヘリックスであることが報告されている 2)。本研究では、明確にゲ

/レー液晶相転移点 (Tc)をもっ生体膜モデルとして DPPC膜を用い、固体 NMRの手法を用いて

BLT2とDPPC膜の相互作用を明らかlこし、 BLT2の動的膜結合構造を調べることを目的とした。

【実験1Fmoc固相法で合成した部位特異的 13C標識BLT2とDPPCをペプチド対脂質モル比が1:10
になるように全量50mgを量り取り、300l-Uの緩衝液(20mM  Tris， 100 mM NaCl， pH 7.5)で水和した。凍

結・融解を10回繰り返し、これを IH高出力デ、カップリング、(DD)条件下における31pおよび13CNMR測

定に用いた。同試料を膜融合条件下で 1時開放置し、急速凍結後、凍結乾燥したものを交差分極マジッ

ク角回転(CP.MAS)法による13CNMR測定およびRotationalEchoDouble Resonance (REDOR)法による

原子間距離測定に用いた。全ての画体NMR測定は、 ChemagneticsCMX infmity-400 Nl¥，底分光器を

用いて行った。

I結果と考察1BLT2-DPPC二分子膜系の31pNMRスベクトノレを測定した結果、 DPPCのゲ、ルー
液品相転移点 (Tc= 415

0C) より低い35てでは等方信号が観測され膜分断がBLT2によって誘起

されていることがわかった。一方、 Tcより高い50てでは主に軸対称粉末線形の垂直成分が観測

動的膜結合構造、 13C化学シフトテンソル、MOVS、REDOR、膜融合

とらやしゅうし、ち、にしむらかつゆき、なし叱うあきら
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され(図 1)、膜小胞は静磁場に対して膜面を平行に配向することがわかった。また、 500Cでこの

自発磁場配向膜に結合した BLT2に対して、Ile3、Ile6、Leu7のカルボニル炭素の 13CNMRスベク

トノレを測定した結果(図 2)、等方化学シフト値8盟。から BLT2のN端部αヘリックス構造をとるこ

とが判明した。また、静止条件下において観測された化学シフト値OObsは回転数 100Hzの MAS

によって得られた軸対称粉末線形の垂直成分8ょに一致した。これらの 13C化学シフト値を表 1に

まとめた。さらに、昨年討論会にて報告した方法を用いて BLT2の動的膜結合構造解析を行った

結果、 BLT2のαヘリックスは膜法線から約 300傾けて膜法線軸のまわりを回転しながら並進拡散

していることがわかった。過去のメリチンに対して行った結果 3)と照らし合わせると、 BLT2の

残基数と一次構造はミツバチ毒メリチンのそれとは異なるが、メリチンと同様に BLT2は膜表面

を乱すことで膜融合を誘起することが示唆された。

50
0

C 
(a) 

35
0

C 

200 190 180 170 160 150 

ppm ppm 
Figure 1. 31p NMR spec佐aofBLT2・DPPC
bilayer systems at 350C (top) and 500C 

(bo出>m)，respectively. 

Figure 2. 13C NMR spec回 of[l.I3C]Ile6 -BLT2 bound ωDPPC 

vesicles und巴rs回 ic(a)， 100 Hz MAS (b)， 2 kHz MAS (c)ωndi凶ns.

Pe紘sden瓜edby t， t， andホ訂日釘伊1alsof carbo岨ylcarbα18 oflipid. 

Table 1.13Cch邑micalshift va1ues ofBLT2 bound ωmagneticaUy orien的dDPPCv郎1ヰlesunder a fusion∞ndition 

~/ppmt STRUCTUIffil b;，../ppm tJ.a/p卯lt au/ppml ゐ/ppml d33/ppml ~'/ppmll 

[1_13C]Ile3 174.9 日-helix 174.4 1.5 247.0 189.5 88.0 175.0 

[1_13C]Ile6 175.3 日旬.helix 175.9 -1.8 244.5 192.5 89.5 175.4 

[1)3C]L即 175.9 a-回目 165.8 30.3 244.5 192.5 89.0 175.3 

Measurements of a BLT2-DPPC bilayer system was performed at 500C. 
~ Obtained from CP・MAS13CNMRm榔闘訓len包oftheIyophilized powder samples 説200C.
tM=3(ゐ。-Oobs)， where Oobs主 d.L'
1乃'PicaJ13C chemi回lshi食vaJ脚 of(ゐoof a-heJix，品。fs-sheet)are(175.7，17ひ5)and (174.9，172.7) for [1.l3C]Leu and 
[IsC]Ile， res戸ctively.4)

{引用文献1
1. Argiolas and Pisano， 1985. J. Biol. Chem. 260， 1437刷1444.

2. Monticelli et al.， 2002. Biophys. Chem. 101-1位， 577-591.

3. Toraya et al.， 2004. Biophys. J. (in press) 

4. Saito and Ando， 1989. Annu. Rep. NMR争ectrosc.21， 209-290 
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2P023 疑似膜中におけるアミロイドペプチドの構造変化とダイナミクスに関する研究

(東工大院理工 I、高分子センター2、農工大工七百1巴Universityof Sheffield 4 ) 

0中海靖元 1，2、鈴木悠 3、宮内真悟 3、MichaelP Williamson4、

朝倉哲郎ヘ安藤勲 1，2

DetermInation ofthe Precise Structure ofSilk Fibroin Model Peptide studied with Solid-State N問主
Yasumoto Nakazawa， Yu Suzuki， Shingo Miyauchi， Michael P Williamson， 

Tetsuo Asakura and Isao Ando 
1 Dept of Chemistry and Materials Science， Tokyo Institute ofTechnology， Ookayama， Meguro-ku，おか0，
152-8552， JAPAN 2Dept of Biotechnology，おか'0University of Agri，ωlture and Technology， Koganei，おか0
184， JAPAN Tel&Fax， 042-383-7733 3Dept of Molecular Biology and Biotechnology Universi.かofSheffield 
Firth Court， Western Bank Sheffield S10 2TN， UK e-mail: ynakazawa@polymer.titech.αq 

The critical step in the development of'AJzheimer's disease (AD) is the conversion of soluble， 
nontoxic amyloid s-protein (As) to aggregated， toxic As rich in s-sheet structures. Yanagisawa et 
aft. discovered GMl ganglioside司boundAs (GMI/As) in brains exhibiting early pathological 
changes of AD and suggested that GMlIAs may serve as a seed for toxic， amyloid fibril formation. 
lndeed， immunochemical and spectroscopic studies demonstrated that GMlIAs has a 
conformation different from that of soluble As and accelerates the rate of amyloid fibril formation 
. of soluble As in vitro. 
In this study， the effects of GM1-ganglioside in the membranes on the binding of As will examine 
in detail using angler-dependent solid-state NMR techniques. Especially， we will analyze 31p solid 
sta:te NMR spectra of dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC) in the presence and absence of 
humanAs(1・40).In the case ofthe 31P anglerdependent NMR spectrum ofthe DMPC:As， we can 
obtain three component of the orientational component. The main peak (ca. 55%) assigned the 
destruction of the DMPC bilayer like a micelle. However， about 30% of the DMPC component have 
a tilt of 300 compared with lipid bilayer. This result suggests that the As aggregation has an 
influence on the orientation of the lipid bilayer. 

[Introducω叫t“io凪
老人性痴呆症として知られる AI包zheimeぽr病は、 s-amyloidペ

プチド(As)の神経細胞への沈着、凝集による神経機能障害に

よって発症、遺伝子因子と環境因子が組み合わさった複雑な

病気である。

1995年、 Alzheimer病初期の脳に見られるびまん性老人斑

から、膜成分糖脂質である GMlガングリオシドと結合した

Asが発見された 1)。この発見を機序に、様々な研究成果が報

告され、GMlガングリオシド結合型Asの形成がAs凝集を促

進し、脂質二重膜を破壊、最終的に神経毒性につながるとい

う説が有力視されてきた 2へしかしながらtこれらの研究は

げ h 線維化前律違(α:-helix構途)

Figure 1 Schematic illustration of As-
ganglioside GMl interactions. As 
specifically recognizes a ganglioside 
cluster. As undergoes a conformational 

すべて、 IRやuvを用いた分光学的研究であり、 GMlガン 回nsition貸oman α-helix・richωa

グリオシド結合型 Asの原子レベノレでの構造の解明には至っ s-sheet-richs加 .ctur巴.

ていない。そこで本研究では、生体膜と Asの相互作用について、詳細な解析を行うことを目的とし、

配向脂質二重層膜を作成、角度依存固体NMR法を用いた解析を行った。

Alzheimer病・ 0・アミロイド・配向脂質二重層膜・角度依存固体NMR・凝集機構
なかざわやすもと，すずきゅう，みやうちしんご， Michael P Williamson，あさくらてつお，
あんどういさお

-144-



【Materialsand Methods】

Asモデルペプチド、 As(1-40)[DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV] 

は PEBiosystems社製ペプチド合成機を用いて Fmoc固相法により合成した。得られたペプチドは

TOFIMSによって分子量の確認を行っている。配向脂質二重層膜試料は、 DMPC:ガングリオシド

GMl、DMPC:As(1・40)、DMPC:As:ガングリオシド GMlの混合物をクロロホノレム+メタノール溶媒

に溶解、 As(1・40)はベンゼンに溶解し、 DMPC、ガングリオシドGMlと混合してガラスプレートに展

開した。ガ、ラスプレートに展開後、 3cmに切断したlOmm中NMR試料管に封入し、 45"(;で4日間イン

キュベートした。角度依存国体NMR測定は、角度可変ゴニオメータ付き 10mm中プローブを用いて行

った。観測核は3lP、3lP900パルス幅=8μsec、PD=3secでのワンパルス測定を行った。各サンプルに

おいて、磁場に対して 00、150、300、450、600、750、900の各角度において測定を行った。

[Results and DiscussionJ 

As(l・40)について固相合成を行い、

純度の高い試料を得ることができた。 00

Figure 2には DMPC/GM1(10:1)の角度

依存固体 NMRの測定結果を示した。

Figure 2上図が磁場に対してアシノレ鎖

が平行 COO)Figure 2下図が磁場に対し

てアシノレ鎖が 450傾いたときのスベク

トルである。この結果、 DMPC中に存

在する GM1ガングリオシドは脂質膜

の配向を乱すことなく存在し、脂質膜 450 

中に膜の不均一性は見られなかった。

同様に、 DMPC/As(20:1)の角度依存

NMR測定の結果を Figure3に示す。

DMPC/GM 

Chemical Shifヒ!ppm Chernical shift/ppm 

Figure 3(a)、(旬、 (c)の順にアシノレ鎖の Figure 2 31p solidstate NMR Figure 3 31p solid state NMR 
方向が磁場に対して OO(平行)、 450、 spectra of a macroscopically spectra of a macroscopically 

orient泡d DMPC samp1e with oriented DMPC samp1e with 
90
0
(垂直)となっている。この結果、約 Gang1ioside-GMl at 350C as a AsU・40)at 350C as a function 
55%は無配向成分 (peaka) となって function of the ang1e between the of the ang1e between the 

bilayer and the magnetic fie1d. bilayer and 'the magneti 
おり、アミロイドの添加によって膜;破 DMPC/GMl mo1ar. ratio was' fie1d. DMPC/AsU・40)mo1ar 

擦がおきていることが示唆されている。 10:1. ratio was 20:1 

残りの45%は、配向挙動を示し、ガラスプレートと平行に存在する配向成分(peakc;約 15%)と平行配

向成分に対して約300の傾きを持った配向成分(peakb;約 30%)が存在し、特定の配向構造を形成して

いることが明かとなった。この現象は、 DMPCとAsの比率を、 30:1、10:1と変化させても再現され、

Asは脂質膜に対して何らかの影響を及ぼしているものと考えられる。本研究では以上の結果より、 As

がりン脂質膜に添加されると、 Asは凝集が起こり膜の破壊が生じ、 Asは局所的に膜と相互作用して、

特殊な配向挙動をみせると結論づけた。現在、溶液NMR法も含めた脂質膜、 GMlガングリオシド、

Asの相互作用サイトの特定を行っている。なお、本研究は一部、文部科学省 科学研究費補助金特

定領域研究「生命秩序の膜インターフェイスを制御するソフトな分子間相互作用jによって行われた。

[References】

(1) Yanagisawa， K. et al.， Nat. Med. 1995，1，1062-1066. (2) Kak:io，A. et al.， J Bio/ Chem 2001， 276， 
24985・2990. (3) Mandal， P. K.& Pettegrew， J. W. Neurochem Res 2004， 29， 447・453. (4) Yamamoto， N. et al.， 
FEBS Lett 2004，569，135-139. (5) Kurganov， B. et al.， Peptides 2004， 25， 217・232.
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3P024 高度好熱菌由来リボソーム蛋白質L16の溶液構造解析

1)阪大院薬、 2)理研GSC、3)理研繕磨、 4)阪大院理、 5)東大院理
O西村光広 l、吉田卓也 1、白水美香子2.3、寺田貴J!l札口‘倉光成紀 3，4，

横山茂之2ム5、大久保忠恭 l、小林祐次l

Solution Structure of Ribosornal Protein L 16 from Thermus thermophilus HB8 
o Mitsuhiro Nishimura， Takuya Yoshida， Mikako Shirouzu， Takaho Terada， Seiki Kuramitsu， 

Shigeyuki Yokoyama， Tadayasu Ohkubo atId Yuji Kobayashi 
Ribosomal pro飽inL16 is anessential component of baeterial ribosome. Here we， present the solution 
structure ofL16 from Thermus thermophilus HB8 determined by NMR. L16 has an α/βsandwich structure 
with two βsh田 tscombined at one connecting region. However， the both terminal pぽtsand a protruding 
I∞'p are fully disordered. The structured part ofL16 could be superimposed well on the medium司resolution
crystal structure of L 16 determined in ribosome. B y overlaying the solution structure of L 16 on the crystal 

structure in ribosome， we constructed a model to show interaction between L16 and rRNA. L16 has three 
iIiain rRNA interacting sites to six distant rRNA stems， suggesting large effect on ribosome's architecture. 
The L16 mutation sites， which are reported in the avilamycinjevemimicin resistant bacteria， are clustered 
onan αhelix and the side chains are exposed to solvent at tRNA binding cavity. This result suggests that 

these antibiotics inhibit tRNA binding by covering its binding site around L16. 

{序論]
リボソームは生命活動において最も基本的な働きの一つである蛋白質合成を行う分子機械であ

る。バクテリアでは、リボソームは50Sサブ、ユニットおよび30Sサブユニットと呼ばれる 2つのサ

ブユニットが会合することで働いており、それぞれのサブユニットは複数の RNAと蛋白質から構

成されている。

それらの構成因子の中でも、リボソーム蛋白質L16はリボソーム研究の初期から最も注目され
ていた蛋白質の一つである。L16を除いて再構成した50Sサブユニットはペプチド鎖転移反応活性、
tRNAの結合、 30Sサブユニットとの会合、抗生物質の結合といった様々な側面で失活することが

知られている。近年のりボソーム結晶構造解析では、L16はリボソーム中で機能部位が集中するサ

アユニットの境界面に位置しており、ペプチド鎖転移反応の活性中心付近でアミノアシルtRNAの
結合部位を構成していることが明らかにされた。またL16上の変異が抗生物質avilamycinおよび、

evemimicinの耐性に関与する事も報告されており、L16は抗生物質の標的部位としても新たな注目

を集めている。

じかし、、これまでL16の構造解析は原子レベルに達しておらず、構造の側面からL16について
報告されている実験事実を考察することができない状況にあった。 50Sサブユニットの結品構造に

、おいても、分解能の不足から主鎖構造が得られているのみであり、側鎖構造は決定されていない。

そこで本研究ではNMR'によって高度好熱菌Thermusthermophilus HB8由来L16の溶液構造を
決定し、L16構造を原子レベルで解明することで、その構造の特徴、周囲の rRNAとの相互作用、

抗生物質の耐性に関与する変異について考察した。

【結果・考察】
2427の距離制限と 81の二面角制限を用いてL16の構造計算を行った結果、良く収束した構造が

得られ、主鎖非水素原子の RMSD0.40A、側鎖を含めると RMSD1.15 Aであった。溶液中のL16
は四本鎖逆平行βシートに2つのαヘリックスが並んだα/β二層構造をとっており、さらに、この

二層構造に二つのβシートが組み合わさっていた (Fi伊陀 1)。一方、L16のN末端領域、 C末端領

域、突出したループ部分においては構造を決定することができなかった。 lH_15N異核NOE実験

を行ったところ、これらの領域ではNOE値の減少が観測され、溶液中で高い運動性を持つことが
示唆された。

リボソーム蛋白質、 NMR構造、 RNA-蛋白質相互作用、抗生物質

にしむらみつひろ、 よしだたくや、しろうずみかこ、てらだたかほ、くらみっせいき、
よこやましげゆき、おおくぼただやす、こばやしゅうじ
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今回得られたL16構造と50Sサブユニットの結晶

構造中で決定されたL16主鎖構造との比較を、主鎖
Cα原子に関して行ったところ、溶液中で構造をとっ
ていた部分についてRMSD1.3 Aと良い一致が見ら
れた。この一致をもとにリボソーム結晶構造の座標

にL16溶液構造を重ね合わせることでモデルを構築
し、リボソーム中のrRNA構造に対するL16側鎖構

造の配向を求めた。このモデル構造中でL16と周囲
のrRNAとの相互作用を調べた結果、L16の二層構造

部分は主に3つの部位で6つの rRNAステムに対し

て相互作用していることが示唆された。これはL16
の結合がリボソームの高次構造に広く影響すること

を示唆しており、L16を除いてリボソームを再構成
した時に観測された様々な機能失活を説明する結果

である。

また、 70Sリボソームと tRNA複合体結晶構造を

用いて同様にモデル構造を作成し、 tRNAとの位置関係を調べたところ、 Arg56がアミノアシル仮NA

のTループ部分に近接していることが示された。これまでL16のN末端領域と突出したループ部位
がアミノアシルtRNAと接触することは報告されていたが、L16が中心の二層構造部分においても

相互作用している可能性が示されたのは本研究が初めてである。

L16の高分解能構造が得られたことで、抗生物質の作用についても新たな知見が得られた。抗生
物質avilamycinおよび、evernimicinの耐性に関与しているL16上の変異部位はArg51、Va152、Arg56

の3残基であり、これらはL16構造においては一つのαヘリックス上に位置していた。上述のモデ
ル構造中でそれらの側鎖構造を調べたところ、 50SサブユニットのtRNAが結合する空間の表面に

露出している乙とがわかった(Figure.2)。また、その位置はこれまでに報告されているrRNA上の
耐性獲得変異部位や、これらの抗生物質を用いたrRNAprobing実験によって保護された部位の延長

線上であった。これらのことから、 avilamycinおよびevernimicinはL16と隣接するrRNAステムに

横たわるように結合することが示唆される。上述のように、 Arg56を含むこのL16とrRNAステム

の境界部分はアミノアシルtRNAのTループが接触する部位であることから、これらの抗生物質の

作用は、リボソームに結合することによってアミノアシルtRNAの結合部位を覆い、 tRNAの結合

を阻害することであると考えられる。

a 

Figure 1. (a) Ensemble of 30 structures and (b) 
ribbon model of T.thermophilωLl6. Residues in 

the disordered both terminal regions were not shown 

for clarity. 

w
f℃
 

L16 Helix 89 Helix 91 L16 Helix 89 Helix 91 

Figure 2. Indicated binding site of avilamycin and evenimicin.τ'h巴sidechain structures of the mutation 

sites of L16，白紙is，Arg51， Val52叩 dArg56， were represented by ba1ls-and-sticks.百leresistant asscト
ciated mutation蜘 orprotected si防 inRNA probing experiments on 23S r悶 Ahelix 89 and helix 91 
were a1so shown. 
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lP025* 区分標織と残余双極子相互作用を利用した

ドメインオリエンテーションの決定
〈阪大・蛋白研1、理研GSC2、東工大・資源研3)
0辻本拓哉人八木宏昌1、山崎俊夫2、吉田賢右3、阿久津秀雄1

Determination of domain orientations using the segmental isotope labeling 
and residual dipolar couplings 

'/nslitute lor丹'oteinReserch，Osaka University， 2Genomic Sciences Center R/KEN， 3Reserch 

Laboratory 01 Resources UIi/izalion， Tokyo /nslitlJte 01 Techn%gy 

OTakuya Tsujimotol， Hiromasa Yagil， Toshio YamazakF. Masasuke Yoshida3
• Hideo Akutsu1 

トドーATPase is known to be the smallest motor protein on the earth. The s subunit is the catalytic region 

of this enzyme. andthe conformational change of this subunit is related to the rotary motor mechanism. In 

order to monitor this conformational change. we determined the relative orientation of.N-and C-terminal 

domains of this subunit in nucleotide binding and empty states using residual dipolar couplings. The analysis 

of this subunit (>50kDa) was difficult because of the signal overlapping固80.we used the segmental isotope 

labeling to reduce the number of NMR signals in a spectrum. The results demonstrated that even the isolated 

βsubunit monomer can change its conformation from “open" to“closed" on nucleotide binding. 

【序論】

マルチドメインを持つタンパク質にとって残余双極子相互作用の測定はドメイン聞の立体配置を決定す

るのに有効な方法である。我々は ATP合成酵素のFサブユニットにこの方法を適用した。Fサブユニットは

ATP分解活性を持つ偽s3I複合体中ではヌクレオチド結合によって叩聞からclosedへ構造変化するというこ

とがX線結晶構造ですでに報告されている。しかしながら、モノマー状態においては、構造変化に関する知見

は朱だよく分かうていない。そこで今回βサブユニットモノマーが、ヌクレオチド結合に対してどのような構造変

化を起こすのかを区分標識と残余双極子相互作用の測定を組み合わせることにより検討した。ヌクレオチド

が結合した時としていない時でのN末端とc末端ドメインの配向テンソルをそれぞれ決定し、そこから各ドメイ
ン聞の相対毘置の決定を試みた。βサブユニットは分子量が 5万を越えるため、シグナルの重なりが激しくな

る。そこで N末端とc末端ドメインを区分標識で選択的に標識することで、各ドメインのシグナルを独立に観
測することにした。

{実験1

13C、15Nの標識区分が異なる2種類のFサブユニット(1-127残基、391・473残基が標識されたもの。これ

らはそれぞれN末端側とc末端側ドメインの一部にあたる)をインテインの自己スプライシング反応を利用し

キーワード:区分標識，残余双極子相互作用

つじもとたくや、ゃぎぴろまさ、やまざきとしお、よしだまさすけ、あ〈つひでお
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て作成した。インテインとβサブユニットをシークェンスの途中で切断し、それぞれのN末端側とG末端倒を融

合させた発現プラスミドを別々に調聾した。各々を大腸重量で発現させ、重量性淘jによって一端舗成させた後リフ

ォールヂィングする。 j畠麗を上げてやることでインテイン鹿応を慢進させてやり層的タンパク盤を得た。会ての

フラグメントには80偽璽水紫化を行った。残余親極子相作用の測定lまlH園 15N，IPAP幽HSQCで行い、臨場麗向

には問。12正s/hex畠nolを用いた。各ドメインの裏目向テンソル及び相対龍置の決定Iこは Moduleを用いた。

の測定はpH8.0、32
0
Cで行い、瀦定幸菱重量Iこは BrukerORX800 with CryoPro加を用いた。

[結果と考察]

βサブユニットは大きくN末端ドメイン、ヌクレオチド鯖合ドメイン、G末端ドメインの3つに分けることがで

き、 NMR信号の婦重量およびヌクレオチド鯖合Iこ対するケミカルシフトパータベーションの鯖果から、ヌクレオチ

ド結合ドメインは比較的フレキシブルな領壌であるのに対し、 N末端およびG末端ドメインはしっかりと構遣を

とっている領域であることが分かっている。従って、今国対象としている N末端、G末端ドメインはそれぞれ独

立に寵向テンソルを持つものと考えることが出来る。

溺置の鯖畢、N末端で65倍、C末端で 39個の残余濃槙子相作用が観測された。各計算値iこはαdJ3

の鯖晶構謹(POB10=1 SKY)中のFサブユニットの部分を用いた。観測された残余双謹子相草作用をすべて使

って実測債と計算値をフィットさせた場合、両者iこ良い一致が毘られなかった。これは計算値に正確なモノマ

-s(/)構造を使っていないことによるものと考えられる。そこで2次構造をとっている領域のみで計算瞳とのフ

ィットを行った。その結果、比較的良い一致がみられ、それから求めた N末端と G末端の相対盟置は AOPが

ある場合では closed、ない場合では openIこ近い鯖轟が得られた。以上よりβサブユニットはモノマーのみでも

a3ssi複合体で毘られたような openから closedへの構造変化を龍こすことが示唆された。
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2P026 クモ糸モデ、ノレペプチドおよび遺伝子組み換え法により作製した
クモ糸類似タンパク質の固体NMR構造解析
(農工大・工)0大郷耕輔、)11瀬泰司、楊明英、)11村純司、朝倉哲郎

Structural Analysis of Model Peptides and Recombinant Pro句insof Spider Silk with Solid State NMR 

kosukeO同o，1吋iKawase， Mingying Yang， Junji Kawamura and Tetsuo Asakura 
Department 01 Biotechnology， おかoUniversity 01 Agl叱ultureand Technology， Koganei，おか0184・8588

Telc量Fax:042・388・7733e-mail:asσ'kura@cc.tuat.acjJワ

In recent years， new biomaterials based on fibrous proteins have been prod山 edby genetic engineering method. 
For molecular design of such kinds ofbiomaterials， it is important to obtain the structural information on the 
original repetitive sequenωs in these fibrous proteins. In this study， we synthesized the repetitive sequential 
model peptides of spider silk and analyzed their s甘ucturesby combining several solid state NMR methods， that 
is， the quantitative use ofthe 13C chemical shifts and 2D spin-diffusion NMR. 

【緒言】蚕やクモの生産する絹など、天然の繊維状タンパク質は、高強度・高弾性であり、クモ牽引

糸は最も強い天然繊維と言われ、同じ太さの鋼鉄線の5倍強い。それらの一次構造は、特徴的な繰り

返し配列の組み合わせから構成されており、蚕やクモの種類によって異なる。そしてそれらは実に多

様であり、かっ、その物性も著しく異なる。そこで、その特徴的な繰り返し配列を組み合わせた人工

のタンパク質繊維を設計、大腸菌やトランスジェニック蚕、さらには、ヤギやジャガイモ等で発現す

る試みが行われるようになってきた九

特に、クモ糸に関して海外を中心に多くの構造研究がなされてきたが2)、単結晶を得ることができ

なく、かっ、多様な繰り返し配列が組み合わさることから、立体構造の解析に関しては明快な結論は

得られていない。一方、我々は、これまで蚕絹タンパク質の構造解析において、一次配列を元に、安

定同位体モデルベブ9チドを合成、詳細な原子レベルでの構造解析を行い、多くの成果を得てきた例。

そこで本研究では、クモ糸の各種一次配列由来のモデルペプチドを合成、その立体構造を解析する

ことを試みた。さらに、遺伝子組み換え法により作製したクモ糸類似タンパク質の構造解析を併せて

行った。

【実験】女郎蜘妹の一種であるNψhilaClavipωが生産するシルクの一次構造を元にモデルペプチドの
配列を決定した。それらの配列を以下に示した。

1. QGAGAAAAAAGGAGAGGAGGAGGAGAGRGGLGG (34残基)

a QGAGAAA[I-日C]AAAGG[2-13CJAGAGGAG[2-lJCJG[3-"C]AGGAGAGRGGLGG

b QGAGAAAAAAGGAGAGGAG[I-"C]G[I-13CJAGGAGAGRGGLGG 

11. GGLGGQGAGAAAAAAGGAGQGGYGGLGSQGAGRGGQGAAAAAAGGAGQG (49残基)

a GGLGGQGAGAAA[3-日CJAAAGG[2-口CJAGQGGYGGL[!-I3CJGSQGAGRGGQ[2-I3CJG-

AAAAAAGGAGQG 

111. GPGGAGPGGAGPGGAGPGGAGPGGAGPGGAG (31残基)

IV.遺伝子組み換え法により作製したクモ糸類似タンパク質

a TS[DGG(A)6GGAASGAGYGA(GAGSGA)2GAGYGA]s 

b TS[DGG(A)I2GGAASGAGYGA(GGA)4GAGYGA]4 

IとIIは、高強度かっ適度な弾性を有する牽引糸(draglinesilk)を構成する二つのタンパク質

(MaSp! ，MaSp2)の一次構造を模倣したものであり、 IIIは高い弾性を有する、クモの巣の横糸の核とな

るflage¥liformsilkのものである。

なおIVは、クモ牽引糸由来であるAla連鎖領域や(GGA)nfこ、家蚕絹フィブロイン由来配列を組み合わ

せた配列であり、遺伝子組み換え法により改変した大腸菌を用いて生産したタンパク質である。

モデルペプチドIa，IIaについて、 13CCP瓜-1ASNMR(C恥1)(・400NMR分ノ光計)を測定し、得られた化学

シフト値から局所構造の検討を行った。また、モデルペプチドIbについて、二次元スピン拡散固体

NMR (Varian Mercuryplus 400 NMR分光計)をoιMAS条件下で測定し、得られたこ次元パターンから

詳細な二次構造の解析を行った。

クモ牽引糸・flagelliformsilk'クモ糸類似タンパク質・二次元スピン拡散国体NMR法・構造依存性化学シフト
おおごうこうすけ、かわせたいじ、ゃんみんいん、かわむらじゅんじ、あさくらてつお
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【結果・考察】

[クモ牽引糸モデルペプチドIの構造解析結果]試料Iはdraglinesilk(MaSp 1) 

中に見られる繰り返し配列であり、 Ala連鎖領域とGGAの繰り返しを含んだ

Gly rich領域からなる。試料Iaについて、13CCP!MAsm凪スベクトノレの化学
シフト値から、ラベル部位の局所構造を検討した。その結果、Ala連鎖領域及

びその近隣はβsheet構造を形成する事が示唆された。また、 (GGA)3の中心

のAla残基については、構造依存t性の強いAlaCs炭素の化学シフト値から解

析を行った。その結果、 3，・helixを示す成分が70%存在し、残りの30%は13-

油国t構造を形成することが示唆された(Fig.1)。そこで(GGA)3の詳細な構造 3'0…古川通.，'1'5'" '1'0・1
情報を得るため、試料Ibについて、二次元スピン拡散固体NMR測定を行った p阿伽皿別S

(Fig.2a)o以前に(GGX)n配列のモデルペプチドである(AGG)IOについて、二次計2252fZ品位詑sof 
元スピン拡散固体NMR法を適用した結果、Ala及びGly残基の二面角値は共 p句tideIa and (b) Ala r悶duesin 

に(中川=(・帆問。)と決定されたのが、そのスベクトノレノザーンと比べると、ピほお設;3ι-r1XM
ークが広幅化していた。そこで(中，¥jf)=(・90ヘ1200)を70%、供sheet構造((中，¥jf)=
(_1500，1500))を30%と仮定した際のスベクトルを計算した結果σig.2b)、非 同

常によい一致を得た。この事より、 (GGA)3の構造は、 Ala連鎖領域と存在す

ることにより、一審ss寸leet構造に取り込まれるものの、概ね3，・helix構造を

形成していると言える。

[クモ牽引糸モデルペプチドHの構造解析結果]試料Hを、 8M尿素へ溶解、

アセトニトリルの滴下後に得られた沈殿物について、 13CCP/MAS NMR測定を行

った結果、天然の牽引糸めのそれとほぼ一致を示し、また、各ピークの化学シフト 加)

値より、 s-sheet構造の形成が確認された。そこで次にペプチド内の局所的な構造

について検討するため、安定同位体ラベノレを導入した試料IIaのスペクトルを測定

した。特にAlaCsのピークには三つの成分が検出され、各々の化学シフト値は、家

蚕絹モデノレペプチド(AG)日をSilkII型(s-sheet構造)に調整した試料や天然家蚕

絹繊維に見られる不均一構造ηのそれとほぼ等しいが、それらの割合は異なること

が明らかになった。

[クモ糸類似タンパク質の構造解析結果]試料lVaとIVbについて、 TFA及

びギ酸処理に伴なう13CCP/MAS NMRスベクトノレの変化を、Fjg.3にまとめ

た。試料IVaではAla連鎖長が短いために、 α・helix構造をとることができず

、二つの処理で構造はかわらず、 0・sheet構造を主にとることがわかった
(Fig.3a，b)。一方、試料IVbではAla連鎖長が長く、ルheliX:構造をとることが

可能となり(Fig.3c)、実際TFA処理では主にルhelixとなる(Fig.3d)。またギ酸

処理では主にβsheet構造となるので、処理法によって、 Ala連鎖部位の構造

をかえることができる。

なお発表では、 flagβllifonnsilkモデルペプチドである試料IIIの構造解析結

果についても述べる。

【謝辞】二次元スピン拡散固体NMR3I1J定にご協力いただいたバリアンテク

ノロジーズジャパンの芦田淳博士に感謝します。なお、本研究は一部、農林水

産省「アグリバイオ実用化・産業化研究」及び(財)旭硝子研究助成金によって 8L B ゐ'ゐ'ゐ' l 
行われた。 、 ppmfromTMS 
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3P027 神経選択的サイレンサー結合因子 NRSF/RESTと

mSin3Bの相互作用解析

(横浜市大・院総理 1，理研・ GSC2，長寿研・分子遺伝学 3)

O野村充宇田広子 2，村井清人 3，森望 3，西村善文 l

NMR study on the interaction of neural restrictive silencer factor 

(NRSF/REST) with mSin3B 

o Mitsuru Nomura1， Hiroko Uda2， Kiyohito Murai3， Nozomu Mori3 and Yoshifumi 
Nishimura1 

1 Yokohama City Univ.， Graduate School o[ Integrated Sd.， 2RIKEN， Genomtc 

Sciences Center， 3Natl. Inst. [or Longevtty Sct.， Dept. Mol. Genetics 

Neural restrictive silencer factor， NRSF (also known as REST) binds a neuronal 

cell type selective silencer element to mediate transcriptional repression of 

neuron-specific genes in non-neuronal cells and neuronal progenitors. NRSF/REST 

recruits the mSin3・HDAC complex and/or the CoREST・HDAC complex， which 

represses the neuronal gene expression by deacetylation of histone with remodeling 

of the chromatin structure. We found that the first paired amphipathic helix domain 

(PAHl) of mSin3B interacts with the N-terminal domain of NRSF/REST. Here we 

report on NMR study of the PAHl domain of mSin3B complexed with a peptide 

comprising the NRSF/REST-N-terminal region. 

I序l
NRSF/RESTは，神経選択的サイレンサーに結合し，非神経細胞もしくは未

分化の神経細胞での神経特異的遺伝子の発現を抑える転写抑制因子である.

NRSF/RESTのN末端側のドメインは，コリプレッサ-mSin3を介してヒストン

脱アセチル化酵素 (HDAC) をリクルートし，また C末端側のドメインでは

CoRESTを介して HDACをリクルートし，クロマチン構造を不活性化すること

で，転写を抑制することが示唆されている.我々は， NRSF/RESTのN末端数残

基が， mSin3Bの 4つのPAH(pairedamphipathic helix)ドメインのうち， PAHl

ドメインと相E作用することを明らかにした.更に原子レベルでの転写制御に

関する知見を得るため，多核種多次元NMR法により NRSFIRESTのSin3相互作

用ドメインと mSin3BのPAHlドメインの複合体の構造解析を行っている. 今

回は，複合体の二次構造と相互作用部位の解析結果について報告する.

キーワード NRSF/REST， mSin3， PAH 1ドメイン，相互作用解析，転写

著者ふりがな のむらみつる，うだひろこ，むらいきよひと，もりのぞむ，

にしむらよしふみ
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[方法1
NRSF/RESTの Sin3相互作用ドメインは，シグマアルドリッチジャパン(株)

により合成および精製された. mSin3Bの PAHlドメインについては，大腸菌

大量発現系を用いて， 15Nもしくは 13C/15N標識体を得た.ブルカ一社製 Avance

700を用いて，リン酸緩衝液中，温度 293Kで mSin3Bの PAHl ドメインと

NRSF/RESTの複合体の構造解析を行った. mSin3Bの PAHlドメインの主鎖

の帰属には， 2D lH・15NHSQC， 3D HNCO， HN(CA)CO， HNCA， HN(CO)CA， 

CBCA(CO)NH， HNCACB，倶IJ鎖の帰属には， 2D lH.13C HSQC， 3D 

HBHA(CO)NH， HCCH-TOCSY， HCCH-COSY， CCH-TOCSYの各種スペクト

ノレを用いた. NRSF/REST の Sin3 相互作用ドメインの帰属には， 2D 

13C/15N-filtered NOESY， 13C/15N-filtered TOCSY， 13C/15N-filtered COSYの

各種スベクトルを用いた.水素核開距離情報の収集には， 2D 13C/15N-filtered 

NOESY， 3D 15N-edited NOESY， 13C-edited NOESY， 13C-filtered，13C-edited 

NOESYの各種スベクトルを用いた.また{lH}・15NNOEを測定し，分子内運動

から構造に関する情報を得た.

[結果と考察l
mSin3BのPAHlドメインの化学シフト値とランダムコイルの化学シフト値

から作成した化学シフトインデックスと，隣接残基間および中位のlH-lHNOE 

より，複合体中のmSin3BのPAHlドメインは 4本の αヘリックスから構成さ

れていることが分かった.更に{lH}-15NNOEより C末端側に運動性の低いルー

プ領域があることが示された.同様にNRSF/RESTのSin3相互作用ドメインに

ついても，化学シフトインデックスの作成と NOEの解析から，複合体中では α

ヘリックス 1本から構成されていることが判明した.また，主に疎水性残基聞

に分子間NOEが観測されたことから，疎水的相互作用によって複合体が安定化

している司ことが分かった.

現在，複合体の溶液構造を決定するため，更に NOEの収集と解析を行って

いる.
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Figure 1. lH_15N HSQC spectra 

of (A) free mSin3B PAHl and 

(B) PAHl in the presence of an 

equi valent amount of N・terminal

region of NRSF/REST . 



lP028女固体NMRによるエラスチンモデノレベブロチド(VPGVG)6の精密構造解析
1)農工大・工、勾バリアンテクノロジーズジャパン

0大郷耕輔1)、芦田淳2)、朝倉哲郎1)
Structural Analysis of an Elastin Model Peptide， (VPGVG)6 with Solid Stat冶NMR

KosukeOhgo" JunAshida' and TetsuoAsakura' 

/ Department 01 Biotechnolo，郡おかoUniversity 01 Agriculture and売chnology， Koganei， Tokyo 184・8588
2均rianTechnologies Japan Ltd.， Minato，おか0108・0023JAPAN
Tel&Fax: 042句388-7733e-mαil:asakur似'i!Jcc.tuat.acJp

Recent advance in structural analysis of proteins and peptides with solid state NMR makes possible to study the pr巴cise

structure ofthe essential sequences which are closely related to the function ofthese compounds. In general， such a 

sequence might be a mixture of several well-known secondary structures or might be di百erentfrom the structure believed 

v，:ithout detai!ed structural analysis. In this work， the structure of an巴lastin-mimeticmodel peptide， (VPGVG)6， was 

determined with 2D spin-diffusion solid-state NMR and REDOR methods in order to study the detailed structur巴ofthe

sequence VPGVG which has been considered to be th巴originof elasticity of elastin. The torsion angles of the Pro residue 

were determined to be (中，Ijf)= (品。，120")，but ther巴areseveral possible candidates ofthe torsion angles ofthe Gly residue 

prior t9 the Pro residue， indicating the heterogeneous structure for this residue. 

【緒言】固体NMR解析法の進歩に伴い、精密に構造を決定できるようになると、特定連鎖について

、従来信じられてきた二次構造が間違っていたり、唯一の構造でなく構造の分布を有することが報告

されるようになってきた。例えば、タンパク質において、特定連鎖の構造は、その機能と関連して語

られることが多いことを考えると、特定連鎖の構造を詳細に検討することは極めて重要である。

エラスチンは生体組織の弾性を担う重要なタンパク質であるが、この一次配列中に見られる繰り返

し配列(VPGVG)nについて、これまでに弾性を有するタンパク質設計のモデル系として多くの研究が

なされてきた。実際、 Poly(VPGVG)は弾性を示すが、構造をベースとした、その機能発現の議論は、

Hスパイラノレ構造 (typeII sターン構造を周期的に含む螺旋状構造)を仮定してなされてきたが旬、ラ
マン分光法による結果は、 Poly(VPGVG)の固体構造はむしろ、主にアモルファス成分から成ることを

示しており、構造をベースとした機能発現の考察は異なることになる九このような観点から我々は

、P6Iy(VPGVG)のモデルペプチド(VPGVG)6について、固体NMR法による解析を進めた。その結果、

15位のG1y残基について、特定の二面角値をとらない不均一構造であることを明らかにしたり。また、

Iowa大のHongらは、モデルペプチド(VPGVG)3について、ターン構造と伸びきった構造が混在するこ

とを報告している九本研究では、各種、安定同位体ラベルモデノレペプチド(VPGVG)6を合成し、二次.

元スピン拡散固体NMR法及びREDOR法とを組み合わせて、より詳細な構造解析を行い、その結果に

基づいて、エラスチンの弾性発現について検討する。

【実験]Fmoc回相合成法により合成した一連のペプチド(VPGVG)6をTable1にまとめた。

I迫ble1. Several ¥JC and "N-labeled (VPGVG)6 for 20 spin-di百IJsionNMR and REOOR experiments. 

Peptide Method Information 
(VPGVG)2[I-"C]VII[I-¥JC]PIZGVG(VPGVG)3 Spin-diffusion Pr印，(中川 Angle 

(VPGVG)2V[I -¥JC]P12[I -"C]Gu VG(VPGVG)3 Spin-diffusion Glyll(中，'1') Angle 

(VPGVG)2 VP[I -"C]G¥J[I -"C]VI4G(VPGVG)3 Spin-diffusion VaI，，(中，'1') Angle 

(VPGVG)2VPG[I-1'C]VI4[I-¥JC]Gl，(VPGVG)3 Spin-diffusion Glyl'(中，'1') Angle 

(VPGVG)2 VPGV[I -"C]Gl，[I -"C]VI6PGVG(VPGVG)2 Spin-diffusion Vab6(申，'1') Angle 

(VPGVG)2[ 1 -"C]VIIPG[I'N]VI4G(VPGVG)3 REOOR [J-l'C] VII [判]V14 Dist叩印

二次元スピン拡散固体NMR測定は、 Mercuryplus400NMR分光計(Varian)を用い、 OffMAS(54.7。・6.6")条

件下で行った(Mixingtime:2s、試料回転速度:6kHz、室温で測定)。スベクトルシミュレーションの際

の誤差評価は、χ'(中，'Jf)=去エ::l[ι-A{中，'Jf.州中，'Jf)]'を用いて行った幻。
エラスチン園二次元スピン拡散団体NMR法巴REDOR法・不均一構造

おごうこうすけ、あしだじゅん、あさくらてつお
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REDOR測定は、 CMXInfinity400NMR分光計(ChemagneticsCo.)に三重共鳴プローブを用いて行った。

試料回転速度は6kHzで行い、 Evolutiontimeは24msまで測定した。

【結果・考察】

[Pro残基の内部回転角]

二次元スピン拡散固体NMR測定結果をFig.Uこ、 χ2マップをFig.2に示した。 12位のPro残基の二面角

値に依存したスベクトノレパターン(Fig.la)より算出したχ2マップでは、極小点が複数現れるが、 Pro残

基の構造制限から、(中，，，，)=(・60ソ20')f寸近の極小領域をとる。これは理想的なqpeII sターン構造を形成
する際の、 Pro残基の二面角値と一致する。 喜一目

[Gly残基(Pro-Gly)の内部回転角] i 
一方、 13位のGly残基の二面角値に依存したスベクト

ノレパターン(Fig.1b)より算出したがマップにおいても、

極小点が複数現れる。タンパク質中において、 Pro圃G1y配

列のとりうる構造はtypeII sターン構造が圧倒的に多い
が、その際のGly残基の二面角値(中，'1')=ゆ0'，0ヲ付近での

χ2値は、比較的高く、理想的f.ttypeII sターン構造の形
成は考えられない。またGly残基は他の残基に比べ立体

障害が少なく、とりうる二面角値の範囲が広いため、 χ2

マップのみでの二面角値特定は難しい。

Figure 1. 2D spin・diffusionNMR spectra of 
a) (VPGVG)2[1-"C]VII[1-I3C]PllGVG(VPGVG)3叩d
b) (VPGVG)2V[j-13C]P，，[1-I3C]GI3 VG(VPGVG)3 
m出esolid state‘ 

そこで次にREDOR法による距離制限から、構造の制限を試みた。試料のラベルサイト間距離は、

Pro及びGly残基の二面角値に依存する。 REDOR測定で得られた結果を、均一な構造由来として見積も

った場合、その距離は5.1・5.2Aとなった。 Pro残基の二面角値を(中，"')=(・60ソ20')と仮定すると、原子間
距離よりGly残基の二面角値が制限され(Fig.2b点線)、 χ2マップと比較すると、(中，，，，)吋6ぴ，・9ぴ)付近が双

方を満たす解となりうる。しかしながら、この二面角値から形成される構造は、エネノレギー的に非常

に不安定である。従って、 13位のGly残基の二面角値に依存した二次元スピン拡散固体NMRスベクト

ルパターンは、均一の二面角値を反映したね………吋惜1hf…一…マー…一…
ものではなく、分布を有した構造を反映し 1 袋詰凶払 i
ていると考えられる。 おi後 可聴彊置
現在、 Pro及びGly残基について、その'" ~，l 41111邑 「
角に依存する原子間距離をREDOR法によりペ 可盤

測定、解析を行っている。また、他の残基 vu; 竃.曹

についても、二次元スピン拡散固体NMR法 W!
による構造解析を行っており、発表ではそぷ犠弘 警
れらも併せて、 (VPGVG)6の分子鎖構造な J 喝島 守
らびにエラスチンの弾性発現について検討ぷ i 
する。 ゆ~..::~~ .iI) <<t，"・拶ベ

寺

[謝辞】本研究は一部、昆虫テクノロジ Figu問 2.χ1maps between simula凶 andexperimental 2D spin-diffusion 
プロジェクト、科研費「基礎研究BJ及び NMR spectra of a) (VPGVG別l・1'C]VII[I-"C]P"GVG(VPGVG)3and 

b) (VPGVG)2V[I-"C]P"[j-1'C]G，， VG(VPGVG)3 as a 
(財)旭硝子研究助成金によって行われた。 間以es中加d'1'. The black抗出meantheωrsion angles with sma11χ1 values 
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2P029 タンパク質微あI品tiを月FJいた同体 NMRによるタンパク質-DNA相互作用の研究
(珂!化学析究所ゲノム科学総合研究センターl、横浜rti立大?士大学院総合主'tl学

研究科2、理化学研究所遺伝生化学 3)

01:lUq~ 稔 1、本多賢吉 2、石部総 f:l、美川務 2 ， :3、伊藤隆 2， :3、柴旧武彦 2 ，:1 、

山崎俊夫 l

Protein-DNA interaction studies by solid-state NMR enhanced using microcrystalization 
(Genomic Sciences Center， RIKEN1; Graduate School ofIntegrated Science， Yokohama City University2; Cellular 

andMolecular Biology Laboratory， RIKEN') 
OMinoru Hatanaka'， Masayoshi Hondi， Satoko Ishibe， Tsutomu Mikawa2':>，Yutaka Ito2.3， Takehiko Shibata2

へToshio Yamazaki1 

Recently， a numb巴rof solid-state NMR experiments have been performed using microcrystalized proteins for 
obtaining intensively improv吋 spectrain resolution and sensitivity. MicrocrystaIization of proteins is relatively 
easier than making a large single crystal that is essentiaI to X-ray crystaIlography. In our research we introduced 
the microcrystalization for investigating interactions of RecA-DNA complex and obtained improvements in the 
quaIity of spectra. RecA protein is ess巴ntiaIto homologous genetic recombination and DNA repair. The molecular 
structure of RecA has been determined by X-ray crystallography in 1992. However自己 structureof two loop 
regions ofthe protein have not yet determined， which are thought to be DNA binding sites. In spite ofneeds for the 

compIete structure of the protein， solution NNR is also not amenabJe to this protein due to formation of a Jarge 
protein fiJament in solution even at Jow concentration. ln contrast with these methodsヲsolid-stateNI¥凪 issuitable 
for this kind ofproteins， and moreover introduction ofmicrocrystalization becomes essential for this research. 

【序】国体 NMRでタンパク質の高分解能スベクトルを得るために、微結品化した試料を用

いる実験が最近多く見られるようになってきた。タンパク質の微結品は単結晶よりも容易に調

製することが可能であり、著しいスベクトル分解能、感度の向上をもたらす。本研究では遺伝

子相同組換えタンパク質 RecAの DNA認識ダイナミクスを、これまでは同水平[lした凍結乾燥

試料で固体 Nrvmによって研究を行ってきたが、測定試料の不均令性、長時間測定に対する不
安定性などから十分な分解能を持ったスベクトルを得ることができなかった。しかし今刷、微

結品試料で実験を行ったところ著しい状況の進展がみられた。

RecA (MW=37，842; 352amino acicls)の構造は 1992年に Storyらによる X線結品構造解

析により決定されたが、最初に結合する single-strancleclDNA (ssDNA)の結合領域と考えら

れている 2本のループ(Ll， L2ルーフ)は低電子密度のために現在も明かになっていない。

原子レベルでの構造情報を与えるもう・つの下法である溶液 N]'vlRでは恥ecAが比較的低濃度

でもフィラメントを形成することからその対象としては不適切である。こうしたことからl母体
NtvlRは RecAおよびその DNA複合体の研究に適しており、前述のタンパク質試料の微結品

化を導入することで新たな知見を得ることができたのでそれを報告する。

【実験1DN，へと RecAの L2ループの相互作用を調べるため L2ループの中央に位置する
Phe203を Trpで部位特異的アミノ酸置換した RccA(F20:3W)を用いた。大腸菌由来の野生

型lcecA (WT)はTrpを2伺しか持たず、それらはループ領域に存在しないので、RecA(F20:3W)

と RecA(WT)の Niv1Rスベクトルを比較することで L2ループの構造と運動を議論すること

ができる。そのために Trpの inclc必窓素とアミド窒素を ISNで|司位体標識した試料、

[15N2JTrp-Rcc/¥(WT)、[1"N 2JTrp-fccc八(F203W)を調製した。タンパク質微結晶は RecAに

特異的な沈殿剤である spermicline、または CrystalScreening Kit (Hampton Research)で

叫 rceningを行い、良好な微車Jfti11を得た 8%PEG8000， 0.11¥11 Tris-HCl pH8.5で得られた。

キーワード:タンパク17t微私VIlli、1，<;1体Ni'vm、I¥c心へ、タンパク質一DN八相互作用

はたなかみのる、ほんだまさよし、いしべさとこ、みかわっとむ、いとうゆたか、しばたたけひこ、
ぺJまざき とし才主



RecA-ssDNA complexの形成は我々のグループで単結品を作る際に ssDN八として用いて

いる dTl4(deoxythymidy!ic acid; 14mer)で行い、微結占~I試料を調製した。 15N-CHvV\S、

15NFnp}-REDO氏、 31P{15N}-REDORの同体 NMR測定は ChemagneticsC恥'fXInfinity plus 

400を用いて行った。

【結果&考察】 Fig.l.(a)一(c)は昨年の本討論会で報告した再水和した凍結乾燥 RecAの

15N-CPMASスベクトルである。 (a)[indole-15N]Trp-RecA(WT)から Trpの indole-15Nに由

来すると忠われる小さなピークを(b)[15N2]Trp-RecA(WT)、(c)[15N2]Trp-RecA(F203W)で推

察できるが、大きな backbone-15Nのシグナルのためその存在を確認することは困難であっ

(a) rehydrated powder 

(e) 

(c) 

一一一一τ一一一一一一一-，-

microcrystal 

た。それに対し微結晶

RecAでは indole-15N

のシャープなピークを

(e)WT、(f)F203Wで

観測することができ、

1却 1∞ 80 曲 140 白

その強度はそれぞれの

タンパク質に含まれる

Trpの{回数に比例して

いることがわかる。比

較的容易に調製できる

微結品から、このよう

に著しいスベクトル分

解能の向上が得られる

ことを結果は示してい

る。

15N Ch~mical Shifl (ppm) 15N Ch泡micalShift (ppm) 

Flgふ、ISN-CPMASspectra of (a)[indole-15N]Trp-R田 A何IT)，(b)[l5N，lTrp-RecA何IT)，
and (cW5N，)Trp噂R出 A(F2ffiW)in陀hydratedsample∞ndition問∞rdedwith 10kHz 
of sp唱nningfrequency at 273 K. 15N_CPMAS spectra of (d)[indole-15N]Trp-RecA仰 T)，

(e)[ISN，lTrp-RecA(WT)， and (fW5N2]Trp-RecA(F2ωW) in micr∞rystalized sample 
∞ndition recorded with 10kHz of spinning frequ阻 cy瓜 273K

今度は Trp203が実

際に DNAと相互作用

をしていることを確か

めるための実験を

(c) 

世曲師

15N Ch~mical Sh前(ppm)

FigムISN_CPMASspectra of (a) CSN，] Trp 
RecA(F203W)， (b) [lsN，lTrpRecA(F203W)-
dTl4∞mplex， and (c) Trp-R，田A(F203W)-
dTl4-ATP)'S complex陀∞吋edwith 10 kHz 

of spillning frequency at 273 K 

Fig.2.で行った。 Fig.2(a)は ssDNA結合前のスベク

トルである。次にRecAにssDNAを加えたところTrp

のピークが少し弱くなり、 backboneのシグナルに変

化がみられたが、大きな変化は見られていない

(Fig.2(b))。しかし、 ssDNAの伸長を誘起することが

知られている ATPySを加えると Trpのピークが大き

く減少した(Fig.2(c))。このような大きな変化は

ssDNAのbackboneの31pのシグナルを31P-CP1心、s
で測定したときにもケミカルシフトの変化として観測ー

された。このことから RecAがATP丙と結合しactive

formを形成することで、 RecA及び ssDNAに何ら

かの変化が生じていると考えられる。更に、こうした

変化が Trp203と ssDNAの直接的相互作用によるも

のかを調べるために RotationalEcho Double 

Resonance (REDOR)でTrpのindole-15NとssDNA

のbackboneの31p聞の原子間距離の測定を現在行っ

ている。本討論会では他の変異タンパク質での結果も

含め報告する。
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3P030 p4r伽タンデム SH3ドメインと p22phox由来ペプチド複合体的 NMRによる

港譲中での立体構造

(北大院薬九大生医研2)

O/J、椋賢治鳥飼真之介湯j畢聴才川和也住本英樹稲垣冬彦 1

NMR Solution Structure of the Tandem SH3 Domains ofp47phOX Cornplexed with 

p22
Phox
-Derived Peptide 

Kenji Ogura 
1， Shinnosuke Torikai¥ Satoru Yuzawa ¥ Kazuya Saikawa1， Hideki Sumimot02， and 

Fuyuhiko Inagaki
1 

Graduate School of PharmaceuticalSciences， Hokkaido University1， 

and Medical I'nstitute of Bioregulation， Kyushu Universitj 

The superoxide-generating NADPH oxidase of phagocytes is activated through interaction 

between p47PhOX and p22PhOX， where the tandem SH3 domains of p47PhOX is thought to cooperatively 

interact with a proline帽richregioh (PRR) of p22PhOX
• To investigate such a novel inter-molecular 

recognition mode， we determined the solution structure of the p47PhOX tandem SH3 domains complexed 

with p22PhOX PRR. We prepared the 13C/5N-labeled .tandem SH3 domains of p47PhOX (138 residues) 

and the p22PhOX_PRR peptide (25 residues) by E. coli. A suit of triple resonance experiments were 

performed on a Varian UNITY INOVA 800 spectrometer. The solution structure of the complex was 

calculated with ARIAlCNS software which revealed that the core regionof the p22PhOX PRR peptide 

adopted a typical polyproline-type~1I helix (PPII). PPII was recognized through the single biriding groove 

formed by the conserved binding surface of both SH3 domains. Moreover， the .C-terminal regionofthe 

peptide formed a short helix and interacted with the N-terminal SH3 domain. The result is consistent 

with the notion that the N-terminal SH3 domain plays a major role for the complex formation. 

【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と膜タンパクの

複合体である.そ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 p47phoxと膜タンパク質

サブユツト p22phoxの結合である.活性

酸素発生系の休止状態においては，

p47phoxのふたつの SH3ドメイン領域

(タンデムSH3)は，分子内マスクされ

x
 
o
 

h
u
 P
 
7
 
4
 
nv 

oz o. 

~ゴ:;

Fig.1 Interaction mechanism of p47Phox andp22phQx 

p47phox， p22phox， SH3 

おぐらけんじ，とりかいしんのすけ，ゆざわさとる.さいかわかずや，すみもとひでき，いながきふゆひこ
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ていて p22phoxと結合できないが，p47ρhoxの G末端側領域のリン酸化により，分子内マスクが解除さ

れ，p47phoxのタンデムSH3がp22phoxと結合し，活性酸素発生系がオンになる(図1).その結合様式

は，p4rhoxのタンデム SH3が p22phoxの1ヶ所のプロリンに富む領域(PRR)を共有して結合すると

されており， SH3ドメインによるリガンド認識機構として他に例のないユニークな相互作用棟式であ

ることが示唆されている.本研究の目的は，p47phoxのタンデム SH3ドメイン_p22phoxpRR複合体の

立体構造を NMRを用いて解析することである.

【実験】15Nおよび13cj15N均一ラベルp47phoxタンデムSH3(138残基)は， GST融合タンパク質として

大腸菌により発現しアフィニティー，イオン交換およびゲルろ過クロマトグラフィーにより精製した.

NMR滴定実験および蛍光滴定実験のための各種p22phox由来ペプチドはシグマジェノシス社のペプ

チド合成サービスにより入手した.13Cj15Nラベルp22phox由来ペプチド(25残基)は GST融合タンパ

ク質として大腸菌により発現し，アフィニティーおよび逆相クロマトグラフィーにより精製した.NMR測

定は， Varian Unity Inova 800， 600および UnityPlus 600分光計を用いて 250CIこておこなった.

lH-15N聞の RDC測定は， PEG(C12日)/hexanol(r=0.85)による液晶配向媒体にておこなった.立体

構造計算には， 3D13Cーおよび15N-editedNOESY由来の距離制限， TALOS由来の二面角制限，お

よび RDC制限を用いて， Red Hat linux 9で動作する PCクラスター (Athlon2400+ X 10 CPUs)にて

ARIA ver.1.2およびCNSverJ.1を使用した.

【結果】15Nラベルp47ρhoxタンデムSH3に対して数種類の合成p22同oXPRRペプチドを滴定し， lH-15N

HSQCスペクトルの化学シフト変化および信号数の充足を目安にペプチドのスクリーニングをおこな

った.その結果，両者の結合には，p22phoxの PRR部位(10残基)だけでなく，それに続く塩基性アミ

ノ酸領域も必須であることがわかった.NMR滴定実験で判明したp22phoxの必須領域ペプチド(20残

基)とp47phoxタンデムSH3のaffinityを蛍光滴定実験で測定したところ， Kd=640nMであった.この値

は， SH3による標的分子認識としては異例に強い数値である.

p4rhoxタンデムSH3のペプチドフリー状態およびp22仰やRRペプチド結合状態にて三重共鳴多次

元NMRスペクトルを測定し，主鎖連鎖帰属をおこなった.その結果，ペプチド結合にともないp4rhOX

タンデム SH3は分子全体にわたって化学シフト値が大きく変化することがわかった.さらに，ペプチ

ドフリーおよび複合体状態に T 

おけるp4rhoxタンデムSH3の

[1H}_15N NOEを測定したとこ

ろ，複合体では SH3ドメイン

を連結するリンカ一部(17残

基)の運動性が抑えられるこ

とがわかった(図2).これら

の結果は，ふたつの SH3ドメ

N.wrmlnal 針-13. linker 

インが協同的に p凶22γρh伽o即xペプ F町l匂9.2引{1川H問}.1剛5耐NNO促Eo耐f旬p4仰7押ph刷臥祖蜘nd由@棚mS釧H3dom制(仏μLe的問帥pti凶恥d

チドを認識して結合することを示唆するる. 

つづいて， 13Cj15Nラベル p4rhoxタンデム SH3+ノンラベル p22phoxペプチド複合体試料を用いて，

三重共鳴多次元 NMR測定をおこない，複合体形成時におけるp47phoxタンデムSH3ドメインの信号

nv 

戸

hυ



帰属を完了した.また，ノンラベ

-司伊

... ・子

申甲

制

・
削

蜘

噌 l柵

ル p47phoxタンデム SH3+13C/15N 

ラベル p22phoxペプチド複合体試

料を用いて，複合体形成時にお 噌和二 I!:! 1::: 

ける p22phoxペプチドの信号帰属

を完了した(図 3).さらに，

紗吃d ふ 1::: I 噌 ! 
噌誠一日" iMl 噌 P ibN 

何|甲<: 1::: 
15N-edited NOESY解析結果から，

p22phoxペプチドの PRR領域後方

で内鱗rm il l rV 13 
明 書掛哨"時・ A'.... 宇!ー 1:: 

甲 1: 1 叫苧 ↑2 
輔酢号-叩:::.- 、 二ぷ二 I ~~ 

の塩基性アミノ酸領域が短いα l明
E 品滋:. 甲奥;;~11J'担 1;;; 1;芯

嶋略詐噌 官瀞野片戸‘伽 守申イ，'" I~ I 主
町g炉‘，申ヂ 一 i… 一

へリツクスを形成していることが | 晦 司s|@附S'吋.噌判K陶:QP附問 N榊p陣p押P開RP~悩RK脚K岬P問喝伊柵 |s

わかつた(沼図4引).NO町由来の伺〉一F円向叩i匂ωgω3ふ'H_'…よ
水素原子距離(何37苅84的)， RDC(ω91). pep討de.(Left)恥p47 + nonlabeled p22.陶 ht)nonlabeled凶7+内世2・

およびTALOSによるφψ角度制限(109)に基づいて，

p4]phOXタンデム SH3ドメインと p22phoxペプチド複合体

の溶液中での立体構造を決定した.エネルギー的に

安定な 20構造の重ね合わせおよびリボン図を，図5

および図61こ示す.立体構造の RMSDは主鎖(N，Cα，

C')で 0.41A，全重原子で 0.75Aであった.この立体

構造では， 比較的柔軟なリンカー領域で繋がれた

ふたつのSH3ドメインが， n-Src loop部位と310-helix

部位でお互いに組み合っていた.そして，ふたつの

SH3ドメインが対向するように配置して形成されたド

メイン間の溝に，ちょうど p22ρ伽ペプチドが挟みこま

れるように結合していることがわかった.また，p22phox 

の短いαへ1)¥;1クスは，p47
phox
のN末端側 SH3ドメイ

ンと相互作用していることがわかった.
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dNN(i， 1+1) ・・・・・・・・・・・・・
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Fig.4 (Top) 8trips of 3D NOESY spectrm of p22phox-peptlde and 
(bo抗om)Dislance∞m制 ivitymapfromA161toK166 

F1g. 6 Rlb回nd旬間mof加担ndemSH3 domaln 01凶7凶開

Fig.50ve吋ayof 2O structures of theぬndemSH3 domains com仰凶州p22phox岬蜘.

∞mplexed with p22phox-peptlde. 
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図7に.N-SH3ドメインの p22phox結合面を示す.N-SH3ドメインは.Trp193. Tyr167. Pro206. 

Ser208.および Phe209残基によって，他の SH3ドメインと共通の正則の結合面を形成している

p22phoxPRRペプチドのPro155からPro160の領域がプラス配向(クラス1リガンド)で結合して，ポリプ

ロリンタイプ2ヘリックスを形成している.p22phoxペプチドの Pro152は N-SH3の Trp193および

Trp204の側鎖によって形成されたポケットに結合している.先に示したように.p22phoxペプチドの C

末端側領域のAla161.Glu162. Ala163およびArg164は短いαヘリックスを形成して.N-SH3ドメイ

ンと相互作用している.heteronuclear NOEの結果から.Lys165以降の残基は，主鎖の運動性が高

<.特定のコン-フォメーションは持っていないと推定される • p22phoxペプチドの c末端側残基は，
Ala163による疎水的な相互作用が主体となって.N-SH3に結合しているようだ.全体的に見て，

p22phoxペプチドは N-SH3に巻き付くように結合しており.N-SH3は p22phoxペプチドの N末端側，

中央部，およびc 末端側の領域のすべてを認識しているこの結合様式は• p47phox _ p22phox分子間

相互作用において.C-SH3よりも N-SH3が中心的な役割を担っていることを説明できる.

図8に.C-SH3ドメインの p22phox結合面を示す.C-SH3ドメインは.Trp263. Tyr237. Pro276およ

びTyr279残基によって.p22ρ'hox PRRペプチド結合面を形成している.p22phox PRRペプチドは，マイ

ナス配向(クラスEリガンド)をもって Pro155から Arg158の領域が結合しているが.Pro152および

Ser153は結合していない.Ser153は.N-SH3とC-SH3のどちらとも強い相互作用を持っていない.

Pro152は.N-SH3に結合しており.C-SH3から離れた位置にある C-SH3のMet278の長い側鎖

が邪魔になって.p22P伽ペプチドの N末端側領域は.C-SH3に結合することができず. N-SH3に

結合しやすい配向をとっている.多くの SH3ドメインでは.Met278に対応する位置には.Serineや

Asparagineなどの比較的小さい親水性側鎖を持つアミノ酸が配置されていることが多い.この位置

に比較的大きい疎水性側鎖をもっメチオニンが掃入されているのは.p47phoxの C-SH3が唯一の例

である p22phoxペプチドのArg158は.C-SH3に対する結合のマイナス臨向を決定づける重要な役

割を担っている.Arg158側鎖は.Asp243. Glu244およびTyr274側鎖と強く結合している

全体的に見て.C-SH3は.p22phoxペプチド認識に関して.N-SH3よりも少ない相互作用を持って

いることがわかった.

Fig.7 p22pho岬 eptidebinding sites of N.SH3 domain 01 p4 7phox. Fig.8 p22p加X咽 p!ideblnding 5i!曲。fC-SH3由 mainof凶7凶ox.
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lP031* フッ素化へムを導入したヘムタンパク質の19，FNMR緩和の解析

(筑波大院数物 1、長岡高専物質工 2)

0長尾聡 l、平井佑紀 l、木村英昭 I、三田肇 l、長友重紀!、山本泰彦 I、
鈴木秋弘 2

19F NMR Relaxation Study of Hemoprotein Reconstituted with 
Fluorinated Hemes 

OS.Nagao1， Y. Hirait， H. Kimura1， H. Mita1， S. Nagatomo1， Y. Yamamoto1， andA. Suzuki2 
lGraduate School ofPure andApplied Sci.， Univ. ofTsukuba 
2Dept. ofMaterials Eng.， Nagaoka Natl. Coll. ofTech. 

19F NMR can be used for the structural characterization of active sites of various b吋pehemoproteins 

reconstituted with fluorinated heme. 19F NMR signals obs巴rvedfor reconstituted proteins possessing a heme 

with a CF3 group as a p巴ripheralside-chain were much sharper than those for the proteins possessing a hem巴

with F group directly bound to the porphyrin ring. Theoretical ealculation using model molecules indicated 

that fast intemal rotation of CF3 group greatIy diminishes the chemical shift anisotropy(CSA) contribution to 
19F NMR relaxation. 

序論

ミオグロビン(Mb)など天然のb型ヘムタンパク質にフッ素を側鎖
にもつへムを導入すると、 19FNMR測定によりへムタンパク質の活

性部位の電子構造の変化を高感度に検出する事ができる。私共

は従来の研究により、 Fig.lに示したCF3基をもっ7・PFとF基をも

っ2・MFを導入したMbの様々な配位状態における 19FNMRス

ベクトノレを比較した結果、 CF3基のシグナルはF基と比較して極め

てシャープに観測される事を明らかにしている。一般的に、化学

シフト異方性(CSA)による緩和の寄与がフッ素の緩和に対して支

配的であるため、分子運動が遅くなる程、また磁場強度が高くなる
7-PF 

程 CSAの影響は大きくなり、シグナルの線幅は増大する。そF で Fig.l Mol巴ωc叩u凶山l且訂rs坑truc則t句叩ure0ぱff伽luo叩lOnn削1
」 、 h恥1犯emeuωs巴吋din t白hisstudv 

CF3基のシグ、ナノレの線幅が F基よりも狭く観測された理由には、
J 

CF3基のフッ素がF基よりもCSAの大きさが小さい事と、あるいはCF3基の速いタイムスケールの内部回転

運動が CSAf;'よる緩和の寄与を減少させてしも事が考えられた。本研究では、この CF3基と F基の CSA

の寄与を見積もるため、モデル分子の分子軌道(MO)計算を行った。さらに理論計算から CF3基の内部回

転運動と分子の等方回転運動の速度がフッ素の CSA緩和に与える影響をそれぞれ評価した。これらの事
から CF3基の導入により、高分子量のへムタンパク質の構造解析における 19FNMRの可能'性について考

察した。

実験

Fig.l fこ示したフッ素化へム7・PFと2・MFをマッコウクジラMbのアボタンパク質に組み込み、常法により
COが配位したMbCO(7-PFMb， 2-MF Mb)を調製し BrukerAVANCE DRX400及び500を用いて 19F

NMR測定を行った。 MO計算では、実験に用いたフッ素化へムのモデ、ノレ分子ーであるCF3基及びF基を側
鎖にもつポルフイン分子について、基底関数 B3LYP/6-311Gを用いた構造最適化、エネルギー計算を行

いフッ素核の遮蔽テンソルの主値を求めた。さらに、過去に報告されている理論計算式仰il1iam.E， Hull， 
Brian D. Sykes， J Mol. Biol.， 98， 121-153(1975))にMO計算によって得られたパラメータを代入して、線幅
への CSA緩和の寄与を計算した。

Keyword 19F NMR，へムタンパク質，計算化学，化学シフト異方性，電子構造

ながおさとし、ひらいゅうき、きむらひであき、みたはじめ、ながともしげのり、やまもとやすひこ、
すずきあきひろ
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結果と考察
7・PFMbと乙MFMbを376

MHz及び470MHzの異なる磁
場強度下で測定した19FNMRシ
グ、ナルをFig.2に拡大して示す。

それぞれのシグナルの半値幅

(L1 V)12)は376MHzの磁場強度下

において7・PFMbは 12.5Hz、

2・MFMbは68.5Hzであり、470

MHzの磁場強度下ではそれぞ

れ 19.3Hz、93.1Hzであった。磁

場強度の違いによる親幅の差は、

2-MFよりも 7-PFの方が小さい。

この結果は、 CF3基のフッ素は F

基よりも大きな CSAをもっている、

または CF3基の内部回転運動が

376MHz 

0 
(Hz) purity 

470MHz 

0 
(Hz) 

Fig.2 Linewidths of 376 and 470 MHz 19F NMR signals observed for 
MbCO reconstituted with 7 -PF叩 d2-MF. 

CSA緩和の寄与を減少させている可能性を示唆している。

そこで、 CF3基とF基のフッ素についてCSAをMO計算によって求めたところ、両者のCSAの値に大き

な差は見られなかった。次に、側鎖に CF3基をもっポルフィン分子について、分子の等方回転運動の相関

時間(-zc)をMbと同じタイムスケーノレの1.0x10.
8 
Sに固定し、 CF3基の内部回転運動の相関時間(買)を実

際の CF3基の運動の 1.0x10.
12 
Sからほぼ運動が止まっていると考えられる1.0sまで変化させてCSA緩

和の線幅への寄与を計算した(Table1)。

Table 1 Calculated Iinewidths of 19F relaxation due to CSA for perfluoromethylporphine at 376 and 470 MHz. 

有(s)
19F NMR frequency 1.0x10-'2 1.0x10-11 1.0x10-10 1.0x10-9 1.0x10-. 1.0x10・ 1.0x10" 1.0 

376 MHz 17.8 17.9 18.5 22.1 39.0 63.6 71.6 72.8 

470 MHz 27.9 28.0 28.9 34.2 60.9 99.3 111.9 113.7 

The linewidths are given in Hz. 

買が1.0sの場合の線幅は、 376MHzでは72.8Hz、470MHzでは 113.7Hzと求められた。一方、買が1.0

X 10-12 Sの場合の線幅はそれぞれ 17.8Hz、27.9Hzと求められた。この結果から、 CF3基の速い内部回転

運動がCSA緩和の線幅への寄与を大幅に減少させている事が明らかとなった。また、高速で運動している

場合は CSA緩和に対する磁場強度の影響が小さい事が明らかとなった。次に、CF3基及びF基をそれぞ

れ側鎖にもつポルフイン分予について、分子の等方回転運動速度の違いが CSA緩和に与える影響を評

価するために、買を1.0x10-12 Sに固定し、1(，をMbと同じタイムスケールの1.0x10-
8 
Sから分子量 10万

以上のタンパク質の運動のタイムスケールである1.0x10-7 Sまで変化させた計算を行った(Table2)。

Table 2 Calcula飽dlinewidths of 19F relaxation due to CSA for perfluorome出ylporphineand fluoroporphine. 

1'c (s) 

Complex 1.0x10-. 2.0x10" 3.0x10" 4.0x10" 5.0x10-. 6.0x10" 7.0x10" 8.0x10" 9.0x10-. 1.0x10-7 

Perfluoromethyl-
27.9 55.7 83.5 111.3 139.2 167.0 194.8 222.7 250.5 278.3 porphine 

Fluoroporphine 84.1 168.1 252.1 336.2 420.2 504.2 588.3 672.3 756.3 840.4 

The linewidths are given in Hz at 470 MHz. 

CF3基を側鎖にもつポルフィン分子において、 CSA緩和による線幅はたが1.0x10-
8 
Sの場合27.9Hz、1.0

X 10-7 Sでは278.3Hzであったのに対し、F基を側鎖にもつポルフィン分子ではそれぞ、れ84.1Hz、840.4
Hzと求められた。理論計算によって得られた線幅の値とMbのNMR測定によって得られた値はほぼ一致

しており、この理論計算による線幅の評価が妥当である事が示された。この事から、フッ素を CF3基としても

つヘムを観測対象のへムタンパク質に導入した場合には、分子量が 10万以上のタンパク質においても 19F

NMRシグ、ナルは約300Hzの線幅で検出可能であることが理論計算から示され、 CF3基を導入することによ

り構造解析が可能となると期待される。
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2P032 サソリ毒ペプチドIsTXの立体構造解析

eサントリー生有研、 2Univ.of Antananarivo) 
0山路奈保子 1、LiDai1、菅瀬謙治 l、MartaAndriantsiferana2、

中嶋瞳賜 l、岩下孝 I

Thre沼田dimensionalStructure ofScorpion Toxin Peptide IsTX 

1 Suntory Institute for Bioorganic Research，ト1・1，Wakayamadai， Shimamoto-cho， 

Mishima-gun， Osaka， 618・8503，

2University of Antananarivo 

Nahoko Yamaiil， Li Dail， Kenji Sugasel， Marta Andriantsiferana2， Terumi Nakajima1， 

Takashi 1 washita 1 

The peptide IsTX obtained from the venom of the Madagascar scorpion Opisthacanthus 

madagascαriensis， has 41 amino acid residues and 4 disulfide bridges. It has been found in 

male venom but not in female venom. This peptide has high sequential similarity with HsTX1 

(Heterometrus平in砕rtoxin 1)， which h出 highaffinity for voltage-gated potassium channel 

(Kv1.3). However the affinity of IsTX is 10，000-fold lower than that of HsTXl. In order to 

investigate the difference of the affinity， three-dimensional structure of IsTX was revealed 

using solution NMR and compared with HsTX1. 

[序】

IsTXはマタ守ガスカノレ産サソリ ( Opisthacanthω madagascariensis)の毒液から単離さ

れたアミノ酸 41残基のペプチドで、 4本のジスルフィド結合を有している。また、

このペプチドは雄の毒液に存在しており雌の毒液には存在していない。 IsTXは電位

依存性カリウムチャネル (Kv1.3)に対して非常に高い親和性を示す HsTX1

(Heterometrus spinifer toxin 1)とシークエンスの相同性が高い。しかし， IsTXのカリ

ウムチャネルに対する親和性は HsTX1の一万倍弱い。活性の違いの原因を調べるた

めに溶液NMRを用いて IsTXの立体構造解析を行い、 HsTX1の構造と比較した。

キーワード:カリウムチャネル、サソリ毒ペプチド、立体構造、溶液NMR

発表者ふりがな:やまじなほこ、 LiDai、すがせけんじ、 MぽtaAndriantsiferana、

なかじまてるみ、いわしたたかし
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【実験]

測定サンフ。ルは化学合成により調製した IsTXを用い、 4.7mM  (H20/D20:9/1、pH3.9) 

に調製した。すべての NMR測定には BrukerBiospin社製 DMX・750、DMX・500の装

置を用い、 298Kで各種2次元 lH-NMR測定(DQF-COSY、 TOCSY、 NOESY)を行

った。スベクトルの帰属、構造計算にはAnsig、X-PLORを用いた。

[結果と考察I

IsTXの立体構造を Fig.1に示す。解析の結果、 IsTXは l本のαヘリックスと 3本の戸

シートがジスノレフィド結合で安定化された構造をとっていた。 IsTXはアミノ酸配列

の相向性から、サソリ毒ペプチドファミリーのα-KTX6サブファミリーに属する。そ

の中でも HsTXlとはアミノ酸相向性が最も高い。 HsTXlと構造、活性を比較すると、

得られた立体構造は HsTXlと主鎖の構造がほぼ同じであったため、 Kv1.3に対する

活性の違いは側鎖の配置の違いによる静電ポテンシャルの差で、あると考えられた。

その上 lsTXはHsTXlに比べ、 N末端が 4残基長く、 9シートを l本多く形成してい
ることと、 C末端の疎水性の 2残基が多いため、これらがチャネルに結合する際の

障害になっていた。

(a) 、‘，ノ'hu 
r'a
・・‘、、

Fig.l Three-dimensional structure of IsTX. (a) Superposition of 20 best structures. 

(b) A ribbon diagram ofthe structure ofthe lowest energy. 
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3P033 微小管に結合する新規ドメインのNMRによる解析

(横浜市大院・総合理，) 

慶明秀一 1、O岩谷奈央子 l、合田名都子 1、白)11昌宏 l

NMR analysis of a novel domain interacting microtubule 

Hidekazu Hiroald'， Naoko Iwaya'， Natsuko Goda' and Masahiro Shirakawa' 

'Graduate School ofIntegrated Science， Yokohama City University 

The AAA ATPases， which contain conserved AAA ATPase domains， associate with diverse cellular 

activities. The 叫 terminalregions of AAA ATPases are unique and may determine their specificities to the 

substrates. To interprete the molecular mechanisms of specific recognition for substrates， we have started to 

discover novel structural domains from the Nでterminalregions. In社lIsresearch， we selected the N-terminal 

region of katanin p60 (kp60)， a microtubuleinteracting enzyme， and the N"terminal region of nuc1ear 

VCP-like protein (NVLP) 2， whose ，function is unknown. We have obtained soluble domains企omboth 

proteins， however， the initial NMR trial showed HSQC spectra typical to self-associating proteins. The 

program COILS predicted the regions of high coiled-coil-foI官lingpropensity. In case of kp60， the HSQC 

spectrum was significantly improved by a mutation or deletion within the predicted coi1ed-coil region. We 

propose a use of COILS analysis for rational design of mutant for improving spectra quality. 

[序】

AAAATPaseはそれぞれが多種多様な細胞機能に関与している蛋白質であるが、酵素活性部位で

ある AAAドメインを共通に有する構造的特徴を持つ。この AAAドメインのアミノ酸配列は原核

生物から真核生物まで種を越えて保存性が高いが、基質蛋白質に対して明確な特異性を示す結合

部位は見出されていない。一方、 AAAATPaseのN末端領域の配列は多様であり、この部分が基

質特異性を持つ例も多く知られている。そのため、 N末端領域から機能解析と構造解析可能な新

規ドメインを克つけることができれば、基質を特異的に認識する分子機構の解明につながると考

えられる。我々は、すでにこの考えに基づいて PEXlのN末端に NSF/VCPのN末ドメインに類

似のドメインを新規に発見し、その立体構造を決定している1)。本研究では、微小管結合蛋白質

として知られている kataninp60 (kp60)とアポトーシスに関連する可能性のある nuc1earVCP-like 

protein (NVLP) 2の両者について同様の検討を行った。さらに、コイルドコイノレ領域予測プログラ

ムである COILSを使った解析を行い 2，3，4)、アミノ酸配列に変異を入れることによってコイルドコ

イル形成の可能性がある領域の改良を試み、有意にNMRスベクトルを改善する方法を検討した。

キーワード:AAAATPase、微小管、コイノレドコイノレ、自己会合

著者ふりがな:ひろあきひでかず、いわやなおこ、ごうだなっこ、しらかわまさひろ
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[結果1
1.バイオインブオマティクス的手法

kp60とNVLP2それぞれの一次配列において、 AAAドメイン領域より N末端側に存在する配列

に関してPSI-B1astによる検索を行い、それぞれ約 100残基の保存された領域を得た。これらの保

存領域はkp60とNVLP2それぞれのオルトログ聞でのみ保存されている配列であり、他の蛋白質

には見出されなかった。また、構造既知の配列とも類似していることから、新規のドメインであ

ると期待される。次に、 ClustalXにより各オノレトロダ配列聞のマルチプルアライメントを作成し、

保存性の高い部分 (kp60とNVLP2それぞれ約 90残基と 100残基)を仮のドメイン境界とした。

2.発現と NMR測定

仮のドメイン部分のcDNAをマウス、ヒト由来の cDNAプールより PCRで増幅し、当研究室に

より開発された PRESA:下vector法5)に従い、 GST融合蛋白質発現系を作成した。得られた GST融

合蛋白質は大腸菌 BL21(DE3)に形質転換し、 M9培地中で培養して発現した。それを精製して、

NMR (500 MHz， Bruker，蛋白質濃度:約0.1mM)により lH)5NHSQCスベクトノレを測定した。測

定の結果、 kp60とNVLP2共に予測されたピーク数より少ないものの、何らかの立体構造を有し

ていると考えられるスベクトノレパターンを得た。

3. COILSによる解析

先のkp60のNMR測定結果から、仮のドメインの一部の領域が原因となり蛋白質の自己会合が

起っている可能性が示唆された。そこで、 ドメイン部分の配列をコイルドコイル領域予測プログ

ラム COILSで調べたところ、ドメインのC末端側に顕著なコイルドコイル形成の可能性を示す部

分が見られた。次に、変異を入れた配列を数種類設計して、同様に配列を COILSで解析した。そ

の結果、予測されたコイルド、コイノレ領域を改良する配列を決定した。また、 NVLP2についても同

様の傾向が見られたため、現在変異体を設計中である。

4.変異体の作成と NMRスベクトノレの比較

kp60について、 COILSによる解析結果に基づき、コイノレドコイル領域の変異体のコンストラク

トを実際に作成した。これらの蛋白質を定法に従い発現・精製し、 lH-，5NHSQCスベクトノレを測
定して比較を行った。その結果、配列を改良した変異体においてスベクトルが有意に改善し、機

能解析と構造解析に適したドメインのコンストラクトが得られた。今後、 NVLP2についても間様

の検討を行う予定である。

[今後の展望]

構造・機能未知のドメインの自己会合を抑制するために、合理的に変異体を設計することはこ

れまで困難であった。 COILSによる予測と HSQCスペクトノレを指標に用いる我々の方法は、構造

未知のドメインの改良にも適用可能と思われる。

[参考文献1

1) Shiozawa K.， et al. J. Biol. Chem. 24， in press (2004) 
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3) Lupas A. Methods En砂moI266，513・525(1996) 

4) Lupas A. Curr. Opin. ~日以uct.Biol. 7，388・393(1997) 

5) Goda N.， Tenno T.， Takasu H.， Hiroaki H. and Shirakawa M. Protein Science 13， 652・658(2004) 
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lP034* UBAドメイン類の構造解析と構造一機能相関研究

(横市大院総理理研・ GSC2，東大院理理研播磨4)
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木川隆則泉顕也好田真由美白水美香子寺田貴帆

井上真矢吹孝久青木雅昭関英子松田貴意関原明
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Studies on the structural ・functionalrelationship of UBA domains 
Graduate School 0/ lntegrated Science， }批ohanω Ciり，Univ.J， Genomics Scinece Cent，町 RlKEN2，
Graduate School 0/ Science， To付oUniv. 3， Harima InslItute， RlKEN' 

OYuichiro Higuchil， Takamasa Abe2， Hiro抑制 Onuke，Toshiyuki Hamada1
• 2， Yukiko Katayama2， 

Chenhua Zhao2， Yuji Kamatari2， Fumiaki Hayashj2， Kouhei Saito2， Tadashi Tomizawa2， Seizo Koshib~， 

Takanori Kigawa2， Kenya Izumi2， Mayumi Yoshida2， Mikako Shirouzu2， Takaho Terada2， Makoto 

Inoue2， Takashi Yabuki2， M鍛組kiAoki2， Eiko Seki2， Takayoshi Matsuda2， Tomoaki Seke， Kazuo 

Shinozaki2， Shigeyuki Yokoyama2. 3ι， Hiroshi Hirota1. 2 

Ubiquitination is a key regulatory signal controlling protein activity and location. 

Ubiquitin-associated (UBA) domains， which consist of approximately 45 residues， are found 

in various proteins with diverse functions involved in ubiquitinlproteasome pathway， DNA 

repair，celI signaling， and so on. Recent studies have indicated that the domains Interact with 

mono-ubiquitin and poly-ubiquitin in vitro， while their affinities for mono-ubiquitin are 

different fro1U each other. Although the structural information of the domains can provide 

critical insights into the molecular basis for their function， their structures have been little 

elucidated so far. In this study， we systematically performed structural determination of 10 

UBA domains from various proteins by NMR spectroscopy. The structure-function 

relationship will be discussed in this presentation. 

構造プロテオミクス， UBAドメイン，山田シhelixbundle， ubiquitin，構造一機能解析

0ひぐちゅういちろう，あべたかまさ，おおぬきひろゆき，はまだとしゆき，かたやまゆきこ，ちょうしんか，かま

たりゅうじ，はやしふみあき，さいとうこうへい，とみざわただl，.，こしばせいぞう，きがわたかのり， ~ 、ずみけん

や，よしだまゆみ，しろうずみかこ，てらだたかほ，いのうえまこと，やぶきたかし，あおきまさあき，せきえいこ，

まつだたかよし，せきもとあき，しのざきかずお，よこやましげゆき，ひろたひろし
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タンパク質のユピキチン化は，プロテアソームによるタンパク質分解， DNA修復，シグナ

ノレ伝達，エンドサイトーシス，タンパク質輪送等において重要な役割を果たしている.ユピ

キチン結合モチーフとして同定された ubiquitinassociated (UBA) ドメインは約 45残基から

なり，様々なタンパク質に見出されているこれまで，し、くつかの UBAドメインは moncト

ubiquitin (mono-Ub)やpoly-ubiquitin(poly幽Ub)と相互作用することが知られているが，monφUb

に対するアフイニテイ}が極めて弱し、ものも報告されている 2，3 UBAドメインは数多くの

種から同定され， pfamデータベースに 692配列が登録されている.タンパク質の構造情報に

基づき，その機能を原子レベルで理解することは機能的な差異の解明だけはなく，機能を予

測する上でも非常に重要である.しかしながら， UBAドメインの構造についてはわずかに数

個が PDB登録されているのみで 4、へ構造に基づいた系統的な解析は進んで、いない.そこで

我々は，数種の UBA ドメインの構造決定を行い，比較することで詳細な機能的知見を得る

ことを目的として実験を行った.

まず， NMRで構造解析する UBAドメイン 13個を任意に抽出した.これらの UBAドメイ

ンは， pfamデータベースに登録されている約95%のUBAドメイン (654配列)に対して30%

以上の相向性を有している.すなわち，これら類似配列を持つ UBA ドメインについでホモ

ロジーモデリングによる網羅的な構造予測が可能となり， UBAドメインの系統的な解析に有

用であると期待される.NMR分光法によるすべての UBAドメインの構造決定には 13C115N

標識体を用いて行った. 13C115N標識体 UBA ドメインの発現には無細胞タンパク質合成系を

用いた.それらのタンパク質試料を用いて， Bruker， vl組an，JEOL社製の各 NMR装置を用

いて解析に必要な2D，3D-NMRを測定した.NMRスベクト/レはNMRI均e，NMRView， Kujira 

を用いてシグナルの処理及び吊属を行い， 13C-edited NO酪Y 及び l~_edi旬d NOESYスベクト

ノレ上で、検出した NOEを用いて， CYANA-CANDIDによる NOE自動帰属と立体構造計算を行

った.これまで、 13種の UBAドメインのうち， 10種について溶液中の構造を決定した.その

結果，本研究で構造決定した全てのUBAドメインもこれまでに報告されている典型的な UBA

ドメインと同様に， thr，田-helixbundleのフォールドを中心に構成されていることが明らかと

なった.10個の UBAドメインの tllI明白he¥ixbundle部分を重ね合わせたときの主鎖の RMSD

値は1.69Aと良く収束することからも，この部分は構造的にもよく保存されていると言える.

しかしながら，ユピキチンとの相互作用に関与していると考えられている，保存牲が高い疎

水性パッチの形状には若干の差異があった.

本発表では，これまでに決定した 10個の UBAドメインの立体構造に基づいた機能比較に

ついて報告する.また分子系統学的な解析の結果も加味し，詳細に議論する予定である.
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2P035 ウシ3ラクトグロプリンの中性条件下における NMR測定

(大阪大学蛋白質研究所)

0棲井一正 1、亀田篤司 1、星野大 1，2、後藤祐児 1

1阪大・蛋白研、 z京大院・薬学

NMR measurement of bovine s-lactoglobulin under neutral pH. 

(Inst. Protein Res.， Osaka Univ.) 

Kazumasa Sakurai1， Atsushi Kameda1， Masaru Hoshino1へYuji00to
1
. 

lInst. Protein Res.， Osaka Univ.， 2 Orad. Sch. of Pharm. Sci.， Kyoto Univ. 

Bovine βlactoglobulin (s・LG)is retaining its native structure over wide pH range from 2 to 8. It is 

known thatβLG has many properties such as ligand binding， and these behaviors change as pH 

changes. In order to assign regions on the protein molecule responsibl巴forthe change of the behavior， 

~. we attempted to measure NMR spectra at acid and neutral pH and compare these resu1ts. However， th巴

quality of spectrum acquired at neutral pH is significantly low because of signal broadening. As the 

broadening is probably caused by the dimerization， we tried to make mutants in which two monomers 

are disulfide-bonded. As a result， one of these mutants， A34C， was found to giv巴 ahigh巴rspec仕'al

quality. Therefore， measurements under neutral pH were performed by using A34C mutant， and the 

results were compared with those obtained on wild勾peat acidic pH 

Fig.l Crysta1 structure of s-Iactoglobulin at neutra1 
pH condition. While s-閃 assumesa dimer form in 
this crysta1 s加伽re，s・1βisin equilibrium between 
monomer and dimer in姐 aqueoussolution. 

ウシβラクトグロプリン (sL G)は

9本のBストランド(A・1)と1つのアルフ

ァヘリックスからなる蛋白質で(fig.l)、

pH2から 8という広い範囲においてほと

んど変化すること無くその天然構造を保

持している。しかし、 βLGは多くの物

理化学的性質が調べられており、これら

の性質は pHの変化に伴い変化する。例

えば、 βLGは疎水分子リガンド結合能

を持っているが、その結合力は中性では高く、酸性では低い。また、ダイマー会合

キーワード :sラクトグロプリン、二量体形成、 pH依存性、リガンド結合

さくらいかず、まさ、かめだあつし、ほしのまさる、ごとうゅうじ
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能も中性では高く、酸性では低い。そこでこの pH変化による挙動の変化が構造のど

の部位に起因するかをNMRで調べることにした。

βLGのNMR測定は既に酸性条件では行われている。しかし中性条件ではシグナ

ルの広幅化のため、これまで解析が行われていなかった。 βLGは中性では単量体

と二量体の平衡状態にあり、これが広幅化の原因であると考えられるため、 2つの

モノマーを SS結合で繋いだ変異体、 A34Cを作製した。この変異体を用いて測定を

行ったところ、シグナル強度が大きく改善していたため、以降の中性での測定はA34C

を用い、各解析を行った。

A34Cの帰属の前に、 HSQCスペクトルのシグナル帰属を野生型の中性条件で行っ

た。前述の通り既に酸性でのシグナル帰属がなされているので、 pHを徐々に変化さ

せシグナルを追跡することで、約半数の残基を帰属できた。そしてその帰属を参考

にA34CのCBCA(CO)NH，HNCACB， HNCO， HNCACOの各スペクトルを測定し、連

鎖帰属を行った。結果、全残基中 95%の帰属が完了した。

(A) 

。 40 

(8) 
圃?圃

60 80 10日 120 140 160 
Residue No 

続いて、 A34Cの中性にお

ける重水素交換実験を行い、

各残基のアミド水素のプロテ

クションファクターを求め、

野生型酸性の結果と比較した。

(fig.2A) また同様に両条件

関での HSQC上の化学シフト

値の変化も調べた。 (fig.2B)。 20 40 60 80 100 120 140 160 
加 idue-No これらの結果から、 βバレル

Fig.2 (A) A superimposition of protection factors of wild-type， pH2.4 (open 

bar) and A34C， pH6目5(gray bar)， and (B) appa陀ntchemical shift differences 

on 'H_'5N HSQC spectra between the two conditions. The bars and circles 
on upper side of the graphs indicate secondary elements and dimer interface， 

respectively. 

を形成している残基にはほと

んど変化が見られなかったの

に対し、 pHの変化に伴い二

量体会合面、 N末端"'sA、

FG，GHループ、 αヘリックスで構造変化が起きていることが示された。 pHの変化に

伴う sLGの性質の変化はこれらの部位の変化に起因しているものと考えられ、他

の実験から得られた結果をもとにこの結果を考察する。また、現在A34CpH6.5での

緩和解析、およびリガンド結合時のスペクトル測定も行っており、それらの結果も

合わせて報告する。
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3P036 フィブロイン遺伝子転写制御タンパク質における

タンデムリピートの立体構造解析

(北大院理1、北大先端研2)

。八巻健 1、)11口恭輔 1、相沢智康 I、熊木康裕 1、滝谷重治 2、

出村誠 1、新田勝手1j1

Structural analysis of tandem repeat sequence of勘 roingene 

transcriptional regulatory protein 

Takeshi Yamakil， Kyosuke Kawaguchil， Tomoyasu Aizawa1， Yasuhiro Kumaki1， 

Shigeharu Takiya2， Makoto Demural， Katsutoshi Nitta1 

lGraduate School ofScience，島 ，kkaido日11verSl，収 Sapporo060・0810，ゐtpan，

2Center for Advanced此 iθnceand Technology; Hokkaido品 lV，θ'rsity

Bombyx morifibroin-heavy chain is a large protein (-391 kDa). The fibroin-H gene is a single 

copy gene and consisting of two exons and one intron. The 5' flanking sequence of fibroin-H 

gene is highly conserved and important for its expression. Recently it has been reported that 

fibroin-modulator binding protein-l (FMBP-l) consisting of 218 amino acid residues binds 

these upstream and intron of the fibroin gene. Thus， FMBP-l is one of the important elements 

as transcriptional regulatory proteins. 1n this study， solution structure of the DNA binding 

domain composed of four tandem repeats amino acid sequence was studied using two 

dimensional lH NMR techniques and circular dichroism measurements. All tandem repeat 

units were prepared to assign NMR signals and to clear structural flexibility and stability of 

these local conformation in water and trifluoroethanol aqueous solution. 

[序論]

カイコ幼虫の絹糸腺器官は構造と機能の点で明確に識別される前部、中部、後部より成り、フ

ィブロイジタンパク質は後部絹糸腺細胞、セリシンタンパク質は中部絹糸腺細胞でのみ合成さ

れ、明瞭な組織特異的な発現制御を受けている。また、これらのシルクタンパク質合成は発生

過程で変化し時期特異的な制御も同時に受ける。このようなフィプロイン遺伝子やセリシン遺

伝子の組織特異的かっ時期特異的発現は主にDNAから mRNAが合成される転写の段階で制御

されている。BombyxmoriフィブロインE遺伝子の転写制御因子候補である品roin-modulator

binding protein (FMBP-1)は 218残基から成り、フィブロインH遺伝子の上流やイントロン内

エレメントに結合するタンパク質で、フィブロイン遺伝子の組織特異的かっ時期特異的な発現

に関与していると推定されている。 FMBP・1の C末端側約半分の極めて特徴的な 23残基の 4

回繰り返し構造が DNA結合ドメインを構成している。全体構造と柁同性の高い他のゲノムシ

ークエンスは報告されてないが、 DNA結合ドメインと同様の特徴的な繰り返し構造が線虫、シ

ョウジョウパエ、マウス、ヒトに保存されている。しかし、これらの遺伝子の機能・構造解析

キーワード:転写因子、 DNA結合ドメイン、繰り返し配列、カイコ、フィプロイン

著者ふりがな:やまきたけし、かわぐらきょうすけ、あいざわともやす、くまき やすひろ、

たきやしげはる、でむらまこと、にったかっとし
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は行われていない。本研究では、 DNA結合ドメインの立体構造解析及びDNA結合ドメインを

構成する各繰り返し配列についての特徴とタンデムリピート構造のDNA結合能についてNMR

法及びCD測定から検討した。

[実験]

4つのタンデムリ戸}トユニット (R1、R2、R3、R4，各 23残基)はそれぞれBoc法による固

相合成によっで作製した。 lH-NMR測定はTOCSY(mixing time: 80 msec)， NOESY (mixing 

time: 150， 250血sec)，DQF-COSY測定を温度200Cで行った。 NMR測定のペプチド濃度は1.5

mMとし、水系 (10%D20/90% H20， pH 6.2)とTFE系 (30%TFE-d2， 70% H20)のご条件で

行った。立体構造計算は NOE制眠、 iて面角制限、水素結合制限を用いて CNS1.1で、行った。

CD 測定は TFE 濃度を 0~50%に変えて 200"'-'250nmで、行った。

[結果・考察]

DNA非存在下では、 CD測定の結果より 4つ全てのタンデムリピートユニット(Fig.l)は水中で

それぞれhelixパターンを示した。更にTFE濃度の増加に伴いhelix含量が増大することが示

された。 NMR法により 4つ全てのタンデムリピートユニットの水溶液中ならびにTFE溶媒中

(30% v/v)における立体構造を決定じた。水溶液中においては3番目の残基から 10番目の残基

付近にα-helixが形成し、 C末端側領域がフレキシフルであるのに対して、 TFE溶媒中では3

番目の残基から 20番目の残基付近に至る長いα-helixを形成することが判明した。

水溶液中での 3~10残基付近の α-helix構造の安定化要因の解明として化学シフトに注目し

たところ、全てのタンデムリピ}トユニットに保存されているArg9側鎖の HEが異常に低磁

場シフトしていることが観測された(Fig.2)。更にN末端領域の構造安定化にはGlu1とArg9

の問に形成される Saltbridgeと共にSer庁hr2とGln/Glu5に形成されるN-capが寄与してい

ることが解明された。
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Fig.2 Extraordinary chemical shift of side-chain H E of Arg 9 of all repeat-units (left) and 

cooperative changes ofH E chemical shifts ofArg 9 (R4) as a function ofpH (right). 
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lP037女ヒト脳下垂体アデニル酸シクラーゼ、活性化ペプチド(PACAP)の立体構造と相互作用
(横浜市大・院総理1) 

0立石幸寛l、初尾豪人1、白川昌宏1

NMR analysis of the neuropeptide PACAP 

(Graduate School ofIntegrated Science， Yokohama City Universityl) 

OYukihiro Tateishil， Hidehito Tochiol，Masahiro Shirakawa1 

Pituitary adenylate cyclase"activating polypeptide (PACAP)おaneUropeptide，which 

exists as two different forms， PACAP38 and PACAP27. Their C"terminal carboxyl groti.ps 

are amidated. By binding to membranous G"protein coupled receptors (GPCRs)， PACAP 

exerts pleiotropic effects. The structure of a truncated form of PACAP， PACAPU・21)NH2，

bound to its receptor has been determined by trNOE technique， and that of one of the 

naturally occurring form， PACAP27， in the presence of dodecylphosphocholine (DPC) has 

also beendetermined. In order to advance structural studies of PACAP by NMR， we 

prepared isotopically labeled PACAPs， by Bxpressing ;recombina~t PACAP in E. coli as 

fusion proteins， followed by efficient purification and amidation steps. The obtained 

recombinant peptides， PACAP27 andPACAP38， are biologically active (IC50=pM order). 

lH・15NHSQC spectra of free and DPC micelle"bound PACAPs proved the usefulness of 

isotope"labeling. The structural properties of the peptides will be discussed. 

【概要]

ヒト脳下垂体アデ、ニル酸、ンクラーゼ活性化ペプチド (PACAP)は、中枢神経系や末梢神経

系で働く神経ペプチドである。生体中では 27残基と 38残基からなる 2つフォームが同定さ

れている。我々はPACAPがその受容体である GPCRに結合するまでの過程を解明するため

に、安定同位体ラベノレした PACAPを調製し、 DPC(dodecylphosphocholine)ミセル存在下

においてその立体構造解析を NMRを用いて行った。そして PACAPは生体膜上でαヘリッ

クスが誘起され、ヘリックス上で形成される疎水性のクラスターで膜と相互作用しているこ

とを示唆する結果を得た。

【実験】

2種類のPACAP(PACAP27， PACAP38)は共に、チオレドキシンとの融合型のタンパク質

として大腸菌(BL21)内で発現させ、超音波破砕を行い、可溶性部分を回収した。そして、ニ

キーワード

GPCR， PACAP， PAM， DPC， NMR 

著者ふりがな

たていし ゆきひろ、 とちおひでひと、 しらかわまさひろ
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ッケルカラムを用いて融合型タンパク質を精製したのち、FactorXaによる融合部分の切断、

C末端部分のアミド、化反応を行った。また大腸菌から調製したこの2つのPACAPのPACAP

特異的受容体(PAC-I)に対する結合活性を、放射性同位体を用いた結合競合実験により、化学

合成した PACAPと比較した。

立体構造解析のために 13C，15Nラベルした PACAP38を調製し、生体膜環境を模擬してい

るDPCミセル存在下において3次元 NMR測定を行った。また、 PACAPがDPCミセル上

に存在しているかを確認するために、DPCミセルに常磁性効果を呈する 5-doxylstearic acid， 

16-doxyl stearic acidの各試薬を混合し、 lH・15NHSQC測定を行った。

ら調製した PACAP27 の

PACAP特異的受容体に対する

結合活性能は、化学合成した

PACAP27とほぼ同等であった。

また、 PACAP38の結合活性能

はPACAP27よりも 51吾手呈強い

ことを確認した(Fig.I)。このと

きの PACAP27，PACAP38の

IC50値は、どちらも 10・9Mのオ

ーダーであった。

DPC micel1e存在下における PACAP38の立体構造解析の結果、既報のPACAP27の立体

[結果・考察1
結合活性測定から、大腸菌か 80 

60 
'“‘、
浜、・〆
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E
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凶
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IC50='I24 nM 
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o 
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Fig.l Binding assay for PACAPs to PAC-l 

構造と非常に類似している事がわかった。 PACAP38はPACAP27同様、 DPCミセノレ上で両

親媒性ヘリックスを形成していることが考えられる。

また、スピンラベル試薬を用いた lH・15NHSQC測定により、 PACAP27，PACAP38のシグ

ナノレの消失が共に、 5-doxylstearic acidの存在下で見られ (Fig.2)、PACAPの両親媒性ヘリ

ックスがDPCミセノレ表面上に位置することが示唆された。この結果は、 PACAPは受容体に

結合する際、一度膜に結合してから受容体のポケットに結合するという 2段階リガンド移動

モデルに矛盾しない結果であると言える。
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Fig.2 lH-15N HSQC spectra for PACAP27 in DPC micelle with (a) stearic acid， (b) 5・doxyl

stearic acid， and (c) 16-doxyl stearic acid. 
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2P038 線虫由来抗菌ペプチドASABF変異体の

抗菌活性と立体構造解析

0中野学1、相沢智康1、三浦和紀 2、星野宏和1、宮、漂光博 3、加藤祐輔 3、

熊木康裕1、出村誠1、津田栄 2、河野敬一1、新田勝利1

(北大院・理1、産業技術総合研 2、農業生物資源研 3)

Structure and Acti'吋tyofASABFdl8c， Antibacterial Peptide lsoIated企oma Nematode， As~自由suum

Manabu Nakano1，τbmoyasuAizawa1， Kazunori Miura2， Hirokazu Hoshino1， Mitsuhiro Miyazawa3， 

Yuusuke Kato3， Yasuhiro Kumaki1， Makoto Demura1， Sakae Tsuda2， Keiichi Kawano1， Katsutβshi Nitta1， 

lDivision of Biological Sciences， Graduate School of Science， Hokkaido University， 

2National Institute of Advanced Industrial Science and technology， 3National Institute of Agrobiological Science 

Structural studies of ASABF， antimicrobial peptide consisting of 71 residues and containing 

4 intramolecular disulfide bridges derived from the body fluid of the nematode AscarIs suum 

have been performed using two-dimensional proton nuclear magnetic resonance. The 

secondary structure of ASABF consists of one α-helix， two s-strands with an antiparallel 

s-sheet and random coil region. Based on this solution structure， ASABF is likely to be 

categorized into insect defensin family with Cysteine-Stabilized αs(CSαs) motif. 

C-terminal region ofASABF has flexible region， which comp1icates the spectrum. In order to 

improve the congestion of signals from C-terminal residues and the structural convergence， 

recombinant ASABF of which C-terminal 18 residues were deleted was constructed. We 

studied core structure of ASABF obtained from this mutant and the relationship between 

function and structure of C-terminal region. 

I序論]

多細胞生物由来の抗菌ペプチドは、無脊椎動物や植物など幅広い生物から発見されてい

るが、中でも記憶免疫システムを持たない無脊椎動物においては、主要な生体防御機構を

担っていると考えられる。これらの抗菌ペプチドの立体構造解析は、生体防御タンパク質

の進化を考える意味でも興味深い話題といえる。 ASABF(Ascar1汐suumantibacterial 

factor)はブ、タの小腸に寄生する線虫(Ascarl:汐suum)の体液に含まれる 71残基の抗菌ペプチ

ドであり 8個の Cys残基を持ち 4本のジスノレフィド結合を形成している。ASABF全長の立

[キーワード]抗菌活性、ペプチド、立体構造

なかのまなぶ、あいざわともやす、みうらかずのり、ほしのひろかず、みやざわみつひろ、

かとうゅうすけ、くまきやすひろ、でむらまこと、つださかえ、かわのけいいち、

にったかっとし
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体構造解析からN末端側は N~terminal loop，αhelix，逆平行ssheetを有し昆虫において

広く存在が知られているinsectdefesinのグ、ル}プと類似した構造，Cysteine'stabilized α 

s(CS αs)モチーフを持つことが明らかになった。しかしながら、 C末端側は収束した構

造を有していないと考えられる。現在まで知られる insectdefensin様の立体構造を持つ抗

菌ペプチドには存在せず、きわめて特徴的な領域といえる。本研究では、直exibleと予想さ

れるC末端側 18残基を欠如させたASABFd18cを作成し、 N末端側53残基のコア領域の

立体構造を詳細に解析するとともに、 ASABF全長と抗菌活性についての比較を行い、 C末

端側の活性への寄与や立体構造との関連性を考察することを目的としている。

【実験}

メタノ}ル代謝酵母P.pastorisを用い、 C末端側 18残基を欠如させたAS組 Fd18cを発

現させた。 NMR測定はVarianUnity'Inova 500， Jeol alpha 600測定装置を用い、軽水中

にてpHや温度を変え複数の条件下で測定を行い、スベクトルが判別できる条件を模索した。

また詳細な情報を得るために15Nラベル体での測定、解析も検討した。解析には、NMRPipe，

SPARKY， ARIAL2を用いた。またASABF全長と ASABFd18cでの活性の比較を行い、

ASABFに特徴的な姐.exibleと予想されるC末端領域の寄与を調べた。

【結果・考察1

FigのようにC末端側を欠如させることにより、スベクトノレの単純化をすることができた。

また立体構造解析により ASABFd18cもASABF全長と同様に1本のαhelix、2本鎖逆平

行8シートからなる CSα8モチーフをもつことがわかり、 C末端領域が存在しなくても

ASABF全長のものと同様の構造をとることが確認され、より正確なNOE情報を得ること
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3P039 ヒト構造プロテオミクス:MAST205タンパク質の N末端ドメインと相同性の高

いヒトMAST3タンパク質ドメインの構造解析

(理研・GSC1、かずさDNA研究所・ヒト遺伝子研究部 2、東大院理九理研・矯磨 4)

0栃尾尚哉 l、小柴生造 l、井上真 l、好田真由美 I、慶田洋 l、白7J<美香子
l、寺田貴帆 I、青木雅昭 l、鞠康子 l、関英子 iょ藤倉由紀子 I、矢吹孝 l、

田仲昭子 l、木川隆員IJ1、小原収 2、横山茂之 1，3，4

Human Sttuctural Proteomics: Solution structure of the N圃terminaldomain of human 

microtubule associated serine/threonine kinase 3. 

(RJKEN Genomic Sciences Center1， Kazusa DNA instituti， The University of Toか03，R1KEN 

harima4) 

主ムchio1，忍 Koshiba1，M Jnoue1， M Yoshida1; H Hirota1， M Shiroiizu1，-主 Terada1，M Aok/， Y. 

Tomo1， E. Seki1， }イ Fuji.初ra，T. Yabuk/， A， Tanakc/， T. Kigawa1， 0. Ohara2， S. YokoyamaJ，3，4 

Microtubule-associated serine/threoriine kinase-205 kDa(MAST205) is required for the.synthesis 

of proinf1ammatory cytokine subunit， IL-1 2 p40， induced after the stimulation witli lipopolysaceharide 

(LPS). The N-terminal domain of MAST205 has been reportcd tobe importahf fortheIL-12 p40 

synthesis and the stability of MAST205， In this study， we determined the solution structure of the 

N-terminal domain from human microtubule associated serine/threonine kinase 3 (MAST3)， one ofthe 

MAST/SAST (syntrophin-associated serine/threonine kinase) family members， using NMR 

spectroscopy， Our results show that human MAST3 N-terminal domain adopts a. new four-helix 

bundle structure， Based on the analysis ofthe structure and the multiple sequence alignment， the 

specific region in α2 (FxHHQ motif) is suggestedωbe important forthe function ofthisN-terminal 

domain， named HHQ domain. 

【序論】

LPS刺激によって引き起こされる炎症反応で引き起こされる IL-12p40の生成には

microtubule-associated serine/threonine kinase-205 kDa (MAST205)が必要であり、MAST205のN同

末端領域の欠損によって IL-12p40の生成が阻害されるという報告がなされている。このN末端領

域はMAST/SAST(syntrophin-associated serine/threolline kinase)ファミリー内でよく保存されており、

このドメインを含むMAST205のN末端418アミノ酸領域がtumornecrosis factor receptor associated 

キーワード:構造プロテオミクス、 microtubule-associatedserine/threonine kinase、無細胞タンパク質

合成

0とちおなおや、こしばせいぞう、いのうえまこと、よしだまゆみ、ひろたひろし、しろうずみかこ、てら

だたかほ、あおきまさあき、ともやすこ、せきえいこ、ふじくらゆきこ、やぶきたかし、たなかあきこ、き

がわたかのり、おはらおさむ、よこやましげゆき
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factor 6 (TRAF6)と相互作用し、 MAST205のユビキチンリガーゼ認識に関与している。今回、

MAST/SASTファミリーの一つ microubuleassociated serine/threonine kinase 3 (MAST3)のN末端ド

メインの構造をNMRを用いて決定し、このドメインの構造上の特徴を述べるとともに機能部位の推

定を試みた。

【方法】

無細胞タンパク質合成系により、I3C，15N標識MAST3N末端ドメイン(残基番号 181・281)を調製し

た。NMR測定は BrukerAvance700およびAvance800を用いて行った。主鎖および側鎖の帰属に

は NMRViewと強力な解析ツールである Kuiiraを用いた。NOEの自動帰属と立体構造計算は

CYANAを用い、得られた構造の評価に PROCHECK-NMRを用いた。構造解析と図の作成は

MOLMOLおよびGRASPを、配列解析には ClustalW、ConSurf、HMMLogosを用いて行った。

【結果と考察】

MAST3 N末端ドメインの立体構造は4本のα-helixからなるバンドル構造であり、新規構造である

ことが分かった(Fig.1)。このドメインの機能は未だ不明であるが、MAST/SASTファミリーで特異的

に保存されたFxHHQ配列を含んでおり、この FxHHQ配列はα2上(残基番号213・217)1こ存在して

いる(Fig.1)。特に、His216側鎖のイミダゾール基は溶媒に露出しており、この領域がMAST/SAST

ファミリーのN末端ドメインの機能に重要であると考えられる。そこで、我われはこの MAST/SAST

ファミリーN末端ドメインを新たにHHQドメインと命名した。

α4 

α3 

α2 

Q
d
 

円

i

Figure 1 The structure of the HHQ 

domain ofthe human MAST3. 

Ribbon representation of the HHQ 

domain. Th巴 side chains of the 

2I3FxHHQ217 residues are stick model. 



1 P040* TFIIEsのMediator複合体結合ドメインの動的構造解析

(1生物分子工学研究所， 2金沢大学・医)

笠井信幸 1、棲井博2、楯真一 1

Dynamical s七ructureofthe Mediatorbinding domain of TFIIEs subunit 

-significance of transient protein folding and protein‘protein interaction 

Nobuhiro Kasai， Hiroshi Sakurai， and Shin-ichi Tate1 

Biorr叫 ecularEngIl;leering Research Institute (BERI) 

Faculty of Medicine， Kanzawa University 

Abstract 

Gal11 subunit in the Mediator complex is a. major interacting site to activator proteins in regulated 

transcription. The Galll is also engaged in the primal recruitment of general transcription factor 

TFIIE. We determined the solution structure of the TFIIEβbinding site to Galll by NMR. The 

binding fragment forms a LEM-domain like structure consisting of three白ーhelices.We found the 

fragment is highly mobile in solution and， interestingly， it only transiently folds to specific structure. 

The binding site of TFIIEs to Galll is speci五callylocated on this transiently folded part. This 

result suggestsむhaもthetransient folding of TFIIE fragmen七isrequired for the binding of Gal11. In 

the presentation， we will discuss the details of the transient folding of TFIIEβbiding site and its 

significance in TFIIE recrui七mentto the Mediator. 

lntroduction 

The Mediator complex of Sacch白romycescerevisiae is required for both general and regulated transcrip-

tion of RN A polymerase 11 (PolII). Ga111 subunit in the Mediator complex is a major interacting site to 

activator proteins in regulated transcription. TheGa111 also roles as the primal recruitment of general 

transcription factor TFIIE that consists of αand βsubunits as hetero-tetramer. The TFIIE recruitment 

to the Media七orcomplex is an essential stepto the following THIIH， a PolII-CTD kinase， recruitment to 
start the elongation. The structural details of TFIIE recruitment to the Mediator are little known. Saku-

rai and co-workers biochemically identified the binding sites of Galll to TFIIEαand s and vice versa. 

They showed the C-terminal part of Ga111 interacts with TFIIEβC-terminus and the N-terminal region 

of Galll is involved in TFIIEαbinding. In the present work， we focused on the TFIIEβ ーGa111interac-
tion to decipher the structural aspects of the genteral transcription factor recruitement to the Mediator 

complex. 

1 Keywords目 NMR，protein folding， general transcription factor， Mediator 
かさいのぶゆき、さくらいひろし、たて しんいち
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Results and Discussion 

We determined the solution struc-

ture of a fragment of TFIIEs which 

binds to Gal11 subunit in yeast Me-

diator complex. The fragment con-

tains the binding region， which was 

identified by biochemical s七udiesin-

cluding GST pull-down assays and in 

vitro transcription analysis with a se-

ries of mutants， but it r巴quiredaddi-

tional N-terminal regions to stabilize 

the structure and binding activity to 

Gal11 fragment. Figure 1 shows the 

NOE sequential connectivity for the 

TFIIEβfragment. Overall， the frag-

ment consists of three a-helices and 

long apparently random C-terminal 

reglOns. 

As seen in the 1 H_15N heteromト

clear NOE profile， the TFIIEs frag-

ment is very floppy， Figure 2. The we 
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Figure 1: Sequential connec七ivityof TFIIEβGalll binding fragment 

found significant difference in the NOE build-up profiles for protons with fixed distance in aromatic rings 

and the neighboring amide-protons inα-helices. The NOE build-up between protons in aromatic ring 

showed the maximum at approximat巴ly120-150ms NOE mixing七ime，as found in normal NOE build-up 

profile for this size of protein. The NOE build-up curves for the most neighboring amide protons in an 

α-helical regions showed the maximum over 300ms mixing period. This unusual NOE build-up behavior 

suggest that the TFIIEs does not maintain fixed structure in solution but the structure， consisting of 
three α-helices， is just transiently formed. 

!FlII.bl附締約‘"省首

1.11.. ~"""iR， 

ω 
midUf附則... 

Figure 2: 1 H_15N heteronuclear NOE pro-

file of TFIIEs 

In the presentation， we will show the three-dimensional 
strucrue of七heTFIIEs. We will also discuss the significance 

of its transiently folding s七ructurein respect to its binding 

to Gal11 subunit. 
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2P041 イネ赤・遠赤色班長容体phytochromeB核肉移行シグナルドメイン命溶液構造解析
(奈良先端大バイオ1、農業生物資源研2)

O小林俊遺 1、田畑亮 1、三島正規 1、赤木香予 2、酒井伸也 2、加藤挽子 2、
高野誠九山崎俊正 2、児嶋長次部 1

Solution structure of rice phytochrome B nuclear localize signal domain 

1 Graduate Schoo/ of Bi%gica/ Science， Nara Jnstitute of Science and Techn%gy， and 2 Nationa/ Jnstitute of 
Agrobi%g~とô/ Sc.的ces(NJA勾

o Toshitatsu Kobayast可il， Ryo Tabatal， Masaki Mishima!， Kayo Akagi2， Shinya Sakai2， E也ukoKatoh2， Makoto 
Takano2， Toshimasa Yamazaki2 and Chojiro Kojima1 

Phytochrom B (phyB) is a dimeric chromoprotein that detects the quantity， quality， and 

duration of red or far-red light throughout the entire life cycle of plants. Upon absorption of red 

light， phyB translocates from the cytoplasm to nucleus， and regulates gene expression through 

interaction with transcription factors such as basic-helix-loop-helix proteins. The PAS domain 

within the phyB C-terminal domain contains determinants necessary for nuclear translocation 

and signal transduction. Here we show the solution structure of PASl domain， one of two PAS 

domains， determined by multidimensional NMR spectroscopy. In addition， NMR and 

biochemical experiments reveal出atthe N-terminal region of the PASl domain is necessary to 

form homodimer， and the PASl domain does not interact with the other PAS domain， PAS2. 

[緒言]

植物にとって光は、エネルギー源としてだけで、はなく周囲環境の情報源としても重要で、ある。環境シグ

ナルとして、光は幾つかの光受容体を介して波長や強度・照射時間に応じて植物の様々な生理応答を

誘導する。細胞内において 2量体として存在するフィトクロムも、これら環境センサーとしての光受容体の

一つで、ある。細胞質に存在する不活性型のフィトクロムは、赤色光の吸収による活性型への構造変化を

生じた後に核内へ移行し、転写因子を含めた様々なタンパク質との相互作用によって発芽から花成と

いった種々の光形態形成を制御する事が明らかとなっている。

フィトクロムは大きくてつのドメインに分けられる(N-及びc-末端ドメイン)。発色団を有する
N-末端ドメインは光センサードメインであり、 -方c-末端ドメインは、ング、ナル伝達ドメインとし
て知られる PASドメイン、ヒスチジンキナーゼ様ドメインから構成される。これまでの遺伝学的

研究は、 PASドメインを含む領域のミスセンス変異の多くが、フィトクロムの機能を失活させる

ことを明らかにしている。しかしながら、 PASドメインを含めたフィトクロムに関する生化学的・

構造学的知見に関しては未だ乏しい。このため、我々はフィトクロムファミリーの中でも明所に

おいて最も主要な役割を果たしていると考えられるイネ由来フィトクロム B(phyB)を用いて、

PASドメインの NMRを用いた構造学的・生化学的研究を行った。

[方法]

PASlドメインの構造解析を目的としてphyB(666・782)，PASlドメインのて量体形成能に関する知

見を得るためphyB(621-782，633-782， 647-782， 633・672)、さらにPASI-PAS2聞の相互作用に関し

Keywords:立体構造解析、多次元NMR，phytochrome、homodimer、PASdomain 

ふりが怠 こばやしとしたつ、たばたりょう、みしままさき、あかぎかよ、さかいしんや、かとうえっこ、たかのまこと、やまざきとしまさ、こじま

ちょうじろう
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てはphyB(666・923)を、それぞれ15Nもしくは13C/15N均一標識化タンパクとして大腸菌内で発現・精製

し、実験に用いた。 NMR測定はBruker社製AVANCE500およびDRX800を用い、 303Kで主鎖・

側鎖帰属、て面角・ χ1角および距離情報取得のための多核多次元測定を行った。 Buffer条件は 50

mM  Phosphate(pH 6.8)、20mMKCl、5mMDTTである。

[結果及び考察]

1.立体構造 NOEから 1033個の距離情報、 TALOSから68個のφ角とψ角、またH-D交換実験

およびTALOSにより得られた三次構造から必X2個の水素結合情報を収集し、 CANDIDを用いて構

造計算を行った。その結果、phyB(666・782)はPAS-core，helical-connectorおよび0・scaffoldからな

る典型的な PASfoldを有することが明らかになった(Fig.1)。一方、 N 末端側の 666・670領域はα

-helix様のて次構造を有している事から、構造決定した PAS1ドメインの N 末端領域はフォトトロピン

LOVドメインと同様の機能と密接に関与した構造をとる可能性が示唆された。また、HSQCスベクトルlこ

おいて観察された20組のダブルピークは、 s-sca笹uld中のループ領域、およびにループに接する残基

に集中していた。全てのNMR測定を通してこれらの残基由来のシグナルがダブルピークとして確認され

た事は、phyB666・782がループ領域近傍において二つの安定なコンフォメーションをとり得る事を示

す。構造解析ではメジャ」ピークを用いて計算を行った。

2.ニ量体形成これまでのシロイヌナズナを用いた機能的解析から、phyBの三量体形成が光受容体

としての効率的なシグナル伝達に必要である事が明らかとなっている。しかしながら、そのて量体形成部

位については不明確であった。今回我々は、phyB647・782領域がHSQCスペクトルにおいて濃度依

存的な変化を示すことを明らかにした。また、分析ゲルろ過を用いた実験においても、見かけの分子量

が同様の濃度依存的な変化を示した。これらの結果は、 phyB647-782領域において濃度依存的

なホモダイマーの形成が可能であることを示す。さらに、 N末端領域の長さの異なる 4種類のコ

ンストラクトの実験結果から、 PAS1のN末端側に存在する phyB647・665領域がて量体形成に

関与することを明らかにした。

3. PAS1-PAS2聞相互作用フィトクロムの C末端ドメインには、タンデムに並んだ竺つのPASドメイ

ン (PAS1，PAS2)が存在する。そこでPAS1-PAS2(666・923、258残基)の主鎖帰属を行い、 PAS1及

びPASI-PAS2のHSQCスペクトルの変化からその相互作用の有無を調べた。三つのスペクトルの閣で

PAS1領域のシグナルに顕著な変化は見られず、 PAS1-PAS2聞に分子内及び分子問相互作用は無い

と考えられる(Fig.2)。
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Fig.l Superposition of 20 calculated structures Fig.2 lH.l.¥N HSQC spectra ofthe phyB PASl (residues 666-782) (A) 
ofthe phyB PASl domain (residues 666'782) and the PASI-PAS2 <residues 666-923) (B). (pH 6.8， 50 mM 

Phosphate， 20 mM KCl and 5 mM DTT， 500 MHz， 303K) 
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3P042 ウシラクトブェリシンとりン脂質二重膜との特異的相互作用解析

(横浜国大院・工 o梅山万左子，西村勝之，内藤晶

Specific Interaction between Bovine Lactoferricin and Acidic Phospholipid Bilayers 

as S旬diedby Solid State NMR Spectroscopy 

Graduate School of Engineering， Yokohama National University 

Masako Umeyama， Katsuyuki Nishimura and Akira Naito 

Bovine lactoferricin (LfcinB) is an antimicrobial peptide which consists of 25 amino acid 

residues with the sequence FKCRR WQWRM KKLGA PSITC VRRAF forming the disulfide bond 

between C3 and C20. In this work; we investigated the specific interaction between LfcinB叩 d

acidic phospholipid bilayers (I) with the weight percentage of 65%DMPG， 1 O%CL (cardiolipin) 

and 25%DMPC by means of soIid state 31p， 13C and IH NMR spectroscopy. 

31p NMR spectra indicated that there was specific interaction between LfcinB and 1， and 

bilayer deti郎twas appearl吋 inthe bilayer system. 13C MAS NMR spec回 indicated白紙LfcinB

interacts with the part of glycerol group in phosphatidylglycerol.ofphospholipids. IH MAS NMR 

spec回 indica鉛dthat Trp residues exist at the interfacial region of lipid bilay'悶.It is clearly 

demonstrated that LfcinB interacts with acidic phospholipids bilayers at the membrane interface and 

cause defeωin the membrane. These defects may lead the permeability in出emembraneω 

express偽eantimicrobial activity. 

【序論}

ウシラクトフェリシン (bovinelactoferricin : LfcinB)は25アミノ酸残 CLfcinB-25)から

なる抗菌ペプチドである。一次構造Phe-Lys・Cys-Arg-Arg-Trp-Gln-Trp-Arg-Met-Lys-Lys-Leu 

心ly-Ala-Pro-Ser同Ile-Thr-Cys-V al-Arg-Arg圃Ala-Pheにおいて， Cys3とCys20でS-S結合をつくり

環状構造を形成している。 LfcinBの抗菌活性を示す最小単位はArg4-Arg-Trp・Gln-Trp-Arg-NH2 

(LfcinB・6)であることが知られている。本研究では，抗菌ペプチドは特定の細菌の膜に対

して特異性をもっと考えられることから，黄色ブドウ球菌 (Staphylococc師側're附)の細胞

膜のリン脂質組成を参考にした DMPG65%，CL10%， DMPC25%の混合膜と LfcinB・25およ

びLfcinB-6のそれぞれとの特異的相互作用を圏体NMRスベクトルを用いて解析し，抗菌作

用の分子機構を明らかにすることを目的とした。

{実験I
LfcinB・25とLfcinB・6を回相法により Fmocアミノ酸を用いて化学合成した。レジンの切

り出しとアミノ酸残基の保護基の脱保護を行って得た粗製試料を逆相HPLCにより精製した。

LfcinB・25(還元型)については，空気酸化により分子内 S-S結合を形成して LfcinB四25(酸

キーワード:ラクトフェリシン，抗菌ペプチド，脂質二重膜，混合膜，国体高分解能NMR

うめやままさこ，にしむらかつゆき，ないとうあきら
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化型)を生成し，逆相HPLCを用いて精製した。目的のペプチドが得られたことを質量分析

法により確認した。次に， LfcinB・25とLfcinB・6をそれぞれ1:DMPG(65%) ， CL(10%) ， DMPC 

(25%)の重量百分率の脂質からなる混合膜， 11: DMPC膜に再構成した。 pH7.5，100mM NaCI， 

20mM Tris緩衝液を用いて水和・膨潤，凍結融解を行って多重膜リポソーム (MLV)を形成

し，さらに重水素置換を行いNMR測定試料とした。 NMR測定は31pstatic， 13C MAS， IH MAS 

の条件で液晶相温度およびゲル相温度でNMR測定を行った。

I結果と考察l
31p statIC NMRスベクトルの変化から LfcinB・25はDMPC膜とは相互作用を示さなかった

が，混合膜とは膜の極性基の構造や運動性を変える相互作用を示した(図 1)。この結果

LfcinB・25はDMPC膜より混合膜に強く結合し，細菌の膜に特異性をもつことがわかった。

これは混合膜に含まれる酸性脂質と LfcinB・25の塩基性アミノ酸側鎖との聞の静電的相互作

用によると考えられる。さらにLfcinB・25“およびLfcinBふ混合膜系では液晶温度で等方成分

が観測された。この結果からLfcinBの作用により二重膜に欠陥が生じた可能性が考えられ

る。これによりイオンが膜を透過する結果，細菌の細胞膜はイオンの濃度勾配を保てなくなり，

抗菌作用が発現すると考えられる。

日CMASNMR測定結果から LfcinBはリン脂質二重膜のグリセロール部位の信号をシフト

させることから，この部位と特異的に相互作用をしたことが示唆された(表1)。また百 MAS

NMR測定結果から分解能の高いスベクトノレが得られ， Tゅの環電流効果を観測できたこと

から Trp残基が二重膜の界面に存在する可能性があることが示唆された(表2)。これらの

結果はLfcinBがリン脂質二重膜の親水性基と疎水性基の界面に塩基性部位(LfcinB・6)が局

在していることを示している。以上の結果，脂質膜系においても 31pstatic， 13C MAS， lH MAS 

のいずれも高分解能スペクトルが観測でき， LfcinBのリン脂質二重膜結合構造解析に関する

詳細な情報を与えることがわかった。

80 40 0 
E主主

-40 ・80

lOOC一一/へ一一
。Oc

ppm 

H() 40 U -4"0 で京了

Fig.l Temperature v抑制 Of31pNMRs附加

Table 1 日Cchemical shi食valuesfor the 

pe紘swith significant shifts in LfcinB剛acidic

phospholipids bilayer systems at 40 oC. 

ACidiCbiiayerUJ 
1+ LfcinB-25 
1+ LfcinB-6 

Ghemical shifts (ppm令。mTMS)
60.37 60.6 
60.45 60.86 
60.51 60.8t 

Table 2 IH chemical shift values for the 

peaks with significant shi貧sin LfcinB同acidic

phospholipids bil可'ersystems at 40 oC. 

Acidic bilayer(l) 
ofLfcinB田.acidicphospholipids bilayer systems. I+L化ir425

Chemical shi代s(ppm from H2P04) 
目 7.44
-7.46 

(peputide : lipid = 1 : 20) 1.:t凶 inB-6 -7.49 
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lP043* ベノレオキシソーム膜形成因子 Pex19pのNMR解析
(名市大・院薬1、理研・播磨 2、京大・院薬 3)

笹川|拡明 l、山口芳樹 I、柴田洋之 2、加藤博章 2.3、加藤晃一 I

NMR analysis Pex19p， a peroxin contributing to the assembly of 

the peroxisomal membraneous structure. 

(Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Nagoya City Universityl， Riken 

Harima Insti tute at Spring-82， Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Kyoto 

University3) 

OHiroaki Sasakawa1， Yoshiki Yamaguchi1， Hiroyuki Shibata2， Hiroaki Kato2.3， 

Koichi Kato1 

Peroxisomes are components of virtually all eukarγotic cells and play critical roles in 

numerous metabolic pathways. Defects in peroxisome biogenesis cause human diseases such as 

Zellweger syndrome by interfering with peroxisomal metabolic processes. Pex19p is a 299・residue

partially structured protein involved in the initial stages of peroxixomal membrane formation. This 

protein binds and imports cytoplasmic newly synthesized peroxisomal membrane proteins (PMPs) into 

peroxisome membrane. For structural analyses ofthe globular domain ofPex19p by NMR spectroscopy， 

unfolded region for Pex19p was digested by Proteinase K， giving rise to the 121・residuedomain 
13~ ~， 15、y

(Met175・Ala296)designated as Pex 19p175羽6・ Weprepared uniformly '"C-and '"N-labeled PexI9p175-296 

and completed assignments of the resonances originating from its backbone. 

Pex19pは細胞内小器官ベルオキシソームの形成初期段階であるベルオキシソーム膜形成に関与しで

いるアミノ酸299残基からなる分子量32.4Kのタンパク質である。細胞質中で生合成されたベノレオキ

シソーム膜夕、ンパク質 (PMP)はPex19pにより捕われ、ベルオキシソーム膜へ輸送され掃入される(Fig.

1a) 0 Pex19pの変異はZellweger症候君平等の重篤な脂質代謝異常の原因となることがこれまでの研究に

より明らかとなっている。 Pex19pはトリプシンにより容易にN末端側(1-155)とC末端側(156-299)

のフラグメントに切断される(Fig.1b)。円二色性スベクトルにより、このN末端側フラグメントはほ

ぼアンフォーノレド状態にあり、C末端側フラグメントはαヘリックスに富むことが示された(1)0Pex19p 

に対する基質である PMPはN末端側フラグメントに対応する領域に結合することが明らかとなってお

り、特定の構造を持たない N末端倶!J領域が基質を認識し、結合するメカニズムを明らかにすることは

非常に興味深い。このメカニズムの分子構造論的基盤を解明するためにPex19pの多次元NMRによる解

析を試みた。

キーワ)ド:ベノレオキシソーム、 Zellweger症候群、 Pex19p

ささかわひろあき、やまぐちよしき、しばたひろゆき、かとうひろあき、かとうこういち
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PMP 

a 
4鶴惨¥

47/JTr二

b 
156 175 296 299 
覇夜二コ二二二二二二二二]コ

N・half C-half 

Fig. 1 The function (a) and the domain structure (b) of Pexl9p. 

トリプシン処理によって得られる C末端側フラグメントのスベクトルにも、依然として構造を持た

ない領域に由来する信号が含まれており、それらの帰属が非常に困難であった。そこで ProteinaseK 

によって Pex19pに処理を施したところ、分子量約 14Kのフラグメントが得られた。質量分析の結果、

このフラグメントは 175-296に対応するアミノ酸残基より構成されていることが示された。そこで上

記配列に対応する Pex19pフラグメント (PexI9P175-296)をGST融合タンパク質として発現する系を構築

し、その 15N及び 13C/15N標識体を作成した。得られたタンパク質に対して lH-15NHSQCを測定したとこ

ろ、C末フラグメントのものとほぼ同一パターンででなおかつ解析の容易なスペクトノレを得ることがで

きた。 PexI9P175-296に対し、三次元構造決定のための各種多次元NMR測定を 500MHz、600刷zの分光器に

て行った。北大の稲垣研究室により開発された帰属支援ソフト Oliviaを用いてHNCO、HNCA、HN(CO)CA、

CBCANH、CBCA(CO)畑、HBHA(CO) NHの各スベクトノレの解析を行うことにより主鎖シグナルの帰属を行い、

HCCH-COSY、HCCH-TOCSYにより側鎖シグナルの帰属を行った(Fig. 2) 0 C αの化学シフトの値より、残

基番号 182-188、197-214、219-241、247-266に対応する領域がαヘリックスを形成しており、。スト

ランドは存在しないことが予想された。現在構造計算のための NOE情報を取得中である。また、 Pex19p

のN末端側領域についての NMR解析も現在行っている。
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2P044 マウス構造プロテオミクス:

SNAREタンパク質Vti1aN末端ドメインの構造と機能

(理研・GSC1、東大・院理z、理研・播磨 3)

0阿部孝政 l、鹿田洋 l、安室憲一 l、富津忠 1、小柴生造 l、寺田貴帆 1、
白水美香子 l、井上真 1、矢吹孝 l、青木雅昭 I、松田貴意 l、関英子 1、木川隆良Ij1、

好田真由美 I、回仲昭子 1、松尾洋人荒川貴博 1、P.Carninci1、河合純 I、

林崎良英
I
、P.Guntert1、横山茂之 1，2，3

Mouse structurru proteomics: 

Solution structure and function of N・te口ninaldomain of SNARE protein Vti1a 

Genomic Science Center， RIKEN1; Graduate School of Science， UniversiのJofTo伶i;・Harima
institute， RIKEN3 

Takamasa Abe 1， Hiroshi 回rota1，Kenichi YasumuroI， Tadashi Tomizawa1， Seizo Koshiba1， 
Takaho Terada 1， Mikako Shirouzu 1， Makoto Inoue 1， Takashi Yabuki 1 ， Masaaki Aoki 1 ， 
Takayoshi Matsuda1， Eiko Seki 1， Takanori Kigawa1， Mayumi Yoshida1 ，Akiko Tanaka1， 
Yo Matsuo" TakahiroArakawa" Piero Caminci" Jun Kawai" Yoshihide Hayashizaki¥ 
Peter Guntert¥ and Shigeyuki Yokoyama1， 2， 3 

In eukaryotes， SNARE proteins on transport vesicles and target membranes function at the 
center of membrane fusion reactions by forming complexes with each other via their C-terminal 
coiled-coil domains. Several SNAREs have N-terminal domains (NTDs) ， which precede the 
coiled-coil domain and are considered to have critical functions in regulating the fusion cascade. 
Recent structural analysises on some NτDs revealed that they form an antiparallel three-helix 
bundle with a left-handed twist. However， precise functions of the NτDs have remained 
unknown. In this study， we determined the solution structure of the NTD of mouse Vtila by 
NMRsp配 troscopy.As a result， the NτD was found to have a similar structure to those of other 
NTDs. Details of its structure and function will be discussed. 

【j芋論]

真核細胞において各オルガネラへの物質の輸送はおもに小胞によって行われており、オ

ルガネラの機能維持のためにはこの小胞輸送が正確に行われなければならない。小胞輸送

では、まず輸送される物質がオルガネラから出芽する小胞内に取り込まれ、生じた小胞が次

のオノレガネラへと輸送されたのち、小胞の膜とターゲットとなるオルガネラの膜が融合して小

胞の内容物がそのオルガネラへと取り込まれる。 SN成 E蛋白質は、この最終ステップ，すな

わち小胞膜とオルガネラ膜の融合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て

きており、近年注目を浴びている。 SNARE蛋白質はC末端側にSN成 Eモチーフと呼ばれ

る領域を持ち、小胞側で1本、オルガネラ側で、3本のSN成 Eモチーフがcoiled-coil様の複

合体を形成することにより、膜融合が促進されると考えられている。この SNAREモチーフの

SNARE， Vti1a， thr巴巴-h巴lixbundle，マウスcDNA，構造プロテオミクス

あべたかまさ、ひろたひろし、やすむろけんいち、とみざわただし、こしばせいぞう、てらだ、たかほ、しろうず

みかこ、いのうえまこと、やぶきたかし、あおきまさあき、まつだたかし、せきえし亡、きがわたかのり、よしだ

まゆみ、たなかあきこ、まつおょう、あらかわたかひろ、 CarninciP、かわいじゅん、はやしざきよしひで、
GuntertP、よこやましげゆき
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配列により、 SNARE蛋白質は叩1taxin，SNAP25N， SNAP25C，およびVA聞の4つのファ

ミリーに分類されている。

多くの SN組 E蛋白質には膜融合に必須な SN組 Eモチーフの他、N末端側に構造をと

った領域が存在しているが、その機能はあまりよく分かっていない。最近、いくつかの

SNARE蛋白質についてこの領域の立体構造解析が行われ、それらは 3本のα-helixが

antiparallelにバンドノレした構造をとっていることが明らかとなった。また、配列をもとにした二

次構造予測から、 syantaxin，SNAP宮5Nおよび SNAP25Cの 3つのファミリーに属する

SNARE蛋白質のN末端側には、このようなthree-helixbundle構造が含まれていると予想さ

れている 1)。しかしながら、それらの N末端ドメインのアミノ酸配列は多様性に富んでいるた

め、これらのドメインが各蛋白質国有の機能を果たしているのかどうかは非常に興味深い。

そこで本研究では、マウス由来の SNARE蛋白質の一つで、ある VtilaのN末端ドメインの

溶液構造をNMRにより決定し、その構造にもとづいた機能についての検討・考察を行った。

[方法1
13C/15N標識蛋白質を無細胞蛋白質発現系により調製した。約 lmMのVtilaのN末端ド

メインを20mMd・・Tris-HClbuffer(pH 7.0)， 100mM  NaCl， lmM  d-D'廿， 0.02% NaN3， 10% 

D20に溶解し、NMR測定をBruker社製 AVANCE800および700により25
0

Cで、行った。シ

グナルを帰属するため、 15N-HSQC，13C-HSQC， 1王NCA，1王N(CO)CA，1王NCACB，

CBCA(CO)NH， HNCO，団司(CA)CO，HBHA(CO)NH， CC(CO)NNH， HCC(CO)NNH， 

HCCH-TOCSY， HCCH-COSYを測定した。さらに原子間距離情報を得るため、 15N-edited

NOESY-HSQCおよび13C-editedNOESY-HSQCの測定も行った。これらのスペクトルのプロ

セスと帰属はNMRpipe，NMRview， Kujiraを用い、構造計算にはCYANNCANDIDを用い

て行った。

[結果と考察]

SNAP25Nファミリーに属する VtilaのN末端ドメインの構造は antiparallelのthree-helix

bundle構造であり、アミノ酸配列ベースの二次構造予測を支持するもので、あった。類似の構

造を持ち、機能既知なSN成 E蛋白質のN末端ドメインとしてはsyntaxinファミリーに属する

syntaxinlaが知られているが、この N末端ドメインは自身の SN成 Eモチーフと分子内相互

作用することで“閉じた"蛋白質構造を形成し、膜融合カスケードの制御に関与していると報

告されている竺そこで、今回構造決定を行ったVtilaのN末端ドメインとの比較を行ったとこ

ろ、全体的な構造は非常に類似していたが、その表面構造および、電荷の分布は異なってい

ることが分かった。特に、 syntaxinlaのN末端ドメインにはSNAREモチーフと分子内相互作

用するための疎水的な長い溝が存在しているが、 VtilaのN末端ドメインにはこのような溝は

見られなかった。従って、 Vti1aが自身の SN組 Eモチーフと分子内相互作用する可能性は

低いと予想された。実際に、VtilaのSN組 Eモチーフを用いてN末端ドメインとの相互作用

解析を試みているが、現時点では結合は見られていなし、。

以上の結果から VtilaのN末端ドメインのターゲ、ットは少なくとも分子内ではないと推測さ

れる。今後、そのターゲット蛋白質を探索することによりVti1aのN末端ドメインの詳細な機能

を解明したいと考えている。

[参考文献1
1) K. M. S. Misura， et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. USA， 99， 9184-9189. 
2) K. M. S. Misura， et al. (2∞0) Nature， 404， 355・362.

-189-



3P045 1H NMRによる鯨類骨格筋のミオグロピンにおけるへムのE向の構造解析
(筑波大院数物 I、高知大理 2、日鯨研 3、科博 4)

0八巻武¥阿部千景 I、岩波健太郎 2、藤瀬良弘 3、山田格 4、三田肇 l、
鈴木知彦 2、山本泰彦 1

1H NMR study on heme orien匂tionof myoglobin from skele匂Imuscles of ce旬cean

OT. YamakiI， C. AbeI， K. Iwaname， Y. Fujise3， T. Yamada¥ H. MitaI， T. Suzuke， Y. YamamotoI 

IGraduate school of Pure and Applied Sci.， Univ. of Tsukuba， 2Fac. of Sci.， Kochi Univ.， 3Inst. of Cetacean Res.， 

4Natl. Sci. Museum 

IH NMR study of the myoglobins from skeletal muscles of a variety of cetacean， Mesoplodon st，そ;negeri，

Indopacetus pacificus， Balaenoptera borealis， Balaenoptera edeni， Balaenopteraαcutoros仰 ta，Physeter 

macrocephalus， Kogia breviceps， Peponocephala electra， Phocoenoides dalli and Stenella attenuata， 

revealed that th巴structuralfeatures of the proteins of c巴taceansare highly alike， as expected from their 

homologous amino acid sequences， and that h巴mein myoglobin possess巴sa unique orientation with respect 

to the protein moiety， in contrast to the results from “in vi，か-0"reconstitution study of myoglobin， which 

demonstrated that heme is incorporated into apoprotein in two different orientations. 

序論

生物の骨格筋中に含まれるミオグロ祉ン (Mb)は、アミノ酸 153残基からなるタンパク質部分

とへムと呼ばれる鉄ポルフィリン錯体を補欠分子族としてもつ分子量約 17000の酸素貯蔵へムタ

ンパク質である。鯨類の骨格筋中の Mb濃度は高く、その色は陸棲晴乳類のものよりもかなり濃

いことに反映されている。したがって、細胞中での Mbの構造を研究する場合、鯨類の Mbは最

良の研究対象となる。また、マッコウクジラの Mbはウマやウシなどの陸棲晴乳類の Mbより立

体構造が安定であることが従来の研究から明らかになっている。そこで、鯨類の Mbを系統的に

調べることにより、Mbの性質と生物の棲息環境との関係などがより詳しく明らかになると考えら

れる。本研究では、オウギハクジラ (Mesoplodonstejnegeri)、タイヘイヨウアカボウモドキ

andopacetus pα'Cl戸'cus}、イワシクジラ (IJalaenopteraborealis)、ニタリクジラ (IJalaenopteraedeni)、

ミンククジラ (IJalaenopteraacutorostra，ta)、マッコウクジラ (Physetermacrocephalus)、コマツコ

ウ (K.ogiabreviceps)、カズハゴンドワ (Peponocephalaelectra)、イシイルカ (Phocoenoidesdalli)、

マダライルカ白enellaattenuat，αノの骨格筋から分離精製した MbをIHNMRにより活性部位の立

体構造を解析した。

結果と考察

アミノ酸配列 本研究で用いた Mbのアミノ酸配列を比較した結果、 88%以上の高い相向性があ

った。活性部位の近傍でのアミノ酸残基の相違はN末端から 45番目の残基 (Argまたは Lys)で

認められた。その他の相同ではないアミノ酸残基のほとんどは、 Mbの分子表面に存在していた。

Keyword:ミオグロビン、ヘムの配向、常磁性NMR、タンパク質の高次構造

やまきたけし・あべちかげ・いわなみけんたろう・ふじせよしひろ・ゃまだただす・

みたはじめ・すずきともひこ・やまもとやすひこ
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ヘム活性部伎の立体構造 Fig. 1に様々な鯨類

Mbのメトシアノ体 (MbCN")のlHNMRスベ

クトル(10・29ppm)を示す。通常の lHNMR 

シグナルより著しく低磁場側に観測されるの

は、フェリ型へム鉄の不対電子による常磁性シ

フトのためである。これらのシグナルのシフト

値がほぼ一致していることから、鯨類Mbの活

性部位はおEいに高い類似性をもつことがわ

かる。しかし、 His64のN.，Hと CIlHプロトンに

由来するシクやナルのシフト値に着目すると、鯨

類の種類に依存して最大 1ppm程度の差が観

測される。これはへムに対する His64の配向が

それぞれの Mbで異なることを示唆している。

His64のN.，Hは、ヘムに配位したO2、CNーなど

と水素結合を形成することにより、それらの配

位状態を安定化することが知られている。した

がって、アミノ酸配列の高い相向性に反して、

これらのMbでは酸素親和性などの機能が有意

に異なることが予想される。

骨格筋中の11>におけるヘムの配向 Mbから

へムを取り出した apoMbにへムを invit1・。で再

び加えるとタンパク質部分にへムが取り込ま

れた再構成 Mbが得られる (Fig.2)。常磁性

NMRによる再構成Mbの研究から (LaMar et 

al.， JACS (1984))、再構成反応ではへムが表と

裏の 2通りで apoMbに取り込まれた異性体が

生成することが示されている。 Mbの機能を立

体構造に基づいて理解する場合、このへム回転

異性体の存在は無視できない。骨格筋から Mb

を素早く分離して invivoの状態に近い Mbの

lHNMRスベクトノレを測定した結果、 invitroで

調製された再構成Mbの研究における結果とは

異なり、 1つの異性体のみに由来するシグナル

が観測された。この結果は、 Mb生合成の最終

段階において骨髄で合成されたへムが細胞質

中で合成された apoMbに組み込まれる際、ヘ

ムはある特定の配向で組み込まれることを示

している。
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lP046* p67phOXのTPRドメインを対象とした

効率的なグローパルフォールド決定に向けての検肘

(北大・院薬 l、タンパク 30 0 02) 

0吉田慎一 l、小椋賢治¥稲垣冬彦1.2

Approaches to the efficient global fold determination of TPR domain in p67Ph山

(Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Hokkaido University1， National Project on 

ProteinStructural and Functional Analysis2) 

OShinichi Yoshida1， Kenji Ogura1， Fuyuhiko Inagaki 1. 2 

Although a number of methodologies to determine global folds of larger protein were proposed， we 

still need general and efficient method. This prompted us to investigate and develop the systematic 

approaches for this purpose. TPR domain in p67p1uバ hasa molecular weight of 24 kDa and its 

structure determination using only 13C_， 15N-labeled sampleis very difficult. Sowe selected the TPR 

as target and carried out a structural analysis for global fold determination using a Iimited number of 

data sets based on NMR experiments. At first we determined the “semi" global fold using Val， Leu， 

I1e (01) methyl 1H_， uniform 2H/13C/15N-labeled sample. As large quantities of Tyr residues existed in 

th巴regionwhose convergence was worse， we improved the precision and accuracy of the structure 

using Tyr 1H/12C_， Val， Leu， I1e (01) methyl [H/13C_， uniform 2H/15N・labeledsample.Thegloblil 

structure ofτ'PR was much improved with the r.m.s.d. of approximately 2.5λ 

1 序輪

高分子量タンパク質のグローパルプオールドを決定するために開発された様々な方法論は、そ

の有効性が実証されつつある。特に、I1elLeuIValのメチル基に 1Hを残した 2H/13C/15N トリプルラ

ベル体を用いての方法論はほぼ確立されているが、得られるフォールドの質は二次構造やトポロ

ジーに強く依存することも明らかにされている。芳香環由来の NOE情報を活用する方法や異方

性を利用した角度情報 (RDCなど)の束縛条件としての有効性も報告されたが、非常に多様で

あり、また、それらの方法論を応用して実際の NMRデータを基に決定した例は限られている。

一般に、重水素化試料の調製には多大なコストを要するため、これらの報告された手法を導入・

比較しながら、グローパルフォールド決定に向けて、最も効率的なアフローチを検討することは

非常に重要であると言える。

キーワード:高分子量タンパク質、グローバルフォールド、重水素化、選択的プロトン標識、残余正極子結合

著者ふりがな :0よしだ しんいち、おぐら けんじ、いながき ふゆひこ
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p67f1ho.，のTPRドメインは分子量約 24kDa のタンパク質で、 13C/15N ダブ、ルラベル体のみを用~)

ての構造決定は困難であった。加えて、 TPRドメインは極めてαヘリックスに富んだタンパク質

であり、グローパルフオールドの決定が比較的難しいと考えられた。そこで、この TPRを対象

として選択し、実際の NMR実験から得られたデータのみを基にした束縛条件から、グローパル

フォールド決定のための最も効率的なアプローチの検討を行った。

2.グローパルフォールド決定に向けた第一段階;有用な中間構造の決定

[方法JIle(ol)!LeulValのメチル基に IHを残した

2H/13C/15N トリプルラベル体を用いて、主鎖および

メチル基の帰属、およびNOESY実験 (6∞MHz、
混合時間 5α200msec)を行い、 NOE束縛条件お

よび TALOSによる二面角予測の束縛条件を作成

した。また、 15Nラベル体を用い、 Pf1ファージを

配向媒体として IPAP-HSQC実験を行い、 RDC束
副iP~ticRegion 
-・8 ・

i主
、~.' .1:11 
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縛条件も作成した。構造計算には CNSを用い、伸 Fig. I 'H_13C CT-HSQC 耶 ctrumof I (lil)/UV m抽 yl

びた構造から SA法により計算を行った 'H-. 'H/"C/"N-labeledTPR 

d 
"事

.J調。

[結果・考察]NOESYの解析により、計 808個(残基あたり 4.2個)の NOEを確認できた。ま

た、メチル基が関与するNOEはフォールドに重要な遠距離NOE計 192個の内95%を占めた。構

造計算では、 SA計算における距離制限や角度制限に関する力場のパラメータを適切に調整する

ことで、 NOE束縛条件を満たす構造(上位 10個/100個計算)が得られたが、二次構造を形成

している領域の主鎖 r.mふdは約 5.0A程度であったが、収束の良い領域と悪い領域が顕著であっ

た。また、この段階では、 RDC束縛条件 (HN_Nのみ)の有無で、計算結果に有意な差は見られ

なかった。

3.中間構造をベースとしたラベル体の選択とグローバルフォールドの決定

[方法]収束の悪い領域lこは Tyr残基が多く存在したので、次の指針として、 Tyrを 1H/12C、

I1e(ol)/Leu/Valのメチル基を官I13Cラベルした均一世115Nラベル体を調製L、NOESY実験(600/8∞
MHz、混合時間 2∞msec)等から Tyrの芳香環プロトンの帰属、さらなる NOEの帰属を進め、
再度構造計算を行った。 小.--_-..../

[結果・考察]プロトン化する芳香環を Tyr残基に限定したこ

とで、Tyr芳香環の帰属が容易に完了した。また、NOE総数は 1330

個(さらに解析中。'残基あたり 6.9個、遠距離 NOEは 334個)

であった。主鎖構造の収束が格段に上昇し、現段階で二次構造を

形成している領域の主鎖r.mふdは約2.5A程度である。
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2P047 Photo-CIDNP r去による MAP-LC3蛋白質の解析

(富山医薬大薬 i、順天堂大医 2)

O河野隆英 I、谷間以誠 2、上野隆 2、木南英紀 2、水口l峰之 l、河野敬一 i

Photo-CIDNP analysis of the microtubul巴-associatedprotein light chain 3， MAP-LC3 

1 Faculty of Pharmaceutical Sciences， Toyama Medical and Pharmaceutical University， Toyama 

930一0194，]apan 

2 Department of Biochemistry， ]untendo University of Medicine， Tokyo 113-8421， ]apan 

Microtubule-associated protein light chain-3 (MAP-LC3) is a human homologue of Apg8/Aut7 

included in yeast Apg/Aut (autophagy) family. Apg/Aut family is involved in autophagy induced 

under nutrient-starvation condition in yeast and is composed of a number of Apg/Aut mutants. 

Apg8/Aut7 is cleaved at its C-terminal glycine residue by Apg4， cysteine protese. In additi'on， 

the cleaved Apg8/Aut7 is covalently attached to phosphatidylethanolamine at the glycine residue 

by interaction with Apg3 and Apg7. Thereby the modified Apg8/Aut7 interacts directly with 

membranes. 

In the present study， we report the solution structure of MAP-LC3 .and the resul t of addi tional 

analysis by means of photo-chemically induced dynamic nuclear polarization. 

{はじめにl

Autophagy -は細胞内消化に不可欠な過程であり、細胞内分画を取り込んだベシクルのリソソームへ

の輸送として観察される。酵母を用いた変異体実験により、この過程には数多くの蛋白質が必要であ

ることが明らかになり、 Apg/Aut (autophagy)ファミリーと呼ばれている。 Microtuble-associat巴d

protein light chain-3 (MAP-LC3)は、同ファミリーに属する Apg8/Aut7ヒト類似体であり、他にも

GABAA receptor associated protein (GABARAP)や Goldi-associatedATPase enhancer of 16 kDa 

(GATE-16)が同定されている。

本研究ではMAP-LC3の溶液構造を決定し、さらに photo-CIDNP法による実験を行い、類似蛋白質で

MAP-LC3、Photo-CIDNP、溶液構造

こうのたかひで、たにだいせい、うえのたかし、こみなみえいき、みずぐちみねゆき、かわのけいい

ち
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ある GABARAPで報告されている N末端領域の運動性(I)について考察した。 これらから MAP-LC3は

GABARAPと異なり、溶液中で単一の構造を有するとの結論を得た。

[実験]

大腸菌に発現させた MAP-LC3蛋白質を GST親和性カラム、イオン交換クロマトグラブィーにより精

製した。精製した蛋白質は終濃度 0.8mMに調製し、光色素として 0.4mM flavin mononucleotideを

加えた。 Photo-CIDNP実験はKapteinらの方法(2，3)に従った。試料管の概絡をFig.1に示した。

[結果と考察1

GABARAPにおいて N末端領域は 2種類のコンブオメーション、 openedformとclosedform、の平衡

状態にあることが示されている(1)が、 MAP-LC3の構造計算では単一の立体構造を与え、その N末端領

域は Tyr110を覆っている。 Photo-CIDNP実験では蛋白質表面の His、Ttp、Tyr-残基を特異的に観測す

る。 MAP-LC3は3つのHis残基(27、57、86)、および4つのTyr残基(38、99、110、113)を持つが、 His

残基はいずれもCIDNP効果を示したものの、Tyr残基においてはTyr38に由来する信号のみを得た(Fig.

2)。このことは他のTyr残基が蛋白質内部にパッキングされていることを示しており、すなわちTyr1l0

は溶媒に露出しないことを意味している。よって、 MAP-LC3のN末端領域は常にTyr110を覆っており、

GABARAPと異なり溶液中で単一の立体構造を保持していることが示された。

optical fiber 
(from laser) 

inner tube 
(Wilmad coaxial Pyrex insert) 

outer tube 
(standard NMR tube) 

t-恥oilFig. 1. The sample tube used 
for photo-CIDNP experiment. 

ppm 

Fig. 2. The normal 1D spectrum (upper) 
and the CIDNP difference spectrum 
(1ower) of MAP-LC3. 

{参考文献1

1) ]. E. Coyle， S. Qamar， K. R. Rajashankar， & D. B. Nikolov， Neuron 33， 63-74 (2002). 
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3P048 高圧 NMR法による壷白質の構造Eダイナミクス解析

:ユビキチン 30圃3000気圧
(1理研圃播磨、2東大圃院理、3近大生物理工〉 北原亮 1、横山茂之 1，2、O赤坂一之 1，3

Protein structure and dynamics study by high pressure NMR 

Ryo Kitaharal， Shigeyuki YokoyaIn'a1ムandKazuyuki Akasaka 1，3 

1 Structural and. Molecularβiology Laboratoη RlKEN Harima Irzstitute at Spring-8， 1-1~1 Kouto， 

Mikazuki-cho， Sayo， Hyogo 679~5148， Japan 

2Depar初1ent01 Biophysics ans Biochemistry， Graduate School 01 SCience， University 01 おか0，7-3-1 

Hongo， BunAyo-ku，おかo113-0033， Japan 

3Department 01 Biotechnological Science， Faculty 01 Biology-Oriented Science and Technology， Kinki 

University， 930.Nishimi仰ni，Uchita-cho， Wak，砂ama649・6493，Japan 

Conformational fluctuation is a keyfor understanding protein function，but we k，now little about the 
actual structural or shape changes associated with the fluctuation. Here we present a general method 

for elucidating the shape change of a protein molecule in solution associated with a conformational 

fluctuation in atoriliC coordinates. We utilize multi-dimensional NMR spectroscopy and determine 

average coordinates at different pressures， which are to give “NMR. snap shots" of a fluctuating 

proteinstructure because of~he intimate relationship betweenconformation and volume of a protein. 

The first target protein chosen is ubiquitin (pH 4.6 at 20 oc)， whose ayerage coordinates were 

determined at 30 bar and at 3 kbar using NOE distance and torsion angle constraints. The structure 

at 3 kbar revealed that the helix swings out by -3 A outwardly with a sim¥lltaneous orientational 

change of the C-~erminal segment carrying the reactive聞siteresidue 76， forming an “openl' platform 

suitable for enzYIQe recognition. Spin relaxation analyses at two pressures indicate that the 

conforma:tional fluctuation takes place in the 10 microsecond time range. 

溶液中の蛋白質は大きく構造を変化させることによりその機能を生み出す。しかじある種の運動に伴

う立体構造の変化或いは分子形状の変化を原子レベルで捉えることは難しい。NMRは溶液中で蛋白質の

構造を原子レベルで解析可能な手段であるが、その構造変化が速い場合(>>103S-I) 測定時間(rns-s)の

聞にズベ汐トルは平均化され構造Iど関する情報も平均化されてしまう。一方スピン緩和の解析から

ps-msまでの広い時間領域、にわたる“構造揺らぎ"の情報を得ることも可能であるが、構造或しうは分子

形状の変化の情報は得られない。我々の目的は圧力を用いて蛋白質の“揺らいでいる姿f主スセップ
ショットのように捉えることである。圧力はもともと存在する蛋白質の多様構造聞の平衡を、!労:子体

積を軸に、加圧により部分モル体積の小さな構造の方へシフトさせることによって、天然状態から逸

脱した構造を安定化させる。これにより常圧下では分光学的検出限界外にある“揺らいだ構造"も;

加圧下で安定に捕捉され検出可能になる。

キーワード:圧力、準安定構造、ユピキチン

きたはらりょう、よこやましげゆき、あかさかかずゆき
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我々はこれまでに細胞内でポリユピキチンを形成し蛋白質分解の信号となるユピキチンについて，

その構造の全体像を明らかにた。すなわち広い圧力範囲で全残基レベルで、の高圧 NMR 実験 (-210C~

35
0
C、30bar ~3. 7'kbar)を行うことによって、ユピキチンは N[，Nz， I， Uの少なくとも4つの構造

聞の平衡状態にあることを明らかにした[，z。

昨年度の剛R討論会で 30bar (N[ : 85見)と 3. kbar (Nz: 77%)の加圧下でのフ。ロトンープロトン NOE情報

に基づく 2 ピキチンの構造解析にういて発表を行った。構造解析を行う上での重要な問題点、は、ユビ

キチンのように構造変化が速い場合(>> 103 s-[)、測定時間(ms-s)の聞にスベクトルは平均化されるた

め、得られる NOE情報も平均化されてしまう。よってそこから得られる構造も複数の構造の、その分

布率に応じた平均構造になるため、これまでの構造精密化の方法論では解決できない様々な問題を含

むことがわかった。天然状態から逸脱した構造、すなわち熱励起構造の構造解析法の確立はこれから

の剛R法の重要な課題となると考えられる。

構造

二次元 W[HNOESY、HNCA、三次元 [5N-巴ditedHN出をpH4.6，200Cで 1barから 3kbarまで測定した。

距離制限はNOEから二百角 (φ、例制限はJカップリング定数と Cαシフト値から得た。 30barと3kbar 

の圧力下で、約 1000個の距離制限と約 80個の二面角制限から CYANAを用いて構造計算を行った。

3 kbarでは活性部位G1y76を含むC末端残基 70-76が Va170の位置から大きく配向を変えてお力、

これらはVa17QとArg42聞に形成される 2つの水素結合が切れた事と Va170φ角の変化に起因する。ま

た3シート部位に対する αヘリックスの配向が外側に 3A以上変化しており、これはその前後の部位つ

まり 22-24番、 38-41番残基の主鎖二面角の変化によって説明できる。

ダイナミクス

30 barと3kbarにおける [5Nーん ιNOE測定に基づいて、 Modelfree解析からユビキチンのダイ

ナミクスを調べた。加圧により ps~ns の速い運動(~， '(e)に顕著な変化は無いが、 αヘリックスと C

末端部位でιの化学交換による寄与Rexが認められた。 V日170Nl，HNの加圧によるシグモイド状の化学
シフト変化から見積もられた 3kbarにおける N[(-23見)， Nz (-77見)の存在比率九化学シフト差O{j)と

Modelfree解析より見積もられた Rexから、 N[とNz間の化学交換速度定数が 1barで4.12x10
5(=k2)と

O. 72x105 (=k12)ど見積もられ、ユピキチンは数十仰の時間スケーノレで、2つのフォールド構造内を行き

来していることが明らかになった。また各圧力における交換速度定数の解析から活性化状態の体積は

N[構造に近いことがわかった。圧力は大きな正の活性化体積変化を伴う Nz→N[構造変化の速度定数を

遅くすることにより、加圧下でNz構造を安定化していることがわかった。

l. Kitahara and Akasaka PNAS 100，3167・3172(2003). 

2. Kitahara et a1. Biochemistry 40， 13556・13563(2001). 
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lP049 テロメア DNA結合タンパク質TRF2、叩FlのDNAとの複合体の構造及

びDNA結合活性の比較

(1横浜市立大学、 2木原記念横浜生命科学振興財団)
花開慎悟 1，2、長土居有隆 1、西村善文 1

Comparison between TRF2 and TRFl on their telomeric DNA-bound 
structu陀 sand DNA-binding activities 

Shingo Hanaoka 1ぺAritaka，Nagadoi
1 and Yoshifumi， Nishimura1 

1 Graduate School of Integrated Science， Yokohama City University， 1・7-29，Suehiro-cho， 
Tsurumi・ku，Yokohama， 230・0045，Japan， 

2K阻ih加laraMemorial Yokohama Foundation for the Advancement of Life Sciences， 1-ヴ7-29，
Suehi吋iro-cho，Ts凱叩urumiト-ku仏1，Y okohama， 230 ・0045，Japan， 

Mammalian telomeres consist of long tandem arrays of double-stranded telomeric 

TTAGGG repeats packaged by the telomeric DNA-binding prot凶ns，TRFl and TRF2. 
Both contain a similar C-terminal Myb domain that mediates sequence specific binding 

to telomeric DNA. In a DNA complex of TRFl only the single Myb・Iikedomain 

consisting of three helices can bind specifically to double-stranded telomeric DNA. Her可E

we have determined . the DNA complex struc何時 ofTRF2. In addition， we have 
examined telomeric DNA岡bindingactivities of both DNA-binding domains of TRFl and 

TRF2 and found that TJU:l binds more strongly than TRF2. Based on the structural 
differences of both domains， we created several mutants of the DNA-binding domain of 
TRF2 with stronger binding activities compa問dto the wild type of TRF2. 

【序】

真核生物の染色体末端構造テロメアはG塩基に富んだ繰り返し配列のDNAとタンパ

ク質から構成されている。テロメアは染色体の安定維持には不可欠であり、染色体同

士の融合や損傷DNA修復などから末端を保護している。ヒトではTτA.GGGの6塩基

からなる繰り返し配列の2本鎖DNAにTRF1とTRF2が結合する。 TRF1とTRF2の

C末に存在する DNA結合ドメインの 1次構造は非常に類似Lており、同じ配列の2

本鎖DNAを認識する。さらに TRF2は3'突出末端の 1本鎖DNAの保護に関与してい

る。 TRF1とテロメア DNAの構造は既に西川らにより構造が解析されている。本研究

ではTRF1とTRF2のDNA結合ドメインの詳細な違いを調べるため、 TRF2のDNA

結合ドメインと DNAとの複合体の構造を NMRにより決定した。さらに変異体を作

成し、 TRF2とTRF1のDNA結合活性の違いをアミノ酸レベルで同定した。

キーワード:telomere， protein/DNA interactions， NMR， Myb domain 

はなおかしんご、ながどいありたか、にしむらよしふみ
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【実験】

TRF2は大腸菌発現系を用いて大量発現させ精製した。 TRF2と2本鎖DNA(tr13:GTT

AGGGTτ'AGGG/CCCTAACCCTAAC)を 1:1で混同し、 5mMKPB， pH6.9に調整し NMR

試料とした。Bruker社のDMX・600、AVANCE・800で測定し、 CNSで構造を決定した。

TRF1、 TRF2及びTRF2変異体の DNA結合活性はlOmMHEPES -KOH(pH6.8)， 3mM 

EDTA， 180mM KCl， 0.003% Triton-100(v/v)の条件でBiacore3000により測定した。

【結果】

TRF2のDNA結合ドメインの構造は 3本のヘリックスからなり、 DNAとの複合体では 3

番目のヘリックスがDNAの主溝に深く入り、さらに TRF2のN末にある Lys447が副溝

から塩基を認識していた。この DNAとの結合様式は以前に報告された TRFlと良く似

ていた。しかし、 TRFlとTRF2では4つのアミノ酸(Lys447、A471、A484、R496)がDNA

の認識において異なっていた。そこで TRF2とTRFlの詳細な DNA認識の違いを調べる

ために 6種類の変異体(K447R，A471S，A484S，R496K，QM(K447R/A471S/A484S/R496K)，DM
(A471S/A484S))を作成した。最初に、各変異体と DNAの結合を確認するために 1次元

NMR測定で複合体の DNAイミノプロトン領域を調べた。

次に TRFl、TRF2及ぴTRF2変異体と DNAとの結合活性を Biacoreで測定した。得ら

れた結果から TRF2はTRFlよりも解離定数が4倍高く、 DNAとの親和性が弱いことが

示された。そして TRF2の変異体はR496Kを除き TRF2の野生型よりも DNAとの親和性

が強く、 QMとTRFlは、ほぼ同じ解離定数であった。このことから、 Lys447、Ala471、

Ala484の3残基がTRFlとの親和性の違いに関わっており、特に Lys447が大きく影響

し定いることが示された。

(A) 

(8) 

γγ71γγ軸

hTRF2(440)ST'悶ITKKQK附VEESEWVKAGVQKYGEGNWAAIS悶YPFVNRTAVMIKDRWRTMKItL伺創
hTRFU373)E時田ARKRQAWLWEED.悶LRSGVRKYGE側WSKILLI詑K町NRTSV鼠 取引収KLぬISSDSED

hTRI'2白畑'PI""

ー・・・・・・・・・・・・園 田園圃・・ ・・圃園田・・・・圃

hTRn cOlllplex 

(C) 

tr13 1 2 l ( 5 • ! .・ 1・I1UIJ
5・-GTTAQGGTTAGGG-3・
3・-CAATCCCAATCCC・5・
ll'lfU.I......，. ~ r ~ r r r 

(A) The amino sequences ofDNA binding domains ofTRF2 and TRFI. Three helical regions are underlined. 
The four amino acids that interact with DNA shown by the arrow differ between TRF2 and TRFl. 
(B) The DNA complex structures of TRF2 and TRF 1. 
(C) The base sequence ofthe teJomeric DNA(汀13)used in this experiment. 



2P050 高等動植物のプロテオミクス:zf-ANlドメインの溶液構造の網羅

的な解析

(理研・ GSCl、日本電子(株)2、物質・材料研究機構3、東大・院理4、理研・

播磨5)

0富津忠i、IJ、柴生造i、井上真l、斉藤講平l、泉顕也l、根本暢明2、

朝倉克夫 2、高杉憲司 2、木吉司 3、好田真由美l、農田 洋1、白水美香子l、

寺田貴帆l、青木雅昭l、朝康子l、関英子l、藤倉由紀子l、矢吹孝l、

田仲昭子I、林崎良英l、関原明l、篠崎一雄l、木川隆則l、横山茂之1.4. 5 

Structural proteomics of animals and a plant: A comprehensive analysis of solution 

structures ofthe zf-ANl domain 

(RlKEN Genomic Sciences Center1， JEOL Ltd人NationalInstitute' of Material Sciences3， 

University ofTokY04， RlKEN Harima Institute5) 

OT. Tomizawa1， S. Koshiba1， M. Inoue1， K. Saitol， K. Izumil， N. Nemoto2， K. Asakura2， 

K. Takasugi2， T. Kiyoshi3， M. Yoshida1， H. Hirota1， M. Shirouzu1， K. Teradal， M. Aoki1， 

Y. Tomo1， E. Seki1， Y. Fujikura1， T. Yabukil， A. Tanakal， Y. Hayashizaki1， M. Seki1， 

K. Shinozaki1， T. Kigawal， S. Yokoyama1.4.5 

The zf-ANl domain was first identified at the C-terminus of a ubiquitin fusion 

protein ANl from Xenopus laeげ~. Recently， Huang et al. (2004) indicate that the zf-ANl 

domain of ZNF216 interacts with TRAF6 protein， suggesting that it functions as a protein 

interaction module. In this study， we determined solution structures of zf-AN1 domains 

from the mouse 2310008M20Rik， the mouse 2810002D23Rik， the Arabidopsis thaliana 

At2g36320~ and the A. thaliana F5011.17 proteins using multidimensional NMR 

spectroscopy. Uniformly 13C-j15N-labeled protein samples were prepared by the cell-free 

expression system. Automated NOE crosS'peak assignment and structure calculations with 

torsion angle dynamics were performed using the software package CYANA 2.0.17. 

構造プロテオミクス、 zf'AN1domain、無細胞タンパク質合成F 亜鉛結合タンパク質

Oとみざわただししこしばせいぞ、うしいのうえまこと 1、さいとうこうへい 1、

いずみけんや 1、ねもとのぶあき 2、あさくらかつお 2、たかすぎけんじ 2、きよ Lっかさ 3、

よしだまゆみl、ひろたひろし 1、しろうずみかこ 1、てらだかほ 1、あおきまさあき 1、

ともやすこ 1、せきえいこ 1、ふじくらゆきこ 1、やぶきたかし 1、たなかあきこ 1、

はやしざきよしひで 1、せきもとあき 1、しのざきかずお 1、きがわたかのり 1、

よこやましげゆき 1，4，5
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All of the zf-ANl domain structures are composed of 40 residues with two zinc ions， 

and the protein cores are formed mainly by the buried conserved Phe residue together with 

the zincions. Sequence alignment shows that the zf-ANl domain family is classified into 

two classes according to the difference of the N-terminal zinc binding residues (CX2C and 

CX4C types). In the CX2C type zf-ANl domain， highly conserved Phe， Arg， and Tyr 

residues on the protein surface stack with each other， suggesting that these residues are 

involved in protein interactions. 

【序論l
zf-ANlドメインは、アフリカツメガ、エルのユピキチン融合タンパク質ANlのC末端に存在す

るドメインとして同定された。近年、Huanget al.(2004)によって、ZFP216タンパク質のzf-ANl

ドメインがTRAF6との相互作用に関与していることが示唆されている。このことから zf-ANl

は、タンパク質との相互作用を担っている可能性が高い。我々は、マウスの 2310008M20Rik，

2810002D23Rik、 シロイヌナズナのAt2g36320protein， F5011.17 proteinのzf-ANlドメイ

ンの構造を多次元NMR法によって決定した。

【方法1
13C，15N標識体zf-ANlドメインの発現には無細胞タンパク質合成系を用いた。NMR測定には、

Bruker社製 AVANCE800、700、600、JEOL社製 ECA920，800， 600を使用した。 NMRス

ベクトルは、 NMRpipeによるデータ処理を経た後に小林らが開発した Kujiraを用いてシグナ

ル帰属を行った。 CYANA2.0.17による NOE自動帰属と立体構造計算を行った。

[結果】

zf-ANlドメインの構造を解くことにはじめて成功した。 zf-ANlドメ千ンは、 40アミメ酸残基

で立体構造を形成している。 2つの亜鉛イオンと保存性の高い Pheがタンパク質の核を形成し

ている。配列解析により zf-ANlは、 N末端の亜鉛結合部位の違いによって2つのグループに分

けることができる(CX2CとCX4C)oCX2Cタイプにおいては，分子表面に高い保存性をもった

Phe，ArgとTyrがスタックした構造が存在しており、タンパク質相互作用において重要な役割

を演じている可能性が高い。

Figure Structure model of the zf-ANl dom必a仕omthe mouse2810002D23Rik. 

Ribbon model ofthe zf-ANl domo.in (CX2C type)企omthe mouse 2810002D23Rik (751-793). 
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3P051 シロイヌナズナ構造プロテオミクス:

. SWIBドメインの立体構造解析

(理研・ GSC1，東大・院理理研・播磨3)
0米山操行木信一栃尾尚哉小柴生造井上真好回真由美
慶田洋白水美香子 l' 寺田貴帆青木雅昭靭康子関 英子藤倉
由紀子¥矢吹孝田仲昭子関原明篠崎一雄木川隆則横山茂
之 1，2，3

Arabid，叩sisthaliana Structural Proteomics: 
Solution structures of the two SWIB domains of the BAF60b homologue and a plant-specific protein 
encoded by gene At5g08430 

(RIKEN Genomic Sciences Center， 2The University ofTokyo， 3 RIKEN Harima) 

弘通血盟主~，N.トlarneki1，N. Tochio1， S. Ko出 ba1，M. Inoue1， M. Yoshida1， H. Hirota1， M. Shirouzu1， T. Terada1， M. Aokil， 
Y..Torno.l， E. Sekil， Y. Fujikural， T. Yabukil， A. Tanakal， M. Sekil， K. Shinozaki l

• T. Kigawal， S. Yokoyamal
•
2
•
3 

. The SWIB domain consists of about 80 amino acids and is found in several proteins such as the eukaryotic 

BRGIIB)'¥l1-associated factor 60kDa subunit (SAF60) of .the SWIISNF complex and the plant叩 ecificSWIB 

domain-including proteins. The SWIB domain is refeπed to as the SWIB/MDM2 domainfamily in pfam 

database. The multiple sequence alignment of the SWIB/MDM2 domain family shows that this family can be 

divided into three groups; BAF60 type SWIB domains， plant-specific type SWIB domains， and the MDM2 

domain. It is known that the MDM2 domain is the p53・bindingdomain of the MDM2 oncoprotein that acts as a 

celMar inhibitor of p53 activity. However， the structure and the function of the SWIB domain remain unclear. 

Here， we report thesolution structures ofthe two SWIB domains ofthe BAF60 homologue and a plant-specific 

protein encoded by gene At5g08430 fromArabidopsis thαliana by NMR spectroscopy. The structures ofthe two 

SWIB domains are similar to that of the MDM2 domain. Although the conserved residues are different among 

three groups， these residues are clustered on the regions corresponding to the p53-binding site of the MDM2 

domain. Our results suggest that each SWIB domain group， respectively， has adifferent function. 

[序論]SWIBドメインは約 80アミノ酸残基からなる真核生物に特有なドメインである.SWIBドメ

インを含むタンパク質には，クロマチンの再構築に関与する SWIISNF複合体を構成する BAF60があ

り，また，植物では機能未知である複数の植物特有な SWIB ドメイン含有タンパク質がある.SWIB 

ドメインは， Pfamデータベースでは， MDM2ドメインとともに SWIB/MDM2ドメインファミリーと

して分類されている.この SWIB/MDM2ドメインファミリーは，配列比較により 3種類のサブグルー

プ，すなわち， BAF60型 SWIB，植物特有型 SWIB及び， MDM2に分けられた.MDM2ドメインは，

MDM2腫蕩タンパク質の p53結合ドメインであり， p53の転写活性領域に結合することにより p53の

活性を阻害することが知られている.また， p53・MDM2複合体の結晶構造が報告されており， MDM2 

SWIB domain， MDM2 domain，構造プロテオミクス，無細胞タンパク質合成

Oよねやまみさお，なめ、きのぶかず¥とちおなおや，こしばせいぞう，いのうえまこと，よしだまゆ
みi ひろたひろし，しろうずみかこ，てらだたかほ，あおきまさあき，ともやすこ，せきえいこ，ふ

じくらゆきこ，やぶきじゅん，たなかあきこ，せきもとあき，しのざきかずお，よこやましげゆき
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ドメインの p53結合部位はα2とα4間の議であることがわかっている. しかしながら， SWIBドメイ

ンの詳細な立体構造及び機能に関してはわかっていない.

我々は，シロイナズナの BAF60bホモローグ (BAF60型 SWIB)および，シロイナズナの遺伝子

At5g08430にコードされた植物特有タンパク質(植物特有型 SWIB)の SWIBドメインの立体構造を

決定した.

[方法]無細胞タンパク質合成系により， 2つの 13C/15N標識 SWIBドメイン (BAF60ホモローグ，

At5g14170由来タンパク質:315・394a.a.および， At5g08430由来タンパク質:25・112a.a.)を調製した.

NMR測定には， Bruker社製 Avance600および Avance800を用いた.主鎖および側鎖の帰属には

NMRViewと理研 GSCにて開発された解析用ツール KUJIRAを用いた.NOE自動帰属と立体構造計

算には CYANAl.O.7を用いた.

[結果・考察]今回解析した 2種類の SWIBドメインの立体構造を Fig.l(a)および(b)に示す.どちら

のSWIBドメインも， ~4 つのα.-helix からなる open helix-bundleを形成している.BAF60型 SWIBドメ

インでは，その openhelix-bundleに2つの antiparallels-sheetが対称的に位置し，また，植物特有タン

パク質 SWIBドメインでは 1つの antiparallels-sheetが存在する.これらの構造は， MDM2ドメイ

ン (PDBcode: lYCR) とよく似た構造である.それぞれのサブグループ内で保存されており，かつ溶

媒に露出しているアミノ酸残基は， BAF60型 SWIBドメイン，植物特有型 SWIBドメイン，ともに

MDM2のp53結合部位に栢当する領域にほとんど集中しているが，サブグループ間での共通性は見出

せなかった.これらの結果から， BAF60型 SWIB，植物特有型 SWIBは， MDM2ドメインとはそれぞ、

れ異なった機能を持つことが示唆される.

(a) (b) (c) 

(PDB code， 1 V31) (PDB code， 1 V32) (PDB code， 1 YCR) 

Fig. 1 Comparison of the structures of the swm/MDM2 domain 

The structures ofthe SWIB domains ofthe BAF60 homolog (a) and a plant-specific protein encoded 

by gene At5g08430 (b) fromArabidopsis thaliana are shown inribbon diagrams. The structure ofthe 

MDM2domain企omhuman MDM2.oncoprotein is also shown (c). The color represent the conserved 

residues(a， b) in two SWIB domains and the p53幽bindingresidues (c) in the MDM2 domain. 
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lP052 スピンラベルを用いた膜環境下のペプチドの配向決定

e群大工、 2三菱化学生命研)
O細田和男 1、野口真路l、稲岡斉彦l、河野俊之2、若松馨1

Determination of peptide orientatIQn in membraneous environments using 

spin labeled lipids 

kazuo Hosodal， Shi吋 Noguchi¥ Yoshihiko Inaoka1， Toshiyuki Kohno2，組d

Kaβri Wakamatsu 1 

I FacultyりfEngineering，Gunma University， 2Mitsubishi Kagaku Institute ofLife Sciences 

τ'he information of the orientation of peptides in membranous environment is important for 
understanding the function of the peptides. A transferred NOE (TRNOE) method， which has been 

used to detemiine the conformation of peptidesbound to vesicles， may be applied also to determine 

the orientation of peptides in the lipid bilayers. Last year， we reported that TRNOE signals of 

peptides are quenched depth-specifically by spinlabel groups incorporated in vesicles， and 

determined the orientation of mastoparan-X bound to vesicles by such quenching of TRNOE signals. 

Here we will repo託 theprecise determination of the orientation of the peptides bound to vesicles by 

quantitative analysis of the quenching. We will also present the application of the spin label-

mediated quenching for d巴terminingthe orientation of peptides bound to bic巴lles.

[緒言】

膜蛋白質や膜作動性ペプチドの構造と機能との相関を解明するには、蛋白質やペプチド

の膜中の立体構造だけでなく、膜内での配向も明らかにする必要がある。脂質二重膜に結

合したペプチドのコンブオメーションを決定する手法としては、脂質二重膜存在下での転ー

移核オーバーハウザー効果 (TRNOE)が有効である。 TRNOEは膜中のペプチドの配向を決定

するうえでも有用である。膜の特定の深さにスピンラベノレを導入したベシクーノレの存在下で、

TRNOE測定を行い、スピンラベルによる TRNOEシグナノレのクエンチングを解析することに

より、二重膜に結合したマストパランX;(MP~X) 、の配向を決定できる事を昨年報告したο

今回、そのシグナノレのクエンチングを定量的に評価することによって、配向を精度良く決

定できる事を報告する。また、 bicelleに結合したペプチドの配向をスピンラベノレで決定

できることも報告する。

スピンラベル、 mastoparan-X、配置、膜環境

ほそだかずお、のぐち、しんじ、いなおか よしひこ、こうの としゆき、

わかまっかおり
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【サンフ。ルおよび測定】

15NでラベルしたMP-Xはユピキチン融合蛋白質として大腸菌で発現させ調製した。bicelle

は q=O.5の組成比の物を DMPCとCHAPSOで調製した。スピンラベル脂質は DPPCの脂肪酸に

DOXYL基を、 5位 (5-DOXYL)・ 12位 (12-DOXYL)に結合させたもの、および、リン酸基に TEMPO

基を結合させた物 (TEMPO-PC)を用いた。それぞれのスピジラベルの適正濃度は滴定により

決定した。 NMR測定は pH5.0のサンブツレについて BrukerARX-400を用い 318Kで行った。

NMRスベクトルの処理はNMRPipeとPIPP/CAPP/STAPPを用いて行った。

[結果と考察]

リン脂質二重膜に結合した MP-Xはαヘリックスを形成する事から、ヘリックス状態のペ

プチド構造を作成した。種々の配向においてスピンラベルから各プロトンまでの距離を見

積り、実測のクエンチングと比較した。その結果、膜面に対するヘリックスの配向につい

て詳細に議論できる事を明らかにした。

リン脂質二重膜に結合した MP-Xは、 αヘリックスを形成する事から、ヘリックス状態の

ペプチド構造を作成した。種々の配向においてスピンラベルから各プロトンまでの距離を

見積り、実測のクエンチングと比較した。その結果、膜面に対するヘリックスの配向につ

いて詳細に議論できる事を明らかにした。 Fig.1にbicelleに結合したMP-Xの1H-15NHSQC 

スベクトノレを示す。各スピンラベル (TEMPO-PC、5-DOXYL-PC、12-DOXYL-PC)を 0.4mM添

加したときのシグナルを小ウインドウに示した。この結果から、昨年報告したベシクル存

在下での TRNOE測定と同様に、 bicelleに結合したペプチドについても、スピンラベノレの

位置の違いにより、クエンチされる HNシグ、ナルに違いがある事が確認された。さらに、 Trp

の側鎖 NHシグ、ナルが 5-DOXYL-PCの存在下で最も強くクエンチされていることから、 Trp

の側鎖 NHが浅い疎水領域に存在する事がわかる。現在、クエンチングの定量的の評価をお

こなっており、総合的な評価を報告する。
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Fig， 1: lH)5N HSQC spectrum of MP-X (3.75 mM) in the p陀senceof DMPC/CHAPSO bicelle 

(4 mM). Insets show signals in the p陀senceof each spin labeled lipid (0.4 mM). 
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2P053 NDSBの添加による蛋白質の溶液NMRスペクトルの向上

e群大工、 2三菱化学生命研)
0石井毅1、小暮広行1、飯塚靖子1、河野俊之2、窪田健二人若松馨1

Improvement of solution NMR spectra of proteins by the addition of NDSB 

T'akeshi IshiL.， Hiroyuki Kogure1， Yasuko Iizuka'， Toshiyuki Khono2， 
Kenji Kubota 

1， Kaori Wakamatsu 1 

IFaculty of Engineering， Gunma University， 2Mitsubishi Kagaku Institute of Life Sciences 

Non-detergent sulphobetaines (NDSBs) are a group of small zwitterionic molecules having a 

hydrophilic sulphobetaine group and a short hydrophobic group. NDSBs are known to PI屯vent

aggregation of proteins. They are also known to increase the solubility and thermal stabiJity of 

proteins. These properties should be pm:ticularly useful for solution NMR measur，巴mentsof 
proteins. We confirmed that NDSB・195increases the sensitivity of NMR signals of ubiquitin. 

Improvements of NMR spectra of other proteins will also be presented. 

[緒言]

溶液 NMR測定において蛋白質の会合によるみかけの分子量の増大はシグナルをブロード

にし、解析を困難にする一つの原因となっている。また、長時間の測定を要する事が多い

ので、蛋白質サンプノレの安定性も問題になる。 Non-detergentsulphobetaines (NDSBs) は

親水性のスノレホベタイン基と疎水基をもっ両性イオン化合物である。この試薬は疎水基の

長さが界面活性剤に比べ短いため、 1Mという高濃度でもミセノレを形成しない。 NDSBは蛋

白質の会合を防止するとともに、溶解度や熱安定性を増加させることが知られている。実

際に、 X線結晶構造解析においては、 NDSBの会合防止効果を利用して良質な結晶が作成さ

れている。そこで、 NDSBは溶液 NMR測定においても利用価値が高いと考えられる。蛋白質

の会合を防止する添加剤としては従来 CHAPSやコーノレ酸などが用いられているが、これら

に比べて NDSBは溶液の粘度をあまり上昇させないというメリットがある。我々は NDSB存

在下でユビキチンの NMR、ングナルの感度が向上することを確認した。今回、動的光散乱法

を用いて得られた他の蛋白質に対する NDSBの会合防止効果を含めて NDSB添加による測定

感度の向上を報告する。

NDSB、会合、熱安定性、溶液NMR

いしいたけし、こぐれひろゆき、いいづかやすこ、こうの としゆき、

くぼたけんじ、わかまっかおり
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{実験]

15Nユニホームラベルしたヒスチジンタグのついたユビキチンは大腸菌で発現させた。 NMR

リン酸ナトリウムバッファー測定には Bruker製 ARX-400を使用し、緩衝液として 20mM 

90九H20/10%D20を用い、 30
0

Cで 0.5M NDSB-195存在下・非存100 mM NaCl， (pH 6.5) ， 

NDSBは疎水基の構造によりいくつかの種類があるが本研究では、分子量在下で測定した。

1)を用いた。195.3のNDSB-195(Fig. 

Fig. 1: Structure of NDSB・195.

[結果と考察]

NDSB存在下・非存在下での NMRスペクトルを Fig.2に示す。ごつを比較すると NDSB存

在下非存在下にはないシグナルがあることがわかる o NDSBを加えたことによって蛋白質ど

シグ、ナノレがシャープになったために、弱いシグ、ナルも観測できるうしの会合が防止され、

ようになったと考えられる。また我々は動的光散乱法により蛋白質の会合に及ぼす NDSBの

効果を解析した。その結果、 NDSB存在下で蛋白質の会合状態を検討するためには NDSBの

前処理が必須であること、 NDSBの蛋白質の会合を防止能には至適濃度があること等がわか

った。動的光散乱で得られた測定結果、 NDSBの物性、 NDSB以上の効果が期待される低分子

化合物についてもあわせて報告する予定である。
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3P054 イネ由来NifU類似タンパク質の立体構造解析

C北大・院薬・構造生物茨城大・農・生物工農水省・農生資研)

0久米田博之小椋賢治朝山宗彦九加藤静恵加藤悦子稲垣冬彦!

Solution structure of the NifU-like protein.from Oryzasativa 

CDepatment of Structural Biology， Graduate School of Pharmaceutical Sciences， Hokkaido 

University， 2Laboratory of Molecular Genetics， College of Agriculture， Ibaraki University， 

3Biochemistry Department， National Institute of Agrobiological Sciences) 

OHiroyuki Kumetal， Kenji Ogura¥ Munehiko Asayama2， 

Shizue Katoh"， Etsuko Katoh"， Fuyuhiko Inagakil 

The NifUjNifU-like protein is proposed to provide a molecular scaffold forthe assembly of 

iron-sulfur cluster and is required for photos戸lthesis，electron transfer reaction and regulation of 

gene expression. The chloroplastic NifU-like protein has a chloroplast targeting signal sequence 

at the N-terminus and tandem-repeat of NFU domains. A CXXC motif in the NFU domain is 

suggested to accept and transfer an iron-sulfur cluster to receptor protein， but the C-terminal 

domain is devoid of this motif. This domain arrangement is unique to chloroplastic NifU-like 

protein family. A NifU-like protein仕omHaemophilus influenzae (HiNifU) was determined in this 

protein family， but has low sequence similarity with disparity in the Cys residue location. 

Here， ，we describe the solution structure of the C-terminal domain (Ll54-S226) of 

NifU-like protein from Oryza sativa (OsNifUl) by heteronuclear NMR spectroscopy and discuss 

structural differences between OsNifUl and HiNifU， which provides clues to biological function 

of the C-terminal domain of OsNifUl. 

[はじめに] ¥ 

葉緑体局在型 NifU-likeタンパク質は、葉緑体中における Feredoxin局在誘因子および緑体内鉄

硫黄クラスター形成の足場部位として機能する。また葉緑体局在型 NifU-likeタンパク質は，¥N末端

に葉緑体標的シグナル配列を持ち、二回繰り返しのドメイン構造をとっていることが既に明らかにな

っている。二つのドメインのうち、 C末端側にあるドメインには CXXCモチーフが欠けている。この

ような配列構成は他の生物種由来 NifUjNifU-likeタンパク質には見られず植物特有である。また現在

までに立体構造の明らかになっている NifUjNifU-likeタンパク質は、 Haemophilusinfluenzae由来

の NifU-likeタンパク質 (HiNifU)のみである。また、葉緑体局在型 NifU-likeタンパク質と HiNifU

は配列相向性に乏し〈、システイン残基の一次配列上の位置も異なっている。

本発表では、イネ由来葉緑体局在型 NifUタンパク質 (OsNifUl)の CXXCモチーフを持たないド

メイン(Ll54・S226)に関して、 NMR法を用いた構造解析を行い、本構造を葉緑体局在型 NifU-like

タンパク質のモデルとして HiNifUとの比較検討を行うこと、および本ドメインの機能に関する考察

を行うことを研究目的とした。

構造プロテオミクス、イネゲノムプロジェクト、鉄硫黄タンパク質、 NifUjNifU-likeタンパク質

くめた ひろゆき、おくやらけんじ、あざやま むねひこ、かとう しずえ、かとう えっこ、

いながき ふゆひこ
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}方法・結果l

NMR 測定サンプルは 0.8mM 15Nラベル体、 0.45mM 13C/5Nラベル体を用いた。多核多次元

NMR 測定は、 Varian社製UNITYINOV A 800 MHzおよび600MHz分光計によって行った。スペ

クトル処理には NMRPipe、スペクトル解析には Sparkyをそれぞれ用いた。 13C_および 15N-NOESY-

HSQCにより NOE信号を取得し、 CYANAによる自動NOE信号帰属および、立体構造計算を行った。

構造計算の結果、安定最終構造20個の平均Target加 lctionは0.05A2になり、 Asn157から Leu225
までの主鎖の RMSDは0.5A、重原子の RMSDは0.88Aであった(図)。本構造は、二本のαヘリ
ックス (Asn157-Ala173、Thr203-Ile216)と逆平行および平行ストランドの三本によるβシート

(Metl84 -Lys186、l1e189・Va1l92、Ile221-Leu224)から構成されている事がわかった。また、

TALOSによる二面角予測と得られた立体構造は、良い一致を示した。

配列アライメン(トから CXXCモチーフが欠落していると考えられる領域は、 Pro197とAla198の

聞と推測され、そ.itLが含まれるループ領域は NOEも少なく、収束の悪い領域であった。また、この

ループを構成して通る残基 (Ala198-Va120 1)の主鎖アミドは [IH-15N]-HSQC上において、微弱な

ピークであるかもじくは観測されなかった。 Steady-StateNOEの解析結果からも、 C末端側からル

ーフ。に向かつて柔軟性が上昇しているのが見てとれ、おそらくループ全体が柔軟な構造をしている事

が推察された。

[考察]

得られた立体構造と既知の NifU-likeタンパク質、 HiNifUとの比較を行った。一次配列上、非常に

離れた位置にある Cys残基は、両タンパク質においてαヘリックス末端の一方向に偏重して存在して

いた。鉄硫黄クラスターがαヘリックス末端の一方向に形成される事が推察される。鉄硫黄クラスタ

ー形成に関与しない他の領域を GRASPによる表面電荷表示により比較を行ったところ、

OsNifUl Ll54-S226は塩基性に、 HiNifUは酸性に富んでいた。 OsNifUlの鉄硫黄クラスターレセプ

ターである Ferredoxinが酸性に富む分子表面を持つ事から、 OsNifUlの塩基性に富む分子表面は、

標的タンパグ質との結合に寄与していることが考えられた。

A B 

Fig. The solution structure of OsNi町 lLl54・8226.

(A) Superimposed of 20 structures (B) Ribbon diagram 
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lP055 ホヤ由来パナジウム結合タンパク質Vanabin2の構造とパナジウムと

の相互作用に関する研究
(理研GSC1，横市大院総理広島大院理3)

0演回季之 1.2浅沼三和子植木龍也林文晶小林直宏横山茂之
道端斉 3，1l毎回洋 1.2

Studies on Va圃abin2，a vanadium-binding protein in a va田adium-ricbascidian， Ascidia sydneiensis samea. 
-solution structure and vanadium-protein interaction -
RIKEN Genomic Sciences Cente/; Grad. Sch. Integrated SciencιYokohama City Univ.2; Grad. Sch. Science， 
Hiroshima Univ.3 

OToshiyuki Hamada1ぺMiwakoAsanuma
1， Tatsuya Ueki3， Fumiaki Hayashit， Naohiro Kobayashi1， Shigeyuki 

YokoyamaI， Hitoshi Michibata3， and Hiroshi Hirota1，2 

Ascidians belonging to the suborder Phlebobranchia are known to accumulate high levels of a transitionmetal， 
vanadium， in blood cells called vanadocytes， even though the mechanism for this biological phenomenon remains 
unknown. Recent1y， we identified vanadium-binding proteins， named Vanabins， from a vanadium-accumulating 
ascidian， Ascidia sydneiensis samea._ Here， we report the first 3D structure of Vanabin2 in aqueous solution. 
The structure consists of an overall bow-shaped conformation with fourα-helices connected by nine disulfide 
bonds. The 15N・HSQCperturbation experiments of Vanabin2 indicated that vanadyl cations are exc1usively 
localized on the same face of the molecule， and contact most of positively charged residues. The present NMR 
蜘必esprovide information that helps for understanding yet unknown mechanism of vanadium accumulation in 

ascidians. 

脊索動物のホヤは高濃度かつ高選択的にパナジウムを濃縮している。特にパナジウムボヤ (Ascidia

gammata)の血球において、その濃度は海水のパナジウム濃度 (35nM)のし000万(107)倦に相当する

350mMに達する。血球中の濃縮されたパナジウムはパナジウム濃縮細胞(パナドサイト)の液胞内の

硫酸酸性下 (pH1ム5∞mMH2S04)で、三価[V(III)]に還元されて蓄えられる。他の生命体に例を見な
いこの特異な生理現象は、金属イオンの選択的護縮機構を解明する上で格好のモデルであり、化学的

にも生物学的にも興味深い。我々は、最近、スジキレボヤ (Ascidiasydneiensis samea)のパナドサイトか

ら5種類のVanabin類 (Vanabinl，2，3，4 and p)を同定した 1.2。これらは全て配列上約20%のシステイ

ン残基を含み、{c}・{x(2-4)}・{c}という特徴的なモチーフの繰り返し配列を示していた。これらの

Vanabin類の中で、 Vanabin2は、 Hummel-Dreyer法により、 1分子あたり 10-20原子の四価のパナジウ

ム[V(IV)]と結合することが分かっている(結合定数はlO'5M程度)。また、 EPR解析により、 Vanabin2

のリジン残基の窒素原子と V(IV)が錯体を形成することも示唆されている九以上のことより、 Vanabin

類は、全く新しいタイプの金属結合タンパク質であり、パナジウムイオンとの相互作用メカニズム、そ

してホヤにおけるパナジウムイオンの濃縮還元機構を解明する上で、 Vanabin類の立体構造の決定が不

可欠である。そこで、我々は、 NMRを用いたVanabin2の三次元構造の決定を試みた。また、 15N_HSQC

スペクトル上でV(IV)イオンの titration実験を行ない、Vanabin2の構造上における V(IV)結合部位の検討

を行なった。

まず、大揚菌を用いた発現系により、 15N・および15N，13C_標識のVanabin2をマルトース結合タンパク

質との融合タンパク質として発現させ、 amyloseresinアフィニティーカラム、 factorXaによる tag切断、

ついで陰イオン交換カラムを用いて単離、精製した。これらの標識タンパク質を2仇nMリン酸緩衝液

(pH 6.9)に、タンパク質濃度 lmM程度の 10%D20水溶液として調製し、主に、 VarianInova600と

Inova800により NMR測定を行なった。主鎖および側鎖の帰属にはNMRViewおよび理研GSCで独自

に開発されたK可ira(ver.0.8995)を用いた。ここで、 Vanabín2に含まれる 18 個のシステイン残基の C~

カーボンのケミカルシフトは36-48ppmであり、全て酸化型であることが分かつた。この結果は、ESI・MS

測定から得た Vanabin2の分子量の値が、アミノ酸配列から推定される分ヨ当量手一りi8mu小さいことから

ホヤ、パナジウム、 NMR、三次元構造、結合部位

はまだとしゆき、あさぬまみわこ、うえきたつや、はやしふみあき、こばやしなおひろ、よこやましげ

ゆき、みちばたひとし、ひろたひろし
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も明らかである。

そこで、 SS結合情報を含まないVanabin2の初期構造を用いて、立体構造計算を行なった。 13C-edited

NOESY及び!5N-editedNOESYスペクトル上で検出した2，686個のNOEをCYANA(ver.1.0.7)を用いて、
自動帰属および立体構造計算を行なった。得られた 20個のグローバルブオールド構造(主鎖の RMSD

1.39 A)において、システイン残基位£告とS原手間の距離を求め、9個全ての SS結合の組み合わせ(9園63，

13・59，17・56，23・49，27・44，31-40，67・94，72・89，and 76・86)を決定した。なお、これらの組み合わせのうち、

4組の SS結合は、質量分析法により確認された。

次に、全ての SS結合情報を含めて、最終的な構造計算を行なった。 NOEから得た距離制約条件に加

えて、 Talos計算から得られた 103個のφ，'1'anglesの二商角制約条件、そして、 HNHB，HN(CO)HBから

得られた 14個のめanglesの二面角制約条件をもとに、 100個の初期構造から CYANA構造計算を行な

った。その結果、 Vanabin2は、 4本のα-helicesからなる弓形の構造をとり、 SS結合がはしご状に配置

していることが分かつた (Fig.l).Vanabin2は、構造がrigidなタンパク質に見られるような疎水性コア

が見られない。そのため、それぞれのhelixは、良く収束している(主鎖のRMSD0.2 -0.3 A)のに対し、

分子全体の収数度はやや低め(主鎖の RMSD1.1 A)であった。また、 Vanabin2は、 14個のリジン残基、

5個のアルギニン残基を含んでいるが、それらのほとんどが分子表面の片側に局在し、 positivecharge 

の分布を示していた。

更に、 Vanabin2とパナジウム(IV)イオンとの相互作用を調べるため、 NMRを用いたtitration実験を行

った。 0.15mMの !5N標識Vanabin2のNMR測定試料に、VOS04とiminodiaceticacid (IDA)の1:1mixture 
を徐々に加えていき、 !5N-HSQC上のシグナルの挙動を調べた。タンパク質:V(IV)のモル比を 1:0ム1:1， 
1:5，1:10，1:20，1:40で行った。モル比 1:1では、若干の signalbroadeningを示したが、 signalの消失は見
らなかった。モル比1:5では、 signalbroadeningとともに、約1/3の残基が消失した。消えた残基は、 C9，
KlO， C13， T21， C23， K24， K38， R41， R42， C44， K45， D53， D57， A58， R60， M61， K62， C63， H64， K65， A66， 
C67， R68， A69， N71，'C72， C76， E80， S83， T85， C86， R87， A88， M90， T92， C94の36残基であった。モル比
1 :ゅでは、かなりのシグナルの消失に加えY ケミカルシフトも変わってきており、ほとんどの残基が

同定不可能であった。モル比 1:5の条件下で消えた残基は、三次元構造上で局在化しており、その局在

は、 surfacemodelのpositivechargeの分

布と相関が見られた。そのことは、

Vanabin2は、側鎖に窒素原子を持つリジ

ンやアルギニンと相互作用しているこ

とがわかり、 V(I¥つ剖で錯体を形成する

という ESR研究の結果を支持した。

以上、 NMRを用いて、 Vanabin2の三

次元構造を決定し、パナジウム(IV)イオ

ンとの相互作用部位を明らかにした。今

後の更なる研究によって、 Vanabin2とパ

ナジウムイオンの相互作用メカニズム

について、また、ホヤのパナジウム濃縮

還元メカニズムについて、より詳細な知

見が得られるものと期待する。

Figure 1. Structure ofVanabin2 

References 

(Lert) The fina110 structures superposed over the backbone heavy 

atoms of encompassing residues 18 to 70. The side chains 

ofha1f-cystine residues are shown. (踏ght)Ribbon representation 
of a single structure. 
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2P056 ミトコンドリア・プレ配列受容体 Tom20・ALDHプレ配列複合体の

結晶構造と緩和解析

1九州大学・生体防御医学研究所

2名古屋大学・大学院理学研究科

O帯田孝之人井倉真由美 1、尾瀬農之人前仲勝実人遠藤斗志也2、神田大輔 1

Crystal structure and NMR backbone dynamics of the mitochondrial import receptor 

Tom20・ALDHpresequence complex 

1 Medical Institute of Bioregulation， Kyushu University 

2 Graduate School of Science， Nagoya University 

OTakayuki Obita
1， Mayumi Igura¥ Toyoyuki 08e1， Kat8umi Maenaka1， Toshiya End02， 

Daisuke Kohda 1 

Tom20， a general import receptor in the outer mitochondrial membrane， binds to 

mitochondrial presequences， and distinguishes mitochondrial proteins from non-mitochondrial 

ones. Based on the NMR structure ofTom20 in complex with the presequen偲 ofrat aldehyde 

dehydrogenase (AしDH)，we designed a new Tom20 construct by removing flexible tails at the 

N-terminal andじterminalends for crystallization. Then， we succeeded to obtain crystals of a 

complex of Tom20 with the ALDH presequence connected by a disulfide bond and determined 

the structures at 1.9 A and 3.0 A resolutions. The overall crystal structures are similar to that 

of the NMR structures. NMR relaxation analysis of15N~labeled presequencepeptide in the 

disulfidebonded complex demonstrated residual mobility of the presequence peptide in the 

bound state. 

ミトコンドリアのマトリックスタンパク質は細胞質で合成された後、ミト

コンドリアに輸入される。ミトコンドリアには輸送を司るタンパク質複合体が存在

し、なかでも Tom20は外膜上に存在してプレ配列に最初に結合する受容体として機

能している。マトリックスタンパク質は N末端にプレ配列が余分に付加した前駆体

蛋白質として合成されるが、 Tom20がプレ配列を認識することで輸送過程が始まる。

キーワード;結品構造、緩和時間解折、 Tom20、ミトコンドリア、タンパク質輸送

著者ふりがな;おびたたかゆき、いぐらまゆみ、おせとよゆき、Yまえなかかっみ、
えんどうとしや、こうだだいすけ
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この Tom20分矛による詳細なプレ配列認識機構を解析するために、 NMR

構造をもとにフレキシプルな N 末端と C 末端を除いたヨア構造に対応する

Tom20coreを作製し、 X線結品構造解析を行った。 Tom20∞reとプレ配列(アルコー
ル脱水素酵素由来:ALDH)との結合は弱いため、プレ配列の c末端に人為的に導入
したシステインを介して 88結合を形成させた Tom20coreトプレ配列複合体の結品化

を行った。

Tom20coreは大腸菌 BL21(DE3)を用いて発現させ、 G84Bカラムにより精

製した。 ALDHプレ配列はペプチド合成し、逆相カラムクロマトグラフィーにより

精製した。 Tom20coreとALDHプレ配列を pH8.0にて混合後、一晩室温に静置する

ことにより 88結合を形成させた。リンカーのデザインを多少変えることで、 2つ

の異なる結晶型で分解能 3Aと分解能 1.9Aの結品を得ることができた。それぞれの

リンカー配列はYAGCとMGCであり、 YリンカーおよびAリンカーと呼ぶことに

する。 Yリンカー結晶は空間群 C2で非対称単位中に7分子、 Aリンカー結品は空間

群 P21で2分子が含まれていた。セレノメチオニン誘導体を用いて、 Y リンカー構

造を MAD法によって構造決定を行った。ついで，この構造を用いて，分子置換法に

より Aリンカー構造を決定した.Y結品ではすべての Tom20分子がプレ配列ペプチ

ドを交換し、インターツインドダイマーを形成していた。ここから、 5つのファン

クショナノレユニットを切り出した。

NMR構造(溶液中、分子間 88結合なし)と

比較すると、Tom20core部分はほぼ同一であった (rmsd

< 2.5 A)。プレ配列へリックスの位置と方向は NMR構

造と結晶構造でよく重なった。 Tom20に認識される部

分のペプチド配列 (R14L8RLL19) 

はαヘリックス構造をとることが

わかった。ただし、 A結品では結

品のパッキング効果により αヘリ

ックスからのずれが認められた。

Figure 1. A schematic Figure 2. Superpositon 

model structure of the NMR structure 

。fTom20・ALDHcomplex and two X-ray structures 
プレ配列ペプチドを 15N標識し， 88結合で結合状態に固定した状況におい

、て NMR緩和時間解析をおこなった.その結果，モデルフリー解析において結合状態

にあるプレ配列部分では化学交換による効果を反映するRex項の導入が必要で、あっ

た.このことは結合状態においてペプチドに運動性が残っていることを示している.
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3P057 N乱1R法による RNAの立体構造解析における

残余双極子相互作用の効果

(千葉工業大学工学部生命環境科学科)

O 坂本泰一，染谷龍彦，馬場清喜，野口聡子，清宮恭子，木村友美，冨士原和也，河合剛太

Effect of Residual Dipo加 CouplingInfonnation on the Structure Detennination ofRNA by NMR 
Taiichi Sakamoto， Tatsuhiko Someya， Seiki Baba， Satoko Noguchi， Kyoko Seimiya， Tomomi Kimura， 

Kazuya Fujiwara and Gota Kawai 
Depar加lentofLifヒandEnvironmental Sciences， Faculty ofEngineering， Chiba Institute ofTechnology 

The global confonnation of long RNA molecules ∞ntaining bulge or intemal loop is not well 
characterized by conventional NMR methods that rely on NOE・deriveddistance res回 intsand 
J-coupling derived torsion angle restraints. Recently， residual dipolar couplings侭DCs)白atprovide 
long-range angular infonnation have been used for structure detennination of RNAs. In this study， 
RDCs were used for structural detennination of a model RNA including intemalloop， and the e偽ctof 
RDCs on the structure detennination was analyzed. The global structure of the model RNA was 
improved by refinement with RDCs. Furthennore， the local structure of the in旬malloop was 
significantly improved， despite RDCs in the intemalloop region was not included in the refinement. 

1.はじめに

NOEの解析による近距離情報と Jカップリングの解析によるねじれ角の情報を用いて構造

決定する従来の解析法では，離れた部分どうしを関係付ける直接的な構造情報を得ることが

できない.そのため， RNA分子のように長細く，また分子が折れ曲がっている場合には，全

体構造を正確に決定することは困難であった.しかし，このような問題を解決する方法とし

て，残余双極子相互作用 (RDC)を利用する方法が開発され， RNAの立体構造解析に利用さ

れている.最近では77残基 (25kDa)のRNAや 101残基 (33kDa)のRNAのRDCを用い

た立体構造解析も報告されており， RDCはRNAの立体構造研究において必須の情報となっ
てきている 1)

HIV-lのゲノム RNAは，ウイノレス粒子にパッケー

ジングされる際にRNAの二量体化が起こる.私たち
は，ゲノム RNAの二量体化メカニズ、ムを明らかにす

る目的で，二量体化開始部位の RNAの立体構造解析

を行っている.この二量体化開始部位のRNAは，非

対称の内部ループを持つために，全体構造が折れ曲

がっており，全体構造を決定するためには， RDCの
情報の導入が必須である.本研究では，その二量体
化開始部位の内部ループρを含むモデ、ル悶A (Fig.l) 

を用いて， RDCの情報を加えた構造解析を行い，そ Fig. 1 Secondary structure of a 
の効果について解析した 2) 34 mer model RNA. 
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~一一
2.方法
G， A， CおよびUのそれぞ、れについて塩基特異的に 13C/15N標識した試料を調製した.分

子を配向させるためには， pf1 phageを用いた. DRX・600CBruker)を用いて， 250Cで測定を
行い，定法に従ってシグ、ナルの帰属を行った.

計算には， 8 mglml pf1 phageのときのRDCの

値を用いた.
398個の距離情報および204個のねじれ角情 蹴噛蜘4

報を用いて， discoverにより simulatedannealing 

(SA)を行い， 100個の構造を計算した.これら

の構造の中で総エネルギーの低い 18個の構造 C制抑2

を用いて PALESにより配向テンソルの成分を

求めた.RDCの情報として，ステム部分の 26

個の情報を用いた.さらに， CNSを用いて， RDC

の情報を加えた構造の精密化を行った.初期構 c州制3

造として， discoverにより計算した 100個の構

造のうちエネルギーの低い5個の構造を用いた.

それぞれの初期構造について， RDCの情報が加
えたときと加えないときで，それぞれ 100個の C剣山蜘4

計算を行い，結果を比較した.

3.結果および考察

PALESを用いた gridsearchにより RDCを C臨蜘蜘5

5悦ingしたところ，総エネルギーが低い構造は，

RDCのfittingもよいことがわかった.そこで，

-RDC +RDC 

総エネルギーが低い構造を用いて，配向テンソ Fig.2. Comparison ofthe 10 refined 
ノレの主軸 (D.) と斜方軸 (R)成分の値を計算 structures between without and with RDCs. 
し，その平均値を求めたところ，それぞれ幽13.4 The 5 calculations were performed with the 5 
Hz， 0.34となった.構造の精密化計算では，こ di能rentinitial structures. Each 10 
れらの配向テンソルの値を用いた structuresare superimposed for the stem2. 

100個の初期構造のなかで総エネルギーの低い 5個の構造のそれぞれを初期構造として，

CNSを用い，拘束条件に RDCの情報を加えた場合と加，えない場合のそれぞれについて 100

個の計算を行なった.それぞれの計算によって得られた構造において，総エネルギーの低い

10個の構造を重ね合わせた結果をFig.2に示す.園は，ステム 2で重ね合わせてある.RDC 

の情報を加えない場合には内部ノレープを挟んだ、ステムの角度は大きく動いていたが， RDCの

情報を加えることによってステムの角度がほぼ一定となり，構造計算が収束していることが

わかった.また，ステム部分の RDCの情報のみを加えたにもかかわらず，内部ループ部分の

構造がよく収束することがわかった.これは，ステム聞の相対角度が決まることによって，

内部ループ部分も制約を受けたためであると考えられる.

4.今後の課題

RNAの立体構造解析において RDCの情報が有用であることを示すことができたが，配向

テンソノレの成分値を求める際に注意が必要である.今回は，最初の RDCの情報を加えない構

造計算の結果を利用して， RDCの実測値を最もよく再現する配向テンソノレを探した.この場

合，用いる構造が実際の構造と大きく異なる場合には，適切な配向テンソルは得られない.

また，今回用いた構造においても，ある程度の構造のばらつきがあり，そのばらつきにより

正確な配向テンソノレの成分値は得られていないと恩われる.今後は，より正確な配向テシソ

ルの成分値をどのように算出するかについて検討したい.

1)坂本泰一，染谷龍彦分光研究 49，257・258(2000). 

2)馬場清喜他，分光研究 53，171・176(2004). 



lP058 テロメアタンパク質 TRF2による G-4重らせん構造への特異的相互作用

(1横浜市立大学・大学院総合理学研究科木原財団)

O平尾優佳西川忠輝1，z，花岡慎悟I，z，岡村英保1べ岩崎了教

明石知子佐藤衛西村善文 1

Specific Interaction of Human TRF2 with a G-quadruplex Structure 

OYuuka Hirao1， Tadateru Nishikawa1， 2， Shingo Hanaoka1，2， Hideyasu Okamura1， 2， Noriyuki Iwasaki1， Satoko 
Akashi1， Mamoru Sato1 and Yoshifumi Nishimtira1 

(1Yokohama City University， Graduate School of Integrated Science， 2Kihara Memorial Yokohama Foundation 

for the Advancement of Life Sciences) 

Telomeres are the ends of eukaryotic linear chromosomes. Human telomeres consist of long 

tandem arrays of a double-stranded TTAGGG/CCCTAA sequence foIIowed by a single-stranded 

DNA with a TTAGGG sequence repeatedly at their 3' ends. The double-stranded DNA regions 

of human telomeres are specificaIIy recognized by two proteins， hTRF1 and hTRF2， both of which 
play an important role in the negative regulation of the elongation of telomeres. It is welI known 

that single-stranded DNA containing telomeric sequence could form a four-stranded structure， 

G-quadruplex. Here， we have found thl;l.t hTRF2 can bind to a paraIIel G-quaruplex structure 
formed by single-stranded DNA with TTAGGGTTAGGG sequence in addition to the 

double-stranded telomeric DNA. 

[序]

真核生物の線状染色体末端はテロメアと呼ばれ、染色体が安定に存在するために重要な役割

を持っている。テロメアはTGリッチな繰り返し配列の二重らせん DNA(脊椎動物ではTTAGGG)部

位と、 3'末端部位が突出した l本鎖 DNA部位からなる。テロメアが正しく機能するためにはテロメ

アタンパク質に大きく依存する。ヒトのテロメアタンパク質には hTRF1とhTRF2があり、この 2つのタ

ンパク質はテロメア2重らせん DNAに結合することでテロメア DNA伸張酵素テロメラーゼの活性を

負に制御している。 hTRF1とhTRF2は単にテロメア配列に結合しているのではなく、テロメア末端の

三次元的な構造変化を引き起こすことによって特異的なテロメア構造を形成すると考えられている。

また、テロメア突出末端の 1本鎖 DNAは折れたたまれて G-4重らせん構造を形成する。

我々は 12merのテロメア DNA、TTAGGGTT AGGG (tr 12+)が平行 G-4重らせん構造を形成し、

hTRF2のDNA結合ドメイン(DBD)と相互作用することをNMRや MSを用いて発見した。円二色測

定と NMR測定により、 tr12+がK+存在下で平行 G-4重らせん構造を形成することを確認した。また

NMRの測定から平行 G-4重らせん構造を形成する tr12+はhTRF2-DBDの2番目のヘリックス罵

辺である V462""'N476と相互作用し、さらに tr12+側は全ての Gと7番目の Tが相互作用に関係

することが示唆された。この複合体の全体構造は X線小角散乱実験により確認することができた。

G-4重らせん構造のテロメアにおける機能は明らかではないが、本研究により、テロメア末端の超高

次構造の形成に関与する可能性が示唆された。

キーワード:テロメア， hTRF2， G-四重らせん構造，タンパク質ーDNA複合体

著者ふりがな:ひらおゅうか，にしかわただてる，はなおかしんご，おかむらひでやす，いわさきのりゅ

き，あかしさとこ，さとうまもる，にしむらよしふみ



[実験I
tr12+は75mMKCIを含む 50mMKPB(pH6.8)の緩衝液中で調製し、アニーリングした。アニーリ

ング後の tr12+に対して、平行 G一四重らせん構造の形成を確認するために温度 293Kで円二色測

定を行った。また、 fぐと比較して Na+における構造依存性を調べるために、 50mMNaPB(pH6.8)， 

75mM NaCIで調製しアニーリング、した tr12+に対しても同様の測定を行った。さらに、 Bruker社製

AVANCE-500MHz(cryo probe)を使用して、 2次元(1H_15N HSQC、?、JOESY、lH-13C ct-HSQC、

HCCH-COSY、HCCCH-COSY、HCCCCH-COSY¥HCCCCCH-COSY、HCN、HCNCH)の測定

を行い、 DNAのシグナルの帰属を行った。測定は温度 293Kで、行ったo

tr12+とhTRF2-DBDの複合体に関しては、 Bruker社製 AVANCE-500MHz(cryoprobe)を使用

して、 tr12+もしくは hTRF2-DBDの単独時と混合時の 1次元・2次元のシグ、ナル変化を温度 293K

で観測した。

[結果・考察}

円二色測定において、 tr12+はIぐ存在下で平行 G一四重らせん構造に特徴的な波形(265nmに

正の極大、 245nmに負の極大)を示し、さらに、 tr12+単独の 1次元 NMR測定において G-imino

protonのシグナルが確認されたことから、平行 G一四重らせん構造の形成が確認された。また、

50mM NaPB(pH6.8)， 75mM NaCIで調製した tr12+の円二色測定の結果は K+存在下の tr12+の波
形とは明らかに異なり、逆平行 G一四重らせん構造に特徴的な波形(295nmに正の極大、 265nmに

負の極大)を示した。 trl2+はrの存在によって平行な構造を形成することが示された。
tr12+とhTRF2-DBD複合体の NMR測定において、 hTRF2-DBDもしくは tr12+単独と複合体の

シグナルを比較したところ、下図に示すように大きな変化が観測された。このことから、シグナルシフ

トや消失などが観測されたhTRF2-DBDの462""475番目の残基とtr12+の7T""9Aが相互作用に

関係している部位であると考えられる。

さらに、この複合体の全体構造は X線小角散乱実験により確認することができた。

本研究により、 G-四重らせん構造が hTRF2に結合することが明らかになり、 G一四重らせん構造

がテロメア末端の超高次構造の形成に関与する可能性が示唆された。
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2P059 酵母ミトコンドリア DNA組換え蛋白質Mhr1に結合した

単鎖オリゴDNAの立体構造解析

(1横浜市大院・総合理学研究科 分子生理学 2理研・生体超分子構造・機能

G，3理研・遺伝生化学， 4CREST/JST) 

0増田ときは 1，2，美川務 1，2，3，4，吉益雅俊 3，4，凌楓 3，柴田武彦 1，2，3，伊藤隆1，2，3，4

TRNOE analysis ofthe single圃strandedDNA structure induced by binding of the 

yeast mitochondrial DNA recombination protein Mhr1p 
Tokiha Masuda 1ベTsutomuMikawa 1，2，3，4， Masatoshi Yoshimasu3ベFengLing3，

Takehiko Shibata 1，2，3 and Yutaka Ito1，2，3，4 

J Molecular and Cellular Physiology Laboratory， Graduate School of Integrated Science， YokohamαCiりY
~niversity， Japan; "Research Group for Bio-supramolecular Structure-Function， RIKEN， Japan; 
JCellular and Molecular Biology Laboratory， RIKEN， Japan; 'CREST/JST 

MHRl gene was isolated as being required for mitochondrial DNA recombination and 

repair in Saccharomyces cerevisiae. Our recent studies showed that Mhr 1 protein has a 

homologous pairing activity to form heteroduplex joints from single-stranded and 

double-stranded DNA in the ATP-independent manner (Ling and Shibata， 2002). 

1n this study， we analyzed the three dimensional structure of oligo ssDNA bound to Mhr1 

by using the transferred NOE (TRNOE) approach， previously used for the structural 

analyses of oligo ssDNA bound to RecAlRad51 (Nishinaka et al， 1997& 1998). The d(TACG) 

bound to Mhr1p showed very similar TRNOE pattern as was previously observed for the 

same oligo ssDNA bound to RecA. This result suggests that the unique structure of 

RecA-bound ssDNA is also conserved in the Mhr1-bound state. 

く序〉

最近の我々の研究により，出芽酵母においてミトコンドリア DNAの相同組換えに関わる

MHRl遺伝子が同定された.さらに MHRl遺伝子が関与する相同組換えに依存したミトコン

ドリア DNAの複製・分配機構の存在も明らかにされている.

MHRl遺伝子産物であるMhr1蛋白質は，単鎖および二本鎖DNAに対する結合活性を持ち，

相同塩基配列を有する単鎖 DNAと環状二本鎖 DNAをATP非依存的に対合させ，相同 DNA

組換え中間体であるヘテロ二本鎖を形成する相同 DNA対合活性を持つ.これまでに我々は，

ATP依存的な相同 DNA対合活性を持つ RecA/Rad51蛋白質に結合した単鎖 DNAについて

TRNOE法を用いて構造解析を行い，特異的な構造をしていることを明らかじしてきた.今回

は， ATP非依存的な相同 DNA対合活性を持つ Mhrlと結合した単鎖DNAについて TRNOE

法を用いた同様な解析を行い， RecA/Rad51結合型単鎖DNAの構造との比較を試みた.

キーワード:ミトコンドリア， TRNOE， DNA相同組換え

ますだときは，みかわっとむ，よしますまさとし，りんふえん，

しばたたけひこ，いとう ゆたか
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く実験〉

0.5 mM  d(TACG)と0.05mMMhrl (20 mM  2H.Tris-Cl pH7.1， 50mM NaCl， 6.7mM MgCb) 

は凍結乾燥した後，2H20に溶解してから混合し，すぐに NMR測定を行った.2次元 TRNOESY

はCryoprobeを装着した BrukerDRX600分光計を用いて測定した.測定温度は298Kで行っ

た.データ処理およびスペクトル解析は LinuxPC上でそれぞれ AZARAおよび

ANSIG-forOpenGLソフトウェアを用いて行った.

く結果・考祭〉

RecA存在下のd(TACG)試料について測定したTRNOESYスペクトルの2つの領域を図中A，

Bに示した.Mhr1存在下の d(TACG)試料について今回測定した TRNOESYスペクトルの同じ

2つの領域を図 C，Dに示した.図のように， Mhr1存在下でも， RecA結合型d(TACG)に特徴

的な構造に由来する残基聞の NOEクロスピークが観測されることが明らかになった.

このことから Mhr1蛋白質に結合した単鎖DNAは通常の B-型DNAやA-型DNAのコンブ

ォメーションとは異なり， RecA蛋白質に結合した単鎖DNAの構造と同様であることが示唆さ

れた.現在NOE情報を用いて構造計算を行っている.

以上の結果から， ATPなどの補助因子の要求性が異なる場合でも相同 DNA組換えに関わる

蛋白質に結合した単鎖DNAの構造が共通である可能性が示された.

lmMd(TACG祈0.1，mM RecAp 0.5mMdσ'ACG)+0.05 mM Mhrlp 
A 

ー
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Figure 

Expansions ofthe H2'圧12"-H81H6and Hl'IH3'-H8/H6 regions of2D TRNOE spectra of 

d(TACG) in the presence of either RecA/ ATPyS (A and B) or Mhrl (C and D). 
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3P060 DNA中の Watson-Crick塩基対における水素結合の

安定同位体NMR法による研究

(JST・CREST都立大院、)

0石川麗、川原俊一、児嶋長次郎、小野晶、甲斐荘正恒

The Nature of the Hydrogen Bonds of the Watson-Crick Base Pairs in DNA Duplexes as 
Studied by Stable-Isotope-Aided NMR spectroscopy 

JST，・CREST& Graduate School of Science， Tokyo Metropolitan University 
*National Food Research Institute， Biological Function Division 
oRei Ishikawa， *Shun同ichiKawahara， Chojiro Kojima， Akira Ono， and Masatsune 
Kainosho 

The effects on various NMR parameters of substitutions， 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 oligomers， 
5'-d(CGCGPATXCGCG)-3'， where P and X were [uZ_15Nl・2'-deoxyadenosineor 
[uZ_15N]-2'・deoxynebraline，and [3_15N]・r圃deoxyuridinederivatives. The uridine 
derivatives were designed to minimize the structural perturbations of the DNA duplexes 
and to maximize the pKa range. The substitution effects on the NMR parameters were 

Iinearly correlated with the pKa values ofthe 2'-deoxyuridine derivatives. 

はじめに

15Nで選択的に標識した核酸塩基部分に一連の置換基を導入し、核酸の立体構造への影響を最小
限に保ちつつ系統的な摂動を導入するという伝統的な有機構造化学的アプローチにより、

Watson-Crick型のAT塩基対、およびNT塩基対 (Nはデオキシネブラリン)においてN-H
…N型水素結合を介したJ結合定数への置換基効果を精密に測定するモデル系を構築し、核酸塩
基対聞の特異的水素結合に関連する様々なN限パラメーターを正確に測定した。 (Fig.1a品1b)この
結果、 Watson-CrickA T塩基対間水素結合においては、 N-H…N型水素結合を介したJ結合定
数は水素結合のドナー(問)の酸性度と極めて良い相関を示すことが明らかとなった。

標識DNAオリゴマ}の調製

[N3-15NJ-5位置換-2' 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-2'ーデオキシアデノシンは発酵法により得た [15N5Jーアデノシンから誘導した。
また、 [15N5J -2'ーデオキシネプラリンは [15N5J-2'ーデオキシアデノシンを出発原料として合
成した。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。合成した 10種のドデカマーは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。また、これらのサンプルは

NMR測定条件下安定に duplexを形成していること、またその構造に大きな変化がないことを
DQF"COSY及ぴNOESYスベクトルにより確認した。

キーワード.15N選択標識核酸、ワトソンークリックAT塩基対、水素結合を介したJ結合定数、置
換基効果、水素結合ドナーの酸性度

いしかわれい、かわはら しゅんいち、こじまちょうじろう、おのあきら、かいのしようま

さつね
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NMR測定と結果
Watson-Crick AUx (及ぴ削x)塩基対のNH'''N型水素結合において水素結合のドナーの酸性度の
変化と各種NMRパラメーター (イミノプロトンの化学シフト、 lJNH、2hJNN、相補鎖のデオキシア
デノシン又はデオキシネブラリンの環上の 15Nの化学シフト)の聞に良好な一次の相闘を得た。

Fig.2には水素結合のドナーの pKa値と D12-AUx、D12-NUxにおける水素結合を介したJ結合定数
(
2h
JNN) の相闘を示した。また、理論計算により算出された 2h.h附.cal値と本実験により観測された

2h.h州値は非常に良く一致した。 (Fig.3)

a 合成したDNAオリゴマー

5'-d(CGCG&AT.茎CGCG)・3・
3'-d(GCGC~TA&GCGC)・5・

pK. 

副社ZEL2AtEUER N 
XXxz=zEBCZr H2 ν 

鑓;g 
D1 
DD1 1 

X=F 
D1 X=CN 

置換基の導入により水素結合ドナーのpK.鑑が変化する eSN51・r・deoxyadenosine:[N3_1SNl・5・X-2'・deox抑uidine

b 合成したDNAオリゴマー

5'-d(CGCGNAT.茎CGCG)・3・
3・-d(GCGC茎TARGCGC)・5・

pKa 

D12・-NNTU XXX==zEBCIr H2 ν 
911Af151 1 0 

D12 

DD11222.・.NNNUUUCnZ -
D12-NUeN XX==F CN 

[ISN51・r・deox戸時bularine: [N3-lsNl-S-X-2'-deoxyuridine 

Fi郡ue1. Synthesized DNA sequences containing [N3・15N]・5・substituted・2'-deoxyuridine

derivatives and a) [15N5]・2'-deoxyadenosine，b) 2'-deoxynebularine. 

主茎basepair and主主basepair are shown， respectively. 
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lP061 MBDl'MBDとメチル化DNAにおける相互作用の動的解析

横浜市大・総合理 1、生物分子工学研究所2、奈良先端大・バイオ 3

0猪股晃介1、大木出2、下竹敦哉 8、藤原健一朗人初尾豪人1、白川昌宏 1

Dynamics ofMBDl-MBDlMethylated DNA complex 

Yokohama City Universityl， BERJ2， Nara Institute of Science and Technology3 

OKosuke Inomata1 ，Izuru Oh恒久 Nobuya Shimotake 3， Kenichiro Fujiwara1 ， Hidehito 

Tochio1 and Masahiro Shirakawa1 

We previously determined the structure of MBDl methyl-CpG binding domain 

(MBD) in complex with a methylated DNA. As thecomplex is formed between 

monomeric MBD and a symmetric duplex DNA with a palindromicsequence， 

each strand of the DNA interacts with the MBD in a distinctly different way， 

exhibiting chemical shifts thatare different to each other. For this complex， we 

have found exchange of the orIEmtation of MBD bound ta the duplex DNA， based 

on analysis of cross peaks in NOE spectra with various mixing times. In order to 

delineate this exchange p，henomenon， we analyzed thermodynamic and kinetic 

properties. 

脊椎動物に見られる唯一の生体内での化学修飾である G8'叫"

DNAメチル化は CpG配列中のシトシンの 5位において G8・H2"

起こり、グロマチン構造制御などの機構で転写調節を行

う。 ヒト MBDlはメチノレ化CpG結合ドメイン (MBD)

を含むファミリーのうちのひとつで、 DNAのメチル化部

位(メチル化 CpG塩基対)を認識するタンパク質である。

そのうち、 MBDl・MBDに関してはメチノレ化 DNAとの

複合体構造も決定されている。その複合体構造は 2回対

称軸を持つ2本鎖メチノレ化 CpG部位に Figure 1. Selecぬdsections from a 2D F1. F2 

対して、一分子の MBDが結合すること 13C_filter，剖 NOESYspectrum of the methylated DNA 

が示されている。 in the MBD1-MBD I DNA ∞mplex， showing the region 
for the chemical shi飴 ofG8 I H1'， G8' I H1'. The 

sample contains 20mM pc>tassium phosphate， 50mM 

キーワード NOE、化学交換、解離速 KCI， 5mM DTT， O.6mM proぬin-DNAcomplex at pH 

度、 DNA結合タンパク質 、 6.5 and 25"C， and the mixing time was 300ms. The 

internuclear distan.ce between G8・削'andG8'・H1'is 

いのまたこうすけ、おおきいづる、しも 10.1A. 

たけのぶや、ふじわらけんいちろう、と'

ちおひでひと、しらかわまさひろ
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これは見かけ上MBDがDNAに対して 180。異なる方向で結合する 2つの様式が存

在することを意味する。 NMRスベクトノレの解析から、 MBDとメチル化DNAに

対して 2つの結合様式の聞に化学交換があることが示された。すなわち常温・溶液

中において MBDはDNAに対して、見かけ上フリップしていることが判った。こ

の交換現象には、少なくとも以下の 2種類の解釈が可能である。すなわち、 MBD

がメチル化 DNAから解離し、ランダムな向きで再結合する、という解離・再結合

モデルと、MBDはDNAと何らかの会合をしながら向きを変える会合反転モデルで

2 ある。 我々は二つのモデルを検証するため、 NMR測定によって求められ交換速度

と表面プラズモン共鳴法および水品発振子マイクロバランス法によって得られる

MBDとメチル化DNAの結合・解離速度、さらに、等温滴定型熱量計による熱力学

的な解析も行い、比較検討した。その結果、上記2種の可能性のうち、会合反転モデルである

ことが強く示唆された。このような現象は、天然の物質問においても、さらには生体分子聞に

おいても、今までに見出された例はなかった。生体分子聞の相互作用中における交換現象とし

ては新規に発見した現象であり、その生理機能との連関に興味がもたれる。

dissociation 

stable binding ① Stable binding ② 

Figure 2. Thennodynamic 拘 tesof MBD/DNA∞mplex estimatl剖 fromresult of thenn凶 ynamicI:Ind 
kinetic experiments. This diagram suggests that the protein flips on the duplex DNA without completely 

detached from the DNA. 
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2P062 2次元国体 13C-NMRによるクロロゾーム中
バクテリオクロロフィル C会合体の構造解析

(阪大・蛋白研 1、立命館大・理工 2、関西学院大・理工3)

0江川文子1、秋庭健吾1、溝口正人原一公3、柿谷吉則3、小山泰3、藤原敏道 1、
阿久津秀雄 1

Structure analysis of chlorosomal bacteriochlorophyll c assembly 
by 2D solid-state 13C-NMR 

Ayako Egawal， KengoAkiba1， Tadashi Mizoguchi2， Kazukimi Hara3， 
Yoshinori Kakitani3， Yasushi Koyama3， 'lbshimichi Fujiwara1 and HideoAkutsu1 
lInstitute for Protein Research， Osaka University 2白dlegeof Science and Engineerinι 
Ritsumeikan Universi砂 3Faculty of Science and Technology， K wansei Gakuin University 

The photosynthetic system of green bacteria has a unique antenna complex called 
chlorosomes. Chlorosomes contain bacteriochlorophyll (BChl) c as the major component. 
We studied chlorosomes and model BChl c assembly by high-resolution solid-state NMR. 
We have completely assigned 13C signals of BChl c by 13C correlation experiments using 
RFDR and DQ dipolar recoupling sequences. 2D 13C-13C proton-driven spin diffusion 
experiments were carried out to obtain the distance information. Intra- and 
intermolecular correlations were discriminated by using a mixture of 100% 13C labeled 
and non-labeled BChl c molecules. We calculated a relaxation matrix from spin diffusion 
spectra at a series of mixing times. Internuclear distances were estimated from the 
matrix elements. The obtained intermolecular distance indicated that BChl c forms a 
dimer-based molecular assembly. The structure of the BChl c complex were determined 
by simulated annealing under the distance restrictions. 

【序】
緑色光合成細菌のアンテナ複合体クロロゾームは、パクテリオクロロフィル c(BChlの

の高次会合体で、分子運動の制限された巨大な構造体である。このような結品化できない生

体高分子の構造解析は、X線結品解析や溶液NMR法では困難である。それに対し、固体NMR
法では、このような生体高分子から直接構造情報を得ることに有効である。本研究では、固

体高分解能NMRを使って、 13C標識したクロロゾームとモデル系としてBChlc会合体の構

造解析を行った。原子分解能でBChlc会合体の構造を決めるためには、多くの原子間距離を
高い精度で求める必要がある。このために対象として 13C完全標識試料を用いて、 lH駆動ス
ピン拡散法 3，4を適用した。また、混合時間に依存した多くのスベクトルからシグナル強度を

定量的に評価し、リレーによる間接的な磁化移動と、長い距離での直接的磁化移動を区別し

た。さらに、複数の同位体標識試料を用いて分子問と分子内の相関も区別した。これらの方

法で得られる距離制約を満たす集積体の構造についてシミュレーテド・アニーリング法を用

いて算出したので、これを報告する。

キーワード:固体NMR、13C均一安定同位体標識、スピン拡散法

O えがわあやこ、あきばけんご、みぞぐちただし、はらかずきみ、かきたによしのり、
こやまやすし、ふじわらとしみち、あくつひでお
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【実験】
試料は、 13C安定同位体標識した培地で培養した Chlorobium必l1icolaのクロマトフォア

をメタノールとアセトンで抽出した後、 HPLCで BChlcを単離精製し、ジクロロエタンに
溶解させヘキサンで析出したものを固体 NMR試料とした。クロロゾームは、菌体をフレン
チプレスした後、ショ糖密度勾配にかけて超遠心により分画したものを固体 NMR試料とし
た。

国体 NMRの測定は、高分解能スベクトルを得るためにマジック角試料回転(MAS)下で
行った。国体NMRの測定には、 ChemagneticsInfinity-plus 500分光計を用いた。 13C共鳴

周波数は 125.6Hz、マジック角試料回転は 12.5kHz、測定中の試料温度は 10ocで行った。
帰属には、 RFDR法 1と二量子双極子相関法である SPC-5法 2を用いた。更に、遠距離情報

を得るためにスピン拡散法 3を用いた。 NMRより得られた距離からの構造計算には
CNX(Accelrys)によるシミュレーテド・アニーリング法を用いた。計算は18分子(2232atoms) 

で行い、二量体構造の形成時に必要不可欠な配位結合と算出した全ての空間距離(83個)を拘
束条件にした。配位結合は、 OHとMg、4つのNの距離情報として設定した。温度は20000

Kまで上げ、ステップ数 16000、タイムステップ0.003psで行った。

【結果】
クロロゾームのRFDRによる相関スベクトル(混合時間1.28ms)を使って131Cから 18C
まで連鎖的に帰属することができた。二量子双極子相関スペクトル(混合時間1.1ms)では、

共鳴周波数差の小さい信号について 2つ離れた信号で区別して帰属することができた。この
ようにして 51個全ての帰属を完成させた。

次に、スピン拡散スベクトル(混合時間 100ms)の100%標識及び50%標識BChlc会合
体の結果を Fig.1に示した。ここで、スピン拡散法で分子内相関と分子間相闘が区別できな
いという問題点は、 13C標識BChlc及び、非標識BChlcを1:1で混合した会合体 (50%標識

BChl c会合体)を使うと分子問相関の信号強度がより大きく減少することを利用した。この

方法を使って分子間相関の同定を行った。 50%標識BChlc会合体で信号強度が減少した交
差ピークを丸印で示す。ここで観測された主要な分子問相関は、二量体基本構造で説明する

ことができた。また、混合時間250msでは、二量体間の分子間相関が多く観測された。

次に、クロロゾームについて混合時間 0，3， 5， 10， 25， 50， 100，250， 400 msのスピン拡散
スペクトルからシグナル強度行列を作成した。ある混合時間'l"mixの交差ピーク強度M付加)と

Tmix = 0の対角ピークの強度M(O)と緩和行列Rの関係を(1)式 5に示す。
M(仇τ〈九'mJ

非線形最小自乗法を用いて、時間に依存した一連のスベクトルの信号強度と(1)式から求めら

れる計算信号強度との差が最小になるようにRを算出した。なお、Rは31x31の行列である。

このとき、 Rの初期値は短い混合時間のスベクトルから線形近似をして推定した。ここで、

実験結果とシミュレーションの信号の強度曲線を Fig.2に示した。短距離では早い立ち上が

りの曲線を描き、長距離では、緩やかな曲線を描いている。シミュレーションの曲糠は実験

値によくフィットしていることがわかる。交差緩和速度は、短距離(約 3.5A)で3.0-2.0 s.1， 

中間距離(約 4.5A)で0.8-0.4 S.l、長距離(約5.5A)で0.3-0.ls.1であった。
距離への換算には、 (2)式を仮定した。

Ak  
Rij =K二千 (2) 

弓
ここで、 Rijはスピン間交差緩和定数、 AjAjは1Hデカッフリング、を行わない時の信号1と信

号jの重なり、らはiとjの空間距離である。 Kは経験的に定めるパラメータである。距離既

知の分子内相関の約50個のK値に基づいて、(2)式が成り立つようにK値を補正した。このK
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値を用いて、 152 個の 13C_13C 相関の空間距離を算出した。この結果、短距離(~3.5A)、中

間距離(~ 4.5 Á)、長距離(~ 5.5 A)に区分することができ、それぞれ、 9、句、 12個の情報
を得た。また、分子内距離は 69個の情報を得た。
a b 

c 

@ 

C te 

s 
E 

〆
/;; ~t 善寺町 tc 

fC E 

180.0150.0120.0 90.0 60.0 30.0 180.0150.0120.0 90.0 60.0 30.0 

~~~ ~~~ 
Fig. 1. 1H-driven 13C spin diffusIon spectra of fully 13C labeled BChl c (a)and 50 % 13C 
labeled BChl c(b) at the mixing time of 115 ms . 
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100 200 。 100 200 

mixing time mixing time 

Fig. 2. Experimental (symbols) and simulated (lines) cross peak intensities of the spin 
diffusion spectra as a function of the mixing time for short distance of about 3.5 A (a)， 
. 
4.5 A(b) and 5.5 A(c). 
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a 

b 

Fig; 3. BChl c complex structure calculated with simulated imnealing under distance 
constraints. a:side view. b: top view. 

これらの距離を全て満たす集積体の構造を導き出すために、シミュレーテド・アニーリン

グ法を用いて構造計算を行った。その結果、 Fig.3を安定構造として得た。 Fig.3bの0-1

聞のBChlc対は、解析の早い段階から明らかにできた基本的な二量体構造である。この会合
体構造は、 0-2聞は二量体間で深く重なり、 0-3間は二量体問で浅く重なつでいることが特

徴である。

【おわりに]
これまでに、固体NMRを使った lH-13C双極子相関スベクトルを使った研究でクロロ

ゾームは単量体構造であると報告され七いる 6。しかし、構造決定に必要な多くの距離情報を

得た解析ほされていない。今回、 13C均一標識試料を使って‘信号帰属だけでなく、多くの距
離情報を得ることができた。この段階では、混合時間に依存した2次元 NMRシグナル強度

を定量的に評価して 152個のより正確な距離を算出した。この距離を拘束条件にシミュレー

テド・アニーリング法を使った構造計算から、ほぼ全ての距離情報を満たす構造をほとんど

一義的に導き出せた。これまで固体 NMR法を用いた生体分子の構造解析では、選択的同位
体標識試料から少数の距離を求めることが多かった。しかし、今回の結果は、均一 13C標識

した試料について固体 NMRスピン拡散法による多数の距離を用いた構造解析が有効である

ことを示している。

参考文献:(1) A. E. Bennett， et al， J. Chθm.Ph戸.1992， 96， 8624. (2)M‘Hohwy， et al， J. 
mθ'm. Phys. 1999，110， 7983. (3) N. M. Szeverenyi， et al， J. Magn. Reson. 1982，47，462. 
(4) F. Castellani， et al， Nature2002， 420， 98. (5) T. Kato， et al， J. Biol NMR1993， 3， 653. 
(6) B.-J. van Rossum， et al， Biochemistry2001， 40， 1587. 
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3P063 Solution structure of a murine hypothetical protein合omRIKEN cDNA 

2310057J16 

(1RIKEN Genomic Sciences Center、2RIKEN播磨、 3東大院理)

O長島敏雄1、林文晶 1、白水美香子 l、寺田貴帆 l、木川隆員Ij1、
井上真 l、矢吹孝 l、青木雅明 1、松田貴意 l、関英子 l、鷹田洋 l、

好田真由美 I、田仲昭子 l、林崎良英 i、理研遺伝子構造・機能研究

グループ PhaseI&IIチーム 1、横山茂之 1，2，3

Solution structure of a murine hypothetical protein rrom RIKEN cDNA 2310057116 

RIKEN Genomic Sciences Center， RIKEN Harima， Graduate School of Science， University of 

Tokyo 

Toshio Na広ashima~; Fumiaki Hayashi1; Mikako Shirouzu1; Takaho Terada1; Takanori 

Kigawa1; Makoto Inoue1; Takashi Yabuki1; Masaaki Aoki1; Takayoshi Matsuda1; Eiko Seke; 

Hiroshi Hirota1; Mayumi Yoshida1; Akiko Tanaka1; Yoshihide Hayashizaki1; Phase 1 & II team， 

Genome Exploration Research Group1; Shigeyuki， Yokoyamal，2，3 

Solution structure of a murine hypothetical protein rrom RIKEN cDNA 2310057J16 was 

solved in a common way of analysis of 3D NMR and calculation by molecular dynamics 

(CYANA). This protein was consisted oftwo alpha-helixes aligned at N-terminus and seven 

beta-strand at C-terminus， and was consequently the unique fold that has not been reported 

in PDB yet. The function of this protein is unclear at all， even though the homologous 

sequence of this protein is found at various species. On the other hand， the sequence is 

quite similar to that of C-terminal domain in calmodulin regulated spectrin-associated 

protein 1 (CAMSAPl) at 66% identity， The results l!，'!ad to investigation about the function of 

this protein or CAMSAP1. 

く序〉網羅的なタンパク質の構造解析研究の中で、 RIKENcDNA(2310057J16)から発現した

マウス由来のタンパク質の溶液構造を解明した。今回発表するタンパク質のアミノ酸配列は

ラット(100%)、ヒト(identity:99%)やミドリフグ(71%)と高い相向性を持っているものの、機能は未

だに解明されていない。一方で、 calmodulinregulated spectrin-associated protein 1のC末

側とも高い相向性(66%)があり、構造も類似してしもと推測できる。 2310057116の立体構造を

決定することにより、自身やCAMSAP1の機能解析の研究につながると期待される。

キーワード:マウスcDNA、無細胞タンパク質合成、Calmodulinregulated spectrin-associated protein 1 

ながしまとしお、はやしふみあき、しろうずみかこ、てらだたかほ、きがわたかのり、し、のうえまこと、やぶ

きたかし、あおきまさあき、まつだたかよし、せきえいこ、ひろたひろし、よしだまゆみ、たなかあきこ、は

やしざきよしひで、りけんいでんしこうぞう・きのうけんきゅうぐるーぷふえいずわんあんどっーちーむ、よこや

ましげゆき
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く方法〉マウス由来の 13cj15N標識をしたタンパク質を無細胞タンパク質合成系によって大

量発現させ、 NMRスペクトノレの測定をした。測定試料は1.2mM(20mM phosphate buffer 

(pH6.0)， 100mM NaCl， 1mM DTT， 0.02% NaN3， 10%D20)を用いた。測定はVarianUnity 

INOVA 600MHzと800MHzを使用し298Kで行った。主鎖帰属に15N-HSQC、HN(CO)CA、

CBCA(CO)NH、HNCO、HNCACB、HCA(CO)CANH、側鎖帰属に 13C-HSCQ、

HBHA(CO)NH、HBHANH、C(CO)NH、HCCH-TOCSY、CCHーTOCSY、15N-edited

NOESY、13C-editedNOESYを解析に用いた。データ処理に NMRPipe、ケミカノレシフト帰属

にNMRView上で動作する自家製のKujira、分子動力学計算にCYANAを用いた。また、主

鎖の二面角はTALOSを用いで予測した。

く結果と考察〉立体構造解析の結果、 N末側から2本のヘリックス、その後にanti-parallelと

parallelの7本の8ストランド、が続くフォールドで、 DaliServerでの構造検索から新規である

ことがわかった。 2310057j16とCAMSAPlの表面に露出している親水性残基がよく保存され

ている部分もあるため、どちらも同様の機能を果たしている可能4性があることがわかった。今

回の結果が今後の 2310057]16や CAMSAP1の機能解析につながるものと考えられる。

(a) 、、.，，，LU
 

，，e
‘、

Fig. Ensemble of 20 structures ofthe lowest energy in 100 (a) and ribbon model (b). 
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lP064 マウス構造プロテオミクス:
ハイスループット構造解析の実際 - MSPドメイン、 DUF232を伊jにして

(理研GSCl、理研・播磨 2、東大院理 3)

遠藤弘 1、八回玲子 1、O林文品 1、好田真由美人白水美香子 1、寺田貴帆 1、木川隆

則 1、井上真 1、矢吹孝 1、青木雅昭 1、関英子 1、松田貴意 1、慶田洋 1、国仲昭子 1、

林崎良英 1、横山茂之 1，2，3

Mouse structural proteomics: 

Practical aspect in high throughput structural analysis of MSP domain and DUF232 

lRIKEN Genomic Sciences Center， 2RIKEN Harima Institute， 3Graduate SchooJ of Science， 

University of1bkyo 

H. Endol， R; Hatta1， OF. Hayashil， M. Yoshida1， K. M. Shirouzul， T. Terada1 T. Kigawal， M. 

Inoue1， T. Yabuki1， M. Aoki1， E. Sekil， T. Matsudal， H. Hirotal， A. Tanakal， Y. Hayashizaki1， 

and S. Yokoyama 1， 2，3 

High throughput structural analysis is an important issue to promote structural genomics. 

Actually this year's goal of the number of NMR structures is 300 in the comprehensive 

analysis program of“Protein 3000 Project". 1n addition to the request for the speed of 

structural analysis， the quality of the structure is very important especially in the 

pharmaceutical application like drug design. 1n order to fulfill the both demands， various 

approaches have been tried and tested here at R1KEN. We will present practical aspect of 

high throughput structural analysis ofMSP domain and DUF232 as examples. 

序

理研GSCで担当している「タンパク 3000プロジェクトjの網羅的解析プログラムでは、今年

度のNMR構造解析目標数は300個とし、う数字が設定されている。これを達成するにはハイスル

ープットで構造解析を行う必要がある。他方、構造情報をドラッグデザイン等産業利用していく

ためには、得られた構造は高い精度で決められている必要がある。ここでは、これを両立してい

くために、我々のグ、ループ。で行っている手法を、 MSPdomainとDUF232を例にしてその一端を

紹介する。

キーワード:マウス cDNA、無細胞タンパク質合成、 KUJ1RA、CYANA、lowerlimit distan田

constraints 

えんどうひろし、はったれいこ、はやしふみあき、よしだまゆみ、しろうずみかこ、てらだたか

ほ、きがわたかのり、いのうえまこと、やぶきたかし、あおきまさあき、せきえいこ、まった、た

かよし、ひろたひろし、たなかあきこ、はやしざきよしひで、よこやましげゆき
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方法と考察

すべてのNMR測定は13C/15N二重標識蛋白質を用いて行った。標識蛋白質の合成は無細胞蛋白

質発現系を用いた。測定開始時の試料濃度はMSPdomainが0.99mM、DUF232が1.05mMで

あった。バッファ一条件は両蛋白質とも 20mMd-TrisHCl(pH7 .0)、100mMNaCl、lmMDTI'、

0.02%NaN3、1O%D20を用いた。 NMR測定はVarian社製UnityINOVA-600、-800、-900を用

い、 25度にて行った。主鎖の帰属用に 15N-HSQC，HNCO， H(CA)CO(CA)NH， HN(CO)CA， 

CBCA(CO)NH， HNCACB、傾IJ鎖の帰属用に 13C-HSQC，HBHAHN， HBHA(CO)NH， 

HCCH.TOCSY， CCH-TOCSY、距離制限用に 13C屯dited3D NOESY， 15N-edited 3D NOESYを

測定した。データ処理はNMRPipe、スベクトル解析はNMRView-KUJIRA CKobayashi N. 

unpublished)を用いた。 NOEピークの帰属、立体構造解析はCYANA1.0.7を用いて行った。

主鎖帰属を効率よく行うには、ゴミやマイナーピークのないきれいなHNのIDピークファイ

ルを作成すること、および、 ID番号仲NMRスベクトル特化学シフト表間のリンク、情報の連携

がスムーズに行えることが必須である。

側鎖帰属の場合も NMRスベクトノレ特化学シフト表聞のリンクが重要なのは言うまでもないが、

それに加えて、 HNの広幅化やその他の理由によって、 HNと関係付けられなかったピークをい

かに効率よく帰属していくかという問題がある。この場合我々はCCH-TOCSYにジャンプして残

基の種類を特定し、候補を検討する方法を取っている。さらに、側鎖帰属の問題点、として芳香族

残基、特に広幅化することの多いPHEの帰属をどうするかという問題があるが、これに関して

はHCCH-TOCSY、CCH-TOCSY、NOESYの結果を総合的に判断するしかないのが現状である。

CYANAを構造計算に用いた場合、構造の精密化を効率よく行うためには、まず精密化前半は

帰属の確認とごみピークの除去が主となるので、 NOESYスペクトル上に CYANAによる帰属の

結果を表示できると解析の助けとなる。精密化後半は主鎖および、側鎖の二面角のひずみを取るこ

とが主となる。ひずみが生じる原因は、動力学計算の際vander Waals半径を実際より小さめに

設定して計算する必要があることに起因していると考えられる。このひずみを取る方法はいくつ

か考えられるが、 NOESY情報に基づいて行う方法としては、 NOEより見積もられた距離よりも

近づきすぎたプロトンペアに対して、lowerlimitを入れて遠ざける方法が考えられる。ここでは、

この方法にて精密化を行い、有用であることがわかった。

今回構造解析したMSPdomain、DUF232はドメインとしても、蛋白質としても機能は明らか

になっていない。 MSPdomainの構造解析の結果、 N末端に8ストランドが追加している点を除

いて、 immunoglobulin様フォールドをしたMSPdomain独特の構造をとっていることがわかっ

た。また、保存された表面残基はC末3ストランドを伴う 3シート面側に分布しており、この面

で他の因子と相互作用して機能を果たしていると考えられる。 DUF232は配列解析からは相向性

のあるドメインは検索されなかったが、構造解析の結果、 winged-helix構造をとっていることが

わかった。また、分子表面の電荷分布を表示してみたところ、 winged-helix蛋自の相互作用部位

と考えられる溝部分は、正ではなく負の電荷分布を示し、 TFIIEαやRAP74同様ペプチドを結合

するのではないかと予想、された。
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2P065 シロイヌナズナ由来のタンパク質At3g63000の

~-grasp 様溶液構造

(RIKEN GSC¥RIKEN播磨ヘ東大院理3)

O秦旭栄¥林文晶¥白水美香子1、寺田貴帆¥木川隆則¥井上真¥矢吹孝¥青木雅昭1、

関英子1、松田貴意1、贋田洋¥好田真由美1、田仲昭子1、関原明¥篠崎一雄¥横山茂之ω

Solution structure of a ~-grasp fold like domain At3g63000 
from Arabidopsis thaliana 

(RIKEN GSC1、RIKENHarima Institute2and University of T OkY03) 

OXu-rong Qin1， Fumiaki Hayashi¥ Mikako Shirouzu1， Takaho Terada1， Takanori Kigawa1， 

Makoto Inoue1， Takashi Yabuki1， Masaaki Aoki¥ Eiko Seki¥ Takayoshi Matsuda1， Hiroshi Hirota1， 

Mayumi Yoshida¥ Akiko Tanaka1， Motoaki Seki1， Kazuo Shinozaki1， Shigeyuki Yokoyama123 

Introduction 

Arabidopsis thaliana is an important model system for identifying genes and determining 

their functions. A 94 amino acid domain from N-terminal was selected from the gene 

At3g63000 on chromosome 3， for which conventional sequence alignment revealed 

significant homology with protein NPlA. Human NPlA is a protein interacting with the 

ubiquitin fusion-degradation protein (UFDIL)， which related to DiGeorge syndrome(DGS) 

and velocardiofacial syndrome(VCFS). 

We solved the structure of the domain with NMR. The result showed that the domain 

adopts a s-grasp fold which is similar to that found in ubiquitin and Ras-binding domains. 

Keywords: Structural proteomics ， E. coil cell-free protein synthesis system， ubiquitin and Ras-binding 

domains， s-grasp fold 

しんきょくえい、はやしふみあき、しろうずみかこ、てらだたかほ、きがわたかのり、いのうえまこ

と、やぶきたかし、あおきまさあき、せきえいこ、まつだたかよし、ひろたひろし、よしだまゆみ、

たなかあきこ、せきもとあき、しのざきかずお、よこやましげゆき
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Materials and Methods 

The 13C_ and 15N-labeled protein was produced by the E. coil cell-free synthesis system. 

All NMR measuremens were performed at 298K under ambient pressure on varian INOVA 

6∞or， in the case of the NOESY experiments， Varian INOVA 8∞spectrometers. 
The sequence-specific backbone resonance assignment was achieved through a 

combination of standard triple resonances techniques using 2DIH，I5N-HSQC and 3D HNCO， 

HN(CA)CO， HNCA， HN(CO)CA， HNCACB 組 dCBCA(CO)NH spectra. Side-chain 
hTI3 assignment was obtained using 2D lH，IJC_HSQC加 d3D H(CCCO)NH， (H)CCH・TOCSY

anq HCCH-TOCSY spectra. Assignments were confirmed using 3D 15N-edited 

eH，IH)-NOESYand I3C-edited eH，IH)-NOESY spectra. 

The programs NMRPipe， NMRView and Kujira were used for spectral prωessing and 

data analysis. 

Structure calculation were performed with the program CYANA 1.0.7. 

Result and Discussion 

100 conformers were calculated， of those， 20 CYANA conformers with the lowest target 

function were selected to represent the structure (Figure a). 

There are fourα-helices加 dfour s-strands were detected by the program MolMol (Figure 

b). helix α1 (Val30 to Gln40) is rotated approximately 450 relative to the first two s-stands 

(sl and s2)， and this arrangement represents the typical ubiquitin-like conformation. Except 

the ubiquitin-like fold， there are two a-helices，α2 (Arg54 to Leu58) and α3 (Phe65 toPhe68)， 

insert into s3 andα4. 

a b 

Fig. Superpos悩onof 20 calculated銑Nctur8S(a) and ribbon diagram (b) of 伽~-gr田pfold like domain 

Atg63∞ 
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3P066 トリグリセリドの炭化水素鎖聞に働く引力的相互作用

(電通大院)

O小林学、仁木闇雄

lntramolecularinteractions among alkyl chairis in triglycerides 

Gaku Kobayashi， Kunio Nikki 

(Graduate School， U niversity of Electro"Communications) 

lH and 13C NMR for aseries of triglycerides(n=10・20)and carboxylic acids(n=10・20)

were observed in fuluene， l"chloronaphthalene and chloroform. As the chain length 

increases， methylene peaks for the middle of the chain of both triglycerides and carboxylic 

acids showed low field shift in aromatic solvent. It means that aromatic solvent molecules 

which induce high field shifts for methylene peaks are excluded around the middle of the 

chains. The larger the low field shifts for triglycerides than for carboxYlic acids suggests the 

additional excluding of solvent molecules around the middle ofthe triglyceride chains. 

【緒言】

タンパク質の高次構造の安定化や細胞膜の構造で、分子聞に働くアルキル基聞の弱い相互作用

の重要性が指摘されているが、その具体的な役割については不明な点が多い。細胞膜はリン脂質

の集合体からなり、その構造はミセル様の脂質2分子膜である。その膜構造の形成にリン脂質内

の炭化水素鎖同士の相互作用が寄与していると考えられる。

本研究は炭化水素鎖同士の相互作用についての基礎的な研究として、triglycerideをモデル化合

物として選び、細胞膜において考えられる諌水性相互作用のない有機溶媒中で、 triglycerideの炭

化水素鎖間に働く弱い相互作用について検討した。

[実験}

溶質として炭化水素鎖の炭素数が n=lO，12， 14， 16， 18，20の triglyceride( 3本鎖)および

carboxYlic acid (1本鎖)を用い、溶媒にはtoluene，1 "chloronaphthalene，chloroformを用いた。

Varian Unity Plus 500FT-NMR Spectrometerを使用し、 lH(パノレス幅:4.8μ臥積算回数:100 

回)及び 13C(パノレス幅;7.0μs、積算回数:1000回) NMRを293"""353Kの温度範囲で測定

した。

CH200C-(CH~n-CH3 

CHOOC -(CH2>n-CH3 

CH200C -(CH~n-CH3 

triglyceride 

HOOC-(CH2)n-CH3 

carboxylic acid 

キーワード;炭化水素鎖間の引力的相互作用、トリグリセリド、芳香族溶媒

著者ふりがな;こばやしがく、につき くにお
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【結果・考察I

Fig. 1.は trilaurin(n=lO)を溶質とし、溶媒に

toluene，1・chloronaphtbalene，chloroformを用いたと

きのlH-NMRスベク→トノレを示した。 methyl基のピー

クを基準(O.Oppm)とした。

chloroform:に比べて芳香族溶媒中では、全ての

methyleneのピークが高磁場側(図の右側)::"，シフト

した。 carbonylから遠い methylene部分は、

chloroformでは1本の鋭いピーク(0.3・0.5ppm)だが、

芳香族溶媒では、その溶媒効果によって高磁場シフト

すると共にいくつかのピークに分裂した。この溶媒効

果は、溶媒分子の芳香環における磁気異方性効果によ

り、芳香環の平面上に近づくと高磁場シフトを示すと

いう効果である。このピークが分裂するという事実

は、同じ methyleneでも場所により擢媒の磁気異方

性効果が異なることを示している。この現象を利用す

ると、 methyleneのlHNMRスペクトルがより細か

くアサインできるという利点がある。

そして、 1・chloronaphthalerieではtolueneと比べ

て、磁気異方性効果による高磁場シフトは大きく、

methylene部分のピークの分裂も大きかった。

Fig.2.には、1本鎖であるcarboxylicacidのtoluene

溶媒中における lH"NMRスベクトルを示した。

chloroform溶媒では 1本の鋭いピークだった

methylene部分が高磁場シフトをして、さらにピーク

が分裂した。全てのピークの化学シフトの変化は、

chainがn=lOから n=20へと炭素数が増えると各ピ

ークで低磁場シフトを示した (α=0.002ppm，s 

=0.049ppm，γ=0.009ppm， d =O.OO1ppm)。

methylene基の中でも比較的低磁場側のピーク

(s)はchainの炭素数が構えると低磁場側へと最も

大きくシフトした0'sの部分では炭素数が増えたこと

によって溶媒が近Lづきにく dくなり、芳香族溶媒による

磁気異方性効果〈高磁場シフト)が効きにくくなった

ので、低磁場シフトを示したと考えられる。一方、高

磁場側にあるピーク (γ)はchainの炭素数が場えて

も化学シフトの変化は小さく、ピークの高さも変わら

なかった。 chainの炭素数が増えてもγの部分は増え
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Fig. 1. lH NMR spectra oftrilaurin(n=10) in 

chloroform，toluene and l-chloronaphthalene 

at293K. 

-OOC-CH2-0H2-(CH2h由 (CH2)n-5，:，CH3

↓↓↓↓  
δγ8α  

、assignmentof alkyl group 
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Fig. 2. lH NMR spectra of a series of 

carboxylic acids i且tolueneat 293K. 

(Reference :τ'MS) 



ず、溶媒の近づきゃすさは、あまり変わらないと考えられる。

また、 n=16で3が2本に分裂した (s:低磁場側、 s' :高磁場側)。この現象は、 Win凶k(I)

らによって報告されている芳香族溶媒中における n"alkaneのlHNMRスペクトルが、 n=15

付近で分裂するという現象と同様であると考えられる。我々はこの現象について、次の様に考

えた。 chainの炭素数が増えたことで、 chainが折れ曲がりの構造をとりやすくなって、閉

じmethyleneの中でも溶媒が近づきにくい部分ができ、比較的溶媒が近づきゃすい部分と近

づきにくい部分の2つの状態に分かれたと考えられる。そして、溶媒が近づきにくい部分は、

芳香族溶媒による磁気異方性効果(高磁場シフト)が効きにくくなるので、低磁場側にピーク

が現れたと考えられる。そして8の分裂後は、 chainの炭素数が構えると8はわずかに低磁場

シフトをしながらピークの高さが増していったが、。'はγと同様に化学シフトもピークの高

さもほとんど変化しなかった。この8とs'のピークの様子より、 8の分裂後はchainの炭素

数が増えると、 chainの中でも溶媒が近づきにくい部分が増えていることが推測される。

一方、 Fig.3.には3本鎖である triglycerideの

toluene溶媒における lHNMRスペクトルを示した。

chloroform溶媒と比べて methylene部分が大きく高

磁場シフトをして、ピークの分裂幅はcarboxylicacid 

よりさらに大きく広がった。全てのピークの化学シフ

トの変化は、 chainがn=10から n=20へと炭素数が

増えると各ピークで低磁場シフトを示した (α

=O.OOlppm， s =O.077ppm，γ=O.017ppm， 0 

=O.009ppm)。

Fig.2.とFig.3.における triglycerideとcarboxylic

acidの最も大きな違いは、 3の分裂の様子である。

triglycerideでは n=14で分裂し始めたが、

carboxylic acidではn=16で分裂し始めた。carboxylic

acidより triglycerideの方が、 chainの炭素数が少な

くても、。において溶媒が近づきにくい部分ができ始

めるということが推測される。

ーっ.6ì-.4-~.-. U ・ー ・1":O---(1制

Fig. 3. lH NMR spectra of a series of 

triglycerides in toluene at 293K.. (Reference : 

TMS) 

なお、1・chloronaphthalene溶媒中ではさらに大きく methyleneのピークが高磁場シフトを

して、 tolueneよりも多くのピークへと分裂した(Fig.l.)otriglycerideのmethyleneにおける、

分裂後(n=20)の 0・s'聞の化学シフトの差は、 toluene溶媒中と比較をすると、

1・chloronaphthalene溶媒中の方が約2倍大きかった。磁気異方性効果がtolueneよりも大き

く働いていると考えられる。
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( triglycerideにおける cIiairt同士の分子内相互作用)

さらに細かく triglycerideとcarboxylicacidの比較を行った。

(心 n=10では、 triglycerideとcarboxylicacid を比較すると~ triglycerideの方が低磁場側に各

ピークがあった (Fig.4λ この triglycerideとcarboxylicacidの化学シフトの違いより、

triglycerideの方が溶媒効果を受けにくく、 toluerie(溶媒〉が近づ、きにくいので心低磁場側

にピ可クが現れたと考えられる。ーこの原因として考えられるのが、 triglycerideのchain聞

に働く引力的な相互作用である。

また、 triglycerideとcarboxylicacidの化学シフトの差は、 γ(0ァ035ppm)> s (0.002ppm) 

であった(Fig.4.)。この化学シフトの差は、 chain聞に働く引カ的な相互作用の差であると考

えられる。これより、 triglycerideの中でも8よりγの方が、 chain間の相互作用が強く働い
ていると考えられる。

(b) n=10から n=16にchainの炭素数が嬬えると¥triglycerideではγが低磁場シフ卜する (Fig.

2.γ=0.016ppm)。しかし、 earboxylicacidでは同様に炭素数が増えても、 γはほとんど低

磁場シフトしない(Fig.3.)0この低磁場シプトについでも、，諮媒効果の変化を反映して著いる

と考えられる。よって、 triglycerideのγではchainの炭素数が増えると、 toluen，e(捺媒)

がより近づきにくくなり、 γにおける chain聞の相互作用が強くなると考えられる。

triglyceride 

1.8 1.6 

I結論1

α 

1.4. 1.2 1.0{問的

-OOC-CH2-CH2-(CH畳h由(CH2)n-5由CHa
ー↓↓↓↓
δ r s α 

assignment of alkyl group 

Fig.4. lH NMR spectra oftrilaurin and 

lauric acid in toluene at 293K. 

(a)triglycerideでは、分子内の chain聞に働く引力的な分子内相互作用がchainとtoluene

の間に働く分子間相互作用に打ち勝って tolueneを排除するように作用していると考えられ

る占 (b)また、分子内のchain聞に働く引力的な分子内相互作用は、 chainの炭素数が増えると

methyl基より離れた場所ほど強くなるということが考えられる。

(参考文献)

(I)M.A.Winni孟.，A.Mar，W.F.Reynolds，Ph.Dais，B.Clinand B.Caussade， J.Am.Chem.S∞.，12，257(1979) 
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lP067 複素環を持つレチノイン酸誘導体の溶液中での

コンホメーション解析

(神戸薬大)0杉浦員喜子浅見由美和田昭盛伊藤允好

Conformational Analyses of Retinoic Acid Derivatives 
con加的加9Heterocycles的Solution.

Kobe Pharmaceutical University 

Makiko SugiuraYumi Asami， Akimori '"包da，Masayoshi Ito 

Conformations of several retinoic acid derivatives containing heterocycles (1・ VI)have 

been investigated by means of the se1ective relaxation method. Using the H-H distances 

obtained， the dihedral angles defined by s and y have been estiIi1ated as shown inつrab1e1. on 
the other hand， the conformation defined by αis difficult to estimat怠 forall derivatives 

because of the conformational equilibrium between two or more conformers. Now， the 

conformational analysis under the equilibrium model is applied for this conformation. 

[はじめに} レチノイン酸は，動物細胞の増殖・ p --同聞国自国.

、ノ 7 I 19 11 In ~ 
分化を制御する核内レセプターのシグナル分子の- I.x..ノ、....~...I::三Jも~怯ふCOOH
つであるが，その立体異性体によってレセプターが :lJl -: 

E 、...."，¥ ， レチノイン酸
異なり，立体化学とコンホメーションの関係には興

味が持たれている。近年その核内レセプターの機能解明ばかりでなく，創薬の観点からも，

レセプターと特異的な結合を示すシグナル分子として，レチノイン酸アナログの合成がさか

んに行われている。

品料七coOH R :;ひ》 I

円

9-Z ;:71L14 
COOH 

DlI 
工》 m

:φIV 
:68V 
:0). VI 

レチノイン酸 複素環 コンホメーション解析 選択的緩和法 緩和時間

すぎうらまきこ あさみゆみ わだあきもり いとうまさよし
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今回これらの内，シクロヘキサン環を含む 8位までをさまざまな複素環に変えたアナロ

グ化合物の溶液中でのコンホメーション解析を，主に緩和時間を使う選択的緩和法を用いて

行った。今回解析の対象としたのは，図に示す I~ VIのレチノイン酸誘導体の alI-E体お

よび 9・Z体である。これら誘導体は， α，13， yで表される結合廻りのコンホメーションが

議論の対象になるが，そのレセプターとの結合能を議論する上で，このようなコンホメーシ

ョンの情報は不可欠と思われる。複素環の種類・立体化学の違いにより，これらのコンホメ

ーション，特に αで表される C8・C9(C7-C9)結合廻りのコンホメーションにどのような

変化が見られるか，特にその点に興味を持ち，解析を行った。

{実験】

それぞれの誘導体を CDC13 に溶解し (7~13

mM)，脱ガス・溶封して緩和時間測定用サンプ

ルとした。 NMR測定は， Varian INOVA-500 (1H: 

499.8 MHz， !3C: 125.7MHz)を用い， TINS及び!3C

90. 

SNI Fig.l Pulse Sequence for 
T1 は通常の Inversion-recovery 法で，九 Measurement of J;SNl 

(Selective Non-inversion 九)は Fig.1 のパル

スシーケンスによってそれぞれ測定した。 Fig.1のシェープドパルスとしては，i-SNOB-3 

(jnversion type of selective excitation for biochemical applications) 1)を選び，シダナル幅に合

わせてバンド幅を変化させて用いた。

【結果と考察}

常法により，観測された T1NSと TLSNIの値のそれぞれ逆数の差から交差緩和 (σj)を得，

それと 13CTlから得られる回転相関時間 (τc)とからそれぞれの水素間距離を Table1のよう

に得ることが出来た。同じ水素間距離について誘導体間で見比べてみると，期待に反して大

きなコンホメーションの違いを示唆するような大きな差は見られなかったが，詳細に見ると，

微妙な差は観測出来，この微妙な差がコンホメーションの微妙な変化を反映していると思わ

れた。

これらの水素間距離を満足するコンホメーションを組み立てることが出来れば，それがそ

の誘導体の優位コンホメーションということになる。 Table2に 13，yで表される結合周り

のコンホメーションについて得られた結果を示した。 pについては， 1と IVの 9・Z体で，

30~40。ほどの平面からのねじれが観測され， yについては， 1が alI-E体， .9・Z体共に同

様の平面からのねじれが観測された。

一方 αについては，いずれの誘導体も，得られた水素間距離すべてを満足するようなコ

ンホメーションを一義的に決めることが出来なかった。とのととは，ここでのコンホメーシ

ョンが一つの配座に固定されているのではなく， 2つまたそれ以上のコンホマーのコンホメ

ーション平衡にあることを示唆する結果と考えられる。現在コンホメーション平衡を考慮に

入れた解析勾を行い， αでのコンホメーションの詳細を検討中である。
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E、2
8 

NMe -H10 

NMe -H11 

H1・9Me

H6-9Me 

H7-9Me 

H8-9Me 

H1・H10

H1・H11

H6・H10

H6・H11

H7・H10

H7・H11

H8・H10

H8・H11

9Me-H11 

H10-H11 

H10-H12 

H11・13Me

H12・13Me

H12・H14

Table 1.百leH -H Distances (A) Estirnated by the Selective .Relaxation Method for Retinoic Acid Derivatives 

all-E 9・Z

11 111 IV V VI 11 111 IV V VI 

3.0 

3.6 

>4 3.9 

3.4 >4 >4 3.4 

3.5 3.6 3.2 >4 3.7 3.7 

3.7 3.4 . 3.7 >4 3.6 

2.6・2.8

3.1・3.4

2.4・2.5 2.5・2.5

2.7・2.9 2.8・3.0

2.7・3.1 3.7 2.9・3.1
/ 

3，1・3.3 3.5 -3.5 2.8・2.9

3.3・3.3 2.9・3.2 2.5 

3.0 -3.4 3.0 -3.0 2.8 -2.9 

2.9 2.9 2.9 2.9 3.0 2.7 

>4 3.1・3.8 3.2・3.2 3.2・3.3 3.2・3.2 3.1・3.3 3.2・3.2 3.1・3.3 3.0・3.2 . 3.1・3.1I 3.0 -3.0 
ー 2.4・ 2.5 2.5・2.6 2.5・2.7 2.4;・ 2.4 2.4・ 2.5 2.6・2.6 2.3・2.3 2.4・2.4 2.6・2.6 2.3 -2.4 2.4・ 2.4

3.2 2.8 2.9 3.0 2.9 2.7 3.0 2.9 2~8 3.0 2.8 2.9 

3.8 3.9 >3.5 4.0 4.0 >4 >4 4.0 3.9 4.0 4.0 >4 

2.7・2.8 2.2・2.3 2.3 -2.5 2.4・ 2.5 2.3・2.4 2.2・2.4 2.5 -2.6 2.2・2.2 2.2・2.3 2.3 -2.5 2.2・2.3 2.2・2.4



Table 2， Th巴ProposcdPrcfcr Coぱomlatiomdenned by P and Y for ali Dcmauves 

all-E 9-Z 

。(0) y r ) s (0 ) y (0 ) 

C9・10-11ぺ2 C11 ・12・ 1~ト 14 C9-10・11-12 C11-12-13-14 

180 135 144 150 

11 179 167 167 165 

111 178 179 179 177 

IV 179 170 142 167 

V 178 165 171 171 

VI 170 167 166 178 

[参考文献}

1) E. Kupce， J. Boyd， I.D. Campbell，J. Magn. Resn.， B， 106， 300 (1995). 

2) M. Sugiura， A.V.Vashchenko， A.Kimura， H. Fujiwara，よ Chem.'Socリ Perkin2，1489 (2000): 
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2P068 2，5・Dicyclopentylcyclopentanoneのcyclopentyl基が

香気に及ぼす影響についての考察

高砂香料工業(株)総合研究所 O春日久栄、白井文晴

The olfactory influence of the stereochemistry of the two cyclopentylgroups in 

2，5-Dicyclopentylcyclopentanone. 

TAKASAGO INTERNATIONAL CORPORATION Central Research Laboratory 

OHisae Kasuga， Fumiharu Shirai， 

The relation of the stereochemistry & odor was well investigated in 2，3'disubstituted 
cyclopentanone analogues like Methyl jasmonate & Methyl dihydrojasmonate. On the other 
hand， the stereochemistry of 2，5-disubstituted cyclopentanoneanalogues was not studied. In 
this experiment， the relation of the stereochemistry & the odor of the isomers of 
2，5-Dicyclopentylcyclopentanone was discussed. The odors are different between three 
isomers. One of the isomers has stronger floral fragrance than the others. One isomer has bad 
oily smell. The other isomer has strong woody-green odor. 

Iはじめに] シクロペンタノン誘導体には香料として有用な化合

物があることが知られている。例えば、 methyldihydrojasmonate (1)など

は天然ジャスミンから発見され、ジャスミンフローラル香を有する有用な

香料化合物として広く使われており、それら 2，3'二置換シクロペンタノン

の立体科学とその香気の関係 1980年代から研究されている。

しかし、シクロベンタノン骨格の 2位と 5位に大きな官能基が
Methyl dihydrojasmonate(l) 

入った化合物についての官能基の立体と香気の関連についてまだ報告されておらず、興味が持たれる。

2，5・Dicyclopentylcyc1o恒entanone(2)では 2つのシクロペンチ沙基・

の立体構造によって、喚覚受容体への作用が異なることが考えられ、

香気にも大きな差があると予想される。しかし、この化合物は対称

構造を有しており、対称、商を境に左右のそれぞれのプロトンが同じ

ケミカルシフトに観測されるため、通常の NOE実験では相対立体

ふるN
?日-ni r.vr. lnnp.ntvl r.vr. lnnp.nt~nnn台(?)

配置を明らかにすることは不可能である。そこで、本実験では、化合物 2の各異性体の 2，5位のシクロベンチル

基の相対立体配置を HSQC'NOESYにより検討した。 HSQc-r、JOESYは13Cに結合したプロトンから 12Cに結

合したプロトンへのNOE相関を観測する方法であり、対称な化合物の相対立体配置を決めるのに適している。化

合物2の場合は、 2，5位メチンプロトン同士のNOE相関を観測することが可能であり、シクロベンチル基の立体

を明らかにすることができると予想された。また単離した各異性体の香気の違いを確認した。

Key word: 2，5-Dicyclopentylcyclopentanone， Cyclopentyl group， Floral fragrance， HSQC-NOESY 

ふりがな; かすが ひきえ、しらいふみはる
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化合物2のシス体、トランス体のコンブオメーションの違い(予想)

トランス{本

I実験および結果】キラル分取HPLCを用い、サンプル中に存在する 3種類の異性体を単離した(下図参照j。各々

のピークのlH-NMR、13C-NMR、COSY、HSQC、HMBC、sel-CTHMBCスペクトルにより、各シグナルのア

サインを行った。また、各ピークの香気を確認した。

(HPLC条件;Chiralpak IA 20mm x 25cm、i容離液1.5% AcOEt.圧Iexane8mIJmin) 

Peak 1 
gO吐y，九 Peak3 、

信自白lveiltJike. -n _ _ '-凸 Woodv.Green 
民 (~-~~kY-----.reaK';:;【九 (strong)
P"'i， ~jora.1， .!-，rUlty 

九 P jIJ¥一時 j¥
九 - ..-;.J.¥__.よ iJ¥ベ)メ;¥.'';
持議 1事 鳩町管省命指 ぺ - n …… お γ :二逼

!~t l¥ 
}/¥: 

b 

< 1 H-NMR spectrum of Peakl> < 1 H -NMR spectrum of Peak2 & 3 > 

単離された各異性体の相対立体配置についてHSQC-NOESYで検討中である。また、トランス体の絶対構造につ

いては、今後X線結晶構造解析を用いて検討する予定である。

I参考文献}
J.Am.Chem.Soc.，Vol.1l4;No.3，1992川端、福士、水谷
Aroma Research No.9(Vo1.3INo.12002) Kraft，Bajgrowicz，Denis，Frater 
公開特許広報 2001白261609 山田、藤沢
Tetrahedron: Asymmetry 14(2003)1・42Brenna，Fuganti，Serra 
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3P069 CA;訂/CNMRシステムの応用

一 化学シフト帰属と構造の訂正への適用 一

(理研 国立情報学研2)

O越野広雪 佐藤寛子2

Applications of CAST /CNMR System to Chemical Shift Assignments 

and Structural Revisions 

(RIKEN¥ NII2) 

H. Koshind and H. Satoh2 

We have developed a new computer system CAST/CNMR for 13 C-NMR 

chemical shift prediction using a structure-NMR database considering 

stereochemistry. The accuracy of the predicted 13 C-NMR chemical shift 

values is enough for the app1ications to chemical shift assignments and 

structure determinations inc1uding stereochemistry. We describe advanced 
applications to structural revisions of recent1y reported some terpenoids 

together with the concepts of a CAST /CNMR system application 

methodology . 

CAST/CNMRは立体化学を規範的に表現できるCAS寸コードを基盤とした化学構

造-NMR化学シフトデータベースを予測のデータソースとして利用し，立体化学を
的確に考慮する，高精度13C-NMR化学シフト予測システムである 1-4本討論会では

すでにCAST/CNMRシステムの応用として，立体化学既知の化合物に対する立体構
造類似性と 1次元13C-NMRデータに基づく13C-NMRの帰属方法についてまた立

体化学を決定する部分構造に関し可能性のある全立体異性体の化学シフト予測値と

13C-NMRの実測値との比較によって立体化学を決定する方法について報告してき

た今回はCAST/CNMRシステムの応用として幾つかのテルペノイド系化合物の
13C-NMRデータの帰属と化学構造の訂正に関して報告する

近年磁場勾配パルス法を用いる2次元NMR法の普及により，構造解析の専門家で

なくても， NMRを用いた数多くの構造決定の報告がなされるようになった.一方

で， NMRデータの帰属や化学構造の訂正に関する報告も少なく無いのが現状であ

る. データベースを基本としたCAST/CNMRシステムにとって，登録するデータの

質は極めて重要である.そこで，帰属や構造決定に適用できるCAST/CNMRの予測

精度の高さを利用し登録データの評価も行っている.具体的には，データベースへ

CAST/CNMR、帰属、構造訂正、データベース、化学シフト予測

こしのひろゆき，さとうひろこ
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の登録時に化合物のシフト予測を行い，予測値と矛盾する結果が得られた際には論

文に記載された構造，構造決定や帰属の方法について詳細に検討している.また，

登録時にこうした問題が見い出されない場合でも，シフト予測を行う際に予測に利

用されたデータ聞のシフト値の差が大きい場合，その原因を検討することで帰属の

間違いが見い出される.また，シフト予測結果から構造式に合った帰属が出来ない

ときや，特定の部分構造に対して明らかに異なるシフト値が記載されている場合に

は，化学構造が間違っている可能性もあるため検討を行っている.

このように登録データの評価を行った結果 2次元NMR，特にHMBCなど4級炭

素の帰属に有効な手法が普及する以前の論文には帰属の間違いが数多く見い出され

た.化学構造に間違いのある可能性が考えられた場合には，詳細に論文を検討して

可能性のある化学構造を提案し，その提案構造に対してCAST/CNMRシステムを用

いてシフト予測を行い提案構造の妥当性を評価した.間違った構造も含め新規性の

高い部分構造に闘しては，その新規性のために適したデータが存在しない場合も少

なく無いが， CAST/CNMRシステムの類似性検索機能を利用して効率的に帰属およ

び構造の評価を行い，本システムの有効性を明らかにできた.以下に示した化合物

の構造について検討した結果，報告されている構造に間違いが見い出されたのでそ

の構造訂正の詳細について発表する.

H3C 

参考文献

OH 

amentotaxin BB (1f 

OH 

daurichromene 0 (4戸

。
H 

peribysin C (2)8 

H3Cr I 、CH3
OH 

H 

peribysin 0 (3戸

1) H. Satoh， H. Koshino， K. Funatsu， and T. Nakata， J. Chem.lnf Comput. Sci.， 40， 622・630(2αぬ).
2) H. Saωh， H. Koshino， K. Funatsu， and T. N紘ata，J. Chem.lnf Comput.Sci.， 41， 1106-1112 (2∞1). 
3) H. Satoh， H. Koshino， and T. Nakaぬ，よ Comput.Aid. Chem.， 3， 48-55 (2∞2). 
4) H. Satoh， H. Koshino， J. Uzawa， and T. Nakata， Tetrahedron， 59， 4539-4547 (2∞3). 
5)越野広雪，佐藤寛子，第41回N四討論会講演要旨集， pp148-149 (2002). 
6)越野広雪，佐藤寛子，第42回NMR討論会講演要旨集， pp380-381 (2003). 
7) H.-J. Su et a1， Helv. Chim. Acta.， 86， 2645-2652 (2∞3). 
8) T. Yamadaet a1， Org. Biomol. Chem.， 2，2131・2135(2004). 
9) N. Iwata et al， J. Nat. Prod.， 67， 1106-1109 (2004). 
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lP070冒険 単離不可能な化合物の解析に対する DOSY法の有用性

(日本電子(株)¥神戸薬大 2、横浜国大 3)

0棲井智司¥上田昌史 2、内海博明 l、中越雅道 3、宮田輿子 2、内藤猛章 2

Usefulness of DOSY method for the analysis of labile and unisolable compound 

in the synthetic reaction 

The DOSY (Diffusion-ordered NMR spectroscopy) ni.ethod is received much attention as a technique for 

separating NMR spectrum in a mixed sample using the difference of the selιdiffusion coefficient. However， 

these are limited to the application to the intentionally mixed samples and the practical example was few. Thus， 

we. have confirmed the usefulness by applying th巴DOSYmethod to the analysis of the labile and unisolable 

intermediate in a newly found and useful synthetic reaction via radical species 

We tried the analysis of the reaction intermediate in the synthesis of amines. In triethylborane (Et3B) mediated 

radical addition reactions to oxime ethers that give amine derivatives in good yields， a borane complex is 

proposed as a key intermediate. However， the isolation is quite hard and the analysis by the general analyzing 

method is difficult. Then， we tried the analysis of the intermediate by the DOSY method and succeeded in the 

detection for the first time. 

(緒言)

DOSY(Diffusion-ordered NMR spectroscopy)法は、分子の自己拡散係数の差を利用して、混合試料

中の NMRスベクトルを分離する手法として注目を浴びている l。しかしながら、これまでは故意に混

合した試料に対する応用例が多く、実用的な例が乏しかった。そこで今回は、合成化学における単

離不可能な中間体の解析に DOSY法を適用することで、その有用性を確認した。

解析を試みたのは、アミン類の合成法における中間体である。アミン類あるいはそれらの誘導体(ア

ミノ酸類やアミノアルコール類等)は生命維持に必須である神経伝達物質、ホルモン類および多く

の天然生物活性物質の構成成分として重要な位置を占めており、その合成法の開発および解析は重

要である。トリエチルボラン (Et3B)とオキシムエーテル類を反応させると、 Et3Bをラジカノレ開始剤

としてアミン類を高収率で得ることができる 2が、このときホウ素錯体と思われる中間体の存在が確

認されている (Fig.1) 0 しかしながら、この中間体は単離不可能であり、一般的な解析法での解析

は難しい。そこで、 DOSY法を用いてこの単離不可能な中間体の解析を試みた。

:ILIA ー HT 生成物~ 

Fig.1 The reaction pathway of amine synth巴ticfrom oxime ether 

DOSY、混合試料、中間体

さくらいさとし、うえだまさふみ、うつみひろあき、なかこしまさみち、みやたおきこ、ないとうたけあき

-246-



(実験)

測定には JNM-ECX400および JNM-ECA500を用いた。試料は、 Et3BのCH2C12溶液を加え反応を開始

させた後、減圧下で試料管を封管して、反応を停止させている。溶媒には CD2C12を使用しており、

測定温度は長期低温システムを用いて、 25
0

Cに温度可変を行なった。また、対流を防ぐために外径

3mmの試料管を用いている。

尚、 DOSY処理にはDeltaプログラムの SPLMOD(SPLine MODel) を用いた。

(結果)

Fig. 2 に lH~DOSY スベクトルを示す。自己拡散係数の大きい順に、溶媒類、 Et3B，生成物、中間体

の 4つの成分に分離されていることが分かる。それぞれの拡散係数値におけるスライスデータを

Fig.3に、 lH-DOSY-COSYにおける中間体のスライスデータを Fig.4に示す。尚、 COSYの一次元デー

タには、 lH-DOSYスベクトルじおける中間体のスライスデ、ータを貼り付けている沿
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Fig.4 Slice spectrumof 'H -OOSY-COSY for intermediate 

(まとめ)

以上のように20，3D-DOSY法を用いることで、単離不可能な中間体を解析できることが分かった。

合成法の開発において、中間体の解析は反応経路を考える上で重要で、ある。しかしながら、今回の

例のように単離不可能であるケースも多いため、その解析に OOSY法は有用であると言える。

Refer巴nces

(a) K. F. Morris and C. S. Johnson，Jr.， J Am. Chem. Soc. ， 1992，114，3139 

(a) H. Miyabe， C. Ushiro， M. Ueda， K. Yamakawa， T. Naito， J Org. Chem.， 2000，“， 176; (b)H. Miyabe， M. Ueda， T. N剖to，砂nlett，

2004，1140 
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2P071 ポリ (アノレキノレプロピオレート)の動的溶液構造

北大院工 O小日山輝泉・平沖敏文・馬渡康輝・小塚心尋・田畑昌祥

Dynamicsof Poly(propiolate) Solutions 

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

7 KOHIYAM.:4， T. HIRAOκJ， Y. MAWATARI， M. KOZUK丸，and M. TABATA 

Solution structures of poly(propiolate)s were characterized by lH-and 13C-NMR spectroscopies. In 

poly(n-propyl propiolate)(PnPP)/CDCI3， the side chain E protons of PnPP shows a doublet line shape 
with a splitting of about 50 Hz below 20

0

C， and becomes a singlet with increasing temperature. On 

the other hand， other protons and all carbon signals， including E carbon， of PnPP exclusively keep a 

singlet independent on temperature， and chemical shifts of them do not change with temperature. 

These results show extremely slow internal rotation about the 0γ・C，axis. T 1 values imply the slow 
motion for the C '" -C， region and the fast motion for the C ( -Cηregion. 

<序>

Rh錯体触媒により重合した種々のアルキルプロピオレートはほぼlOO%cis-

佐山oid構造を有する o このシス体ポリマーの結品部は、擬ヘキサゴ、ナル構造

のカラムナーを形成している。本研究では、側鎖Iこn-propyl基を有するpoly(n-

propyl propiolate) (PnPP)並びに側鎖に2・butyl基を有するpoly(2・butyl

propiolate) (P2BP)についてそれぞれCDC13、CD2Cl2溶液中におけるNMR測

定を行い、主鎖及び側鎖のダイナミクスを検討した。

<実験>

モノマーは既知の方法で合成し、 Rh錯体触媒の存在下、 MeOH溶媒中で

40
0

C、4時間重合した。 NMR測定はBrukerDSX・30Oを用いた。それぞれの試

料に対して、 CDC13系では測定温度220K~323K、‘CD2C12系では220K~300K

にわたってlH_NMR測定を行った。さらにPnPP/CDCI3fごついては13C_NMR測

定及び263K~323Kでの13C・T 1 測定も併せて行った。

<結果と考察>

4caH=fsk 
fγ=0 
O 

千九
C(H2 

4ηH， 
poly(n-propyl propiolate) 
(PnPP) 

-fcαH=fak 
fγ=0 
O 

?，Hー CH;
fE Hz 
cηH， 

poly(2-biJtyl propiolatej 
(P2BP) 

Fig.lにPnPP/CDC13の303Kにおける13C，lH_NIV依スベク、トルを示す。側鎖ε位のlHシグ、ナルのみが

ダブレットで現れた。このシグナルは温度上昇に伴い分裂幅が狭まり、 323Kでシングレットとなっ

た。その他のピークは温度変化に関わらずすべてシシグレットであった。一方、 13Cのシグ、ナルは

測定温度範囲においてすべてシングレットで、あった。これらの結果は E位の二つのlHが非等価な磁

気的環境にあり、遅い内部回転運動をしていることを示している。この線形変化をjumpモデ、ノレで計

算し観測スベクトノレと比較すると、 Oo-C，軸 (χ2)のまわりの内部回転の速さが数十Hzであり、

NOESYスベクトルからも確認できた。 ζの非常に遅い側鎖内部回転運動は、主鎖の共鳴構造が側

鎖のエステル部位まで及んでいることを示唆している。

key wards : Poly(propiolate)/ line shape / temperature dependence / internal rotation 

Oこひやま てるみ、ひらおき としふみ、まわたり やすてる、こづかむねひろ、たばた まさひろ
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PnPP/CD2Cl2のlH_NMRスベクトルは、 CDChと同様に側鎖 E位のlHシグナルのみダブレットであり、

その他のシグナルはすべてシングレットであった。 220K~300KでH ，はダブレットのままで、あった。

Fig.2にP2BP/CD2C12溶液の296Kと273KにおけるlH-Nお依スベクトルを示す。 296Kでは全てのシグナ

ルがシングレットであったが、 273KではH が分裂幅180Hz，H が分裂幅50Hzのダ‘ブ.レットとなった。
α E  

他のシグナルはすべてシングレットで、あった。一方、 CDC13中ではシグナルは温度によらずすべてシン

グレットで、あった。

η 

Fig.3にPnPP/CDC13の13C-T1温度依存性を示す。

NT1は、温度上昇に伴い側鎖末端のC~ と Cη は直線

的に増加する。 Cα とC，はほぼ一定の値である。

等方的な運動モデルでは、 C~ と C ηが相関時間数

~数十psで運動しているのに対して、 Cα、C，の

相関時間はnsのオーダーで、あると考えられる。こ

の結果は、側鎖末端の速いC~ と Cη の運動に比べ

て、主鎖Cαから側鎖C，までの部位は非常に遅く

運動しており、主鎖が剛直な構造であることを示

唆している。

CDC1， 

E 

13C 

η 

E 

α 

o 
ppm 

η lH 

εMe 

Fig.l:13C and lH spectra of PnPP/CDC13at 303K. 
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3P072 HMBC法の新しい測定法圃 E ・・・ 3D・CT-HMBC法について

東大院農・応生化、*東京農大

O降旗一夫、*瀬戸治男

3D-CT(CONSTANT TIME) HMBC， A IMPROVED TECHNIQUE U SEFUL FOR 
IMPROVING SEPARATIONOF CROSS PEAKS IN HMBC SPECTRA 

K. Furihata *and H. Seto 

*Division of Agriculture andAgricultural Life Sciences， University ofTokyo 
Faculty of App1ied Bio-Science， Tokyo U niversity of Agriculture 
In order to get good CT-HMBC spectra， one of the experimental parameters， delay 

time (ム) must be set to a proper value by consideri昭 severalparameters such as出c
magnitude of long-range lH・13Ccoupling constants and spliuing patterns Qf protons used for 
detecting lH・13Ccross peaks. These parameters， however， are variable depending onthe 
relationships between a given proton and its long-range coupled carbons， and therefore， it is 
impossible to select an alトpurposedelay time which will give satisfactory results with all 
lH-13C long-range relations. 
In order to overcome恥 problemof批 delaytime(ム)of口圃HM民 wepropose 

the 3D-CT-HMBC， a improved method of the CT-HMBC experiments. The 3D-CT-HMBC 
enables to cover wide delay time range needed to observe from small to large long range 
couplings and thus gives better CT-HMBC spectra thanobtained by the2D-CT-HMBC. 

HMBC法の問題点の一つは、プロトンープロトンの J-couplingを有するシグナ
ルは、 t1の展開期においてプロトンープロトンの J-modulationを受け、 F1軸側の
炭素シグナルの上にプロトンープロトンの J-couplingを検出し、線幅を広げてしま
うことである。そのため、分離の悪い炭素シグナルが存在するときは、クロスピー

クの帰属が困難になることがしばしばある。既にこの問題を解決する方法として
CT-HMBC法 1)を開発してきた。

この CT-HMBC法は通常の HMBC法と同様、 HMBC磁化を展開するのに、予想
されるスピン結合に対応したスピン展開時間(ム)を設定しなければならない。ス

ピン展開時間(ム)の設定値が不適切な場合は、シグナルの強度は減少する。また
観測するプロトンが多数のプロトンとスピン結合してブロードなシグナルとなって

いる場合、あるいは炭素とのスピン結合が小ざい場合はクロスピークの観測がLぼ
しば困難となる。この HMBCのスピン展開時間(ム)とプロトンープロトンのみ

白odulationの問題を同時に解決する方法として、 2D-J-分解法と CT-HMBC法を
結合した、 3D-CT-HMBC法を開発し、良好な結果を得ることができたので報告す
る。
3D・CT-HMBC法

図1に3D-CT-HMBC法のパルス系列を示す。このパルス系列は、 CT-HMBCの
パルス系列のム2を t1、t1を t2に置き換えて 3D・CT-HMBCパルス系列とLたもの
である。 3D同 CT-NMRは、二つの 2D-NMR法の組み合わせからなる。この場合は、

2D・JCH分解法と 2D-CT-HMBC法である。CT-HMBC法では、スピン展開時間(ム)

が重要な設定パラメーターである。スピン展開時間(ム)に適合しないプロトンは

観測されない。 3D-CT-HMBC法は、このスピン展開時間(ム)を-t1/ 2・

180(H，C)-t1/ 2-として時間展開する方法である。
3D-CT-HMBCスペクトルでは、 Fl/F2軸では、炭素化学シフトのJ団ー分解スベ

3D圃 CT-HMBC、CT-HMBC
ふりはたかずお、せとはるお
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クトル、 Fl/F3軸ではプロトン化学シフ

トの JCH・分解スベクトルを得る。そ

して、F2/F3車由ではCT-HMBCとHMQC

の混在したスペクトルを得る。 Fl/F2軸
projectionデータのセンターバンドの

スライスから CT-HMBCスベクトルが

得られ、サテライトバンドのスライスか

らは nondecoupled modeのHMQC
スペクトルが得られる。

2D..:CT-HMBCスペクトルでは JCHに

よる HMQC由来のシグナルは観測しな

いように、 lowpass J-fi1terを用いて消

去しているが、 lowpass J-fi1terに適合

しないシグナルは HMQCシグナルとし

て観測され、 CT-HMBCスペクトルの
解析を困難にする。

一方、 3D-CT園 HMBCスペクトルか

ら得られる CT-HMBCスペクトルは、

この問題を解決し、良好なスペクトルを

得る。 3D-CT-HMBCスペクトルの主

たる目的はこのスライスあるいは部分

projectionによる、 CT-HMBCスベク

トjレを千等ることにある。

CT-HMBC法が優れているのは、通

常の HMBCスペクトルでは、炭素軸の

シグナル分離能を高めた時に、 JHH-
modulation が生じるが、 CT-HMBC

法はこの J-in odulationを消去すること

にある。そのため CT-HMBC法では、

F2軸の分離能を高めるために、データ
ポイントを多く取ることが必要である。

この点は、 3D-CT-HMBC法でも同様

である。

3D-CT-HMBC法では、分離能の高

い CT-HMBCスペクトルを得ようとす

れば、 F2xF3のデータ量が大きくなる。

そのため、 F1軸のデータ点を多く取る

ことが出来ない。 Flの観測領域はプロ

トンー炭素 J佃(ムt1=2.5'""'-'5msec)で展

開し、データ点は 16"'32点取得し 3D・

C下 HMBCを得る。このデータ points 

の問題は、 3D-NMR処理ソフトビよる

制限があるためである。

3D-CT-HMBCスペクトlレ

30 .. 0'γHMBC-1 

品昆0-田 m聞勾 =t2mE1X

3D-CT-HMBC-2 

.6， =0.....却 rnsec~=包阻疑 gl :g2:93.= 6、4 : 1 

図1. 3D-CT-HMBC-l、ーZのパルス系列

図2.3D-CT田HMBCスペクトルの模式隠

Portmicin 

FHI印刷回刈ー 何回副局 h

同Me剖伸19_)
sIIcotJ凹-'"田}

a回肘帽IC) 11 蜘附MQC) 11 

戸玄.1'~ ， p~ '';耳附戸，~ . '，~ .. ，，1ft ~;号

-・"
U勺
胡時

引世件、雪4， vt-
割前ce/ .. 

く寸 r. I 
く~~ L. I 

図3.ポートミシン 3D-CT-HMBC-2スペクトル
Fl x F2 x F3 = 400 x 14000 x 2200 Hz 
point = 1 b X 512 x 1024$cans興 4、 6hours 

図3に portmicinの 3D-CT-HMBCスベクトルから得られた 2D圃 CT-HMBC、
HMQCスペクトルと選択的なJ四国分解スペクトルを示す。
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F1軸のセンターバンドの
スライススペクトルから

CT-HMBCスペクトルを

得る。また、 F1軸の再度

バンドのスライスからは、

Coupled HMQC を得

る。 F1・F2面では、 Me

基由来の選択的 JCH一分

解スペクトルを得る。

3D-CT-HMBC法では、

一つの実験からこれらの

スベクトルを同時に得る

ことを容易にする

Monazom vcinへの応用

図 4 に抗生物質
monazomycin の 2D-
CT-HMBCおよび 3D-

CT. H MBC projectionス
ベクトルを示す。 3D-

CT-HMBC (左)の場合

は、 F1X F2 X F3=400 x 

23000 x 2900 Hzで測定
した。測定ポイントは

16 x 512 x 1024 point 

である。 t1の初期値とし

て 40msecを設定し、ムt1=2.5msecで展開した。、scasn数は 4、測定時間は 12時

間である。 2D-C下 HMBCスベクトル(図5右)は、 3D-CT-HMBCパルス系列の
ムt1=2.5msecに固定して、 2D-CT-HMBCとして、ムを 40msecに設定し同一時間

で測定した。サンプルは、 30mgをO.4mlの CD30Dに溶かした。
2D-HMBCスベクトルでは、 22位、のプロトン (4.55ppm)からは、 23、l'、

20位の炭素についてのみクロスピークが観測されている。これに対して、 3D-HMBC

スペクトルでは、これらに加え 24位及び弱いながらも 21位の炭素シグナルについ

てのクロスピークが観測されている。また、 47位のプロトン(4.75ppm)および 31

位のプロトン(3.15ppm)からのクロスピ

ークにおいて、 2D-HMBCスペクトル

において観測されないピークが観測され
3D・CT-HMBC-2

H-22(F3) $IIC8 

F2叩ectrum

Monazomycin :冶1

ている。

通常の 2D-HMBC法では、ムの値が

最適化されていない場合は、観測できな

いことがある。シグナル強度を比較する

ために、 22イ立のプロトンについてのス

ライスデータを図 5に示した。 20位、
l'位のシグナルは、 3D-CT-HMBCスペ

クトル(上)では、通常の 2D-CT-HMBC 

スペクトル(下)よりは強度の強いクロ

スピークとして観測されていることがわ

v u u 
147 22 25 ，11，剖 14722z m l剖
54.4  3.8 F3(ppmJ 

1 0 
5o 4.4 3.8 F2 (p剛叫
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図4.モナゾマイシン、 3D-CT-HMBCのスライスF2/F3スペクトル
と2D-CT-HMBC・2スペクトル

160 2D-CT-HMBC-2 
ム2=4O'nsec 

Fl x F2 x F3国 400x 23000 x 2900 Hz 
point = 1 6 x 51 2 x 1024、scanc= 4、12hours 

20 

T 

180 

2D-CT-HMBC-2 
H-22(F2)sllc8 

Fl spectrum 
b.2=40msec 

呈O 押m

24 

180 140 叩 60 20 ppm 

図S.モナゾマイシン、 3[トCT司HMBCと2D-CT-HMBCスベヲトルの
スライススベ9ト)l-
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かる。 2D-CT-HMBC法では、スピン展開時間(ム)を一つの値(今回 40msec)に設
定するため、この値に適合しないシグナルは観測されない。このムの値を種々のス
ピンの最適値に設定することは困難であるが、 3D・・CT-HMBC法ではこのスピン展
開時間の設定の問題は存在しない。

2D-CT-HMBC・21 3D・CT"HMBC-2ヘジ。」(134 
;119問

29 e 田ゐ
28" 0' .， 13 135.24 

1Fp1 pm) 

図6. モナゾマイシンの拡大スペクトル
a). HMBC、b).2D・CT-HMBC-2、c).3D-CT-HMBC-2

CT-HMBCスペクトル
3D-CT-HMBCと2D-CT-HMBCとではスベクトルの S/Nに差が見られること
があるが、スベクトルの解析には差はない。図 6に化学シフトが近接した炭素シグ
ナルの CT-HMBCスベクトルを示す。
C17(130.42ppm)と，C13(130.38ppm)は他学シフトが非常に近接し、シグナルの
帰属が困難である。通常の HMBCスベクトルでは、炭素軸の分解能を高めても、プ
ロトンープロトンのJHHの分裂が大きくなり、線幅を高めることはない。それに対し、
CT-HMBCスペクトルでは、 JHHの分裂を取り除き、線幅を狭くし、見かけの分解
能を高める事ができる。その結果、 C17(130.42ppm)と，C13(130.38ppm)の帰属は
容易であった。

えζ主主
我々 は、 CT-HMBC法におけるスピン展開時間(ム)を 3Devolution time(し)に
した 3D・CT-HMBC法を開発した。この 3D-CT-HMBC法には 2D・CT-HMBC法
にはない三つの特徴がある。
1).新手法によりスピン展開時間(ム)に依存しないHMBCスベクトルを得る。
2). HMBCスペクトルと HMQCスベクトルをはっきり分離することができる。
3). JCH分解スペクトルも同時に得ることができる。
3D-CT-HMBCスペクトルを測定するには、長時間測定が予想されるが、 2D・
CT嗣 HMBCスペクトルを測定する時間と同等の時間で、 3D-CT-HMBCスベクトル
を測定することは可能である。従って、測定時間はさほど問題にはならない。また、
3D-HMBC法では 2D-HMBC法に比較して、当然データ量が増大するが、これに
伴う問題は無視し得ると考えられる。
実験に際しては、時間の制約があるため、 F2軸のポイント数を多くすることを優
先し(実用的には 512)、scan数はゴーストを消すために 2回以上にすることが望
ましい。またデータ処理に関しては、特に Fl軸、 F2軸、 F3軸の window関数の最
適化を図ることが重要である。

1) K. Furihata， and H. Seto， Tetrahedron Le.tt.， 39， 7337， (1998). 

-253-



lP073* ペプチド結合を有する分子の溶液中での動的挙動と溶媒効果
(1産総研・生物情報センタ一、 2東理大院・基礎工、 3産総研・生物機能工学部門、

4原研・中性子利用センター)

0堤遊 1，2、中村和彦 3、中西洋志 1，2、千葉かおり 1，4

Studies of molecular behavior and solvent effect on molec叫.eswith peptide bonds 

(1AIST' BIRC， 2Tokyo University of Science， 3 AIST' Biological Resources and 

. Functions， 4JAERI' Neutron Science Research) 

Qyu Tsutsumi1，2， Kazuhiko Nakamura3， Hiroshi Nakanishi1，2， Kaori Chiba1，4 

Peptide bonds， which construct. the back bone of a protein molecule， are 

considered to be fairly stable. However， that structure could easily be changed 

when the environment surrounding it changes. Recently， we have found through 

an analysis of a crystal structure of a human lysozyme that some pepide bonds 

within a protein do not take a planar conformation. In order to see what happens 

when this kind of local environmental changes occur， we chose two compounds of a 

lactam family(enantholactam、caprylolactam)and their HCl salts as models. We 

would like to report some interesting results obtained from these experiments. 

【序論]

タンパク質の構造解析においてペプチド結合まわりの構造は安定な平面構造をと

るものとして捉えられていることが多いが、実際には周辺の環境によりその構造は大

きく変わりうる。最近我々はヒトリゾチームの結晶構造の詳細な解析により、一部の

残基についてペブpチド結合まわりの構造に大きな歪みがあることを発見した。このよ

うな局所的な環境の違いによりペプチド結合周辺の構造や動的挙動がどのように変

化するのかを調べるために、モデル化合物として2種のラクタム類(enantholactam、

caprylolactam)及びそれらの塩酸塩を用いて実験を行った。

【実験]

エナントラクタム、カプリロラクタムをそれぞ、れ水、アセトン、クロロホルム中に溶

かしてNMR用のサンプルとした。濃度は298Kでの測定用のサンプルでは1M、よ

り低温の実験用のサンプルでは 100mMとした。アセトン中のサンプルについては

キーワード:ラクタム、ペプチド結合、シス・トランス異性体、塩酸塩、溶媒効果

著者ふりがな:つつみゅう、なかむらかずひこ、なかにしひろし、ちばかおり
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218'"'-'298Kの範囲で温度を変化させ測定を行った。また H20中のサンプルについて

はpHを0.50'"'-'3.5の範囲で変え、測定を行った。

測定は JEOL社 ECP'500(1H=499.2 MHz、13C=125.5.MHz)およびJEOL社

ECA-800(1H=800.0 MHz、13C=201.2MHz、15N=81.07MHz)を用いて行った。

エナントラクタムおよびカプリロラクタムの塩酸塩はラクタムを溶かしたジエチ

ルエーテル中に塩酸ガスを吹き込むことによって得た。

{結果】

エナントラクタム、カプリロラクタムの両化合物を様々な溶媒中で lHNMRスペ

クトル測定したところ、エナントラクタムはどの溶媒中でも 1つの構造しかとらない

のに対しカプリロラクタムではシス、トランスの2つの構造が存在することが分かり、

また、そのスペクトル上で大幅なブロードニングが確認された。温度変化を行いその

ブロードニングの原因を追究したところ、カプリロラクタムのトランス体では一部の

メチレンが動きを大幅に制限されていることが分かつた。さらにブロードニングの程

度の違いからその束縛の程度が溶媒により異なることが示唆された。

また塩酸塩のスペクトル及びpH変化の実験から極端に酸性度の高い条件ではペプ

テド結合まわりの構造に変化が現れるととが確認された。

O O 

Enatholactam Caprylolactam 

Fig1. エナントラクタムおよびカプリロラクタムの構造
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2P074 分枝状アルカンと芳香環との分子間相互作用

(電気通信大院 o松野めぐみ、初回美砂紀、仁木園雄

Intermolucular Interactions Between Branched"ChainAlkanes andAromatic Rings 

OMegumi Matsuno， Misaki Hatsuda and KU:nio Nikki 

U niversity of Electro. Communications 

lH and 13C NMR for branched"chain alkanes and n"alkanes (carbon numbers ofmain chains 

are 5， 7 and 9) were examined in toluene"d8 in the temperature range of -50 oC to 40 oC. 

High field shifts which induced by toluene"d8 of branched"chain alkanes Were entirely larger 

than those of n"alkanes" It means that intermolucular interactions of aromatic rings with 

branched"chain alkanes are stronger than with n"alkanes; 

[緒言]

分子間あるいは分子内の弱し、相互作用は、タンパク質の立体配座や酵素反応などの分子認識に

おいて重要な役割を果たすと言われている。

分子認識を意識したモデル化合物である、芳香環とアルキル基を持つ一対のチオールの酸化反

応では、炭素数4以上のアルキル基において生成比が直鎖状よりも分枝状の方が大きくなること

が報告されており、この結果は直鎖状のものより分枝状のアルキル基の方が芳香環との引力的な

相互作用が強いことを示唆している (1)。またアミノ酸の鎖状アミノ残基も分枝状のものしか存在

しないことから、分枝状構造はタンパク質の 3次構造の構造保持や、酵素反応などの分子識別の

点から見ても有利であると考えられる。このような興味深い事実から今回分枝アルカンと直鎖ア

ルカンについて芳香環との分子間相互作用を検討した。

芳香環が外部磁場と垂直に配向した場合、環の平面方向では反磁性遮蔽により NMR、ングナル

が高磁場シフトし、その面の側面では常磁性遮蔽により低磁場シフトするは)。これは芳香環の平

面構造という形状に異方性があって生じる現象であるため、芳香環が球状だった場合、芳香環の

周りの分子は均等に磁気異方性を受け、溶媒シフトは観測されない。

芳香族溶媒中に溶質分子が存在したときに、溶媒と溶質の聞で異方性のある引力が働き、芳香

環の平面方向が溶質分子に近づきゃすくなると、大きな高磁場シフトが得られ、分子聞の相互作

用が強いと言える。また同じ溶質分子内で相互作用に差があれば、溶媒シフトも分子内の位置に

よって異なる。これらの現象を利用し、分枝アルカンと芳香環との分子間相互作用について n"ア

ノレカンとの違いを比較した。またメチル基の位置が異なる種々の分枝アルカンについても芳香環

との相互作用がどのように変わるのか検討した。

Keywords:芳香族溶媒、分校状アルカン、分子間相互作用、磁気異方性効果

まつの めぐみ、はつだみさき、につき くにお
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[実験]

主鎖の炭素数5、7、9の直鎖アルカンとそれらにメチル基が 1つ付いた種々の分枝状アルカ

ンについて、 toluene'ds(芳香環1個)を溶媒としてIHおよび 13C-NMR測定をした。アルカン

の濃度は toluene'dsに対し 2"-'3 mol %、温度は 40oc "-' -50 ocとした。装置は Varian
UNITYplus 500MHzを使用した。

[結果]

1， IH-NMR 

Fig.1はtoluene-ds中の 2・methylheptaneの lH'NMRスベクトルである。メチル基α'を基準

とすると、低温になるに従って、 α'に対してメチレン基が高蔽場シフトした。特にγ，y'，Oのプ

ロトンは高磁場シフトが著しかった。またs'とγ'，0のスベクトルは温度が下がるにつれて分裂し

た。

α 

s s'γ'，0γi  

.(13.)..100C 川、一一_-J〆子~_.~____._~V~~l，^--一一

11I α8γ8γ s' α' 

却ゴQ~Ç- へ一一----ムー JW} 

組二5EC LJJL-jl 一一一一一
l.5 1.4 1.3 l.2 1.1 1.0 0.9 (ppm ) 

Fig.1 lH NMR spectra of 2'methylheptane in toluene' ds 

at 40 oC (a)，一10oC (b) and -50 "c (c). 

2. 13C'NMR 

NMRの化学シフト(0値)は通常TMSを基準にして表示するが、TMSも芳香環の磁気異方性効

果を受けている。そこで直鎖側の末端の CH3基 (α')を内部基準とする相対的な化学シフトを示

し、同じ分子内の各々の炭素における α'からの溶媒シフト差を検討した。

D. 0 ( observe ) = 0 ( observe) - 0 (α， ) 
さらに 400Cのスベクトルを基準にとり;そこからどの程度高磁場シフトしたかを以下のグラフ

に表した。

ムム o( observe ) =ム o( observe) '-D. 0 (40 OC) 

このように分子の熱運動の擾乱のため弱し、相互作用の寄与が小さいと推測される、40
0

Cを基準に
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することで、それよりも低い温度で観測されたスベクトルの溶媒シフトをより顕著にグラフ化す

ることができる。

(1) heptaneと2-methylheptaneの比較(直鎖アルカンと分枝アルカンの比較)

Fig.2は直鎖アルカンのheptane(点線)と分枝アルカンの2-methylheptane(実線)のtoluene-d8

溶媒における 13C-NMRスベクトルの温度依存性を示したものである。グラフが負の値になるほ

ど直鎖側末端のメ吠ル基 (α') よりも高磁場シフトしている。全体的には分枝アルカン(実線)の

方が直鎖アルカン(点線)よりも高磁場シフトの割合が大きかった。また直鎖、分枝アルカンともに

メチル基から数えて 3番目の炭素 (γ.グラフ中A)が最も高磁場シフトしていたが、その隣の

炭素 (ei:グラフ中x)は低磁場側へシフトしていた。
0.1 

。
E -0.1 
且
c. 
~ -0.2 
屯

4 
<l -0.3 

-0.4 

-0.5 
-60 -40 -20 0 20 40 60 

Temperature (OCl 

一.一 heps 
一官企‘一 'hepr 
一令沢〈←一 hep δ 

圃-令由-2mhα

一哨一2m附n叶巾1汁巾十hs' 
聞→←-2mhδ
叩….削... 

由一四+一2mhr' 
由一山*一2mhr 

/'¥/ハ¥/'¥

α8γ6γ s' α 

Fig.2 Temperature dependence ofthe /:; /:; Ii values for heptane(dotted lines) 

and 2-methylheptane(solid lines) in toluene-ぬ

( 2) 2-methylheptaneと4-methylheptaneの比較(分枝アルカンどうしの比較)

Fig.3は 2-methylheptane(太線)と 4-methylheptane(細線)の toluene-d8溶媒における

13C-NMRスベクトルの温度依存性を示したものである。どちらも分枝側のメチル基から3番目の

炭素 (γ: グラフ中Á) が最も高磁場シフトし、特[~ 2・methylheptaneは分枝側のメチル基周辺
の炭素で高磁場シフトが著しかった。

0.1 

0 

E-01 
a 
)ー0.2
ベコ

コー0.3
-0.4 

-0.5 

-60 -40 -20 0 20 40 60 
Temperature (OC) 

ー・田2mhβ

m 持醐2mhδ

問会問2mhr 

-・-4mhs 
ー※ー4mhδ

ー金一4mhγ

α8γ6γ s' α' 

α8γ8  

Fig.3 Temperature depe'ndence of the /:; /:; 0 values for 2-methylheptane(thick lines) 

and 4'methylheptane(thin lines) in toluene-d8， 
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[考察]

分子の熱運動による擾乱を少なくするために温度を下げて測定したことで、 lH、13C-NMRと

もに低温では溶媒シフトが大きくなり、弱し、相互作用をさらに拡大して観測することができた。

Fig.2の結果から heptane¥よりも 2-methylheptaneの方が高磁場シフトの割合が大きかった。

特にメチル基から 3番目に位置する炭素 (γ)が最も高磁場シフトしており、この現象はメチル

基の周辺にある γに芳香環の平面方向が近づきゃすくなっていることが考えられる。したがって

メチル基が付くことで、分枝アルカンの方が芳香環との引力的相互作用がより強く働いたことが示

唆される。 一方、低温において γの隣の炭素 (a )は高磁場シフトの割合が小さし、かあるいは低

磁場シフトしていた。これは高磁場シフトをもたらす芳香環の平面が γに配向した時に、低磁場

シフトをもたらす芳香環側面に6が位置するためであると推測される。

Fig.3の結果から 4-methylheptaneよりも 2-methylheptaneの方が全体的に高磁場シフトの割

合が大きかった。稲倉ら (2001)は、n-アルカンは鎖の折りたたみにより鎖が長くなるほどアル

カンの中央部には芳香環が近づきにくいという報告をしているは)。それにもかかわらず、

4-methylheptaneはメチル基が付くことで、直鎖の場合では芳香環が近づきにくい鎖の中央部で、

わずかながら高磁場シフトが見られた。すなわちメチル基が付くことで、n-アルカンよりも鎖の中

央側に芳香環の平面が近づきやすくなったことが言える。また 2-methylheptaneは芳香環の平面

が配向しやすい鎖状末端にさらにメチル基が付いたため、 4-methylheptaneと比べて高磁場シフ

トがより大きくなったと考えられる。

以上の結果から、芳香族溶媒中における直鎖アルカンと分枝アルカンとの相互作用の違いを

NMRを用いて観測することができた。メチル基が付くことで鎖状アルカンは芳香環との引力的

相互作用がより強くなることが推測できる。

参考文献

(1) T. Endo et al.， Nature， 268， 74 (1997) 

( 2) R. J. Abraham， P. Loftus (竹内敬人 訳)， lHおよび13CNMR概説，化学同人(1979)

(3) Kunio Nikki， Hideki lnakura， Wu'Le， Noboru Suzuki and Tadashi Endo， J.臼em.SoムPerkin1}ans. 2， 

2370'2373 (2001) 
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3P075 毘体高分解能 lH. 13(: NMRを用いたコハクの分子レベルでの構造解析
(筑波大院数物 1・群馬大工 2・東工大う

O 木村英昭1、塚田好美 1、三田肇1、山本泰彦 1、荘司頼人中保利一郎3

Structura I Gharacter i zat i onof舶lberbyH i gh-Reso I ut i on So I i d-State lH & 13(: NMR 

H.KIMURA 1， Y. TSUKADA 1， H. MITA 1， Y. YAMAMOTO 1， A. SHOn2， R. CHUJO3 

(lGraduate School of Pure and Applied Sci.， Univ. of Tsukuba， 2Dept. of Biological Sci.， Gunma Univ.， 

3Beijing 0釘ice，Tokyo Inst. ofTech.) 

High-resolution solid-state lH叩 d13C NMR spectra of ambers with various deposits such as Balt， Dominica 

叩 dKuji-Japan， Madagascar copal， dammar， rosin and sap of Agathis australis tree have been measured in order 

to reveal the mechanism of the maturity of amber. It was found that the signals at around 108拙 d148 ppm 

assigned to the exocyclic methylene functional group of labdanoid diterp巴newere the fingerprint of the resin that 

could turn to strongly hardened amber. This finding argued against the widespread prejudice that出esap of 

modern pinaceaous trees can turn to strongly hardened amber such as Ba1tic， Dominican and Japanese ambers. 

序論

コハクは、主に針葉樹やマメ科の木の樹液が化石化したもので、主成分はテノレベンである l。コハク

は、その素朴な美しさと手触りの良さから主に装飾品として利用されているが、工業材料としてのポ

テンシャルも非常に高い(軽量、電気絶縁、耐溶媒、高密封、加工が容易)。人工コハクを製造するた

めに、また、天然に産出するコハクをより有効に利用するには、コハクの分子レベルでの構造解析、

特に、熟成、劣化のメカニズムの解明が必須である。コハクは不溶・非品性の固体なので、その構造

解析には固体NMRが最も有効である。

本研究では、産地・年代の異なるさまざまなコハクやコーパノレ(十分に化石化していない年代が 4

万年以下の樹脂)、それを作り出したとされる木の樹液、コハク以外の樹脂の国体高分解能 NMRスベ

クトルをそれらの主成分であるテルベンと関連付けながる解析し、コハクの熟成のメカニズムについ

て議論する。

実験

Agathis aush・'alis(ナンヨウスギ科)の樹液は筑波実験植物園から入手した。マダガスカル産コーパル

は、いわき市石炭化石館で購入し、ドミニカ産コハクはFossilDepotから購入した。バルト産コハクは

ポーランド、久慈産コハクは岩手県久慈市川代でのフィールド・ワークで得られた。

13C CP-MAS NMR測定はBrukerAvance DRX・600分光計で行った。 π/2パルス幅は6μs，CP (VACP) 

接触時聞は2ms，MAS回転速度は9凶 zで行った。待ち時間4sで、2200-3000回の積算を行った。lH)3C

HETCOR， lH CRAMPS NMR測定はBrukerAvance DSX-300分光計で行った 2 13C化学シフトはアダマ

ンタン (0= 29.5 ppm)、lH化学シフトはシリコン・ゴム (δ=0.12ppm)をそれぞれ外部基準とした。

Keyword:コノ、ク、テルベン、国体高分解能NMR、lHCRAMPS、INADEQUATE

きむらひであき、っかだよしみ、みたはじめ、やまもとやすひこ、しょうじあきら、ちゅうじようりいちろう
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結果と考察

Fig. 1 にマダガスカル産 (a)，ドミニカ産 (b)，バルト産

(c)，久慈産 (d)のコハクの 150.9MHz 13C CP-MAS NMR 

スベクトル及びそれそ。れの年代、由来する植物、コハク

の主成分と考えられている communicacidの化学構造を

示す。スベクトノレは(a)から(d)に年代}I慣に並べた。コハク

の13CNMRスベクトノレは、大きく 3つの領域、すなわち、

170ppmより低磁場側のエステル・カルボキシ・ケトン領

域、 105胴155ppmのオレフイン領域、 10四90ppmの脂肪族

領域に分かれる。産地の違いはスベクトノレに反映され、

特に、約 108，148ppmのexocyclicmethylene基に帰属され

るピ}クの強度は、年代の増加と共に減少していくのが

観測される。従って、この exocyc1icmethylene基がコハク

の架橋形成に関与していると考えられる。

Fig. 2にAgathisaustralisの樹液 (a)，ドミニカ産コノ、

ク (b)，ダンマール (c)，ロジン (d)の 150.9MHz 13C 

CP-MASNMRスベクトルを示す。ナンヨウスギの樹液の

I3C NMRスベクトルには、ドミニカ産コハクのスベクト

ル同様、約 108，148 ppmに大きなピークが観測される。

ドミニカ産コハクを生産しため'menaea(マメ科)と

Agathis australis (ナンヨウスギ科)は、植物学的に近種では

ないが、その樹液の成分に exocyclicmethylene基をもっと

いう、コハクの高分子化に重要な官能基を含むことで共

通している。一方、 Dipterocarpaceae(フタパガキ科)由

来であるダンマールと Pinaceαe(マツ科)由来であるロジ

ンは、共にワニスに使用される脆い樹脂であるが、その 円

Fig.2 150.9 MHz "c CP-MAS NMR sp配 lraof sap of 

スベクトルには、 108，148 ppm付近にピークは観測され Agathis austra1is (a)， Dominican amber (b)， dammar (c) 

ていない。これは、フタパガキやマツの樹液が強固なコ and rosin (d)・

ノ、クになり得ないことを示している。従って、「コハクはマツの樹液が数百万年かけて固まったもの」

という説は誤解であり、約 108，148ppmの2つの 13Cピークは、強固なコハクを作りうる樹液・樹脂の

指紋であると考えられる。
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ナンヨウスギの樹液の採取で御助言いただきました国立科学博物館筑波実験植物園の遊川和久博
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-261-



lP076 アミド化合物水溶液のケミカルシフトと lJ(C田H)の

濃度依存性-NMF，NMA， NMPの場合一

(福井大工)0水野和子，粛藤隆通

Concentration dependence of chemical shifts and lJ(C-H) values for amides and water in 
binary aqueous mixtures : N乱1F，NMA， and NMP 

Kazuko Mizuno and Takamichi Saito， Faculty of Engineering， Universi勿 ofFukui， Fukui 

910-8507， Japan 

Abstract目 Wehave been carrying out determination of chemical shifts for some series of 

sample solutions at different concentrations and temperatures using external double 

reference methods. 1 By the method， a reference solution is sealed in a capillary tube with a 

bulb in the bottom and the tube is set in the center of the sample tube. Since the difference 

in the volume magnetic susceptibi1ities of a sample and the reference solutions are 

measured in si加 andthe apparent chemical shifts observed are corrected explicit1y in terms 

of the bulk susceptibilities， chemical shifts thus corrected can be measured on a unified 

scale. We discuss the formation of hydration cluster in aqueous NMA mixtures in the water 

rich region， where anomalously high polarization of water molecules was confirmed 

judging from the higher chemical shifts of water protons than that of pure water. 

目的:N-methylformamide(N島町)， N-methylacetamide(NMA)， N-methylpropionamide 

W乱。)はペプチド結合を 1組ふくんでいるので，タンパク質の構造についての基本
的な情報を得るための分子として，さまざまの実験に用いられてきている.私達も

これまでに，これらのアミド化合物の水溶液または重水溶液のNMRケミカノレシフ

トの濃度依存性，赤外およびラマンスベクトノレの濃度による変化，さらには，液体

断片化質量分析法によって得られる水和クラスターの形成しやすさの濃度依存性を3種の

アミド化合物について比較してきた.これらの実験結果で注目したいことは，次の 3点で

ある.

1) 3種のアミド化合物はいずれもペプチド基同士の C=O・・.H-N水素結合によって自己会
合していることが知られているが， C=O"'Hーcで示される相互作用は詳しく調べられてい
ない.アミド化合物の水溶液中で，アミド聞とアミドー水分子聞でこれを見いだす可能性

がある.とくに NMFについては， C=O"'H-Cによってダイマーを形成するアルデヒドと

同じ分子構造をふくんでいるので，可能性が高い.

アミド化合物，ケミカルシフト，外部複基準法， C-H・・・0相互作用，水和クラスター

みずのかずこ，さいとう たかみち
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2)それぞれのアミド化合物，中でもちlMA水溶液中の水プロトンのケミカルシフトは，

水のモル分率が高い領域で純水よりも大きな値を示した.これを Fig.1に示す.この異常

な水の分極が起きる領域は，液体断片化質量分析法によって水和クラスターが形成しやす

い領域で，これよりも水の濃度が低い領域では，アミド分子聞が会合しているクラスター

ができやすい.これらの実験結果より，水分子が異常に強く分極する領域で，安定な水和

クラスターが形成されていることが予想できる.
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initio法による計算もこれをサポートする.

私達はこれまで，

減少する実験結果が数多く報告され，
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ジメチルスルアセトン，

1，4ージオキサン2など，水素結ホオキシド，

合による自己会合をしないが親水性基を含

む有機化合物中のアルキル部分の水和メカ

いずれのその結果，ニズムを調べてきた.

場合にも， 0・・'H-O(H)" 'H・Cで表される，

水分子による bi・functionalH-bondがアルキ

ノレ基の水和に関与していることを示してき

4.6 たしかしながら，本研究で取り上げたア
1.0 0.9 0.8 

ミド化合物では，水による希釈で生じる C-H

1.0 0.5 
XH20 

2 
0.0 伸縮振動バンドのブ、ノレーシフトはかなり小

しかも水のモル分率の高い領域ではさく，
せleof dependence Concentration Fig.l 

との関連か上の1)ほとんど変化しない.
chemical shifts of the water proもonsm aqueous 

らの議論が期待できる.
binalY mixtures of吐rree釘nidesat 25.0oC. 

以上のことから本研究では， a)アミド、化合物の四塩化炭素溶液について，ケミカルシ

フトの濃度依存性を測定して，水溶液と比較する.b) C-H・・・O相互作用についての情報

が得られる lJ(C-H)を測定する. c)アミドと水分子の数を変化させて abini位oMO法

による計算からケミカルシフトと振動の波数のシミュレーション値を得て，アミドの水和

について議論する.
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2P077磁場勾配NMRによる粘土ゲル中での金属イオンの拡散係数の測定
東京工業大学原子炉工学研究所 O大窪貴洋、池田泰久

Measurement of self diffusion coe血cientsof meta1 ions in the c1ay gel by pulse field gradient 

NMRmethod. 

Research Laboratory for Nuc1ear Reactors， Tokyo Insti印teof Technology 

Tak油iroOhkubo， Yasuhisa Ikeda 

The diffusion coefficient of the metal ions in c1ay gel (water rich) were measured by the 

pulse field gradient NMR method. From these experiments， it was found that the self diffusion 

coe血cientof 23Na nuc1ei by NMR method decreased as compared with water molecules in c1ay 

ge1. The obtained results suggested that metal ions in c1ay gel were attracted by c1ay surface 

becomingwith negatively cha培ed.

I措置]

水と接触した粘土(モンモリロナイト)は、層間に水を取り込むことで膨潤しゲルイじする。

ゲル中での水の拡散は、極めて制限されるためにバルク水と比較して非常に小さい自己拡散

係数を示す。このような特性から、モンモリロナイトは、放射性廃棄物の地層処分において、

核種移行を抑制する緩衝材料として利用されることが予定されている。この緩衝特性は、モ

ンモリロナイトの層間カチオン種(初期状態は Na+イオン)に依存するため、処分場の安全

評価の際に Na+イオンの拡散過程を把握する必要がある。従来、粘土ゲ、ル中での金属イオン

の拡散係数の測定は、放射性同位体を用いた拡散実験により用いられてきた。しかしこの手

法は、長い測定時間を必要とする上に試料をスライスする破壊法であるために破壊後の変化

を計測することができない。そこで本研究は、簡便かつ短時間で測定可能な磁場勾配NMR

法による手法に着目し、粘土ゲ、ル中での金属イオンe3Na)の自己拡散係数の測定を試みた。
I実践]

装置は、 3∞MHz(7.04T)の超電導マグネットに tecmag社製の RF送受信機を用いて行っ
た。 RFアンプとして lkW(30・l00MHz)、勾配磁場発生用のアンプとして 20Aアンプを 5

つ直列に接続して用いている。プロープ、ヘッドは、静磁場方向と平行な方向に勾配磁場発生

用の Maxwellコイルと RF送受信用のソレノイド型コイルを配置した自作のプロープを用

いた。拡散測定は、 Fig.に示すパルス系列(Stimulated-Echo法)を用いた。測定条件として

勾配磁場強度を 600Gjcmまで変化させ室温にて測定を行った。試料として日本粘土協会が

配布している Na型モンモリロナイトにイオン交換水を加え粘土ゲ、ルを調整した。勾配磁場

おおくぽたかひろ、いけだやすひざ

Keywords; PFG-NMR， Clay gel 
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強度の調整は、 O.lMNaCl水溶液中での Na+の自己拡散係数より補正した。自己拡散係数

は、次式により決定した。

?=拡p(-bD)
ここでb=γ2G2d2(!1_d/3)、10は、 g=Oの信号強度である。

、‘a
J

4
2
A
 

〆，.、、

""2 ;vl 樹立

Figure 1 Pulse sequence for pulse field gradient stimulated echo 

[結果および考察]

含水率98wt.%粘土ゲルのでの 23Naの測定結果を Fig.に示す。拡散プロットは、直融と

して解析できて、その勾配から Dを計算した。結果として得られた 23Naの自己拡散係数

は、1.4xlO-5cm2/sで水分子の自己拡散係数 [1]と比較して 0.5xlO-5cm2/s程度小さい値を

示した。今回測定した高い合水率の粘土ゲルにおいて、 Na+は、粘土粒子表面に束縛されて

いない拡散層に存在[2]している。このような状態で Na+は、粘土粒子近傍の“結合水"で

はなくゲル中に分散した水分子と水和し害在していると考えられるが、マイナスにチャージ

した粘土粒子表面との相互作用により水分子と比較して小さい拡散係数を示していると考え

られる。

ー1~ ~D= 1.43叫がロn1/s

-2 

4 

-s 

-6~ 
O 抑制 10(抽曲目印lOO2000曲釘閣制)()3飢泌曲 3S制施。細沼曲 45印刷

b 

Figure 2 The diffusion plots for clay gel， 23Na measured at room temperature. 
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3P078 抗菌活性錯体を包摂したシリケートゲルのNMR法による
構造解析

(神奈III大工)0高山俊夫、篠原和也、小池芳雄

The structural analysis of antibacterial activity-vanadium c側lplexesinto si t icated gel 
using sol id state 51y→脚
(Department of Chemistry， Kanagawa University) OT. Takayama， K.Shinohara and Y.Koike 

Since the discovery of vanadium'containing enzymes two decades ago， there has been a 
growing interest in coordination chemistry of vanadium. In this work， a series of 4 

oxovanadium(V) complexes ([VOL(hq)]: I(gly)，2(va])， 3(glyphe)， 4(Ieu)) mimicking the active 

site of vanadium haloperoxidases have been investigated by 51V magic angle spinning NMR 

spectroscopy. The MAS spectra are domina胎dby the anisotropic quadrupolar and chemical 
shielding interactions，51V is a half'integer quadrupolar nucleus(I=7/2) with high natural 

abundance (99.76%) and relatively high gyromagnetic ratio. The small quadrupolar moment 

allows direct observation of vanadium， and due to the favorable magnetic properties， small 

quantities of vanadium can be readily detected. The 51V-NMR chemical shielding interaction 

was gly (8=・440.9，-466.7)， val (・452.3，-465.0)，leu (個444.ωandglyphe(・442.3)企omVOCIs(o= 

O.O)Jn addition， we also report for these oxovanadium(V) complexes which intercalated into 

the silicated gel. 

1. はじめに
パナジウム錯体は生物学的、医薬的応用として実験糖尿病動物の血糖値を正常化
させることが明らかにされている。さらに、 V-N，V'O結合したパナジウム錯体は最近
数多く合成されていて、抗癌作用をもっているものも見出されてきている。本研究で
は先ず、パナジウム・ハロパーオキシダーゼの活性部位を想定したオキソパナジウム
(V)錯体， • [VOL(hq)l. : L=salgly， salval， salglyphe，salleu;Ilq= 8ーヒドロキシキノリ
ン、の合成とその構造を51V'NMR法にて明らがにし、その鋪体の有毒造と医薬的応用・
抗微生物活性との相関を解明することを試みた。さらに、オキソパナジウム(V)錯体
の安定性を持続させるためにシリケートゲルに包摂した化合物を合成し、その錯体の
応用についても検討する。
2. 実験
オキソパナジウム(V)錯体，IVOL(hq)](0・(4)は8ーヒドロキシキノリン(Hhψの存在
下、配位子 LH2と[VO(acachとの反応で得た。 LH2は 4'ヒドロキシサリシルアルデ
ヒド(sal)とグリシン(1:g1y)，パリン(2:val)，グリシルフェニルアラニン(3:g1yphe)，ロイ
シン(4:1eu)と反応させて得た。ここで、三座配位子 ONOは 1:H2salgly.2:H2SalVal， 
3:H2salglyphe(四座)， 4:H2salleu]である。オキソパナジウム(V)錯体包 シリケートゲ
ルはシヲケートをゾルーゲノレ法にて調製し、その中にオキソパナジウム(V)錯体をイ
ンタカレートさせて得た。本錯体は搭液中(DMF，DMSO)では不安定なので固体
5 lV'NMRを測定した。
国体51V/MAS'NMR測定はJEOL'ECA270WB(MAS=6kHz)を用いて行った。 51V
核は核スピント7/2、天然存在比 99.76%、相対感度 O.3B3(1H 基準)、観測周波数
71.0259MHzである。化学シフト基準はVOC1aである。
3. 結果及び考察
オキソパナジウム(V)錯体JV;OVhq)]の構造図を Scheme1に示す。合成したオキソ
パナジウム(V)錯体のうち、置換基 gly，leuについての国体51V'NMRスベクトルをそ
れぞれFig.l，Fig.2に示す。 glyでは二つのピークを示し、 2つの環境の異なったオ
キソパナジウム(V)錯体であることが分かった。またvalも化学シフトは異なるが、間

キーワード:v-ペプチド錯体、抗微生物活性、シリケートゲ、ル、包摂化合物、 51Y-NMR

Oたかやまとしお、しのはらかずや、こいけよしお
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じであった。一方、 Leuでは一つのピークのみであり、一成分のオキソパナジウム(V)
錯体であることが分かつた。同じように glypheも化学シフトは異なるが、一つのピー
クのみであった。ニれらの、 51V-NMR化学シフトは glY.<.9=・440.9，.466.7)， val 
(・452.3・465.0)，leu (-444.0)， glyphe(-442. 3)であった。本錯体はDMF，DMSO溶媒中で帯
造が変わり 51V-NMR化学シフトが複雑に変化するので、固体51V-NMR測定は大変有
用である。
オキソパナジウム(V)錯体の医薬的・抗微生物活性をみるために、 Esherichia
co且(E-co担)への抗微生物活性試験(コロニーカウント法)を行った。その結果、
[VOL(hψ] l(gly)，2(val)， 3(g~\he)， 4(leu) ，その他(ser)をFig.3に示す。その結果、大
腸菌 E-coliの教はいずれの錯体も時間がたっても減少しなかった。これは、本オキソ
パナジウム(V)錯体が E-co誌に対して不活性であることを示している。この理由は現在
検討中である。さらに、オキソパナジウム(V)錯体を包摂したシリケートゲルについて
の国体51V及び29Si-NMRの結果についても報告する。

4・・ 4・・ -'15・ 司帥制

Scheme 1 Proposed structureあr Fig.l 51V-NMR spectrum of 

[VOL(hq}]: l{gly}. {VOL(hq}]: Hgly)，2(vaD， 3(glyphe)， 4(Iew. 

Fig.2 51V-NMR spectrum of [VOL(hq}]: 4(Iew. 

Table 1 Antibacterial activity for [VOL(hq}]: 

140 
120 
大100
:s 80 
111 80 

~ 40 
20 
0 

l{gly}，2(vaD， 3(glyphe)， 4(leu). 

o 20 40 ‘ 60 60 100 120 
反応時間(min)

-+--v-輔トser
-ロー v薗輔トgIY
一合一v-回トval
…。"'v-闘ト副r凶・-4・-v-掴トleu

国1sal-amino acic!-V(V)錨体の大鵬首E一∞Iiに対する銑笛効果
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lP079 ステロイド化合物の溶液構造解析
e千葉大分セ 2日産化学 3CREST，4日本電子NM応研，吻(現在}徳文大香薬)

0敷井和彰 1，2、関宏子 1，3、内海博明 4、山口健太郎 1，3，*

Narcissistic aggregation of steroid compounds in diluted solution 
elucidated by CSI-MS， PFG NMR and X-ray analysis 

eChemicalAnalysis Center， ChibaUniversity， 2Nissan Chemicallndus仰 s.Ltd.. 3Crest. Japan Science 
and Technology AgencyρSり，百MRApplicationLab.. JEOL. Ltd. ~Present address: Faωltyof 

Pharmaceutical Sciences at Kagawa campus. Tokushima Bunri University] 
OKazuaki Shikii1，2，回rokoSeki 1，3， Hiro紘iUtsumi4， Kentaro Yamaguchi1，3，* 

Abstract-Large-scale aggreg蹴 dchain 甜ucturesof steroid∞mpounds w的 observedin diluted 
solution by mearIS of cold-spray ionization mass sp切 trom出 Y(CSI-MS). In pulsed field gradient 
(PFG) NMR di飴lsionstudies， a calibration c町vewas obtained from the res凶tsof伺1c凶ated
molecular volume組 dobsぽveddi鎖国m∞e血cientof the molecules having no hy世ogenbondingsω 
∞mpare with色紙 ofthe steroid∞mpounds.百leαys凶 structureswere determined by X-ray 
αys飽llography，血d也erelationship between theαys飽1arId solution s加は町宮sis disωssed. It is 
suggested that the intermolecular hydrog阻 bondingsobserved in theαys凶 mightbe partly retained 
m必lutedsolution. It was also revealed the existen偲 oflar客e-scaleclusters in some steroid 
∞mpo岨 ds.

1.はじめに

分子間水素結合をもっ化合物が溶液中に

おかれた場合、一定濃度以上で図 1のよう

に水素結合によって自己会合することは知

られている。

これまでに我々は、コールドスプレ}イ

オン化質量分析法 (CSI-MS)を用いて、溶
Figure 1. The n回delof皿01田凶置姥grega'丘on

液中で平衡状態にあるグリニヤーノレ試薬や不安定な有機金属錯体の構造を明らかにした。この方

法を用いることで、通常の方法では観測が困難とされる弱い分子間相互作用の観測が可能となる

ことをすでに報告している。ここでは希薄溶液中の分子関水素結合を観測することを目的として

CSI-MS、NMR及びX線構造解析による検討を行った。特に、ステロイド化合物を例として、そ

れらの椿液構造についての検証結果を本発表で述べる。

2.実験方法

質量分析計は品ifS-700(日本電子)に CSIイオン源を取り付け、スプレー温度ー20"C、ニード

ノレ電圧okVにて測定した。 NMRはJNM-LA600(日本電子)を用いて1O"Cで対流の影響を抑え

るため3mmIDチューブを使用して測定した。 X線回折装置はSMART1000 (BRUKER) CCDを

用いて-100"C下で測定を行った。

5種類のステロイド化合物について CSI-MSによるスベクトルを比較した。なお、 5種類のう

ちここでは差が顕著だったもの2つを示す(図2)。さらに CSトMS測定に用いた同様の溶媒条
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件 CD:lOD:~か98:2 で濃度 10 mMにて PFGNMRによる自己拡散係数の測定を行った。パルス

シーケンろはBipo1arPulse Pair-Stimulated Echo (BPP-STE)法を用いた。ここでは水素結合を持た

ない化合物を標準物質として用いて、それらについての自己拡散係数をそれぞれ求め、さらに

MOPACによる計算から求めた分子体積の値との関係についての検量線を作成した(図3)。こ

うして作成した検量線を用いてステロイド化合物の会合状態について 5種類のステロイド化合物

についての比較を行った。

1∞ 
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4 

血

ち~ D(m2/s) 
一、HO~ /¥1ム OH

。¥〆久ノ ι !.OxlO・9

4 

αlO 2(目。 ヨlOO '4000 筑lOO以JO 2()()0 3αlO '4000 笈泊。

mlz mlz 

σ 

ミ。

Proge説副司田一…….、.
E紺one.....ー・ 4‘一
Cor世間回一一_._---..----.. 
Hy命即位ti軍国e一一一...-.. ¥。

Cholic Acid ...一一一一一.... 

I.OxlO・.28 伺1ωla総dvolume (m3) 

前伊関2.α:I-MS申剛志。fprog回国附(1)岨dhy曲。聞由醐(2)
F福田・3.C闘，lati閣制曲晶蜘i岨雌ffi抽出血dc曲刷叫molc叫llarvol岨..
0，司輔副ltrefer閣情。岨問抽，....，申田副蜘叫dc剖司悶皿晶.

3.結巣及び考察

CSI-MSでは、水素結合を持たないと思われるプログステロン(1)は小規模なクラスターのみ

観測された。エストロシについては、微弱ながら大規模な連鎖構造が観測された。さらに、コル

チゾン・ヒドロコjレチゾン(2)・コーノレ酸など水酸基を複数持つステロイド化合物については、大

規模な連鎖構造が観測された。また PFGNMRにより求めた自己拡散係数を検量線上で比較した

場合、プログステロンは水素結合を形成しないためにほぼ検量線上に位置するのに対して、水素

結合を形成するものは検量線より下方に位置することが分かった。これは水酸基を介した分子開

水素結合によって拡散速度が遅くなっていることに起因する。さらに X線結品構造解析から得

られた結品中の水素結合形式(図 4)は CSI-MS

や PFGNMRの結果を反映したものであること

が分かつた。つまり溶液中でも結晶中に見られ

た分子関水素結合をある程度保持していると考

え6れる。

点官、 刊がや!4i:

祢私、持、母い¥4r
T ‘. 1"---=-'_.i.1 叩

尉砂/符匿ヨ :与!戸三宍宍ヲ竺JJ:て-~二ぞLユ二与
怜¥、私鳴祢ト

x巳ぼFωぷ必診/併み砂ゲ ylt三よ白~ベ吋《νJふ，ブ占

Flpre4.τbecty銭81.回踊>rOoflaM2

キーワード 自己会合 自己拡散係数、 CSトMS、ステロイド化合物、単結晶X線回折

Oしきし、かずあき、せきひろこ、うつみひろあき、やまぐちけんたろう
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2P080 Al・EDTA錯体における lH，13CDynamic-NMRの研究

(東和大工¥(株)ハイテック千葉研究開発センターヘ福岡大理ヘ

九州大院理 4)

O加藤祐子¥立石雄一 2、栗崎敏久横山拓史ヘ脇田久伸 3

Study of lH and 13C Dynamic-NMR in AI・EDTAComplex 

Al atom of AI-EDTA complex in aqueous solution has 5・foldcoordinated structure with two N 

atoms .of an EDT A molecule， and two 0 atoms of the CH2COO groups in an EDTA molecule and 

one 0 atom of an H20 molecule.(1) Now we have appeared the exchange rates ofC atoms of 

two N-C and four C atoms of carboxyl groups on A!-EDTA complex with lH and 13C 

dynamic-NMR. Then it has simulated by NMR exe.program and it was ca1culated thevalue of 

activity energy (Ea) with Arrhenius plots. 

[緒言]近年、酸性雨などにより土壌が酸性化すると、土壌中の AIがイオンの状態で存在することが

知られているが、この結果、浸透していく水に AIイオンが含まれていき、飲料水への毒性問題や、ある

いは植物の栄養吸収阻害などが環境問題となっている。

カルボキシル基をもっ土壌中のフルボ酸などと AIイオンが錯形成すると、毒性が低下することが知ら

れているが、我々 はフルボ酸のモデル化合物として、EDTAを用い、AI-EDTA錯体化合物 (Fig.1)の構

造をNMRで調べた。 AトNMRのケミカルシフト値から水溶液中では5配位構造をとっていることが推測

できた。この5つの配座には、1つの H20とEDTA中の2つのN原子が配位し、残り2座をEDTAの4つ

のカルボキシル基のOが競争していると考えられる。これまでAI-EDTA錯体は静的な化合物と考えて

きたが、実は4つのカルボキシル基を中心lこ、動的に運動していることが、lH，13C dynamic-NMRか

らわかった。このNMRの温度可変スペクトルとシュミレーションの結果から、配位子の交換速度をもとめ、

さらにArreheniusplotsから活性化エネルギーを計算し、AIーEDTA錯体の運動性を明らかにしていく。

[実験]試料とLて0.17M AI-EDTA水溶液(0.25MAI-EDTA水溶液O.4mLに、重水0.2mLを加えた)を

使用した。装置にはVarian社製のUNITYINOVA 400 WBを使用した。測定はIH-NMR、13C_NMRと

も温度は -100C~60 Ocまで5Oc刻みで測定した。シュミレーションソフトは、NMR.exeをもちいた。
[結果] AI-EDTA錯体化合物 (Fig.1)のIH，13C dynamic-NMR iWl定から得られたカルボキシル基の交

換運動に由来する、実測と計算の連続スペクトルを、(Fig.2)に示す。カルボキシル基の3と4のOが交

換することによって、5と6のカルボキシル基の Cの交換、?と8のメチレン基の CとHの交換が、さら

に1，2位のエチレン基の交換が明らかになった。カルボキシル基の活性化エネJ~f'-(Ea)は 44肱J/mol

であった。

Key wards: AI-EDTA錯体、DynamicNMR、活性化工ネルキ'ー (Ea)、AトNMR

かとうゅうこ、たていしゅういち、くりさきっとむ、よこやまたくし、わきたひさのぷ
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[参考文献](1)S.Matsuo， H.Wakita， T.YokoyamaAdvances in QUANTVM CHEMISTRY， 42(2003)407. 

Fig.1. Exchange movement offour carboxyl groups in AI-EDTA complex 
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Fig. 2. Observed'and calculated 13C同NMRspectra of AI-EDTA aqueous solution (carboxyl group) 
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3P081 超偏極 129XeNMRによる包摂化合物の相互作用評価

(産総研光技術つくば l、産総研光技術関西 2、東大院理 3)

O服部峰之 l、李映周¥早水紀久子¥平賀隆 2、
山野井慶徳3、倉科昌 3、米津徹3、西原寛3

Analysis of molecular interactions among inc1usion compounds and Xe using hyperpolarized 129Xe 
NMR 

Mine刊主iHattor11， Young-Ju Leel， Kikuko HayamizuI， Takashi Hiraga2， Yasunori Yamanoe， Masaru 
Kurashina3， Tetsu Yonezawa3， and Hiroshi Nishihara3 

IPhotonics Research Institute， National Institute of Advanced Industrial Science and Technology， 
Tsukuba， Ibaraki， 2Kansai， Ikeda， Osaka. 3Department of Chemistry， School of Scienβe， the 
UniversiザofTokyo，Tokyo. 

Thehypeゅolarizationtechnique can increase ten thousand times the signal sensitivity ofNMR for 3He 
and 129Xe and make instantaneous imaging of the cavity gases. An automated batch type apparatus 
for hyperpolarization， inc1uding ultra pure gas application system andusing high-power diode laser 
aηays was developed. The field of the permanent magnets was used for the optical pumping 
processes. We achieved 2-3% polarization of 129Xe for Xe (98%) and N2 (2%) gas mixture. The 
hyperpolarized Xe gas were extracted in a 30ml syringe and introduced into the sample tubes 
inc1uding the inc1usion compounds. The temperature dependences of the 129Xe NMR spectrums企om
the samples were analyzed. 

核磁気共鳴(NMR)分光法は、従来は、熱平衡磁化を扱っているため、原理的に感度

が低いことが、本法の限界を規定してきた。一般的にはナノテクノロジー研究のため
には感度が足りないと考えられている。しかし、最近、光ポンピング法による3He，129Xe
を代表して、この熱平衡磁化を超越した(hyperpolarized)状態が実現され始めた。希ガ
スeHe，129Xe)を、円偏光により電子スピン系を励起したルビジウムと共存すると、
10，000倍強い磁気共鳴信号を得られる。超偏極技術を利用すると、空間分解能の向上、

リアルタイム計測が可能になるなどのメリットが得られる。計測例としては、 Heを

導入した肺の MRI、Xeを取り込んだ脳内血流量の計測、カラム中のガスの流量、多

孔性高分子のポア径分布、蛋白質の溶液に Xeを溶かしたときの蛋白質への Xeの会

合・変性などの検出などがあげられる。 NMRの検出感度を飛躍的に向上させる超偏

極技術は、対象原子核周りの、物理化学的なスペクトル情報の実時間取得(いわゆる、

Real-time NMR) と時間軸情報解析の新次元開拓の基礎となる技術である。

材料の構造決定法、及び、分子間相互作用解析のために核磁気共鳴分光法 (NMR)

が広く用いられており、同原理を利用したイメージング法 (MRI)が医療用機器とし

て大きな役割を果たしている。一方で、ナノテクノロジーの発展に伴い、分子を対象

としたボトムアップ型の構造作製がなされている。今回、これらの「部品Jとして重

要視されている、各種の包摂化合物、 α，s， y-シクロデキストリン、パラジウムケー
ジ、及び、カリックスアレン類の粉末試料、及び、溶液での 129XeNMRスペクトルの

温度依存を取得し、これらの化合物と Xeの相互作用に関する研究をおこなったので

報告する。

超偏極、 129Xe、包摂化合物、線形解析

はっとりみねゆき、りよんじゅ、はやみずきくこ、ひらがたかし、やまのいよしのり、

くらしなまさる、よねざわてつ、にしはらひろし
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{実験】東横化学(株)と産総研で開発し

た、偏極率3%の超偏極Xeガスをパッチ

式で連続供給することを可能とした実用

機[1]を使用した。本装置は、原料となる

Xe/N2混合ガス及び、パージ用N2ガスのシ

リンダー収納部、圧力制御部、偏極用セ

ル部、及び、システム制御部により構成

される。Rbが封入されたパイレックスセ

ルに、 Xe/N2の高純度混合ガスを供給し、

永久磁石アッセンアルにより生成した約

10mT の均一磁場(:tl%)中において

794.7nmの半導体レーザー光を照射する

ことにより、 l回に約 300mlの超偏極Xe

ガスを貯留して生成させた。 Fig.1に、

同装置の配管系の模式図を示す。超偏極

Xeガスは、約 10分以上の間隔を開けて、

30mlのシリンジに連続的に取り出され、

専用に開発したオンライン式導入管を接

続した試料管中の包摂化合物試料へ導入

し接触させた。 129XeNMRスペクトルは、

6.3Tで、 tecmagApollo Spectrometerによ

り得た。

置量圃

霞~~
~~~ 

亡霊コE王司

・・・・圃供給世捻真空引きします個室関]

Fig.1 Schmatic block diagram of the 
automated hyperpolarized Xe gas generator. 

o -1 -2 -3 
【結果と考察] 一 (吋

Fig.2にα.シクロデキストリンとパラジ

ウムケージ(IAM6)のガスピークを Oppm

として規準にしたスペクトルを示した。

各包摂化合物により異なるシフトと線幅

を与えた。これらのスペクトルは、これ

ら包摂化合物の微結晶表面の構造及び

Xeに対する親和性の情報を反映してい

ると考えられる。さらに、温度依存性を

取得して、その線形解析からさらに詳細

な、解析が可能であると考えられる。

{参考】

[1]開発事例:超偏極キセノンガス生成

装置実用機の研究開発，服部峰之，工業

材料， 52-3， pp.86・89、2004/03/01; 

核スピン偏極キセノンガスの製造方法及

び製造装置，特願 2003・4304，東横化学

(株)，産総研，大竹紀夫、村山守男、平

賀隆、服部峰之、本間一弘， 2003.1.10. 

6 5 4 32  -1 0 -1 -2 -3 

(b) 

Fig.2 129Xe NMR spectrum of (a) 

α-cycrodextrin， and (b) paradium cage 
(M6L4) on 298K. 
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lP082* 
核融気共鳴法による人工メソ空間内溶液の特異挙動の解明

(東京大学工学系研究科，CREST科学技術振興機構)

0塚原剛彦，火原彰秀，北森武彦

Physicωhemical Sωdies on liquids confined in fabricated 
one-hundred nanometer-sized channel by NMR measurements 

(Department of Applied Chemistry， School of Engineering， the University ofTokyo 
and CREST， Japan Science and Technology Agency) 

o Takehiko Tsuk油M孔AkihideHibara，and Takehiko Kitamori 

C'Omplicated chen即刻pr，α;essesc組 beintegr羽.ed'On a microchip using miα''Ofabricated devices. In 'Order 
t'O devel'Op more integrョtedsystems， we have investigated the nan'O fabricati'On techniques as well as 
physicochemica1 properties 'Of water ∞nfined in fabriωted 'One hundred-nan'Ometer-sized channels 'On 
色鉛d-silicasubstrate. In this w'Ork， hy'合'Ogenbonding structure andめ司創凶CS'Of c'Onfined water were 
e羽minedbylH・NMRchemical shifts and 1 H・佃d2H-N加m.spin.・latti∞rela羽ti'Onrate measurements. . These 
results suggested伽 Itthe pr'Ot'On 回nsfermechanisms 'Of water m'Olecules are affi似叫bytheelωtro瑚，tieeffects 
'Of fused-silica surface containing ionizable silan'Ol gr'Oups fr'Om血.evicinity 'Of diameter 'Of 1μ.m，却dsuch 
effects are at凶butablet'O the l'Ower dielec回cC'Ons旬ntsandhi酔ervis∞sities'Of c'Onfined water. 

[緒言]
我々は、ガラス基板上に数十~数百μmスケールの微小流路(マイクロチャネル)を作製し、ここ
に、混合，反応，分離，検出といった複雑な化学プロセスを集積化した、マイクロ化学システムの開発に
成功してきた[1]。この化学操作をより高度に集積化するためには、半導体などの微小加工技術で実現

可能な極限である数百nmまで微小化したメソ空間の利用が有効になると期待される。しかし、この
人工メソ空間はマイクロ空間と分子細孔のようなナノ空間との中間領域に位置し、溶液のクラスター

サイズ(~数十 nm) と比較的近くなるため、メソ空間中の溶媒はマイクロ空間とは異なる性質を示
す可能性が考えられる。そこで、近年我々は、ナノチャネルを設計・製作し、その空間内の水のマク

ロ物性について研究している。これまでに、時間分解蛍光測定から、ナノチャネル内の水はマイクロ

空間に比べ、高粘度・低誘電率な性質を有することを明らかにしているロ]。本研究では、ナノチャネ

ル中における水のミクロ物性をNMRによって直接的に調べ、その分子構造とダイナミクスの空間サ
イズ効果に関する知見を得ることを目的としている。

[実験]

22伽m から 30μnの流路幅 (W)、25伽m から 2.-3μnの深さ (D)を有するナノチャネルを、電子線
リソグラフィおよび高速原子線エッチングによって合成石英基板上に作製した。この空間サイズは、

円筒形とみなした場合、直径 (R)250から 42∞nmに相当する。ナノ加工された基板と石英製カバー
ガラスを真空炉内において 1060"Cで熱融着後、ダイヤモンドカッターによる切削を行い、 NMR用ナ
ノチャネル試料管として利用した(Figure1) 0 IH_，2H_NMR測定は4-50"Cの温度領域で3∞MI訟の
NMR装置(JEOLlambdaシリーズ)によって行った。全ての試料は企'eeze-pump・由awサイクルで数回税
気した後、真空下でナノチャネル内に導入した。

(1) lithography and etching 

。)Introduction to NMR sample tube 

(2) Cuttingι/j 
Dia冊。ndcut恰，

捕手~.:::::費E

特 ....................;~:.-....- .~'lむ朋m

3umm 

Figure 1. Schematic illus回tionof世lefa.hrication戸郎官duresof nanochannels for也eNMR measurements. 

キーワード:マイクロ化学システム、マイクロチップ、ナノチャネル、緩和時間、プロトン拡散

っかはら たけひこ、ひばら あきひで、きたもり たけひこ
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[結果と考察]

パノレク中 (R=l∞OOnm)およびナノチャネル中
における水の 1H・NMRスベクトルの結果をFigure

2 fこ示す。 1Hケミカルシフトは、全測定サイズ領

域において 4.5ppm近傍でほぼ一定であることか
ら、ナノチャネル内に閉じ込めた水分子の構造は

バルク中と類似した liql凶d-likeな構造を有してい

ると考えられる。しかしながら、スベクトルの線

幅が空間サイズの減少と共にブロードニングして

いるため、分子の運動状態は、空間サイズ制限の

影響を受けている様子が伺える。

R/闇 L

Z三二三弓戸二:一二
498 一一~一一一ームー~Á\.-ー

521 一一一一一一一¥ノA二ι 一 一
側 一λL
6総5唱 J昂R 
1筒5ωJ
3鎚6ω 竺~ '" 

1“t蜘陶o :=: 、 4A 4.2 4.0.. 111踊
FiglIre.2. 1H_NMR spec旬。fw耳慣 confinedin: b叫k
and nanochannels (R = equivalent diameter) at 300MHz 
and220C. 

そこで、スピンー格子緩和速度(IJT1)測定から、分子ダイナミクスの空間サイズ効果の検討を試
みた。溶液の 1H・1/T1値は分子間・分子内双極子一双極子相互作用の影響を受けるが、 2Hのような四

極子核の1/T1eH・1庁1)値は分子内回転運動のみに支配されているため、これら二つの結果を結びつ
けることによって、分子の並進および回転運動状態の寄与の分離が可能となる。得られた結果をFigure

3に示す。分子関相互作用の寄与は、空間サイズの減少によって R=lμm近傍から急激に滑加する傾

向を示したが、分乎内相互作用の寄与にサイズ依存性は殆ど見られないことが分かる。この分子開成

分の増加は、ナノチャネル中にある水分子の並進運動のみがバルク水よりも極めて制限された状態に

あることを示唆している。

ナノチャネル内に閉じ込めた水分子は、liquid・-likeな構造を保持したままその移動性のみを変化させ

る、という特異な結果を鑑み、我々はFi伊re4に示すようなプロトン移動拡散モデルを想定した。こ

れは、石英壁面のシラノール基からの静電的な影響が水分子間のプロトン移動速度の変化を誘起し、

その結果、水の分子拡散よりむしろプロトン拡散が支配的になるというものである。その影響は鎖状
のように波及するため、 1μmという極めてlong-rangeな領域の水分子にまで及ぶと考えられる。
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Figure 3. Separation of 也e in:飽rmolec叫ar
∞mponent (T) and泊回molec叫arone (・)of lfT1 
叫 uesbased on experimental IH・lfT1(・)ofwater 
ω，nfmOO in: nanω:hannels;飢 di包 ch:組問 size
d句endences

=メぶ& 
一一ι
A仇a欝'p宇ro併章0銭tra制昔総榔喜総sf偽為r
三ず

ゑ
Figu時 4.Concept model of the proton 
蜘lSfermechanisms of wa回 confmedin: 
nanωh倒mels. Proton ∞ wou1d be 
transt1町'00on hydrog<釦加ndin:gnetwork 
like proton wire. 

発表では、この推察の妥当性を補足する実験結果として、 1)水分子の分極状態異方性、 2)見か

けの活性化ヱネノレギー減少、 3)HCl添加による 1H・1庁1値挙動の反転などを示すと共に、ガラス壁面

の疎水性修飾効果が水分子に及ぼす影響について考察を行う。

[参考文献]

[1] T. Tokeshi， T. Minaεawa， K. Uchかama，A. Hib釘a，K， Saω，H.出samoto，and T. Kitamori， Anal. 
Chem.， 74， 1565・1571(2002). 
[2] A. Hibara， T. Saito， H.B. Kim， M.Tokeshi， T. Ooi， M. Nakao， and T. Ki偽inori，Anal. Chem.， 74， 
6170・6176(200勾.
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2P083 水溶液中における会合性高分子の構造のNMRによる研究

(鮒資生堂 リサーチセンター) α国東忠雄、吉田克典、小松一男

NMR studies of structure of the assぬativepolymer in aqu印 us田，lutions

(Shiseido re田archcenterうσTadaoFukuh町a，Katsunori Yoshida， Kazuo Komatsu 

Many kinds .of p.olymers are used伽∞smetiωasthickeners to .optimize the stab出町Y釦 dtexture 

oftheあm叫a.We devel.oped a n.ovel as夜x:iativethickening polymer (Ap)， which designed having a n.oni.onic 

p.olyethyleneoxide (PEO) backbone wi出l.onga1kyl chains (R) at both ends. The thickening mechanism .of AP 

in aque.ous soluti.onsおassumedthat the AP ass叩飽sat R m.oiety via hydroph.obic f.orces leading to p.olymer 

netw.ork伽 nati.on.τ'hesoluti.on prope吋es.of AP ∞nantrati.ons were studied by vi蜘 sity， self-di血血.on
m 伍cientCUeV， and Tr， 12measurements. The vi悶呂町yslightly increases wi仕1increasing∞nantra包.ons.of 
出eAP bel.ow 0.4%， .on the .other hand， dr岨 .aticallyincreases wi白血creasing∞narr回 .ti.ons.of仕leAPabove
transiti.on∞narr仕組.on(" 0.4%).切lellel gradually dω聞記swith increasing conarr国 .ti.ons.of the AP 
bel.ow 0.3%，首1∞n仕ast，drastically decreases in仕le∞nantrati.onrange .of 0.4・ 1%.Result in Dat 
measurements suggest仕latpart .of the AP starts ωbridge mialles，島町rringinter-miall紅 netw.orksat the 

仕組.siti.on∞nan仕組.on(" 0.3%).明記Trand 12 measurement .of the R m.oiety and PEO m.oiety .of AP 
m必.cate位latthere is n.o change in these Tr and 12 in位le∞narr仕ati.onrange .of O.∞1・1%，even th.ough we 
.observe dra.stic changes in viscosi勿 andDat in出お AP∞nantrati.on range.恒国 res吋tsu毘estsn.o 
s加はuralchange at the仕出lSi抵.on∞nantrati.on.ob喝ervedin吋.scosityandよkl.Further，也evalues .of Tr and 
12 f.or the PEO m.oiety .of AP are in the .same level (Tr = 0.7s， 12 = 0.5s)， whe民 as，f.or仕leend .of R m.oiety， 12 is 

sh.o由，rthan Tr in .one .order .of magni加de(Tr = 0.6s， 12 = 0.05s).恒lesedata imply白紙也einter-miallar 

netw.orks areゐIrmedthrough the R m.oie勿.ofthe AP， which is presumably driven by hydroph.obic f.orces. 

【序】

多くの化粧品、トイレタリー商品には、製品の安定性や使用感を調整するために増粘剤が配合されてお

り、その目的に合わせて様々な増粘剤カ澗発されている。カルボキシピニルポリマーに代表されるイオン

性ポリマーは、少量で高い場粘効果を有するカミその粘度は添加塩濃度や pHに大きく影響を受けるとい

う欠点がある。また、キサンタンガムなどの多糖類は、添加塩重度やpHの宗濯を受けにくい抗ヌルつ

きや糸引きといった化粧品としては好ましくない性質を有するものが多い。これらの問題を解決するため、

我々は新たな増粘機構をもっ増粘剤として、親水性高分子の両端に疏水基を持つ会合性高分子仏p)の開

発を行った。非イオン性であるAPの粘度は、潮崎濃度やpHに依存せず、またこれまでにない新奇な使

用感を有することがわかった。 AP水溶液の増粘機構については、粘度測定や動的光散乱の結果から、疎水

基の会合による分子間ネットワークの形成によると予想されたが、分光学的な確認は困難であった。そこ

で、種々 の濃度のAP水溶液を献ヰとし、 m凪により自己拡散係数(ゐ)測定、および、緩和時間測定
を行い、 AP濃度の変化に伴う会合状態の変化を検証し増粘機構を検討した。

【サンプルおよび実験】

APは、ポリオキシヱチレンオキサイド aEO)の両端にポリオキシエチレンデシルテトラデシルエー

テルをウレタン結合させてものであり、平均分子量は約35，∞0であった。m四測定用サンプJレとしては、
APの0.001.....5%の重水溶液を調製した。Dal測定は、 JNMECA-却0と磁場勾配発生装置(最大磁場勾配

強度 ;2師、Ym) を用い、 Sτ'E-LED 法により、磁場勾配強度を 8T/m、~を 50.....25臼m の範囲で固定し、

δを最大15msまで変化させて行った。緩和時間測定は、 JNMECA-6oo'を用いて行った。

キーワード:磁場勾配m凪自己拡散係数、緩和時間、会合性高先守

ふくはらただお、よしだかつのり、こまつかずお
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【結果と考察】

(1)粘庇則定結果等から予想される増粘機構

Fig.1に、 APの濃度と粘度の関係を示した。 0.1-0.4%まで、の濃度では、粘度は殆ど変化しないが、 0.4%

から釦激に粘度が上昇しゲル状態へと変化することカ瀧認された。また、ピレン蛍光プローブ法により、

APの臨界ミセル濃度 (cmc)は約O.∞03%であること姉鶴されている。これらの結果から、 APの水溶
液中で、の会合状態の変化はFig.2のように推察された。すなわち、 APは、水溶液中で末端の疎水基どうし

が会合するが、濃度により会合状態が異なり、 cmc以下ではわ¥子内の疎水基どうしが会合したユニマーを

形成、 cmc以上では複数の分子閣の疎水基が会合するフラワーミセルを形成、そして0.4%以上の濃度で、は

ミセル間の疎水基が会合を開始しL濃度増加に伴いより大きな会合体を形成し系を増粘させているものと
予想された。 1000

100 

;11/ 命電善
Unimers 

0.01ムJ
0.001 C町1C C合

0.0001 1 勾0.0003 ~0.4 

0.1 CrI'lo 
G!% 

Fig.1百eviscosity plo制 asa function of Fig.2 Schematic illus剛 onsof世leStructure of AP at 
血巴∞ncen回.tionsof AP. vari叩 S∞目印n岡田ns.

(2) IkA測定による会合体形成の確認 l.E-lO 

Fig.3に、 APの濃度とDaIの関係を示した。 0.01-0.39もまで

の濃度ではnelは殆ど低下しないが， 0.4%からは急激にDaIが 朗

低下し、 1%では3桁もnelが小さくなっていること柿観され 之l.E-12

た。Dalのブレイクポイントは粘度のブレイクポイントとほ闇司 竺
~. l.E-13 

じ濃度であり、かつ、 0.4%以上の濃度ではぬが意識に抵下す 星

ることから、AP濃度上昇に伴い予想通り大きな会合体が出現し

ていることが確認された。また、 1%以上の濃度ではnelに殆ど

変化が見られないが、この濃度ではAP溶液の外観が硬いゲ')L4犬

であり、濃度増加による変化が観察されないことと良く対応し

ていた。

ω緩和時間測定による会合状態の確認
Fig.4に、 APの濃度と緩和時間の関係を示した。 O.∞1-1%の
濃度において、 PEOおよびアルキル鎖の緩和時前こは殆ど変化が

無かった。粘度およびnelの急激な変化が生じる0.4%以上の濃度

でも緩和時間は殆ど変化しないことから、粘度上昇は、 APの構造

の変化によるものではなく、ミセル聞の会合数の増加によっての

み生じていることが示唆された。また、 PEOの RとEはほi剖司

じ値なのに対し(到=0.7s，12=0.5s)、アルキル鎖のzと毘を比較
すると 12が1桁小さいことから(Jl= 0.6s， .12 = 0.05s)、APは水溶

液中で疎水基どうしが会合していること柿鶴された。

以上のように、従来の方法で、は困難で、あったAPの会合状態

の仮説を、 nelおよび緩和時間測定結果を組み合わせ実証した。
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3P084 磁場勾配 NMR~去による Cavity を有するゲル内の

プローブ分子の拡散過程

(東工大院理工・高分子セ)0山根祐治、大橋淳史、黒木重樹、安藤勲

Diffusional Behavior of probe molecules in Gel Having Cavity 
as Studied by Field Gradient NMR 

Yuii Yaman~， Atsushi Ohashi， Shigeki Kuroki and lsao Ando 
(Department ofChemistry and Materials Science， Tokyo Institute ofTechnology) 

Highly-oriented poly(y-benzyl L-glutamate) (PBLG) gels are prepared by ethylen巴diamineas 

cross-¥inker in 1，4・dioxanein the presence of the strong magnetic field of an NMR magnet with the 

strength of 10.5 T. Highly-crosslinked PBLG gels have long channels with a μm scale diameter. 

These gels have long channels with mode diameter of ca. 70μm， which are formed by phase separation 

between cross-¥inked PBLGs and solvent. Diffusional behavior of 1，4・dioxanein PBLG gel matrix 

and in chann巴1caviti巴sis elucidated by IH pulsed-field.・gradientspin-echo NMR method. From 

experimental results， it is found that it is not easy for solvents to go through from channel to PBLG gel 

matrix， that is， solvents in channels coIIide and rebound at the boundary between channel and PBLG 

gel matrix， and that the diff・usioncoe伍cientof 1，4-dioxane DII value along the α-helical PBLG axis is 

significantly larger thanthat in the direction perpendicular to the α-helical-PBLG axis corresponding 

to the anisotropic cells formed by highly-oriented PBLG chains. While， lowly-cross¥inked PBLG 

gels don 't have long channels with a μm scale diameter， but have structural color. In this stage， we 

don't know reason why PBLG gels have structural color. From the diffusion analysis， it is found 

that diffusional behavior of 1，4・dioxanand amino acids in P8LG gels is anisotropy. 

[緒言]

ポリ(γ ーベンジルーLーグルタメート)(poly(y・ben可IL-glutamate) : PBLG)はジクロロメタ

ン、 1，4ージオキサン、クロロホルムなどの良溶媒中でリオトロピック液晶を形成する。また、

PBLG液晶は磁場及び電場中でPBLG鎖が高配向しネマチック液晶となる。 NMR磁場中で高

配向の PBLGゲ、ルを調製し、仕込み条件によってμmスケーノレの channelが発現することを報

告している 1)。このような背景から、架橋密度を変化させることによって nmスケール及び

μmスケールの channelの直径を変化させ、数百nmの周期構造を持ったポリペプチドゲルを

創製できなし、かと考えた。そこで、 10.5TのNMR磁場中で架橋剤の濃度を変化させて高配向

PBLGゲ、ルを合成し、高度に制御された高分子ゲノレ中の物質拡散過程を磁場勾配NMR法によ

り明らかにする。

磁場勾配NMR、3DNMRイメージング、高配向ゲル、制限拡散、 channelCavity 

やまねゅうじ、おおはしあっし、くろきしげき、あんどういさお
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[実験]

PBLG液品を磁場配向させたまま架橋させることにより、 PBLG鎖が高配向したゲ、ルを創製

した。架橋密度が高い場合にはゲソレ内部にμmスケールの channeJcavityを有するゲ、ルが得ら

れ、架橋密度が低い場合には構造色を有するゲ、ルが倉Ij製された。ゲ、ルの調製方法の詳細につ

いては参考文献 1)を参照されたい。

拡散係数の測定には磁場勾配(最大 1l00G/cm)を発生で、きる磁場勾配ユニットを付属じた

Bruker社製 DSX・300分光器を用い、 lHpulsed-field-gradient spin-echo(PFGSE) NMR法及び lH

pulsed-field-gradient stimulated-echo(PFGStE) NMRにより高配向高分子ゲ、/レ中の 1，4嗣ジオキサ

ン及びアミノ酸の拡散過程の解析を行った。本測定においてはパルス磁場勾配を印加する方

向のプロ}プ分子の拡散係数を測定するため、サンプルの置き方によって、配向軸方向(DJI) 

及び、垂直方向(Dょ)の拡散係数の測定を行った。また、 channel内の溶媒がチャンネルの壁と衝

突することを利用して channelの性質を評価した。さら仁、時間依存拡散NMR法により創製

したゲルの不均一性に関する評価も行った。

[結果・考察l
channel cavityを有するPBLGゲ、/レ中において、溶媒はPBLGゲルマトリックス中及び、ehannel

cavity中を拡散できる。 channelの直径の最頻値は約 70μmであり、障壁によって跳ね返され

る拡散過程を観測した際に現れる 2)，3)エコー信号の極小が q= (65μm)ーlで、最初の極小点が観測

された。また、配向 PBLGゲルマトリックス中の 1，4-ジオキサンについてサンプルA(架橋剤:

エチレンジアミン33%1モノマー単位)中において D.l=5.3xl0.Ocm2/s、DJI=6.4xlO-o cm2/sであり、

サンプル B(架橋剤:エチレンジアミン 66%1モノマー単位)中において Dム=A.8xl0-6cnas、DJI

=6.2xl0・6cm2/s (純 1，4-ジオキサン:D =12.2xl0-6 cm2/s)で、あった。拡散の異方性DJI1 D.lはそ

れぞれ、1.21及び1.29であり配向軸方向に拡散しやすいネットワーク構造を有することを明

らかにした。さらに、構造色を有する架橋密度の低い PBLGゲルについて、アミノ酸をプロ

ーブ分子として用い、ゲル内のネットワー

クの異方性を DJI/ D.lIこより評価した。 Fig

にDJI1 D.lを体積膨潤度に対してプロット

した結果を示す。体積膨潤度が小さくなる

ことによりアミノ酸分子の拡散過程の異

方性が大きくなることがわかる。高配向

PBLGゲ、ルは配向軸に対しで垂直方向に優

先的に膨潤することから、膨潤度が低くな

ることによってPBLG鎖の間隔が狭くなり、

アミノ酸の拡散過程がより異方的になる

と考えられる。本討論会においては、観測

時間依存性のデータから、配向及び無配向

ゲルの不均一性の評価について討論する

予定である。

1.5 

1.4 • 
1.3 • 

Q4 12 • • 、、、

Eミ
1.1 

• 1.0 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Degree ofVolume Swelling 

Fig.Dependence ofthe DJI / D.l on the degree 
ofvolume swelling. 

I)Y.Yamane， M.Kanekiyo， S.Koizumi， C.Zhao， S.Kuroki， I，Ando， J. Appl. Polym. Sci.， 92， 1053(2004). 

2)W.S.Price， Ann. Rep. NMR Spectrosc. 32'， 53・135(1996)

3) P.T.Callaghan， J. Magn.Reson. A 113，53-59(1995) 
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lP085女 磁場勾配NMR法を用いたポリメタクリル酸メチル

ゲ、ノレ中の線状及び球状ポリスチレンの拡散機構の研究

(東工大院理工 o上口憲陽・黒木重樹・安藤勲・佐藤満・石津浩二

A Study of Oiffusional Behavior of Linear and Star Polystyrenes in Poly (methyl methacrylate) 

Gels by I H PUIsed-Field-Gradient NMR Method . 

kazuhito Kami定uchi1， Shigeki Kuroki 1， Isao Ando IぺMitsuruSatoh
l
，2and Koji Ishizu2 

IOepartment ofChemistry and Materials Science， Tokyo Institute ofT，巴chnology

20epartment ofOrganic and Polymeric Materials， Tokyo Institute ofTechnology 

The diffusion coefficients of linear polystyrenes (PSs) and star PSs in poly(methyl methacrylate) 

(PMMA) gels swollen with deuterated chloroform have been measured as a function of the 

molecular weight by pulsed-field-gradient (PFG) IH NMR method， in order to elucidate the 

diffusion of probe molecules in a polymer gel affect巴dgreatly by intermolecular interactions 

between probe molecules and polymer network. From these experimental results， it is found that 

probe PSs in a PMMA gel have two diffusioncomponents that ref1ect th~ network size and the 

polymer size， In the slow diffusion component， the diffusion coefficients of star PSs are quite 

smaller than those of linear PSs with the same hydrodynamics radius. Further， it is found that the 

strength of intermoleculal' interactions between probe PSs and the PMMA network depends on the 

PS size and shape. 

1.緒言

近年、高分子ゲルのネットワークサイズとその分布をゲ、ル中のフ。ロープ分子の拡散挙動

から解明しようとし、う試みがなされている。高分子ゲル中のフ。ロープ分子の拡散運動はプ

ロープ分子とゲ、ルネットワークとの相互作用により強く影響を受ける。ある一つのゲノレネ

ットワークをプローブ分子の拡散実験から評価しようとする際、プロープ分子の選択が重

要になる。プローブ分子として高分子を用いた場合、その多様性から任意の大きさ、形状

のプロープ高分子を選択でき、最適なプロープ分子を見つける三とができると考えられる。

また、ゲル中の様々な高分子の拡散過程を解明することは高分子物理学的に重要である。

本研究では、プローブ高分子として分子量を大きく変えた数種類の、線状ポリスチレン

(PS)及びスターPSを用いた。スターポリマーは代表的な分岐ポリマーであり、全ての分

子鎖の一端が中心の小さなコア部にグラフトした特徴的な構造を持つ。また、ゲ、ルネット

ワークとしてポリメタクリル酸メチル (PMMA)、溶媒として重水素化クロロホルム

CCOCh)を用いた。拡散実験の手法には、パルス磁場勾配NMRCpulse-field-gradient: PFG 

と略記)法を用い、プローブPSの拡散係数Dを求めてその拡散挙動を議論した。

磁場勾配NMR、拡散、ゲ、ル、スターボリマー

かみぐちかずひろ、くろきしげき、あんどういさお、さとうみつる、いしづ、こうじ
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2.実験

2 -1.プロープPSを添加した PMMAゲ、ルの合成

モノマーとしてメタクsリノレ酸メチル (MMA).(1.4 mol/I)、架橋剤としてエチレングリコー

ルジメタクリレ←ト (EGDM). (47;7 m mol/I)、開始剤として 2，2.-アゾピスイソブチロエト

リル (4.6m mol/I)を用いた。モノマーと架橋剤の禁止剤を除去した後、これら上記の分量

で、プローブPS(2wt%)とともに溶媒脱水トノレエンに溶解して、 15分間N2パプリングの後

封管し、 75
0

Cにおいて 1日間ラジカル重合を行し、ゲ、ルを合成した。得られたゲルを 700Cで

真空乾燥した後、 lwt%フ。ロープ、PS重水素化クロロホルム溶液に漫潰して→日おき、平衡

膨潤状態として試料を調製した。

2 -2."パルス磁場勾配NMR法を用いたプローブPSの拡散係数の測定

IH.PfONMR法では、核磁気的な励起状態に標識された分子が移動する平均変位距離の

時間変化を測定するために自己拡散係数Dを決定できる。エコー信号強度A(めと磁場勾配

パラメーターム拡散係数Dとの関係は次式で与えられる。

A(k) ~ 
一一=):1;exp(-kDJ .(k=yγ82(o -(/3)) 唱・ー..ム@パョ，守守(2)
A(O)ー

ここで拡散係数Diの核の分率をJりとした。 A(O)は磁場勾配を印加していないときのエコ

ー信号強度， oはパルス磁場勾配の持続時間、 gはパルス磁場勾配の強度、 Aはパルス磁場

勾配の間隔、 τはRFパルスの間隔、 yは観測核の磁気回転比で、ある。装置には磁場勾配(最

大 1100G/cm)を発生できる磁場勾配ユニットを付属した 8ruker社製 DSX-300分光器を

用いた。

3.結果と考察

3 -1. CDCh希薄溶液中でのプロープPSの拡散

プローブPSのCDCh溶液中でのサイズを求めるために、 CDCh希薄溶液中でのプロー

ブPS(線状PS、スターPS)の拡散係数DoをIHPFGNMR法を用いて求めた。実験結果を
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式 (2)に従ってプロットした図を Fig.lIこ示す。プローブ PSの物性は、以下で得られる

00、流体力学的半径 Rhとともに次ページの Tablelにまとめた。

プロットは全て直線に乗り、COCh希薄溶液中においてプローブPSの拡散成分は l成分

であった。式 (2)に従って近似直線の傾きから拡散係数 00を求めた。希薄溶液中では多

くの高分子鎖は巨視的な剛体球として仮定することができ、その場合の拡散は以下の

Stokes・Einsteinの式に従う。

0
0 
=kT/6πRh 11 c.噌・ C> 守.c.可伊司ー司を.'，.'、 F 阻宥冨号・ヨ宅 (3)

溶媒中における高分子鎖の広がりは流体力学的半径 Rhで表すことができるため、 Rhをプローブ

PSのCOCh溶液中でのサイズとして見積もった。

Table 1. Oiffusion coefficients and hvdrodvnamics radii of probe polvmers in COCh dilute solution 

molecular diffusion hydrodynamic distribution of 

weight coe狂icient radius molecular weight arm M W C 

MJ 00 I xlO・7cm2S" Rh
b 
Inm Mw/Mn

a number per arm 

linear PS 4，000 26.6 1.5 1.04 

19，000 16 2.5 1.07 

29，000 9.9 4.1 1.09 

50，000 6.7 6.0 1.06 

114，000 3.4 11.9 1.08 

170，000 2.8 14.2 1.05 

400，000 1.3 29.9 1.06 

650，000 1.1 35.6 1.06 

star PS 24，000 d 14.2 2.8 1.08 5.8 4，000 

82，000 e 6.8 5.9 8 10，000 

202，000 e 3.8 10.5 8 25，000 

272，000 d 4.7 8.6 1.09 34.1 8，000 

282，000 e 2.3 17.4 8 3久000

375，000 e 1.9 20.7 8 47，000 

aOetermir記dby static light sca社eringusing Zirrim mode in toluene at 25 Oc. 
bOetermined by Stokes-Einsteii1equa首on.

COetermined by gel permeation chromatog即 hy(GPC) in THF as eluent. 

dConsisting ofmicro-gel core. 

eConsisting of octafunctional chlorosilane core. 

3 -2. ゲ、ル中の高分子の拡散

溶媒中における高分子鎖の広がりは上述した通り、流体力学的半径 Rhで表され、数 nmから

数 10nm程度である。この大きさは網目サイズと比較しても十分に大きいためゲル内のプ

ローブ高分子はネットワークからの相互作用を強く受けながら拡散しており、その拡散挙
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動は非常に興味深い。ゲ、ル中を拡散する線状ポリマーは、そのサイズが網目サイズよりも

小さいと溶媒との流体力学的な相互作用が支配的な拡散挙動を示し、網目サイズよりも大

きいと網目鎖との絡み合いによるより強し、相互作用が支配的な拡散挙動を示すと考えられ

ている。磁場勾配NMR法を用いた拡散測定を行し、 (Fig.2(a))、前者の拡散挙動が拡散係数

10.6'-""'10九m2s・lの速い拡散成分、後者が拡散係数 10.7，-....，10九m2s-lの遅い拡散成分として表

れることを見出した。さらに、ポリマーサイズを大きくしていくと、相対的に小さな網目

の割合が増えるために、遅い拡散成分比が増加していることが観察できた。また、プロー

プポリマーとしてスターポリマーを用いた場合、形状による拡散挙動への影響が表れ、遅

い拡散成分が線状ポリマーの遅い成分よりさらに遅く、拡散係数が 10九m2s'lのオーダーで

あった (Fig.2(b))。これは、スターボリマーのコア付近の準希薄~濃厚領域がサイズの小

さな網目と非常に強く相互作用するためと考えられる。詳細は発表にて述べる。

(a) 

o 

ミ-1.5
〈
口 -2 

。 一←ーてstarPS (Mw=24，OOO). 
画一一一-~ 一，..-1

---star PS (Mw=81 ，600) (b) 

-B-star PS (Mw=202，400) 

o 

S川
、.〆;

-<: 
E ・2十

・2.5~、1

・3L一一一← ー← ... ーム -----1_______l 

o 2 3 4 5 6 

lld-(δ-ol3) / 107cm九!

Fig. 2 The plots of ln[A(の/A(O)]for (a) linear PSs and (b) star PSs in a PMMA gel.with 
CDCh as solvent against y2g28-(I'._&3). 

一 283ー



2P086 超偏極Xe-129を用いた拡散係数の測定と

多孔質微粒子の特性評価への応用

(販大院医) 0金子暁里 木村敦臣 藤原英明

Measurements .of Diffusion Coefficient and Characterization 

of Porous Media Using Hyperpolarized Xe-129 

A. Kaneko. A. Kimura. H. F吋iwara

Division of Medical Physics and Engineering， Graduate School of Medicine， 

Osaka University， Osaka， Japan 

Hyperpolarized Xe-129 NM R.enhanced in the sensitivity by the order of four or five in magnitude. 

has been a one of powerful tool to characterize porous media. This study repo同sthe diffusion coefficient 

of hyperpolarized Xe-129 in porous media. If xenon is embedded in porous media. the di仔'usioncoe仔icient

is expected to show considerable dependence on diffusion time (企).The time-dependent diffusion 

coefficient may be extended to obtain the morphological information of porous media. 

【序論】

我々はこれまで超偏極Xe-129を自作装置により生成し、棒々な報告を行ってきた。昨年度の討論会

においては2D-EXSYを用いて、2サイト間(パJレクの超偏極 Xeガス相と超偏極 Xeの多孔質微粒子吸

着相)の交換速度定数の測定について報告した1)。 今回は、超偏極Xe-129を多孔質微粒子に適用し、

パルス磁場勾配を用いて拡散係数を測定し、その構造的特性を検討したので報告する。

Cavityを有する物質においては、cavity構造の規則性やサイズ分布が物性に影響を与えるため、構

造情報取得のため様々な測定法が提案されてきた。超偏極 Xe-NMRを用いたこれらの測定法につい

ても、化学シフトの関係から細孔径を推定する試みが行われている2)。

また、熱平衡 Xeガスを粒子径 0.lmm-4mm程度のガラスビーズに適用し、拡散時間Aを変化させて

拡散係数を測定すると、観測時間Aの増加に伴い;幾つかのパラメータに依存して減少することが報告

されている3)。本研究においては、超偏極 Xeを用いてμm単位の粒子径の場合において拡散時間

(A)依存性拡散係数の測定を試みた。

【実験】

超偏極Xeー129はFig.11こ示す自作装置(Fig.1)で

生成、供給した。 Rbを蒸着させたガラスセルをマグ

ネットの漏れ磁場が120gaussとなる位置に配置し、

110
0
CIこ加温し、 Coherent製GaAIAsダイオードレ

ーザアレイ(FAPシステム)により出力90W、795nm

の円偏光レーザーでRbを偏植させた。 XeガスはXe

-129天然存在比含有(26.4%)を1気圧で使用した。

キーワード:超偏極 キセノン 拡散係数

かねこあかり、 きむらあっおみ、 ふじわらひであき

Sample 

Fig.l Schematic diagram ofhype!polarizing system 
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測定はVarian製 INOVA-400WBNMR分光器で、 DotyScientific製 ImagingProbe (Litz Coil)(こより

パルス磁場勾配を発生させ、シーケンスはVarianPFGSTEを使用した。測定周波数110.549MHz、温度

26.5:t0.10Cで、あった。サンプルはしC用全多孔性球状シリカゲル(富士シリシア化学)、粒子径75-150μ

m、平均細孔径52.4[nm]を使用した。拡散係数は In[A(g)1Ao] =ーDrγδ2(b.-δ13)より算出した。

【結果と考察】

拡散時間企=0.1-1.0[msec]において縦軸にIn[A(g)1Ao]、横軸にr2g!δ2(b.ーδ13)をプロットすると、

Xe原子がシリカゲルの細孔内に閉じ込められており、複数の拡散成分が存在すると予測される信号減

衰を得た(Fig.2)0 Xeガスの自己拡散係数は 5.65X 10-6 [m2/sec]であり、この拡散時間企においてXe

の 3次元上の根平均二乗距離が約 60-180μmとなる。シリカゲルの粒子径と Xeの根平均二乗距離

がほぼ等しくなることから、今回使用したシリカゲルの細孔構造と何らかの関連があることが予想される。

D 
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また、Xeの根平均二乗距離がシリカゲルの粒子径より大きくなる 10-100 [msec]において伺様にプ

ロットすると、信号減衰はほぼ直線となり、拡散成分は 1成分であることが示唆された(Fig.3)。これは、

バルクの Xeガスに由来すると考えられる。今後は、構造が規則的でサイズ分布の異なるサンプルを選

択するとともに、細孔の構造に関連するパラメータに関して詳細な検討を行う予定である。
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Fig.3 Signa1 副叩uationplots from PFGSl宜N五位di踊JS10nは p出m叩.ts
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【参考文献}

(1 )若山哲也、木村敦臣、藤原英明、第 42回 NMR討論会要旨集 pp158 (2003) 

(2) 粛藤公児、藤原英明、木村敦臣、第 42回 NMR討論会要旨集 pp424(2003) 

(3) R.W. Mair， P.N. Sen， et al.， J Magn. Reson. ，156，202-212 (2002) 
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3P087 岡体NMRによる茶カテキン類と脂質膜との相互作用の解析

(静岡県大食栄¥横浜国大院工 2、姫路工大理 3、三井農林食総研 4)

O熊津茂則加治屋勝子L内藤晶斉藤肇辻暁三谷生道一七
鈴木H士幸〈南条文雄〈中山勉 l

Studies on interaction oftea catechins with lipid bilayers by solid-state NMR 
I School of Food and Nutritional Sciences， University of Shizuoka 
2Graduate School ofEngineering， Yokohama National University 
3Department ofLife Science， Himeji Institute ofTechnology 
4Food Research Laboratories， Mitsui Norin Company 

Shigenori Kumazawal， Katsuko KajiyaI， Akira Nait02， Hazime Sait03， Satoru Tuzi3， Michikazu 
Tanio¥ Masayuki Suzuki¥ Fumio Nanj04， and Tsutomu Nakayama1 

The biological activities of tea catechins巴valuatedby in vitro experiments ref1ect various 
chemical factors such as the affinity for cell membranes and the amount incorporated into the lipid 
bilayers. We investigated that int巴ractionof tea catechins with lipid bilayers measured with Iiposome 
systems to estimate their affinities for cell membranes. However， the interaction of catechins with 
membranes has not been directly observed， and the site and the orientation of catechins in 
membranes of phospholipids have been unknown. We studied the interaction of epigallocatechin 
gallate (EGCg) with. model membranes by solid-state 31p and 2H NMR spectroscopy. Further， we 
investigated the molecular orientation of EGCg in membranes using the magnetically aligned 
phospholipids bilayers (bicelles). 

[序論]緑茶に含まれるカテキン類は、抗酸化作用、ガン細胞増殖抑制作用、インフルヱ

ンザウイルスの不活化、。田157やピロリ菌を含む広範囲な細菌に対する抗菌活性などが報告

されている。カテキン類の作用機構に関しては、そのターゲットが動物細胞・ウイルス・

細菌いずれの場合も、第一段階として細胞膜やリン脂質への作用(吸着や取り込み)が考

えられる。しかし、この作用機構に関する研究は少なく、カテキン類の脂質膜への親和性

や生体膜中での状態が明らかになれば、細胞内動態や生理活性機構の解明が一段と進み、

機能性成分としてのカテキン類の利用がさらに拡大すると考えられる。

我々はすでに、リポソームを用いてカテキン類の脂質膜への取り込み量を測定する方法

を開発し、報告した 1)。そして、この方法を応用して、カテキン類の脂質膜における位置や

膜の物性に対する影響も一部調ベることがでで、きた 2，3ヘ3
どのような状態でで、存在しているか点については依然不明のままであつた。

そこで、本研究では茶カテキン類と脂質膜との相互作用を、さらに詳細に解明すること

を目的に、国体NMRを用いて解析を行った。

{実験方法]

茶カテキンとして、代表的な成分の一つであるエピガロカテキンガレート(EGCg:

epigallocatechine gallate)を用いた。なお、 2H・NMR測定のため、日Ij途 EGCgの4位を 2Hでラ

ベル化した 2H-EGCg([ 4-2H]EGCg) も化学合成した(Fig.1)。これらの EGCg試料を、中性

リン脂質DMPC(dimyristoylphosphatidy1choline)より調製したリポソームに組み込み、国体
31p_NMRおよび2H-NMRを測定した。さらに、脂質膜に取り込まれた EGCgの分子配向情

報を得るため、自発磁場配向膜の一種であるパイセル膜を用いた解析も試みた。パイセル

膜は2種類のリン脂質 (DMPC: DHPC=3 : 1)を用いて調製した。なお、すべての固体NMR

測定は ChemmagneticsCMX-400を用いた。

キーワ}ドカテキン、リポソーム、脂質膜、国体NMR、パイセル

くまざわしげのり、かじゃかっこ ないとうあきら、さいとうはじめ、つじさとる、

たにおみちかず、すずきまさゆき、なんじようふみお、なかやまっとむ
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【結果と考察]

脂質側の変化を調べるため、 31pのNMRを測定し、これらの異方性を観測した。膜の構

成成分である DMPCのみの場合に比べ、 EGCg添加により 3Ip_NMRスベクトノレの線幅の減

少を確認した。これは、 EGCgが脂質膜中に存在することによって脂質のリン酸基の運動性

を変化させていることを示している。この 31p_NMRの結果より、 EGCgは膜表面に付近に

存在して、リンの運動性に影響を及ぼしていることが考えられた。

次に、脂質膜中における EGCgの状態を明らかにするため、 2Hでラベルした EGCg

([4-2H]EGCg)をプロープにして 2H-NMRを測定した。 [4-2H]EGCgだけの場合と DMPCリ

ポソームに[4}H]EGCgを組み込んだ場合の固体2H-NMRスベクトルを比べ、四極子分裂幅

が[4JH]EGCgだけの場合よりも小さくなっていることを観測した(Fig.2)。この 2H-NMRの

結果からも、 EGCgは確実に膜に作用していることが明らかとなったの。

さらに、 [4-2H]EGCgを組み込んだ、パイセル膜の国体2H-NMRスベクトルは、パウダーパ

ターンの垂直成分に相当する配向線のみを示した。この結果より、 [4-2H]EGCgは膜に対し

て 1種類の分子配向を示すことが明らかになった。また、 2H-NMR測定の際、四極子エコー

法におけるパルス系列の tの遅延時間を様々に変えて測定したところ、国体 2H-NMRスベ

クトルの分裂幅に変化が認められたため、 [4-2H]EGCgと膜との結合の強さに分布があるこ

とも判明した。さらに、脂質膜に結合した[4-2:fI]EGCgは、 C-2Hが運動の対称軸である膜
法線から 48度傾いて回転する動的に配向した状態をとることも明らかになった。

1: R=H 

2:R=2H 

主{

♀ 

Fig.1. Structures ofEGCg (1) and 
[4-<H]EGCg(2). 

【参考文献1

(a) 

kHz 

Fig.2. 2H-NMR Spectra of [4-2H]EGCg in 
the DMPC liposomes (a) and solid phase (b). 

1) T. Hashimoto， K. Kumazawa， F. Na吋0，Y. Hara， and T. Nakayama， Biosci. Biotechnol. Biochem.， 
63，2252・2255，1999.
2) K: Kajiya， S. Kumazawa， and T. Nakayama， Biosci. Biotechnol. Biochem.， 65， 2638・2643，2001.
3) K. Kajiya， S. Kumazawa， and T. Nakayama， Biosci. Biotechnol. Biochem.， 66， 2330・2335，2002.
4) S痩 Kumazawa，K: Kajiya， A. Naito， H. Saito， S. Tuzi， M. Tanio， M. Suzuki， F. Na吋0，E. Suzuki， 
and T. Nakayama， Biosci. Biotechnol. Biochem.， 68， 260・265，2004.
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lP088* 磁場勾配NMR法によるチャンネノレキャピティーを有する

ポリエステノレ中のガス分子の拡散過程の研究

(東工大院理工) 0松井政徳、山被祐治、黒木重樹、安藤勲、付凱、渡辺順次

Di前sionprocess of gases in polyester having channel cavities as studied by field-gradiertt NMR method 
(Department ofChemistry and Materials Scierice， Tokyo Institute ofTechnology) 
Masanori Matsui， Yuji Yamane， Shigeki Kuroki， Isao Ando， Kai Fu and Junji Watanabe'， 

Diffusion coefficients of probe inethane and ethane molecules in the direction parallel and perpendieular to the 
cylindrical chahnel cavity axis have been successfully measuredby pulsed field-gradient spin-echo 'H NMR 
method， in order to elucidate the inside nature of the cylindrical channel cavity from the diffusion coefficients. 
From these experimental results， it is found that diffusional behavior of methane and ethane molecules is 
strongly restricted by channel cavity. Further， as probe methane and ethane molecules diffuse in the direction 
perpendicular to the cylindrical channel cavity axis， it is suggested that the wall ofcylindrieal chanrtel cavity 
takes some detects. Then it is found that probe ethane molecules are difficult togo thought the defects in the 
wall ofthe cylindrical channel cavity comparedwith probe methane inolecules. 

【緒言] 高磁場勾配発生プロープシステムを用いることにより、極めて小さな拡散係数

10・"cm2/sの計測が可能になり、この高磁場勾配NMR法は高分子の拡散過程を研究するための有

力な手法であることを示してきた。本研究では磁場勾配 NMR法を用いてスマートメンブレン材

料の新しい解析法の開発を行った。

スマートメンブレンとして大きな発展の

可能性の高い、炭素数 (n)が 12以下のか

アルキル側鎖を有する poly(p・biphenylene

terephthalate) (PBp下On)(図 1)は、剛直な芳

香族主鎖と柔軟なかアルキル側鎖との相互

作用によりカラムナー相、ネマチック相、等

方相を形成する。なかでもカラムナー相は、

直径約3nmのチャシネルキャピティーを有

することが明らかになっている l。そこで、

十回ペ:ι引
R ~ n-CnH'n+' 

Fig. I Structure of poly(p-biphenylene terephthalate) 
with long n-alkyl side chain attached to the terephthalate 
IDmety. 

本研究では、チャンネノレキヤビティーの性質・機能を明らかにするために、 PBp下012のカラムナ

ー相のチャンネルキャビティー内部にプロープ分子としてメタン分子およびエタン分子を充填し、

高磁場勾配 NMR法を用いて、チャンネルキャビティー内部のプローブメタン分子およびエタン

分子の拡散係数の計測を行った。特に、本研究においてはチャンネル軸に平行および垂直方向に

拡散するプロープメタン分子およびエタン分子の拡散係数を通してチャンネルキャビティー内部

の高精度解析を行っている。

【実験1
拡散係数の計測には磁場勾配(最大 1100G/cm)発生プロープシステムを装備した Bruker社製

DSX・300NMR分光器(共鳴周波数300MHz)を用い、パルス磁場勾配スピンエコー (PFGSE) lH 

NMR 法より行った。拡散係数は、

ln[A(G)ん4(0)]=ヴ2do2D(d-O/3) (1) 

の関係から決定した。 lHの化学シフトは部分的に重水素化された H20の信号(4.72ppm)をTMS基

準に換算した。

測定に用いた高配向 PBp下012はネマチック液晶下(l60
0

C)において延伸した後、室温で放冷

し、繊維状にし、チャンネル軸を繊維軸と同方向に配向させた。そして、繊維軸が NMR管に対
して平行および垂直に向くように置き、チャンネル軸に平行および垂直方向に拡散するフペローブ

メタン分子およびエタン分子の拡散係数の計測を行った。プロープ、メタン分子およびエタン分子

[keywordsl高分子エステノレ、チャンネIレキャピチィー、磁場勾配NMR、拡散係数

まついまdのり、やまねゅうじ、くろきしげき、あんどういさお、ふがい、わたなべじゅんじ
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は、高配向 PBp下012を真空ポンプで吸引した後、メタンガスおよびエタンガスを注入Jしチャン
ネルキャビティーに充填させた。

[結果・考察} 図2は室温、 d=6ms、8=2ms、G= 0~1100 G/cmで測定されたチャンネル軸
に垂直方向に拡散しているプロープメタン分子の PFGSE'HNMRスベクトルである。 G=0 G/cm 

のスペクトルにおいて、 2.5 ppmに繊維聞に存在するメタンガスの信号と 0.5ppmにチャンネル

内部のプロープメタン分子の信号が現われた。プロープメタン分子の信号はGが増加するにつれ

徐々に減衰している。これは、チャンネル内部でプローブメタン分子がチャンネル軸に垂直方向

に拡散していることを意味する。図 3は、 ，/0282(o・8/3)に対して 0.5ppmの信号の強度比

Inμ(G)IA(O)]のプロットである。この直線の傾きから決定した拡散係数Dムは0.65xl0・7 cm2/sであ

る。また、室温およびd= 6 msにおいて計測されたチャンネル軸に平行方向に拡散しているプロ

ープメタン分子の拡散係数 DIIは4.2x10-7 cm2/sである。これらの値はメ夕ンガスの拡散係数 0.2

cmL勺治/ゐsと比較すると非常に小さな値でで、ある。このことから、チャンネルキヤビティー内部でメタン
分子の拡散は強く束縛されていることが明らかlこなった。また、 DIIがD.dこ比べて約6倍大きいこ
とは、チャンネル内部のプローブメタン分子の拡散が異方的であることを示す。また、チャンネ

ル軸に垂直方向に拡散することから、プローブメタン分子は隣接するチャンネルキャピティーに

移動Lていることが明らかになった。さらに、これはチャンネルの壁にメタン分子が通過できる

サイズの欠陥が存在していることを示唆している

2.5 ppm: methane gas 

1'---
lO5ppm:POMeth…ω 

IIOOG/cm 

一一一一 r-~"""'"ーァー?一一一 O
20 IO 0 -10 ppm 

Fig. 2 PFGSE IH NMR spectra of probe 
methane molecules inthe direction perpendicular 
to the eylindrical channel cavity axis on d = 6 ms 
by varying field-gradient strength(G) at 250C. 

。

芦 -0.5
<:> 
} 
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Fig. 3 Diffusional spin echo attenuation of 
probe methane molecules in the direction 
perpendicular to the cylindrical channel cavity 
axis on d. 6 ms by varying field-gradient 
strength (G) at 250C. 

室温において、 d= 6 msで計測されたチャンネノレ軸に垂直方向に拡散しているプローブエタン
分子の拡散係数D.Lは0.095xl0・7cm2/sである。一方、平行方向の拡散係数DIIは 2.9x10-7 cm2/sとな

り、プローブ、メタン分子の拡散係数と比較すると両方向とも拡散係数が小さくなっている。特に、

チャンネル軸に垂直方向のプローブ、エタン分子の拡散係数は小さくなる。このことから、プロー

ブエタン分子はプロープメタン分子と比較するとチャンネルの壁の欠陥を通過しにくくなり、隣

接するチャンネルキャピティーに移動することが困難になることが明らかになった。また、プロ

ープメタン分子の拡散の異方性はDII/Dム=6.5であるが、プロープエタン分子の異方性はDII1 D.L 
=31となり非常に大きくなっていることが明らかとなった。

[Referencesl 1) K. Fu， N. Sekine， M. Sone， M. Tokita and J. Watanabe， PolymerJ.， 34(2002)291. 
2) M. Matsui， Y. Yamane， S. Kuroki， I. Ando， K. Fu and J. Watanabe， J.Mol.Struct， in press(2004). 
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2P089 多孔性コバルト錯体結晶中の水クラスターの構造とダイナミクス

(筑波大院数理・阪市大院理 a・九大院理人阪大院理。)

O石丸臣ー・中村良平 a・田所誠九長尾祐樹 b.• 
北川宏九中筋一弘 c

Structure eind Dynam i cs of Water-:::-C 1 uster Constructedi I'l-M i croporous Cobal t了

Complex Crystals 

(Univ;of Tsukuba，OsakaCity Univ， KyushuUniv，Osaka Univ) 

S. Ishiman!， R. Nakamura， M. Tadokoro， Y. Nagao， H. Kitagawa and K. Nakasuji 

Dynamics of water molecules included in crystals of aCo-cαntl ex compound. 

[CQ(Hbim)3lCTATC) was studied by sol id-state 2H NMR. The 2H NMR ~pectrum 
at room temperature showed anextremely narrowed peak _ indicating 

1 iquid-I ike behavior of the water molecules in the compound. Molecular 

motions of the 2H20 in the specimen seemed to freeze around 250 K. 

【序】

細孔性国体はその体積に比して非常に大きな容積及び表面積をもち、様々な

分子を取り込むことが出来るため、エネルギー貯蔵用媒体、不均一触媒などに

応用され活用されている。また、異方性の高い細孔空間は、バルクの物質では

実現困難な新Lい物性を発現させるための物質設計場としても注目を集めてい

る。細孔性固体にはポーラスガラスや活性炭などの非晶質国体やゼオライトな

どの無機高分子が良く知られているが、近年、金属錯体を用いた新しい細孔性

物質が合成され、研究が進められている。これらの物質は、上記の無機高分子

園体とは異なり、フレキシピリティの高い有機配位子を用いていることにより

動的に細孔サイズや形状を制御できるという優れた特質を持っている。

田所らは、細孔性コバルト錯体 tri s (2， 2'ーbiimidazolate) cobalt (111) 

1 ， 3;5~benzenetricarboxylate ・7水和物 ([Co(Hb i m)3] (TATC) '7H20)を新たに合

成し、この錯体結晶中に存在する結晶水がコバルト錯イオンとアニオンによっ

て形成される一次元細孔肉で鎖状構造をとっていることを明らかにした。この

細孔中における水分子は4核クラスターを形成し、スピロタイプの一次元鎖構

造をとっており、各々の水分子は4面体の各頂点にディスオーダーじたプロト

ンが存在する。そこで本研究では、重水素化した[Co(Hbim)aJ(TATC)・7H20を取り
上げ、結品中に存在する水分子のディスオーダーに関する詳細な情報を得るた

めに2HNMRスペクトル測定を行ない、水分子の動的挙動に関して検討した。
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【実験】

試料は重水中で合成を行ない、 [Co(2HbTin)3](lATC)・72H20を得た。得られた試

料は、少量の重水とともにガラス管に封入し、 NMR測定詰料とした。

2H NMR測定はBruker社製MSL-300NMRシステムを用い、 160Kから 293Kの

温度範囲で行なった。

【結果と考察】

vlkHz 

v/kHz 

Fig.l暁D1peraturedep~ndence οf 

2H"， NMR， spectrllD1 'measured on 

polycrystalline [Co (2Hb ，Im)3]， (T ATC) . 

72H20. 

得られた2HNMRスペクトルの温度変

化の様子をFig.11こ示す。室温(293K)'

では、スペクトルは先鋭化Lた一本の

吸収線を示し、細孔中の水分子が液体

と同様に速い等方的国転、並進拡散を

行なっていることが明らかとなった。

‘また、吸収線が一本のみ観測されたこ'

とから、結晶外部に存在する少量の水

と結品細孔肉の水の閣に速い交換がゐ

起こっていることが示唆される。'270K 

付近では、中央の先鋭化した吸収練に

句加えて、非常に幅の広い成分が観測さ

れた。幅の広い成分の線幅はほぼ重水

氷のtHNMR線幅に一致しており、結晶宮

J 外部の自由水が濠結したものと考え

られる占また、中央のシャープなピ一、

クの化学シフト値が室温でのスペク

トルのそれとは異なっているが、これ

は結晶外部の水との交換が遅くなっ

たためではないかと考えられる 220K 

以下では線形の変化は見られず、その

目線幅及び線形から rigidな重水分子に

帰属することができる。

また、 160Kでは磁化の回復が非常

に遅く、縦緩和時聞は100秒程度にな

っているものと推測された。
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3P090 SQ， OQ-NMRによる唾液成分の insituスペクトル測定
若年健常女性の日内変動の解析

O高橋征三井村桂子荻野孝史山口行治 3

1日本女子大学理学部物質生物科学科、 2国立精神神経センター神経研究所， 3ファ

イザー(株)クリニカルテクノロジ一部

In situ SQ-and DQ-NMR Spectra of Metabolites in Saliva. Analysis of Dai1y Fluctuation 

in Healthy Young Females. 

Seizo Takahashi 1， Keiko Imura 1， Takashi Ogin02， Yukih訂uYamaguche 

1. Dept. Chem. & Biol. Sci.， Japan Women's Univ. 2. Natl. Inst. Neuroscience， NCNP， 

3. Dept. Clinical Technologies， Pfizer Inc. 

High-resolution SQ司 andDQ)H NMR of fresh and intact saliva was investigated to get 

insight into the intralinter variance of healthy young females. Saliva of over 300 samples 

was collected for a model system of "drug response" to internal hormones. Signal intensities 

varied with time as well as the presence of macromolecules. Salivary pH did not affect to 

the chemical shift of organic acids. DQ叩 ectraobserved singlets from Acetate and FQrmate. 

The results suggest the interactions of them with macromolecules. The spectral intensities 

among samples scattered following a log-normal distribiltion. Tlie daily fluctuation was 

larger in DQ-than in SQ-spectra， such as the mean increase of lactate and decrease of 

acetate after meal. Multivariate analysis such as Chemometrics is underway to overcome the 

large variance among samples comparing to the mean fluctuation. 

月経周期はホルモンという一種の生理活性物質による生理反応である。本研究は、唾液が薬物応答

のバイオマーカーとして使えるかどうかを検討すると同時に、生理反応の個体間/個体内における変

動の理由を理解することを目的とした。

唾液はほとんどが体内に再吸収されるという意味で、体液としては血液と尿の中間に位置する。し

かし唾液成分は変動が大きいだけでなく、唾液中の薬物濃度は必ずしも血中濃度と比例関係にないこ

とから、あまり診断材料としては使われない。いすっぽう血中濃度と組織中の薬物濃度どの関係はほと

んど知られていないことも事実である。唾i伎は、唾液腺という組織を通して血液成分が選択的に通過

する系であると考えると、体内組織や器官中の薬物動態を探るモデ、ノレ系として考えることができょう。

唾液は有機酸などの低分子だけでなく、アミラーゼなどの高分子も同時に分泌されている。しかし

従来、唾液の NMRではこれらの高分子の存在はまったく無視されていた。これらの高分子成分は低分

子成分と何らか相互作用すると考えられ、我々はできるだけ唾液を無処理で測定し、唾液が脳組織等

の MRSを理解するモデル系として使うことを試みた。分泌された高分子成分の一部は時間とともに変

成し沈澱する。そういう意味で無処理の唾液は生体系のNMRと同等の難しさがある。

キーワード: 唾液、二量子遷移、相互作用、対数正規分布、日内変動
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{実験} 20-24才の健常な女性 30人を選び、毎日の基礎体温のデータから高温期と低温期に各1回ず

つ1日5回、合計300の唾液を採取した。採取時間は以下のとおりである。、

1. 6:30-8:00 2. 10:00-10:40 3. 11.30-12:00 4. 13:00-13:30 5. 15:00-15:30 

唾液はサリベットT¥Iを用い、綿に唾液を十分に浸潤させたあと、 3000rpmで遠心してろ液を集めた。

潜血やpHの測定は試験紙を用いた。ろ液は5剛のNMR試料管lこ380uL秤取し20uLの重水を入れ、Bruker

AMX-400WBで測定した。標準的な測定条件はつぎ、の通りである。

NS=64， TR=5s， TD=16K， FR=400MHz， SW=10ppm， TE二298K

[結果と考察] 1.経時変化

図1に示すようにスベクトル強度は2日にわたって増大し

た。この試料はサリベットを通さずに唾液を直接に NMR試料

管に入れて測定したが，試料は時間とともに沈殿を生じた。

試料中の高分子成分を超遠心で除去すると，スベクトル強度

の変化は晃られなかった。サリベットを通すと強度変化はや

や緩やかになった.また同一サンプルについて SQとDQスベ

クトルを交互に測定した結果，スベクトルの挙動は必ずしも

平行関係にないことを確認した。この結果から，唾液試料は

採取後から測定までの時聞が強度の再現性を得るために重要

な因子となることが分かつた。

関1(b)のDQスベクトルで一番大きい信号は酢酸メチル基

の信号を示す。つまり唾液中ではSQでしか観測されないは

ずのsingletピークが観測された。この結果は，唾液中の酢

酸が高分子成分と動的な磁気交換をすることを意味する。ギ

酸についても同様の結果を得た。

2.pH滴定

唾液の pHは主に唾液中に分泌される重炭酸イオンの濃度

に支配されることが知られている。 pHの測定は試料作成の

時間的制約から p'H試験紙を用いた。図2に示す通り、新鮮

な唾液ではpH変化に対して酢酸メチル基の化学シフトは有

意な変化を示さなかった。

コントロール実験として唾液にNaOHとHClで滴定した

結果にHill係数を入れたHendersonの式にフィットしたもの

を曲線で示す。溶液中の酢酸に比べて pKaは約 0.4高く、

Hill係数は約1.5であった。

この結果は、唾液中の酢酸が高分子と強く結会し、観測さ

れる化学ソフトが大きく影響されることを意味する。同様な

結果はギ酸においても観測された。

3.化学シフトの分布

300個の NMRスベクトルについてデータの分散を調べる
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Fig. 1 Timedependent intensity 

change over 2 days.of (a) SQ 

and (b) DQ spectra. Note that 

the largest peak is derived of 

acetate methyl. 

Acetate 

i;;[判
Fig.2 Chernical shift of acetate 

methyl resonance against pH 

difference of salivary samples. 
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Excelに集計した。その結果の一部を使い JMPで統計解析を行った。

NMR測定は水のピーク位置を基準にして化学シフトを補正した。

分布は正規分から系統的なズレが観測されたが、酢酸のメチル基のヒ

ストグラムは2種類か3種類の分散と平均から構成されているように

ために matNMRを使ってピーク解析を行い、

" . 
見える。正規公布からの系統的なズレはすべてのピークにおいて観測

された。つまりこの結果は、唾液中の成分は2種類以上の環境下にあ

ることを示唆する。
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Fig.3 

cal shift of acetate methyl. 

一図 4は上に正規分位点、プロットを、下に酢酸メチル基の強度のヒ

ストグラムを示す。 (a)の横軸は強度の値に比例したスケールで示

し、対数正規分布でフィットした曲線を挿入した。 (b)は閉じデータ

について横輸を強度の対数値に比例したスケールで示した。 (b)の正

規分位点のプロットから、酢酸の強度分布は対数正規分分に従うこ

とが示された。この結論は、解析したすべてのピークについて成り

立っていた。さらに aliphatic領域の積分値について解析したところ、

正規分布と対数正規分布の中間にあった。この事実は、ノイズは正

規分布に従い代謝物質の濃度は対数正規分布に従うことで理解でき

4.強度分布
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したがって生理条件下における生体反応は、細胞内物質の濃度で

なく相対濃度に比例してフィードパックコントロールを受け、代謝

されている、という結論になる。さらに重要なことは、複数のサン

プルからの観測値の平均は、相加平均でなく、相乗平均すべきこと

である。 aliphatic領域の解析から、実験精度が推定ーできる場合は、

相乗平均と相加平均の convolutionを行った方がより望ましい。この

結論は、多くの動物実験におけるデータ解析に再検討を迫ることに

なる。相加平均を使うと、平均値は常に大きめに評価され、ほとん

どの場合、分散分析は無意味な結果を与えるからである。

5.aliphatic領域の主催解析

周波数領域でピークが観測される領域を選択した。

高分子成分からの信号も含まれていると考えられる。

この領域には

これらを分離 -m-→・
しないで、スベクトル全体についてサンプルの傾向を掴むために

Fig.4 Distribution of intensi-

ties of acetate methyl under 

(a)normal and (b) log scale. 

MA1LABのアプリケーションプログラム PLS_Toolboxを使用して

主f直解析を行った。 4の結果から、スベクトルの強度は予め対数変

換を行ったが、主値解析には影響しないことが分った。

図5に示すように、サンプルを高温期と低温期の 2群に分けたと

き、両者に有意の左は見られなかった。両群とも共通したパターン

が見られたが、これは唾液を採取した時期、つまり気温が影響した
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ものと思われる。基礎体温にも外気の変動の影響が観察され

た。つまり被験者の経験する気温が生理反応の変動要因とな

ることを示唆する。

6.SQとDQの強度の解析

図1に示したように、唾液中ではDQでも酢酸やギ酸のピ

ークが明陳に観測される。 DQスペクトルは積分強度がゼロ

になるので、絶対値表示のもとでの面積強度を評価した。

DQスベクトルも強度は対数正規分布に従った。そこで対数

強度の相関をとると相関係数は0.73であった。つまり SQの

信号強度と DQの信号強度が比例するという当然の傾向が伺

われた。つぎにそれぞれの信号強度と強度比の相関を調べた

ところ、図6に示すように、 SQとの相関が0.08にたいして

DQとの相関は0.72で、あった。また強度比の平均から唾液中

の酢酸のDQスベクトル強度はSQの5%弱であることがわ

カミる。

この結果から、 SQとDQの信号強度比はSQの信号強度

とはまったく独立の情報を与えると期待される。この信号

強度比は唾液中の物質が高分子成分と相互作用している程

度を伝えるレポータになるかもしれない。

7.今後の展望

一般にNMRで生体内の薬物の信号を直接捉えることは

期待できない。しかし薬物応答の結果は代謝物の量的変動

として現れ、しかも特定の代謝物でなく代謝物全体の摂動

として現れる可能性が高い。 NMRは未知の物質を含めて多

成分を同時に定量できるだけでなく、限定的ではあるが無

侵襲的に臓器や組織内の成分を測定できる要素技術はすで

に存在する。

今回の結果からも明らかなように、単純な統計解析では

個体問/個体内変動を越えて月経周期と同期した成分の変動

を捉えることが極めて難しい。本研究では300サンプルと

いう多数の試料を、制御された環境下で収集した。今回の

デ}タから目的の有意な結果を出すためには、従来の統計

解析を越えた新しいアプローチが必要となろう。

現在、従来のピーク解析による成分分析が進行中である
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Fig.5 PCA analysis of aliphatic re-

gion of samples. Group of 1・150be-
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low temp period of menstrual cycle. 
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Fig.6 Correlation of intensity ratio SQ/DQ 

against (a) SQ and (b) DQ intensity. SSQ is 

・0.04and -0.72， respectively. 

が、一方で主値解析に代表される Chemomctricsによる多変量解析や、作業仮説モデルによる制限条件

っき最少自乗法を試みる予定である。高次元の位相空間内で個体を定義し、個体の薬物応答を位相空

間の座標変化で追跡するモデル構築が今後の大きな課題である。
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lP091 国体高分子における拡散の次元性と局所磁場勾配

~超演算子フーリエスベクトル法による NMRスピンエコー強度の計算~

(東工大院生命理工)0浅川直紀*，松原清彦，井上義夫

Low Dimensional Lattice Diffusion in Solids Investigated by 

Nuclear 'Spin Transverse Relaxation Time .Measurements: 
Analysis of NMR  Spin Echo Amplitudes by Superoper叫 orFourier Spectrum Method 

Naoki Asakawl!， Kiyohiko Matsubar乱， andYoshio Inoue 
Depαrtment of Biomolecular Enginee円叫仏 To旬。 Instituteof Technology， 
4259 Nαgαtsutα-cho， Midori-ku， Yokohamα， K，αnα9α切α226-8501，JAPAN， 
email: nαsakα切α@bio.titecんac.jp，Phone: 045-924-5196， FAX:045-924-5821 

We have explored internallocal magnetic field gradie凶s(ILMFGs) in so!idsby nuclear r同 ngetic
resonance(NMR) transverse児 laxationtime measurements. The Fourier-speι:tral method was em-
ployed in order七osolve the B1och-Torrey equ品.tionwith arbitrary magnetic field gradients in one-
and two-dimensional lattice restrictions. 

絡言

園相での輸送現象は材料の物性を決める重要因子の
一つである.例えば物質拡散を例に挙げると，気体透
過膜，発砲材料，細胞培養用基材，オイルシェルなどの
ボーラス材料中の物質輸送や?イオン伝導体・パイ共
役系高分子などの導電材料中での電荷輸送あるいは励
起子の拡散や，フェルミ液体あるいは朝永ーラッティン
ジャー液体といった量子液体などである.また，構造
不整や準秩序構造の動的構造変調波や，空孔拡散のよ
うな格子欠陥の拡散も輸送現象の一種である後者の
方は物質拡散ではなく，分子構造などの情報の拡散と
いうことができる.

我々は，固相での輸送現象を調べるために，原子核
のスピン状態間のコヒーレンスの寿命，すなわち横緩
和測定により輸送現象をとらえるをこと試みてきた1
本発表では，拡散の次元性の違い，試料に印加または
内在する磁場勾配の関数型などがNMRスピンエコー
強度にどのような影響を及ぼすのかを調べるために，
超演算子フーリエスベクトル法によるスピンエコー強
度の理論およびシミュレーションプログラムを作成し
たので報告する

理論・実験

拡散を考慮したスピン系の振舞いはBloch-Torrey 
方程式として知られている偏微分方程式を数値的に解
く必要がある 2例えば，二次元拡散の場合の例を 1式
に示す.

θM θ2M ~_θ2M 
8t Dxo 8i:2十Dyo8y2一行f(i:，y)M(l)

ここで， Mは磁化， Doは拡散係数， (x， y)は二次元空
間内の座標"は磁場勾配， f(ムy)は磁場勾配の関数

*横緩和時間，輸送現象，局所磁場勾配，

Bloch-Torrey方程式2超演算子フーリエスベクトル法
あさかわなおきまつばらきよひこ zいのうえよしお

型である.チルダ記号は問題を一般化するために無
次元化されたパラメータであることを示している変
数のアンダーフローの問題や差分方程式に変換した場
合の解の安定性の問題から，実空間では解くのが困難
であったので，空間フーリエ空間で解くことを試みた.
その際に，磁場勾配の関数型f(ム長)と磁化の k番目
のフーリヱ成分との畳み込み積分を計算する必要が生
じた通常この畳み込み積分は変換法などの操作によ
り簡便に計算されるが，スピンエコー実験の場合には
任意の時間での時間発展演算子として予め計算させて
おくことが好ましい.この要請により，本シミュレー
ションでは畳み込み積分を直接計算することとした
プログラムはMessagePassirig Interface(MPI)法に
よる並列化を行なった C十十言語により書かれ，計算
時間の節約を試みた.

結果・考察

問題を一般化するために無次元された拡散係数
(150 = DOT/L;; T: CPMGエコ一時間，Ls:制限
距離)に対してCarr-PurcellMeiboom-Gill(CPMG) 
スピンエコーの減衰指数をプロットすると，減衰挙動
の現象論から三つの領域(拡散支配領域，局所化領域，
運動平均化領域)に分けられることがわかる目その領
域のうち，局所化領域での緩和指数プロファイルは拡
散の次元性や磁場勾配の関数型の遠いにより大きく影
響を受けることがわかった
Fig.lに拡散の次元性がスピンエコー減衰指数に与
える影響を示す.拡散は各次元で等方的であると仮定
した磁場勾配はO.5cos(2宵x)cos(2πy)裂を用い， 8
番目のCPMGエコーに対する減衰指数を Doに対し
てプロットした.
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超演算子フーリエスペクトル法による計算は第 16'
次までのFourier係数を用い，"1= 10の条件で行なっ
た二次元拡散の場合には，一次元拡散と比べ，局所
化領域でのエゴー減衰指数が小さいことがわかる.こ
のことより， CPMG実験をエコ一時間の関数として
行なうことにより，拡散の次元性に関する情報が得ら
れると期待される.

102 

101 

nu

‘f

内

4

q

d

a

崎

叩

市

市

川

町

山

び

ε一{V
E
N
}
豆、
{
$
2
3
2

f(x)=<l.5∞s(21tJ() 
f(x;y)=0.5∞s(2似 )cos(2ny)
1D，em=16 --

~ I2D，em=16 -------・10-U '---'----'  
-6 ._-4 ._-2 ._0 ._2 ._4 10-U 1び 10-' lOv 10' 10 

Dn 'tIL.， 2 

10-5 

FIG. 1: Effect of dimensiona1ity of diffusion on decay 
exponent of CPMG spin echo experiments. The eigen 
modes up to 16th is taken into account and the value 
of守isset at 10. 

次に， Fig.2に関数型の違いのエコー減衰指数への
影響を示す.磁場勾配に対して幾つかの間数型を仮定
して計算を行なった.その他のパラメータはFig_1と
同じである.磁場勾配の次元性により減衰指数が大き
く異なる結果となった二次元の磁場勾配下に試料が
置かれる場合には，一次元勾配下の場合と比べ極端に
減衰指数が大きくなった
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FIG. 2: Detendence offunction type of magnetic field 
gradients on decay exponent of CPMG spin echo ex-
periments 

Fig.3に異方的二次元拡散条件下での関数型の違い
がスピンエコー減衰指数に与える影響を示す.拡散
の異方性が 102より大きくなると減衰指数に二つの
ピ←クが観測される.さらに，磁場勾配の関数型の違
いにより，局所化領域での減衰指数プロファイルの形
状が大きく異なっている.すなわち，拡散係数が既知
で拡散の異方性が大きい場合には，磁場勾配の関数型
の決定が可能となることを示唆していで，間体物質な
どの内部局所磁場勾配を決定する場合には重要となる
だろう.
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FIG. 3: 聞 ectof an~otropic <;Iiffusion on' decay 
exponent of CPMG spin echo experiments. a) 
f(x，y) = 0.5∞s(27rx) cos(21fY)， b) f(x，智)= 0_5 -
cos(7rx) cos(吋)， c) f(x， y) .=ー0.5cos(27rx) ， and d) 
f(x，y) = x_ 

まとめ

局所化領域での CPMGスピンエコー実験を行なう
ことにより高分子結晶などの園相中に存在する磁場勾
配の関数型を決定できることを示唆している.結晶
中に存在する周期的な磁場勾配は結晶がもっ周期性，
Peierlsポテンシャルなどの性質と関係があると考え
られ，実験的に決定することが可能となれば困相の動
的な性質を調べる新しい方法論と成り得るだろう.

1 N.Asakawa， T.Kajikawa， K.Sato， M.Sakurai， 
Y.Inoue， and T.Yamamoto， J_Mole.Struct.， 602・
603， 455(2002). 

2 S.Axelrod and P.N.Sen， J. Chem_ Phys.， 114， 
6878(2001). 
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2P092 メタポローム解析用PCソフトウェアの開発-ALICE2for Metabolome 

日本電子データム株式会社 l、日本医科大学 2、東北大院・医学系研究科 3

0有福和紀 l、平川慶子 2、小池薫 3、植草協子 2、藤原王子 1、大野曜吉 3

Development of a PC-Software for NMR-based Metabolic Analysis; 

ALICE2 for Metabolome 
JEOL DATUM LTD1

•, Nippon MedicalSchooF， Tohoku UniversitぁGraduateSchool of Medicine3 

KazunoriArifukul， Keiko Hirakawa2， Kaoru KoikeB， Kyoko Uekusa2， Masako Fujiwara1 and 
Youkichi Ohno2 

We have developed a new software for metabolic analysis by NMR，“'ALICE2 for Metabolome". Automated 
data analysis concerned Absolute Differential Calculus Method (new method) and bucket integration旬
export into an excel file. To testiかthisprogram， the measured lH spectrum of kinds of ぬasamples were 
processed in batch. The results were analyzed by the chemometric method， which showed that those tea were 
clearly classified into groups. This program could be useful for metabolic analysis. 

NMRスベクトノレによる代謝物プロファイリングはメタボローム解析の有力な手法である。一般に

生体試料のスベクトルは、多種の低分子代謝物や生体高分子化合物を含むので複雑なパターンを

示す。メタボローム解析を目的とする場合は、従来の構造解析とは異なり各々のピークを同定す

る必要はない。多検体のスベクトル測定を行い、統計的解析を行うことで検体聞の構成成分種や

比率の相違をパターン(特徴量)として抽出

する方法を取る。〈参考文献〉

我々 は、 NMR処理ソフトウエアALICE2(日本電

子製)に改良を加え、全自動メタボローム解

析機能を特化した rALICE2.forAretabolomeJ 

を新規開発した。本開発の重要課題の自動化

に関してのポイントは位相およびベースライ

ン補正の精度である。従来の手法では多大な

時間と労力を必要とする上、位相およびベーー

スライン補正をマニュアノレで行うことにより、

オペレータのバイアスがかかってしまう危険

性がある。今回この解決手法として新たに絶

対値微分法 (AbsoluteDifferential Calculus 

Method)によるスベクトル解析手法を開発し

た。これにより位相およびベースライン補正

ノ をすることなく簡易に高品位なスベクトノレを

得ることができる。また巨大な軽水ピークの

影響を最小限にとどめる効果も確認できた

(Fig. 1)。この手法の欠点はスベクトル聞の

一相対的な関係は保たれるが絶対的な定量性は

Fig.l Result of the spectrum by processing 
ADC (Ab自olute Differential Calculus 
Method) 

Fig.2 Bucket integration and export to an 
excel file 

キーワード.メタボローム、代謝物プロファイリング、パケット積分、多変量解析

ありふくかずのり、ひらかわけいこ、こいけかおる、うえくさきょうこ、ふじわらまさこ、おおのようきち
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失われ、特にブロードなピークの信号強度が極

端に減衰してしまうことが上げられる。しかし

本研究目的である多検体の解析には非常に有

効な手法でありパケット積分等の新技術と組

み合わせ(Fig.2)、データの入力から解析結果

の出力 (MS-EXCEL)までの一連の処理を完全自

動化し、ハイスループットでの多検体データ処

理を可能にした。

またALICE2for Aletaholomeの検証を目的とし

て、複雑な生体試料を解析するための基礎サン

プルとしでお茶を用いて実験を行った。(生体

試料に対する応用については、発表2P107を参

照)数十種類の市販の茶飲料に重水を10免添加

してプロトンNMRを測定した。なお、測定装置

はJNM-ECA500(500附lz日本電子製)、軽水消去

にはpre-saturation法を使用した。代表的な3

種類(緑茶、紅茶、ウーロン茶)を見るとカテ

キン、カフェイン、多種の糖類を特徴つけるピ

ークが現われ、スベクトノレパターンの違いが見

て取れる。 (Fig.3)全てのスベクトルをALI，α2 糊

for Aletaholomeでパッチ処理し、 '0.04ppm幅で

とった積分値をエクセルファイノレにエクスポ

ートする。次段階の多変量解析については

Sirius™ (Pattern Recogni tion System AS， Norway) 
ソフトウエアを用いて行う。 PCA(主成分分析)

を行った結果をFig.4に示すが、 2つの主成分

PC1， PC2についてのスコアプロットを作成すプ

ると上記3種類の発酵過程の違うお茶間のグル

ープ分けが出てきていることがわかった。

以上のようにALICE2for Aletaholomeの基礎的

な検証としては満足の行くものであった。さら

に生体試料では一般に、含まれる生体高分子化

合物が微量で多種のため、スベクトノレは変化が

複雑になる。これにはパケット積分幅などのカ

スタマイズで対応が可能である。

<参考文献>

Lindon J.， Nicholson JK.， Holmes E， etal. 

Toxicol Appl. Pharmacol 187 (2003)，137-146 
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Fig.3) Multi.Spectrum Display: from the 
top: Green， Black and Oolong tea. The 
asterisk corresponds to Caffein， the arrow 
to Catechin. Many amino acids and 
saccharides peaks are shown in the higher 
magnetic field 
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[謝辞] 多変量解析については安藤一郎氏

(ドゥサイエンス)にお願いした。
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3P093 解析的微分による化学シフトの

相対論的効果の計算

(北見工業大学)0福井洋之、工藤慶一

Calculation of nuclear magnetic shieldings using an arialytically 

，differentiated relativistic shielding .formula 
H.' Fukui andK. Kudo 

Kitami Institute of Technology 

<Abstract> 

Two.expressions for nuclear magnetic shielding terisor components based onahalytlcally 

di百'erentiatingthe electroni.c energy of a system are presented. Thefitst is based on a 

second-order DOl].glas-Kroll-Hess (DKH2) approach， in which theelectronic states of the 
transformed DIrac Hamiltoniana1'e correct to' second orde1' with 1'espect .to both七he

-'> 
nuclea1' potenti:al V andmagnetic vectorpotential A. The second expression is、basedon 

the method ofBarysz aria: Sa心ej(BS.)， in which the electronic statesare completelycorrect 
ーふ

with respect to V and eorreet もosecondo1'de1' with respect to A. Thetwo app1'oaches are 
applied to the calculation of nuclea1' magnetic shieldings of hydrogen halides with comIllon 

gauge ofigins. Bothmethods yield similarresults except fo1' the shielding of nucleus I. 

<Results and Conclusion> 

Two analytical di旺e1'entiationexpressions fo1' calculating nuclea1' ma.gnetic shielding 

tensor componer;tts were derived at the coupled Hartree-Fock (CHF) level. The first ap-

proach is basecl on the second-'o1'cler Douglas-K1'oll-Hess (DKH2) methoclうandthe seconcl 

approach is basecl'on the methocl of Barysz a吋 Sacllej(BS)ト.1'、hesecωoncl method is mor 

exact than the 五白r凶'stm陀ethod.The two approaches were applied to the calculation of hu-

clear magnetic shielcling日ofhydrogen halicles with common gauge origins. Each shielding 

of halogen ancl hyclrogen a.toms was computed usingthe two common gauge origins placecl 

at the positions of halogen a.nd hyclrogen nuclei.' The results are showri iu Table I. The 

clepenclence of the computecl shieldings on thegauge origi'n w加 smallenoughexceptfor 

σ'80 of the troton in HI. Comparison of the results of present two approachesfo1' hycl1'o-

gen halicle sl巾:lclings.showeclthat the relati九risticcorrections of highe1' than second order 

are negligibly smallexcepj;， forthe. para.magnetic shielding of the lnudeus. The present 

results wer・efbund tb be cOIlsistentwith previously reportecl valuesfor hydrogen halicle 

イ七学シフト、相対論的効果、遮蔽テンソル

ふくいひろゆき、くどうけいいち
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shieldihgs， except for large disoreparicies for the anisotropy of proton shielding of HI com-
pa1'ed top1'evious1'etorts. The farge anisotropy values fo1' p1'oton 'shieldings of HI shown 

in the p1'esent calculations arenot thoughtto be due to erro1' because the p1'esent values 

are similar fo1' the two different app1'oaches with the two diffe1'ent common geuge origins. 

Unfortunately， no experimental values fo1' the anisotropy of proton shielding in HI are 
avai1able for veri五cation.Itis concluded that the present two expressionsfor calculating 

nuclear magnetic shie~dingyieldself-consistent and reliable results. 

TABLE 1. Caleulation ofnuclear magiI.etic shieldi時s(in ppm) forHF， HCl， HBr， and HI by 
the DKH2.CHFandBScCHFmethods. 

Molecul巴 Nucleus Gauge origin NRα DKH2-CHFb BS同CHFC BS-FPT-1d 4-RPN 

HF F F 413.5 419.9 418.5 418.1 423.3 
H F 28.36 28.14 28.16 28.57 27.87 

F H 413.5 416.4 420.6 418.1 423.3 

.H H 28:36 28.54 28.53 28.57 27.87 

HCl cl Cl 949.9 989.3 982.2 982.1 1020，.1 
H Cl 30.65 31.47 31.40 31.76 31.00 

Cl H 949.9 984.6 991.4 982.1 1020.1 

H H 30.65 31.77 31.86 31.76 31.00 

HBr Br Br 2641.3 3008.6 2999.0 2978.6 3224.6 

H Br 31.01 36.58 36.50 36.96 36.08 

Br H 2641.3 3005:1 3002.1 2978.6 3224.6 

H H 31.01 36.86 36.77 36.96 36.08 

HI 4539.8 6455.6 6394.4 6077.0 6768.4 
日 31.20 45.τ3 45.57 49.62 47.98 

H 4539.8 64.54.5 6330.7 6077.0 6768.4 

H H 31.20 47.65 47.50 49.62 47.98 

仏 Pt・巴vioiJsnonrelat.ivistic res1l1t.s llsing GIAO's. 

H. Fuklli and 1¥ Bal凧J.Chem.Phys. 117，7836 (2002). 
b PrぞseutDKH2-CHF results. 

C Presellt. BS-CHF result.s. 
d Previousfinite perturbation calculationresults' using the BSscheme乱ndGIAOs・

H. Fuklli， T. Ba.ba， Y. Shiraishi， S， lmanishi， K. Klldo， K. Mori， il;nd M. Shimoji， Mol. Phys. 
1Q2， 641 (2004). . 

行 Four-componentrelativistic random pha呂eapproximation results using GIAOs. 
L. Visscher， T. Enevoldsen， T. Saue， H. J. Aa. Jensen， and J. Oddershede， J. Comput. Chem. 
20，1262(1999). 
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lP094 FMO ~去による蛋白質の電子状態解析:結合ポケットの構造最適化
産業技術総合研究所 O根本直、 DmitriG. Fedorov、古明地勇人‘金淳健治、

上林正己、北浦和夫

Electronic analysis of a protein by FMO: Structure optimization ofligand binding pocket 

National Institute of Advanced Science and Technology(AIST)， Tadashi Nemoto， D; G. 

Fedorov， Yuto Komeiji， Kenji Kanazawa， Masami Uebayasi and Kazuo Kitaura 

The FMO method is a non-empirical molecular orbital calculation method あr

macromolecules. Asan example for ligand-ligand binding pocket interactions， we analyzed a 

Bombyx mori sex pheromone binding protein (BmPBP) with its ligand (bombykol) which 

structure has been determined both by X-ray crystallography and. by solution NMR. Starting 

金omthe experimental structure (PDB:IDQE chain A)， we optimized the structure of the 

ligand in the complex and the binding energy was calculated by FMO method. Moreover， the 

interaction energy ofthe ligand witheach amino acid residue ofthe protein was analyzed. The 

binding mechanism will be discussed tased on the interaction energies. 

電気生理学的手法によりカイコガ (Bombyxmon)オス触角は 1分子の性フェロモン分子を検

出し、神経興奮を引き越すことが知られ、非常に敏感なシステムである。オス触角の化学受容体

のほとんどすべてが性フェロモン受容突起で、その触角体液中のタンパク質の 98%以上が性フェ

ロモン受容タンパク質であり、その濃度は実にlOmMにまで及ぶ。

この性フェロモン受容タンパク質 (BmPBP)はX線結晶構造解析法および溶液 NMR法によ

り、リガンドであるボンビコールの有無、および、不活性体の三種の構造が報告されている (PDB:

lDQE、lLS8、lGMO)。われわれはそれらの構造情報をもとに計算科学的手法によってフェロ

モシ分子の分子認識のメカニズムを詳細な検討を進めて来た。

近年報告された、活性Apo型溶液NMR構造とリガンドを含む結品構造は基本的に同一であっ

たことから、この結品構造が生理的な条件でも活性であると考え、さらに lDQEファイル内のA

鎖に注目して解析を続けてきた。

現在まで、 A鎖に水素核を付加後、 Amber94力場を用いて位置を最適化、さらに結合ポケット

内の Ser56残基とリガンドの水酸基の位置の最適化を行うという手順を経て、 FMO法による 1

点計算を実行したが(第41回NMR討論会にて発表)、結合の詳細を解析するにはモデルが不十

分であることが判明している。

そこで、今回リガンド分子から1.5オングストローム以内に存在する BmPBPの22残基を切り

FMO法、分子軌道法、シミュレーション、分子間相互作用

ねもとただし、でいみとりふえどろふ、こめいじゅうと、かなざわけんじ、うえばやしまさみ、

きたうらかずお
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出し、切断面を水素でキャップした後、結合ポケット部分の全水素とリガンド分子の全原子の位

置を abini，ω計算 (FMORHF/STO・3Gおよび.3・21Gレベル)によっt構造の最適化を行う手順
を追加し、その計算の終了した「構造最適化結合ポケットJをPDBファイルに埋め戻し、それぞ

れFMOl点計算のための全体構造のモデルとした。

リガンドであるボンピコール分子は水酸基と二つの二重結合をもつだけの単純な長鎖アルコー

ルであるので、特徴有る部分の分子認識の寄与を検討する目的で水酸機、二重結合部分、および

其の他の部分4フラグメントに、 BmPBPは 1残基ごとに分割し、 FMOによる 1点計算を行な

った。

その結果から分子認識に関与する原子の特定と結合エネルギーの見積りを行なったところ、ボ

ンピコールの結合に関するエネルギーの 2/3を水酸基が、 113を二重結合部位が担っていることな

どが判明した。現在、カイコガの別なフェロモン成分であるボンビカール(アルデヒド)につい

て同様な構造最適化を行なっているところであり、最適化計算終了後直ちに 1点計算を行い、ボ

ンピコール(アルコール)分子との比較検討を行なう予定である。

参考、引用文献

D. 0. Fedorov， and K. Kitaura， J. Chem. Phys.， 120，6832 (2004) 

Y. Komeiji， T. Nakano， K. Fukuzawa， Y. Ueno， Y. lnadomi， T. Nemoto， M. Uebayasi， D. 0. Fedorov， and K. 

Kitaura， Chem. Phys. Lett.， 372， 342・347(2003) 

B. H. Sandler， L. Nikonova， W.S. Leal， and J. Clardy， Chem. Biol. 7， 143・151(2000). 

D.L槌， F. F. Damberger， 0.. Peng， R. Horst， P. G加tert，L. Nikonova， W. S. Leal， and K. Wutrich， FEBS 

Letters 531， 314・318(2002) 

K. Fukuzawa， K. Kitaura， K. Nakata， T. Kaminuma， and T. Nakano， Pure Appl. Chem. 75， 

2505・2410(2003) 

303-



2P095 Full force field implementation for torsion angle 

dynamics in the CYANA program 

OTomoki Matsuda， Peter Guntert 

(RIKEN Genomic Sciences Center) 

The 3D structure determination of proteins by NMR is based on experimentally 

measured distance and angle information. Structures are constructed that satisfy all 

available experimental data. Today several programs for NMR structure calculation 

exist that can determine correctly folded structures if applied to proper input. data. 

However， the structural optimization gives priority to fulfill the experimental data. To 

achieve convergence and efficiency， generally a strongly simplified representation uf the 

physical interactions in a protein is used which results in distortions from energetically 

favorable protein structures [1]. As a first step we have implemented the AMBER [2] 

force field in CYANA [3] and show its application for energy minimization. 

[1] Xia， B. et al. (2002) J. Biomol NMR， 22， 317 -331 

[2] Ponder， JW. and Case D.A. (2003) Adv. Prot. Chem.， 66， 27・85

[3] Guntert， P.， Mumenthaler， C. & Wuthrich， K. (1997) J. Mol Biol 273， 283・298

Herrmann， T.， Guntert， P. & Wuthrich， K. (2002) J. Mol Biol 319， 209・227

Key words: protein structures， simulation， molecular dynamics， torsion angle dynamics 

ともきまつだ、 ペーたーぎゆえJたーと
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NMRによる蛋白質の立体構造解析では測定データとして原子聞の距離や角度の大まかな

情報を用い、それらの全てに対してつじつまの合う位置に原子を配置させて構造を構築す

る。分子シミュレーションによる構造最適化はその際に非常に重要な役割を担っている。

現在、様々な NMR構造解析プログラムが開発されており、いずれも適切な測定データを用

いれば正しいフォールドの蛋白質の立体構造が得られる。しかし、実験データを満たすこ

とを優先した最適化を行っており、細部に関しては実際の蛋白質の構造に比べて歪んだも

のとなっていることも多い。すなわち、構造決定のための主要な実験データである NOE距

離情報を満たすために、分子全体がよりコンパクトなっていたり不適当な水素結合が形成

1されたり、主鎖の二面角がラマチャンドランプロット上の disallowedregionに比較的多

く分布するといったことが起こり得る。これらの問題は、蛋白質分子の周囲を溶媒で取り

囲み全原子力場を用いたシミュレーションを行うことにより改善されることが明らかにな

っている[1]。

我々 は、tors i on ang I e dynam icsを用い、高速にNMR構造解析を行うプログラムCYANA[3]

に対して、NMR構造計算の後に金原子力場を用いて水を考慮した構造リファインメントを行

うアプリケーションを付加し、CYANAユーザーが一連の操作でよりリアリスティックな構造

を得ることができるシステムを構築することを目指している。その第一段階として、 CYANA

へのAmber全原子力場 [2]の導入を行っている。
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3P096 Implementation of ori蛇en削E此ta剖ti旬onト圃-inde句pe印nd伽el凶ltresidual 

dipolar coupling restraints in Cyana 

o Kimmo Paakkonen 1 ， Arto Annili， Peter Guntert1 

りRIKENGenomic Sciences Center， 1-7-22， Suehiro， T.ザurumi，Yokohama 230司0045，Japan 

2) Department (~f Physical Sciencω" P. 0. Box 64， FlN前00014【JniversityofHels的ki，Finland 

Residual dipolar couplings (RDCs) provide information on the dipole vector orientation 

in respect to the average alignment ofthe molecule in the magnetic field. In studies ofproteins 

in water solution the free molecular tumbling usually averages out dipolar couplings， while in 

solid state NMR the large dipole-dipole interactions broaden the signals and greatly increase 

the complexity of the spectra. Since the discovery of enhanced alignment using dilute liquid 

crystals it became possible to measure residual dipolar couplings in solution while still 

retaining the narrow lines (Tolman et al.， 1995; Tjandra et al.， 1996). 

Today residual dipolar couplings are well established parameters for protein structural 

studies. There are many types of RDCs to measure and there are a number of liquid crystal 

media available. Residual dipolar couplings provide long-range structu.ral data which 

complements to the short distance data from NOEs. RDCs are applicable to a wide range of 

problems， from additional structural restraints to building macromolecular complex from 

protein domains and合omidentifying protein folds to constructing backbone structures. 

The implementation of dipolar couplings in the program Cyana (Gunteはetal.， 1997) is 

based on orientation-independent restraints (Meiler et al.， 2000; Skrynnikov and Kay， 2000). 

The orientation-independent restraints eliminate the reference to the molecular alignment frame 

by combining a pair of RDC restraints， forming a new cbmbined restraint that limits the angle 

between two dipole vectors. The overall outcome from the conversion is a large number of 

generous restraints between dipole vectors. The frame-independent formulation simplifies the 

energy landscape and allows us to use RDC restraints throughout the structure calculation. 

Keywords: Cyana， residual dipolar coupling， orientation-independent restraint 

きんもぱーっこねん あると あんにら ペーたーぎゅんた}と
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lP097 Automated Protein Structure Determination 

from NMR S'pectra 

o Blanca Lopez-Mendez & Peter Guntert 

Tatsuo Miyazawa Memorial Program， RIKEN Genomic SciencωCenter， 1-7-22， Suehiro， Tsurumi， Yoル)hama

230-0045， Japan 

Combined automated NOESY assignment and structure calculation has significantly 

reduced the time required to solve an NMR protein structure. Nevertheless， the preceding 

manual or semi-automatic assignment of the chemical shifts remains a major time-consuming 

step in NMR protein structure determination. We present a new protocol for automated protein 

structure determination from NMR spectra. The procedure uses as input a standard set of 3D 

NMR spectra for polypeptide backbone chemical shift assignment， side-chain chemical shift 

assignment and the collection of conformational constraints and can yield the 

three-dimensional structure of the protein without manual intervention. 

Until recent1y NMR protein structure determination has been a laborious undertaking 

that occupied a trained spectroscopist over several months for each new protein structure. 

However， it has been recognized that many parts of the interactive spectra analysis can be 

accomplished by automated computational approaches. Current1y， NMR protein structure 

determination typically involves the acquisition of a set of 3D NMR experiments， chemical 

shi食 assignment，NOESY assignment， andstructure calculation and refinement. Fully 

automated combined automated NOESY assignment and structure calculation with the 

CYANA so仕warehas been applied for most of the NMR structure determinations within the 

RIKEN Structural Genomic/Proteomics Initiative (RSGI). However， the manual or 

semi-抑制cchemical shift assignment remains a time-consuming step of the NMR prot印l

structure determination. 

Keywords: structure calculation， CY ANA， chemical .shift assignment， NOESY assignment， 

automatton. 

ぶらんかろぺずめんでず、 ペーたー ぎゅんたーと
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Here， we present a new protocol for theautomated protein structure determination from 

NMR spectra. The new procedure combines automated peak picking and the generation of 

multiple sets of raw chemical shift assignments by the program GARANT with the 

determination of consensus chemical shifts and NOESY assignments by the program CY ANA， 

which is also used for the structure calculations. This procedure can be iterated by using the 

prelimina:ry three-dimensional structure obtained from afirst CYANA calculation as input ωa 

second cycle of chemical shift assignment with the program GARANT. GARANT uses a 

genetic algorithm in conjunction with a specificlocal optimization routine to match observed 

and expected cross peaks from multidimensional NMR spectra. The most populated chemical 

shi食sobtained from several paral1el GARANT runs provide the input for the CY ANA 

combined NOESY assignment and structure calculation using network-anchoring， ambiguous 

distance constraints and constraint combination. Results of test calculations suggest that despite 

of imperfections in the automatically determined chemical shift assignments it is possible to 

reproduce protein structures of up to 150 amino acid residues obtained previously by the 

'c1assical' method with reasonable precision and accuracy by using exclusively automated peak 

pickiug and automated assignment procedures without intermediate manual corrections or 

additions to the peak lists or chemical shift assignments. 

References 
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2P098 Di払lsionTensor Imagingを用いた白質加齢変化の基礎検討

(財)先端医学薬学研究センター1、明治繊灸大人

(財)石川県産業創出支援機構3

0藤J11昭彦1、福永雅喜久矢嶋ー賀3、陳偉薄3、松成一朗 1、
西村伸太郎1、梅田雅宏2、田中忠蔵人成瀬昭二2 ヂ

Basic study for age-related changes to the wh~te matter by using diffusion tensor i，rnaging 

The Medical and Pharmacological Research Center Foundation1 

Meiji University of Oriental Medicine2 

Ishikawa Sunrise Industries Creation Organization3 

OAkihiko Fujikawa1. Masaki Fukunaga2. Kazuyoshi Yajima3目 WeipingChen3， 

Ichiro Matsunari1. Shintaro Nishimura1
‘
Ma自ahiroUmeda2. Chuzo Tanaka2 

and Shoji Naruse2 

There is a pressing need to develop the early detection and the curative medicine for 

brain diseaees. such as a lifestyle-related disease especially dementia and cerebral infarction. 

The diffusion tensor magnetic resonance imaging (DTI) is considered to reflect detail of 

cerebral structures and physiological changes directly号 andits analysis map of the anisotropy 

calculatedby diffusion coefficients can be an evaluating method for the darnage grade on 

brain white matter quantitatively. We applied t.he approach tonormal volu.nt.eer;s ， ~n abroad 

age group mainly for local residents based on sufficient consent. The volunteersal白O

underwent MRI and PET inspection simultaneously目 Wefound out the difference ofwhIte 

matters in the younger age group and an old age layer using FA-maps. 

【序論】生活習慣病、特に痴呆や脳梗塞など脳疾患は、介護等社会への負担が大きいため早期発見・

治療薬の開発が急務となっている。我々は、高齢社会に対応した健診システムの形成を目指し、痴呆

の早期診断支援技術の開発に取り組んでいる。初期の痴呆、特に Alzheimer病(AD)において PET'

SPECTを用いた SPM(statistical parametric mapping)解析や3D-SSP(3 dimensional stereo tactie 

surface projection)解析など1こより後部帯状回の糖代謝、脳血流量が低下することが報告された。この

帯状回の血流や糖代謝の低下は、病理学的に初期の変性が強い海馬や海馬傍固から帯状束を通して

の線維連絡を強く受けているためと考えられている。しかしながら、この PET'SPECTによる手法では白

質の線維連絡機能は解像度の点から十分に検討できない。これに対して、脳微細構造や生理的変化を

そのまま反映していると考えられている拡散テンソル MR画像法(Di仔usionTensor lmaging: DTI)では、

生体の脳から非侵襲的に得られた指標を用いる事で、脳白質の損傷程度が定量的に評価可能になると

考えられる。DTl法は拡散強調画像で捉えられる異方性の解析画像であり、水分子の拡散の方向性と

見かけの拡散係数を得ることができ、主に白質を中心とした脳内の軸索走行の解析が可能となる。今回

我々は、このDTl法を用いた主要白質繊維の異方性について、加齢による変化と脳変性疾患に影響を

及ぼすと考えられている生活習慣因子との関係について調べた。

キーワード、:MRl、DTl、FA、脳機能診断、白質病変

ふじかわあきひこ、ふくながまさき、やじまかずよし、ちんいへい、まつなりいちろう、にしむらしんたろう、

うめだまさひろ、たなかちゅうぞう、なるせしようじ
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{方法]財団法人医学薬学研費センターでは、 2002年より若)11県地域結集型共闘研買事業として、

次世代型脳機能計課IJ回診断支援システム構築を目的とした総合的な研買を行なっており、主として地

域住民を対象に鍵常人ボランティアを募集し、 MRlおよび PET検査を実施している。既に幅広い年齢

寵において約700名のボランティア登録があり、被験者への十分な説明と同意のもと、 300人超につ

いて検査を実績済みである。今回はこのうち DTI法が適応できた約 100伊lを対象とした。解析対象は

MRIにおける形態的異常が無く、かつ神経内科的異常の無い健常人ボランティアとした。画像撮影に

は、1.5TMRl(Signa Horizon， GE-YMS製)および

散テンソル画像の;嶺量{像象パラメ一タ一は、丁R/丁E= 750∞0/88ms払、 Sin屯gle-叩 s由トho抗tで力加口算囲数 6回、宮関6><9鵠6 
matrix acquisition (128)< 128 rec∞ons試tr削ucぱ吋t討ior加n叫1)、損像領域 200><200mmムスライス車 3.4mm、スライスギャ

ッブなし、 50スライス、 b-value= 700s/mm2、MPG印加軸は 6direction (XZ， -XZ， ZY， -ZY， XY， -XY)、

撮像時間5分15秒とした。画像データiま、 geometricdistortionの補正を考醸し、 1)拡散テンソル画像、

2)T2強調 EPl画像、 3)Tl強調3D画像、の 3つについて収集し、 EPldistortion correction、MPG

correctionの順で画像補正し、 DTI解析処理をおこなった。また、検査の際同時に実施しているアンケ

ートから、生活習横との関係について年代別、性別で区分化し検討をおこなった。

前富田1mean FA-maps of normal volunteer， twenties(left) and seventies(right) 

{結果および考察] MRl 超高速撮像法(EPI)を用いることにより、不等方性拡散(anisotropicdiffusion) 

から白質路の走行の解析も可能となった。また、拡散強調画像から得られる拡散係数をテンソルとして

扱うことにより、大脳白質におけるボクセル毎の拡散の大きさと奥方性を翼方性比率(fractional

anisotropy : F A)を用いることで定量化した。さらに、 EPl 去の拡散テンソル画像において、元画像の

MPG (Motion probing gradient)の方向の違いによる異なる歪みを補正し、位置ずれの無い FAマップ

を得ることができた。これにより、 FAマップとして正常例 DTIデータを蓄積していくことが可能となった。

解析例として、 Fig.1に正常例の 20議代罪性および、 70蟻代嬰性の脳築部伎での平均の FAマップを

示した。両者を比較すると、脳梁藤、脳梁体および、脳梁膨大部のすべての脳梁部位において萎縮傾向

が観測された。また、脳弓についても間様の傾向であった。脳自貫内での拡散は、ミエリンや毛細血管

などにより自由拡散ではなく方向性をもっ。この翼方向性拡散における程度の評価にはいくつかの指

撲がある。今回の轍討では FAを用いたが、これは拡散の非等方鹿をテンソルの大きさで標準化した

値である。このように FAマップは白質変化を鋭敏にとらえ得る有用な手法であるといえる。正常例の

DTIデータを蓄轄していくことは、脳白買を定量的に評価することとなり、加齢による変化、あるいは痛

果を中心とした脳自質に影響を及ぼす脳変性疾患の病態評価と予後予測をおこなうよで良い指標にな

ると考えられる。発表では、脳機能に影響を及ぼすとされる生活習慣因子と FAマップとの関係について

議論する。



lP099* 骨密度計測用コンパクト MRIの開発
一大量被験者の計測ー

(筑波大学物理工学系 l，(槻エム・アール・テクノロジー2)

0冨羽貞範 I，古家健 1，飯田奈智子 1，岡田芙美 1，巨瀬勝美人拝師智之 2

Development of a Compact MRlfor Bone Density Measurements 
S.Tomiha1， T. Furuya1， N.lita1， F.Okadal， K. Kose1， T. Haishi2 

1.lnstitute 01 Applied Physics， University of Tsukuba， 2. M R Technology Inc. 

A compact MRI system for bone density measurement was developed by a using permanent magnet and a 

portable MRI console. The MRf system was specially designed to measure trabecular marrow volume fraction at 

the calcaneus using image intensity of 20 spin-echo MR images. Good reproducibility and close correlation 

between MRI and OXA was achieved in human calcaneus measurements. Measurements for a large number 

subjects (1000 ordeけstudyshowed a correlation between MRI and "QUS， and T2 distribution that have a potential 

for simplification in the measure protocol. 

1.はじめに

骨密度計測は，骨粗繋症の診断やスクリーニングに不可欠な手法である.骨密度計測には，現

在，二重エネルギーX線吸収計測法(DXA法)や，定量的超音波法(QUS法)が広く使われているが，

これらの手法では，面積骨密度や骨の硬さに関する情報は得られるが，骨量の定量的評価に不可

欠の海綿骨体積骨密度目'rabecularBone Volume Fraction: TBVめの計測は不可能である.

MRIはTBVFが得られる手法であるが，これまで全身用 MRIを用い，研究レベルでのみ計測

が行われてきた(1-3).そこで，我々のグループでは，多くの研究施設と医療機関で使用できる骨

量計測用コンパクト MRIを開発した(4，5).これまで，本システムにおいて再現性<CV:coefficient 

of variance;標準偏差/平均)として，ファントムで 0.8%，被験者で0.9%，既存の装置との相関

としては， R2=0.33 (QUS) 0.38 (DXA)という結果が得られている(5).

また，これまでの計測は 20"'100人程度であったが，今回は，プロトコル改善を目的とした，

統計的な評価や，幅広い年齢，骨密度を持つ被験者の計測を目的とし， 1000人規模の被験者を対

象とした計測を行った.

2.システム開発

Fig.1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，水平方向に静磁場

(0.21T) を発生する永久磁石のギャップ (16cm)聞に，上方から腫を挿入できるように，長円

形の口径(長径21cm，短径8.4cm) を有する RFプローブを設置した.また， RFプローブの

中に，標準となる，オイル(ベビーオイル)を満たした円筒ファントムを挿入した.

骨量計測 コンパクト MRI 海綿骨体積骨密度(TBVF)

とみはさだのり，ふるやたけし，いいたなちこ，おかだふみ，こせかつみ，はいしともゆき

つ白qa 



Fig.1 Overview of the compact MRI for bone density measurements (Ieft)， RF probe for measurements 

01 calcaneus (right). 

3.海綿骨体積率定量化の方法

スピンエコー法で，二次元断層像を取得する場合，その画素強度I(xラy)は，

I(x，y) = kf(xラy)p(x，y){l-p(xヲy)exp(-TR * /T1 (x，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 12ms.96msのエコ一時間を用いることで無視でき

ると仮定した).kは，全体に一様な画素強度変化を表すパラメタ，f(x，y)は，静磁場の不均一

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.ρ(x，y)は，プロトン密度分布，

T
1
(x，y)とT

2
(x，y)はT

1
とT
2
の面内分布である.p(x，y)は，縦磁化の緩和に関係する量で，理想

的なスピンエコー法でT
E
<<T
Rの場合では，1となる定数である.九本はパルスシーケンスの繰

り返し時間に近い時間，T
E
はヱコ一時間である.T1に関する項はむの長いシーケンス(九=1200

ms)を用いることで無視できるようにした.Tzに関する項は，シングルエコー法で2回撮像する

ことで補正した(九 =12ms， 96ms).えf(x，y)に関しては外部標準のオイルファントムとの同

時撮像，および¥腫の代わりに挿入したオイルファントムの撮像を行うことで補正した.

4.撮像シーケンスの検討

1000人規模の被験者の計測において，撮像効率は非常に重要である.そこで，位相エンコード

数を従来の 128ステップから 64ステップに変更し，撮像撮像時間を 112に短縮した計測シーケン

スを導入した.

再現性と定量性の2点に注目して，従来の計測シーケンスと上記のシーケンスの比較実験を行

った.再現性においては，ファントムによる短期的な計測(計測回数 8回，計測時間4時間)で

比較した(Fig.2). また，定量性は 2種類のシーケンスから得られる TBVFの相関を，プロトン

密度を変化させたオレイン酸ファントム (0-100%) と，被験者群(健常女性ボランティア，年

齢 18'"'-'21歳，平均 19.1歳， n=22)を対象とした計測をそれぞれ行い， y=xの一次関数との相関

で評価した(Fig.3).

この結果，再現性では，従来のシーケンスと同程度のcvを得ることができ，定量性に関して
は，両者の間に，良好な相闘が得られ，計測時聞を短縮したシーケンスは，今後の計測に用いる

ことが可能であることが分かつた.

つd
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oil phantom (Ieft)， human subjects(right) 

5.大量被験者を対象とした計測

健常女性ボランティアの被験者群(年齢 18""'79歳，平均40.1歳， n=235)を対象に，実験内容

を説明し，同意を得た後，MRI，QUSでの計測を行った.使用したQUSは松下電器のDM--US100

であり，MRI，QUSともに，右足を計測した.本システムのTBVFとQUSのSOS(Speed of Sound， 

m/s) との相聞を調べた(Fig.4).また，骨密度定量化の際に，補正に用いた骨髄の T2の分布を調

べた(Fig.5).

MRIとQUSの聞に R2=0.18という相闘が得られた.MRIは骨体積密度， QUSは骨強度を表す¥

と言われている音速を計測している.骨密度と骨強度には，有意な相闘が報告されており，今回

の結果も，それを反映する結果である.また， Fig.5に示すように骨髄の T2の分布は，およそ83ms

を中心に集中しており，計測プロトコル高速化の可能性を示す結果が得られた.
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むすび

骨密度専用のコンパクトなMRIを開発し，腫骨骨髄の体積率を計測した.計測用シーケンスを

改良し，計測時間を短縮させた.本計測は現在，進行中であり，年末までに 1000人の被験者の

計測を行う予定である.今後，計測を進めるとともに，骨密度計測の解析領域をはじめとする，

プロトコルを再検討する.また，前腕の接骨を対象とLた骨密度計測システムも開発し，腫骨と

の相闘を調べる予定である.

なお， DXA計調，11の際，ご協力いただきました筑波大学体育科学系向井直樹先生，川崎絵美さ

ん，徳山薫平先生に，この場を借りて御礼申し上げます.

6. 
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lP100* 超偏極Xe-129MRIIMRSを用いたマウスの脳機能評価
0上山毅、若山哲也、木村敦臣、藤原英明

大阪大学医学部保健学科

Estimating the brain functions of mouse using 

Hyperpolarized Xe-129 MRIIMRS 

OTsuyoshi Ueyama，Tetsuya Wakayama， Atsuomi Kimura， 

and Hideaki Fujiwara 

The Department ofHealth Science， Faculty ofMedicine， Osaka University 

The method to determine the longitudinal relaxation time (Tl) of hyperpolarized Xe-129 

in the mouse brain has been established in vivo_ Tl is crucial in the aspect that it cari be 

rela旬dto some important physiological parameters such as the extent of brain tissue 

oxygenation， the temperature of tissue and so on_ In the present study， the Tl value of 

hyperpolarized Xe-129 is determined in the mouse brain by continuously administering the 

hyperpolarized Xe-129 under the controlled-flow condition and by analyzing the uptake and 

washout processes using a two-compartment model. The versatile utility of this method is 

discussed in the present study_ 

1.はじめに

超偏極希ガスを用いたNMR信号は、原理的には熱平衡状態の希ガスに比べ約 10万倍程度にも

増強され、通常のMRIIMRSで、ははっきりと見ることのできない生態の機能や構造の情報を与え

てくれる。特に、 Xe-129は生体組織に良く溶解することを利用して、組織の画像化にも適用範囲

が広げられ、脳組織や肺など幅広く臨床応用を目指した研究が行われるようになってきている。 1)

本研究では脳機能評価を目的とし、マウスにおいての超偏極 Xe"129ガスの動態の解析を行うこ

ととした。このためには、脳組織のT1値を求めることが必須となるが、正確な脳組織のT1値を

求める方法は確立されていない。そこで今回の実験では、連続フロー型超偏極希ガス供給システ

ムを開発し、定常的にマウスに換気させ得られる脳からの Xe-129の取り込み及び洗い出し曲線

を解析することで、より正確なT1値を求める手法を確立したので報告する。

2_方法

自作の簡易フロー型超偏極Xe-129生成装置を用いて、超偏極Xe-129ガスを生成した。

ここでは光ポンピング法によって超偏極Xe-129ガスを生成している。光ポンピング法はRbの電

超偏極Xe-129 T 1 {I直脳血流

うえやまつよし、わかやまてつや、きむらあっおみ、ふじわらひであき
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子スピンをレーザーによって偏極させ、その偏極を Xe-129ガスの核スピンに移す方法である。

Rbを封入した偏極セルにレーザー(Coherent社製FAP、ンステム(Ga-AI-Asダイオードレーザー;

波長 795nm，60W)を照射しておき 1100Cに温めた後、天然存在比組成のキセノンガス

(Xe-129:26A%)と窒素ガスを 7:3で混合させたものを乾燥(脱酸素)させてから偏極セノレに送り込

んだ。測定用の NMR装置はVarian社製INOVA-400WB(9AT)を用いた。雄性ddYマウス(6適

齢)をネンブターノレ(30~40 mglkg)の腹腔内投与により麻酔を行った後、自作のマスクをかぶせて

NMRプローブ内に閤定した。 Xe-129スベクトルの測定にはパルス幅 15μsと30μsのハードパ

ルスを使用し、繰り返し時間TRは0_9"'1.3秒で測定した。脳組織に溶解した Xe-129のイメー

ジングPにはグpラーデ、イエントエコーを用いて行い、 TR=O.lsec、TE=lmsec、FOV= 5cm X 5cm、

• 
60 

スライス厚=5mmで、撮像を行った。
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2PI0l 4.7TMRIにおける多核種局在化スベクトル同時測定法

ーヒト脳のアルコーノレ摂取前後の変化一

(国立環境研)0三森文行、高屋展宏、渡遺英宏

Multinuc1ear localized spectroscopy in the human brain at 4.7T 
-spec仕alchanges in lH and 31p after intake of alcohol-

(National Institute for Environmental Studies)x.Mitsumorj， N.Takaya， H.Watanabe 

We applied a multinuc1ear localized spectroscopy method (TRINITY) to the observation of 
metabolic changes in the human brain after intake of ethanol. lH and 31p localized spec凶
were obtained in a single measurement from the region of 3x3x3cm3 in the occipital lobe 
before and after a1cohol drinking. Quantitation of ethanol and 'H metabolites were performed 
using a LCModel program. Concentration of ethanol in the brain was well correlated with 
the amount of drank a1cohol. Although lH and 31p metabolites were well maintained with 
the concentration of ethanol up to 25mmol/l tissue， Pi resonance was broadened with ethanol 
over 16mmol/l tissue， sug伊stingan increase in the diversity oftissue pH in thebrain. 

[はじめに]我々は、 4.7T人体用 MRI分光計に3つの送受信系を装備し、同一の選

択領域から多核種スベクトルを同時に測定する方法の開発を進めている。これまで、

旬、 31p、13C核の同時測定を可能とする TRINITY(TRlple Nuc1ei Interleave in Triple 

channelspec佐oscopY)法について報告してきた[1，2]。今回は、この方法を、アノレコーノレ

摂取前後のヒト脳に適用し、 lHで観測できる脳内エタノールと代謝物、および31pで

観測できる代謝物を同時測定した。 lHスベクトノレについてはLCModelを用いて定量

を試みた。

【方法]MRI分光計はOxfordMagnet Technology社の4.7T磁石(ボア径925mm)

を接続した VarianInovaを用いた。信号検出器は直径8cmの2重ノレープを用いるクォ
ドラチャ型31p検出器と、口径30cmの頭部用 lHTEM型コイルと組み合わせ、 lH、31p

同時測定を行ったoアルコールは主に日本酒(エタノーノレ含有量 19%)を200""'-'800g

経口摂取し、その前後でMRS測定を行った。 lH局在化測定はSTEAM法、 31pはISIS

法を用い、一回毎のinterleaveで32回加算(2.66分)のスベクトルを8個ずつ収集した。

TR=5s、STE品在のTE=4ms、TM=33mso lHでは32回積算そのまま、または4個

ブロック積算した 128回積算、 31pでは4個ブロック積算した 128回積算結果につい

てスベクトル解析を行った。いずれの場合にもブロック積算の前に化学シフトのドリ

フト補正を行った。 lHスベクトノレの定量はエタノール、水をベイシスセットに加え

た LCModelプログラムを用い、定量には同一選択領域で測定した水の信号強度を用

いて補正を行った。すなわち、後頭葉に設定した測定領域で別に測定した T1強調画

像を用いた組織分離の結果(灰白質(GM):75%，白質(WM):10%，脳脊髄液 (CSめ:15%)

より領域内のNMR可視な水濃度を39.62mol/l tissueと仮定して各代謝物を定量した。

{結果と考察]アルコール38gを経口摂取した前後のヒト脳後頭葉から同時測定した
lH，31pスベクトノレを図 1に示す。アルコール摂取後の lHスペクトルでは通常の代謝

物に加えて、 1.18ppm、3.65ppmにエタノールのメチル基、メチレン基の共鳴線が明

Keywords:高磁場MRI、多核種NMR、局在化スベクトル、脳、アルコール

みつもり ふみゆき、たかやのぶひろ、わたなべひでひろ
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瞭に認められる。 lHスベクトノレについて 2.66分ごとのエタノール、代謝物の濃度を

LCModelプログラムを用いて定量したところ、脳内エタノールは 5.84土1.37mmol/l

tissue (n=3)であった。この間、 lHスペクトルで観測される品アセチルアスパラギン

酸(NAA)、グルタミン酸、クレアチン、コリン、イノシトールの共鳴線、 31pスベク

トルで、観測されるクレアチンリン酸、 ATPの高エネルギーリン酸化合物、無機リン等

に変化は認められなかった。この結果は、 38g(~0.6g1kg 体重)程度のアルコール量で、は
脳内の代謝は定常に保たれていることを示す。

温圃圃園圃醐箇圃・・

Fig.1. lH and 31p localized 

1H 31p 畿襲撃翼連 叩ectraobtained from. the area 
盤畿鑓 of 3x3x3 cmj at the oc仰ital

.vr"""" -w，.怖山恥内1""-刊 川町川町内九万.......... I lobe (see right upper insertion) 
CH2 NAA ~ f'U 、difference I __叶・川・ャvr.....before and after an intake of 
~ I I lγ|て 38gEtOH. Each spectrum 

3 2 

T I ATPγAII-'α 灯 Ps was the sum of 4 blocks of 

10 5 .5 .10 .15 .20 

32 transients (10.7min). 
TRlTE/TM = 5000/4/33 ms. 
Top traces show the difference 
spectra between the ones at 
36.3min after and immediately 
before EtOH. 

さらに、摂取を繰り返すと(エタノール総量 61g、152g)、脳内エタノールはほぼ

摂取量に比例して上昇するが代謝物の lH代謝物には変動は見られなかった(図2)。
これに対L、31pスベクトルの無機リン共鳴線は高摂取量で線幅が広がり、エタノー

ル量 152gではpH7.02から 6.98とわずかに酸性化の傾向を示した。線幅の広がりは

細胞内pHの多様化を示唆するものと考えられる。

30 

•• .・・ ・・.

g 10 
8 <to∞前日 00000000 

5 4 
D 
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Fig.2. Concentrations of EtOH and 
N-acetylaspartate (NAA) in the 
brain before and after intakes of 
EtOH. Amount of taken EtOH 
was 38g for the first time (t=O)， 

。poooOo
and 23.8g for the second time 
(t=43 min) (Both timings are 
indicated by a町ows).

80 

Quantitation was performed on 
spec回 with32 transients using a 
LCModel program with induding 
100 H20 and EtOH into the basis set. 

ヒト脳に TRINITY法を適用し、アルコール摂取前後の脳内エタノールおよび、代謝物

の変動を lH、31p局在化スベクトロスコピー法を用いて追跡できた。

{参考文献】

[1] F.Mitsumori， N.Takaya， Proc.Soc.Mag.Reson.Med， 11， 1138 (2003). 
[2] F.Mitsumori， N.Takaya， H.Watanabe， Proc.Soc.Mag.Reson.Med， 12，2461 (2004). 



3PI02 ポリリン酸レポーターシステムを用いた

遺伝子発現のイメージング技術の開発

(横浜市大院・総合理)

0杉原文徳、紡尾豪人、奇鑑媛、 岡田あずさ、渡温清、笠原浩司、古久保哲朗、 白川昌宏

Development of a reporter system of in vivo gene expression using MRI 
Gradua俗Schoolof Integrated Science，均kohan沼 CityUniversity 
1-7-29 Suehiro-cho， Tsurumi-ku， Yokohama-shi， 陥 nagawiJ-ken，230・0045

Sugihara，B.， Tochio， H.， Ki， S.， Okada， A.， Watanabe， K" Kasahara， K.， Kokubo， T.， Shirakawa， M. 

[Abstract] 

To provide an ideal method for monitoring in vivo gene expression， we are developing a 

novel method of reporter gene assay using NMRlMRI. In this method， activity of a gene expression is 
converted to 31p NMR signal of polyphosphate (polyP). As fundamental study for developing this 

method， functions of genes， which were supposed to relate to POlyP accumulation， were analyzed in 

yeast cells and the availability of the selected genes was test，剖.We have repo巾 dtheesぬblishmentof

the 3fp NMR/M聞 methodfor monitoring gene expression in yeast colonies by using the selected genes 

last year. This time， we'lI repoi1 the improvement of this method in experimental-time and spatial 
resolution. And also the results of the experiment of promoter analysis by using this method will be 

shown and discussed. 

I背量]
新しい視点から生命現象をとらえる手法として、

分子イメージングカ電流行する兆しがある。手法自体

は既存のものであるが、そこに分子生物学的な手法

を導入し、生体内部でのイベントを分子レベルで解

析できる測定方法として生命科学・医療への応用が

行われようとしている。

本研究では分子イメージング研究の課題の一つで

ある、生体内での遺伝子発現を可視化することを目

標としている。既存の遺伝子発現を測定する手法は、

生体の破壊が前提であったり、蛍光プローブを用い

た手法がとられてきた。しかし、動物個体中の遺伝

子発現をみるには、破壊的な手法では生きたまま Cin
vivo)での解析を行うことはできず、蛍光プローブ

では深部組織の澱定を行うには不適当である。また

放射線を用いた手法 (PET.SPECT)は高感度であ

るが、被爆を伴うことから非侵襲約な手法としては

理想的でない。そこで我々は非侵襲・非破寝的な可

視化手法として MRI( Magnetic Resonance 

Imaging)を用いて、分子生物学的な手法を基にして

遺伝子発現の生体内可視化技術の開発を行っている。

I実験肉容]
昨年度までに本討論会において NMRlMRIで遺伝

子発現をモ二ターするレポーターシステムについて

報告してきた 1，2今年度は構築した測定手法の改良

を行ったので報告する。用いたレポーターシステム

は、遺伝子発現を31P判MRlMRIで観測可能なリン

酸のポリマーであるポリリン畿で測定する手法であ

り、ポリリン酸量が発現量 (mRNA)と相関するこ

とから定量的な手法であることが示されている九

測定手法の改良として、測定時間の短縮と分解能

の向上を目指した。31P-NMRは1Hに比べて磁気回

転比が小さく、また密度も少ない為に菌像を得るた

めに長時間の積算を!O凄とする。より簡便な測定手

法とするために、測定時間の短縮を図ることが必要

であった。また、態度が低いため分解能を高〈設定

できないことが、詳細な解析を行う際の問題となっ

ており、その点の改善も必要であった。そこでポリ

リン酸量を比較的感度のよい 1H-NMRlMRIのパラ

メーターで間接的に測定し、感度の向上を図り、測

定時間の短縮と分解能の向上を図った。

測定には、レポーター遺伝子PHl胸のプロモータ
ー領域を発現強度の異なる異種プロモーターに置換

Key Words :化学シフト選択的イメージング、 invivo 31p楓/国側、酵母、遺伝子発現

すぎlまら，S~と〈、とちおひでひと、きせおん、おかだあずさ、わたなベきよし、かきはらこうじ、こ <1まてつろう、しらかわまさひ

ろ

-320-



した酵母株を用いた。それぞれの酵母をYPD培地で
培養後、外径1.2mmのキャピラリーに詰め、中8mm

NMRチューブに入れてサンプルとした。測定装置は

Bruker DRX石∞+マイクロイメージングプローブ
Micro・5を使用した。

ポリリン酸のMRIjf!IJ置にはCHESS(皇国mi側

室hift皇electiveImaging )法を改良して使用し、 1働H
のT1潰IJ定にはSatura甘onR田overy法を使用し5

秒から 50m秒の9つの繰り返し時間 (TR)を用

いて測定した。測定時間はポリリン銭画像に約 1

時間、 1付 T1測定に 10分を要した。

[結果思考繋}

測定より得られたそれぞれの欝母株のポリリン酸

盤(ポリリン酸菌像における各キャピラリー領域の

シグナル強度の平均値)を縦軸に、 1-付T1健を機軸

にプロットした結果がFig固1bである。

2つのパラメーターは非常に高い栂闘を示して

おり、ポリリン酸盤を1HT1で見穣もれることが示

された。これより 2つの点において本手法を改替す

ることができた。 1つには湊i定時閣の短縮と 2つ自
には解像度の向上である。

1つ自の測定時間の短縮については、積算特閣の

1閑a

トH PolyP 1協同開師ap

短縮による効果のほかに、 1付T1の湊i定手法の改良

による更なる短縮が図れることから、より詳細な経

時変化を澱定できることが期待される。

2つ隠の分解能の向上については、ボクセルあた

りの 1-Hスピン密度がポリリン酸に比べ高いことか

ら、ポクセルを細かくしても十分なスピン密度を確

保でき、高分解能を遼成することができる。サンプ

ルの配置を工夫すれば、多検体の測定も効率良〈行

うことができる。

また、ポリリン酸置と 1HT1の栂闘が示されたが、

この相関が得られる機構はポリリン酸畳と常磁性効

果をもっ金属の細胞内含重量が比例していることに起

因すると考えている。締胞内の金属含盤などの詳細

な解析については、今後進めていく予定である。

現在はここで得られた知見をもとに、ポリリン滋

では感度・解像度の点から測定が困難な高密度!こ酵

母コロニーを生育させたセルチップを用いた湊j定方

法の開発を行っており、既知の結果とき予盾しない1

判イメージの結果が得られている。今後Iまセルチッ

プを用いたプロモーター解析を実際に進めていく予

定であり、この結果についても討論を行いたい。

1-b 
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1.初属議人 et.aI.，第41回NMR討論会鱗演要旨築、開390・1(2002) 

2.杉原文徳 et.al.，第42回NMR討論会議;資要旨築、 pp102-3(2003) 

3.杉原文徳 et.aI.，第9固NMRマイクロイメージング研究会動資襲旨鏡、 pp52-5(2∞4)
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lP103女 超並列型MRマイクロスコープを用いたヒト医子

三次元撮像:KHEMMP

(1:筑波大学院数理物質科学研究科 2:筑波大学院理工学研究科 3:筑波大学工

学基礎学類 4:(株)エム・アール圃テクノ口ジー 5:京都大学医学研究科)

0松田善正小野真也2 半田晋也大竹陽介増本秀史拝師智之 4 巨瀬勝美
塩田浩平 5

MR microscopy of a large human embryo collection (Kyoto collection) using 

multi-channel super-parallel MR microscope : KHEMMP 

l:Graduate School ofPure andApplied Science， University ofTsukuba， 2:Masters Program in 

Science and Engineering， University of Tsukuba， 3:College of Engineering Sciences， 

University of Tsukuba， 4:MRTechnology Inc.， 5:Graduate School of Medicine， Kyoto 

University 

Y. Matsuda1， S. Ono2， S. Handal， Y. Ootakel， H. Masumoto3， T. Haishi4， K. Kose1， K. Shiota5 

Ane伍cient(super-parallel) MR microscope was developed for 3D MR microscopy of 1，400 

chemically fixed human embryos. About 900 embryos were already measured at企om

(70μmi to (150μmi isotropic spatial resolution. The 3D image datasets were demonstrated 
to be useful for studies in human embryology. 

1.はじめに

京都大学先天異常標本センター(センター長:塩田浩平教授)では、 1960年代に

組織的にヒト恒子を収集し、現在、数万体に及ぶヒト睦子の世界最大のコレクション

(京都コレクション)を所蔵している(1)。本コレクションは、日本人初期子宮人口を

代表する標本群であり、奇形の発生率も高く、先天異常を研究する上で重要なサンプ

ル群である。これらのサンプルは、今後様々な観点から研究されていくものと考えら

れるが、その解剖学的基礎データを取得するために、代表的な腔子に関して、

MRI、ヒト怪子、三次元撮像、高速撮像、解剖学的基礎データ

まった、よしまさ、おのしんや、はんだしんや、おおたけようすけ、ますもとひでし、

はいしともゆき、こせかつみ、しおたこうへい

-322-



MRマイクロスコープ撮像を行なうことを計画した。このため、従来の手法に比べて

飛躍的な高速化を可能とした超並列型MRマイクロスコープシステムの開発を行な

った。現在、開発したシステムを用いて、外表面に先天異常が無く、傷のない代表的

な経子約1，400体の三次元MRマイクロスコープ撮像を行なうことを目標としたプロ

ジェクトが進行中であり、ここにその経過を報告する。

2;-Kyoto Human Embryo 3D MR Microscopy Pr吋ect(KHEMMP) 

京都大学医学研究科先天異常標本センターには、約5万体のヒト腔子サンプルが所

蔵されている。それらのサンプルのうち、外部表面に先天異常がなく、傷のない

Carnegie Stage(以下CS)13'"'-'CS 23の約 1，400体に対し、三次元MRマイクロスコ

}プ撮像を行い、三次元デジタノレデータとして保存するのが我々の計画である。

これらのデータ群を元に、(1)ヒト陸子データベースの構築、 (2)撮像したサンプル

データからの各ステージの標準データの構築を行なう予定である。

3.超並列型MRマイクロスコープ:現状と 8CH化へ向けた開発

本プロジェクトを行なうために、動物実験用MRIシステムの超伝導磁石(静磁場強

度2.34T、室温開口径40cm、均一領域16cm球)を用いた4CH超並列型MRマイク

ロスコープシステムを構築した(2)。さらに、 8CH超並列型MRマイクロスコープを

構築したFig.t)。

これらのアレイ型プロ」ブにサンプルをセットし、同時撮像を行なった。 RFコイ

ルは各サンプノレの試験管の大きさごとにごとにソレノイドコイルを作成し、それらを

使用した。 MRIコンソールは 4チャンネノレ型送受信系(当研究室開発)、 8チャンネ

ルパワーアンプ何hamway製)、工業用 PC1台を用いた4チャンネル型MRIコン

ソール、および8チャンネノレ型送受信系 (DSTechnology製)、 8チャンネノレパワーア

ンプ、工業用 PC2台を用いた8チャンネル型MRIコンソーノレを用いた。

なお、 CS17""CS23には 4CH型システムを用いて行なった。今後 CS13""CS16

には8CH型システムを用いて撮像を行なう予定である。

4. ヒト旺子サンプル撮像データ

これまでに、 Fig.3に示すように CS17 ""CS23、約900体のヒト腔子の撮像を行な

った。撮像シーケンスは 3Dスヒ。ンエコー法、繰り返し時間は 100ms エコ一時間

は8ms、10msおよび12ms、積算回数は 16回、空間分解能は(70μm)3""(150μ 

m)3とした。今後、約6ヶ月でCS13""CS16の約500体のサンプノレの撮像を行なう

予定である。
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5.染色データとの比較

得られたヒト恒子のMR撮像データ(Tl強調画像)と、染色された解剖データの比較

を行なった (Fig固4)。解剖データは、UN8WのHPに公開されているデータである。

なお比較データは 8tage22である。 Tl強調画像と、染色した解剖データでは類似し

たコントラストを有することが分かつた。このことから、解剖学のデータとしても

MRIのデータが有用であるということが分かった。今後、体の部位ごとに、画像の

画素値比較を行い、どの程度相関が高いかどうかを定量的に比較する予定である。

6. ヒト恒子標準標本データ

得られたデータ群から、ヒト怪子標準標本データを作成するが、これらの標準デー

タは、先天異常標本との比較のための基準、そしてヒト腔子のステージ分けの基準と

なる。本研究では、その第一段階としてヒト怪子数体の正中断面を用いて、ヒト経子

の外表、心臓、肝臓、脊髄、背骨という周囲との判別が容易な部位に関して標準データの

作成を、 0821'"'-'0823に関して行なった(Fig.5)。現在、脊椎骨の形態学に関する情報(形

状、相対座標など)を得るためのフ。ロトコルの開発を行なっている。

7.まとめ

本プロジェクトは現在進行中であり、現在0817"-'0823に関して撮像を終了した。

今後0813"-'0816の撮像を今年度で終了予定である。

この第一期プロジェクトが終了した後に、 400MHzの MRマイクロスコープを用

いて、得られたサンプルデータのうち、より標準的なものに対し、より高い空間分解

能で撮像を行なう事を計画している。

参考文献

(1) Nishimura H， Takano K， Tanimura T， Yasuda M. Normal and abnormal 

development of human embryos: First report of the analysis of 1213 intact 

embryos. Teratology， 1(1968) 281・290

(2) Yoshimasa Matsuda， 8hin Utsuzawa et al.， A 8uper-parallel MR microscope， 

Magnetic Resonance in Medicine， Volume 50 (2003) 183・189
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Fig.1Supeトparallel醐Rmicroscope 8CH Gradient Probe array 

CS17 CS18 CS19 CS20 CS21 CS22 

70μm3 80μm3 100μm3 100μm3 1μm3 120μm3 
CS23 

120μm3 

Fig.3 MR microscopy of Human Embryo 

MR Microscopy RealData 

Sta思e22 Sta留e23

Fig.4 Comparison MRM with Real data Fig.5 Human Embryo Average Data 
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2PI04 食品用コンパクトMRIを用いた

脂肪分布の測定

( 1食総研、 2エム・アール・テクノロジー)0石田信昭 1、内藤成弘¥拝師智之 2

Imaging of fat distribution in meet sample by compact MRI 

Nobuaki Ishida1， Shigehiro Naito1， Tomoyuki Haishi2 

lNational Food Research lnstitutθ Tsukuba Sci・encθ City， lbaraki 305-864之

Japan 

2AfR Technolog)ぅ TsukubaScience Cit)ろlbaraki300-8642， Japan. 

Imaging of fat distribution in meeet sample were investigated using high field MRI and 

lowfield compact MRI system. Because Tl of fat was short comparing to fresh (meet) 

tissue， fat image can be emphasized in Tl.weight images. In beef meat， fat can be 

clearly imaged by bothMRI systems but chemical shift artifact was observed in the 

image by the high field system. Fat distribution of sausages can be clearly imaged by 

comapct MRI. Though the sausage image of high field MRI show the detailed 

structure of the sample， the fat distribution is not clear. 

MRIは医療分野だけでなく広範な分野へ応用が広がってきており、食品科学の分野でもN

MRイメージングは食品の品質を非破壊で調べるよい手法であることが示されてきている。

また最近は、永久磁石を用いたコンパクトなMRIが開発され、医療分野への応用やマウス

標本の 3次元データライブラリーの作成に使われるようになり、高価な上保守も手間がか

かる超電導磁石を用いた高磁場型の研究用MRIを用いた食品研究だけでなく、食品研究の

現場においてもMRIへの期待が高まっている。しかし、永久磁石を用いた低磁場型のMRIを

用いて測定した食品のイメージは、超伝導磁石を用いた高磁場型のMRIの画像とは異なる

コントラストを与えることも多く、低磁場型MRIの利用にあたり、高磁場型MRIを中心にこ

れまで進められてきた食品に関する研究結果の解釈と、低磁場型MRI画像との比較再検討

が必要となってきている。

ここではこのような低磁場型コンパクト服Iを食品に利用するにあたり、感度面や磁場

均一度の欠点はあるが、化学シフトアーティファクトが少ない低磁場の特長を生かして利

用できる、脂肪分布のイメージ化について、高磁場型MRI画像と比較して検討した。

【材料及び方法]

試料:牛肉及びソーセージは市販品を用いた。

測定は、超電導磁石を用いたNMR装置に付属した高磁場型MRI装置(300MHz)及びエム・ア

ール・テクノロジ一社製の 1T低磁場型装置を用いて行った。

キーワード:コンパクト、 MRI、食品、 3D、脂肪分布

著者:いしだのぶあき、ないとうしげひろ、はいしともゆき
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High field 削 R~ (7丁) Low field制RI (1 T) 

beef 

sausage 

Fig. 1 MR imag巴sof meet samples with different magnetic field 

Images w巴remeasured by spin一日chomethod. 

High field MRI: TE=10ms， TR=5.0s for beef， TE=15ms，TR=O.2s for sausage 

Low field MRI: TE=10ms， TR=O.1s 

i結果及び考察I
Fig. 1に磁場強度7T(300MHz)とlT(40MHz)でとった牛肉と粗挽きソーセージのイメージを

示す。測定は通常のスピンエコー法を用いており、試料に含まれる水と脂肪のイメージが

重なって出てくる。牛肉のイメージはどちらの磁場強度でも脂肪が強調されたイメージと

なり、脂肪分布がよくわかるが、高磁場MRIでは脂肪の化学シフトアーティファクトが強

く出ている。

一方、ソーセージのイメージでは高磁場MRIはソーセージの構造(赤身、脂肪、すり身)

を反映したコントラストが強くついた上に化学シフトアーティファクトがついたイメージ

となったのに対し、低礎場MRIでは構造の違いによるコントラストや化学シフトアーティ

ファクトはきつくなく、水と脂肪のT1の違いによるコントラストが大きくつくため、脂肪

分布を明瞭に捉えることができた。ソーセージ組織毎の縦緩和時間の値は、7Tに比べげで

は2/3から1/2程度に短縮していたが、ともに脂肪の値は赤身に比べ1/2であり、T1-weight

により脂肪を強調することができた o このような磁場によるイメージコントラストの違い

は、磁場強度が高くなると組織あるいは組織境界における磁化率の違いが強調され、 T2*

による減衰がコントラストに大きく影響してくるためと考えられた o

T2*及び化学シフトアーティファクトが小さい抵磁場型コンパクトMRIは、食品の脂肪分

布の観測には適していると考えられた。
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3Pl05 コンパタトMRIの開発円

aアーjレテクノ口ジー(1筑;農大学物理工学系(2

0捧師智之宇津藩慎1.2 半田晋i:!21，富瀬勝襲 2

“Development of a compact NMRjMRI for food sciencejengineering" 
Tomoyuki HAISHI1， Shin Utsuzawa1，2， Shinya HANDA2， Katsumi KOSE2 

llMRTechnology Inc.， Tsukuba“city， Japan 
21Institute of applied physics， University ofTsukuba， Japan 

Three compact NMRjMRI systems using permanent magnetic circuits for food 
sciencejengineering have been developed. Three maIntenance-free magnets were selected 
for samples and applications. Its fields strength were O.12T (17cm gap)， l.OT (6cm gap)， 
or 2.0T (6cm gapトWithusing higher order current shim coils， we have achieved O.5ppm 
of Ho homogeneity over an imaging volume (3cm dsv) at the 1 T magnet. Experimenta1 
imaging results acquired at the 2T have showed us a simi1ar image contrast of cherry 
tomatoes which was obtained at higher fields of superconducting magnets (>3T). 

1 はじめに

超伝導NMR瓜!J:RIを利用して食品を計測対称とした歴

史は非常に古く，局所的傷害，腐敗及び劣化の検出が可

能であることから高い有用性が指摘されてきている

[1] .しかし，大型。高価であり維持管理も大変なこと

からその利用は幅広い食品開発研究者の要望に応えに

くいレベルに止まっているだけでなく，さらには全数

検査を前提とした現場での頻繁な利用までに果てしな

い道のりがある。いっぽうで，工業及び電子工学技術

の発達により，小型永久磁石磁気回路とコンパクトな

NMR/MRI分光計の作製が可能となり，扱いが容易な

コンパクトMRIシステムの開発が行える状況が開け

ており，食品用コンパクトMRIの実用化が強く期待

されている.本研究開発は，平成 15年度より認定され
Fig.1. compact NMR/MRI (1T) 

た農林水産省民間結集型アグリビジネス創出技術開発事業によって67%の資金援助を受けており，

食品総合研究所，筑波大学，および農林水産先端技術産業振興センターの協力を得て平成¥17年度

末まで遂行される予定である.今回はその初年度の研究内容に関して報告する.

2.研究開発の目的

本研究開発の最終目的は，食品検査。評価用のインタラクティブ(会話型)操作ができ

る，フルオート測定。解析型コンパクト NMR/MRIを開発することである.さらに，開発

される装置は臨床用MR1と同様に，検査によって装置@人件費等の諸経費を充分にカバ

ーできる計測性能とコストパフォーマンスを同時に有するものとし，それを食品検査・評

コンパクト， MRI，食品，シム

はいしともゆき
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価@開発の基盤技術とする.

3.食品用コンパクト NMR/MRIプロトタイプ:1 T-NMR/MRIシステム

Fig.lに開発された lT食品用コンパクト NMRjM闘を示す[2][3]. 左下が lT永久磁石磁気

回路(ギャップ 60mm，水平垂直両関口， 12ppm@30mmφ諌)であり，図右が分光器である.

NMR/MRIコンソール(ACI00V，1500W)は移動を前提としてラックケースに収納され

ている.また lT用の RFコイルは 7巻の分割ソレノイドであり 43MHzに同調したと

きの q値はサンプルロード時でも 250以上である.分割ソレノイドは，損像試料の違い

に対してSN比を安定させるために並列LC共振回路のコンデンサをコイルに対して分散させ浮遊

容量を低減させる方法であり，サンプルの違いに対するチューニング、のズレが改善できる。

4.永久鶴石礎気回路(1T)のための高次シムコイル開発[4]

lT永久磁石磁気回路(lテスラ， 60mmギャップ)は，グランドシミングによって 12ppm(30mm

φ球内)均一度が達成されている.しかしながら， NMRスペクトルにより例えば水と油を分離す

るためには，磁場均一性は概算で 1ppm/FOVが必要になってくる.そこで，高次のシムコイル開

発 (ZO，Z2， Z3， X2， y2， X2帽y2)を行い磁気回路のポールピース内面に取り付けた.Fig.2に示すよう

に，水とサラダ油の NMRスペクトルを観測しながらシムコイルを駆動して電流シミングを行う

ことにより，磁場均一度を約 0.5ppm(30mmφ球内)に高めることができた.Fig.2左では水油のス

ペクトルは分離していないが，シムコイルに適切な電流を印加することにより， Fig.2右では水油

は明確に分離している.

Fig.2. Spectrum changing at 30mm dsv with using higher・ord串rcurrent shim coils at 1T p日rman自ntmagnet. Th串

improved homogeneity is O.5ppm and the sp自ctrumof wat邑rand fat is cl告arlyr串cogniz曹d.

5.揮犠実験:チエリートマトを用いて雛来の NMR/MRI装置の園儀と比較する

コンパクト NMR/MRIに用いる永久磁石は，これまで食品研究用に主に用いられてきた

超伝導磁石に比べ磁場強度が最小 117以下に低く，さらに，静磁場均一度も超伝導磁石

(0.1ppm)に比較して永久磁石(10ppm)では 100倍悪い.この場合に，撮像試料のコントラス

トがどのように変化するかの実験を行った.チェリートマトは一年を通して国内で何処で
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も購入することが可能であり， NMR/MRIの標準資料として非常に扱いやすい.Fig.3は様々

なNMRJMRI装置で、静磁場強度を変えて撮像を行ったチェリートマトであり，撮像は 2次元もし

くは3次元スピンエコー法， TR:: 4000msもしくは5000ms，TE = 30msから 100msまでの臨床用

MRIでいう T2強調で取得されている.永久磁石磁気回路を用いたコンパクト NMRJMRIで取得

された画像はい)(b)(のである.これらの MR画像の大きな特徴としては，チェリートマトの中心部

と辺縁部の画像コントラストが1.0Tを超える領域で明確になってくることであろう.O.3Tでは

TE>100msの設定値でも τ2減衰によるコントラストがほとんど現われず，どのようにしてもプロ

トン密度強調画像になってしまう.いっぽうで， 7.0Tの高磁場ではチェリートマトの辺縁部の信

号低下がTE=30msでも著しい.

(a) 0.3τ (b) 1.0T (c) 2.0T 

(d) 3.0T (e) 4.7T (乃 6.3T (g) 7.0T 

Fig.3. MR images 01 cherry tomato自sacquired at various field strength. Images of (a)(b)(c) were obtained wilh 

permanent magnetic circuit日ndimages 01 (d)(e)(乃(g)were taken with superconducting magnet. 

6.食品の多鴇性に対応するために:O.12TおよびO.2TのNMR/MRIシステム

Fig.4は開発した，持ち運びがさらに容易なO.12T永久磁石磁気回路(C型， 150kg，ギャップ17cm，

均一度 50ppm@lOcmφ)と，それを用いて撮像されたハッサクの画像である.この NMRJMRIシス

テムのユニークなところは，ベルトコンベアなどの搬送機構に組み込んで野菜，果物，および肉

魚貝類などの食品全数検査に用いる事ができることであろう.

Fig.5は 2T永久磁石磁気回路(上下左右両関口，ギャップ6cm，均一度1.0ppm@30mmφ)と，そ

れを用いて撮像されたチエリートマトの画像である.Fig.3(c)も同ーの磁気回路で取得されている.

ポイントは 2つあり，超伝導高磁場で取得されたものに近い画像コントラストが得られる点と，

検出コイルにソレノイドが使える点である.2Tは鉄の飽和磁化の限界点付近であり今後の数年間

は， NMRJMRI用の永久磁石磁気回路としてはこれが世界最高の磁場強度を持つものとなるであ

ろう.また SNRであるが，ソレノイドコイルが鞍型コイルの2-J2倍良好であることを考えれば，

2T+ソレノイドコイルの組み合わせでは， 4.7T+鞍型コイルの SNRを凌駕する.
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Fig.4. 0.12T-NMR/MRI system (gap170mm， weight 150kg) and 2D-SE imag思ofHassaku (FOV: 96mmx96mm， 

TR/TE=2000/96ms) . 

Fig.5. 2T帽NMR/MRIsystem (gap 60mm， W自ight1，OOOkg， installation space 1 m2) and 3D-SE image 01 cherry 

tomalo (FOV 25.6mmx25.6mm， TR/TE=1 00/1 Oms， S.T. 1 mm) 

7.まとめ

コンパクト MRIの食品への応用に関する F.S.を行い今後の開発方針を定め，試作 1号機の作製

を行った.磁場均一性の向上についてはシムコイルを開発し均一度を約 20情向上させることがで

きた.低磁場型MRIの特長を生かした応用例の蓄積については、肉や魚の脂肪分布について測定

例を増やすとともに，断面のイメージ 3次元立体イメージ，脂肪分布の解析を行うデータ処理

プロトコルの開発を行った[5].魚，肉及びその製品について，コンパクト MRIは脂肪の分布と

内部構造を非破壊で3次元的にとらえるための非常によい手段であることがわかった.計測装置

のJ洗練度を上げるため試験撮像は随時行っているのでご連絡いただきたい.

8.参考資料
1)狩野広美ら@食品研究とコンパクト MRI.第8回NMRマ研究会講演要旨集.11 .2003 
2)K. Kose et a1 ~ MRMics • 6th ISMRM • Sydney • 1998 
3)Tomoyuki Haishi et a1 • Magnetic Resonance Imaging • 19 • 875圃880.2001
4)半田晋也・ H16年卒業論文句筑波大学工学基礎学類 .2004
5)拝師智之，石田信昭ら.p94白p95・食品科学工学会第 51回大会講演集 .2004
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lP106* 4.7T におけるヒト脳3次元 T]強調画像測定の最適化
(国立環境研)0高屋展宏、渡遺英宏、三森文行

Elongated T 1 values in human brain and the optimization of 
MDEFT measurements at 4.7T 

ONobuhiro Takaya， Hidehiro Watanabe， Fumiyuki Mitsumori 
(National Institute for Environmental Studies) 

It was reported that the MDEFT (modified driven equilibrium Fourier transform) 
measurementsgives an excellent T1 contrast in the human brain at 4T. However， T1 values for 
the grey and white matters were significantly increased at 4.7T compared with those values at 

4T.Inthis study， we optimized the MDEFT measurements based on the T1 values at 4.7T. In 
MDEFT measurements， a preparation period for the longitudinal magnetization， TMD plays a 
decisive role for production of the contrast. Both the theoretical calculation and the 
experimental measurements on the phantoms indicated that the best contrast between the grey 

and white matters were obtained with the TMD around 2.8s. Taking into account oftotal 

measurement timeヲTMDwas set to 2.0s. We also a司justedthe flip angle. Tissue contrast was 
improved approximately 40% with the optimized parameters. 

【はじめに】高磁場においてはT1の延長により従来のT1強調画像法では良好な組織間コン
トラストが得られない。これに対し、 3DMDEFT(3D modified driven equi1ibrium Fourier 
仕組sform)法では二重の T1強調準備パルスを用いることにより高磁場において良好な組織

間コントラストが得られる(1，2)。しかし、4.7Tでも高い組織間コントラストを得るためにはRの
延長を考慮した測定パラメ一安ーの最適化が必要である。今回我々は3次元のれ強調画
像が得られる3DMDEFT法のパラメーターを4.7Tで最適化することにより、 1mm3の空間

分解能で灰白質、白質聞の高いコントラストノイズ比(CNR)を得ることができた。

【方法]測定はVarian製人体用 4.7TINOVA分光計と頭部用 IHTEMコイルを用いて行っ

た。4.7Tにおける灰白質、自質のTd直はIR-Turboflash法で測定した。パラメーターの最適

化は、4.7Tにおける灰白質、自質の T1値を模擬

したファントムを用いた実測、および、それぞれの

町値から予測される信号強度を用いたCNRの計

算によりおこなった。3DMDEFTシークェンスは
T1コントラストをつける 90

0-1800四α。パルス間の Gs 

TMD期間と、 FLASH部から構成されている。 Gp

(Fig.l)最適化は TMDの長さと、FLASH部のフリ Gr 

ップ角について実施した。

【結果と考察]

←一一一-T MD 一一一一~ FLASH 

Fig.1. 3D MDEFT sequence 

TMDの最適化 4.7Tにおける灰白質、白質のれ値iま1.63土0.06s、1.07土0.04s(n=4)であっ

た。4Tで報告されている測定条件はTMD=1.2s、フリップ角は10
0、FLASH部のセグメント数

は4である。4.7Tでのファントム測定ではTMDが3秒のときに最も高いT1コントラストが得ら
れた。これは理論i直の2.8秒に近い値であった。 (Fig.2)我々は、ボランティアでの測定時間
を考慮し、TMDを2秒と決定した。

Keywords:高磁場MRI，3次元画像，T1， MDEFT， 4.7Tesla 

たかやのぶひろ，わたなべひでひろ，みつもりふみゆき
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71)ッブ角の最適化 FLASH昔日のフリップ角 200の時に CNRが最も高かった。フリップ角

が大きくなると測定後期での定常磁化が小さくなり、k空間周辺部分での信号が小さくなる。

これは、空間分解能の劣化をもたらすおそれが晶る。このため、ゲ、ル中に置かれた無信号

のガラス監をどこまで識見IJできるか、フリップ角を変えて空間分解能の評価を行った。その

結果、フリップ角 150以降で急激な分解能の抵下が見られたので、最適なフリップ角を 13
0

に決定した。測定時間を謹!まさずに、灰白賞、自質問の CNRが4Tの条件を用いた場合に

比べて約 40%高い函館を得ることができた。 (Fig.3)
obs阜lVedat 4.7T 

Fig.2，Obs母rvedand caiculated CNR p昨
阻easurem官nttime b器tw配偶Gr可
E鵬E蹟na副tt総E釘昨r偶M)a翻E図ul鞠w哨r骨b.i蜘t旬官 醐 a鮒t“te位r伺仰r明M)asa
f1阻u阻1C悦t討im-恐lofτM[J. 

Measurements was performed on gel 
phantoms whose T1 and T2 values were 
adjusted to simulate GM and WM. 
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(1) T MD=1.2s， flipangle=lOoラ4segment，measurement time=24min 
(2) T MD=2.0sヲflipangle=130，2segment， measurement time=21min 

T
MD
(畠串c)

[結論l4.7Tにおける3DMDEFTの最適条件をτMDを2秒、フリップ角を 13
0

に決定した。

測定時聞を謹ばさずに、原由賞、由質問の CNRが 4Tの条件を用いた場合!こ比べて約

40%高い闇像を得ることができた。

[毒参考文献]
1. J.Hochm創mヲH.KellerhalsラJ.Magn. Reson. 1980，38:23-39 
2. Lee JHラGarwoodMラMenonR， Adriany G， Andersen PヲTruwitCL， U gurbil K. Magn 
ResQn Med. 1995ラ34(3):308幽12.
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2PI07 300MHz NMR装置および PC用処理ソフトウェアを用いた

NMRメタボロームによる病態解析

日本医科大学医学部 O平川慶子、植草協子、大野曜吉
東北大学大学院医学系研究科 小池薫

日本電子データム株式会社 有福和紀、藤原正子

NMR-based metabolomics(metabonomics) approach to understanding the metabolic 

responsesof mammalian system to patho-p，hysiological stimuli using 300 MHz NMR 
sp，ectrometer and new PC software for analyzing FID data from biologicalsamp，les. 

Nippon medical School 
Tohoku University 
Graduate School ofMedicine 
JEOL DATUM LTD. 

Keiko Hirakawa， Kyoko Uekusa， and Youkichi Ohno 
Kaoru Koike 

Kazunori Ariti山uand Masako Fujiwara 

NMR-based metabolomics(metabonomics) established and evolved by Nicholson and co-workers is an 
integrated NMR speetroscopic and chemometric approach applied to investigation of disease 
processes and toxic reaction induced by xenobiotics. They usually use high frequency proton 'NMR 
spectroscopy， 600MHz or greater， to incr巴asesensitivity and to obtain high resolution. We have 
developed new so氏ware，‘alice2for metabolome'， well suitβd for NMR-based metabolomics 
(metabonomics)， operated at Windows PC， and applied it to analyze the FID data ofvarious biological 
samples for metabolomics measured at 300MHz NMR spectrometer. Chemometric results of them 
showed good results to understanding the metabolic responses to patho-physiological stimuli. 

NMRによるメタボローム解析法(メタボロミクスあるいはメタボノミクス)は、 NichoIsonらによって確立され、

主に創薬初期段階の毒性スクリーニング法として発展している。各種の病態解析に関する報告はまだ少

ないが、ポストゲノムサイエンスとして、医学応用への期待度は極めて高い。

通常のNMR測定試料とは異なり、この手法では、ヒトあるいは動物の血液、尿とし、った体液が測定対象と

なるため、多数の低分子代謝物と蛋白、脂質といった生体高分子が同ーの試料中に混在する。得られた

スペクトルについて、パターン認識による解析を行うので、個々の代謝物に由来するピークをすべて同定

する必要はないが、巨大な軽水ピークや生体高分子に由来するブ、ロード、なピーク成分の存在は、低分子

の代謝物の変化についての分析には妨害となる。また、統計解析を行うために、多数の検体によるデー

タセットが必要となるので、従来行われている NMRスペクトル解析手法で、は、多大な時間と労力を必要と

するうえ、位相補正やベースライン補正等をマニュアノレで、行うことにより、オペレータのバイアスがかかって

しまう危険性がある。

現在にいたるまで、 NMRによるメタボローム解析用の測定法と共にさまざまなスベクトノレ解析ソフトウェア

が考案され、実用化されているが、多検体自動一括処理機能に優れたスペクトル処理ソフトウェアは皆無

に等しい。

今回、我々は、 PC用 NMRソフトウェア AIice2for Windowsを改良し、生体試料に最適化したスペクトル

処理方法を搭載、マクロ機能をフルに生かして操作を自動化し、多数の検体をわずかな時間で一括処理

できるAlice2for metabolomeを新たに開発した。(詳細は本討論会にて有福が発表)。さまざまな病態モ

デ、ル動物から採取した生体試料について、 300MHzの装置で測定後のprotonNMRデータについて本ソ

フトウェアを用いてを処理し、メタボノミクスの常法に従って多変量解析を行ったところ、薬物の投与量やさ

まざまな処置後の病態などを反映した解析結果を得ることができた。 NMRによるメタボローム解析の汎用

性を考えると、 300MHzといった低磁場の装置でいい結果を得られた意義は大きい。

Fig.lには同ーのFIDデータについてAlice2で処理した結果とAlice2for metabolomeで自動処理したス

ベクトノレを示した。 Fig2"-'Fig4に酸素欠乏死のラット脳の死後変化のについての多変量解析の結果を一

例をして示した。

キーワード:メタボローム、病態解析、代謝物フ。ロファイリング、NMR処理ソフトウェア、多変量解析

ひらかわけいこ、こいけかおる、ありふくかずのり、うえくさきょうこ、ふじわらまさこ、おおのようきち
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lP108* 高磁場高速MASおよび立体重列同位体標識(SAIL)
を用いた圏体高分解能 lH-NMRとその応用

(阪大蛋白研1、CREST/JST2、都立大院理3)

O高橋大樹 1、藤原敏道¥寺内勉ヘ甲斐荘正恒 2ヘ阿久津秀雄1，2

Fast MAS of ste陀かarrayisotope labeled amino acid under high magnetic 

自eldfor high-resolution solid-state .I.H-NMR 

Hiroki Takahashi1， Toshimichi F吋iwa陪1，TちutomuTerauchi2， 
Masatsune I匂inosho2，3， and Hideo Akutsu1，2 

lInstitute for Protein Research， Osaka University 
2CRESちIJST

3 Gradua抱 Schoolof Science， Tokyo Me，加 'Poln白'nUniversity 

lH・NMRis widely used for the liquid-s泊tesamplesbecause of its highsensitivity due to the 

high natu悶Iabundance and large gyromagnetic ratio. The measurement of lH_1H distances is 

a useful method for charaeterizing molecular struetures. In solids， howeve~ it is difficult to 
ob回inhighイ白olutionlH spectra， since. the chemical shi代 di仔erencesof .1H spins are 
comparable to the linewidths broadened by the strong homonuclear dipolar interactions. In 

this studゎwedemonstrate thatねstMAS of stereo-array isotope labeled (SAILed) arnino acid 

unCler high magnetic field improves出eresolution of solid-state lH NMR spectra. This 

high-resolution method was applied to lH-observed 2D lH_1H and lH_13C NMR experiments. 

These 2D experiments provided the lH_1H distance const悶intsof SAILed valine with high 

sensitivity. This solid-state lH-NMR strategy will contribute to the signal assignment and 

struetural determination of proteins. 

【序】

lHは天然にも多く存在して感度が良いため lトI-NMRは有用であり、溶液状態では広く利用されて

いる。また、 2D-NOESY法で得られるような lH間距離情報は構造解析をする上で重要である。ペプ

チド鎖の折れたたみを決定するためには離れた残基聞の距離情報が必要であるが、 Hは炭素骨格

から突き出ているため、構造決定に必要な距離は 13C_13C間よりも lH_1H聞の方が短〈有利であ

る。

しかし、国体状態においては lH-1H双極子相互作用による線幅が大きく化学シフトによる分散が

13Cより小さいために、 13Cに比べて高分解能なlHスペクトルを得ることは難しい。本研究ではlHの

分解能を上げることを目的として以下の3点を利用した。まず、高い磁場(16.4丁、 lH共鳴周波数:

700MHz)を用いて化学シフト差を双極子結合より大きくする。そして、高いMAS回転数で lH間双極

子結合を切る。さらに、 SAIL法で構造情報を失わないように重水素化してlH聞双極子結合を弱め

マジック角訴料回転、国体NMR、安定同位体標識、高磁場、 lH-NMR

たかはしひろき、 ふじわらとしみち、 てらうちっとむ、 かいのしようまさつね、 あ〈つひでお
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る。また、応用として1H直接観測による1H間距離解析法を開発した。昨年の発表では1H聞磁化移

動の機構を理論的!こ検討し、分解能の高い13Cを通じて観測したが、今回は1Hを直接観測すること

で感度を上げることにした。ここで働く 1H間磁化移動の機構は前回議論したことと同じである。

【実験】

図11こ今回用いたパルス系列(a)および昨年度発表したパルス系列(b)を示す。 13C磁化を交差分

極(CP)で増幅した後、 13Cの化学シフトで展開する。2つ目のCPでは13Cから1Hへ磁化移動させ1H

コヒーレンスを作り出す。その後、 1Hを混合させ 13Cデカップリングを行いながら 1Hを観測する。鼠

料としては 20%塩酸中で結晶化させたパリンとSAILパリンを用いた。用いた装置はVarian社CMX

500lnfinity Plus(3.2mm中スピナー)、およびCMX700Infinity Plus (2.5mmゆスピナー)であり、1H

の共鳴周波数はそれぞれ500MHz、700MHzである。

lH何可4~ 
的，

H

，，E
‘、
4
E晶

杯コ
叱何 t

1同 同八九v v v 
Figu陀1.Pulse SeQUenCe useci for the lH・lHmagnetization tran挽 r猷 perimen也underMAS wi凶lH

detection (a) and 13C det町tionι(b).The initial magnetization for 13C .is prepared by 

ramped-amplitude cross polarization from the pro加nmagnetization. The 13C magnetization is 

evolved during the tl period and transfer陀dto lH with CP. The transferred magnetization is， then， 
mixed by the lH-1H zero四quantumdipolar in随raction.The experimen匂Iparameters for the pulse 

S問uencea陀 asfollo附.The lH RF amplitude was 70 kHz for the n;ρpulse， 50 kHz for CP and 100 
kHz for the lH TPPM decoupling. The con泊cttim白 a問 2.0rns for the first CP and 74 JAS for the 

second and thi同on田.The 13Cげamplitudewas 70附zfor the Jtj2 pulse and varied from 58 to 89 

kHz in the first cross polarization and 73 kHz for the second and third c問団 polarization.The 13Cげ

field str宮崎thof the GARP decoupling for lH 0出ervationwas 5 kHz. 

巴日 叱何 t1同

【結果】

①1次元測定

1Hの 1次元単一パルス測定の結果を図21こ示す。共鳴周波数 500MHz、MAS周波数 23kHzで

は図2(a)のようにー塊になっていたHN、Hαのシグナルが、共鳴周波数700Mト旬、MAS周波数29kH

zlこおいては図2(b)のようにきれいに分離されているのがわかる。さらに、 2つのメチル基の 1Hを1

つだけ立体選択的に残し、あとは全て重水素化されたSAILパリンを用いることで、重なっていた附、

HYのシグナルが見事に分離された(図2(c))。ここで、 HOの線幅は O.71ppm(a)、0.49ppm(b)、

。.43ppm(c)、HNの線帽は 2.5ppm(a)、1.1ppm(b)、0.75ppm(c)、そして HYの線幅は 3.0ppm(a)、
1.5ppm(b)、0.40ppm(c)である。このようにSAILアミノ酸を試料として高磁場(16.4T)中で高速MAS

(29kHz)実験を行うことで線幅を減少させることができ、 CRAMPS多重パルスを用いることなしに高

い分解能の同スペクトルが得られた。
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Figure 2. 10 lH-NMR sp配traof valine (a，b) and SAIL剖 valine(c). lH rl缶 onancefrequency and the 
sample spinning frequency are 500 MHz and 23 kHz (a)， and 700 MHz and 29 kHz (b，c). 

②2次元測定

函3(a)に SAIl! ~IJンの2次元 lH 双極子相関スペクトルを示す。 MAS27kHz、 lH 間混合時間 592μs

であり、隣接する lH聞のクロスピークが観測されている。スピナーのスペーサー(材質:ベスペル)

のピークが8ppm付近に強〈現れるため、きれいなスペクトJレが得られなかった。次に図1(a)のパル

ス系列を用いたSAILパリンの2次元異種核相関スペクトルを図3(b)/こ示す。測定条件はlH双極子

相関スペクトルと同じであり、(α，s: 2.5A)、(s，y: 2.8A)、(y，α:3.oA)、(α，N:2.7A)、(s，N: 2.9A)、
(O，N : 4.7A)のクロスピークが観測された。スペーサーは 130標識されていないためスペクトル!こは

現れず、また 130の分解能を利用しているため、 lH双極子相関スペクトルよりも分解能の良いスペ

クトルとなった。

(a) 

肝|何号
(b) o 。感情

O CsiQ) @ 審議@
♀¥  

自
Cα。震診@。

II I .-....1-'-. * HO HN H" Hs Hγ ぜHO 

o (-) TG CO @ O 

12 9 6 3 12 9 6 3 

lH Chemical Shift I ppm lH Chemical Shift I ppm tl :256points 

Figure 3. 2D lH_1H (a) and 13C.1H (b) dipolar corre[ated NMR sp虻traof SAILed valine with the pu[se 

sequenc田 shownin Fig l(a). The samp[e spinning frequency and the proton mixing time are 27 kHz 

and 592凶， respective[y. The contour [eve[s for the signals in the car加nylregion are lowered by a 

faetor of 3 in (b). 
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【考察】

今回おこなった実験を昨年度発表した方法と比較する。昨年度の方法はパルス系列を図1(b)に

示したとおり、 13Cの高いスペクトル分解能を利用するために混合後の lH磁化をCPで13Cに移して

そこで観測している。このパルス系列で得られる SAILパリンのスペクトルを図41こ示す。実験条件

は同じである。t2軸上でスライスし、2つの13CスペクトルのS/Nを比較した。 lH観測のものは13C観

測よりもα位で1.4倍、P位で1.1倍、そしてY位では3.4倍の S/Nが得られた。メチル基では CPの接
触時聞が最適となっていないため、図1(b)の3園田のCPにおいて lHから 13Cに効率よく磁化が伝

わっていない。したがって、 13C観測におけるメチル基のシグナルは弱くなっている。また、 lHの藍接

測定のものはアミド lHとの相関も観測されているため、主鎖の掃属や構造解析に有用となるだろ

つ。
前回議論したように lH間の磁化移動ではSAILアミノ酸を用いることによって移動する磁化が増

大する。これは、 SAIL法では構造情報を失わないように立体選択的に重水素化を行っているから

である。したがって、 SAILアミノ酸を用いれば分解能だけでなく、磁化移動効率も向上しクロスピー

クの強度が増すという利点もある。また、前回に比べて2倍以上も速いMASを用いたため磁化移動

にかかる時聞が増えたが、それに伴って対角ピークの減衰も遅くなったので緩和による磁化の損失

に大きな影響はみられなかった。今回は13C観測との比較を行ったが、 15Nはさらに感度が低いため、

より大きな感度の上昇が期待される。さらに、今回用いたMASよりも速い回転によって残存する双

極子結合を弱めれば、さらにS/Nが増大し得るだろう。

@ 

窃
Cα 

o D 。@

@ 

Cs cr 

60 50 40 30 20 
13C Chemical Shi仕/ppm 

【まとめ】

R 
，- Figure 4. 2D 13C-NMR sp配traof SAIL剖 valine

R註 withthe pulse sequences shown in Fig l(b). The 
~ sample spinning frequency and the proton mixing 
♀空 timeare 27 kHz and 592凶， n白 pectively.

自;
s r 

高磁場中での高速MAS-NMR実験によってSAILアミノ酸の lH-NMRスペクトルが高い分解能で

得られた。これを2次元同双極子相関実験に応用することで、隣接lH聞の距離相聞を得ることがで

きた。さらに、 13Cの高い分解能を利用した2次元異種核相関実験では分解能も上がり、 13C標識さ

れていないバックグラウンドも消えた。この方法を応用すればペプチドや蛋由貿などの大きな分子

の lH間距離解析ができ構造解析に役立つであろう。

参考文献

高橋大樹ら. 第 42回NMR討論会.2P34.
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lP109女 国体NMRにおける位相強度変調rf磁場による

スピン相互作用の選択的 recoupling法

(1理研GSC、2農業生物資源研究所、 3京大院理)

O西山裕介 l、山崎俊夫人亀田恒徳立、宮沢光博 2、寺尾武彦 3

Decoupling and recoupling ofnuclear spin interactions by modulated rf-fields in 

sample-spinning solid NMR 

Yusuke Nishiyama1， Toshio Yamazaki¥ Tsunenori Kameda2， 

Mitsuhiro Miyazawi， and Takehiko Tera03 

lRIKEN Genomic Sciences Center， 2 National Institute-of Agrobiological Sciences， 3 Graduate 

School ofSciences， Kyoto University 

Abstract 

We propose an approach to obtain modulated rf-fields which are robust with 

respect to rf-strength error. First， we present a condition to remove terms including 

rf-strength error in the Oth order average Hamiltonian. Second， the terms in the higher 

order average Hamiltonians are minimized by evaluating the effective Hamiltonians via 

numerical calculations. ln line with this approach， we obtain a new and robust CSA 

recoupling sequence. The effectiveness of this sequence is experimental1y demonstrated on 

e5N]-N-acetyl-D，L-alanine and α-chitin. 

はじめに

スピン相互作用の空間的異方性は、分子の微細構造に関する情報を豊富に含んでい

る。解析を容易にするために、試料回転のもとで着目した相互作用のみを取り出し(recouple)、

不要な相互作用を消去(decouple)するさまざまな NMR手法が提案されてきた。我々は近年、

recouple/decoupleを行う位相強度変調rf-fieldを設計する一般的手法を開発した[1]。この手

法ではスヒ。ン空間の回転を表すEuler角Qsp;n(t)= (αげ(t)，βげ(t)，rAt))をFourier級数を用いて
表す。 Fourier級数を変化させることによりさまざまな選択的decouple/recoupleシーケンス

を得ることができる。本発表では、 rf・fieldの強度のずれに強い modulatedrf-fieldを得るた

めに適切なFourier級数を得るアプローチについて発表する。

modulated rf-field sequence 

Symmetry principleにおいてはN，v，nの3つの symmetrynumbersにより Euler

固体NMR、化学シフト異方性、 MAS、recoupling

01こしやまゅうすけやまざきとしおかめだっねのりみやざわみつひろてらおたけひこ
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角(αぽ(t)，slf (t)， Ytf (t))の時間に対する周期性が定められている[2]。シーケンスの周期は試料

回転周期待2桝)のn倍である。間の symmetryを満たすあらゆる Euler角は次のよ

うに与えられる[2]。

ん(t)=也仇COAl+九sm盟 l
Q"'L雫 nτ 」

、‘，
Fd

咽

i，
，
E

‘、

2JiNat ' . 2JiNat I 
Ytf(t }=一手+午lιcoワ子+んSItci

nT_ nT 
(2) 

こうして設定したβぽ(t)やゐ(けから位相強度変調 rf-field'が直接求まる [3，4]。作成された
rf-fieldの O次の averageHamiltoniarlの項とN，v，nには次の関係がおり、 symmetry

nunibersを適切に選ぶことにより選択的 decouple/recoupleを実現できる[2]。

H'm).Jl=.U山日目(2Z+λ)2h山 eger) (3) 

l ば空間のiari.kであり mはm=ーl，-l+1，…lの値ををる。またλはスピン空間の rankであり
μλλ+1，..λの値をとる。

0次のaverageHamiltonianにおける Rf-strengthのずれ

Rf-fieldの強度叫(t)がずれ、 (l+f)叫(t)の強度のrf-fieldが照射されたとき、rf-field

の強度のずれによる O次の averageHamiltonianはV:;t:Uのとき

EAIT--4rdt九(t)sin 2ん(t)乙 (4)
nTr

山

と与えられる。我々はこの項を消去する次の条件を見つけた

2v 
， bCq= b，q = U for all q， and g，! =一-J(5)N 

この条件のアでもgs!以外の{gCq，g，q]は自由に選Aる。

高次の averageHamiltonianの効果

(3)式および(5)式を満たしながらg，!以外の{g吋，gSq]を変化させることにより、閉じ

形のO次の averageHamiltonianをもっrf-fieldが無数に作成できる。しかし、実際のf性生能

は高次の av，刊erag酔eHami辻lt旬onlanやc位roωsst白6白ermにより決まつてくるので、丸，g，q]の選択は実
用的な rf-fieldを作成する上で重要である。

我々はrf也eldの強度のずれによる高次の averageHamiltonianを次の手順で評価

した。まず rf-fieldとスピンの相互作用のみが存在する spin系で数値的にプロパゲータ-

u(j)を計算した。 u(j)から rf也eldのずれによる実効HamiltonianHllrf，eff(j)を次のよう
に計算した。
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2PII0 アミロイド8の構造解析
(京大院理)0大橋竜太郎、竹腰 1青乃理、寺尾武彦

(京大院農)増田裕一、村上一馬、入江一浩

Structural analysis of Amyloid-s 

(Graduate School of Science， Kyoto Univ.) 0 R. Ohashi，K: Takegoshi， T. Terao 

(Graduate School of Agriculture， Kyoto Univ.) Y. Masuda， K. Murakami， K. lrie 

The supreme feature of solids NMR is that it is applicable to powder samples which can not be 

crystallized or dissolved. For example，七hesolid且stateNMR techeniques have been applied to analyze 

a 3D structure of fibrous Amyloid-s， which is related to Alzheimer's disease[I]. In fact， by analyzing 

solid-NMR data， Tycko proposed a structural model for amyloidfibrils formed by the 40 amino-acid 

residues (Aβ40)[2] (Fig. l(a)). In this work， we studied the mutatant of Amyloid-s42 consisting of 

42 residues with the 22th Glu being replaced by Lys. This mutant is called as Italian Amyloid-β42 

加 d加 dits neuroxicity and aggregative ability are much stronger than Aβ40. Recently， Irie et al. 

proposed its struc七uralmodel as illustrated in Fig. l(b) [3]; two β-sheet structures are linked by a turn 

structure formed roughly by恥 Ala-21，Lys-22， Asp-23， and Val・24.In this work， we applied DARR[4] 

to examine the struc七ureof the 21・24ぬ residuesby observing 13C_13C dipolar correlation among the 

21-24 residues labeled uniformly by 13C， 15N. 

13C_13C 2D DARR specもraof labeled Aβ42 taken at the mixing time of 20ms加 d1 s are shown in 

Fig. 2(a)組 d(b)， respectively. The assignment of the 13C peaks of the 21・24residues were done by 

七heformer 2D spectrum. In the latter spectrum， two relevant cross-peaks for structural analysis were 

found (Fig. 3). One peak is between Lys-Cεand Asp-Cγ(the peak-(a) in Fig. 3)， and the other is 

between Val-Cγ 組 dAsp-Cγ(the peak司(b)in Fig. 3). The appearance of七hesetwo cross幽peaksindicate 

that the side chains of Lys， Asp， and Vallie.in close proximity， thus negatingβ-sheet as for a secondary 

strcu七ureof the 22-24th residures because the two side chains of the continuous residues should exist 

in the opposite sides of the peptide chain (Fig. 4(a)). For a turn structure， two arrangementofもhe

side chains may be invoked， namely， the side chains spread outside of the七urn(Fig. 4(b)) orぬey

come togeぬerinside of the turn (Fig. 4( c)). Despite of the apparent steric hindrance of七helatter， our 

observation suggest the la抗ermodel for the structure ofもhe22-24th residues. Further details of the 

七urnstructure will be discussed. 

[1] For a review， see: Serpell LC.， Biochim. Biophys. Acta. 1502， 16 (2000) 

[2] A. T. Petkova， et al:， Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.， 99， 16742 (2002) 

[3] K. Murakami， et al.， J. Biol. Che肌，278，46179 (2003) 

[4] K. Takegoshi， et al. J. Chem. Phys.，118， 2325 (2003) 

Key words :固体NMR、ペプチド試料、多次元棺関NMR、構造解析、アルツハイマー病

おおはし りゅうたろう、たけごし きよのり、てらおたけひこ

ますだゅういち、むらかみかずま、いりえかずひろ
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Figure 1 : Models of Amyloid-β 

(a)Tycko's model of Aβ40， (b) Irie's model of Aβ42 
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Figure 4 : Schematic iIIustration ofthe side-chain 
arrangement of the 22・24thresidues of A 13 42 : 
13 -sheet (a)， two turn models with side-chains existing 
outside (b) orinside of the turn (c) 
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(6) H!:.rf，.;ff(j)=よlogU(j)
nTr 

またH !:.rf.eff(j)の大きさを次のように評価した。

IH山(j~= Tr{(H!:.rf.eff (j)y r 
H !:.rf.eff(j)はrf-fieldのずれの高次のaverageHamiltonianによる寄与をすべて含んでいるの

(7) 

で、 IH!:.rf.eff (j~ を小さくすることにより、 rf-f凶

σ2 CSA recoupling 

我々は(i，m，λ，j.J)= (2，::!::2，1辻1)すなわちσ2項を選択的に復活させ他の CSAの項を消

去するσ2CSA recouplingシーケンスに対して今回のアプローチを適用した。 σ2による粉末

パターンは、 σ2=-1sσsin2θからσ2=1sσsIn 2θまでの幅を持つ特異な線形を示し、 σlSO
とあわせて化学シフトテンソルの3つの主値を決定できる。ここでθは試料回転軸と静磁場

のなす角、 Aσは化学シフトテンソルの3つの主値のうち最大のものと最小のものの差であ

(3)式より、 n~6 、 Nln~ lO 、 Ivl く 2n の条件の下で σ2

べての symmetrynumbersの組を求めた。それぞれの symmetrynumbersに対して、 (5)式

を満たしながら叫(t)の最大値が 5叫を超えない範囲で {gS2，gS3}のみを変化させ

-0.2く1<0.2の範囲でIHM.eff(刈/sの平均イl宣が最小になる symmetrynumbersおよび
{g'2，g.Jを求めた。ここでSはrecoupleする項のスケーリング、フアクターである。この操作
により (N，v，n) = (6，1，5)， {gs2，gsJ= {-2.6，-1.l}がもっとも小さなIH山花(jVsを実現する

この modulatedfieldシーケンスの rf-fieldのずれに対する補償性、 offset

補償性、 CSAの大きさに対する挙動を図 1に示す。図 1に示されるように rf強度が理論値の

0.9倍(1= --0.1)から1.3倍(j= 0.3)の範囲で共鳴周波数の変化は 5%以下に抑えられる。
のようにこのシーケンスはさまざまな大きさのCSAにたいして rf-fieldのずれ、 offsetの補

CSA recouplingを実現するする。

ー」

ことを見つけた。

償性が大変良い。図 2にさまざまな rf-fieldの強度および照射オフセットに対して観測を行っ

た[15N]-N-acetyl-D，L-alanineのCSAスベクトノレを示す。

3
¥
a
司判。的ヒ。

3
¥
司

H
O的
』
』

O

ー0.20.0 0.2 0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 
Fig.l (a) げstrengtherror f (b) rf strength error f ( C) rf strength error f 

Peak positions in the calculated spectra under various 0的etsand 品目eldinhornogeneities for rnodulated 

品目eldsequence. The peak positions are nonnalized by the σ2 value ωed in the calculations. CSA 

values of 声。σ2= O.I(()r (札 0.2叫 (b)，and O.4(()r (c) were used. The contour lines合orn0.7 to 1.3 
by 0.05 are plotted and the regions between 0.95 and 1.05 are shaded. 
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αキチンの水素結合構造" 令 ~い巴 v 

α:キチジi己おいては、，P位の OBが形成する'水素結合が分子内か分子間かは応五五
2種類の水素結合様式が存在する。カルボニノレ炭素の 13CCPIMASスペクトルにはこの三ヴ

の水素結合様式を反映していると考えられる 2本のピークが現れる。我々はキチンのカルボ

ニノレ炭素の-CSAを今回開発したシιヶシスにより測定した。、図'3に:示すrょうIこ-600Cにおい

て2本のぜ〕クはわずかに異なる粉末ノイターシを示した。シミュレーショシiとより CSAテン

ソルの主値をそれぞれA(86， 19'7，245) B '(宮7，190，2'42)pþ~ と決定した。モデル分子をもちし1イ
た量手化学計算=の結果から、我々ばAを分子丙水素結合をもづカルボニ/レ炭素がちのぼ号、J

Bを分子内水素結合を持たないものからの信号だを帰属した。また ib'cPMAsスペタトル
よりそれぞれの存在比率を 35:65と決定したー温度変化を行るとこのiこうのザ午ドが交換L
て平均化され:る様子が観測できた。 71<素結合構造め詳細な検討は 3P135にで行う。~

1213 K f80 1298 K f80 ~ h63'K fso ~ FJg.， ~i86 " 
| 母 01 . r--"" l~o. 1---~ "9 ， [:ol(~~'~;u an~ιJ宮路
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(a)1A B' ト801MI ト80i (C)I マ r.aq2D叩ectr，8:' Wぞreobtainedby， 
別刷 170 160 苦 1鈎 180 1.70 160 苦.'，190 1!l<J 170 1.60 古 modulateciR6~se~ueIlge witQ 

isotr-opicc出向副代/間 同凶，c寸Ishift:I IlDm 伝8Pg，2，gS3)= (-0刀，ー2ムー1.1)

-Jへー --..---l大一 一.J~at 213 Kω，2悌 K(机 and363 
田'副岬;TMi凶::抑制 (c). The sample was spun at 
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3P111 強磁場化がもたらすNMRの新展開

((独)物質・材料研究機構 強磁場研究セシター)清水禎O

(向上)丹所正孝、後藤敦、端健二郎、飯島隆広、大木忍、藤部康広、池田龍一

Developments ofHigh Filed NMR andApplications 

T. Shimizu， M. Tansyo， A. Goto， K. Hashi， T. Iijima， S. Ohki， Y. Tobu and 

R. Ikeda (NIM8， Tsukuba， lbaraki， み!pan)

Possible applications ofa high field NMR may cover a wide range of quadrupolar nuclei like 
Al， B， Ca， Cu， 0， Ti， etc. About 75% among the NMR available element旦arespin 
half-integer quadrupolar nuclei (HIQN). Many HIQN can be seen in practically important 
materials， especiallyin inorganic materials. HIQN located at non-cubic sites gives a poor 
resolution， because a possible 2nd order. quadrupole effect giving rise to a line broadening 
cannot completely be resolved by a conventional high resolution technique such as magic 
angle spinning (MAS). Applying high field may be the best straightforward solution ω 
improve the resolution of HIQN， because the 2nd order quadrupole effect is reduced in 
inverse proportion to the field. 

物質・材料研究機構ではNMR用磁石としては世界性高磁場となる 930附1z(21.9T)を最

近開発して定常運転に入った。他にも、従来から40T級ハイブリッド磁石など世界水準の強

磁場磁石を稼働中である。これらの特徴ある強磁場磁石を用いて固体NMR測定を行える装

置開発を最近、整備し始めた。本講演では、整備や研究の狙いなどについて報告したい。

欧米では強磁場NMRが積極的に導入されている。現在は溶液で800MHz(l6T) NB、国体

で600MHz(14T) NBまでのNMRシステムが普及しつつあるが、多くの材料でさらに強い磁場

のNMRシステムを必要としている。物材機構では、超伝導磁石の世界最高磁場930MHz(2lT) N 

MR磁石、および定常磁場の世界第二位となるハイブリッド磁石等の先端的磁石を開発してきた。

これらの強磁場磁石を利用したNMRシステムの整備状況を紹介する。

従来の国体NMR技術では磁場の強度が十分でなかったために、ほとんど全ての無機物や国体状

態の有機高分子材料等は高精度な分析が困難だった。また、非品質物質や触媒等の3次元化学構

造の解明などは、 X線回折等、構造解析に従来使われてきた手法が必ずしも有効ではなく、むし

ろ、原理的な理由から強磁場NMRが有利であると期待されている。

キーワード: 国体NMR、強磁場、装置開発、研究基盤の強化

著者ふりがな: しみずただし、たんしょまさたか、ごとうあっし、はしけんじろう、いいじま

たかひろ、おおきしのぶ、とうぶやすひろ、いけだりゅういち
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NMRは本来、周期律表の90%の元素に対して分析可能で、あるにも係わらず、従来の分析対

象は水素など観測容易な主要3核種に隈られてきた。他の元素は四極子核(酸素、アルミ、ホウ

索、チタン、カルシワム等の電気四重極モーメントを持つ核種)のため分解能が足りなかったこ

とが主な原因である。

図1に代表的な四極子核の特性を示す。縦軸は信号強度、横軸は四極子相互作用の2次摂動

による線幅を示す。左上から右下に行くほど観測困難な核種を示している。この図から、強磁場

を用いるほど信号強度と分解能の両面で有利になることが分かる。四極子核の分解能を解決する

原理的に唯一の方法である強磁場化によって、従来は分析対象にならなかった多くの元素におい

て国体高分解能NMR分析が可能になり、莫大な量の未開拓分野が発掘できる。

本研究の目的は、物材機構が開発した930MHz世界最高磁場NMR磁石など20T以上の強

磁場が持つ優位性を活かしたNMRシステムを開発し、それを産学官の国内ユーザーに開放する

ことによって、材料の開発効率を劇的に向上させるための技術基盤・知的基盤として貢献するこ

とである。物材機構では共同利用施設として強磁場NMRシステムを国内のユーザーに開放して

いる。宿泊施設や旅費の支給等のサービスも整備してきた。現状では交通の便が悪いが、平成1

7年に開通予定の新線(つくばエキスプレス)によって秋葉原一つくば中央聞が45分で結ばれ

るため、劇的な改善が期待できる。 NMRをルーティンで行うには、測定に従事する支援者(オ

ペレーダー)が必要である。現状では皆無なので、今後、改善したい。
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lPl12* 14Nオーバ}トーン照射による

近接13C線幅増大を利用したペプチド二次構造解析

(京大院理人群馬大工2)

0深揮隼1、竹腰清乃理1、荘司顛2、寺尾武彦1

Peptide secondary s仕ucture姐 alysi自国恒.g13C NMR spectrum line broade凶ng

due to overtone NMR irradiation to neighboring 14N 

lDepartment of Chemistry， Graduate School of Science， Kyoto University 

2Department of 8iological Sciences， University of Gunma 

OIJun Fukazawa， lK. Takegoshi， 2Akita Shoji， lTakehiko Terao 

To exploit thepossibility of using 14N NMR in solids for structural study ofpeptides， we have 

developed a technique to observe 14N overtone NMR via 13C spectra under magic angle spinning 

(MAS) [1]. Here we applied the technique to a few polypeptides whose secondary structures are 

known. Observed 14N quadrupole coupling constants were analyzed by using Gaussian98 [2J. 

窒素はペプチドの主鎖を構成しており、その構造を知る上で重要な手掛かりを与える原子である。

その窒素の同位体である 14Nはその天然存在比が99.63%と高いにもかかわらず、その四重極相互

作用が数MHzと大きく、高分解能測定が困難な為そのNMRは殆ど利用されていなかった。この

問題を克服するために 14Nの1+1>と1-1>の状態聞の遷移、すなわち overtone遷移を観測する手法

が開発された[3]014Nの overtone遷移の共鳴周波数は四重極相互作用の l次のシフトの影響を

受けず、それより一般に小さい2次の影響を受ける。そのため、四重極相互作用の 1次のシフトの

影響を受ける ~m=lの遷移に比べ高分解能のスベクトルが得られることが期待される。 Stewart ら

は、単結品のペプチドの 14Novertone NMRスペクトルを測定することによって主鎖の二面角に

対する知見を得ることを提案している[4Jが、 overtoneの遷移確率は小さいため、一般に粉末試料

の 14Novertone NMRスペクトルを直接測定するのは困難である。本発表では我々が開発じた、

粉末試料に 14Novertone 照射をすることによってMAS下において平均化されている 13C_14N相

互作用を復活させる手法をペプチド試料に応用することを試みる。つまり、 14Novettone照射のも

とで、13C高分解能NMR測定を行い、照射周波数と復活する 14N_13C双極子相互作用の大きさ、具

体的には 13Cの線幅の増大などとの関係を調べることにより間接的に 14Novertoneスペクトルを得

て、構造の知見を得ることを行った。

lHと 13Cの共鳴周波数はそれぞれ 299.5202MHzおよび 75.323MHz、MAS回転速度は

キーワード 14N、オーパートーン、四極子

ふかざわじゅん、たけごしきよのり、しょうじあきら、てらおたけひこ
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5.5kHz、オーバ}トーン照射強

度は 80kHzで測定を行った。

Figure lAに、AlaのCαを13Cラ

ベルした polypeptide 

(Ala*，Val)=30:70の 13CCP-

MASスペクトルのCα部位を示

す。高周波数側のピークが α

-helix、低周波数側が ß~sheet

A 

α→ 
Width:153トセ

←S 
Width:158Hz 

"‘---~--、""~、dのCαに由来する。 B，Cに 14Nオ『 ーや/、、ー

}パートーン照射を行った結果

を示す。全体的なシフトはB10ch

Siegertシフトによるものである。

43.370MHzに照射したとき(日

にα-helixのピークが、 43.346

MHzに照射したとき(C)に8

-sheetのピークが最も幅広にな

った。この線幅の変化を、照射

周波数を細かく変えながらとり、

。。

B 

T 

4800 4600 
r四回目甲ーーーー寸

4400 4200 4000 38日 3600
口ffset庄tz

←S 
Width:158~セ

プロットしてやると、 14N ヘノ~- Lf\ノ--~‘
「回目白押ーーー「

overtoneスペクトルが間接的に 00 4800 4600 3800 3600 4400 4200 
Offset居tz

4000 

得られる。

サンプルとして、各のAlaのCα

を 13Cでラベルした polyalanine

((Ala*:Ala)=50:50) (α一helix)、

(AlakAla牢ー(Ala)3(s -sheet)、

poly(Ala*:Val)=20:80 (α-helix)、

poly(Ala*:Val)=30:70 (s -sheet) 

を用いた。()内は各の取る二次

構造である。各の 13CCP-MA 

SスペクトルをFigure2 A-Dに示 io 
し、 14Nオーパートーン照射によ

る線幅の変化を a-d'に示した。

これをみると、 α-helixのスベクト

ルは共に 43.37MHz付近、 8

-sheetのスペクトノレは共に

43.35-6MHz付近を頂点とした

c ←S 
Width:170Hz 

ー)ー
............. 

4800 伺 4400 42日目 4000 3800 3600 
OffseIIHz 

Figure 1. 13C spectra of Polypeptide (Ala叱VaI)=30・70without irradiation (A)， 
and under the 14N overtone irradiation at 43.370 MHz (8) and 
43.346 MHz (C). 
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Figure 2. 13C spectra of peptides C. (capital 

letters) and 14N spectra plotting the width of 13C 

spectra (smal日letters.)

A， a: (Ala*， Ala)=50・50(α)
s， b: (Ala)3-Ala*ー(Ala)3(s) 
C， c: (Ala叱Val)=20:80(α)
D， d， d': (Ala*，Val)=30:70 

d: left peak(α)， d' : right peak (s) 



形になっており、明確に区別が可能であることがわかる。この最大線幅の照射位置が 14Nのオーパ

ートーン共鳴の中心に対応すると考えられる。従って、この結果により、 α-helixとs-sheetでcatこ

直接結合した 14Nの四極子の大きさに違いがあることが分かる。この線幅変化の違いを利用してα

-helix/ s -sheetの13CC，，1言号を簡便に選択する手法について検討中である。

また、この結果を Wiらの理論[5Jに基

づいたシミュレーションと比較検討する際

に 14Nの四重極カップリング定数など、を求

める必要があるが、これには Gaussin98[2J

を用いる予定である。 Figure3は基底を

増やして計算の精度を上げた際の四極子

定数の計算結果の収束の様子を示す。こ

こではAlanineの四重極カップリング定数

u 

u 

乱7

Q.I 

M

M

 

g
 

u 

を計算した。これにより、およそか311G料

程度の基底で十分な結果が得られること

が示唆され、現在、 α-helixやs-sheetに

関して検討を行っている。

T
E
-
-
R
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Figure 3. The quadrupole asymmetric parameter ηof 14N of 
alanine calculated by Gaussian98 using various base sets. 
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2Pl13 圏体高分解能 NMR法によるペプチド分子間構造決定法の開発

(農工大岡エ¥東工大院・理工 2)

。山内一夫¥小此木美智¥松崎光隆¥中津靖元 2、朝倉哲郎 1

Development of Solid State NMR Methodology 

for Determination of Intermolecular Structure 

(Tokyo University of Agriculture and Technology 
1， Tokyo Institute of Technology2) 

OKazuo Yamauchi1， Michi Okonogi1， Mitsutaka Matsuzaki1， 

Yasumoto Nakazawa2， Tetsuo Asakura 1 

The solid state NMR can be used for structural determination of proteins or peptides which 

are difficult to prepare single crystals or insoluble in appropriate solvents. In this study， 

development of the solid state NMR methods for determination of the intermolecular arrangements 

was tried. As the first step， determination of the inter-nuclei distances was performed with dipolar 

CH-HETCOR method for Ala-Ala-Ala with di仔erentinter-molecular arrangements; anti-parallel and 

parallel forms. 

鐘重

固体高分解能 NMRでは、特定の核聞の距離を正確に測定するために、核問の双極子相互作用を利

用する方法が多く報告されている。多くの方法は、特定部位の炭素核および窒素核に安定同位体ラベ

ルを施し、距離決定を行いタンパタ質やペプチドの構造決定に用いられている[1]。また、ラベル部位を

選択することによって、分子肉の核問距離と分子聞の核問距離を区別することが可能であり、例えば、

分子聞の距離のみを抽出すればJ分子間構造の決定が可能となる。現在J生体高分子の自己会合や

組織化の研究は極めて盛んであるが、原子レベルでの構造解析の手法が隈られていることを考えると

固体NMRの果たす役割は大きい。そこで、本研究は、 HETCORをはじめ左して、双様子相互作用を利用

した各種固体 NMR混IJ定を行い、生体分子の分子間構造解析法を開発することを目的とする。

このために、サンプルとして構造既知のアラニン 3量体(Ala-Ala-Ala)を選んだ。アラニン3量体は調

整条件を変えることによって、 100%逆平行Bシート構造(AP-Ala3)の場合と 100%平行8シート構造

(P-A1a3)の場合をとらせることができる[2]，[3]ので、本目的のためのモデルサンプルとして適している。

塞墜

Ala-Ala-Ala (Bachem社製)を、水lこ港解して乾燥させたものをAP-AI旬、 40%DMF水溶液に溶解して

乾燥させたものをP-A1a3構造とした。各構造はIR測定により確認した。通常の13C CP/MAS NMR測

定は Chemagneticsinfinity 400 (9.3T)で行った。帰属は INADEQUATE}去を用い、 CH-HETCOR測定は

参考文献[4]の BLEW-BBを用いた手法と FSLGを用いた方法[5]で BrukerAvance 300(7.5T)および

4∞(9.3T)中で測定を行った。 F1軸の化学シフトとスケールの基準はアダマンタンおよび p・ジメトキ
シベンゼンを用いた。

分子間構造、距離測定、国体高分解能測定法、 Sシート、ペプチド

やまうちかずお、おこのぎみち、まつざきみったか、なかざわやすもと、あさくらてつお
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鎧墨宝霊

Figure1 rこ(a)AP-Ala3と(b)P-Ala3のCP/MASなら
びにCH-HETCORスペクトルを示す。

CP/MASのスペクトルでは 20ppm付近の Ara残基の

メチルピークに着且すると、P-A陥3では各残基どと!ご2本，

ずつのピークが観測されAP圃Ala3の場合と著しく異なる。

これは件Ala3の場合、構造のかなり異なるこつのの分

子の存在を示している。

8LEW-8Bの HETCORスペクトルでは両サンプルとも

双極子の影響で近傍にある炭素核と水素核の相関が確

認できる。特に今回、短いmi>cingtjme (81.6IJSec)を用い

たために主に分子内の相闘が見えている。スペクトル中 じ盤拠 地中川比二
で、3残基目のカルボキシルピークに帰属できる炭素核 山間 酔 "“"ア四てー 24 .ll2 :.10 lQ H PP<II 

Fig. 1 BLEW-BB HETCOR sp町1四 of(a) AP-Ala3 

の180ppm付近のピークに注目する。ζのピークはAP体 制，(by~-A凶蜘ctu陪" ，81.6阿部摘刷制fOrι
mixing time. The assignments (ca巾onぬ proton)

ではαプロトンと相闘を持っているが P体ではαプロトン 7 相剖m 州nwr:'in thA如何'"ぺ

およびアミドプロトンの両方に相闘を持っている(図中枠内}oX線構造解析のデータと合わせて考えると、

最も近い NHプロトンは隣の分子の 1残基自 NH3+である。この距離はAP体では2.44Aであり、P体

では2.37Aであることがわかっている。このことから81.61Jsecのmixingtimeでは2.4A程度の距離を

持つものまでは観測され最も近い分子聞のピークがひとつだけ観測されていることがわかる。

ιさらに詳しく解析するためAP構造体のサンプルについてmixingtimeを変えてFSLG-HETCORスペ

てプロトンの化学シフトが分離され化学シフト情報から構造 I..億 a 畠

を推測できるとともに mixingtimeの遣いにより双極子相| 噌雫tI， !J 

互作用に基づく距離情報が引き出せることが分かる。さらに

inadequateの結果から行った帰属を基にして距離情報と結

びつけた定量的な考察を行う予定である。

⑬。 (b) 

，~調 fj 0ぺ[.;'

Fig. 2 FSLG HETCOR spect問。fP-Ala3 with 
mixing time of (a) 1 OO~sec and (b) 200μS田.
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3Pl14 半整数スピンのオーバ}トーンNMR

(電通大・機器セ 1，電通大・量子物質 2)

O桑原大介入古家野宏行 2，同本大 2

Theory and applications of overtone NMR spectroscopy for half-integer quadrupolar 

nuclei 

(The Univ. of Electro-Communications， Center for Instrumental Analysis1， 

The Un，i双 ofElectro-Communications， Department of Applied Physics and Chemistry2) 

Daisuke Kuwaharal， Hiroyuki Koyano2， Hajime Okamoto2 

In this study， we present the theory and applications of the overtone NMR spectroscopy 

for quadrupolar nuclei having half-integer spins in solids. The overtone NMR does not 

give rise to isotropic shifts for quadrupolar nuclei. However， it was revealed from the 

theory that the overtone NMR for half-integer quadrupolar nuclei had the adequate 

ability to produce high-resolution solid-state NMR spectra. 

1.緒言

圏体試料に含まれた半整数スピン四極子核の NMR共鳴線は，マジック角試料回転 (MAS)

を用いて測定しでも 2次の核四極子相互作用による共鳴線の広がりが残る.この問題を解決

するために， 10数年前には， DAS， DORという特殊な手法が開発された。さらに最近

MQMASが登場して，通常のMASNMR probeを用いて(特殊な装置にたよらずとも)高分

解能な NMRスベクトルが得られるようになった.本研究では，半整数スピン四極子核共鳴

線の分解能を向上させるための新しい取り組みとして，半整数スピンのオーバートーンNMR

スベクトロスコピーを取り上げる.本研究の手法は半整数スピンの等方シフト値を与えるも

のではないが，他の手法に匹敵する利点のあることが理論計算から明らになった.また感

度の面において非常に検出が難しいオーバートーンNMR遷移の実験的検出も試みる.

2.理論

オーバートーンNMR分光法 (OT-NMR)は元来固体試料に含まれたスピン量子数 1の

窒素核に対して高分解能な NMRスベクトルを得るために開発されたものであるj)その後

密度演算子を用いた OT-NMRの信号計算はFrydmanら引によって確立された.

我々は昨年 14N・13Covertone REDOR experimentsを記述する密度演算子方程式を発表

したがa，本研究ではそこで用いられた道筋に従って“スピン 3/2の系にrf磁場が照射され

た時"および“スピン 5/2の系に rf磁場が照射された時"の密度演算子方程式を導出した.

本研究で考慮したスピン系のハミルトニアンは，ゼーマン相互作用万Z' 核四極子相互作用

局，化学シフトκS'さらに核スピンと rf磁場との相互作用符である.以下ではスピン
3/2 (23Na)の結果を示す.

キーワード:半整数スピン，オーバートーン

くわはらだいすけ，こやのひろゆき，おかもとはじめ
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3.結果と考察

文献 3)で示された方法に従って，ゼーマン項+核四極子相互作用再+局を対角化する座

標系に移り，さらにラーモア周波数で、回転する座標系に移って考えると，ハミルトニアンは

次の形となる(これには， rf磁場との相互作用を表す項は含まれていない): 

pγR 

3ω(1)一%ω(2a)十五ω白 O O 
寸
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1
1
1
1
1
l
Jc
 
ω
 

j
 

令

a
J
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内
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勾、JF

o -30)(1) +~0)(2b) + ~ω'cs 0 

o 0 -30)(1)一五ω(2b)_~ω白

o 0 0 

ω側 =(ω;/ω。)(21/12+ Ig12) ，ω(期 =(ω;/ω。)(21/12-lgI2)・
ここで， ω0'ωQはそれぞれラーモア周波数と核四極子結合定数， 3o(l)は核四極子相互作用に

よる 1次のシフト， ω(2a)， o(2b)は 2次のシフトである.またωCSは化学シフトである.各対

角項は半整数スヒ。ンを持った核の国有エネルギーを表し， 4個の固有状態聞の遷移に伴う共

鳴周波数は単にそれらの差で与えられる.I，gと記された2つの量は，核四極子相互作用主
軸系から実験室系に移るためのオイラ一角と非対称因子に依存する.上の万Rから，

(i)中心遷移 1112)付ト112):ωct =3(ω;/ω。)(lgI2-21/12)一ωCS'
(ii)オーバートーン遷移 13/2)仲ト112):ωOT =3(ω;/ω。)(lgI2)-2ωcs-6o(l).
オーパートーン遷移には 1次のシフトに関する項も効いてくるが，それはMASによって消

し去ることができる.よって ω，(ii)の遷移に関するスベクトルの分解能を比較するために
まず 2次の項(第 1項)に注目する 下記の図は， Igl2 -21/1

2
とIgl2の粉末全体にわたる分

布を表したものである(非対称因子が Oの場合)• 

2 Fig. 1. D附 ibu伽 lofIgl2 -21/1
2 
and Igl2 

in a powder. The_ solid号nddotte4. lines 
correspond to Igl'" -21/1'" and Igl.l， re-

spectively. 

o 

ー2

-4 

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 (rad) 

このことから，オーバートーン遷移は(それが観測された場合には)中心遷移のスベクトル

と比較して，線幅の広がりが約 1/3となることがわかる.一方化学シフトは2倍になるので，

総合すると中心遷移に比較して約6倍分解能が向上することになる.ただオーバートーン遷

移は遷移確率が非常に小さいため，実際に観測できるかどうかは測定物質と実験条件とに左

右される.会場では 23Na標準サンプルの単結品を使った実験結果と計算機シミュレーシ

ヨンの結果を発表する.

<参考文献>

1) R. Tycko， S. J.Opella， J. Chem Phys.， 86 (1987) 1761. 2) L. Marinelli， S. Wi， L. Frydman， J. 

Chem Phys.， 110 (1999) 3100. 3) D. Kuwahara， Chem. Phys. Lett.， 377 (2003) 20. 
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lP115 Hadamard行列を用いた多次元固体NMR測定

(バリアンテクノロジ}ズジャパン 1、VarianLtd. UK2) 

0芦田淳 1、EriksKupce2 

Fast Multidimentional Solid State NMR Spectroscopy with Hadamard Transform. 

Jun Ashid~' ， and Eriks Kupce2 

Varian Technologies Japan Ltd.'， Varian Ltd. UK2 

Multi-dimensional NMR techniques give a 10t of information about structure 
anddynamics in both liquid state and solid state NMR. However， it takes a long time 
to obtain multidimensional NMR spectra. In this study， we present that frequency 
dotrtain Hadamard encoding mu1tidimensional NMR experimenfs in solids can reduce 
by several orders of magnitude of experiment time. We demonstrate both frequeticy-
and band-selective Hadamard experiments at C-13 and N-15 enriched samples. In 
order to avoid multiple quantum interferencesラtheHadamard encoding pulses in the 
enriched samples are applied sequential1y rather than simultaneously in this study. 
Among other possible applications， the experiments of NOESY type solid 2D NMR 
with both proton driven spin diffusion (PDSD)， and dipo1ar assisted rotational 
resonance (DARR) are demonstrated. 

[緒言]

多次元 NMR測定法は、構造や運動に関する情報を高分解能で得られる手法として定
着している。しかし最大の欠点は、T1次元や T2次元(3次元以上)での FIDを得るため
に数十から数百のポイント数が必要なことで、そのため積算時聞が長くなることである。

これまでに、 MEMや FDMなどの様々な高速データ処理法が発表されており、最近では
FrydmanがGradientをencodeした超高速測定法を発表している[1]。
本発表では、選択励起パノレスと Hadamard行列[2]を併用して、固体多次元 NMR測定

法の高速化を試みた。なお、筆者は以前にも Hadamard行列を用いた SeparatedLocal 
Field(SLF)法のlD-SASS(Switching Angle Sampler Spinning)法について報告している[3]が、
今回は固体の MAS相関(Correlation)スベクトノレ測定法に関しでも大幅な測定時間短縮を図
ることができることを示す。

[実験l
NMR測定は、VarianUNITY1NOVA 600MHz(NB)分光計と、3.2mmT3 HX MASプロープ、

および 5mmT3 HXMASプローブを用いた。試料は [U_13C， 15N]ヒスチジンなどを用いた。

[結果と考察1
Hadamard行列は、複数の情報がある中で選択的にある一つの情報を(情報量/時間)

を最大にして取得する場合に有効である [3~6]。例えばピークが 11 -4 のように 4 本ある場

固体NMR、Hadamard行列、多次元 NMR

あしだ じゅん、 EriksKupce 
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合には、選択反転パルスを凋いて下左のようにそれぞれのピークの正あるいは負の強度情
報を内含した 81_4の4つの状態を作成する。この後、ι データ取り込みまでの聞に何もなけ

れば、全ての係数 axyは 1のままなので、下右のように計算を行うとそれぞれのピークが

選択的に得られるが、もし混合時間の間にスピンの状態が変化すると係数の値が変化する

ためスピン間の交換などの情報を取得することができる。

81 = al1I1 + a12I2 + a13I3 + a14I4 
82 = al111 + a12Iz -a1313 -a14I4 
83= al1Ir-a12I2 -a13I3 '十 a14I4

84 =al1I1 -a1212 + ai:jI3 -a14I4 

品当占凶ιL•• 
411 = 81 + 82 + 83 + 84 
412 = 81 + 82-;-: 83 -S4 
413 =81，-， 82 -，-83 + 84 
414 = 81 ~ 82 + 83干84

図1にHadamard行列を用いた[U_13C，15N]ヒスチジンの 13C_13C相関DARR[7]スベクト

ルを示す。 N=8のHadamard行列を用い、各 8nの積算回数は 8固なので、 トータルの積算

回数は 64回で測定時間は約 9分である。右に 139ppmでスライスを取った 1次元スベクト

ノレを通常の 2次元測定法で得たスライスと比較した。通常の 2次元測定では、 t1次元は 400

ポイント取得しており、積算時聞は 18時聞かかっている。 Hadamard行列を用いた 2次元

測定では、同感度のスペクトルを得るための測定時聞を約 1150に短縮することができた。

以ι上
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Figute 1. [U_13C，15N] histidine 
13C_13C DARR spectrum .with 
mixing time of lms. 

8ample spihriii1g speed = 19kHz. 
Recy:cle delay = 10 sec. 8 scans. 
The experiment time is only 9min. 

Figure 2. F2 slices of [U_13C，15N] histidine from 
13C-13C DARR spectra in Fig.l (dashed line) with 

mixing time of lms. 
(left) Hadamard 2D experiment with only 9min. 
(right) Conventional 2D experiment with 18hours. 

Time saving factor is about 50! 

発表当日は、他に 1H;J3cIndirect HETCOR[8]など異種核問相関 2次元スベクトルの結
果も合わせて報告する予定である o

なお、本研究は Lille大学の Jean-PaulAmoureux氏と Verseilles大学の FrancisTaulel1e 

氏との共同研究である。

[参考文献I
1) L Frydinan， T. 8cheif， and A. Lupulescu， Proc. Natl. Acad. Sci.， 99， 15858 (2003) 

2) 'LHadamard， Bull. Sci. Math.， 17，240 (1893) 
3) J. Ashida， T. Nakai， and T. Terao， Chem. Phys. Lett.， 168，523 (1990) 

4) E. Kupce and R. Freeman， J. Biomol. NMR， 25， 349 (2003) 
5) E. Kupce， T. Nishida， and R. Freeman， Prog. NMR Spectrosc.， 42， 95 (2003) 
6) R. Freeman and E. Kupce， J. Biomol. NMR， 27， 101 (2003) 
7) K. Takegoshi， 8. Nakamura， and T. Terao， Chem. Phys. Lett.， 344，631 (2001) 

8) Y. Ishii， J. P. Yesinowski， and R. Tycko， J. Am. Chem. Soc.， 123，2921 (2001) 
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2Pl16 双極子相互作用を用いた高分子結晶ダイナミクス解析

産総研ナノテクノロジー研究部門 三好利一

Characterization of Chain Dynamics of Polymer Crystallites by Dipole-Dipole Interactions 

Toshikazu Miyoshi (Nanotechnology Research Institute， AIST) 

Homo-and hetero-nuclei dipole interactions are sensitive to molecular dynamics of each function in 
polymers. We wil! show functional mobility of polymer crystallites isothermally crystallized from the melt 
state， using IH_13C modified WISE NMR techniques. We use WIM24 sequence and short CP for 
polarization transfer， and 13C CW decoupling in the indirect tl dimension to suppress hetero-nuclear dipolar 
interaction. Consequently， we obtain fast and characteristic dynamics information for the main and side 
chains of isotactic-poly( 1・butene)constrained in the crystalline lattices. 

はじめに 高分子の結晶化のメカニズムを理解するために多くの実験や計算機シミュレーション

が行われている。国体 NMR~去は動的な構造情報を供給するといった点で、他の手法と比較して

大きなアドバンテージを持っている。我々はこれまでに CSAを用いた1次元交換MAS法により

結晶内部における低速周波数のダイナミクス解析を行い、結品領域の低速ダイナミクスに関する

知見を集積してきた。これまでの研究成果より、 1-4)幾つかの高分子は等温結品化温度(Tc)では、

非常に高速な分子鎖ダイナミクスを示すことが推測される。 Tcにおける分子鎖ダイナミクスは結

晶化過程に大きく関与している。本研究では二次元 IH_13CWISE法を高度化することにより、九

温度近傍において、結晶領域の分子鎖の各原子団の双極子相互作用を明らかにし、高分子の結晶

化過程に関する知見を得ることを目的とする。

実験測定にはBRUKER社製のAVANCE300を使用した。測定には二重共鳴用 MAS(7mm)プロー

プを使用した。 IHの双極子相互作用を調べるために二次元 IH_13CWISE法な用いた。展開時間(tl)

における異種核双極子相互作用の影響を消去するために tl時間では 13C核を高出力 CWデカップ

リングした。 IH_13C分極移動にはWIM24パルスかCPを用いた。CPでは50μs-lmsを用いた。MAS

の周波数は2・5kHzに設定した。測定にはイソタクチック・ポリ (1・ブテン)(iPB)を用いた。 iPBの融

点、(Tm)とTcはそれぞれ393Kと373Kである。

結果と考察溶融状態より Tc以下である 368Kまで冷却し、固体IH-MASNMRスベクトルの時間

依存性を調べた。溶融状態におけるスペクトルでは先鋭化した IHスベクトノレのみが観測された。

オレフイン系高分子のため、各原子団において異なる化学シフト値は観測されなかった。時間経

過に伴い、 SSBを持つ幅広な結品性分に由来するシグナルが増大した。一時間以上では結晶成分

のシグナル強度は平衡に到達した。次に高分解能 13C_NMRスベクトルを測定した。溶融状態では

CP(lms)によるシグナルは観測されなかった。 13Cを直接分極したスベクトルではメルト状態固有

の先鋭化したシグナルを観測した。等温結晶化後の 13CCPMAS NMRスベクルの各原子団はメル

トした状態とほぼ同じ化学シフトを示した。このことは、結品化前の平均の分子鎖構造が結晶化

固体NMR、MAS、高分子結晶、ダイナミクス、双極子相互作用、

みよしとしかず

。。



後の構造に極めて近いことを示唆する。また、結晶成分の各炭素シグナノレはメノレト状態に比較し

てより幅広で、あった。結晶成分の温度可変高分解能スベクトノレより結晶成分の線幅は室温近傍で

最大値を示すことが明らかになった。室温において、結品領域の分子鎖は数10kHz以上の大振幅

の分子鎖運動をしていることを示している。

図 l(a)に368Kにおいて iPBのlH_13CWIMlWISEスベクトルを示す。個々の原子団のスベクト

ノレはSSBを伴う特長的なパターンを示した。接触時間の短い(50同)CPを用いて測定した CP/WISE

スベクトノレにおいても同様の線形パターンが得られた。 CP時聞を長くすることにより、個々の線

形パターンが均一化することがわかった。個々の原子団の運動性を反映する lH線形がスピン拡散

により平均化されることを示している。つまり、 WIM24/WISE(CP=50μs)法で測定した lH線形が

個々の原子団の運動性を反映していることを示唆する。主鎖と側鎖の CH2のスライスデータと 2

スピン系を仮定して計算したスベクトルを図 l(b)に示した。実験スペクトルより、側鎖の高次の

SSBパターン強度が主鎖の SSBパターン強度より大きいことがわかる。計算値より側鎖の双極子

相互作用が 14kHzであり、主鎖の 10kHzよりはるかに大きいことが明らかになった。この結果は

結品格子という極微小空間内に閉じ込められた iPB分子鎖は Tc=373Kより僅かに低い368Kにお

いては、側鎖の分子運動性が主鎖より制約を受けていることを示唆する。今後、異種核双極子相

互作用の計測を行い、より詳細なダイナミクスに関する知見を得て、結晶化のプロセスを解明し

たい。

Simulated 
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， Figure 1. (a) lH_13C WIM/WISE NMR spectrum ofiPB crystalline region at 368 K. (b) Observed 
.and simulated lH slices for main-chain and side-chain CH2 protons. The latters were calculated 

under isolated 2 spin system. 
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lP117女 パクテリオロドプシンの局所運動性と構造変化の検出

e横浜国大院・工、 2姫路工大院・理、 3広大・量子生命)
0)11村出 1大嶺将人1山口悟2西村勝之 1

辻暁 2斉藤肇 3内藤品 1

Detection of local dynamics and s加 cturalchange ofbacteriorhodopsin 

lGraduate School ofEngineering， Yokohama National University， 2Graduate School ofScience， Himeji 

Institute ofTechnology， 3Center for Quantum Life Science， Hiroshima University 

lzuruKaw昌mura1Masato Ohminel Satom Yamaguche Katsuyuki Nishirnural Satom Tuzi2 H位加eSaito3 

andAkira Naito1 

Bacteriorhodopsin (bR) in purple membrane shows a vari均 oflocal motions， which correlate to the proton 

pump activity. To analyze the local structure and motions， 13C NMR spec伽 of[1-!3C]Val/e~]Pro・bR

were examined by solid-state NMR. It tumed out也atrelatively narrow signals were obta凶edfor the !3C 

and 15N CP-MAS NMR spectra. REDOR (Rotational Echo Double Resonance) filter measurements for 

[1-13C]Vaνe~]Pro-bR were ex翻 inedin order to assign [1-!3C]Val / e5N] Pro signal to the specific sites. 

刀lereson組 ceat 172.0 ppm was determined to Va169 by considering significantly dephasing e鉦ect.In 

addition， ¥3C spin-lattice (T 1) and spin-spin relaxation tirnes (T2) were measured in [1-¥3C] Val・bR.lttumed

out白紙 Va1l99in the surface area has higher frequency motion than Val49 in α“helix組 dVal69 in loop 

area as revealed from T 1 values. These results indicate that bR has a variety of motions in various parts of 

themembr組 eproteins.

[緒言} レチナールタンパク質であるパクテリオロドプシンbRは好塩菌の紫膜中で2次元的に

配列した膜タンパク質であり、レチナールの光異性化反応をトリガーに細胞外へプロトンを輸送

する。水和状態において、 bRは部位特異的に多様な運動性を示しており、この局所運動が機能に

対して重要な役割を果たしていると考えられる。本研究では緩和時間測定、 REDORによる信号の

帰属、 [15N]proゐRのCP-MAS、高速MAS条件による測定から得られた、 bRの局所構造とその運

動性の特徴について報告する。

[実験1NMR測定には ChemagneticsCMX Infmity-400 .FT-NMR分光器を使用した。試料には

[1-¥3C]Val/e5N]Pro標識したbRをそれぞれ使用し、交差分極(CP)とIH高出力デカップリング(DD)

にマジックアングノレスピニング(MAS)を組み合わせた CP-MASと900パルスによる観測核の励起

とDDとMASを組み合わせたDD-MASによる 13Cと
l耐 NMR測定を行った。 REDOR測定は三

重共鳴プロープを用いて REDOR展開時間を 2ms に設定して行った。この設定時間では 13C_I~

国体高分解能NMR パクテリオロドプシン 局所運動性 REDOR高速MAS

かわむらいずる l、おおみねまさと I、やまぐちさとる 2、にしむらかつゆき 1、つじさとる 2、さ

いとうはじめ 3、ないとうあきら l

nu 

p
h
v
 

qδ 



が直接結合している場合に REDOR効果による信号の減衰が大きくなり、信号の帰属が可能とな

る(REDORフィルター)0[1)3C) Val /[15N] Pro-bRにおいては 13CREDORから C端側にProが結合

した Val、 l~REDOR から N-端側に Val が結合した Pto の信号の帰属を行った。

【結果と考察] 図lに[1-¥3C)Vall[15悶Pro・bRにおける¥3Cおよび15NCP_MASスベクトルを示す。

[1-¥3C)ValのI3CCP-MAS信号は分解能の高い信号が得られた。特に高磁場側の 3本の信号はよく

分離しており、局所構造の解析に適している。さらに[15N]pro の l~CP-MAS 信号は分解能が非常

に高く、5本の信号が分離して現れたoVal-Proシークヱンス部位へ¥3CREDORフィルターを行い、

172.0，171.1 ppmの信号にREDOR効果が観測できた(図2左)。これまでの部位特異的変異体など

による実験1と合わせて、 172.0ppmの信号を Val49と69に、 171.1ppmの信号をVa1199に帰属

することができた。さらに['5N]ProとValに直接結合している Proの信号を 15NREDORフィルタ

ーにより選択した(図2右)。この結果3本の信号(1l1.3，114.0，122.0 ppm)にREDOR効果が現れた。
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Fig.l 13C (top) and 15N (bo抗.om)CP-MAS 

NMR spectra of [1_13C]Vaν[15N]pro・bR.

1品

[1-'3C]Val-bRの高磁場側のピークに注目し、緩和時間測定を行った結果、 171.1ppmのVal199 

の信号はT1が短く、同じ細胞外側に位置する Val69の運動性は低いことがわかった(Table1)。こ

れよりプロトン放出基(GluI94，204)が位置する FGl.oopは高い運動性をもつことから、Val199近傍

は細胞外側へプロトンの拡散を促すような速い運動をしていることが判明した。また同じ細胞外

側に位置するVal69は[2-13C)Valの信号でs-sheetのコンブオメーションが観測されたことと緩和時

間のデータから、ループ内であるにもかかわらず、強い相互作用をもっていることが示唆された。

I'able 1. ¥3C isotropic chemical shifts (ppm)加 d¥3CT"T2， lHT1p> TCHvalues of[I-¥3C] ValゐR.

T1 (s) . Tz(ms) 、‘，
r

・

6
3

・m一6
(

-

-

P

一3
1
・
T

一
TCH(ms) ゐ。ωpm)

0.43 12.2 6.5 171.1 Va1199 

5.5 0.52 8.9 24.9 172.0 Va149，69 

5.6 
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lPl18女 π共役系高分子準秩序構造のダイナミクス
(東ヱ大院生命理工)0守諒一朗，浅川直紀，

(東工大資源研)山本隆一，(東工大院生命理工)井上義失

Dynamics of Quasi-ordered Structure in a Regio・regulated7l"-Conjugated Polymer : 
Poly(4・methylthiazole-2，5・diyl
seiichiro ModぺNaokiAsakawa， Takakazu Yamamo七o，Yoshio Ino岨e
Department o[ Biomolecular Engineering， Tokyo lnstitute o[ Technology， 4259 N，α9αωtα・cho，Midoriku， 
Yokohama， K anagaω官，226-8501， Jα:pan 
email:seimori@bio.titech.ac.jp. Phone:045.・924司5796，FAX:045.・924-5827

Dynamics of regio-regulated Poly(4-meもhyltruazole-2，5-diyl)[HH-P4MeTz]w剖 investigatedby solid-state 1 H 
NMR spectroscopies. The frequency dependence of proωn longitudinal relax瓜ionraもeat 288K shows a ω一1/2
dependence， which is due to the one-dimensional di釘'usion-likemotion of backbone conformational modulation 
waves. The di釘usionrate w剖 estimatedas 3士2GHz， wruch was approximately 107 times larger than that esti-
mated by 2DEX NMR measurements. These resul土ssuggest that there exists anomalous dispersion of modulation 
waves in HH-P4MeTz. The data ofT1 and T2 measurements at variable temperature suggests that the relaxation 
process is govemed by thermally activated molecular motions with an Arrhenius type，副主dthe activation energy 
is estimated田 2.9and 3.4 kcal/mol， respectively. 

1.諸言

高分子結品，特に導電性高分子である準結晶性ポリ

マーや液晶，宵共役系高分子などの構造と物性の相闘

を議論する際には，凝縮系が形成する素励起状態やそ

れらの生成と消滅(緩和)過程，結晶性高分子材料の

準秩序構造などについて考えることも材料の物性を

微視的な立場から明らかにしようとするとする場合

には無視できないものである.

結晶性高分子の中には準秩序構造と呼ばれる，非晶

ほどの乱雑さは無いが結晶よりも構造が乱れた中間

構造が存在することが知られている.特に π共役系
高分子の準秩序構造は結晶中のπ電子の広がりと関

わってくるため，その存在と静的および動的構造を明

らかにすることはE電子材料や光学材料の物性機能相

闘を探る上では重要となる.しかし結晶中の分子ダ

イナミクスについてはその重要性にも拘らず，方法論

が限られているためまだ不明な部分が多い.そこで

我々は，結晶中での分子ダイナミクスを調べる方法と

してしばしば用いられる核磁気緩和測定によりグ共

役系高分子中の主鎖のねじれに関する構造変謂波の

鉱散現象や異常分散性などを明らかにした.

2.実験

近年，側鎖の結合様式を高度に制御した π共役系
高分子が合成され，ランダム体と異なる物性が判明

してきている [1].Head-to-Head(HH)型のポリ (4-
メチルチアゾールー2，5-ジイル)[P4MeTz](Mω)はラ

ンダム体との物性の違いが顕著で，かつ側鎖アルキ

ル基がより長いものや環がチオフェンの場合とは異

'"共役系高分子g準秩序構造，核磁気緩和，変調波拡散，異常分散

もりせいいちろう，あさかわなおきsやまもとたかかず，いのうえ
よしお

なり，face-to-face型の Tスタッキングを結晶中で形

成していることががX線図析から分かっている [1].
さらにグスタッキング層と 3二次元的に側鎖のメチ

ル基が高密度に充填した層が交互に積層した独特な

結晶構造を有している (Fig.l).したがって特異的な

N 
poly(4-methyl曲目zole-2.5-diyl)

Figure 1. Chemical structure and schematic rep-

resentation of the alternative layered molecular 

packing in HH-P4MeTz. 

スピン系のネットワークが形成されていると考えら

れる.

本研究ではHH-P4Meτzの分子ダイナミクスに関

する知見を得るため，温度および観測周波数を変化さ

せてスピンー格子緩和時間 (Tt)測定を行った.
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3.1.スピンー格子緩和時間測定の、周波数依存性一

Figure2にはHH-P4MeTzのプロトンに対するス
ピンー格子緩和速度 (Ti1=R!)の周波数依存性を示
す.観測周波数に対してー0.5乗性が観測された (Rl
cx: ω~O.5). このような関係を説明する理論として，
一次元酔歩モデルの基いた動的感受率の計算がある

[2，3]一次元の環境揺らぎを仮定すると，帰結として

運動(位相速度)を捉え，T1測定では波長に分布を持
つ変調波の合成波(君B速度)を観測していると考えら
れる.したがって郡速度>位相速度という関係が成

り立つので，HH-P4MeTz中の構造変調波は異常分散
性を有すると言える

3.結果と考察

3.3.温度依存性

Tlの温度依存性をみると (Fig.3)，温度上昇ととも
にRlは増大した HH-P4MeTzにおける緩和過程
が，アレニウス型で示されるような熱的に活性化した

分子運動によるものだとみなすと，次のような関係式

TO1exp(生)
kT 

が成り立つ.さらに式3，2から

九 =TDexp(+EE)・
kT 

という関係が得られ，Fig.3にフイツテイングすると
活性化エネルギーがEα=3.4kcal/molと求められた.
これはスピンースピン緩和時間 (T2)の温度依存性お
よびTail-to-Tail型の 4MeTz二量体の主鎖のねじ
れに対する量子化学計算から得られた Ea(それぞれ
2.9kcal/molと3.0kcal/mcil)ともよく一致した.

(3) -一CT
 

1e+8 

(4) cx: (R!)2 

1e+6 

1e-4 
1eO 1e+2 1e+4 1e+6 1e+8 1e+10 1e+12 

ω2π1Hz 

1eO 

1e~2 

Figure 2. The frequency dependence of proton 
longitudirial reJaxatiori rate for HH目P4MeTzat 
288K. 

N 

y 

Figure 3. The ternperature d巴pendenceof proton 
longitudinal relaxation rate for HH-P4MeTz over 
the temperature raJige from 290 to 355K. 

1. T.Yamamoも0，H.Suganuma， T.Maruyaina; 
T.Inoue， Y.Muramatsu， M.Arai， 
D.Komarudin， N.Ooba， S.Tomaru， S.Sasaki， 
一andK.K由 ota，Chem. Mater.， 9 1217 (1997) 
2. K.Holczer， J.P.Boucher， F.Devreux， and 
M.Nechtschein， Phys.Rev.B， 23 1051 (1981) 
3. M.Nechtschein， F.Devreux， F.Genoud， 
M.Guglielmi，and K.Holczer， Phys.Rev.B， 27 
61 (1983). 
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M2!(ω) ， 

おnw-1/2(ωくが)， 
ここで Tcは相関時間である.Fig.2に対してフイツテ
イングを行った結果，拡散速度W(=T;l)が3土2GHz
と得られたが，これは二次元交換NMRから得られ
た100Hz程度の運動と比較して7桁も大きくなった.
実験方法が異なれば観測される運動モードも変わり

得るので，相関時聞の大きな差は不思議ではない.し

かし今回の実験では，T1測定での高速運動の存在を

示すようなスペクトルが二次元交換NMRでも観測

されるはずであったが3実際には観測されなかった.

したがってどちらの測定法も閉じ運動モードを捉え

ていると考えざるを得ない.

3.2.異常分散性
J このように，準秩序相での主鎖のねじれと連動した

メチル基の首降り運動の相関時聞が，異なる測定法で

7桁もの差を生じるという結果が得られた.これは
J準秩序相と結晶相が共存していて 3主鎖のねじれに関

する構造変調波が準秩序相に局在化していると考え

ることにより説明が可能となる.一般に局在化した

波をつくり出すには変調波の波長に分布をもたせれ

ばよい.i.皮の波長に分布つまり分散がある場合，個々

の波は位相速度，合成波は郡速度でそれぞれ特徴づけ

られる.二次元交換NMRでは主鎖のねじれの遅い

次のような式を得る.

(1) 

(2) 

R1 

f(ω〉



2Pl19 生体膜表面において誘起される膜指質結合性

蛋白質ドメインの変形と運動

(兵庫県立大・院・生命理)

0辻暁、上釜奈緒子、杉田多喜男、岡田雅司、八木津仁

Alteration in the structure and dynamics of the lipid-binding protein domain induced at the 

lipid bilayer surfaces 

(Graduate School ofLife Science， University ofHyogo) 

OSatoru Tuzi， Naoko Uekama， Takio Sugita， Masashi Okada， Hitoshi Yagisawa 

The structure and dynamics of a membrane binding protein may be modified by the local 

environment at the membrane surface. The molecular mechanisms for the protein function， 

therefore， should be interpreted based on the dynamic structure at the membrane surface. We 

applied solid-state I3C NMR spectroscopy to examine the molecular structure and dynamics 

of the rat PLC・O1 PH domain at a negatively charged membrane surface， and demonstrated 

that changes in the electrostatic interaction between the membrane surface and the PH domain 

caused a remarkable alteration in the structure加 dmobility of the domain. 

細胞内情報伝達系、細胞骨格系などの重要な細胞機能に関与する蛋白質の多くが脂質分子を認

識、結合するドメインを有し、脂質膜上において機能を発現するとともに、細胞の状態に応じた

脂質膜上への局在の変化を通じて機能の制御を受けることが知られている。脂質膜表面環境下に

おける膜結合性蛋白質の構造と動的な挙動に関する知見は、生体膜上におけるこれらの蛋白質の

機能発現とその制御の機構を知る上で重要であり、細胞膜、細胞内小器官等の膜系における生体

機能の理解のために必要と考えられる。本研究室では細胞内情報伝達系に含まれるホスホリバー

ゼ C-a 1 (PLC-a 1)等の膜結合性蛋白質を対象として、脂質二重膜環境下における膜結合性蛋

白質の構造および動的挙動を固体 NMRを用いて観測し、脂質膜表面局在時の蛋白質ドメインの

構造的特徴を解析してきた。 PLC-a 1の膜脂質結合性ドメインである PHドメインを対象とした

これまでの解析により、 PLC-a 1 PHドメインは結合基質であるホスファチジルイノシトール(4，5)

二リン酸 (PtdIns(4，5)P2) を認識し電気的に中性の脂質二重膜表面に局在した際に、脂質膜内部

の疎水環境との疎水的相互作用により立体構造の変化と局所的な運動性の低下を生じることが見

出された(1)。

ここでは、生体膜中に全脂質分子の 10-40%含まれる負電荷脂質の影響に注目し、負電荷脂質

であるホスファチジルセリン (PtdSer)を含む脂質二重膜表面への PLC-a 1 PHドメインの結合

による構造と動的挙動の変化を固体高分解能J3CNMRにより解析し、水溶液中および中性脂質

膜結合時の構造と比較した。

キーワード: 固体NMR、膜表在性蛋白質、 PHドメイン、脂質二重膜、動的構造

つじさとる、うえかま なおこ、すぎた たきお、おかだ まさし、やぎさわ ひとし
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ラット PLC-δ1PH ドメインは大腸菌中で GST融合蛋白質として大量発現し、アラニン残基

側鎖メチル炭素に 13C標識を導入した。得られた[3-13C]Ala標識 PHドメインは精製後、 6STの酵

素切断により単離し、緩衝液中に懸濁した脂質二重膜ベシクルに結合した状態で固体 NMR測定

を行った。 Fjg.1A‘は Pt{llns(4，5)P2を 5%含むホスファチジルコ1)ン (PtdCho)ベシクルに結合し
た時の[3~I3C]Ala標識PHrメ千ンの DD四MAS (single pulse excitation Dipolar D巴coupled司MagicAngle 

Spinning)' NMRスペクトルを示す。 Fig.1下部に縦線で示した水溶性結合基質イノシトール(1人5)

三1)ジ酸(Ins(1，4;5)P 3)結合時の信号と比較すると、脂質膜疎水部と相互作用しうるループに含ま

れる両親媒性αヘリνグス近傍の Ala88および Ala122.の信号が変化しており疎水的相互作用に

よる構造変化が見出される。これに対し、 20%FtdSerおよび、 5%Ptdlns(4，5)P2を含む PtdChoベシ

クル結合時のスベクトル(Pig.IB)では中性脂質膜結合時の構造に対応する信号(Ala88: 16.76 ppm) 

とともに Ins(1，4，5)P3結合時の信号に近い化

学シフトを持つ信号 (Ala88:17.64 ppm， * Ala88 Ala1~8 • 

Ala1l2:. U~，44 ppm) が観測され、 pωsEr の存 1. 1 1 11 16.81~ 15;~: 
I 1 11 11 ，，15 

在下では、脂質三重膜土において水溶液中 ¥ 1 1 . 11 目的

における PHドメインーIns(1人5)P3複合体に

近い蛋白質構造が生じることが見出された。

また、運動性の低い中性脂質膜結合型の構

造に対して、 Ins(l人5)P3複合体類似の構造

はより高い運動性を示し、乙れら二つの構

造は負電荷脂質膜上で交換していることが

温度に依存、する Ala88信号の相対強度変化

から示された。このような負電荷脂質膜上

に特有の Ins(1，4，5)p3複合体類似構造の生成

は一価または二価カチオンの添加による脂

質膜上の負電荷の遮蔽により阻害されるこ

とから、 PtdSer頭部の負電荷と PHドメイン

表面の荷電性基聞の静電相互作用に由来す

ると帰属された。これらの知見に基づき、 f 

負電荷脂質膜上における PHドメインの構造 25 

モデルを議論する。

このような、脂質膜組成、および周囲

の溶媒環境に依存する膜結合性蛋白質の

構造と運動状態の変化は、生イ本中におけ

る脂質膜近傍の環境変化に対する PLC-

δl等の膜表在性蛋白質の構造と機能の

応答に関与している可能性が考えられる。

A 

1
0
m
 

4
E
n
v
 
n
v
 

Figu陀 1DD-MAS NMR spectra of the [3.13CIAIa:・labeled
PLC-l)l PH domiIin"Ptdlns(4，5)P2 complexat the surtaee of 
the PtdCho!Ptdlns(4，5)P2 vesicIe at 200C (A)， and the 
PtdCho!Ptdlns(4，5)PJPtdSer vesicIe at 200C (B) The PH 
domainべresidecomplexesin each s創nplewe犯 suspendedin 
mops buffer (pH6.5). Thepeaks arising仕omlipid IIlolecu1es 
a陀 indicated，by asterisks. The cheI'nical shifts of the peaks 
corresponding to Ala r官siduesin仕le[3.BC]Ala-labeled PLC-
1)1 PH domain-Ins(I，4，5)P3 complex in solution areshown as 
verticaI bars at the bottom of the spectra. 

(1) Tuzi， S.， Uekama， N.， Okada， M円 Yamaguchi，S.， Saito， H. and Yagisawa， H. (2∞3) J. Biol. Chem.， 278， 
28019-28025. 
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国体NMRによるセルロース結晶多形の構造角勃庁3P120 
ブ〉レカ}バイオスヒ。ン株式会社 O甲野裕之、農業生物資源研郷庁沼田ゆかり、加藤悦子 f

S制御ralAn拘置isofCeH叫osePo除mo甲1Mby SoJid-state NMR Spe倒閣叩'py
Hiroyu悩kmof，百本ariNmnata *. E包ukoKa加h*

tBruker BioSpin C切時間I瓜，N泊m杭 T叫Jba，加出，姐d

*Departn:阻tofBi∞:hemistly，N:幼.muInsti脚ofAgrobiologi叫Scien崎，Kam∞必i，Th由加，Ibar百ki

Abstt御む 2D RFDRe存期加entwas停pliOOto也eun鼠宜mly13C-e.t宜ichOOcellul口鶴IIin order旬。抽inin縮政>mIc
dis加問恒fonnationin the白血.uoseIIぽ戸館1The2D呼間協ぉ∞roOOw池 asb回 mix均也ne(0.80ー.2.58ms) prO'吋必dthe
∞間胤四切抑制a帥 of位ongly∞uplOO13C sp担問ぬ鎚nei位加r伺伽Innuclej，油ichenablOO usω 翻 ignalll~C 
mωm悶 linesoftwo凶 dsof anhydrc噛m鈴悶i伽鎚A制 Bin the structure of cellulo弱 E伽 thebasis of色e"c 
reSOnaI悶踊ignn潟凶ofresich踊 Aa国 B，白書in位悶畑nicdi蜘邸溜金om蹴 :hCl旬吐鴎0也era凶)()llnuclei w悶 comp紅巳d
bymea阻 ing也.e2D 電獄加即位ゐdw池 10時~m抽g 倫nes (5.12-20.48 ms). As a間 ult，批 W富sre閣 100伽t也e
m停制ve悶油脂AandB蹴∞時ωeclofindep田dentぬ血s(-A-A-and品-B-rep銅山gunits)副伽I也悶眠m
-A-8-時期血gun量sin the chain. The IJC and 'H cher凶偲1shi食d御伽悶i伽esAandBsu銘凶tthat the two resi伽es
have s凶 arconfonnati∞s紅白h凶oxym抽Iylgroup but di貸住倒backbone鍬醐I悶Th蹴勉dings0凶 inOOfiom 
NMR仰 erimen鼠s¥取抑制也e蜘鍬Jremodel of cellu1隅IIpr可制00by I.angan et al' r拍車r伽色紙byKo1pak組d
Bl畠ckwell'. By the s凶 arwaysω即叫thecrys旬l紘W鵬 of印刷。鴎II，世鷲総帥JreSoftwo脳ndsofallom岬 hs泊
native∞刷慨，namelyIa and J，!， w問主lV剖 g胤

1.緒言 1970年代にBlackwe1l2らによってセルロースHが逆平行の

二本鎖から構成主れていることが明らかにされ、最近、凶伊1らIは中性

子線など高分解能な回折法によってセルロ}スIIの原子配置、水素結合

様式といった詳細な構造を報告している。この両者の構造は逆平行の二 ppm

本鎖という点で一致してしもが、コンフォメーションの点で大きく異なる。 ω 
BlackweJlらのモデルでは、二本の分子鎖の炭素骨格構造は同一、

-CH20Hがそれぞれ忽 gtであるのに対し、Langanらは二つの分子鎖は 70 

異なる炭素骨格、 CHρHは全て gtであるとした。この矛盾に対し、。
Stembrugら3はセルロースHの 13C化学シクトから梅島/ミュレーンョン 80 

を行い、得られた構造はLang加らではなくBlackwellらの構造と良く一致
したと報告している。本研究では、マ}セル化 13Cラベルバクテリアセル 90 

ロースを詐桝とし、RFDRなどの固体NMR実験によってセルロースIIの

構造を矧茄した。
1ω 

2.誤料: 次の2種類のラベル化グルコース(混合物)を含む酢酸菌生 一
育培地を調製した;1) 10% D-(13CJg!ucose、2)IO%D-(1-13C)， D-(2-13C)， uu  
D-(3-13C)， Dベ4_13C)，D-(5-13C)， D-(6-13C)g!ucoseo 1)、2)それぞれの培
地から得られたセルロースをマーセル化し、フルラベル、均一ラベルセ

. ーー

110 ∞ 90 80 70 60 
13C c:h田昌嗣lshift/ppm

ルロ}スHを待た。 1EMmMDRめectrumofun蜘 mly
3C=1abellOO Cellu1ωeIIrぉαdOOwi也1.28
msofmixingtime(16rotorcycles) 

3.結果と考察 1、4、6位は等強度の二重線であるため、それぞれ
は単伽包中の異なる二本鎖に対応していると考えられている。しかし、共

鳴織の帰属が完了しておらず、その解釈の是非は明らか
'Iilble 1 13C印刷叫shiftsof resi伽esAandBではない。そこで均)ラベル化セルロースHの2DRFDR 

スペクトルで共鳴線の帰属を試みた。混合時間1.28msの "Cα盟主rlcal剥fls/ppm

スペクトノレ(Fig.1)では原子核開E間営で 0.1nm程度の相 C1 α α α α α 

関(隣接炭素間距離に相当)が観測されたため、すべて 脳師A 107.1 加 75.1 87.5 抑 制

の共鳴線の帰属が完了できる (Table1)。この結果か

ら、セルロース IIのCP!MASスベクトノレはFig.1の実
線と点線で示されるこ種類のグルコース残基(Aと B)

の重なりであることが明らかになった。さらにA、B

RFDR、函体NMR、結晶多形、セルロース、

こうのひろゆき、ぬまたゆかり、かとう えっこ

Diffi罰田沼
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76.5 88.7 71.7 63.0 

1.9 -2.0 -1.4 -12 2.6 -0.4 



残基の化学シフト差は骨格炭素核 (C1，2， 3， 4， 5)で1.2~2. 6ppmと大きく異なるのに対し、回では僅かにO.4ppm
である。よってA、B二種類のグノレコース残基は互いに異なる骨樹あ査を持ち、白水酸基はほぼ同一のコンブ
ォメーションであると結論したt
次に混合時間を変化させて測定した二次元スペクトノレのC1二重線、 107(A残基)、 105(B残基)ppmから

抽出した1DスライスをFig.2fこ示す。混合時間0.8、1.28msではC1/C2(107ppm)、Cl'/C2' (l05ppm)の相関

のみ観測された。混合時間の増加に伴い、 ClとC3，C5核問、 Cl'とC3'， C5'核開の積分強度の増加がそれぞ

れ様認できる。さらに混合時間が 15.36ms以上になると A残基では C1/C4、C1/C6、B残基では Cl'/C4'、

Cl' /C6'核問の相関が観測され、核問距離で約0.4nm程度までの双極子カップリングが観測可能であった。現

在までに報告されているセル白ースの原子間距離によると、同一残基内の C1/C4核開距離が 0.28nm、隣接残基

のC1/C4核聞が0.24nniである。もし二種類の残基A、Bが同一分子鎖、且つ交互にグリコシド結合を介して存

在CA.BAB)するのであれば、 Fig.2 (Left; 107ppm)では目(残基内C1/'臼)よりも日， (隣接残基間C1/'日)の相

関強度が、Fig.2 (right， 105 ppm)ではC4'，よりもC4の積分強度が高くなると煮えられる。また、混合時間20.48m

のスベクトノレでは同一残基内C1/C6，Cl' /C6' (核問E圏在:0.36nm)の相関が確認できていることから、セルロー
スIIがABAB繰り返し構造を持つのであれば、 C1/臼'、 Cl'/日(核問蹴世:0.28nm)という隣接残基間の相関
が必す湖i則されるはずである。しかし、全てのスライススベクトルにおいて、 A、B構成残基閑の相関は観測さ
れなかった。この結果から、二種類の残基は独立した分子鎖也AAA、BBBB)を形成し、分子鎖中ABAB繰返

リ誇造は存在しないこと湖閥、5された。

以上の結果から、1)セルロース IIは独立した分子鎖から構成され、 2)その分子鎖の C6水酸基はほぼ

同一コンフォメーションであり、互いに異なる骨格構造を有していることが明らかになった。本研究結果は

Langanらが提案したセルロース IIの械室と一致する。当日は本研究結果に加え、天然に存在する2種類の結品

多形(忌と Is)の構蹴斬lこついても報告する。
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lP121* パイ共役系高分子ガラスのダイナミクス

(東工大院生命理工)0大平学，浅川直紀，

(東工大資源研)山本隆一， (東工大院生命理工)井上義夫

Dynamics of 1トconjugatedPolymer Glass 

Manabu OhiraぺN加 kiAsakawa，τ'akakazu Yamamoto， and Yoshio Inoue 
Depαrtment 01 Biomoleculαr Engineering， Tokyo Institute 01 Technology， 4259 
Nαgαtsutα-cho， Midori-ku， 拘 kohαmα，K，αηαgαωα 226-8501，JAPAN， 

emαil:nαsαkαωα@bio.titech.αc.jp， Phone:045-924-5796， FAX:045-924-5827 

The dynamics of poly(p-phenyle中)were i町 estigatedby 1 H solid-state NMR spectroscopy. 

The differential scanning calorimetry (DSC) shows the exis七enceof glass transition point (九)at 

ambient temperature. For the results of the temperature dependence of 1 H spin-lattice relaxation 

time (T1) at the resor印 lcefrequency of 400MHz， we were able to observe the wide temperature 

region induding Tg with dramatically short T1， inferred the existence of cooperative critical 
slowing down associated with the glass transition. The frequency dependence of 1 H spin-Iattice 

relaxation time at ambient temperature shows the T1-
1 rvω-i dependence，which IIlight be due 

to the one-dimentional diffusion-like motion of the backbone conformational modulation. 

[緒言l

π共役系高分子はその特徴的な物性を応

用するための研究は数多くなされている。

しかしながら一方で、それらの物性発現に

関する基礎的な研究は不十分である。 π共

役系高分子の物性発現を担っているのは非

局在化したπ電子雲であり、分子ダイナミ

クスとそのπ電子雲の動きは密接に関わっ

ている。つまり、分子のダイナミクスに関

する知見はπ共役系高分子の物性を理解す

る上で欠かせない情報である。我々の研究

で、扱っているポリパラフェニレン (PPP)は

π共役系高分子の中でも比較的構造が単純

であり、 π共役系高分子の代表例の一つで

ある (Figure1)[1]。また、 PPPはその静的

な分子構造はX線回折等で、明らかになって

いるものの [2ト動的な分子構造について
は未だ明らかにされていない。そこで本研

り〈イ共役系高分子，スピンー格子緩和時間，ガラス

転移，臨界減速/おおひらまなぶ，あさかわなおき，

やまもとたかかず， ~、のうえよしお

E01 
po!y(p-pheny!ene) 

Figure 1. Chemical structure of PPP 

究では、 PPPの分子ダイナミクスに関す

る知見を得ることにより、 π共役系高分子

に共通する理解を得ることを目的とした。

[実験l

本研究では、まず示差走査熱量測定

(DSC)を行った。次に、 lHスピン"格子緩

和時間(T1)の温度依存性および周波数依
存性を測定し、分子ダイナミクスについて

の考察を行った。
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[結果-考察]

DSCの結果から、室温付近で熱力学的

ガラス転移温度(九)が観測された。

lHの共鳴周波数400MHzT1の温度依存
性の結果から、ちを跨ぐ広い温度範囲で

緩和の速い領域が観測された (Figure2)。

また、この緩和の速い領域の高温端はガ

2 

F 

さ 1

:よ旬、
ゲ;¥;

~: 、
:叫叫品

晶弘

司9 .1(幽抱

寸~-0.9
0.8 
0.7 

0.6 
0.5 
To(=Tg-50K): Tc(=1.2Tg) 

200 250 300 350 
T/K 

400 450 500 

Figure 2. The temperature dependence of 

lH 400MHz spin-lattice relaxation rate for 

PPP 

ラス転移のダイナミクスを扱った理論で

あるモード結合理論の予言する臨界温度

(Tc ~ 1.2九)[3，4Jに一致した。さらに、低
温端はVogel-Fulcher温度(九三九-50K)

[5Jに一致Lた。この緩和の速い領域では、

ガラス転移に伴う臨界挙動が起きている可

能性が高い。

lHのzの測定周波数依存性からは
Tfl~ωーまという関係が得られ (Figure

3)、NMR緩和を記述する古典的理論であ

るBPP理論[6Jから予想されるTf1~ω一2

とは大きく異なる挙動を示すことがわかっ

た。 BPP理論では局所磁場の揺らぎが三

次元に等方的で、かっ、その減衰が指数関

数(ローレンツ関数)であることを仮定し

ている。今回得られた Tfl~ω-iという

関係は、一次元の環境揺らぎを仮定した一

次元酔歩モデルから導くことができる問。

〆このことから、 PPPの主鎖に沿って隣り

合うフェニル基の捻れ運動が一次元的に拡

散しているのではないかと考えられる。

1e+06 
1e+05 

F 

品1e+04
.l!l 1e+03 
& 1e+02 
g 1e+01 
~ 1e+00 
'" a 1e-01 
1e-02 
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BPP:曲ー2

10 Random 
Walk Model : ro・1/2

ミh

大企¥

1e+021e+04 1e+06 1e+08 1e+10 1e+12 
(ω12π)/Hz 

Figure 3. The frequency dependence of 

1 H spin-lattice relaxation rate for PPP at 

ambient temperature. 
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2P122 PAN71くガ、ラス複合素材の
固体高分解能13C，29Si NMR法による研究

(防大応化)0浅野敦志、村田義文、黒津卓三

Solid-State 13C and 29Si NMR Study ofPAA/water-glass composites 

Atsushi AsanQ， Y oshifumi Murata， Takuzo Kurotsu 

D唱partmentof Applied Chemistry， National Defense Academy， Japan 

PAA!sodium silicate' (water glass， wg) organic-inorganic composites are studied by solid-
state 13C and z9Si NMR. It is well known that a water glass is polymerized with an acid like a 

HCl solution and becomes a rigid and white thre巴・dimensionalcross-linked solid. Instead of a 

low-molecular acid， mixing polymeric acid， PAA with wg makes a transparent gel. The z9Si 

DDMAS NMR spectra of PAA!wg show that a wg is polymerized by mixing with PAA， 

because the chemical shift of the peaks ob田rvedin a wg changes towards higher field and the 

peak widths become broader after mixing with PAA.τ'he chemical shift (CS) values of those 

broad peaks are accord with so-called Qz， Q3， and Q4 peaks， and the CS values of Qz and Q3 are 
di百erentfrom those obtained from wg!HCl. The peak area of Qz and Q3 increases with PAA， 

while that of Q4 decreases. This shows that the PAA interacts with a wg in PAA!wg composites. 

【はじめに】有機/無機複合材料は、新規材料として現在注目されている材料であり、今後

さらなる発展が期待されている分野の一つである。京大中候研の稲倉らは、ポリアクリル酸

とケイ酸ナトリウムを用いて、容易に透明な有機/無機複合材料が作成できることを報告し

た(第51回高分子討論会予稿集2002，51(7)，p.1478)。本研究では、ポリアクリル酸 (PAA)

とケイ酸ナトリウム(水ガラス、 wg)を混合し、ゲル状の複合材料を作成した。ゲル状態で

は多量の水を含んでいるが、これを乾燥することでPANwg複合材料とした。このゲル状複合

材料中でのPAAとwgとの相互作用について、固体高分解能13CNMR法と29SiNMR法を用いて

考察したので報告する。

【実験】ポリアクリル酸 (PAA)は、 ScientificPolymer Products， Inc.社の分子量75万を用い
た。ケイ酸ナトリワム(水ガラス、 wg)は、 wgの含有量52・57%、SiO/Nap=2.06・2.31の和光

純薬製試薬一級をそのまま用いた。 PANwg複合材料ゲ、ルは、それぞれを純水10mlに0.5gを溶

解した溶液を混合し撹持することにより作成した。境持はシンキー(株)のThinkyAR・250を

用いて公転2000rpm、自転800rpmの速度で1分""'10分間行い、ゲル状になった時点で境枠を終

了した。混合は重量比で行いwglPAA= r = 1.00， 1.25， 1.50， 1.75を作成した。また、これとは別

にPANwg=3!7， 111，7/3の複合体を、ゾル状のまま乾燥して薄いフィルムを得た。乾燥状態を

測定するために、メトラートレド社のHG53を用いて105QCで加熱し、水分率を測定した。固

体高分解能NMRスペクトルはBrukerDMX500分光光度計を用い、 13C核と29Si核の測定を行っ

た。マジック角田転 (MAS)下で交差分極 (Cp)法と双極子デカップリング (DD)法の両

方でスベクトルを測定した。

Keywords:ポリアクリル酸(PAA)、水ガラス (SiOz/Na20)、固体13CNMR、 固体29SiNMR

著者ふりがな:あさのあっし、むらたよしふみ、くろったくぞう
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{結果と考察}

PANwgゲル状態ではwgの比率が増加する

(r=1.50と1.75) と透明鹿が低くなり、また

い固形となるが、 wgの比率が減少する (r=

と1.25) と非常に透明性がよくなり、また非

に軟らかいゲルとなる。しかし、乾燥した状

ではwgの比率に関係なく、若干黄色がかっ

透明な材料となり、硬くなる。図 1に r=1.

のゲル状のPAA川'g複合材料の写真を示す。図 Figure 1. Photo pictures of P ANwg nano-
1の左側は作成した直後のゲルであり、 wgの composite(r=1.75). Left; just after a mixing of 
比率が高いので、不透明な硬いゲルである。 Pl仏叩dwg. Ri酔t;山崎yingfor 1 week， 
右側は、ガラス板を用いて圧力をかけて左図 rillcKllessIS ca. 5mm. 

?74;TPAZZLdftG日LZL4川:ー~一
辺35ト23;Zf出品目if ニーハ~ d久-
iTTiZ22frt%以下として叩Rス…JL~
図2にDDMAS29Si NMRスペクトルを示し

た。 DDMAS法ではピーク面積は存在比に比例

するが、 CPを併用すれば、 -92ppmと-101ppm

付近のピーク強度が相対的に増大し、逆に-

110ppm付近のピーク強度は大幅に減少する。化

学シフト値とこれらの変化から、ピークの帰

~~ 
L/L~ 

属は低磁場側からQ2、Q3、Q4であることがわ Figure2. Observed (left) and Decomposed (right) 
29Si DDMAS NMR spectra of PANwg 

かる。 Qlは観測されない。 図2から、 Q仏3ピ一 na悶anoぬoc∞omp仰os副i江t巴凶su班阻md巴訂rMAS=5k闘H也z.The 1加et凶t悦t加巴ぽr0ぱf 
クの相対強度はPAAの比率が多くなる (r=17巧5
からr戸=1叩00的)と増大し、 Q4ピークでは逆に減少し iscreated by HCl solution. 

ている。このことは、 02と03ピークはPAAと相

互作用している3次元架橋体であることを示し

ている。また、 wgをHClと反応させて3次元架
1.0 

橋体とした試料からも同様なスペクトルが観測 !日
される。しかし、 Q2とQ3のピークがPAAで作成 E 0.6 

したゲルのピークに比べて1ppm程低磁場側に 主 0.4

シフトしている。さらに、 HClで作成した3次

元架橋体は白い粉末である。

図3に、 r=:1.75のPANwg複合材料の29Siの

CP接触時間依存性をプロットした。 02とQ3の

0.2 

0.0 

O 
O 

10 12 14 16 
C::Pconlactlime/ms 

29Si)H間の交差緩和時間(五jH)が0.7msである Figure3. 29Si_1H CP contact tim巴dependenceof 

のに対し、 Q4のそれは2m3と3倍長い。またQ2PANwg nanocomposite at r=1.75. 

の方がQ3のT1pHよりも約2倍速いことがわかった。相互作用しているHはPAAのカルボン酸由

来であるが、 Q2では2分子のカルボン酸、 Q3は1分子のカルボン酸が相互作用しており、この

lHの数がT1pHの違いに反映している。また、五iHの長さから距離を推測し議論した。
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3P123 部位特異的安定同位体ラベルを施した(Ala-Glyh5ペプチドの

国体NMR精密構造解析

(東工大院理工 1、高分子センター2、農工大工 2)

0中海靖元[，2、茂呂ふみかえ木塚三津子 3、朝倉哲郎 3、安藤勲[，2

Detennination of the Precise S住uctureof Silk Fibroin Model Peptide studied wi血Solid-StateNMR 

Yasumoto Nak位 awa，Fumika Moro， Mitsuko K.izuka， Tetsuo As北町aand Isao Ando 
J Dept of Chemis的landAぬterialsScience，おかoInstitute ofTechnology， 00'"のlama，Me伊 ro・ku，おか0，
152・8552，JAPAN .DeptofBiotechnology，おかoUniversity of Agriculture and Technology， Koganei， 
あかり 184，JAPAN Tel&F.αx，042・383・7733 e-mail: ynakazawa@polymer.titech.acjp 

百lesな邸側reofthe model peptide from B.mori silk fibroin， (Ala-GlY)[5 with silkII form was studied with solid 
蜘 teNMR in detail. The selective 13C labeling of Ala Cs carbon was performed by introducing the labeled Ala 
residue in the process of peptide synthesis. The fraction of the pωk at 16.6ppm in the Ala Cs peak increased at 
both N-and C~ terminals; especially at the N-terminaI site. At世le.inner part of血epeptide，偏食actionincreased 
at 11 m and 19m positions. These data indicate the appearance of the lamellar structure having turn structure at 
these two positions although the position ofturn wぉ distributedalong the chain. 

【IntroductionJ 
AlaとGlyの交互共重合体を代表的なモチーフとし

て有する家蚕絹フィブロインは、繊維化前(Silk1型)

と繊維化後(Silk11型)で立体構造が著しく異なること

が知られている。その結晶部のモデルペプチド

(Ala-GlY)[5はギ酸溶解後、風乾すると、 s-sheet構造を

中心とした SilkII型構造を形成する。以前の本研究室

の固体NMR研究から、我々は家蚕絹フィブロイン結晶

部のモデ、/レ化合物(Ala-GlYbについて、固体NMRを用い

て、その Silk11型構造の解析を行ってきた。その結果、 30 25 20 15 10 
ppm骨明nTM随

分子関配置の異なる2種類の逆平行s-sheet構造とβturn Figure 1. Expanded Ala Cs peak in IJC CPIMAS 

構造が混在した不均一構造を取ることが明らかになっ 粧品加J22:i罰法12純情rkII
た。 σigure1)[，2)。しかし、その不均一構造の詳細に

ついてはわかっていない。そこで本研究では、 (AG)15ペプチドの Ala残基に各々順次、安定同位

体ラベノレを施した 15種類のペプチドを合成し、 13CCPIMAS NMRおよび、スピンー格子緩和時間

(T1)の測定によって、各Ala残基の局所構造および運動性の情報を選択的に得、 (AG)15ペプチドの

不均一構造の詳細検討をした。

[Materials and Methodsl. 

Fmoc国相合成法により、 [3-13C]Alaをラベルした 15種のラベル(Ala.圃GlY)[5を合成した。合成したペプ

チドをFigure2に示す。得られたペプチドは、ギ酸に溶解後、風乾させたものを SilkII型処理試料とし

た。固体13CCPIMAS NMR 測定はCMX400 NMR(Chemagnetics社製)を用いて行なった。スベクトルの

解析は、特にAlaCsfこ着目して行い、差スベクトルによってノンラベルの寄与を除いたものについて

行った。

国体NMR・家蚕絹フィブロイン・モデ、ノレペプチド・部位特異的安定同位体ラベル・ラメラ構造

なかざわやすもと，もろふみか，きづかみつこ，あさくらてつお，あんどういさお
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[Results and Discussionl 

Figure 3には15種類のペプチドの13CCPIMAS NMR A!a 

Csピークを示した。 Naturalabundanceの(AG)15ペプチ

ドでは、 Figure 1に示したような 3種類のピークが認

められる。しかしながら、 AlaCsの|司成分の分率は、

ラベノレ部位を変えた 15種類の(A!a幽GlY)15の間で、著し

く変化することがわかった。 A!alペプチドにおいては、

他のスペクトルと異なり、 s-sheet構造の成分比が極端 3

に減少している。これは、末端の不均一性が大きく、

決まった構造を形成していないことが推測される。ま

た、 A!a19のヌベクトfレは他のスベクトノレと比較して、

16.6ppmに存在する0・ターン構造由来の成分が増加し
ていることが明らかとなった。

Alal. J3"13C1海GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG
M白. AG{lI.13cli¥GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG 
AJa，;. AGAG[3~wël色GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG
Ala7・ AGAGAG{3，~犯:lAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG
M陶・ AGAGAGAGfa'~匂込GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG
Alan. AGAGAGAGAGrll~知抜GAGAGAGAGAGAGAGAGAG
Ala日 AGAGAGAGAGAG!仰臥GAGAGAGAGAGAGAGAG
Ala15. AGAGAGAGAGAGAGt審判以GAGAGAGAGAGAGAG
Ala肌 AGAGAGAGAQAGAGAGfail機産GAGAGAGAGAGAG
Ala19・AGAGAGAGAGAGAGAGAGffuij匂がAGAGAGAGAG
Alas，. AGAGAGAGAGAGAGAGAGAG糾 CfA'GAGAGAGA:G
Ala田 AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGI~械部GAGAGAG
品田 AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGEが匂泳GAGAG
地27・ AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG除問詠GAG
Al畑.AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGiai次総G
Figure 2. Fifteen (Ala'G!yh5 peptides with <Iifferent 

labeled position by [3.13C]Alふ

Figure 4に、 16.6ppmのピークの分率をまとめた。 1・7残

基、ならびに、 25-29残基の間では、 N端と C端に近いほ

ど、その分率が大きくなる(特にN端の方が増加は著しい)。

A偽情b棉 d 11 ¥Ala27踊beIed1¥ 

11721 1¥ '_1 L1'''' 、E帥 E

これは、端の部分でのランダムコイルの増加によるものと

考えられる。さらに、分子鎖内部では、 11位と 19位の 2

箇所が増加する傾向にあり、この部位がターン構造をとっ

Ala29白崎lad111 
F....，.・n

たラメラ構造の割合が高いことが示唆される。 r

これらの成分について、 13Cスピンー格子緩和時間 T1C測
舗 怖 30 20 旬

岬m伽 nl郁S

定を行った。以前の重水素NMRの研究から 3)、メチル基の

運動はFastM:otional Regionであることがわかっており、T1C
が小さいほど、運動性は低い。結果を Table1に示す。

19.1ppmと 22.4ppmのピークはいずれもラメラ構造中の

s-sheet構造に帰属されるが、分子間配置が異なると考えら

れる。すなわち、 19.1ppmは、分子鎖聞のメチノレ基どうし

が接近じており、メdチル基「日]士の立体障害によって、Cα-Cs

結合まわりの回転が、22.4ppmの成分よりも約 115程度に著

しく減少している。さらに、 16.6ppmのピークは、そのタ

ーン部位に帰属されるが、緩和時間は小さく、比較的束縛

されていることがわかる。また、 A!al残基も N端でランダム

コイル構造が主であるにもかかわらず、緩和時間は、中央

残基とかわらない。これらのことから、固体状態では、密

にパッキングされた分子鎖間構造をとるため、分子鎖末端

やラメラのターン部位で、あっても、運動性は低下している

Figure 3. Expanded Ala Cs p伺kS'of"CCPIMAS 
NMR spectra of uC-labeled (AG)I5 in the silk II 
forms. 

τ'able 1 13C T1 relaxation times(msec) of 
thr唱e∞mリponentsin the Ala Cs region of 
isotope labeled (AG)15 

Component 

22.4ppm 19.1ppm 

と結論づけた。 Ala. 4.3x10' 

16.6ppm 

5.4x10' 

5.7x10' 

7.1 x10' 
なお、本研究は一部、農林水産省 「アグリバイオ実用化・ Ala'9 2.7 x 10' 

産業化研究」補助金によって行われた。 Ala.， 2.0 x 10' 

[Referencesl 

4.6x10' 

4.4X10' 

(l)As汰ura，T.; Yao， J. Protein Sci.， 11， 2706-2713 (2002).， (2)Asakura， T.; et a!， J. Am. Chem. Soc. ，124， 
8794-8795 (2002). (3)Asakura， T. et al， Macromolecules， 30， 2429・2435(1997).
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lP124* 国体19FMAS及びlH→ 19FCPIMAS NMR法を用いた

PCTFEIPVDFプレンドの構造解析

東工大院理工 O青島野宏人、相見敬太郎、安藤慎治

so温d-state19F MAS and 1H→19FCPlMASN時釘RAna恥ison PCTFEIPVDF Blend 
H加ω羽お叩Q，Kei加。ATh-位，and Shinji ANOO (Dep紅1mentof Organic and Polymeric Ma加1alS，Tokyo Institute of 
Technology， 2・12・I-SI引，Ooka抑ma，Meguro-ku， 1耐 0，152・8552，Japan) 
Tel: +81-3・5734・2889，F眠 :+81ふ5734・2889，h胸物お叩o@p卯01伽戸ym氾峨ぽ飢r.刈泊.必d自t臨e伐ch.a肌C.吋J
At陶凶伽c枕t仁 Vru儲匂油b制le令-t匂em戸m加resω01胤M喝t匂耳蹴I鈴e1吋干MASN乱恨s等E即加釦抑o叩pyhas been隠吋hωコinves託ti氾靭8伊z抑I総e廿ぬ恥E沼emol伐捌u叫laぽr 
mo帥o油bi耐li助ity釦制d∞ぱ曲o蜘叫必由伽on叫d伽伽ng伊おinpoly(chloro幽 uoroetl駒田)(PC百町 11附 mpe蜘 redependence ofT1/ 
rev剖led世latthe鈴gmen凶 motionin世leamoゆhous白mainof PCTFE bωomes V'I伊岡山aro叩dthe s叩:laxation
tempemture， whi1e白紙oftheαp凶linedomain also∞curs even much below世lemelting tem問蜘re. 百leD町
ca1culations of 19p s凶e1dingss唱伊st世1at世lehigh frequency s泌ftsof也eαys凶linesignals observed a加veloo"Cωn 
be ascribed to∞nformational changes of the main chains世1atinαease也eproportion of gaz幼econformers. 'H→ 
lヤCp，ル仏SN加1Rs伊ctroscopywas applied to PC百EI poly(vinylidene fluoride) (pVD町[90/10]blend， and the 
stnぉ制ralinform副onon PVDP was se恥tivelyob匂加吋加削除of世lesmall ∞附:nt 百lecl)'stalline morphology of 
the PVDP (predominantlyα・form)羽¥ysunchanged by blending，.百leamoゆho叫sdomains of凶，thPC1下Eand 
PVDP in the blends are more mobile than those in吐lehomopolymer， and吐ley紙面lffiisciblein nanom出向ωles国.

{緒言] ポリクロロトリプ/レオロエチレン (PCTFE)は、低温や紫外線照射下でも優れた機械特性を有
する半結品性高分子である。しかし、溶離貼度が高く成形甑吏範聞も狭いことから加工が難しいため、Kel・F

として知られる共重合体や他の高分子とのブレンドがより広く使われている。これまでに19pMAS NMR 

法を用いてKel-Pの一次構造を角勃庁した例1)はあるが、上記物性との関連が深いPCTPE分子鎖のコンホメ

ーションキ浬動性について分光判切こ解析した報告は見あたらない。そこで我々は PC百芭に対して固体

I9pMASNMR法を適用し、温度上昇に伴う結晶および非晶中でのPC官E分子鎖コンホメーションと運動
性の変化を鰍庁した。また国体IH→19pCPIMAS NMR法により PCTFEIPVDPブレンド中の少量成分であ

るPVDPを選択的に観測し、その結晶形や分子運動性を調べた。

【実験1PCTFEはダイキン工業(株)から提供された膜厚100仰n
のプレス成形フィルムをそのまま用いた。示差走査熱量測定 (DSC)

から得られた融点は 211.9"C.であり、結品化度は 33%であった。
町古田'VDPブレンドはPCTFE粉末(A1的 h)とPVDP粉末(呉

羽化学、 KFI100)を90:10の質量比で、 3∞℃のもと 5分間溶融混

練後、急冷したものを用いた。 PC百E及びPVDPの融点、はDSCか

らそれぞれ21O.8"C， 173.9"Cであった。間体lヤMASN1在R測定は、
日本電子製 EXデータシステム (19p共鳴周波数 282.65MHZ) と

Chem噌letics社製APEXPIH二重共鳴プローブ及び温度可変ユニッ
トにより MAS回転激 (ωr)16kHzで行った。 19pの90'。パルス幅は

2.5μs、回転系のスピンー格子緩和時間T1/の測定はl∞妊fzのスピ
ンロック強度で行った。IH→ 19PCPlMAS実験における IH及び19p
のば強度は Har1mann-Hめn 血'St-sideband matching 条件

(ωIH=ωIF一ωr=83附 z)を満たすように設定した。 PC1下Eのコン

ホメーション角税庁のため、最近接の CI原子同士の立体配置 (mω0， __ T. 

racemic)を考慮した 6種類の 4量体モ扮レ CP3一(CP2CPCI)rCP3 10 L孟 E 合 冨

(mmm， mmr， mnn， nnηrnn， rrr)の密度汎関数計算を行った。 曲 y

B3LYP/6-311G(d，p)による構造最適化の後、B3LYP/6・311+G(2d，p)，，!3. t ̂ 
で得られた磁気遮蔽定数の等方平均直のうち、分子鎖中央の3つの己 f g d. 
フッ素 (C九CFCI)の値を19FNMRスベクトルの解釈に用いた。 ↓ ロ A 

A 

ロロ

19PMAS， IH→19pCp~仏S， PCTFE，分子運動也コンホメーション

A 

ロロ

0たつのひろと、あいみけいたろう、あんどうしんじ

40 60 80 100. 120 140 160 
Temperature I .C 
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{結果・考察 10ぴ℃におけるPC官Eの吋MASNMRスペクト

ルをFig.1に示す。実線は全ての lヤ核の寄与を含む直接励起スベ

クトルであり、 -104ppmにピ)クをもっ信号はCF2に、 -124ppm 

にピ}クをもっ信号はCFCIに帰属される。点線は、 20msのスピ

ンロックにより T1/の短い1ヤ按の寄与を排除したT1pフィルタスベ

クトルであり、分子運動の拘束された結晶部が優先的に観測されて

いると考えられる。得られた結晶部由来の信号を、f麟捌からCrl，
Cr2， Cr3， Cr4とする。到g.lの破線で示したのは、運動性の高い領域

が優先的に観測される双極子フィルタ法2)により得られたスベクト

ルである。PC百Eのガラス転移点は52"C3)と報告されていることか

ら、同スベクトルで観測されているのは分子運動が活発化した非晶

部に由来する信号と考えられ、これらを低磁場側からAml，Am2と

呼ぶ。スピンロック法によるが測定を行犯、。信号と加信号

が重なっていることに起因してCrl，Cr2およびCr3の減衰曲線はい

ずれも2成分の指数関数の和で表された。減衰の速い成分を非晶部

由来としてプロットした結果をFig.2に示す。結晶部のザが知昆

に伴って低下していることから、融保より 1∞度近く倒置でも、 100

妊Iz程度の遅い分子運動が結品部で起きていると考えられる。また

非晶部の T1/は釦℃から 100"Cにかけて樹、となるが、これは p
分散温度が 95"Cであるという動的粘弾性の報告のと一致し、この

温度域で非晶部のセグメント運動が活発化していると言える。Fig.3

に示したのは円pフィノレタスベクトルの温度変化である。 100"C以上

で明確となる-122ppm付近の鋭い{言号は、非晶(ゴム〉領域のCFCI

に起因し、 14ο℃では立体規則性を反映して2本に分裂している。

これに対し、結晶部の信号はばの減少に伴って臓が次第I;:{，底下

し、さらに loo"C以上では2-3ppmの低磁場シフトを示した。立体

規則性を考慮した4量体モデル化合物の遮蔽定数計算を行ったとこ

ろ、相対的に安定なrrr及びrnnJ車鎖は結晶部信号cr含及びCr3に
寄与し、nteso連鎖を多く含む場合はCrl及びCr4に寄与することが

80 -90 ・100 ・110 -120 ・130 .140 ・150
OF/ppm 

Figレ3.T1p日l附 I"Fsp釘同ob匂inedby varying 
知nper孤rresfrom 430 C ω14伊c.刀le
dur百伽lSof spin-l∞k were 20 ms below 
1200c and 5 tns at 140"C. 

r-ー寸--，一ーー『一一一寸
-80 ・100 -120 
oF/ppm 

7 
-140 

Fig. 4. I"F DP中旬同 of(:吟1，PVDF 
homopolymer (b) 90/10 PCIFFJPVDF 
blend， and (c) PCIFE homopolymer at 68"C. 
官官問ksshown withぉ凶sks眠中加古19
sidebands. 

示唆された(図は非表示)。さらにC-CF2CFCI-Cで定義される主 1¥: 
鎖二面角を最安定構造からわずかに変化させて再計算すると、 meso ，1 ¥¥.... 
連鎖を多く含むモデルが二面角の小さくなる方向、すなわちゴーシ ハ!Iいi
ュ方向にねじれた場合に低磁場シフトを示した。 1ヤの化学シフトは j qい
一般にわずかなコンホメーション変化を敏感に反映し、この場合も J ¥‘ 
実測に合致するのは50程度のねじれであった。以上のことから、結 :1'"可¥，:-¥JAr
品部においても 100"C以上では、少なくとも meso連鎖を多く含む 』}ヤ¥ ，----.-----，-一 一ぷ
部位で、主鎖がゴーシユ方向にねじれる(またはゴーシュ分率が増加 -60 -70 -80おpJ0 ・110-120 
する)コンホメーション変化が起こっていると考えられる。 R各4は Fig.5.1H→lヤCPIMAS恥 ctraofPVDF in 
PCTFFJPVDFブレンド及び各単体の直接励起スベクトノレであるomgphbdbId(鈎，lidline) and伽 ofhomopolymer 

(do悦dline) at 68"C.百le∞町出t也前凶凶was
4(b)より、ブレンド中のPC百Eは単体よりもAtnl信号の寄与が高 0.5ms. 

く結晶イじ度内いことがわかる。また PCTFE信号のがの値はい

すサもも単体の場合より小さな値を示し、ブレンドにより分子運動が活発化したことを示している。一方、

ブνンド中の微量成分であるPVDFに関する情報はFig.4にほとんど含まれていないが、lH→ 19pCPIMAS
法により PVDFのみを選択的に観測できることを見出した(鞄5)0PVDFのα型結晶に由来する-79ppm
及ひし93ppmの広中国言号勾がブレント首部十の場合にも観測され、結品化度は低いながら結晶形は単体同様

にα型が支配的であることがわかった。一方、-89ppmに観測される VDF連鎖の非晶部信号5)の判官幅が
単体の場合より狭いことから、非晶部中 VDF連鎖の分子運動が単体の場合より活発化していることが示

唆され、可測定からも同様の結論を得た。しかし、ブレンド中町田と PVDFのTJの値は互いに一致
しなかったことから、両者はm オーダーでは刻嗣溶と考えられる。
I)S.F.D民 etal，陥抑制抑les，20， 2754 (198η. 2)K必mi，et aI， A句 1.Reson. Chem.， 42， 577 (2∞4). 3) J. D. Ho倫lllIl，et al; J. 
PO加I.ScI.C， 14， 173 (1966). 4)N. G McCrum，J. Pめ机」日比60，S3 (1962). 5) S. Ando， et al， M申 I.R，包son.Chem.， 40， 97 (2ω'2). 
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2P125 固体 19FMASNMR法を用いた PVDF及びVDFオリゴマーの

結晶構造及び相転移挙動の解析

東工大院理工 O小関佑、相見敬太郎、奥居徳目、安藤慎治

Analysis of Crystal Morphology and phase tran~!tion mechanism of 
19 

PVDF and VDF oligomer using Solid State "F MAS NMR 

Department ofOrganic and Polymeric Materials， Tokyo Institute ofTechnology 

注玉堅生!，Keitaro Aimi， Norimasa Okui， Shinji Ando 
The crystal structures and molecular mobility of PVDF and VDF oligomer were analyzed using 

solid-state 19F MAS NMR. PVDF samples containing crystallineα一， s-， y-forms wereprepared， and the 
spectrallineshape of each sarnplewas analyzed. PVDF takes s-form with a distribution of conformation in 

PVDFIPMMA=65/45 bleti.d. In contrast， PVDF takes mainly y-form in annealed and gelated sarnple. A 

smaI1 α-form signal is observed in the former， whereas almost disappeares in the latter. In addition， the 

much broader signals in gel suggests that PVDF y-form was crystallized with a large distribution of 

conformation. The crystalline-selective observation ofVDF oligomer reveals that it contains s-and y-form 

orystallites at 450C. The apparent increase in T1 F with an increase in temperature indicates that the mobility 

of -CF2CI end-group was accelerated by heating. The mobility of regular structures closely located at 

regio-irregular sequence is more easily activated than that far located合omregio-irregular parts. 

I緒言Iわれわれは Harrisらと共同でポリフッ化ピ、ニリデン(PVDF)の種々の結晶構造(α一、 P一、
y-form)が固体 19FMASNMRスベクトルにより明確に判別できることを報告してきた[1]，[2]。本研究

では各種 PVDF試料のスベクトル形状及び緩和時間測定を行い、結品中での分子鎖コンホメーシ

ョン及び、分子運動性の解析を行った。また、 PVDFのモデル化合物として、 PVDFよりも低温域で

コンホメーションと運動性に変化が現れる VDFオリゴマー(OVDF)の構造解析を行った。

I実験I試料として(a)PVDFフィルム試料(呉羽化学KF・850のDMAc溶液からキャストで調製)、 (b)
延伸電場配向フィノレム試料(呉羽化学KF・ピエゾ、フィルム)、 (c)PVDFIPMMAブレンドフィルム試料

(Kド850とPMMA(Aldrich)のDMAc溶液から調製)、 (d)アニール試料 (KF・1100のDMAc溶液から

の製膜試料を 1700Cで 12時間熱処理p]、(e)乾燥グル(KF・850のy-butyrolactone溶液を 1800Cで 1
時間加熱後、 24時間水冷してゲル形成後に乾燥)問、(f)OVDF試料(呉羽化学:CCh-(CH2CF2)n-C1 

(n吟)のacetone溶液からキャスト)を用いた[4]0 NMR測定はChemagnetics社製H-F二重共鳴CPIMAS

プロ}ブを用いて、 lH共鳴周波数300.4MHz (19F共鳴周波数282.65MHz) (日本電子製EXデータシ

ステム)、 1Hπ/2パルス幅3.0問、 19Fπ/2パルス幅2.5μs、積算回数32回(CPを用いた結晶部選択

測定では512回)、 MAS回転数 16kHzで、測定した。通常の測定は室温(680C)において、温度可変測

定は450Cから 1200Cの範囲で、行った。化学シフト基準はC6F6(圃163.6ppm)を外部基準として用いた。

I結果と考察lスヒ。ンロック法により各試料の結品部を強調して観測した国体 19FMASスペクト
ノレをFig.lfこ示す。 (a)PVDFフィノレムにおいてα結晶相(tピtg連鎖)に由来する信号(企:ー79ppm及び
.: -94ppm)、非晶相(0:-88 ppm)、異種結合部(head-to-head，及びtail-to-tail)に由来する信号(<>:-110 -

ppm及びム:-112 ppm)が観測される。 (b)延伸電場配向フィノレム試料においてP結品相(all-trans連
鎖)fこ由来する信号がα結晶の高磁場側の信号とほぼ同じ位置(・)に観測される[1]。一方、 (c)ブレ

ンドフィルムにおいてP結晶相lこ由来する信号(.)が観測されるが、(a)のα結晶相の信号(.)の半値
幅と比較してブレンドフィノレムにおけるそれは1.5倍だけ広幅化している。これはこの試料中で

生成するP結品相の分子鎖コンホメーションにねじれや分布が存在することを示している。これは
モデル化合物を用いた磁気遮蔽定数計算の結果からも支持される。(の、アニール試料においてはy

結晶相(t3g+t3g-)に特徴的な信号(・:-85 ppm、。:-91 ppm、・:-94ppm、T:-102 ppm)が観測され

キーワード:固体NMR、19F、PVDF、VDFoligomer、相転移

こせき ゅう、あいみけいたろう、おくいのりまさ、あんどう しんじ
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る[2]。一方、 (e)乾燥グル試料においてはアニール試料と同じ位

置に結晶性の信号が観測されるが、その半値幅はアニール試料の

それと比較して約1.3倍広幅化している。また、アニーノレ試料に

おいてはα結晶相の信号(企)が観測されるが、乾燥ゲノレ試料では観
測されない。これらよりPVDFの乾操ゲノレ化によりα結品相が高い

害IJ合でY結晶相に変換しているが、生成したY結晶相の分子鎖コン

ホメーションの構造にはかなりの分布が存在すると考えられる。

この結果はDSCや広角X線回折の結果とも対応している。

Fig.2はOVDF試料の(a)NMRスペクトノレ、 (b)CPIMAS法を用い

てコンタクト時間を0.1msとして結晶部を選択的に観測したスベ

クトルである。 (a)において 46ppm付近の2つの信号(A、B)は鎖

末端の-Cf2CIIこ、 -88ppm付近の 5つの信号(F，G; H， 1， J)は

head-to-tail結合の-Cf2ーに、 -93ppm付近の信号(K)は鎖末端近く

の-Cf2-CH2CF2-CHこ、 -94ppm付近の信号(L)はCCh-CH2Cf2-1こ、

-112 ppm付近の 2つの信号(C、D)は異種結合部(head-to・heador 

ωil・ω-ωil)の-Cf2ーにそれぞれ帰属されるI411510また、-90から-110
ppmにかけて広幅な信号成分(E)があるが、これが結晶部に特徴的

な信号に帰属されると考えられる。実際に結品部を強調して観測

したスベクトノレ(b)を見ると、 -94ppm付近(1)にp及びY結晶相lこ特
徴的な信号が、また-85ppm付近(2)と-102ppm付近(3)にy結晶相

に特徴的な信号が観測された。これより、 OVDF試料の結晶部中

には日及びY結品相が共存していると考えられる。
OVDF試料の分子運動性を解析するために、 750C、1000C、1200C

における分子鎖中の各フッ素核のT/を測定したものをFig.3に示
す。温度上昇に伴い鎖末端のフッ素核(A、B)のT/は大きく増加し
ており、鎖末端の運動性は活発化するが、鎖末端の炭素核から 2

つだけ内側の炭素核に結合するフッ素核匹、 L)の運動性は温度が

上昇しでも活発化しないことが分かる。また、 Head-to-tail結合部

の 5つの信号(F，G; H， 1， J)のうち、信号J(異種結合に近傍の

-Cf2一)のT/は温度上昇に伴って H 

他の 4つの信号のT/に比べて (a) 
大きく増加している。これら A 

のことから、温度上昇に伴って

OVDFでは鎖末端と異種結合部

近傍のフッ素核の運動性が

より活発化すると考えられる。

I参考文献l
1) S. Ando， R. K. Harris， S. Reinsberg . '-寸寸

MGEn.Reson-Chem.，2002;400);97.4040 
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2) J. W Park， Y. A Seo， I. Kim， K. Aimi， 

S. Ando， C. S HaM必d仰cαI切nol，た'ecules2004; 
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M. Okabe， T. HommaJ. App/. Sci.， 1997; 
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3P126 原子間距離測定によるヒトカルシトニンアミロイド線維構造の解析

(横浜国大院ヱヘオックスフォード大生化学2、姫路工大院理3)

0内藤 晶1、上平美弥久井上良三九遠藤弘史1、伊藤有希1、大道寺謙悟l

Structural analysis of amiloid bibril in human calciteonin based 

on themeasu問ments()f interatomic distances 

lGrad田 teSch∞1 of Engineering， Yokohama National University， 2Department of Bi∞hemistry， 
Oxford University， 3Graduate School of Science， Himeji InstItute ofTechnology 

Akira Naito¥ Miya Kamihira，2 RyozoInoue3， Hiroshi Endo1， Yuki Itoh¥ Kenngo Daidoji1 

Fibril structu問 ofhuman calcitonin (hCf) from aqueous solution at pH 7.0 was examined by 

observing the interatomic distances between amide nitrogen and corbonyl carbon of neighboring 

chains of 13C， lSN-labeled hCf and a mc;xl.el pentapeptide (DFNK町using13C REDOR methods by 

taking into account its dipolar interaction analyzed by the 3 spin system. A unique chain packing of the 

antiparallel s-sh田 twas proposed as a dominant fibril structure， although the possibility of a 

contribution of chain packing ∞nsisting of sliding one or two residues perpendicularto the fibril 
direction cannot be ruled out. In addition， it appears that the phenyl巾 gsof Phe16 are aligned on the 

same side of the s-sheet and make. the s-strand stable by forming :n;-:n; interaction between the 

s-strands. This interaction may play叩 impo此釦trole in formingamyloid fibril in hCf. 

【はじめに】ヒトカルシトニンは勝臓で分泌されて破骨細胞に存在するカルシトニン受容体

に結合してカルシウムの溶出を抑制する作用をもっペプチドホルモンである。ヒトカルシト

ニンは中性溶液中で容易にアミロイド線維を形成することが知られている。我々はこれまで

の研究で、固体NMRによる構造解析の情報から、中性条件では逆平行βシート構造をとり、

酸性条件では平行トシートと逆平行。ーシートの混合であることを提唱してきた 1へまた反

応速度の解析から線維形成は線維の核ができる 1段目の反応とその核から線維が伸長する 2

段目の自己触媒反応過程からなる2段階反応機構であることを明らかにした九本研究では

カルシトニンの二重標議された同位体の原子関距離を正確に測定し、この距離情報を基にカ

ルシトニン線維のパッキングの様子を解析することを試みた。さらにこのヒトカルシトニン

の中で中央部の5アミノ酸残基のフラグメントが線維形成の最小単位であることが分かつて

きたのでへこの短いフラグメントを用いて、藤維構造および、パッキングの様子を精密原子

間距離測定から決定したので報告する。

[実験】 [lsC]GlylO，pSN]Phe22-hCT (1)， PSN]Leu9， [1_13C]Phe22_hCT (II)， Asp-[lsC]Phe-Asn-Lys 

REDOR、アミロイド線維、原子問距離、逆平行トシート、自己触媒反応

ないとう あきら、かみひら みや、いのうえ りょうぞう、えんどう ひろし、

いとう ゆき、だいどうじ けんご
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ー[
15N]Phe(DFNK町 (III)は固相法により合成し、逆相 HPLCにより精製した。合成ペプチドは

pH7の溶液に溶かして充分長い時開放置して線維を形成した。線維成分を櫨過し、モノマ一

成分を除いて乾燥後、試料管に充填してNMR測定を行った。NMR測定はVarianCMX Infinity 

4∞NMR分光器に三重共鳴プロープ装備してを行った。 13CREDOR信号(S阻 )()Jと Full
echo(Sfull帥。)信号はREDOR展開時間NcTrを5msから 30msに変化してそれぞれ信号を 2(胸

囲からぼ削回積算した。ここでNcはロータ一周期数でTrは周期を表す。

Scheme 1 : Amino Acid Sequence of hCf. 

10 15 20 25 30 
h四 c)s.Gly-Asn-Leu-S町ーThr'-Cy'岬品Leu-Gly-Thr-Tyr-Thr-Gln-Asp-Phe-Asn匂s-Ph争地拙'-Phe-Pro-Gln.Thr-Al.-Ile-Gly拍 l-Gly-Ala-Pro-NHz

11 
DFNKF 

m 

(1.13C] 

[15N) 

[15N) 

[1.1:Jc) 

Asp-Phe-A叩 Lys-Phe
(1.13C] [15N] 

[結果と考察]Fig. 1に試料IIのNcTr=30msにおける REDOR信号と Fullecho信号ならび

にd.S/So田 (Sfull-ec加 -SREDOR) / S full-echoのNcTrに対するプロットを示す。Fig.lに示すように、

わずかながら REDOR効果が観測された。試料nの二重標識試料を天然存在比の試料Hで希

釈した場合の差スペクトルをFig.lCに示す。希釈した場合には R印 OR効果が減少するこ

とから、 REDOR効果を与える双極子相互作用は分子間由来であることが明らかになった。

この REDOR効果の解析には線維構造が典型的な逆平行βシート構造をとると仮定して、 Fig.

1 (Top)で示すように次の3つの場合に分けて3スピン系喝として解析した。 (l)jストランドの

qが水素結合を形成する iストランドの Niともう一方の kストランドの Nkが標議された場

合の REDOR効果を Cj''''Ni== 4.2 A， Cj''' Nk = 5.2 A，ζNiCjNk = 1加。として計算した。この

REDOR曲線を(的に示す。 (2)Ciと水素結合を形成するアミノ酸残基から 1残基すれた Ni+1と

Nk+1が双極子結合を持つ場合のREDOR効果を Cj""Ki+l = 5.7 A， Cj .... Nk+l = 6.0 Aとして計算

した。この REDOR曲線を(b)に示す。 (3)Ciと水素結合を形成するアミノ酸残基から 2残基

ずれたNi+Zと凡zが双極子結合を持つ場合のREDOR効果をCf・..Ki+Z == 5.7 A， Cj …Nk+Z=6.0A 
として計算した。この REDOR曲椋を(b)と表す。この結果、実測点はアミノ酸が2残基ずれ

た曲線(c)が最もよくフィットすることから、標識位置のトストランド少なくとも水素結合の

位置から 2残基程度ずれていることを示している。

次にカルシトニンがアミロイド線維を形成する最小単位である NFDKFペプチドの線維に

ついて同様に REDOR測定を行った(Fig.2)。この場合、実測の REDOR効果は曲線(助と曲

線(c)の中間に現れたので、曲線(b)と曲線(c)が 70%と 30%で混合しているとして計算した曲

線を(d)に示す。この結果、曲線(d)が最もよく実測点とフィットした。このような距離を示

-379-



すことから、 NFDKFはFig.3に示す逆平行s-シート構造が主たる構造であると考えられる九

この構造ではPhe16のベンゼン環が互いに隣接しており、 πーπ相互作用が線維の安定化に寄与

することを示唆する結果となった。実際、 PheをLeuに置き換えた hCI'では線維成長速度が

l∞倍以上遅くなったことからもベンゼン環の相互作用が線維形成速度に寄与していること

が明らかになった。この構造が hCI'アミロイド線維においても形成されるとした場合の線

維構造をFig.3 (bott釧)に示す。この構造では試料Iおよび試料HのREDOR効果が水素結

合の位置から 2残基程度ずれていることを説明できる構造であることが分かつた。

B aS 

c sS 

E ・・・. . . . . . W---l 
t伺 50 o -鈎 -100 

D 

ぷ二三j
o s 12 18 24 

NcTr(町商艇}

Fig. 1 Top: molecular packing of antiparallel 

s-sheet structure. Middle: 13C REDOR s戸山富

of [1_13C]Gly!O， [15N]Phe22_hCT at NcTr = 18 

ms. Bottom: plot of sS/So against NcTr vaIues. 

、のω d ー、

A 
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ーど手玉ヂ!。 5 10 15 20 25 30 

Fig. 2 (A) Full echo and (B) 13C REDOR spectra 

of Asp-[1-13C]Phe-Asn-Lys-[15N]Phe at NcTr = 
30 ms and (C)白eplot of sS/So against NcTr 

vaIues. 
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Fig. 3. Schematic representation of fibril structure of DFNKF (top) and hCf (bottom). The solid lines 

show the 13C..・.1SNinteratomic distances measured in the 13C REOOR experiments. 

[まとめ】 REDOR法を用いた原子間距離測定の結果、 hCfアミロイド線維の構造が逆平行

十シート構造をとる之とが明らかになった。この線維構造では中央部に位置する Phe残基の

ベンゼン環がpπ相互作用を形成し線維構造の安定化に寄与していることが示唆される。

のベンゼン環のπーπ相互作用は線維伸長反応に重要な役割を果たすことが本実験で明らかに

、，
'-

なった。
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lP127* 膜表在性タンパク質 PlC-d1の脂質膜結合に由来する
動的な構造変化とドメイン聞相互作用の解析

(兵庫県立大個院生命理)

0上蓋奈緒子，岡田雅司，八木津仁，辻暁

Analvsis of the Conformation and Inter-domain Interaction of PlC-o 1 at the Membrane Surface 

(Department of Life Science， Graduate School of Life Science， University of Hyogo) 

ONaoko Uekama， Masashi Okada， Hitoshi Yagisawa and Satoru Tuzi 

Phospholipase C.O1 (PLC.ol) hydrolyzes PI(4，5)P2 at the membrane surface ωproduce second messengers 

involved in the cellular signal transduction pathways. The five domains involved in PLC.ol are expected to 

have mutual interaction that would affect the conformation and the function of PLC.ol. In this work， we 

applied the solid.state 13C NMR spectroscopy to investigate the interaction between the PH domain and the 

EF.handdom釘nat the membrane surface. The solid state 13C NMR spectra ofthe [3・13C]Ala and [1・13C]Phe 

labeled PH domain， EF.hand domain and PH.EF domain revealed structural characteristics ofthose domains 

at the membrane surface induced by the lipid.protein interaction and the interdomain interaction. 

<序論>細胞肉情報伝達系に含まれる膜表在性タンパク質問ospholipaseC-O 1 (PLC-o 1)は異なる5つの

ドメインから構成されるマルチドメイン構造を持つ。これらのドメインは PLC-o1肉部で互いに相互作用すると

予測され、PLC-olの動的構造および機能発現に大きな影響を与えるものと考えられる。当研究室では国体

高分解 NMR分光j去を用い、 PLC-o1のN末端に位置する PHdomainについて脂質二重膜系における動的

構造変化の解析を行い、PLC-o1の機能発現の場である脂質二重膜上においてPHdomainの立体構造変化

が誘起されることを見出した。本研究ではこの変化が隣接する EF-handdomainとどのように格闘するかを調

べるため、PH-EFdomainフラグメントを用いて脂質二重膜系における動的な構造変化とドメイン間相互作用

の解析を行った。

<実験>ラット由来PLC-o1PH domain(residues 1-140)およびPH-EFdomain (residues 1-225)はεcoli発

現系を用いてGST融合タンパク質としてM9培地中で発現させ、[3_13C]Ala/[1~13C]Phe 安定同位体標識導入

を行った。得られたタンパク質はアフィニティーレジンを用いて精製し、thrombin切断によって目的domainフラ

グメントを単離した。各 domain試料は PHdomainの結合基質である PI(4，5)円を含む脂質二重膜の懸濁液と

混合して脂質膜ペシクルに結合させ、超遠心により濃縮した後、 NMR試料管に導入して測定を行った

(protein: PIP2 : PC = 1 : 2 : 40， mole ratio)。

固体t3CNMR 測定はCPMAS法およびDDMAS法を用いてChemagneticsCMX Infinity-400により 200Cで

行った。

キーワード:固体NMR，膜表在性タンパク質，脂質二重膜.PLC-δ1，動的構造

うえかまなおこ、おかだまさし、ゃぎさわひとし、つじさとる
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<結果と考察>Fig.1に脂質膜ベシクル結合状態にお

ける PLC-o1 PH domain 、EF-handdomainおよび

PH-EF domain試料の DDMASスペクトルを示す。PH

domainが膜表面に結合したとき、PHdomain中の各アラ

ニン残基は Fig.1Cに示すように二次構造に対応して異

なる化学シフト値を示すピークを与える。これに対し、

EF-hand domain単独の試料(Fig.1 B)では脂質旗上にお

いて 16.7ppm にCPMAS法により観測されない運動性

の高い残基由来の信号を与える。このことから、

EF-hand domainはEF-hand構造をとりうる一次構造を

有するにもかかわらず、単独のフラグメントとして脂質

二重模上に局在したときその主要な構造はランダムコ

イルであることが見出された。 PH-EFdomainでは、

EF-hand domain はPHdomainのひ末端側に結合して

いる。Fig.1AのPH-EFdomainのスペクトルで観測され

る 16.7ppmの強度の大きい信号は、EF-handdomain 

領域の主要な構造が PH-EFdomain中においてもラン

ダムコイルであることを示している。 15.6および15.8ppm

のピークは PHdomain単独のスペクトル(Fig.lC)中の

Ala116および Alal18のピークと一致しており、 PH

domain中のこれらの残基に由来すると考えられる。Ala

116およびAla118は EF-handdomainと連結する PH

domainのc末端部に位置するα-helixに含まれている
ことから、一次構造上 EF-handdomainに隣接する PH

domainの局所構造はEF-h加ddomainの共存下でも保

持されていることが示された。これに対して、 PH-EF

Fig. 1 DDMAS NMR spectra ofthe [3・13C]AlaIabeled 

PLC世間-EFdomairiω， EF-hand d.omairi (8)皿d

PHdo皿 ain(C)at the lipid biIayer surface. 

hand domainで見られる 17.8ppmのピークはPHdomain(Fig. 1 C)、EF-:-handdomain(Fig. 1 B)のスペクトル中l二

対応するピークが見られない点から EF-handdomain -PH domain聞の相互作用により生じた新たな構造l三

由来すると考えられる。

これらの知見から、PLC-o1 EF-hand domain はPHdomainと共存した時にも主にランダムコイル構造をとる

が、同時に domain聞の相互作用による新たな構造の形成を誘起している己とが示唆される。PH-.EFdoml!in 

において毘られる 17.8ppm'の信号は水溶性基質である IP3結合時および負電荷脂質を含む膜に結合したと

きにみられる PHdomain中のAla88由来の信号の化学シフト値と一致しており、この残基の構造変化に由来

する可能性が考えられる。Ala88は脂質棋との疎水的相互作用に関与すると考えられるPHdomain中のs5/

β6ループ中の両親媒性a-helixlこ含まれることから、EF-handdomainの共存によりこの部位の構造または

脂質膜との相互作用が変化している可能性がある。

(1) Tuzi. S.. Uekama. N.. Okada.M.. Yamaguchi. S.. Saito. H.. and Yagisawa.H.(2003) J. BiQl Chem.. 278. 28019-28025 
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2P128 固体NMRによるポリエチレン単斜晶の生成と消滅に関する研究

(群馬大工)0狩野圭子、上原宏樹、山延健、甲本忠史

Solid.state NMR study ofmonoclinic form ofpolyethylene 

keiko KanQ， Hiroki Uehara， Takeshi Yamanobe， Tadashi Kοmoto 

Department of Chemistry ， Gunma University 

Polyethylene has two stable crystal structures. One is orthorhombic form in which al1-trans 

zigzag planes are perpendicular to each other， the other is monoclinic form in which those 

planes are parallel to each other. Orthorhombic form is more stable crystal structure than 

monoclinic one in polyethylene. Monoclinic form is produced by drawing and compression. At 

high temperature， monoclinic fo士m is transformed to orthorhombic one. During 

transformation， monoclinic.orthorhombic interface is observed. The mechanism of phase 

transformation and the domain sizes are discussed. 

[緒言]

ナノレベルの技術が注目されている近年において、その評価技術を確立することは大変重要で

ある。その中で固体 NMRは、材料そのものの状態で測定が可能であり、非晶、動的情報につい

ての情報も得ることができることから非常に有用な手法である。ポリエチレンは通常斜方品の結

品構造をとるが、延伸や圧縮などにより単斜晶が生成することが知られている。生成機構につい

てはX線により詳細な解析がなされているが消失および単斜晶のサイズについての情報はあいま

いな点が多い。そこで本研究では様々な固体 NMRの測定法により、ポリエチレンの結品型の一

つである単斜晶の生成と消失についての機構を検討した。

[実験]

試料:超高分子量ポリエチレン 分子量2.0X106 

溶融結晶化フィルム :180
0

Cで溶融、圧縮した後徐冷しフィルムを作成

延伸:延伸速度30mm/min，延伸温度 120"C，延伸倍率 9倍

圧縮:室温にて 52から 520MPaまで圧縮

測定:13C国体NMR(BrukerAVANCE DSX300WB)、CPMAS法にて測定

繰り返し時間:5s 

ロータ一回転数:約4kHz

接触時間:2ms 

キーワード:Solid.state NMR， Polyethylene， Monoclinic 

著者ふりがな:かのうけいこ、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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[結果と考察]

単斜晶は延伸く圧縮く延伸-圧縮の順に多く生成し、さら

に延伸倍率、圧力とともに増加することが明らかになった。

図 1に熱処理をした延伸・圧縮試料 (9倍延伸後 520MPa

で圧縮)の固体高分解能NMRスペクトルを示した。図か

らわかるように熱処理温度上昇とともに単斜晶が減少して

いる。特に 60
0

Cから単斜晶は急激に減少している。しかし、

90
0

Cで熱処理じた試料でも単斜品の存在が確認された。

図 2に溶融結晶化フィルムと熱処理したフィルムの

:NMRスペクトルをピーク分離した結果を示す。溶融結晶

化フィルムでは非品、斜方品、単斜品のピークが存在する。

熱処理した延伸a圧縮試料では非晶、斜方品、単斜晶に加え

て約 33ppmに単斜晶と斜方晶の中間相を確認することが

できた。

図3にピーク分離により得られた各ピークの割合の熱処

理温度変化を示した。室温と 40
0

Cでは各成分比はほとんど

変化していない。 50
0

Cでは全体的にピークの広幅化が起こ

Interface Orthorhombic 
¥¥Amorphous 

Mdriochmc、皿 J

~ ~ ~ ~ 

Chemical shift / ppm 

Figl. NMR spectra of heat.treated sample 
as a function of' thermal treatment 
temperature. 

(a) 

り、単斜晶の割合が減少している。 600C、70
0

Cでは単斜品，0-ー百 四一面 お 却 25 
ロIcmkalsbift I ppm Chemical s.hilt ， ppm 

ーはさらに減少して、 33ppmの中間相が急激に増加してい Fig2. Peak自tungfOfNMRspectraofωMelt.
crystallized film， (b) Heat.treated sample 

る。 80
0

C以上では斜方晶が増加し、中間相、単斜晶はかな

り少なくなっている。単斜晶が急に減少する 60
0

C、70
0

Cは

ポリエチレン主鎖のすべりが生じ始める温度である。単結

晶ポリエチレンではこの温度でラメラの厚化が生じ、結晶

化度の矯加が観測されている。このことからポリエチレン

の主鎖のすべりの開始とともに単斜晶から斜方晶への転移

が生じると考えられる。 90
0

Cの熱処理において単斜品が存

.. 
-40 

20 

o o 6 
z マ
。

E 

a ロ
o 
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企 O
企
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v 

在することから分子鎖のすべりが生じている状態でも残る 訪 朝 曲 80 

Temoerature / 'C 
単斜晶が存在することがわかる。このことは歪みの解消し Fig3.Fraction of pl閣esfl凹heaTtreatedsample. 

きれない部分において単斜晶が残っていると考えれば解釈

できる。

単斜晶から斜方晶への転移についてのモデルを図4に示

した。生成された単斜晶は昇温につれエネルギー準位の低

い斜方品へと転移する。しかし延伸や圧縮により局所的に

歪みが存在する場合には斜方晶も高エネルギーな状態があ

ると考えられる。高温で転移した成分も歪みが原因で室温

まで冷却すると、単斜晶へ戻る成分がある。ゆえに 90tで

熱処理しでも 2%残っていたのだと考えられる。また、中

間成分はそのような高エネルギーの斜方晶から単斜晶まで

転移しきらない成分なのではないかと考えられる。
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3P129 ポリフェニレンエーテルの熱処理による構造変化に関する研究

(群馬大工) 0寺尾綱哲、志田裕幸、五十嵐昭、上原宏樹、山延健、甲本忠史

Study of structural change of heat"treated poly(phenylene) ether 

Motoaki Terao， Hiroyuki Shida， Hiroki Uehara， Takeshi Yamanobe， Tadashi Komoto 

Department of chemistry，Gunma University 

Polymer alloy containing poly(phenylene ether) have many good properties. One reason for 

these properties originate企omthe fact that poly(phe町lenether) easily produce cross"linking. 

However this reaction decreases flowability of the polymer， and makes the polymer di伍cultto 

be molded. In thisstudy the effect of thermal treatment on the structure of poly(phenylene 

ether) is investigated by 13C solid and solution NMR. lH pulse NMR measurements was 

carried out in order to discuss the motility. These experimental results indicate the occurence 

of cross"linking reaction during heat treatment. 

[緒言]

ポリフェニレンエーテルを主としたポリマーアロイは、優れた絶縁性、耐薬品性、耐衝撃性、

耐熱性などを有することから、これまでに広い分野に用いられてきた。しかしながらポリフェニ

レンエーテルの持つ特有な分解反応の生じ易さ、および架橋反応の生じやすさから射出成形を含

む成形加工等に多くの問題点を抱える。近年、ポリフェニレンエーテルを含むポりマーアロイの

機械的物性の研究は報告例が多いが、ポリフェニレンエーテル自体の構造研究は少なく、ポリフ

ェニレンエーテルの熱処理による構造変化を解明することは、成形加工時にこのポリマーがどの

ような挙動を示すのかを知るのに非常に重要である。

本研究においては、ポリフェニレンエーテルの熱処理による構造変化を液体、および固体高分

解能NMRにより解明することを目的とした。

[試料]

[測定]

試料 (A) :ポリフェニレンエーテル重合パウダー

試料 (B) : (A)を 300"Cで一時間熱処理

試料 (C) : (A)を 300"Cで二時間熱処理

溶液NMR測定時にはクロロホルムにより不溶成分を抽出することにより試料を得た。

装置:Bruker AVANCE DSX300WB 

JEOL JNM MU25 

キーワード ポリフェニレンエーテル、熱処理、架橋

著者ふりがな:てらお もとあき、しだひろゆき、いがらし あきら、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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[結果と考察]

試料(A)、 (B)、(C)の固体 13C-NMR測定

結果をFig.1に示す。各炭素のピーク帰属は

図中に示した。未処理試料wではピークの
線巾は比較的狭く、フェニル基全ての炭素の

ピークが現れている。未処理試料であるw
に対し(B)、(C)はピークが広巾化し、芳香環

に由来するピークの裾が広がり、純粋な構造

とは異なると考えられる成分を観測するこ

とができる。 Fig.2に液体 13C-NMRスペク

トルを示した。(A)ではほぼ純粋なポリフェ

ニレンエーテルのピークしか観測されない。

これに対して(B)、(C)には約 31、125、147、

ヘ十ハdJ 
②，⑥ ppm 

Fig.lポリフエニレンエーテルの固体J3C-NMRスペクトル ι

152ppmに新しいピークが観測される。

31ppmのピーク以外は固体NMRスペクトルの裾の成分に相当する部分である。溶媒に不溶の成

分であることを考慮すると、フェニル基部分の新しいピークは架橋点に対応した構造を反映して

いると考えられる。

熱処理により架橋が進行すると、溶融状態においても

運動性の変化が観測されるはずである。そこで、 300"Cに

おける lHパルスNMRより求めた緩和時間の変化を測定

した。 lHパルス NMRにより測定した結果をFig.3に示

す。解析の結果、硬い成分と軟い成分が観測された。軟

い成分はあまり変化が見られないものの、硬い成分はわ

ずかであるが時間とともに運動性の低下が見られた。こ

の硬い成分の運動性の低下は、熱による架橋反応が生じ、

ポリフェニレンエーテルの硬い成分の運動性を低下させ

ていると考えられる。溶液 NMRの結果では架橋と考え

られるピークの強度は非常に低く、架橋点自身の数が多

くないことを考慮すると、この運動性の低下は妥当なも

のと考えられる。より詳細な解析結果を報告する予定で

ある。

10000 

n
H
V
 
nu 
nりc、d

的

ENLF

。L
-0 50 100 

time/m泊

Fig.3熱処理によるポリフエニレン

エーテルの運動性の変化

(C) 

(B) 

w 

200 100 0 
ppm 

Fig.2熱処理によるポリフェニレンエーテル

の液体l'C-NMRスペクトル
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lP130* マイクロオーダーのチャンネノレを有する

高磁場配向ゲルの固体NMRによる物性評価

(東工大院理工・高分子セ) 0大橋淳史・山根祐治・黒木重樹・安藤勲

Properties of the Highly Oriented PBLG with Channel of a Micro Order by Solid State NMR 

Atsushi. OHASIll， Yuji YAMANE， Shigeki KUROKI and Isao ANDO 
Department of Chemistry and民1ateria1sScience， Tokyo Institute ofTechno10gy， 

Intemational Research Center ofMacromo1ecuIar Science 

Abstrad: Po1y(y・benzy1L-g1utamate) (pBLG) ge1s with 10ng channe1s are prepared by ethylenediamine as 

cross-linker in 1， 4-dioxane in the presence of the strong magnetic field of an m原 magnetwith the strength of 
10.5 T. These ge1s have 10ng channe1s with mode diameter of ca.70μm， which are formed by phase 
separation between cross-linked PBLGs and solvent. Moreover， these ge1s have a structura1 co10r. The 
structura1 color is a co10r which appωrs ac∞rding to specia1 structure. On the other hand， 
po1y(N・hydroxyethylL-g1utamine) (pHEG) hydroge1s have no structura1 co10rs are prepared by amino1ysis of 
highly.・orientedPBLG ge1s with 2-aminoethano1. Then， by 13C CP/MAS N恥低 method，we will discuss the 
structures of po1ymers are di俄:rentbetween PBLG and PHEGぬrthe reason of with and without a structura1 

co10r. 

【緒言】

po1y(y・benzylL-glutamate)σBLG)は、ジオキサンなどの良溶媒中でリオトロピック液晶を形成し、PBLG

液晶は磁場及び電場中で PBLG鎖が高配向することが知られている。この特徴を用いて、我々は高磁

場中でPBLG同士を化学的に架橋した、高配向高分子ゲノレを調整した。このゲルは、 m スケールの間

隔でPBLG鎖が配向し、さらにμmスケ}ルのチャンネノレが発現することを既に報告している 1)。最近、

この化学架橋 PBLGゲ、ルは構造色を発現することが明らかとなった。しかしながら、どのような構造

によって、構造色が得られているのか明らかになっていない。そこで、本研究では、これらの channe1

を有するゲルのより詳細な構造検討を行うことを計画した。

a) 

200 180 160 140 120 100 80 
T 
60 40 

T 
20 o ppm 

ppm 

Figure 1. 13C NMR spectra of PHEG (a) and PBIβ(b) by CPIMAS method at a MAS raω5 KHz at 300 

MHz 

Channe1 Cavity / PBLG Ge1 / Phase Separation / Solid State CP/MAS NMR Method 

おおはしあっし、やまねゅうじ、くろきしげき、あんどういさお
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I実験1
具体的には、構造色の発現機構を解明

する対照実験として、化学架橋した Table 1. 13C NMR chemical shift of PHEG and PBLβ 

PBLGのベンジル基をヒドロキシル基 Iin the solid state and in liquid crystalline state in 1，4'dioxane. 

に置換した、 poly(N-hydroxyethyl

L-glutamine)σ回 G)ハイドログルを調

整した。このPHEGと様々な調製条件

下で調製した channelを有する PBLG

のキャラクタリゼ}ションを高磁場

固体NMR法により行った。最初に、

PBLGとPHEGのゲルを減圧乾燥によ

って乾固させ、国体CP/MASNMR 測
定を行った。測定には、 Bruker社製分

sample 

PHEG 

PBLG 

13C NMR Chemical Shift I ppm 

C=O(amide) . C:::O(ester) Cα 

176.7 172.7 57.3 

176.3 172.4 57.3 

光器Advance300に4mm MASプロープ、を用い、 13C NMRスベクトノレによって高配向高分子ゲルの
測定点ι コた。測定条件は、それぞれCPIMAS法で、 MAS回転5KHz、繰り返し時間 5s回でスベ

クト b)_，~た(Figure 1.)。これらのスベクトルは、Table1.に示すように帰属することができた。次に、
PBLGゲルを static13C NMR法で測定した(Figure2λ 

ぷ述。・ー宅一・一一r --'lbïï-'~-一←ー 由 一一戸一一-.一一-~一一ーでlio-

Fi郡lre2. 13C static NMR spectra of PBrβg司1in l，4'dioxane at 300 MHz 

【結果・考察】

ベンジノレ基をアノレコ}ル基に置換したPHEGでは、構造色が発現しないことが明らかとなった。また、

ゲルの膨潤度も PBLGに対してPHEGが大きく膨潤していることから、構造色の発現要因である規則

構造は、 PHEGになることにより崩れて、構造色を発現しなくなったと考えられる。構造色がchannel

に由来するものであった場合、発現は光の入射方向に対して垂直になるはずである。しかしながら、

今回観測されている発光は、光の入射方向の45
0

程度であることから、 PBLGにchannel以外にも何

らかの規則構造が存在することを示唆している。国体 NMR法によって、それらの規則構造などの物

性について報告する予定である。

1) Y.Yamane， M.Kanekiyo， S.Koizumi， C.Zhao， S.Kuroki and I.Ando J.ApplPolym.Sci.， 92， 1053・
1060(2004). 
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2P131 主鎖中に芳香環を有する芳香族ポリアミドの結晶化に関する研究

(群馬大工)0志田裕幸、寺尾綱哲、五十嵐昭、上原宏樹、山延健、甲本忠史

The study of crystallization behavior of aromatic polyamide. 

OShida Hiroyuki， Terao Motoaki，Igrasi Akira 

，Uehara Hiroki，Yamanobe Takeshi， Komoto Tadashi 

(Department of Chemistry，Gunma University) 

Poly(m'xylylen adipamide) (MXDωis the polyamide which contains phenylene ring in 

the main chain. Rigid phenyl group improve the thermal and mechanical properties 

compared with aliphatic polyamide such as nylon6. Polarized optical microscope， 

lH'pulse NMR， solid state high resolution 1 3C'NMR and TEM observation were carrid 

out in order to investigate crystallization behavior of MXD6. The result indicate that 

the rate of crystallization is fastest at 170
o
C， the dynamics and the change of 

conformation and crystalline structure are discussed based on the relaxation times and 

chemical shif王ofsolid state 1 3 C' NMR . 

[序論]

ポリ(m-キシリレンアジパミド)(MXD6)は剛直なベンゼン環によってナイロン 66、もしく

はナイロン 6に比べて熱的性質や機械的性質に優れており、繊維やフィルムに用いられて

いる。乙のポリアミドは立体障害の大きい m-置換ベンゼン環を持つにもかかわらず結晶性

である。本研究では種々の温度におけるポリ(m-キシリレンアジパミド)(MXD6)に対し lH-

パJv.スNMR，および固体高分解能13C-NMR等を用いてその結晶化について検討した。

【実験]

偏光顕微鏡観察

オリンパス製 BX50 

METTLER TOLEDO社製FP900サーモシステム

測定温度 160-210oC 

lH -パルス NMR

JEOL JNM Mu25 

測定温度 160-240oC 

固体高分解能NMR

BRUKER AVANCE DSX300羽TB

キーワード:芳香族ポリアミド 結晶化 lH-パルス NMR 固体高分解能13C-NMR

しだひろゆき、てらおもとあき、いがらしあきら、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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[結果・考察]

図1に280
0

Cで融解後1700Cで結品化した偏

光顕微鏡写真を示した。時間とともに球品が成

長し、約8分で球品の成長が止まることがわか

る。これよりもとめた球品成長速度は 170
0

Cで

最大値をとることがわかった。 DSC測定の結

果から 180
0C付近に結品化ピークがあり、偏光

顕微鏡観察と一致した。

図2にlH同パルス NMRより求めたMXD6

の170
0

Cの結晶化時間に伴う、結晶、非晶、中
Fig.l Photographs of polarized microscope 

0.8fiTa)--' 1 1叩00ωO~↓(防
を伝示し比た。ι図2ω(ω心よωり結糊晶 2叫oJ什 J べ〉汁 削叫ト¥
間相の T2と成分比の変化

化時間が約5分までには結 : 川 C口r削y戸阿州s“t叫山m削削刷川j川刈岬は旬旬Yj~ω4 ¥ 

晶成分は急激に増蹴力加Bしてい if04:げ凹n伽t胎加e町削叩町f叩巾m吋1冗叫叫e吋di帥a脚 amπm叫1

amorphou含
ぷ/

ることがわかる。偏光顕微 0札乙ι之二:プ:二二〆必二〆:どど川-叶吋 2却00LLニ二之主:二竺:
鏡の結果においても8分で

球品成長が終了しており、

NMRの結果と一致する。結晶化

速度が非常に速いために結品成

分の割合は 0.7と非常に高くなっ

ている。非晶の割合は 5分以降さ

らに徐々に減少し、中間層が徐々

に増加している。図 2(b)より、非

晶のT2は約5分までの急激な減少

の後に、徐々に減少していること

がわかる。 OM観察より球品成長

は約 8分で終わることから、それ

!o 20 30 40 -0 10 20 30 40 
time/min 

Fig.2 Time dependence of crystallinity， intermediate and 
amorphous phases ofMXD6 on crystallization time，(a)fraction 
(b)T2 

町出~十州iia
g 

以降のむ成分比の変化は二次結品 wm200 150 100 50 O 

イヒによるものと考えられる。

図3にMXD6のCPMASスペ

ずクトルを示した。各ピークの帰属

Fig.3 Solid state high resolution 1 3C'NMR spectrum of 
Poly (m'xylylen adipamide) 

を図中に示した。フェニル基の水素に結合した2種類の炭素を除いて各炭素が別々のピー

クとして現れていることがわかる。結品化温度が変化すると化学シフトが変化することが

観察された。結晶、非晶、中間相の結品化に伴う構造変化について報告する予定である。
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3P132 二次元ニ量子園体NMR法による非晶性材料の精密構造解析
0嶋田純也1・梶弘典1，2・堀井文敬1 e京大化研・ 2科学技術振興機構さきがけ)/ 

P四ciseStructu即Analysisof an Amorphous Material by Two-Dimensional 
Double-Quantum Solid-State NMR Spectroscopy 

Junya SHIMADA，1 Hironori KAJI，I，2 Fumitaka HORIl1 elnstitute for Chemical Research， Kyoto 

University， 2pRESTO， JSτ7 

The molecular packing analysis of amorphous poly(ethylene terephthalate) (PET) has been carried out 

by two-dimensional double-quantum (2D DOQSY) solid-state NMR spectros∞py.百leexperimental 2D 
DOQSY spectrum of a phenylene-ring quatenany carbon 13C-Iabeled amorphous PET. (13CQ・aPET)

sample with a double quantum excitation ti阻eof 0.5 ms showed elliptical ridges characteristic of 

7t-stacking with in-plane orientation of e = 0 and 35 .τ'he two contributions corresponding to e = 0 and 
35 are considered to be related to the trans and gauche conformations of ethylene-glycol O-CH2・CHz-O

segments. 

I緒言] 非品性材料の構造は、回折法等では精密に解析することが極めて困難である。特に、分

子間パッキングの解析は赤外吸収等でも難しく、固体NMRでの解析法を確立することは極めて

重要かつチャレンジングな問題である。我々がこれまでコンホメーシヨン解析に用いてきた二次

元二量子 (2DDOQSY)国体NMR法は、双極子相互作用を利用し、同位体ラベルした2つの原子

核問の配向相関を観測するものであり、複雑な構造を持つ非晶状態の分子間パッキングに対して

もその相関を観測することが可能である。本研究では、非晶ポリエチレンテレフタレート(a?ET)

の分子間パッキング構造を 2DDOQSY法により測定した。

I実験] 1位のフェニレン環四級炭素が13C同位体ラ

ベルされたジメチルテレフタル酸とヱチレングリコ

ールのエステル交換反応により 13C同位体ラベル

PET試料(13CQ-PET)を合成した。得られた試料を重量

素雰囲気下、 280'Cで10分間溶融し、溶融状態から

急冷することで、非品ラベル試料(!3CQ-aPET)を得

た。固体NMR測定はChemagneticsCMX-400分光計

により 9.4Tの静磁場で行い、実測スペクトルとシ

ミュレーションス.ベクトルとを比較することで分子

間パッキング構造の解析を行った。

2DDα~SY 

lHJrc可

Fig.1. Pulse sequeIice of 2D DOQSY 
experiment. 

[結果・考察] 図1に2DDOQSY法のパルス系列を示す。この手法では、二量子励起時間 τDQの

聞に励起したこ量子コヒーレンスをむの問、時開発展させ、ー量子にリコンパートした後、 FID

を観測する。ここでは MASを行っていないため、同位体ラベル部位の化学シフト異方性(CSA)

とその二量子の相闘を観測している。 τ:DQ= 0.5 msでは、およそ4A以内の局所的な分子間パッ

キングの相聞を観測することが可能である。図2(a)に τDQ= 0.5 msの条件下で得られた実測スペ

キーワード:非品材料，ポリエチレンテレフタレート，国体NMR，二次元二量子NMR

著者ふりがな:しまだじゅんや，かじひろのり，ほりいふみたか
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クトル示す。以前に我々が報告した τ'DQ=2msの場合同では、

非品 PETにおけるテレフタル残基の分子間パッキング構造は

主に nスタッキング構造をとり、結合軸方向。が約 35 ずれ

た位置を中心とし、標準偏差Oa= 25で分布をしていると仮定

したシミュレーションスペクトルにより実測スペクトルがう

まく再現されたが、函2(b)に示し

た、 θ=35 の配向に特徴的な楕

円形は確認されなかつた。今回 (a吟)

の測定では、 8=3お5 の配向に特 昭岬P戸t. r必繊弱覇Ir35. in-plane 
徴的な楕円形が明確に確認され

た。現状における best-fitシミュ

レーションスペクトルを図 2(c)

および (d)に示す。これらのシミ

ュレーションにおいては、。=0

とθ=30以上に存在確率が現れ

ーている。一方、非晶 PET'のエチ

レングリコール部分の

0・CH2・CHz-O コンホメーション

lま、 trans: gauche = 12・14:88・86

であることが明らかにされてい

る [2]0。に関する2つの成分は、

これらエチレングリコール部分

のコンホメーションに依存して

いると現在推測している。すな

わち、 gaucheコンホメーション

の場合、立体障害のために8=0

の状態がとりにくいものと考え

られる。発表当日は、より詳細

なシミュレーション解析の結果

を示し、非品 PETの局所構造に

ついて検討を行う予定である。

(c)oa=30 

σ33 . . 350 
r--r-r-o寸
1ω 

T"'T"寸

ppm 0 

ドー

i k:; 
o 30608事

(d)oa=60 

ドー

iト:;
o 306o p 

Fig. 2. (の Experimentaland (b・d)simulated sheared 2D 
DOQSY spectra of 13CQ・aPET.τ1出eparameters of ψand 

e used for the simulations are shown for each spec加1m.

[1] Kaji， R Polym. Prepr. Jpn.， 2003，陥1.52，No.l， 58. 

印刷 Schmidt-Rohr，K.; Hu， W.;'Zumdulyadis， N. Science， 1998，280，714. (b) K司i，H.; Schmidt-Rohr， 

K.， Macromolecules， 2002， 35， 7993. 
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lP133* 二次元二量子園体NMRi去による
有機EL用正孔輸送材料の分子間パッキング解析

1京大化研 2科学技術振興機構さきがけ O塚本直樹1・梶弘典1，2・堀井文敬 l

Molecular Pacl.dng Analysis of a Hole-Transport Material for Organic EL Devic四 by
Two.Dimensional Double-Quantum Solid-State NMR Spectroscopy 
Naold TSUKAMOTO1 Hironori KAJl1，2， Fumitaka HORII1 CInstitute for Ch巴micalResearch， Kyoto 
University， Uji， Kyoω611-0011， JAPAN， 2pRESTO， 1ST， 4-1・.gHoncho Kawaguchi， Saitama， JAPAN) 

Molecular pacldng of amorphous N，N' -diphenyl-N，N七di(m-tolyl)benzidine(TPD) has been investigated by 
soIid同state.15N and 13C NMR spectroscopy. For 15N司labeledamorphous τ'PD， 15N two-dimensional double 
quantum .spectroscopy (2D DOQSY) can be obtained. However， the one-dimensional chemical shift anisotropy 
(lD CSA) spectrum is very narr9w and thus， the molecular packing cannot be analyzed in detaiI. Therefore， we 
synthesized叱-labeled胃 D. For phenyl-ring quaternary carbon叱・labeledamorphous官 D(叱-TPD)，the 
13C}4N dipolar.splitting of 1.45:1:0.1 kHz is obtained for the 1D 13C CSA spectrum and the 13C)4N distanωis 

determined to be 0.144:1:0.004 nm. A 13C 2D DOQSY spectrum of the amorphous 13C_τ'PD，合omwhich the 
intermolecular packing can be precisely analyzed， is successfully obtained. The exp巴rimentalspectrum is 
different from the simulation spectrum for random intermolecular orientational. corr.elations. The detaHed 
analysis is now in progress. 

【序】有機ELは、フラットディスプレイや面発光照
明など様々な応用に注目されている。有機EL材料の
構造、ダイナミックスと特性には相関関係があると考
えられ、それらを明らかにすることにより、さらに性
能のよい材料の閥発、設計が期待される。しかし、こ
れらの素子において非晶状態の材料が用いられるた
め、その詳細な構造は明確になっていない。本研究で
は、非晶状態における精密構造解析を目的として、特
定部位を 15Nあるいは 13c阿佐体ラベルした N，
N' -diphenyl-N， N' -di(m-tolyl)benzidine (宵D)の二次元二
量子国体NMR(2D DOQSY)測定を行った。この方
法では、ラベルした核の化学シフト異方性 (CSA)とそ
の二量子の相闘を観測することにより、ラベル核開の
配向相関を解明できる。
【実験】 トルエンをナトリウムベ
ンゾフェノンケチルとともに、二
日間加熱還流した後、蒸留した。
それを用いてスキーム 1にしたが
い、ジブロモビフェニルと 15Nアニ
リン、ブロモトルエンから 15Nを同
位体ラベルしたTPDe5N・官D)を合
成した。また、同様にスキーム 2
にしたがい、~ブロモビフェニル
とトルイジン、 l_!3Cブロモベンゼ

ンからフェニル基の四級炭素を
13C に同位体ラベルした

官 De3C-TPD)を合成した。これら
をトルエン、次にヘキサンを展開

h-oA O & VtÒ~N.TPD 

h-dh dLorm 
Scheme 2. Synthesis of 13C・TPD

τDQ::::: 15 111S 

σ、芦，

「寸 r 
50ppm 

溶媒としてショートカラムに通し
た後、二日間減圧乾燥して精製し
た。これらの試料を 200"Cに加熱し、

Figure 1. Sheared 15N 2D DOQSY spectrum of amorphous 15N_τ'PD. 

溶融状態から急冷することにより非晶TPD試料を作製し、減圧乾燥した。固体15N、13CNMR測定は

Chemagnetics CMX-400分光計により 9.4Tの静磁場下にて行った。

キーワード: 有機EL/正孔輸送材料/胃D/固体NMR/二次元二量子NMR

っかもとなおきかじひろのり ほりいふみたか
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[結果および考察] 図1に、非品 15N_ηDの15N2DDOQSYスペクトルを示す。 15N)5N双極子カッ
プリングが弱いにもかかわらず15N2DDOQSYスペクトルを得ることができた。しかし、 15N核の CSA
の広がりは 15ppmと狭い。このことは、 15N核まわりの電子による遮蔽が球対称に近いことを示して
いる。また、この CSA稿からコンホメーション解析を行うことができる[1]。一方、 2DDOQSYスペク
トルの解析に対して、 CSA幡が狭いことは角度分解能が十分でないことを意味する。
そこで、十分な角度分解能を得るため、スキーム2で合成した非品13C-TPDの測定を行った。図2(a)
に実測の一次元 CSAスペクトルを示す。 ζの実測スペクトルではσ11が3段に分裂している。この分
裂は、 13C_14Nの双極子カップリングによるものである。図 2(b)に、 13C_14N双極子カップリングを考
慮した最適シミュレーション CSAスペクトルを示す。この最適スペクトルより 13C_14Nの双極子カッ
プリングが1.45:t0.1kHzと得られ、その結果、 13C_14Nの結合距離は1.44:t0.04 Aと決定された。こ
れは量子化学計算による結果(1.42A)とほぼ一致している。図 2(c)に示した 14N核を考慮しない場合
のシミュレーションスペクトルでは実測スペクトルと明確に異なってしまうことから、下記の 13C2D 
DOQSYスペクトルに対しでも、13C_14Nの
双極子カップリングを考慮したシミュレ
ーションを行った。なお、この系では化学 a) 

シフトテンソルの主値、 σ110022，σ33を明
確に決定でき、精密構造解析が可能である。
図3(a)に13C-TPDの実測2DDOQSYス
ペクトルを、図 3(b)には完全に無秩序な
状態を仮定した場合のシミュレーション
スペクトルを示す。このスペクトル
S2D(ω1，ωdは、図2(b)のスペクトルをS(ω)
とした場合、
S2D (ω'1 ，ω2) = S(ω0・S(ω。
となることを用いて計算した。実測とシミ
ュレーションスペクトルを比較すると、中
心の(022.022)から対角線方向(σ33.(33)に
かけて、実測では、なだらかに下がってい
るのに対し、シミュレーションでは中心か
ら急激に下がり、 100ppmあたりから緩や
かになっている。この相違などから非品 400 300 200 100 τ"PDが局所的には完全に無秩序ではない
ことがわかる。発表当日には、このスペク
トルに対する詳細な解析結果を示すとと
もにビフエニルの1位に13Cを同位体ラベ
ルした TPDに対する結果も報告する予定
である。
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Figure 3. Experimental (a) and simulated (b) sheared 13C 2D DOQSY spectra of amorphous 13C_官 D.

Completely random intermolecular∞rrelati叩 S鵬 assumedin the simulation (b). 

[1] 山田知典、梶弘典、塚本直樹、日下康成、堀井文敬、第43回NMR討論会、 lP136.
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2P134 1H→19F CPダイナミクス解析による

含フッ素全芳香族ポリイミドの分子鎖パッキングの評価

東工大院理工 O相見敬太郎、安藤慎治

Analysis of inter-chain packing offully aromatic polyimide using solid state 1H→19F CP/MAS NMR 

Department of Organic and Polymeric Materials， Tokyo Institute of Technology 

Keitaro Aimi and Shinji Ando 

For investigating the variations in the intermolecular chain packing states in a rod-like f1uorinated 
polyimid己(PI:P~fDAIDMDB) fiJms cured at r.叩=240， 300， and 3500C， the dipolar coupling constants 
between 'H and "F nuclei (Dm<) were estimated from the transient oscillations observed in the variable 
contact time 1 H→19F CP curves. The values of Dm< decrease with il1creasing Tcure， indicating that the 19 
diamine moiety containing lH and the dianhydride moieties containing "F moved apぽtwith elevating TcufO' 
No changes are observed between the solid-state 1H→I3C CPIMAS N恥但spectrafor the fiJms cured at 240 
and 3500C， reveaIing that chain conformation did not change by curing at higher temperatures. In addition， 
the intensities of f1uorescence and the refractive indices increase with elevating Tcure， suggesting that 
molecular aggregation became denser and charge transfer (CT) interactions became significant. These facts 
strongly suggest the formation ofmore ordered preferred layer packing ofPI polymer chains at higher Tcure 

[緒言] 芳香族ポリイミド(Pりは、繰り返し単位の分子構造が酸無水物部分(電子受容体)とジアミン部

分(電子供与体)からなるため、分子内及び分子聞に電荷移動(CT)相互作用の存在が示唆されている。

最終イミド化温度が高いほどCTIこ由来する蛍光スペクトルの強度が強くなることが知られており、これ

は分子鎖のコンホメーションあるいは凝集状態の変化に起因すると考えられている問。本研究では、最

終イミド化温度の異なるPI試料における凝集構造の変化の解明を目指し、団体 1H→19FCP/MAS NMR 

法を用いて、CP曲線の解析から酸無水物部分にフッ素基を導入した含フッ素全芳香族ポリイミドにおけ

るH-F聞の双極子力ップリンク、定数を算出し、分子鎖間パッキングの評価を行った。

[実験] 試料には、最終イミド化温度(T.ωre)240，300， 350'C r-

で作製したP2FDAlDMDBフィルム(1) (PI剖 O，P1300， lt i f x 
PI-350、膜厚 29.....32μm)及びジアミン(DMDB)部を部分重 -!-/i("T'へN
水素化したP2FDAld-DMDBフィルム(11)(dPI・240，dPl-300， ヤ~ρkイ

伊卜350、膜厚 6.7.....7.7μm)を用いた。国体同→咋 |d L も
CP/MAS NMR測定は、 68'Cで、 Chemagnetics社製H-Fニ (1) X = H: P2FDAlDMDB 
重共鳴CP/MASプローブを用いて、 'H共鳴周波数 300.4 (11) X = 0: P2FDAld-DMDB 

M円z(ωJEOしEXデ一タシステム)λ、1同H90伊。パルス幅3.0μ凶s及 S枇ch恥E隠em鵬e1 St甘rt附'1
び E悶a中F9001パtルス幅2.4μ.s(sideband matching条{件牛.ω向1H= 
ω1F-ωr = 83 kHz)、積算回数32回、MAS回転数ωr= 16 kHzの条件で行った。コンタクトタイム(tcp)可
変1H→19FCPi.l!lJ定ではtcpをoから 10msまで変化させて測定を行った。化学シフト基準はCsFs(・163.6
ppm)を外部基準に用いた。

[結果と考察] 図1はTcureの異なる3種のP2FDAlDMDBの励起蛍光スペクトルである。630及び725

nm Iこ2つの蛍光ピークが観測され、蛍光寿命の測定からそれぞれ局所励起(LE)及び電荷移動(CT)性

のピークと帰属される[2]0LE性の蛍光強度は TcureIこほとんど依存しないのに対し、 CT性ピークの強度

は九ureが高いほど増大している。一方、図2は PI・240とPI-350の 13CCP/MASスペクトルである。ジ

アミン部のベンゼン環炭素核の化学シフトは PI主鎖コンホメーシヨンの変化に敏感であるが[3，4]、両者

キーワード 19FCP/MAS NMR、 CP ダイナミクス、芳香族ポリイミド、核問距離、分子間I~ッキンク、
あいみけいたろう、あんどうしんじ
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Fig.1 Fluorescence excitation and 
emission spectra of PI・240，PI・300
and PI・350at excitationl emission 
wavelengths of 565 1630. nm and 
670/725 nm. 
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fig.2 lH→13C CP/MAS NMR 
spectra of PI・240(dotted line) and 
PI-350 (solid line). 

Fig.3 lH→19F CP/MAS NMR 
spectra of dPI-350 (solid line) and 
P2FDAlm-T (dotted line). Contact 
time was 2 ms. 
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のスペクトルが完全に一致している乙とから、主鎖コンホメーション

は変化していないと考えられる。これらのことから、 Teureの上昇に伴

うCT性の蛍光強度の増大は、分子鎖の凝集が密になり分子間CT

性が高まったことに起因すると考えられる。

図 3にdPl・350(実線)及び結晶性モデル化合物

(P2FDA/m-toluidine(T)，点線Jの 1H_+19FCP MAS NMRスペクト
ルを示す。dPl-350は-116.5ppmに幅広なピーク(半値幅:4005

Hz)が観測されたの!こ対して P2FDA/m-Tでは-114.8ppmに鋭い

ピーク〈半値幅，:972Hz)が観測された。これらのピークの半値幅は
MAS回転数や1Hデカップリンク、の有無、及びPI・350との比較にお

いて変化が見られなかったことから、dPl・350の広幅の原因は、パ

ッキング、の秩序性が低く、化学シフトに分布があるためと考えられる。

図4に九u陪の異なる3種のdPlフィルムの1H→19FCP曲線(0.5ms 
までの拡大)を示す。いずれの試料についても CP曲線の初期段階

に磁化交換，によるオシレーションが観測された。 P2FDAlDMDBは

非晶性であるがそのガラス転移温度は 2000C 以上であるため、測

定温度(680C)では分子鎖のセゲメンタルな運動はほぼ;東結してい

ると考えられる占従って、信号強度 M(りは、双極子相互作用が強く

オシレーションを示す最近接のMからの寄与Sosc(丹と、双極子相互
作用が弱い離れた 1H からの寄与 Snet(りとの和 (M(り

=x$osc(町+(1・x)Snet(t))と仮定した。オシレーシヨン挙動を含む CP曲

線の解析は、 Bessel関数Iこよ'る近似を用いた理論式によりフィツテ

イングを行った[5]。算出した CPパラメータを表1に示す。オシレーシ

ヨンの減衰が速い(九ampが短い)が、これは主に秩序性が低く H-F

距離に分布があることや同核聞の双極子相互作用に起因すると考

えられる。 Tcureが高いほどDHFの値の減少がみられ、 H-F聞の双極

子相互作用が弱まっていることを示す。 13CCP/MASスペクトルから

PI主鎖のコンホメーションは変化していないと考えられるため、 DHF

の変化は分子聞での酸無水物とジアミン間距離の変化に対応する。

従って、 DHFの増加は酸無水物部分とジアミン部分が遠ざかること

を意味し、 Tcureが高いほど酸無水物同士あるいはジアミン同士が重

なるrpLP-スタッキング」を形成しやすく、これにより分子間 CTが増

大すると考えられる。

t
s
e旬
、

b
E
E
O芭
-

X 

0.67 

0.73 

0.71 

Td担pfms

0.27 

0.28 

0.27 

Tcp'/ms 

0.93 

0.78 

0.76 

Tlp'lms 

50 

43 

30 

Tab.1 

Sample 

dPl・240

dPl・.300

dPI-350 

0.5 

Fig.4 Initial build-up of lH→19F 
CP curves. The fitting curves are 
also incorporated with solid lines 

0.1 0.2 0.3 0.4 

Contact t1m. I ms 
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3P135 αキチンの水素結合構造とダイナミクス
(農業生物資源研究所)0亀田慣徳，宮津光博
(食品総合研究所)前田育子、小野裕嗣、盲目充

Hydrogen Bonding Structure and Stability ofα-Cbitin 

Studied by Solid.;State NMR and FT・IRSpectroscopy 

T.Ka旦盛盆~， M.Miyazawal ，I.Maeda2， H.Ono2 and M.Yoshida2 

1) National Institute of Agrobiological Sciences， Tsukuba， Ibaraki， 305・8634，Japan 

2) National Food Research Institute， Tsukuba， Ibaraki，305・8642，Japan 

The structure and st~bility of hydrogenbonds in the α-form of chitin were investigated by 
variable-temperature .，c solid-state NMR and FT-IR spectroscopy. A careful examination of the c=o 
carbon peak in the 13C CPIMAS NMR spectrum showed the presence of a shoulder peak on the side of 
the main peak. The peak at 175.8 ppm was assigned to“double hydrogen bonds"， whereas the peak at 
173.5 ppm was assigned to single hydrogen bonds. A change in the chemical shi食betweenthe peaks 
at 175.8 and 173.5 ppm， which originates from structural exchange of the two manners of hydrogen 
bonding， was obsetved at 650C and above. Moreover， the results of F下IRmeasurements were 
remarkably consistent with the results ofthe solid-state NMR. 

【緒言】キチンの α型結品構造については、 X線回折、 IR、熱力学的手法などによって古く

から研究されており、水素結合構造に関する知見も多く得られている。 Minkeと BlackweUI)

によって提案された α型キチンの水素結合構造モデルでは、カルボニル基はアミドNH基の

みと分子間水素結合するパターンと、アミドNH基との分子間水素結合と同時に、C(6)OH水

酸基との分子内水素結合を形成しているパターンの2種類の水素結合が 1: 1で存在している

(Fig.l)。またKimら2)は、アミド基の戸緩

和が 143
0

Cで生じると報告している。一方、

国体 NMRによるキチンの構造研究例も幾

つかあるが、水素結合構造を解析する観点

で使用された例はない。国体 NMR化学シ

フトは水素結合構造を敏感に反映するこ

とから 3)、水素結合構造に関する新たな知

見が得られる可能性がある。そこで本研究

では、 α型キチンの水素結合構造を園体

NMR化学シフトから解析することを試み

た。また、固体 NMRの結果を支持する

FT-IRスベクトノレも観測されたので、その

結果についても報告する。

Fig.1 Diagram of the hydrogen bonding structure of the ac 
projection for α-chitin. There are two types of c=o 
hydrogen-bonding structure: 巴xclusively intermolecular 
hydrogen bonding ωngle 砂drogen B仰の and a 
combination of intermole氾ularand intramolecular hydrogen 
bonding (Double時drogenBond旨)目

固体NMR、αキチン、水素結合構造、ダイナミクス

かめだっねのり、みやざわみつひろ、まえだいくこ、おのひろし、よしだみつる
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【実験】試料となるキチンはセミの抜け殻から抽出した。セミの抜け殻を 1000ClN塩酸水溶、

液中で20分間還流してカテコールを除き、その後、 800CのlN水酸化ナトリウム水溶液中で

24時間と 0.4%炭酸ナトリウム水溶液中で20時間還流してタンパク質成分を除いた。比較の

ために、市販のキチン(東京化成、および和光純薬)も用いた。固体 NMRは Chemagnetics

CMX300(森林総研、つくば)、およびBrukerAVANCE800 (食総研、つくば)を用いた。また、

F下IRはJascoHerschel-350を用いた。

【結果および考察】セミの抜け殻から抽出したキチンは、市販のキチンと同様にα型である

ことが固体13CCPIMAS NMRの化学シフト値からわかった。CPIMASスベクトルのC=o、c(句、

およびC(2)炭素領域の拡大を Fig.2に示す。図では、 45..-...-950Cで測定したスベクトル(実線)の

各々 に、 45
0
Cで測定したスベクトノレ(点線)を重ねて表示した。 450Cと 55

0
Cでは目立った違い

は観測されず、 C=o炭素は非対称なピークとなっている。 C=oピークを分離した結果、

1 75.8ppmと173.5ppmにピークトップを有する 2成分がほぼ2:3の割合で重なっていることが

わかった。 2:3の成分比は、 T1
C緩和時間の 5倍以上を繰り返し時間に設定して測定した Direet

Polarizationスベクトルにおいても同じ結果が得られた。また、このような分裂挙動は市販の

α型キチン試料で、も同様に観測された。 Tannerらのは、 B型キチンも C=o炭素ピークの分裂

が観測され、その分裂は隣接するアミド窒素の 14N四極子相互作用に起因すると説明してい

る。一方、我々が観測したα型キチンの C=o炭素ピークの分裂は、分裂幅の大きさ、および

分裂幅の磁場強度依存性の検討から 14N四極子相互作用によるものではなく、異なる 2種類

の構造が存在し、それらが異なった化学シフ

ト値を与えたことに起因すると考えた。さら

に、分子軌道計算から、 C=o基が形成する 2

つの水素結合パターンが 173.5ppm と

175.8ppmにピークを与えたと解釈した。ま

た、 650C以上の温度域では、化学シフト交換

と考えられる C=o炭素ピークの線形変化と

同時にC(6)ピークの線幅減少が観測された。

このことは、 α型キチンの水素結合は、 65
0

C

付近からC(6)OH側鎖の回転運動が盛んにな

り、 2つの水素結合ノ号ターンの間で交換が起

ることを示唆している。また、 F下IRスベク

トルでは、 C=o伸縮振動に帰属できる吸収

帯において、分子内水素結合が関与している

1632cm・1の吸収強度が温度の上昇とともに

減少し、 NMRの解釈を支持するものであっ

た。

【参考文献】ー [1]R.Minke & J.Blackwell， J.Mol.Biol， 120 (1978) 167. [2] S.S.Kim et al.， Polymer 
35(1994)3212. [3] T.Kameda et al.， J.Biomol.NMR (2004) 29， 281. [4] S.F.Tanner et al.， Mcα'cro 

molecules 23 (1990) 3576. 
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lP136* 固体 13c，15NNMR測定ならびに量子化学計算による
有機EL.正孔輸送材料のコンホメーションおよび電子状態解析

1京大化研、 Z科学技術振興機構さきがけ
0山田知典1、梶弘典1.2、塚本直樹1、日下康成1、堀井文敬1

Conformati~n aJ!d Electron Structure Analysis of a Hole-Transport Material in Organic EL Devices by 
Solid-State 13C， 15N NMR and Quantum Chemical Calculations 
lInstituteおrChemicaJ Research， Kyot冶 Univer百ity，2pRESTO， ~ST 
τbmonori'(~AJ)A/ Hironori kAJI，!.2 Naoki TSUKAMOTO，1 '(asunari KUSAKA，t Fumitaka HORII1 

N，N'-diphenyl刊N'-di(m・ωlyl)benzidineσ'PD)is Widely used as a hole凶 nsportm!lteriaI inωganic Iight e凶 tting:devices.
We have analyzed the ∞nformations and the electron structures of neutral， cationic and dicationicτ'PD utilizing soIid-state 
lsN， 13C NMR and qu組 tumchemical cal叩 lations. 百leIsN NMR measurements revealed that the IsN chemical shift 
anisotropy (CSA) spectrum for amorphωsTPDおasnarrow as 011 -033 = 15 ppm， which agrees well With the result of. the 
D町CaIωlations. S泊四 Oll-033 of 15N CSA largely depends on its conformation， we can∞ncIude that the D町・optimized
structure is in good .agreement with a structure of amorphous TPD by comparing the results of the IsN CSA measurements 
andthe DFf calculations. Although no IsN NMR signals could be ob唱ervedforcationic 1PD due ωthe dipolar interaction 
between the nuc1ear and electron spins， we were able to observe the signal for dicationicτ'PD.τ1te isotropic ch直micalshift 
wぉ 104ppm downfield shifted compar吋ぬtheneutral amorpho叫s1PD and a significantly wide CSA spectrum withσII 
qぉ=181 ppm was obtain直:d. We can conc1ude that the elωtron shielding around the nitrogen is almost isotropic for n側 traI
TPD whereas it tums to be anisotropic for dication. 

横昔言] 有機EL泰子に用いられる正孔輸送材料の構造や電子状態は、その正孔輸送特性と密接な相闘をもってい
ると考えられる。したがって‘高い正孔輸送特性の発現原因を明らかにしもさらに特性の高い材料を設計するた

めには、その構造や電子状態の解析を行うことが重要である。しかし、正孔輸送材料は非晶状態で用いられるた

めに解析が困難であり、その詳細は明確にされていない。また、正孔輸送過程においては中性およびカチオンの

状態をとるため、中性のみならずカチオンの状態についても検討を行う必要がある。本研究では、固体NMR測定

ならびに最子化学計算を用いトリフェニルアミン系の疋孔輸送材料である N，Nιdiphenyl刊N'-di(m・tolyl)benzidine

σ'PD) (図 1)の中性、カチオン、ジカチオン状態におけるコンホメーションおよび電子状態について検討を行った。
撰験]官DとSbClsはAldrichから、 CHCl3はNaωlaiTesqueか
ら購入したものを用いた。非晶 TPD試料は、1PDを溶融状態か

らO'Cに急冷することにより得た。また、化学ドープした試料は、

窒素雰囲気下でそれぞれ CHC13に溶解した TPDとSbα5を、 1:1

および 1:3のモル比で混合した後、撹枠、真空乾燥することによ

り得た。

以上の操作で得られた試料をそれぞれT1S0、T1S1、T1S3とし、
α/MAS lsN、13CNMR測定およびlsN化学シフト異方性 (CSA)
測定を行った。なお、 IsN核の測定の際には 15N同位体ラベルし

た試料を用いた。すべての測定は ChemagneticsCMX・400分光計
を用い 9.4Tの静磁場下、室温にて行った。また、 1旬、J3C化学

シフトはそれぞれNH4Cl結晶の 15N共鳴線、 τ'MSの!3C共鳴線を

基準(Oppm)とした。

量子化学計算は Gaussian98を用い DFfB3LYP 6-31G(d)基底に

て行った。 TPDの中性、カチオン、ジカチオンの構造の最適化を

行った後、それぞれの状態について GIAO法により 15N、!3Cの等

方化学シフトc即および CSAテンソルの主値011>句2，σ33を計算し
た。

Table 1. Torsion angles of optimizedτ'PD. 

n間隔 cat10n dica包.on

g 40。 26
0 26" 

P 42。 49" 47。

エ 43
0 49。 47" 

[結果・考察1TPDにSbClsをドーピングし、真空乾燥した結果、 T1S1からは濃赤色、 T1S3からは光沢のある濃
赤色の沈殿が得られた。これらの試料とT1S0について印刷ASlsNNMR測定を行った結果を図2に示す。T1S3

の固体NMR測定からはT1S0と比較して 104ppm低磁場シフトした共鳴線が得られた。T1S1からは共鳴線が観

測できなかった。 ESR測定ではシグナルが得られたことから、T1S1はラジカルカチオンであり、不対電子のスピ
ンとlsN核スピンとの双極子相互作用のためにlsNNMR共鳴線の観測ができなかったとものと考えられる。また、

キーワード有機EL，正孔輸送材料，1PD，固体NMR，量子化学計算

著者ふりがな:ゃまだとものり，かじひろのり，っかもとなおき，くさかやすなり，ほりいふみたか

-400-



lSNCSA測定を行った結果を図3に示す。TlS0からはσ'n-033 

が約 15ppmの非常に狭い CSAが得られ、T1S3からは非常に幅

の広い CSA(σ11一σ;33= 181 ppm)が得られた。
量子化学計算により官D の中性、カチオン、ジカチオンに

ついて ISN核の等方化学シフト0蜘および、CSAテンソルの主値

σ11> 022， 033を計算した結果をそれぞれ図 2，3に縦線で示した。
T1S0およびT1S3の実測のスペクトルはそれぞれ中性およびジ

カチオンについての量子化学計算の結果とほぼ一致しているこ

とがわかる。

以上のことから、T1S1はラジカルカチオンであり、T1S3は

ジカチオンであること、さらに、 τ'PDはジカチオンに変化する
際に等方化学シフトが大きく低磁場シフトし、 CSAが大幅に広

がることが明らかになった。このことは、ジカチオンではN核

周りの電子密度が減少し、遮蔽の異方性が増大することを意味

していえる。また、実測のスペクトルと量子化学計算との聞で、

ジカチオンのσ11に明確な不一致が認められるが、これは量子化

学計算において考慮していない、分子問相互作用やアニオンの

存在によるものと推定される。今後、これらの影響を考慮した

検討を行う必要がある。

また、量子化学計算による官D単一分子の構造最適化の結果

を図 1、表1に示す。中性のτ'PDにおいてはN原子とこれに結
合する3つのC原子が平面をなしており、その平面に対してす

べての C-N結合が約 40.のねじれ角をもっているという結果

が得られたが、これはこれまでの報告とほぼ一致している。中

性胃DのISN核のσ11-033のねじれ角αおよびp依存性(ここ
では、量子化学計算による構造最適化の結果に基づき s-yと
仮定した)の計算結果を図4に示す。 011-033はねじれ角に大

きく依存しているため、その値からねじれ角を決定することが

できる。T1S0のσ11-σ'33の実測値(約 15ppm)との比較から、

非晶τ'PDは単一分子の最適化構造と同じくすべてのねじれ角
がほぼ40。であり、また、この最適化構造のねじれ角は011-σ'33 

が最小となる状態に対応していることが明らかになった。同様

に、 N核周りの平函性に対するσ11-033の変化を調べたところ、

N核周りが平面構造からピラミッド型に近づくにつれその値が

増大することが明らかとなり、実測のスペクトルとの比較から.

N核周りは最適化構造と同じく平面構造であると結論づけた。

一方、カチオン、ジカチオンについて構造最適化を行ったとこ

ろ、 N核まわりの平菌性は保たれているが、中性のTPDと比較

してN原子ービフェニレン問のC-N結合のねじれ角が大きく減

少し、キノイド型に近づくという結果が得られた。上述したよ

うに、本研究においては実測の等方化学シフトおよびCSAスペ

クトルが量子化学計算の結果とほぼ一致しており、このことは

この構造変化の妥当性を支持しているものと考えられる。

発表当日は国体13CNMR測定の結果も合わせ、官Dジカチ

オンのコンホメーションおよび電子状態についてより詳細に報

告する予定である。
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Fig. 4. Plots of 011・0ぉ ofIsN versus torsion 

angles，αands. 
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2P137 也事'XeNMR化学シフト健から見たゴム状高分子の熱膨張

名工大院エ O吉水広明，安藤聖子，岡本茂，辻田義治

A Study on Thermal Expansion of Rubbery Polyme時 by129Xe NMR 

Graduate School of Engineering， Nagoya Inst陶ぬofTechnology 

Hiroaki Yoshimiz!!， Seiko Ando， Shigeru Okamoto， Yoshiharu Tsuj陶

In this study， the 129Xe NMR spectra of the Xe atoms in acrylonitrile-butadiene copolymer rubber 

(NBR) membranes with various acrylonitrile contents were measured at various temperatures to clarify 

the relationship be加een129Xe NMR chemical shi食andtemterature dependence of fres volume of 

rubbery polymers. The 129Xe NMR chemical shift of 129Xe nuclei in NBR sample was linearly 

decreased with increasing the both fractional fr，鵠 volumeand temperature. Thermal expansion 

coefficient decreased with increasing acrylonitrile contents. These 129Xe NMR results were 

consistent with the results obtained from the dilatometry measurements. It was， therefore， 

demonstrated that the 129Xe NMR spectroscopy is one of the methods to estimate thermal expansion 

coefficient of rubbery polymers. 

{はじめに1

129Xe核は，比較的 NMR検出感度が高く，高分子中に収着した微量成分であってもその NMRスペクト

ルを容易に観測できる.我々はこれまでに高分子中に溶解又は収納されたXe原子の示す 129XeNMR化学

シフト値が，系の自自体積の情報を反映することを報告してきた.本研究では，種々のアクリロニトリル(AN)

含有率を有するアクリロニトリル駒ブタジエン共重合体(NBR)ゴムを用い，水銀ディラトメトリーと 129XeNMR 

化学シフト健からゴム状高分子における自由体積の温度依存性を検討した.

【実験】

NBR(JSR(株)より供与)のAN含有率は， 15， 29. 37.48%の4種である.E式料膜は，溶液キャストi去によ

り調製し密度測定(浮沈法).DSC測定.129Xe NMR 測定，水銀ディラトメトリー測定を行った.

{結果と考察1

高分子系では一般にδ=δ(S)+δ(Xe)で表される.ここでδ(S)は Xe原子と空孔内壁，つまり高分子鎖

表面との相互作用による項であり， δ(Xe)は Xe原子同士の相互作用による項である.酷料に種々の圧力

下でXeを収着させて.129Xe NMR 測定を行った結果.129Xe NMR化学シフト値はXe収着量の増加に伴い

若干であるが線形的に低磁場シフトした.これは.Xe収着量の増加に伴い読料中の Xe密度が上昇し.Xe 

原子同士の衝突頻度が増加したため， δ(Xe)項の寄与が幾分増加した結果と解釈できる.しかし，その増加

分はガラス状高分子に見られる観測結果とは異なり，無視し得るほどに小さい.高分子鎖がセグメント単位で

活発なミクロブラウン運動をしているゴム状態では.Xe原予間土の衝突よりも Xe一高分子鎖聞の衝突の方

がはるかに高い頻度で生じている結果，相対的にXe原子関の相互作用の寄与が小さいためと考えられる.

129Xe NMR化学シフト/ヂィラトメトリー/ゴム状高分子/自由体積/熱膨張

よしみずひろあき，あんどうせいこ，おかもとしげる，つじたよしはる
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一方.，129XeNMR化学シフト値を Xe収着量oに車線外
挿した値である8(S)値は，高分子様表面と Xe原子qj相互

作用に起因し，→爾者の空間・時間的平均題雄が短いほど大

きな債をとるので，その健は鼠料の自由体積部分，即ち分

子鎖倒隙の空間・時間的平均車線と相関があるはずである.

義々はこれまでにガラス状高分子に見られる高分子鎖間隙

の特徴が，ゴム状高分子のそれと比較すると空間・待問的に

固定されたと見て良いことに錯目し.129Xe NMR化学シフト

値からその平均距離を球形を仮定した“ミクロポイド"の直

径として算出したところ，微小空間のサイズ評価法として有

力視されている陽電子消滅法(PAL5)から得られた値とほぼ

一致する事実を報告してきた.これに対しJゴム状高分子で

得られる 129XeNMR化学シフト健から問機に平均径を算出

しても，これは PAL5法で決定された値より小さい.これらの

実験事実は，ゴム状高分子鎖のミクロブラウン運動速度と高

分子鎖間際の平均サイズ評価に用いた手法の観測タイムス

ケールを考慮しなければならないことを意味している.EIJの

表現をすれば.129Xe NMR化学シフト鐘を介して分子鎖間

隙の長短を評価する場合，Xe原子が感じる;j，ム状高分子の

分子占有体績はその激しい分子運動の敏に見かけよ膨ら

んで見えているといえる.

我々は幾つかの測定結果かG.高分子鼠料中にある
129Xe核の示す NMR化学シフト値は，ガラス転移温度(Tg)

を境!こ区別して整理する必要を提案している.そして，その

値とゴム状高分子鼠料の自由体積分率(FFV)Iこ相関が見ら

れた(Fig.1)ため，各温度におけるδ(5)値から FFVを決定

し，需品膨強係数を決定する方法論を提案する.各鼠料膜の

FFVをT-Tgに対してプロットし.Fig. 2に示した.いずれの

賦料もT-Tg=Oつまり Tgにおいて FFVがほぼ閉じ値を示

した.またこのプロットの傾きは自自体積の熱膨張係数αf

である.Table 1に各鼠料のαfを.Tgにおける FFVとともに

まとめた.添え字の NMRは129XeNMR化学シフト偉から決

定した値であることを意味し.01まディラトメトリーのそれであ

る一αfはAN含有率の増加に伴い減少し.Tgにおける FFV

が間程度となる傾向はディラトメトリーから得られた結果と同

じであった.以上の結果から 129XeNMR化学シフト値から

ゴム状高分子の自由体積分率及び自由体積の需品目膨張係数

が評価可能である.
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sample axthO醐l( FFV柵m Xa1h 0・ FFVp 1("1) (1("1) 

NBR15 3.4 0.151 4.制 0.147 
NBR29 2.5 0.1弱 4.73 0.147 
NBR37 1.8 0.1騎 4.58 

O0.1唱43t7 
NBR48 1.7 0.158 4.07 

References: 

1. T.Suzuki. H.Yoshimizu. el.al.， Po/ymer./.， 33， 
934(2001)， 2. T.Suzuki， H.Yoshimizu， el創.，
Macrom蜘 cules，34， 3805(2∞1) ， 3. T.Suzuki， 
H.Yoshim凶，el.al.，PoI'.卯16rJ.，34， 891(2002)， 
4. T.Suzuki， H.YoshimiZu， 'Hsuj陥，Dese/ina伽1，
148， 359(2002)， 5. T.Suzuki， H.Yoshimjzu， 
今、r.Tsuji箇，Po/ynJer， 44， 2975(2003)， 
6. H.Yoshimizu. T.Suzuki， el.al.， J.Mo/.Struct.， in 
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3P138 微生物産生高分子ポリ(eーしーリジン)および、その誘導体の分子構造解析

(福井大工金沢大院自然2)

0前回史郎村中淳之介武藤勝紀佐々木千鶴国本浩喜2

A Molecular Struetural Analysis ofMicrobialPoly(e-L-lysine)and its Derivatives 

Department of Applied Chemistry and Biotechnology， Faculty of EngineerinιFukui University 3・9・1，Bunkyo， Fukui 910-8507， Japan 

Division of M国terialEngineering， Grad.uate School ofNatural Science叩dTechnology， Kan位awaUniversity， Kakuma-machi， Kariazawa 

920・1192，Japan 

shiroMAEDa1， Junnosu帥 MURANAKA1，Kat釦noriMUT01 and Chizuru SASAKI2， Ko・KiKUNIMOT02 

The molecular structure and .confonnation of microbial poly (e-L-Lysine) (e・PL)produced by a variant of Streptomyces 

albulus飢 di:s derivatives， in which azo dye was attached to the side chain a-amino group of e-PL， were studied by using 

high歯resolutionsolid state I3C and ISN NMR spectroscopy. 13C spin-lattice relaxation times (T1) for e-PL and e-PLIijCl 

measured by the method of Torchia (TlCP experiments) exhibited two kinds of values， which shows existence. of two 

components. These components were assigned to a crystalline and an amorphous component and their spectra were measured 

separately. AlI peaks of aliphatic parts of amorphous component were broad泌causeof the heterogeneity of the molecular 

conformation. 

[はじめに] 微生物由来の生分解性高分子ポリ

(ε ・L-リジン)(ε-PL)は必須アミノ酸の L-リジ

ンがα・カノレボキシノレ基と E・アミノ基でアミド結

合した直鎖状の構造を持つ塩基性ポリアミノ酸

+NH-C刊 rCHFCHrw-co→7

Figure 1 PolY(6・L-Iysine)

である.6;PLは側鎖に反応性の高いα・アミノ基

があり化学修飾により誘導体を容易に合成できることから，さらなる機能性を付加させた機能性

材料としての利用が期待される.私たちは， ε-PLおよび e-PLlHClの相構造を明らかにするため

に， 13C T1緩和時間測定[1]および 13CT1ρ緩和時間測定を行った.また， 6-PLIアゾ色素複合体

を合成し¥3cおよび 15NNMRを用いて分子構造解析を行ってきている[2].

[試料] 試料は e-PLと，その塩酸塩(e-PLIHCl)， E -PLIアゾ色素複合体として側鎖α・アミノ基に

Methyl Orange， Dabsyl Chlorideを化学修飾したもの(それぞれ γPLIMO，ε-PLlDC) を使

用した. e-PLの重合度は 32である.

[装置] 国体高分解能 13CNMRおよび lSNNMR測定は， Chemagnetics CMX Infinity 300を用

いて 75.56MHzで測定した. 13C化学シフトは，ヘキサメチルベンゼンのメチル炭素を TMSか

ら17.35ppmとした. 15N化学シフトは，グリシンを液体NH3(25
0
C)から 32.5ppmとした.

キーワード:固体 13CNMR，ポリ(E -リジン)，微生物産生高分子，国体 15NNMR

まえだしろう，むらなかじゅんのすけ，むとうかつのり，ささきちづる，くにもとこうき
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備果と考察]

Figure 2にe-PLお

よびe-PLIHClのT1C

緩和時間測定の結果

を用いて作成した緩

和遅延時間 zに対す

るピーク強度のプロ

ットを示す.それぞれ

のピークは 2つの指

数減衰関数にフィッ

トすることができ 2

(a) (b) 

10 15 10 15 。 10 15 10 25 l。

Delaytime τIsec 

つの相(結品相および Figure 2 Plots ofpeak intensity versus delay times in the河 TICPexperiments for (a) E -PL 

非晶)が存在すること and(b)ε-PLlHCI 

がわかった Table1悶Cspin-lattice relaxation time in rotate flame T1pC of e-PL and 

同様なプロットより得られた TlpC e-PLlHCl. 

をTable1に示す.短い TlpCは非晶

相成分を示しており，長い TlpCは結

品相成分を示している.

e-PLの結晶相より e-PLIHClの結晶

相は Tl緩和時聞が短い.e-PL瓜Cl

は主鎖CH2の化学シフトが高磁場シ

フトしてし、ることカミら， e-PLのよう

な平面ジグザグ鎖ではなく，一

部ゴーシュコンフォメーシヨ

ンをとっていると考えている ω 

[1]が，それに加えて， e-PLよ

りも分子運動が大きいと考え

られる.

Figure 3に E-PL-アゾ色素誘 (ω 
導体(E -PLfMO， E -PLIDC)の

Tlpc Imsec. 

e-PL 

e-PLlHCl 

amorphous 

crystalline 

amorphous 

crystalline 

carbon types 

Ca CB Cy C8 Ce 

10.1 4.56 5.08 4.96， 5.46 4.40 

115 40.0 36.7 38.9，39.5 41.2 

7.90 6.30 4.96 7.84 

90.3 59.0 53.9 66.0 

"" 

国体 13CNMRスベクトルを示 Figure 3 13C NMR spectra of(a) e-PLlMO and (紛 e-PLlDC

す.低磁場側にアゾ色素の芳香

族ピークが，高磁場側に脂肪族ピークが現れている.発表では，これらのスベクトノレパターンの

違いと 15NNMR測定結果をあわせて E-PL-アゾ色素誘導体の分子構造についても議論する.

[1] S. Maeda， K. Kunimoto， C. Sasaki， A. Kuwae， and K. Hanai， J. Mol. Struct.， 655， 149-155 (2003): S.Maeda， 

T.Mori and Ko・KiKunimoto， Polym.Pr，喧Pリみ'n.，51， 1073(2002):前田史郎・森貴志・佐々 木千鶴・国木浩喜，第

41回NMR討論会講演要旨集， P109， 334-335 (2002. 11) [2] S.Maeda， et al.， submitted for publication:前回

史郎・森貴志・佐々 木千鶴・国本浩喜，第 42回NMR討論会講演要旨集， 1P34， 188・189(2003. 11) 

-405-



lP139 固体NMRを用いた多孔性金属錯体の吸着特性の解析

(京大院工)0堀毛悟史・松田亮太郎・北川進

Adsorption Properties ofPorous Coordination Polymers bySolid State NMR Analysis 

Satoshi HORIKE， Ryotaro MATSUDA， Susumu KITAGAWA 

Graduate School of Engineering， Kyoto University， Kyoto 615・8510

Solid state NMR for monitoring the dynamics ofguest molecules in Cu (1りporouscoordination 
polymers were measured using deuterium NMR method for paramagnetic materials. Deuterium 

NMR analyses showed that the each molecular motions adsorbed in micropore are strongly 

depend on pore size and/or shape， and anisotropic motions are observed even small guest 

molecules like methanol or benzene. Powder X-ray diffraction analysis of coordination polymer 

with guests also showed that anisotropic guests adsorption. 

[緒言]

遷移金属イオンと有機配位子から組みあがる金属錯体集積体の中には、それらを自己集積的に

結合させることによりナノサイズの細孔を持つ多孔性錯体を合成することができる。これまでそ

のミクロ孔を利用したガス吸着やイオン交換、低分子配列などの機能発現が報告されてきた1)。

それら機能は多孔性錯体の持つ細孔の形状やサイズに大きく依存するため、細孔中に吸着された

分子の運動性や構造情報は必須である。本研究では錦(11)からなる多孔性錯体に様々な分子を吸着

させ、その状態を常磁性に対応した固体NMR測定と粉末X線を用いて解析した。

[実験]

多孔性錯体の合成および吸着実験

銅(11)多孔性錯体の合成は文献に従って行った2)。これらは鋼(11)イオンとピラジンジカルボン酸

からなる二次元シート構造がさらに架橋配位子 Lで連結された三次元構造を取る。 Lがピラジン

の時の多孔性錯体を CPL1、4，4'-ビピリジンのときを CPL2とし、それぞれの合成スキーム

(Scheme 1)と結晶構造 (Fig.1)を下に示す。吸着実験は室温、大気圧下で乾燥させた多孔性

錯体粉末とゲスト蒸気との共存、あるいは多孔性錯体の粉末とゲスト溶液を懸濁させたのちろ過

し、一日室温にて真空乾燥させたものを用いた。

固体NMR測定

測定はChemagnetics社製 CMX-300(2H観測周波数45.8250MHz)を用いて行った。 2HNMR
測定は常磁性に対応した四極子エコー法を用いて行った。

8X6 A2 

4X6 A2 

川ピベ二::::
L=()--CN 

CPL1 CPL2 

Scheme 1. Fig. 1 Crystal structure 01 CPL 1 (Ieft) and CPL2 (right) 

キーワード:多孔性錯体、吸着挙動、常磁性

ほりけさとし、まつだりょうたろう、きたがわすすむ

406-



[結果および考察r:
CPl1はFig.1に示すように細孔径が4X6A2の一次元細孔が空いている。このミクロ孔にメ

タノール"d3を吸着させ、その2HNMRスペクトルを293Kから 173Kの温度領域で測定した(Fig.

2)。常磁性に対応したシミュレーションを行うと、 293KではCPl1の細孔内でメタノールは主

軸のc-o軸が細孔方向に対して角度。=41.4 0のぶれ運動を伴いながらメチル基がG軸周りの速
い回転運動を取っていることが分か十った。温度を下げると8=17.3 0を取るメタノールが支配的に

なるが、メチル基の運動は速い回転のまま P EXD. Calc 
であったヘ ニ 一

一方細孔径が8X6 A2と大きな CPl2 /.¥ 293K /¥  

を用いると、取り込まれたメタノール-d3 -~ ¥一、ーJノ ¥ 
はほぼ等方的な運動を取る。しかし細孔径 八 八 九

から、芳香族分子は強い束縛を伴いながら IプJT 173K 〉 i
吸着すると考えられる6そこでベンゼン-d6、J / ¥一一ノ ジ¥←
トルエン・d

8、pキシレンー叫。をそれぞれ吸 40 20νふ-20-40 40却ふz品""

着させ、細孔中における運動状態を比較評ーー 吋

F唱2(Ie代)'H NMR spectra 01 CD30H adso巾edinC
価した。 それぞれの 2却98K における 2柏H 陶吋匂峨gl仰似桝h出附、悦刈肘t)刊)凶5che酬m問Y判1祖atic似刷川1悶川M州ci吋叫il刑lIustr刷F

NMRスペク卜ルを Fig.3に示すが、最も

小さなベンゼンーぬでは線幅が約 64フkHz

のダブレットパターンを示し、細孔内で

一 C6軸周りの速い回転運動を取っているの! c:ft額

41:4 . 

に対し、 トルエン-cらはメチル基によりそ
のような運動はできず、メチル基の G軸
周りの速い回転運動を取りながら芳香環

が振動していることがわかった。最も大き

なpキシレン・d10では、線幅約 33.7kHz 
のダブレットパターンを取るメチル基が

観測され、 pキシレン分子が一次元細孔内
で主軸方向に配列しながらメチル基が速

い回転運動のみを取っていることが分か

った。これらの結果から CPl2の細孔内で

。JLdJ:m 
仁\C~拙向
100 O ーl側)

1IlkHz 

はサイズのわずかに違う!芳香族ゲストを a 

_ ，.... ~， ... "" Fig. 3 (Ieft) <H NMR spectra 01 each aromatic gues胎ad回巾edin CPL2 at 298 K. 
吸着させた際、その分子構造1;:依存した異 同同SchematiciIIu蜘 tio問。Iguestbeha抑制回融din CPl2. 

方的な吸着挙動を取ることが分かる。

特に CPl2に吸着したベンゼンの運動 (C6軸周りの回転運動)はいくつかのゼオライトにおけ

る酸点での吸着挙動と同じである。つまりこの吸着ポテンシャルは低くホストーゲスト相互作用

O 

が強いと考えられるため、ベンゼンを吸着した CPl2の

粉末X線を測定し、そのリートベルト解析を行った。そ
の結果、 Fig.4に示すように分子聞力で密にパッキングし、

一次元細孔に整然と配列しでいることが明らかとなった。

また吸着したベンゼンの回転運動の活性化エネルギーを

温度一スピン格子緩和時間 (T1)プロットからフィッティ

ングしたところ、約 4.3kJmor1であることが見積もられ

た。この値はゼオライトと比較しでも小さく、異方的に

吸着しながらもその回転障壁は小さいことが示唆された。

1) Angew. Chem. Int. Ed. 2004， 43， 2334. (Review) 
2) Angew. Chem. Int. Ed.1999， 38，140. 

Fig.4 C明talstructure 01 CPL2 with benzene. 3) Chem. Commun. 2004， in press. 
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2P140 常磁性緩和の影響を受けた固体重水素 NMRスペクトル
の解析
金沢大院自然 O水野元博板倉直久，青木陽二，遠藤一央

Analysis of solid-state deuterium NMR spectrum affected by 

paramagnetic relaxation 

Motohiro MizunQ， N aohisa 1 takura， Youji Aoki， and Kazunaka Endo 

Graduate 8chool of Natural 8cience and Technology， Kanazawa University， Kanazawa 

920・1192

For NMR of. paramagnetic compounds， the magnetic field produced by unpaired electrons 

affects the shi氏 ofspectrum and the relaxation. We have studied the motions of water 

molecules and [M(HzO)6]Z+ ions in paramagnetic [M(H20)6] [8iF6] (M= Ni2+，Fe2+， C02+) crystals 

using the simulation of 2H NMR spectrum including the effects of the quadrupole interaction 

and the paramagnetic shift. The spin-lattice relaxation time(Trl ofthese compounds were 300 

μs -30 ms. For [Mn(H20)6][8iF6]， the very short 11 ( ca. 70μs) was observed. In such a case， 

the paramagnetic relaxation. affects the line shape of 2H NMR spectrum. We performed the 

simulation of 2H NMR spectrum of paramagnetic compounds including the effect of Tl 

dominated by the paramagnetic relaxation. The e島 ctof very short Tl on the line shape of 2H 

NMR spectrum was appeared remarkably in the slow motion range. 

[序】

常磁性化合物の NMRにおいて不対電子スヒ。ンのつくる磁場はスベクトルのシフトや緩

和時間に影響する。我々は[M(H20)6][8iF6](M= Ni2+，Ni2+，Fe2+，Co2+)結晶の 2HNMRスベ

クトルについて核四極相互作用と常磁性シフトの影響をとり入れたシミュレーション解析を

行い，水分子や錯イオンの運動を調べてきた [1，2]。これらの化合物の 2HNMRのスピンー

格子緩和時間(11)は 300μsから 30msであった。これに対し， [Mn(H20)6][8iF6]におい
ては Mn2+のスピン量子数 (8=5/2)が大きいことや電子スピンに速い緩和機構が存在しない

ことから 2Hの引は約 70μsの非常に短い値となる。常磁性緩和により 11が非常に短くなる
と、スベクトルの解析に常磁性シフトだけでなく常磁性緩和の影響も考慮しなければならな

くなる。本研究では常磁性シフトと常磁性緩和の寄与をとり入れた国体2HNMRスベクトル

のシミュレーションを行い、11.や分子運動によるスベクトルの変化を調べた。

【計算]

2HNMRのエコー信号は，90。パルスの間隔を Tとすると，以下のようにあらわされる。

G(t) = p. exp(At)exp(Aτ)exp(A-r)・1

2サイトジャンプでは、 P=(I/2，112) ， 1=( 1， 1) ，マトリックス Aは

重水素NMR，常磁性緩和，スベクトルシミュレーション

みずの もとひろ，いたくら なおひさ，あおき ょうじ，えんどう かづなか
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となる。叫(i== 1，2)はi番目のサイトの 2Hの周波数で、核四極相互作用の寄与ωぴと常磁性

シフトの寄与ωJ)iを用いて叫=:tωQi一ωPiとあらわされる。 Rjはi番目のサイトの 2Hにおけ

る常磁性緩和速度で，以下のようにあらわされる。

R = jシトむシYわ九μl口J品

Rr川(ω州(0)/川O)rド2¥=(1ベ寸(引lト一-3co向 )2γ号ヴ;ア6， lFj(小

ω/Jと ωどはそれぞれ 2Hと電子スピンの角周波数， 九は電子スピンの相関時間をあらわす。

G(t)に有限のパルス幅の寄与を加えて空間平均をとり，フーリエ変換することにより粉末平

均の 2HNMRスベクトルを得た。座標変換に用いるオイラ一角や常磁性イオンと 2Hの距離

は[Mn(H2uJ6]~SìF6]の中性子回折で、得られた結晶パラメーターを用いて計算 C，常磁性緩和

速度と常磁性シワトについては 81個の常磁性イオンからの寄与をとり入れた。

一[結果}

Fig.1にシミュレーションで得られた 2HNMRスベクトルのJ1や水分子の 180
0 フリッ

プ運動による変化を示す。(a)と(b)は90
0
パルス間隔を変え，それぞれτ=40μsとτ=20μsで

シミュレーションを行なった

結果である。 90
0

パヌレスの幅

は 311sとし， H-O-H角は

109
0 で、あった。 Fig.l(a)と(b)

の上は水分子の 180
0

フリッ

プが運いとき (k=1.0S'I)，下

は 180
0

フリップが速いとき

(.k=1.0x108 S'I)のスベクトル

を示す。実線，破線，→点、鎖線

はそれぞれ1iの空間平均値

(J1)av== (昂l)av==70 11s， 200 p.s， 
200 sでシミュレーションした

結果である。速い水分子の

180
0
ヲリップが起こってい

るとき，(J1)avが短くなるとヌ

ベクトル強度の減衰はみられ

たが線形には大きな変化があ

らわれなかった。これに対し，

水分子の 180
0
フリップが遅

い
t
ときは(J1)のが短くなるとス

ベクトル強度が減衰するだけ

でなく，スベクトルの線形が著

しく変化した。

(a) )
 

L
U
 

，
ι
・、、

Fig: 1 Simulate'd 2H NMR spectra showing the effects of 
180' f1ips of water molecules and J1. (a) and (b) are 
corresponding toτ==40 11s and '(;==20 118， respectively.百NO
jumping rates were used， corresponding to .k=1.0 S'I and 
孟=1.0X108s，j as shown. -Solid， broken and dash-dotted 
lines show.the spectra simula:tedby using (Tl)av== 70 jlS， 
200 jlS， and 200 s， respectively. The quadrupole 
parameters， e2Qqlh=220 kHz， IJ.=0.1 were used. 

[1] M. Mizuno， T. Iijima， and M_ Suhara， J. Phys. Condens. Matter 12， 7261 (200ω. 

[2] T. Iijima， M. Mizuno， and M_Suhara， Z. :Na:furforsch. 55a， 173 (2000): 
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lP141女 HYゼオライトにおけるキセノンの吸着挙動の高圧 129XeNMRに

よる研究

(阪大院理1、阪大博物館2)0前津国芳 1、上回貴洋1.2、宮久保圭祐1、

江口太郎 1，2

Hight-pressure 129Xe NMR Study of Xenon Absorption into HY-Zeolites 

Kuniyoshi Maezawal， Takahiro Ueda1. 2， Keisuke Miyakubol， Taro Egtにhi1.2

1Department of Chernistry， Graduate School of Science， Osaka University， 

2τ'he Museum of Osaka University 

τ'he ratio of Si to Al ( Si/Al ) in zeolites leads to the modification ofthe pore size and the electric field in 

the pore， and affects the adsorption behavior of gtlest molecules and the .catalytic properties of host 

compounds. In the pres巴ntstudy， we exarnine the effect of change in Si/Al of HY-zeolites (Si/Al = 1.8， 4) 

on the pore size and the dynarnical behavior of the adsorbed xenon molecules by means of high-pressure 

129Xe NMR measurements. At pressures below 1 MPa， the pressure dependence of 129Xe chernical shift for 

adsorbed xenon can be interpreted by the Langmuir type adsorption behavior. In the pr巴ssurerange from 1 

MPa to 6 MPa， the observed chernical shift values decrease and then increase above 6 MPa with increasing 

the pressure. This behavior indicates the chernical exchange between free and adsorbed xenon. 

【序】ゼオライトは、沸石水を含む含水アルミノケイ酸塩である。その構造は、T04 (T= Siま

たはAl)が 3次元的に連結し、 Si/Al比によって細孔径およひ、電場が変化する。これは、エネル

ギー的に準安定な吸着サイトの生成や吸着分子の交換過程の変化をもたらし、吸着特性や触媒特

牲に影響を及ぼす。高圧 129XeNMR法は、高圧条件下における吸着分子を追跡できるため、細孔

内に吸着したキセノン分子間相互作用や準安定な吸着サイトの生成を調べるのに有効である。本

研究では、 Si/Al比が異なる 2種類の HY型ゼオライトについて、 129Xe化学シフト値の圧力依存

性を測定し、キセノンの吸着挙動に及ぼす Si/Al比の影響について検討した。

【実験】東ソーより提供された HYゼオライト(Si/Al = 1.8，4 )は、粉末X線回析およびIR測定

により同型であることが確認された。また、 Si/Al比および細孔容積は、それぞれ29SiMAS NMR 

スベクトルと陀吸着等温線から求めた。 4000Cで真空・加熱処理した粉末試料について、研究室

自作の圧力可変プローブを装着した BrukerMSL200分光計により、 298Kのもと圧力範囲 0.01-

8MPaにわたって 129XeNMRスベクトル(共鴫周波数日.6MHz)を insiω測定した。

【結果と考察1p:::: 0.01 MPaでは、共存する Xeガスとゼオライト細孔内に吸着した Xeに対応す

る2本の共鳴線がそれぞれOppmと50-60 ppm付近に分離して観測された。 Fig.lは、それぞれ

の共鳴線に対応する 129Xe化学シフト値の圧力依存性である。 Xeガスのイじ学シフト値は、

キーワード:高圧 129XeNMR、物理吸着、化学シフト、圧力依存、 Si/Al比

まえざわ くによし、うえだ たかひろ、みやくぼけいすけ、え々ち たろう
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Pと6MPa付近で超臨界流体 (Pc= 5.8 MPa )への転移により急激に増加する。一方、細孔内に吸

着した Xeでは、共鳴線が0.5MPa以上で2本に分裂し、 2種類の吸着サイトの存在を示唆してい

る。さらに、 1MPa以上では、圧力の増加による化学シフトの減少が見られた。これは、ゼオラ

イト細孔内に吸着した Xeと粒界近傍の Xeガスとの化学交換によるものと考えられる。そこで、

2サイトジャンプモデルを用いて化学シフトの実験値と線幅から両者の聞の交換速度を見積もっ

たところ、低磁場側のピークから得られたキセノンの脱着速度の圧力依存性がSi/Al比に依存する

ことがわかった(Fig.2 (a) )。これから、低磁場側のピークを与える Xeは、ゼオライト骨格内に

形成されるスーパーケージへの吸着に関与していると結論できる。一方、高磁場側のピークに対

する Xeの脱着速度は Si/Al比によらず、二つの試料でほぼ同じ圧力変化を示した (Fig.2(b) )ムこ

れは、高磁場側のピーグを与える Xeが、ゼオライト粒子を構成する微結品の聞に形成された結晶

粒界などのマクロ孔への吸着に関与している可能性を示唆している。

2∞ 
dr'τー • • • • -E -・・ -.2 . • -..-za • a‘ • • • • . . ... • . .・ 4‘

4‘ 4‘ 
a‘ a‘ • a‘ 

企
(叫 4・ (b) 企 4・

a‘ a‘ 
喝 2 4 6 8 喝 2 4 6 8 

P瓜.1Pa P爪.1Pa

Fig.l Pressure dependence of 129Xe chemical shift values 

for Xe gas (企 )andXe(・，・ )confined

in HY zeolites of Si/Al = 1.8 ( a ) and 4 ( b ). 

40 40 
白

。 ロロロ.。 • • 。 30 ロ • • 。 • 
ー

• 。 。
20 ロ • . .・ ロ。 。 ロ• • • • • 10 

。

• (a) (b) .ロ

常 も円
2 4 6 8 2 4 6 8 

P/MPa P/MPa 

Fig. 2 Exchange rate of Xenon from pore to gas in HY zeolites 

of Si/Al = 1.8 (・， . )and4 ( 0 ，口)
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lP142* 化合物半導体InPの国体高分解能NMR
(物質・材料研究機構、 CREST-JST1)

0飯島隆広、端健二郎、後藤敦、清水禎、大木忍 l

High-resolution solid闇stateNMR in compound semiconductor InP 
τakahiro IiiimfJ" Kenjiro Hashi， Atsushi Goω， Tadashi Shimizu， Shinobu Ohki j 

National1nstitute for Materials Science 
lCREST， Japan Science and Technology Agency 

百leimpurity dependence of 31p NMR MAS spectra. of compound semiconductorInP h出
b閃 nm伺.sured.百leindirect spin-spin coupling tensor (.J'o， ./m，O) of the he匂ronuclcarn巴ighboring
1l3，1l51n )lp spins was obtain峨dfr，αn the spectra in the semi-insulating sample of Fe-doped InP. By 

simulating the sp町tra，thevalues (.J'o， .fm，o) were estImated as (224:t5 Hz， 1790士130Hz)or (-224 
土5Hz， 81O:t 130 Hz). In the spectra of S-doped n-type and Zn-doped p-type InP samples with投le
carrier density of the 0吋ぽof1018 cm-3， the line shi食wasf加ndto be caused by the distribution ofthe 
strength ofthe electron-nuclear interaction due to the shallow electron staおs.

半導体は電子デ、パイス、光デ‘パイス、光集積回路などの基本材料として用いられている

が、近年、半導体を量子計算機のデ、パイス材料左して利用する提案がされている。量子計算

機に半導体を用いるメリットは、高度に発達したプロセス技術を利用できる点や、光ポンピ

ングにより核スピンの偏極を大幅に増大でき量子ピットの初期化に資する点である。提案例

としては、 Kaneによるシリコン基板上で動作する 31pNMR量子計算機がある[円。ニの計算

機では31p不純物がシリコン基板の表面宣下にドープされており、量子計算を行うためにゲー

ト電圧によりドナー電子の波動関数を歪ませ核スピン相互作用を変化させている。また、清
水らは_111Cd_123Te_l13Cd_1 25Te_の順に成長させた CdTe同位体超格子による NMR量子計算機を

提案している[2]0これらの量子計算機では、 2量子ビットの量子ゲートに間接核スピン相互

作用を用いている。従って、固体 N~低量子計算機実現のためには、様々な半導体にういて

間接核スピン結合を見積もることやその相互作用のメカ二ズム、不純物効果などを明らかに

することが肝要であると考えられる。本研究では III-V化合物半導体であるInPを試料とし、
magic-angle spinning (MAS)やII3ln→3Ip及び1151n→3Ipのcrosspolarization (CP)を行し、3IPNMR
スベクトルのキャリヤ濃度依存性を測定し、最近接の山，1可n_31p聞の間接核スピン結合テン
ソル (.J'o，.f!11'O)やドナー、アクセプターの不純物状態を調べた。
InP半導体は291Kでα=5.87Aのzincblende結晶構造をとっており、 3Ip(J = 1/2， NA= 

100%)， 113In (S = 912， NA= 4.2%)， 115In (S = 912， NA= 96.8%)の3種類の核スピンから構成されてい
る。測定に用いた試料はS-doped(n-type， ND = 6 X 10

18 cm-3)、Fe-doped(semi-insulating， ND = 7 

X 107cm-3)、Zn-doped(p-type， ND = 5 X 10
18 cm-3)の3種類の InP半導体である。 NMR測定

は1l.7Tの静磁場下でTecmag社製APOLLO分光器を用い、共鳴周波数voe1p)= 202.435 ~任Iz，
vo(l13ln) = 109.433品位Iz， vo(ll5In) = 109.683 ~狂Izで、行った。 Fig. 1 (a)， l(b)にそれぞれ115In→3Ip，
l13In→31pのCPを用いた時の 31pNMRスベクトノレを示す。測定は高速 (vr= 10kHz)及び低

速(叫=1.1 kHZ) MAS下で、行った。また、観測時は 115Inのデカップリング、を行っているo

Fe-doped InP試料の 3IPNMRスベクトルに寄与する核スピン相互作用は、同種核問(3Ip_31p)

及び異種核問(1l31nーヤ)の磁気双極子相互作用及び間接核スピンースピン相互作用である[3]0
1131nは希薄であるため、 115In→31pのCPを行った場合は1l3In_31pの相互作用は無視できる。

従って、Fig.l(a)のスベクトルに寄与するのはヤ_31pの磁気双極子相互作用であり、低速MAS

スベクトルではスピニング・サイドバンドが現れたが高速MASスベクトノレはシャープなピー

3IPNMR，化合物半導体，間接核スピンースピン結合，キャリヤ濃度

いいじまたかひろ、はしけんじろう、ごとうあっし、しみずただし、おおきしのぶ
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クとなった。l13In→31pのCPを行った場合

は、l13In_31pの相互作用が強調され、特に

高速MAS下ではl13Inに隣接した 31pだけ

が観測される。 Fig.l(b・.i)のスベクトルの等
間隔の 10本のピークは等方的なl13In}lp

の間接核スピン相互作用によるものであ

る。低速MASスベクトルについては上記

の相互作用を考慮してスベクトル・シミュ

レーションを行った(Fig.l(c))。その結果、

(.JSO， .rru回)は (224土5Hz， 1790土130Hz)ま
たは(-224::!::5Hz， 81O::!:: 130 Hz)であると見
積もられ、どちらの場合においても，rm'O

はf。よりかなり大きな値であることが分

かった。間接核スピン結合は、以下の電子

一核相互作用の2次摂動で与えられる:ω

2 0 ~ 2 0 ~ 2 0 ~ 
vlkHz υ1kHz vl紅色
(a) (b) (c) 

~ig..:. 1: 3.1p ~l3- ~pectm of th~.powde~ ~~~le o.fF..e-doped 
InP at the MAS金官quencyof (i) vr = 10蛙Izand(並)叫=
l1tkl也告)州中，~ho~Jl!.~ ~pt:c!r~.~ωured wi出回of
1n→ Pand "首1→ P，respectively. (c) shows the 
simulated spectrumfor (b). 

Fermi接触相互作用， (ii)電子軌道一核スピン相互作用， (iii)電子スピンー核スピン双極子相

互作用。このうち、 (iii)項の寄与はInPでは結晶対称性のためゼロとなる。また、 (i)，(ii)項で

はそれぞれ主に S軌道、 p，d軌道が用いられる。InPのfirstconduction band はs-likeであるた
め(i)項からの寄与が主となるが、この寄与は.JSOに対してのみである。一方、 se∞ndconduction 
bandはp-likeであり、エネルギー準位はfirstconduction bandの準位と接近している。従って、

InPの間接核スピン相互作用には(ii)項を用いたva1encebandとsecCJndconduction bandの聞の
バンド間遷移が大きく寄与していると考えられる。

Fig. 2(i)， 2(ii)にFig.l(a-i)1こ対応する S-，Zn酬dopedlnP試料の31pMAS(叫=10kHz)NMRス

ベクトノレをそれぞれ示す。スベクトノレの線形は左右

非対称となり、 Fe-dciped InPのスベクトルと比ベピ

ーク位置がシフトした。キャリヤ濃度が上がると、

電子一核相互作用の大きさが変化する。結果として、

その 1次摂動エネルギーや化学シフトの大きさが変

化し、スベクトルに影響を与えると考えられる。そ

こで、n-typeのS-dopedInPではスベクトルがshal，low

donor中心の}寄りに非局在化した波動関数を持つ電
子と 31p核との Ferroi接触相互作用によるものと仮

定し、有効質量近似のもとで理論スペクトノレを計算

した CFig.2(iii))。試料のキャリヤ濃度より若干低い
ものの約 2X1017 cm-3の濃度を考慮することで実測

スベクトルをほぼ再現することができた。 Fig.2(託)

のスペクトルはFig.2(i)のスベクトノレと比較して、シ

フト量は小さいものの線形は類似している。従って

この場合も電子一核相互作用の大きさが sha1low

acc叩torのために分布していると分かる。InPの

valence band はp-1ikeであるため、 p-typeのZn・doped

InPでは Fermi接触相互作用に加え電子軌道一核ス

ピン相互作用もシフトに大きく寄与していると考え

られる。

[1] B. Kane， Nature 393， 133 (1998)守

(i) 

(ii) 

υ1kHz 

ωf lfK 
Fig.2: 1可n-decoupled31pNMRMAS (vr= 10 
kHz) spectm ofthe powder sample ofInPdoped 
with (i) S and (ii) Zn. 0泊)shows印刷lated
sp~t~叩ththe伊叫den吻 of(持 85510H
m"'， (b)2.者10 司 cm"J，(c) 1.1x1O 
(d) 3.3x 10 'Vcm"'. 

[2] T. Shimizu， A. Goto， K. l加 hi，andS. 0肱i，Superlattice. Microst. 32， 313 (2002). 
[3] T. Iijima， K. Hashi， A. Goto， T. Shimizu， S. Ohki， 1. Phys. Soc. Jpn.73， 1045 (2004). 
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2P143 固体相関 NMRによる化学結合および空間を通した
無機化合物中の連鎖構造解析
(新日錨先端研 l、日本電子2)

0金橋康二¥根本貴宏 2、粛藤公児 l

Information on Connectivity between Heteronuclei in Solid 
State lnorganic Materials using Through-bondand 
Through-space Correlation NMR 

NipponSteel Corporatiort， Advanced Technology Research Laboratories¥ JEOL Ltd.
2 

OKoji Kanehashi1
う
TakahiroNemot0

2， Koji Saito1 

lt is very impotiantto. estil1]ate connectivities between heteronuclei in solid-state materials as well as 

solutions. The intemuclear correlation spec回 insolid-state NMR provide detailedinformation on chemical 

bonding and chemical s佐uctureof solid state materials. Although the through-space technique， such as 

cross~polarization (CP)， via strong dipolarcouplings with the range of kHz was mainly used to obtained 

intemuclear correlations， more recent1y， some experiments based on J-couplings (through-bond) with the 

range of a fe¥¥' t巴nsof Hz have been proposed. In this s知dy，we applied both techniques ofthrough-bond and 

through-space to analysis of connectivity bem切 11a quadrupolar nucleus f1Al) and a spirt-I!i nucleus e1p) 
via bridging oxygen inamorphous aluminophosphate (a・AlP04)，and compared two methods 

【はじめに]

異種核問の相関 NMRスベクトルを得ることは、測定対象材料の連鎖構造情報を得るために有

効な手段である。しかしながら、これまでに四極子核を含んだ固体相関 NMRに関しては、世界

的にも測定例があまり多くないのが実情である[1・4]，今回、四極子核とスピン1/2の核の連鎖構

造に着目し、 J結合を利用した through-bond的な相関 NMRと、双極子相互作用を利用した

through-space的な相関 NMRを用いて、無機酸化物材料の連鎖構造解析を実施し、それらの手法

の比較と有効性について検討したむ

[実験]
(a) 

NMRスベクトル測定には、JEOLECA・700(27 Al ; 182.4 

MHz， 31p ; 283.4 MHz、4mmOJEOL製X-yダ、ブルチュー

ンプローブ、試料回転速度;18 kHz)を使用したp 測

引lE t1(1 ー

定に用いた試料は、 170ラベルされた0・AIP04{Al(N03)γ 剖P

9H20と
170・emichedH3P04 (

17
0; 20 atom %)とから、

NH3水を用いて pH=8で調整し、 120
0

C20 h、500
0

C6.5 

hの順で乾燥、焼成}を用いた。固体相関NMRの測定

では、 CPHETCORシーケンス (through-space) (Fig. 

l(a))およびMASJ-HMQCシーケンス、 (through-bond)

(b) 

(Fig. l(b)) [3]を用いた。 27Al及び31pNMRスベクトル剖p

の化学シフト基準は、それぞれ 1lIlol/l起Ch水溶液;-0.1

ppm、(NH4)2HE04; 1.33 ppmとした。

国体相関 NMR、through-bond、through圃space、連鎖構造

かねはしこうじ、ねもとたかひろ、さいとうこうじ
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Fig. 1 Pulse sequence of (a) CP HETCOR and 
(b) MAS j-HMQC 



[結果・考察]

まず、 0・AIP04の27A1MAS及び31PMASスベクトルを測定したところ、 27A1MASスベクトルで

は、主に3本のブロ}ドなピークが観測されており、低磁場側から 4‘5.6配位の Alに対応して

いる。 27AlMQMASの実験により、このブロードな線幅はプモルファス構造に由来する化学シフ

トの分布によるものであることがわかった。また、 31pMASスベクトルも同様にブロードなシグ

ナルを示しており、若干低磁場側に裾を引し、ていることから、複数のサイトの存在が示唆された。

そこで、結合を介した連鎖構造情報を得るために、 MASJ-HMQCの測定を実施した。結果を

Fig.2に示す包 Fig.2を見ると、 4，5，6配位のAIの全てが Pとの相関ピークを示していることがわ

かる。この結果から、 α・AIP04には XRDで観測されるような長周期的な構造は存在しておらず、

札5，6配位のAlがランダムに存在しているものの、ミクロの視点から見ればAlP04の基本骨格構

造である AI-O-P(J2)の結合様式は保持していることがわかったc

アモルファス材料においては、構造の長周期 27AI 

的な規則性が欠如しているため、結合を介した ー叩

連鎖構造ばかりでなく、空間的な連鎖構造情報

を得ることが重要であると考え、27A1→ 31pCp

HETCORスベクトル測定を実施した。その結

果、 Fig.3に示すように4配位Al、5配位Al、6 ~ 

配位Alはそれぞれ 1個、 2個、 1個の相関ピー

クを示し、 Fig.2とは異なった相関シグナルが

得られたの特に興味深いのは、 5配位 Al;Ó~ 2 

種類の Q2(-15 ppm， 31 ppm) と空間的に近い

ことである。 through-bondの結果と合わせて考

-50 

50 
100 50 

えると、 0・AIP04は AI-O-Pの結合状態を持 日目

ゆ@)

31P 

.50 
ppm 

Fig;2 MASJ.・HMQC{"Pγ'A1spectrum ofα-A1P04.τ= 5.0ms. ちながらも、 3次元的に複雑なネットワーク構ー ー一 一一

造となっていると考えることができる。

{まとめ]

31P 

.50 
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一、 IV

今回、 through-space及びthorough-bondを利用

した固体無機酸化物材料の連鎖構造解析を行

った。無機材料においては、連鎖構造はその材

料の物性に大きく影響する。そこで、 MQMAS

法によって得られる Oや Al等の直接の化学構

造情報[5Jの他に、まず結合を介した情報を得

て、さらに空間的な情報を合わせて考察するこ

とが重要であり、長周期構造を持たない無機系

材料の化学構造解析に対して有効な知見を与

えるものと考えられる。

27AI 

[文献]

1∞ 
20 D -20 

ppm 

.40 喝。

F沼田327A1_31p CP HETCOR spectrum of a-A1P04目
contact time: 3 ms， 27 AI irradiated position: 20 ppm. 
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3P144 国体NMR法による無機化合物中の25Mg濁定
(日錨テクノリサーチ)0畠山盛明
(新日錨先端研)粛藤公児、金橋康二

(日本電子)根本業宏

Solid田S胞te25Mgm恨 ofVariousInOl宮anicCompounds 
(NipponS臨 :1Techno Res倒向MoriakiHatakey姐 a

。.JipponS蜘 :ICα抑泌.on，Advalli∞dTechnology ResωrchI油.)KojiSaiω， Koji Kanehashi 
(JEOL Ltd.) 1i紘蜘oN阻 0ぬ

地 gn岱iumhas an impo瑚ntrolein v血ousin略飢lC∞mpolUlds，叩:has min制S，glasses and畑組問aswell as 

bi∞hemical∞mpo1U1ds.B悶 .useNMR凶a"町Tusefiu technique for structural ana砂町ofnon-町御組問∞mpolUlds，

おMgNMRis∞nsid悶 de働組veinch翻欄包ぬonof these indus刷 C岨 polUlds.However， solid噴出可1:gNMR

hasdi鈎dvan同.esofse∞nd-orderql間企upolぽbro吋創出19and∞nsidぽablelow企明間lcy.Therefore，百eapplication 

of可AgNMR is limi凶 ωs血ple∞mpolUlds.In this蜘dy，we have triedωapp砂 ~gNMRぬ more∞mplic臨 d

C佃 polUlds，such as slag. Moreover， we su附:sfullyob国ned~g3QMAS叩倒ainsevl悶lindus刷∞m伊unds.

1.はじめに

Mgは生体系ばかりでなく、天紫蘇物やガラス、セラミックス等の物質科学の分野において、非常に重

要な元素である。 NMRはX線と異なり、結晶性の低い材料の測定も可能であることから、実用材料中の

Mgの存在状態解析にも有効であると考えられる。しかしながら、国体刊1:gNMRの測定には、①四極子

核であること (J=5!2)、②臨胡鳥周波数であること(18.4阻Izat7.0T)が原因で、従来は比較的に核四極

子結合定数CQが小さく、単純な材料系の測定に限られてきた[1]。そこで今回は、高磁場m凪(16.4T)を
用いて、より CQの大きい実用材料系への国体刊ifgNJ¥l恨の展開を図ることを目的とした。さらに、いく

つかの材料系に対して刊匂3QMAS法を適用した結果、より詳細な構造情報を得ることができたので報告

する。

2.実験

測定に用いた試料および主な元素の化学

組成をTable1に示した。モンモリロナイト

(月布)および合成サポナイトは、粘土学

会より提供されたものを用いた。

NMR測定には、日本電子製 ECA・7ω

06.4T，九19: 42.85 MHZ)を侵拐し、試

Table 1 Chemical composition of samples. 

Sample Si02f% AI203/% MgO/% CaO/% 
Saponite 46.6 4.7 25.3 0.1 
Montmorilloni旬 55.3 19.9 3.4 0.5 
Slag-A 28.6 8.0 15.1 37.7 
Slag-B 24.6 16.4 14.7 37.0 
Phiogopite 40.2 13.2 25.7 0.2 

Vermiculite 37.9 14.7 22.3 5.8 

料管は4mm管を使用した。回転激は18kHzとした。九1:gNMRの化学シフトの基準は外部基準として:

MgS04飽和水溶液をOppmとした。また、測定には日本電子製の低周波数対応プローブ (30.0"-'68.5附Iz

at 16.4 T)を使用した。シーケンスはMASおよび巴cho法を採用した。 3QMASスベクトル測定では、z-:fil肱

型の3パルスシーケンスを用いた。測定詩科によってTjが大きく異なることから、パルス繰り返し時間は

1 (Mon皿orilloniぉ)"-'148 (MgO) s に設定した。

低周波核、可Ag、高磁場固体NMR、無機化合物、エコー法

はたけやまもりあき、さいとうこうじ、かねはしこうじ、ねもとたかひろ
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3.結果

Fig.lに示すように均Oおよび均;siはCQ- 0 

MHZであり、非常にシャープなシグナルを示した。

Z7A1NMRスベクトルと同様に、刊19NMRスベクト

ノレの化学シフトの値と配位数の聞に相関が見られて

おり、 26.6p仰のMgOは6醐立Mg、62.0即mの

MgzSiは4配イ立民19に相当している。また、Mg(OH)z
のスベクトル(Fig.l)は四極子分裂のパターンを示し

ており、 3QMASスベクトルσig.2)によって均は1

サイトであること抑留認された。また、層状粘土鉱

物であるモンモリロナイトはお色の濃度が低いため、

多数の積算を要し、 Eが短いためプロ}プリンギン

グの影響を受けるが、 echo条件を最適イじすることに

よって良好なスベクトルカ滑られた。既報と比較す

ると[2]、高磁場の効果によって、シグナルは明らか

に先鋭化している。また、その化学シフト値から、

Mgの配位数は6配位と推定され、結樹齢査に矛盾

しない結果が得られた。

次に複雑な構3置を有すると考えられるスラグへの

適用を行った。 Fig.lに示すようにスラグB中の為19
はほぼMg(O町2とh色Oの混合物として存在してい

るのに対し、スラグAはよりブロードなピークを示

しており、それら以外の構造の存在が示唆されたこ

とから、3QMASスベクトノV(Fig.2)の測定を実施した。

積算に尚何日聞を要したが、Mg(Of弘やMgO以
外の化学構造が存在することを初めて証明できた。

スラグAのピークのCQはMg(OH)zより大きくなっ
ておりスラグの有する複雑な構造に起因していると

考えられる。

以上のように、高磁場NMRを用いることによっ
て、従来測定対象外と考えられていたMgのような

低周波数棟の測定も可能となった。さらに、高rf対

応のプローブを用いれば、 3QMAS法によって 27A1

等と同様に、詳細な構造解析が可能になることがわ

かった。 Mgは有磯、無機を問わず、重要な元素で

あることから、今後より幅広い材料系に展開が期待

される。
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lP145女 llB、IOBMASNMRによる炭窒化ほう素 (B・C・N)材料の構造解析

〈筑波大学 l、物質・材料研究機構 2)

。藤部康弘 1，2、飯島隆広三丹所正孝2、清水禎2、岸本、直樹 1，2_、谷口 2尚

三中野智志千

Structure analysis of B-C-Nmaterials using llB' aI1d IOB M.AS NMR 
(Tsukuh!l Univ. 1， NIMS2) 

Yasuhiro Tobul

へ
TakahiroIijima2， Tansyo Masataka2， _Shi.mizu Tadashi2，_Kishimoto Naokil

へ
Taniguchi

Takashi2， Nakano Satoshe 

BCN has been expected for light-fin号materialhaving high-petformances both about carbon materials and 

BN ma~erials. Howeyer， researcharid develppment ofBCN is not easy because structureanalysis byX-ray 

di貨同etionis difficult. 

This study try to measure llB， IOB MAS; NMR by U.7 T high-resolutionNMR in order to arialyze BCN 

structure. 

1、背景

炭素および窒化ほう素は、結晶構造のよく似た共有結合性の多形を有する。ダイヤモンド、黒

鉛などの代表的で有用な炭素材料に対し、構造的に類する立方品窒化ほう素 L以下cBN)、六方品

窒化ほう素(以下hBN)は、同様の高い性能を示す。一方、ダイヤモンドは高温において鉄と反

応するが cBNは反応しない、あるいは黒鉛は半金属であるが hBNは絶縁体であるなどの異なる

物性も示す。

このような高性能を示す両物質の長所を併せ持ち、短所を補い新しい性質を産み出すことが期

待される三元系物質に、炭窒化ほう素(以下BCN)がある。 BCNは古くから合成が試みられ、そ

の焼結体で黒鉛、BNに優る性質が報告されている。またBCNはいくつかの合成法により BC2N、

BC4N等の組成を持つ化合物が得られることが知られている。中でも結晶性の良いBC2Nの組成比

を持つ完全な立方品構造の物質が得られれば、 BN・ダイヤモンドと同様高硬度を持ち、高温にお

ける金属との反応性についても新奇な物性を示すことが期待される。しかしながち、一般的な構

造の決定、及び評価法である X線回折法は、 BCN化合物じ用いることが困難であり研究の進行を

難しくしでいる。

本研究ではNMRの元素識別能に着目 L、llB、IOBMASNMR測定を行い、 BCN化合物の構造

解析、評価法の確立のためのアプローチを試みた。

キーワード:固体高分解能、四極子核、炭窒化ほう素

とうぶやすひろ、いいじまたかひろ、たんしょまさたか、しみずただし、たにぐちあきら、

なかのさとし
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2、実験

測定は粉末状の試料を用いた。 hexagonal系BC2N (以下h'BC2N)はChemicalVapor Deposition 

(CVD)法で合成した。 cubic系 BC2N (以下c'BC2N)はそれを高温高圧処理して得られた。

NMRスベクトルはTecmag社製APOLLO分光器を用い、11.7Tの静磁場下でChemagnetics4 mm 

MASプロープにより測定した。共鳴周波数はIlB'=160.455MHz、IOB= 53.735 MHzでありィ MAs

速度は cBN、c'BC2Nで時=16kHz、四N、 h宮C~N で時 =8 阻z で、あった。

3、結果と考察

cBN、c'BC2NのIlBMASNMR測定の結果について結果を Fig.lに示す。 cBNでは測定核が四極

核であるにもかかわらず、比較的シャープ。なスベクトルが得られている。ニれはBのサイトが単

ーであり、また測定核周囲の電場勾配が小さいためで、ある。対してどBC2Nのスベクトルはややブ、

ロードであるが、メインピークのケミカルシフトに cBNとの違いがほとんど見られなかった。こ

れはcBC2Nの合成に用いた cBNが多く残つでいるためであると思われる戸

hBN、h'BC2Nの結果を Fig.21こ示す。hBNでは四極核特有の構造をもったスベクトルが得られ

ているが、 h'BC2Nではアロードで構造をもたないスペクトルが得られたollBNでは構造上、 t測定

核の周囲に大きな電場勾配を持つことが容易に予想されるが、 h'BC2Nでも同様であり、そのため

にcBN、c'BC2Nよりブロードなスベクトノレが示されたと考えられる。さらに、回Nでは化学結合

はB-Nの一種類であり、 Bのサイトは単一であると考えられるが、 h'BC2Nでは C-B聞の結合に

より化学結合が多種類存在し、 Bのサイトおよびその電場勾配が複数存在すると考えられるが、

得られたスベクトルからは、見出すことはできなかった。よって、 h'BC2Nの複雑な構造を決定す

るためにより高分解のスベクトノレを得る必要があり、高磁場 N1伎を用いるか、 MQMAS測定が

必要であると考えられる。

ピBC2N
h'BC2N 

cBN hBN 

40 30 20 10 ，10 施、，30' ，40 
口出福田1S!曲h>Pm

T 

100 

Fig.1: 160.455阻 fzIlB MAS NMR spec回 of

the cBN and c'BC2N. The MAS speed was vr 

= 16 kHz. 

Fig.2: 160.455 MHz IlB MAS NMR spectra of 

the hBN and h'BC2N. The MAS speed wぉ vr

=8回 z.*:spinning side band. 
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無機固体酸塩 Cs2(HS04)(H2P04)における lH緩和と

プロトン拡散

(産総研計測フロンティア)0林繁信、水野正城

2P146 

Proton relaxation and dynamics in Cs2{HS04){H2P04) 

(Research Institute of Instrumentation Frontier， Nat'l Inst. of Adv. Ind. Sci. and Tech. (AIST)) 

Shigenobu Hayashi and Masagi Mizuno 

Cs2{HS04){H2P04) shows a large thermal history. The high-temp巴raturephase (phase HT) is 

retained for a considerably long period on cooling. The original room-temperature phase (phase 

RT) does not recover on cooling from phase HT， and another room-temperature phase (phase 

RT2) is produced. 1H NMR spectra indicate that reorientation ofthe S04/P04 tetrahedron takes 

place in phases RT and RT2 and that protons diffuse translationally in phases RT2 and HT. In 

a1l the phases the mean residence time of protons has a distribution， being demonstrated by 1 H 

spectralline shapes and 1H spin-lattice relaxation times. Protons diffuse with the inverse of the 

freql，lency factor (1'o) ofO.90x 10-13 s and the activation energy (Ea) of36 kJ/mol in phase HT， 

being obtained from analysis of the 1H spin-lattice relaxation times. Reorientation of the 

S04/P04 tetrahedron limits the proton transport in phase HT as well as in phase RT2. 

I序)CsHS04を初めとする無機固体酸塩で
はA04型の四商体イオンが水素結合のネッ

トワークを形成している。これらの物質は、

水分を含まず、かっ 1000C以上の高温で高

いプロトン伝導を示すことから、燃料電池

の電解質層の有力な材料として注目されて

いる。我々は既に、 CsHS04の II相および I

相におけるプロトンの運動を 1HNMRを用

いて調べ報告した 1，2)。いずれの相において

も、四面体イオンの回転運動がプロトン拡

散を助けるとともに、その運動がプロトン

拡散の律速過程であった。今回は、陰イオ

ンが混合組成を持ち比較的低温でも高いプ

ロトン伝導を示すことが知られている

Cs2{HS04){H2P04)を取り上げ、 1HNMRを用

いてプロトンの拡散挙動を調べた。

[実験】試料は、硫酸セシウム(CsS04)とリ

ン酸(H3P04)から合成した。 NMR測定には、

ブルカーASX200(共鳴周波数 200.13MHz) 

及びmq20(19.65 MHz) を用いた。
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Fig.'1. 1H spin-lattice relaxation times， 
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temperature change. The vertical 

dotted lines indicate the position of the 

time delay of about half day. 
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[結果および考察] 示差走査熱量、 1HNMRス

ベクトルおよびスピンー格子緩和時間の測定

結果から、試料が大きな熱履歴を示すことが

わかった。 Fig.1には1Hスピンー格子緩和時間

の測定結果を示した。試料を最初冷却した後、

昇温しながら測定を行い、 HT相に到達した後

は降温しながら測定した。図中の矢印は測定

順序を表している。室温相 (RT相)の試料を

昇温すると350K付近から相転移が始まり

390Ktこ完全に高温相 (HT相、超プロトン伝導

相)に転移する。一度HT相に転移した試料は

転移温度以下に冷却しでもしばらくはHT相を

維持する。また、時間とともに元にもどる様

子を示すが、完全には元にもどらない。この

室温相をRT2相とする。 Fig.1において降温時

のデータが不連続になっている点では測定の

時間間隔があいている。

1Hスペクトルの線幅から、 RT相及びRT2相

ではS04/P04四面体の回転運動が起きている

こと、 RT2相及びHT相ではプロトンの並進拡

散が起きていることが示された。

試料の熱履歴を考慮、してHT相の緩和時間

を選び出し、 Fig.2に示したように解析した。

磁場依存性が共鳴周波数の 2乗より小さかっ

たため、通常のBPP式では解析できず、相関

時間にlog-normalの分布を入れて解析を行っ

た。また、化学シフトの具方性の寄与も考慮

した。 Fig.2中の線は計算値を示し、そこから、

TO= 0.90xl0-13 S、E.= 36 kJ/molのf直を得た。

Fig.3に平均滞在時間の温度依存性を示した。

3本の平行線で示したが、両側の線はガウス

型分布の半値全幅を示す。 RT相やRT2相の
1Hスペクトルでも 2成分以上の存在が示

されており、単一成分の運動ではないと考

えられる。 Fig.3にはCsHS04のI相の値も示

した。 Cs2(HS04)(H2P04)とCsHS04はほぼ同

レベルのプロトン拡散を示すことがわか

った。また、スベクトルの線幅ゃれの極小

値からHT相及びRT2相におけるプロトン

拡散の律速過程がS04/P04図面体の回転運動であることがわかった。

1) M. Mizuno， S. Hayashi: Solid State Ionics， 167 (2004}317. 

2) S. Hayashi， M. Mizuno:Solid State Ionics， 171 (2004) 289. 
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lP147* 500MHzNMR用 4ケルビン極低温プローブの開発

(1理研GSC，2横市大院総理 3東大院理 4理研播磨)

O 高橋雅人 lペ堀内崇 lペ菊地淳 lぺ横山 茂之 1，3，4前田秀明 1，2

Development of a 4 Kelvin Cryogenic Probe for 500 MHz NMR 

(IGSC， RIKEN Yokohama Inst; 2Grad. Sch. Integ. Sci.， Yokohama City Univ; 3Grad. Sch. Sci.， Univ. 

Tokyo; 4Cell. Sign. Lab.， RIKEN Harima Inst.) 

oMasato Takahashil.2， Takashi Horiuchi1
•
2, Jun Kikuchi1
へ
ShigeyukiYOkoyama1，3.4 and Hideaki Maeda1.2 

A 4K cryogenic probe system has been developed for higher sensitivity gain than commercial sYstem. 

When a RF coil of NMR is cooled down to 4K， higher sensitivity， temperature stability at the RF coil 

against large heat input can be achieved. The stability of the 4K cryogenic cooling system with a GM/J・T

cryocooler and the quality factor of the RF coil in a cryogenic probe model have been investigated and a lH 

liquid probe for 500MHz NMR has been developed as a first step. 

緒雷

NMR法の弱点である感度を向上させるために4ケルビン極低混プロープの開発を行っている(1)

RFコイルを4ケルビンに冷却することで、従来のGM冷凍機のみ利用の極低温プローブに比べて

更なる高感度化が期待できるとともに、 RFパルスによる発熱に対する温度変化が小さくなるため

より高性能な極低温プロープ、が実現可能である。したがって、今後より高感度化が必要とされて

いるメタボロミクスなどにも利用できる。現在、 GM/J-T冷凍機を用いて大きな発熱に対してもプ

ロープを長期間安定に4ケルビンに冷却できる冷却システムと、 500MHzNMR用極低温プロープ

本体のl開発を行っている。極低温プロープでは、設計・製作した RFコイルを模擬試験装置で評

価し、そのコイルを使って第一段階として lHプロープを製作している。最終的には920悶 IzNMR

用の極低温プロープを製作することを目標とする。

冷却技術の開発

Fig.lは現在開発中の5∞MHz用槌低温プロー
プとその冷却、ンステムである。4ケルビンでの冷

却方式の違いを調べるために極低温プロープを

接続せずに異なる冷媒で、冷却試験を行った(2)。冷

媒として①J-T膨張によって得られる液体ヘリ

ウムを利用する場合、②超臨界ヘリウムの場合、

③多くの極低温プロープで使われているへリウ

ムガスの場合、の 3条件で比較した。 Fig.2にこ
Fig. 1. 5∞MHz Cryogenic probe 

キーワード:極低温プロープ 4ケルビン冷却液体ヘリウム潜熱 高感度化

たかはしまさと、ほりうちたかし、きくちじゅん まえだひであき、よこやましげゆき
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れら 3条件の冷却システムを比較した実験結果を示す。 RFコイルは温度が変わると表面抵抗が変

わり Q値などの特性が変わってしまうため、この点に着目すると熱入力の変化に対しでもっとも

温度変化が小さいのは液体ヘリウムを利用した J-T膨張システムであることがわかる。したがっ

て、J-T膨張によって発生した液体ヘリウムの潜熱を用いる冷却方式は他の方法と比較して安定し

た冷却が可能であり、温度制御の負担が少なくてすむ。

実際に極低温プロープを接続して液体ヘリウムを用いで冷却した実験結果を Fig.2'こ示す。プ

ロープを接続しない場合に比べ冷凍能力が低下した。しかし、予想している RFパルスによる発

熱約1.5Wに対し、 J-T膨張による液体ヘリウムの冷却システムでは、冷却温度 5.1ケルビンにお

いて冷凍能力 2.89Wが得られた。したがって、より大きな発熱が発生する固体NMRプローブで

も本方式で対応可能である、。

RFコイルの開発

500MHz極低温プロープ製作のために、充分なB1磁場の均一度が得られるよう 3次元電磁界シ

ミュレータと実験の結果を比較しながら最適化設計を行い、 RFコイルを製作した。このとき Bo

磁場を乱さないように構成材料についても検討を行った。製作した RFコイノレの冷却試験の結果

をFig.3に示す。本実験ではプロープ模擬試験装置全体の Q値について測定を行った。冷却によ

って共振回路内の電気抵抗が減少して損失が減るほか、模擬試験装置内の同軸ケープ、ルの特性も

向上する。室温でQ値は約 130であったが、冷却によってQ値は大きくなり、 10ケルビンでは3

倍の約 390になった。このように冷却によってQ値は向上するが、温度依存性が大きい。このた

め、 RFパルスなどの短期的、局所的な発熱による温度上昇への対策が必要となる。ーまた、サンプ

ルでの損失は500MHzの場合小さいが、サンプル調整などについても検討が必要となる。

(1) Yokota， H.， O~amura， T.， Ohtani， Y.， Kuriyama， T.， Takahashi， M.， Hori凶 hi，T.， Kikuchi， J.， 

Yokoyama S. & Maeda， H. Advances in Cryogenic Engineering， (2α)4.)笠p.1826・1833.

(2)高橋雅人ら第70回春季低温工学・超電導学会概要集，(2∞4)p. 123 
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lP148女 寒剤補給不要のNMR用超電導マグネット

(JASTEC¥神戸製鋼所2)

0奥井良夫1、大塚昭弘1、広粛量一¥福水伸一¥林征治¥伊藤聡2

Development of Crogen・freeSuperconducting Magnets for NMR 

(JASTEC¥Kobe Steel Ltd2) 

OYoshio Okui1; Akihiro Otsuka¥ Ryouichi Hirose'; Shinichi Fukumizu'; Seiji Hayashi
1
; 

Satoshi Ito
2 

We designed and developed two types of superconducting magnets for NMR which 

eliminate the need for liquid nitrogen and liquid helium refilling. 80th magnets are 

cooled with a pulse-tube(PT) cryo・coolerwhich features low-vibration to enable high 

resolution NMR use. One magnet is the recondensing type and the other one is the 

cryo・coolercooled type. This report presents specifications of these magnets and 

outlines of developments. 

1.開発の経緯

近年、高磁場を用いた研究や産業分野で無冷媒タイプの超電導マグネットが普及してき

ている。その理由としては、簡単な操作で手軽に磁場が得られることやわずらわしい寒剤

の補給が不要であることが挙げられる。特に寒剤の補給が不要であることはランニングコ

ストの面から有利であり、また、寒剤の入手が困難な地域でも超電導マグネットが使用可

能になるなど利点は多い。そこで我々は寒剤補給が不要なNMR用超電動マグネットとし

て2種類の試作機を開発した。一つは、冷;車機により液体ヘリウムを再濃縮するゼロボイ

ルオフタイプであり、もう一つは、冷凍機のみでマグネットを冷却する無冷媒タイプである。

2.パルスチューブ冷凍機

無冷媒タイプの超電導マグネットでは、一般的にギフォード・マクマホン(GM)冷凍機を採

用している。しかし、GM冷凍機はその構造から振動が大きいため、測定波形への影響を

懸念してNMR用超電導マグネットでは探用されなかった。今回の試作機ではGM冷凍機

に比べて低振動のパルスチューブ(PT)冷濠機を採用し、その影響を最小限としている。

3.マグネットの概要と仕様

3.1 ゼロボイルオフタイプ

誤作機の模式国をFigure1.に、主な仕様をTable1.示す。

本タイプIま従来のNMR用超電導マグネットと同様に液体ヘリウムによってマグネットを

冷却している。しかし、冷;車機の2ndステージがヘリウム槽の上部に直結しており、そ

の部分で蒸発したヘリウムを再灘縮して液化させるので、外部への液体ヘリウムの蒸

発量はほとんどゼロである。また、渡体窒素の代わりとして冷凍機の1stステージで冷

却する轄射シールドを設けている。よって、寒剤の補給なしに運転を継続できる。

マグネット、寒剤、蒸発量

おくいよしお
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Main current lead 
(removable) l ， VaIV~ com~res町

2nd stage 

Radiation shield 

Liquid helium bath 

Super∞nducting 
m勾net

Rgure 1. Model of the recondensing type 

3.2 無冷媒タイプ

7油le1. Specifications of the recondensing type 

M書gnetspecifi伺 tions
Magenet type: 

Central magnet官eld:
Filed Stability: 
Operating current: 

Actively shielded， 
Vertical bore 

9.40 Tesla (400MHz lH) 
< 0.01 ppm/h (4 H訓1)
95A 

Filed homogeneity: < 0.1 ppm/10mm sphere 
(Using S/C shim∞ils) 

5 gauss stray自eldHorizontal: < 1.0 m 
Vertical: < 1.5 m 

C守備匂tss陣d館館館側喝
RT bore diameter: 
Overall height: 
Overall diameter: 

53.84 mm 
1577 mm (without stand) 
795mm 

試作機の模式図をFigure2.に、主な仕様をTable2.示す。

本タイプは従来の無冷媒タイプと同様に冷濠機のみでマグネットを冷却しているため、

元々寒剤は不要である。冷涼機の2ndステージは冷却板を介してマグネットに接続し

ており、 1stステージは覇射シールドに接続している。

一方、 PT冷凍機はGM冷;車機より冷;東能力が劣るので、励磁時の発熱に対し十分な

冷凍能力を得ることができない。そのため、励磁時は補助冷却用に液体ヘリウムを

用いる方式を採用した。励磁完了後、永久電流モードに移行すると発熱は無くなる。

よって、補助冷却用の液体ヘリウムは不要となり、完全無冷媒の状態で運転を継続

できる。

Shim current lead 
(removable) ~ 

Liquid helium 
-唱b

(only when 
energizing) 

Valve unit Compressor 

Radiation shield 

Super conducting 
m勾net

Rgure 2. Model of the cryo・coolercooled type 

4.まとめ

Table2. Specifications of the cryo・cooler∞01凶 type
陶 netsp倒fications
Magenet type: 

Central magnet field: 
Filed Stability: 
Operating current: 

Actively shield凶，
Vertical bore 

9.40 Tesla (400MHz lH) 
< 0.01 ppmlh (4 Hz/h) 
90A 

Filed homogeneity: < 0.1 ppml10mm sthere 
(Using S/C shim削除)

5 gauss s廿ayfield Horizontal: < 0.8 m 
Ver世cal: < 1.4m 

Cr抑協叩副恥甜ons
RT bore diameter: 
Overall height: 
Overall diame!er: 

53.84mm 
1137 mm (wi出outstand)
745mm 

寒剤の補給が不要なNMR用超電導マグネットを開発した。発表では本マグネットを用い

て測定したデータも合せて報告する。
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2P149 高磁場内氷結を利用した偏極キセノンガス生成装置

0若井篤志Aペ中村和治A，B，JefT KershawA，B， David WrightA，B、菅野巌A

A:秋田県立脳血管研究センター

B:あきた産業振興機構

Hyperpolarized Xe-129 gas system by企eezingwithin a high magnetic field 

Akita Research Institute of Brain and B100d Vessels， 

Akita industrial promotion foundation 

Atsushi Wakai， Kazuhiro Nakamura， JefT Kershaw， David Wright， Iwao Kanno 

Abstract: To research the brain function by hyperpolarized !29Xe， we devised a xenon gas system 

capable of supplying a large volume gas ( over 500cc ) by仕eezingwithin a high magnetic field. For 

human inhalation， the combined system of the optical pumping technique for the diluted xenon gas 

by the large volume helium and the企eezeconcentration of the polarized xenon by using liquid 

nitrogen has been used in low magnetic field (0.01 '""'O.IT) since before. However， the polarizations 

ofthe gas decrease until about 1/3 ofthe beginnings. As a cause ofthe decrease， a short relaxation 

time of Xe in the temperatures close to the melting point had been indicated. We made the gas 

system using the main magnetic field of the 4.7T MR apparatus to suppress the polarization 

decrease. It is possible for our system to make gas again by rapidly heating企omthe solid Xe in the 

liquid nitrogen temperature within the field. The仕eezetests of xenon in it are presented. 

1、はじめに:

光ポンピング法による高偏極キセノンの生体内MR計測実験には、主にラット等の小動物が使用されてき

たが、近年は、ヒトへの導入およびその脳組織からの計測もいくつかのグル}プで試みられている。しか

しながら、ヒトへの導入は、偏極率の向上だけでなく、一度に導入できるガス体積の要請も強い。ラット

の50ccに対し、ヒトの場合は0.5リットノレ以上が必要となる。通常この場合、キセノンにヘリウムを大量

に加えた(98回以上)希釈ガスを偏極処理し、この中のキセノンを、液体窒素による氷結装置で氷結させ、必

要とするガス量が蓄積されたところで、加熱ガス化して取り出す手法が採られている。ヘリウムはキセノ

ンのスピン偏極に対してはパッファガスとして働くため、偏極率は 65回以上にまで上げることも不可能で

はない[]。しかしながら、この手法の欠点は、キセノンの相変化における偏極率の低下にある。非常によ

く注意された実験においても、取り出したキセノンの偏極率は2舗である[1]。

キーワード:Hyperpolarized Xe， Laser polarized Xe， 129Xe，氷結濃縮、超偏極

著者:わかいあっし、なかむらかずひろ、じぇふかーしよう、でびっどらいと、かんのいわお
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この低下の原因のひとつとして、低温時の国体キセノンの融点近辺での緩和速度の上昇にある[2]。これは、

従来使用されている磁場強度O.lTを1T以上にすることにより改善される。そのため、 4.7T動物用MRI装

置の磁場内で偏極および氷結濃縮させる偏極キセ 「ζ二ζl 1~」 HWiで竺??lT附

ノンガス生成装置を製作した。

2 :装置構造

内容積490ccの偏極用セノレに氷結装置を接続し、

4. 7T動物用 MRI装置eVarian，INOVωのボア内

(226醐ゆ)にコンパクトにまとめた(図1)。混

合ガスは、キセノン、窒素およびヘリウムを任

意の混合比で混合することができ、 9気圧以下 Fig. 1 Schematic of the optical-pumping system. 

で、この偏極装置に供給される。アルカリ金属として/レピジウムを使用し偏極セルの手前の配管内に事前

に封入しておく。偏極ガス生成時には、周辺に巻いたリボンヒータにより、偏極セノレとともに 100"C程度

に加熱し混合ガス内にその蒸気をつくる。偏極のためのレーザ光として、強度 80W、波長 794.8nmの円偏

光 (CoherentInc， DUO FAP system)を使用し

ている。

偏極したキセノン混合ガスは、液体窒素を用

いた氷結装置により氷結蓄積される(殴2)。キ

セノンの流れる中央の銅パイプに液体窒素ライ

ンをらせん状に巻き銀蝋溶接させている。外界

Liquid N2 l;じl什n川11
ト一
ーーーーーーーーーーーーー""--"-"--"-

N2Gas 
Outlet 

210mm 

とは、断熱真空により熱的に遮断されている。 Fig.2 Schematic of freeze cell. 

3時間から 6時間かけて偏極および氷結を連続的におこない九必要とする量のキセノンを蓄積する。その

後、図1中のバルブ Bを閉じ、断熱真空ラインと真空ポンプとの間バルブを閉じ、この断熱真空のエリア

に温水を流しこむ。このとき図2中央のキセノンガスラインに接続されている多数のパッフル板が、効果

的に氷結キセノンに温水の熱を伝える。

3、結果:製作後の動作確認テストとして、キセノンの氷結テストをおこなった。混合ガス (He92明、 N24百

+ Xe 4'話)を、流量25cc/分で連続的に供給し、 4時聞かけて氷結処理をおこない、その後、加熱再ガス化

を試みた。氷結の前後でのガス成分を四重極質量分析計 (PrismaQMS200F2， Pfeiffer Vacuum)を使って

計測したところ、濃度4%のキセノンは、氷結処理により 34:目となっていた。この装置は、氷結装置とし

ての有効に機能していることが判明した。今後は、偏極の最適化に取り組む予定である。

QST地域結集型共同研究事業研究成果)

1 J.Fukutoini et al.，“Analysis of the e仔ectof foreign gases in the production of hyperpolarized 129Xe gas 

on a simple system working under atmospheric pressure"， JMR 160 (2003) 26・32.

2 N.N.Kuzma， B.Pa仕on，K.Raman and W.~apper， "Fast Nuclear Spin Relaxation in Hype巾olarizedSolid 

129Xe"， Phys.Rev.Lett. 88 (2002) 147602. 

-427-



3P150 NMR信号を用いた高温超伝導パルク磁石の評価

((独)理化学研究所¥(株)イムラ材料開発研究所2)

0仲村高志1、越野広雪1、吉JII 雅章人伊藤佳孝2

Evaluation of High Tc Superconducting Bulk Magnet By NMR signals 
lRIKEN， 2IMURA Material R&D CO.， LTD. 
Takashi Nakamura1， Hiroyuki Koshino1， Masaaki Yoshikawa2， Yoshitaka ltoh2 

We showed the NMR magnet by using High Tc Su卵，rconducting(HTS) bulk ma飽，ria1last year.四iswork was 

eva1uation of HTS bulk magnet using NMR signa1s. our magnet was designed for NMR measuremen包.Its opera鈴dfield 
stren凶13T and 4.7T， bore size 5mm with the me血吋thatu鈴dstacked by 3 HTS bulks (6仇nmdi細 eter，IOmm tluckness X 

2，6伽nmdiameter， 14mm也ickness，14mm was placed middle). HTS bulk magnet drove a 42K using the pul鈴知be

refrlgera蜘Andwe me錦町edsigna1 stability and si伊la1homogeneity by lH signa1 of silicon rubber. We det聞 ninefield 

stabili勿of出ismagnet is O.4HzJhour and field homogeneity is 12ppm/hhlw.ηIIs result indicates HTS bulk magnet has 

c叩abilityofNMR measurements 

【序論】 高温超伝導の発見により開始された研究の中に、いままでの金属超伝導体では応用、

実用化がされなかった形態であるバルク(固まり)での応用がある。金属超伝導体は趨伝導転移

温度(1t)が低く、比熱が小さいためピン止めが安定に出来ず超伝導状態が崩壊する現象(クエン

チ)が知られている。バルク状態は、特に比熱の影響が大きく、金属超伝導体ではまったく実用

化できなかった。しかし、高温超伝導体は托が高い(90K)ため、バルク体としての実用化が可能

となり、新規の研究分野が開拓された。昨年、富田らによって高温超伝導バルクによる磁石が静

磁場着磁によって 17.24Tに達することが報告され!)、この素材が大きく注目されている。例え

ば、永久磁石では達成できなかった強力な磁石部品(蓄電用の大型フライホイールの軸受け、磁

気分離用の磁石、磁気浮上列車の磁石等)での応用研究が始まっている。昨年、我々はこのバル

ク体で磁石を作成し、 NMR信号の世界初の観測に成功したことを報告した。本年は、この磁石

が高分解能 NMR用の磁石として実用イじが可能かどうかを NMRの信号で評価したの守、これを

報告する。

【実験】 溶融法(melt-growth )で作成した直径 60mmのバルク体の中心に 10mmの穴をあ

け、このバルク体を3組(上下段 10mm厚、中段 14mm厚)同軸上に積算することにより、現

在の超伝導磁石と同様の構造である真空容器に室温ボア空間をもっ磁石を設計した。これはバル

ク体を NMR用の超伝導磁石で静磁場着磁する為である o バルク体の着磁方法には静磁場着磁以

外にパルス磁場を用いたパルス着磁も用いられるが、 2段以上のバルク体を積算した構造を持つ

磁石ではパルス磁場がバルク体を均等に磁化できず、結果として均一磁場領域が形成できないこ

とを我々は確認しており、均一磁場の必要な NMR用磁石には静磁場着磁が必須条件なのである。

今回、我々は作成した磁石を JASTEC社製 JRTC-300/89(7T，Wide Bore)で磁場中冷却法(Field

Cooling Method FCM)により、昨年と同じ 3Tとプロトンの共鳴周波数が 200MHzに相当する

4.7Tに着磁した。図 Iは、着磁後のそれぞれのZ軸方向の磁場分布をホール素子(F.W.BELL6010 

型ガウスメーター)で測定したものである。与えた外部磁場の強度に関係なく、 Z軸方向に磁石

内部に均一な磁場空間が形成されていることが分かる。

キ}ワード:超伝導磁石、高温超伝導体、バルク体

なかむら たかし、こしの ひろゆき、よしかわ まさあき、いとう ょしたか
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この均一な磁場空間内で NMR信号の観測が可能となる。図2に3Tでの磁場安定性の実験の

結果を示す。自作の直径 3mmソレノイド型

プロープに角 lmm、長さ 4mmのシリコンゴ

ムを挿入し、シングルパルスで観測した。 Z

軸方向に位置をずらしながら NMR信号の確
認をし、信号強度、信号の分解能が最良の位

置を決定した(磁石最上部より 92.5mm)。こ

の位置でパルス幅1.3μsec、繰り返し時間

15sec、積算回数 240回に2設定じ、 24日間プ

ロープ位置を固定してデ}タ収集じた。もと

もとの分解能が艮〈ないが、磁場の安定度は

NMR装置として十分な安定度といえる。バル

Fig.l 

〆
y 

調f
Y/  
〆〆
L〆j

巴二一一

同 70 

官罰

80 開

z凹sitIon(mm)
100 110 

n司穆edm符:neticfield of Z-a垣sdi鈎ibuuon

120 

ク磁石は、超伝導線材の接続点等のある現在の超伝導磁石と異なり、本質的な磁場の減衰の原因

になる要素がない。今回の測定結果で明らかにされた磁場減衰の原因はバルク内部の自己閉回路

内の熱損失と考えるのが妥当だが、高温超伝導バルクの物性を知る興味深い現象で今後の研究課

題と考えられる。

磁場安定性が充分実用化可能となれば、 NMR

にとって必要なのは、感度と分解能である。こ

のために磁場強度を 3Tから核磁気共鳴装置と

して 200MHzに相当する 4.7Tに変更し、実験

を試みた。高温超伝導体は酸化物であるので磁

化されることで内部磁場の電磁力を受け、その

応力で自壊してしまう。こ'のため昨年より大型

のバルクを使用している今回の実験ではバルク

の円周部をより厚いステンレスでカバーし、強

化している。自壊することなく 4;7Tで安定し

た磁石に対して、 200MHz';に調整Lた自作プロ

ープでプロトンの共鳴信号の観測を行った。図

3が 4.7Tで感度、分解能の最良点で観測した

-1・-iFdr・ 1
1 ・~下a、、』目

j利益同主
L 四時四田町畑町

2∞31.l1/23 

2∞3112/17 

Fig.2百le HTS bulk magnet Field蜘bility
明Jeriment伽 24days.

スペクトルである。パルス幅1.6μsec、d 繰り返し時間4sec、積算回数24回でデ}タ収集した。

昨年のデータと比べて感度は飛躍的に向上した。半値幅は 12ppmとバルクの大型化、 Z方向に

はバルクの積算を増やすことによって実用化にあと少しのレベルに迫った。

【考察】 昨年の結果を踏まえ、バルク体の大型

化(直径36riunから直径60mm)やバルクの増加。

個から 3個)で核磁気共鳴観測用の磁石としての安

定性と感度を得られた。分解能はまだ実用化のレ

ベルにないので、さらに改良が必要である。この

ような小型の磁石に最適化した磁場補正装置の開

発が必須で、今後の開発課題である。これらの課

題をクリアすれば小型で冷媒の必要のない超伝導

磁石が開発できるであろう。

鰯一一日

値幅 12四四 I1 

一二+IJ-~--

1J」サ
Fig.3 NMR Spec回 oflH silicone rubber at 4π 

1) Tomita M， Murakami M， N翻 re，517，421(2003) HTSbulkmag也氏
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lP151* lGHz級 CPMASプロ}プの開発

(日本電子側)

0根本貴宏、長谷川憲一、杉沢寿志、樋岡克哉、志野英雄、下池田勇一、神成さらら

Development of lGHz.class CPMAS probe 

JEOLLtd. 

T.Nemoto， K.Hasegawa， H.Sugisawa， K.Hioka， H.Shino， y'Shimoikeda， S.Kannari 
A balanced circuit double-tuned solid -state NMR probe was developed for ultra high field 
magnet. We built this probe and tested the fundamental performance using 700MHz NMR 
system (JNM ECA700). We will repo此 somebasic NMR data on JNM ECA 700 

[I;t[;めにl
超高磁場固体NMRには、高周波磁場(B1)強度分布の均一性と短いパルス幅が必要である。そこで、
我々は、超高磁場固体 NMRに対応すべく、ナローボア(NB)用高磁場国体プロープを製作し、第 41
回NMR討論会において、 NB高磁場固体ダブルチューニングプロープの可能性を示した。 1)2) 3)今回
は、 700MHz13C-1Hのダブルチューンプロープを製作し、改良、最適化を加えながら、基本的な NMR
データの取得を試みた。また、 700MHzの実験を基に、930MHzのダブルチューニング回路も製作し、
ベンチテストのレベルで評価した。

加何
電気回路は耐圧を重視した平衡共振回路とし、円筒フレームを採用した。 Fig.1に回路の概略図を示
す。平衡共振回路の特徴は、以下の通りである。

のBl強度分務坊一位の舟土
HF、LFとも共振時に常に検出コイル中央で、
電流が最大となるので、 Bl強度も最大になり、
最良の照射効率が得られる。

②威圧の舟止
検出コイルのゆ央が常に電圧を Oとなるので、
電気回路に加わる電圧は不平衡回路の半分となる。
そのため電気回路部品の耐圧が同じでも、従来の
4倍の電力を扱える。

f実験J
700MHz CPMASプロープ

工連

2ゴ仁連

Fig.l Double.tuned probe circuit using balanced circuit 
(l:Sample Coil2:Resonator 3:HFtune 4: 
LF tune5: LF matching 6:HF matching) 

第41回NMR討論会で発表した回路にトランスミッションラインの最適化を行った4mmCPMAS 
プロープを製作しJNMECA 700(NB)を用いて、パノレス幅、感度の測定をおこなった。 Rotorは、外径
4mm窒化珪素試料管を用い、最高 20kHzの安定した回転を得ることができた。また分光計
JNM-ECA700は、 LF出力は 1kW，HFは出カ 500Wであった。パルス幅の測定(13C，IH)には、
Adamantane (ADM)を用い測定し、感度の測定には、ヘキサメチルベンゼン(HMB)を用い測定したo

M幸果I
JNM ECA-700を用い、製作したプロープの NMR測定を行った。また得られたADMのニューテ
ーションデータを Fi宮.2，HMBのスペクトノレをFi宮.3に示す。

キーワード:CPMAS 2重共振平衡共振回路高磁場NMR

ねもとたかひろ、はせがわけんいち、すぎさわひさし、ひおかかっや、しもいけだゅういち、

しのひでお、かんなりさらら
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1
 Fi富.21H Nutation spectrum of adamantane under 

Pw(90)=2.0usec with 220W power at probe Fig.3 13C CP!MAS NMR spectrum of hexamethylbenzene 

(HMB) illustrating the best S/N(=400:l)achieved for 

37mg of HMB using a 4mm rotor with 8scans ，a contact 

time of 5ms for the Hartman-Hahn match， a relaxation 
delay of30s 

930MHz CPMASプロープ

不平衡共振回路では、高磁場なほど、サンブツレコイル長に対して波長が無視できなくなり、サンブ0・
ノレコイノレに発生する高周波磁場強度分布のバランスが取りづらくなる。一方、平衡共振回路では、周
波数に関係なく高周波磁場強度分布のバランスが取れるという特徴がある。そこで、 930MHzという
高磁場で、平衡共振回路が動作することを確認するため、 700MHz平衡共振回路の最適化から得られ
た知見を活かし、トランスミッションラインを 930MHz向けに最適化した CPMASプローブを製作し
た。今回製作したフ。ロープの全体写真を Fig.4に示す。また、ベンチテストで得られた結果を Tablel
に示す。

Tablel Electric data for 4mm 13C-1H balanced circuit probe for a 

930MHz Narrow Bore Magnet 

この結果から、本フ。ローブは 700MHzCPMASプローブと同
程度の 90

0

パルス幅が得られると、期待される。

i結び]
平衡共振回路を用い、高磁場対応の CPMASプローブを作成
し、 NMRデータの取得に成功した。今後は、 930MHzCPMAS 
プロープの NMRデータ取得を試みる。

Fig.4 Probe picture of 930MHz CPMAS probe 
(Compare to 700MHz CPMAS probe) 

車塁率直I
1)長谷川憲一他第41回NMR討論会講演要旨集 P136fナローボア用国体高磁場留体ダブ、ルチューニングプロープの開発 1J

2)怠里子英雄 他第41回NMR討論会講演要旨集 P137fナローボア用固体高磁場国体ダブルチューニングプローブの開発2J

3) Ha号egawaKenichi US. patent No.6686741 fMultiple-tuned circuit and probe for NMR spectrometerJ 
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2P152 機能分散、累積型パルスジェネレーダーの開発
(分子科学研究所)0大石修

Development of a functional distributed 

and accumulated pulse generator 

(Institute for Molecular Sciense) Osamu OISHI 

The pulse genera七orwhich can e刻印dthe number of output channels was manufactured using七he

pulse generator modules and七hemicrocomputer for module co的rol.The pulse generaもormodule 

manufactured using the RlSC type microcompu七er(50MHz) has七hefollowing performances. (1) The 

minimum pulse width is 400ns. (2) The色imeresolution is 20ns. (3) The number of pulse ot仰 u七日 is 16 

channels. The shake of七heou七puもwaveformof七hispulse generaもoris smaller七han1ns， and can be 
used as a pulse generator for NMR. 

【序論】

発表者らは以前、 TTL回路で16チャンネノレのパルスジェネレーターを自作し、パルス磁場勾配NMR

の実験に用いてきた 1，2}。しかしながら、 NMR装置の発達と共に、 RFパルスの他、磁場勾配パルスやデ

ジタノレーアナログ変換を通した任意波形の出力等により、多チャンネルのパルスジェネレーダーが用いら

れるようになってきたため、パルスジェネレーターもまた測定条件によって機能を変換、増設できる事が

望まれる。一方で最近の組み込みマイコンの持つ性能と扱いやすさの向上、及び低価格化により、特化し

た機能を持つ複数のパルスジェネレータユニットを組み合わせて最適なNMRパルス系列を構築する事が

可能になった。そこで、多チャンネノレのパルス出力が可能なパルスジェネレーターを高速マイコンを用い

てそジュールとして製作し、パルスジェネレーターモジュールを任意に増設可能なように、制御用マイコ

ン経てコンピューター制御できるようにした。

{モデルl
パルスジェネレーターは、 Figure1に示すように制御用コンピューターでパルスジェネレーターモ

ジュール制御用マイコンを制御し、制御用マイコンが複数のパルスジェネレーターモジュールを制御する

構造にしている。この構造では制御コンピューターの通信線は1本ですべて行えると同時に、制御用マイ

コンを経由させずとも単独のパルスジェネレーターモジューJレはコンピュータ}で直接制御できる。複数

制御はパルスジェネレーターモジューノレの通信線をリレースイッチで切り替える事で可能で、制御用マイ

コンの1/0出カでパルスジェネレーターモジューノレのリセットをコンピューター側からかけることも可能

である。

通常のパルスジェネレーターの時間安定性と時間分解能は、水晶発信機の精度とカウンタが1ノレープに

要する時間で決まるが、待ち時間を1クロックづっずらしたサブルーチンをカウンタがlループに要する

時間の分だけ用意した構造では、 1クロックの時間分解能を持たせる事が可能である。また同ーの外部ク

ロックを分配供給する事でモジューノレ問の完全同期も可能である。

【製作I
NMR に用いられるパルスジェネレーターに要求される条件は(1)水品発援機かそれ以上の精度の安定

性、 (2)100ns以下の時間分解能、 (3)1μs以下-1秒以上のパルス幅、 (4)同じ基準クロックを用いるこ

キーワード:パルスジェネレーター・組み込みマイコン

おおいしおさむ
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Figure 1. The model of pulse generator 

とによる、出カチャンネル間のパルスの同期性、 (5)1モジューノレあたり 8-32bitの同期的1/0出力、

(6)100パルス以上のパルス系列を替えられる事、が上げられるが、現在市販されている組み込み用マイコ

ンの性能はこれらの条件を総て満たす物が既に存在している。

今回は日立製SH/7046を用いたマイコンボードをパルスジェネレーターモジュールに使用し、複数の

パルスジェネレータモジュールをコントロールするマイコンとして目立製H8/3069を用いたマイコン

ボードを使用した。 SH/7046は50MHz駆動、 12kbyteのSRAMと256kbyteのフラッシュROMを内蔵

するR1SC型の32bitマイコンであり、 NMRのパルスジェネレータに要求される条件を満たしている。

今回製作したパルスジェネレ}ターの出力はコネクター数などの関係から 16bi七(16チャンネル)の出カに

している。またH8/3069は25MHz駆動、 16kbyteのSRAMと512kbyteのフラッシュROMを内蔵する

SISC型16bi七マイコンであり、外部に2MbyteのDRAMを乗せたマイコンボードを用いた。

これら二種類のマイコンを用いてFigure1に示すモデルの通りパルスジェネレータを製作し、パルス

ジェネレーター全体の制御はパーソナノレコンピューターで行えるようにした。使用した2種類のマイコン

はシリアル通信機能(RS232C)を2個づっ持っているので、 3線式のシジアル通信で、コンピューター及

びマイコン聞の通信を同時に行うことができる。また、通信線を日レースイッチで切り替えることによ

り、制御用マイコンの1/0ポートの数だけ、パルスジェネレータモジュールを増設して、制御することが

可能である。開発環境にはOSとじてPC-UNIXのNe七BSDを用い、開発言語にGNUのC言語コンパ

イラである GCCとアセンブラを使用した。プログラム言語の使い分けは、クロック単位の時間分解能の

待ち時間を作るカウント部分はアセンブラを用い、コンピューターとの通信部分はC言語を用いた。

【結果及び考察】

パルスジェネレーターの特性の中で、最小パルス幅は用いたプログラムのアルゴリズムで決まり、時間

分解能は用いたクロックの周波数で決まるが、今回製作したパルスジェネレーターの最短時間を;;tシロス

コープで観察すると約400回であり、また時間分解能は用いたクロック 50Mhzと閉じ20田であったの

で、 NMRのパルスジzネレーターとして使用可能な最小パルス幅とパルス波形を持っていた。そして、

200MHzのオシロスコープで観察する限りにおいては出カパルスの波形の時間的な揺れ、複数のパルス聞

の違いは観測されなかった。以上の結果から、今回製作したパルスジェネレーターモジュールの性能は

NMRのパルスジェネレ}ターとして用いることが可能である。

l)Tomonori TOYODA， Hisashi YOSHIDA， 08細川 OISHI，肌.dSeiichi MIYAJIMA， Rev. Sci. In前rum.
68，314Cト3142(1997) 
2)08細川 OISHI組 dSeiichi Miyajima， J. Magn. Re80n. A， 123，64-71 (1996) 
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3P153 Palmtop-sized plt'obes folt' solid岨stateNMR 

Kazuyuki Takeda 
Graduate School of Engineering Science， Osaka Uniνersity， Japan 

In the spirit of bringing a breakthrough into solid-state NMR， low cost， palmtop-sized probes are designed and 
fabricated which are capable of 13C NMR measurem巴ntsunder I H decoupling whose irradiation int巴nSltyIS as 
strong as 1 MHz 

Solid-state NMR using microcoil is appealing in the sense that very strong RF irradiation is availabl巴evenwith 

conventional power amplifi巴rs，so that one may explor巴mt巴restingphenomena such as spin-decoupling dynamics 
and second-order effects， The impact of the work by Yamauchi et aL on development of a microcoil probehead for 

solid-state NMR[l] stimulated me so much that 1 began to design and fabricate microciol-based prob巴sto realize 

solid時state13C NMR under very strong 1 H d巴coupling，The purpose of this work is to present its strategy and show 

some preliminary exp巴rim巴ntalresults. 

Fig. 1 (a) describes on巴ofstandard circuits for 1 H-13C doubl巴resonanceexperim巴nts[2].Intending to perform 

NMR experiments in a magnetic field of 11.7 T (500 MHz and 125 MHz for 1 H and 13C spins， respectively)， 1 built 

this circuit onto a piece of board whose size is 24x24x 1.6 mm， as shown in Fig. I(b). The point of building not 
only probehead but also probe itselfinto such a compact size is that lead】wirelengths become very short compared 

to th巴wavelengthsof the r巴levantr巴sonancefr巴quenci巴s，so that losses due to lead凶wireresistance and inductance 

are reduced. Mor巴over，the cost of developing such small probes was found to be quite tiny! 

(a) 

13仁(125M)

、、
1 
1 
1 

(b) 

13 

1 、
t 

1 

t 

topview 

sa町lplecoil 

bottom view 

1H (500 M) 
，、
"" 

FIG. 1: (a) A circuit diagram for I HJ3C double r巴sonanceNMR. (b) A palmtop-sized probe for I H (500 MHz)-13C (125 MHz) 
double resonance experiments， into which the circuit describ巴din (a) is built. A solenoid coil was wound with 50μm中copper
wire with th巴coildiameter of 0.8 mm， the coil1ength of 1.6 mm， and the number of turns of 14. Th巴inductanceof the coil 
is ca. 60 nH. The coil is plac巴dat the c巴nterof a 24 x 24 x 1.6 board with its axis normal to the board plane. Microstrip Iines 
were designed and fabricat巴don the board for the tranmission lines， and the surface mount trimmer capacitors were used for 
impedance matching 

Fig. 2 shows nutation frequencies at the 1 H and 13C channels as a function of the input RF power. For both 

channels， the data were w巴11fitted with square root functions. This is reasonable from the viewpoint of energy 
cons巴rvation，because magnetic en巴rgyis proportional to the square of field amplitud巴.This data indicates that 1 H 
irradiation frequency of as strong as ~ 1 MHz is possible with an input power of ca. 100 W. 

Shown in Fig. 3 is a CP 13C sp巴ctrumof a single crystal sample of U.l3C.J5N-labeled l-alanine doped in 
nonlab巴ledl-alanine with a conc巴ntrationof 10%， m巴asuredund巴r1 H decoupling with an intensity of 460 kHz. 
The sampl巴 W巴ightwas 0.1 mg， and the signal was accumulated over 1000 times. Although the number of the 
label巴dmolecul巴sis only ca. 7 x ]016， signal-to-nois巴ratioof th巴 spectrumis pretty good. Fig. 4 shows the 

heights 01' the peak mark巴dwith an asterisk in Fig. 3 for various 1 H-decoupling intensities. It demonstrates that 

キーワード: マイクロコイル、手のひらサイズプローブ、、固体NMR

たけだかずゆき
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(b) 13C channel (125 MHz) (a) 1 H channel (500 MHz) 
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FIG. 2: Input RF power dependences of the nutation frequenci巴sfor (a) 1 H and (b) 13C channels. 

FIG. 3: 13C CP spectrum of a 0.1 mg single crystal sampl巴ofU_13C-15N-labeled I-alanine doped in nonlabel巴dI-alanine with 
a concentration of 10%. The signa1 was measured under 1 H decoupling of an intensity of 460 kHz， and was accumu1ated over 
1000 times. 

the 1 H-decoupling e鉛ciencyincreas巴sas the decoupling gets stronger， and int巴r巴stingly，this is also the case for 

decoupling intensities of as large as rv 500 kHz， which hav巴beenbeyond th巴specificationof conventiona1 NMR 
systems. This result implies that there may be cases in which an overlapped spectrum would be r巴solvedwith the 

probe developed in this work. 
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FIG. 4: 1 H-decoupling RF intensity dependence of the height of the marked peak in Fig. 3. 

To summarize， microcoil-based probes can bring a breakthrough into solid-state NMR in that very strong RF 
fields are available. Development of a sampl巴・spinningsystem that is attachable to the palmtop-sized probes is 

curr巴ntlyunder progress， which will be presented elsewhere. 

[1] K Yamauchi， H. Janssen， J. van Bentum， A.P.M. Kentgens The 42th NMR conference 1L3 (2003). 
[2] R.W. Martin， E.K. Pau1son， K.W. Zilm， Rev. Sci. Instrum. 74 (2003) 3045. 
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lP154* ハイブリッド磁石を用いた強磁場NMRの開発
物質・材料研究機構 O端健二郎、清水禎、後藤敦、飯島隆広
JST-CREST 大木忍

Development of a high field NMR with a hybrid magnet 

National Institute for Materials Science OK.Hashi， T.Shimizu， A.Goto， T. lijima 
JST-CREST S.Ohki 

Field profi1e and stability of the hybrid magnet installed in the National Institute for 

Materials Science (NIMS) were measured by NMR at 30 T in order to check its ability for 

solid-state NMR measurements. The fie1d profi1e shows that the fie1d homogeneity is 186 

ppm in the region of :!: 5 mm from the field center. Time dependence of the magnetic field of 

30 T shows the presence of uctuations with a total amplitude of about 30 G (100 ppm).The 

uctuations with frequencies of 50 Hz and its second harmonic are attributed to a power 

supply. 

NMRは本来、多くの原子核に対して適用可能であるが、実際にはスピン112の核をプ

ローブとすることが多い。これは、立方対称以外の位置にあるスピン 1以上の四極

子核においては四重極相互作用により線幅が広がり分解能を上げることが容易では

ないためである。四重極相互作用による線幅は磁場に反比例して減少するため、強

磁場化は分解能を向上させるもっとも有効な方法であると考えられる。四極子核は

スラグや触媒など機能'性無機物に含まれているため、、強磁場固体高分解能NMRが求

められていた。このようなことを背景に、我々は物材機構が保有する40T級ハイブ

リッド磁石を用いた強磁場NMRの開発を開始した。今回はマグネットの特性を測る

ことを目的として室温において銅粉を標準試料としたNMR測定を行った。図1に定

常磁場 30T(公称値)において測定したシングルショットの63CuFT-NMRスペクトル

例を示す。このようなスペクトルを用いて磁場のプロファイル、揺らぎ等の測定を

行った。図2に磁場プロファイルを示す。プロファイルを二次関数にフィットする

ことにより、磁場中心における磁場の公称値30Tは30.33T、均一度は186ppm/

lOmmDSVであることがわかる。

キーワード :強磁場ハイブリッド磁石磁場プロファイル揺らぎ 63Cu

0はしけんじろう、しみずただし、ごとうあっし、いいじまたかひろ、

おおきしのぶ
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また、スペクトルのシングルショツート

測定を一定時間ごとに行うことによっ

て磁場の時間変化(図 3(a))、および

それをフーリエ変換することによって

揺らぎの周波数スペクトル(図 3(b)) 

を得た。これらの測定結果から磁場は

30Tにおいて約30Gの振幅(peak to 

peakで100ppm)で揺らいでおり、その揺

らぎヒは、電源からの影響と恩われる

50Hzと100Hzの特徴的な周波数が

含まれることが明らかになった。 30Hz
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固体高分解能NMRを行うためじは、揺

らぎの大きさを現在の11100程度以下に

する必要があり、電源の改造などを行

うことによって軽減することが期待さ

1250 1240 1230 
342.4 
1220 れる。

Depthfrom the top flange (mm) 

Fig. 2. Field pr:o白leof the hybrid 
magnet at a nominal field of 30 T 
along the z axis 

文献

K. Hashi et al， Jap.T Appl. Phys.， 43， 

、‘.，，，Lυ ，
，
e

也、

Frequency (Hz) 

500 

o 

300 

200 

100 

400 (・コ・

s
b一的
E
S
E
-』・比

L1020 (2004). 

花00E∞ ヰ00一一否百百

Time (s) 

20百

。

-20 

-30 
0 

-10 

30 

20 

10 
(匂
)
C
2
Q

Fig. 3. (a) Stability of the field at 30 T and (b) FT-power spectrum of the field 

fluctuation at 30 T. 

一基37-



2P155 有機溶媒中の固体四極子核NMR共鳴線に与える

溶液試料回転と超音波振動の影響

(電通大・量子物質 1、電通大・機器セ 2 ) 

O伊藤勲 1 山崎悠也 1 畑中信一 1 林茂雄1 桑原大介2

Thee宜ectsofliquid sample rotation and ultrasonic vibration.on resonance lines of 

solid-state NMR spectra for quadrupolar nuclei 

(The University ofElectro.Communications， Department ofAptlied Physics and Chemistryl 

The University ofElectro'Communications， Center for InstrumentalAnalysis 2 ) 

OIsao Ito1， Yuya Yamazaki1， Shinichi Hatanakal， Shigeo Hayashil， Daisuke Kuwahara2 

We examined the effects of some physical motions of samples on resonance lines of 

solid.state NMR spectra for quadrupolar nuclei. 

In the present study， motions investigated were the following : 

( i ) rotation of solid sample added to organic solvent， 

( ii ) ultrasonic vibration applied to solid sainple in organic solvent. 

Resonance line modifications of 23Na in solid.state sodium sulfate in n.hexane 

were observed. 

1.緒言

半整数スピンを持つ四極子核に対して広く用いられている DOR法や DAS法、

MQ-MAS法などは特別な装置を必要としたり、感度が悪い、緩和時間や核四極子相

互作用の大きさによっては満足した結果が得られないといった欠点を抱えている。そ

こで我々は溶液NMRに着目し、固体状態を保ったまま溶液の NMR現象を再現でき

ないかと考えた。そしてブラウン運動を国体状態のままで起こすことができれば四極

子核NMR共鳴線に変化を与えることができるのではなし、かという考えに至った。そ

こでいくつかの物理的な運動が四極子核国体NMRの共鳴線に対してどのように影響

するのかを調べた。本研究で取り扱った運動は以下の 2つの運動である。

(i)有機溶媒に国体試料を入れた溶液を試料回転させる

(ii)有機溶媒に固体試料を入れた溶液に超音波振動を加える

具体的にはn・ヘキサンの中へ硫酸ナトリウム粉末を加えた試料溶液を用いて23Naの

共鳴線の変化を観測した。

キーワード:国体、 四極子核NMR、 共鳴線幅

0いとういさお、やまざきゅうや、はたなかしんいち、はやししげお、 くわはらだいすけ
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2.実験

NMR測定は 7.05Tの静磁場中で、行った (23Naの共鳴周波数は 79.348MHz)。

(1) n-ヘキサンと硫酸ナトリウムが同量程度になるよう 7mmのロータへ加え、23Na

スベクトルの測定を行った。 NMR測定はDotyMAS 7mm NMR probeを用いて試料

回転周波数は 6kHzで、行った。

(2)n・ヘキサン約 2ml、硫酸ナトリウム約 O.lgを自作広幅probeのガラス管に超音

波振動子と一緒に入れNMR測定を行った。 pulse系列は singlepulse + acquisition 

を用いたc pulse系列に同期して超音波振動をかけるようにするため、外部トリガー

を超音波の増幅器に接続した。また超音波振動が試料に確実にかかっている間に信号

を取り込むためパルス系列の始めに delaytimeを置いた。

(delay time 200ms、繰り返し時間 5s)
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Figs. 1， 2からは超音波振動による線幅A の影響は見ることができなかった。超音

波振動子から発生する振動は一定方向への振動であるため溶液中の硫酸ナトリウム

微結晶が磁場に対する軸をほとんど変化させることなく並進運動をしていたのでは

ないかと推測できる。しかし超音波振動をかけた時、見た目では激しく硫酸ナトリウ

ムが撹持されていた。そのため軸の回転なしに並進運動のみ起こったとは考えにくい。

コンビュータシミュレーションなども含めさらに研究し、他の結果もあわせて詳細は

会場にて報告する。

<参考文献>

(1) A. Tomeda， S. Morisaki， K. Watanabe， S. Kuroki， I. Ando， 

Chem.Phys.Lett. 376(2003)， 346・349.
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3P156 固体 NMRにおける低周波数核種の測定

(バリアンテクノロジ}ズジャパン)

芦田淳

Measurements ofLow-gamma Nucleus in Solid State NMR with T3™ Probe. 

Jun Ashida 

Varian Technologies Japan Ltd. 

In these decades， the magnetic field of NMR superconductive magnets are 

becoming higher and higher. Higher magnetic field increases not only the signal 

intensities of ordinary nucleus， such as lH， 13C， and 15N， but also low-gamma nucleus. 

However， because of the limitation of the tuning range of standard probes， it was 

necessary to use a special probe to obtain spectra of low-gamma nucleus. In this 

work， the use of low-gamma accessory kit attached to T3 (Tuning Tube Technology) 
probe is presented as a very robust technique to obtain spectra of low-gamma nucleus. 

It should be emphasized that this accessory is cost saving compared with having a 

second probe. 

【緒言】

近年NMRの高磁場化は目覚しく、超伝導磁石では 21.6T、Hybrid磁石では

40T強の NMR装置が稼動している。高磁場化の一番のメリットは感度向上であ

る。通常よく測定されている 1H，13c，29Si，15Nにおける感度向上はいうまでもな

いが、このメリットを一番享受すると考えられるのが、これまでに低感度のた

め見向きされなかった低周波数核種であると思われる。

しかし、一般的に 1本のプロープで観測できる周波数帯域は、プロープ内

に使用されている可変コンデンサの容量によって制限があり、通常の市販の固

体プロープでは、観測帯域はおおよそ 15N.--.....31pとなっており、それ以下の周波

数核種を測定する場合には別途低周波数核種用特殊プロープを必要とした。

弊社では、これまでプロープ内部で使用されてきたチップコンデンサや可

変コンデンサの代わりに TuningTubeを用いて周波数同調をとる T3(Tuning 

Tube Technology)フ。ロープを開発してきた。 T3プロープは、発熱などにより放電

の原因となってきたコンデンサを取り払ったことにより、より高出力のパルス

にも耐えられる構造になっている。

本ポスターでは、この T3プロープに低周波数核種測定用キット(low圃yキ

ット)を装着して 15Nよりも共鳴周波数の低い核種の測定を試みたので報告す

国体NMR、低周波数核種

あしだ じゅん、
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る。

{実験1
NMR測定は、 VarianUNITY1NOVA 6uuMHz(NB) 

分光計、および 5mmT3 HX MASプロープに low-y

キット(図 1)を装着して行った。

Fig.l low-gamma accessory kit 

【結果】

low~γキットを使用するときは、図 1 の右のコネクタをプロープ側に、下の
コネクタをケーブノレ~プリアンプ側に接続するだけで、非常に簡単に装着でき

る。また、チユ)ニング・マッチングは通常のプロープと同様に左のノブを回

して調整する。また、キットの中には4つの容量の異なるチップコンデンサが

入つでおり、それらの組み合わせの切替は右下の4つの黒いボタンで行う。‘

図2、3に 67Zn(37.5MHz)および 109Ag (28.uMHz) のMASスベクトルを

示す。

~I ZnO 
~吋-'~，日吋-À_~~ '"…戸~~白山--..L_-..

ZnS 

20 。
Fig.2 67Zn MAS spectra at resonance 
frequency of 37.5 MHz. 
PuIse width is 3us. Sample spinning 
speed 8kHz. Experiment time is 
80min. (ZnO)， and 35min. (ZnS)， 
respectively. 

【考察】

-20kHz 
4dolzdo 』 ARm-
Fig.3 109 Ag MAS spectra at resonance 
仕官quencyof 28.0 MHz. 
PuIse width is 10us. Sample spinning 
speed = 10kHz. Experiment time is 2h 
40min. (AgBr)， lh 30min. (AgF)， and 
lh. (AgCI)， respectively. 

このように、 T3プロープに low-yキットを装着することで観測帯域を飛躍

的に広げることができる。また、この low-yキットは各プロ}プに共通なので、

T3プロープが複数本あれば全てのプロープでこのような低周波数核種の測定が

可能になり、感度的に困難だとは思うが三重共鳴の測定も原理的には可能であ

る。。今後は無機化合物だけでなく、 25Mgや 39Kなどの生体系物質に含まれる

低周波数核種の測定にも応用範囲が広がるものと期待される。
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lP157* 930MHz極低温プローブモデルの Q値に及ぼすサンプル誘電特性の効果

e理研・GSC;2横浜市大院総理理研・播磨東大院理)
0堀内崇 1，2 高橋雅人1.2 菊地淳1.2 横山茂之 1.3.4&前田秀明 1.2

E飴ctof Dielectric Properties of Solvents on the Quality Factor 

for a 930 MHz Cryogenic Probe Model 

eOSC， RlKEN Yokohama Inst.; 20rad. Sch. Integ. Sci.， Yokohama City Univ.; 3Cell. Sign. Lab.， RIKEN 

Harima Inst.; 40rad. Sch. Sci.， Univ. Tokyo) OTa球kaおsh悩1討iHoωriuchi1べMaωsa瓜toTa紘ka油haおsぬhi
1口3
ぺ，Jun江mK阻ik如uchiド1.2

Shigeyuki Yokoyamal
•
3

•
4& Hi泌deak悩iMa鎚edal，2

The loss in a sample solution reduces the cryogenic probe sensitivity. It contains two contributions; one from the 

ionic conductivity and another仕omthe dielectric loss. Here we investigated the effect of the dielectric loss on 

the quality factor of a 930 MHz cryogenic probe model; it deals with the ionic aqueous solutions and organic 

solvents commonly used for NMR in biological research and the chemistry of natural compounds. The result wi11 

be discussed in connection with the sensitivity. 

1.緒言

NMRの感度(S/N)を向上させる上で極低温プローブが有効である。我々は、つくば物質・

材料研究機構の 920・930MHNMRに用いる極低温溶液プロープの開発を進めている。極低温プ

ロープでは、サンプ/レの熱ノイズによる感度低下が問題になる。ノイズの要因は、イオン伝

導ロスと誘電ロスに大別できる。 Kelly等 lは5∞MHzNMRにおけるイオン伝導ロスのメカ
ニズムと低減対策を明らかにした。誘電ロスについては、未だ系統的な研究が行われていな

い。我々は、 930MHz極低温プロープを模擬したモデルを製作し、溶媒サンブ。ル装荷時の Q

値の計測と高周波電磁場解析を実施して、誘電ロスの効果を明らかにしたので報告する。

2.実験

930MHz極低温プロープモデルを用いて、溶媒サンプル装荷時のフ。ロープのQ値(以下QL)

を計測した。本モデルで、は、直径 320mm、高さ 240mmの真空断熱容器に RFコイルを収め、

液体ヘリウムによる間接冷却で 15ケルビンに冷却し、底面からの操作でチューニング

(930MHz)とマッチング (500)の操作を行う。 RFコイルの中心を貫く常温ボア (7mm径)に

5mmNMRサンプル管を挿入し Q値を計測する。サンプルとして、①水溶液溶媒(水、 NaCl

水溶液、バッファー水溶液)、②極性有機溶媒(アルコール、アセトンなど)、③無極性有

機溶媒(ベンゼン、ベンタンなど)を用い、溶媒による差異を把握した。なお、 NMRの感度

(S/N)は次式で与えられるので、求めた QL値は感度に直結する値で、ある。

SIN=一一三g
..J4k( Rヱ+Rヱ)b.f

Qr= ωL -
Rc+R， 

ここで、品信号強度、 kボノレツマン定数、えコイノレ抵抗、えコイル温度、えサンプルの有効

直列抵抗、えサンプル温度、 b.fはバンド幅、 Lはインダクタンスである。

キーワード :極低温NMRプロープ高感度化誘電率誘電ロス

ほりうちたかし、たかはしまさと、きくちじゅん、よこやましげゆき、まえだひであき
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3.結果と検討

QL値とサンプルの有効導電率 (σ4

守 .ion+ω8"80:第 l項はイオン導電率、第2項は

誘電ロス)の関係を図 1に示す。

水溶液(・〉の場合:高周波に伴う水の誘電

ロスにより、純水の場合でも QLがサンプル非

装荷時 (0)の73%に低下する。予想される感

度は、サンプルノイズが無視できる場合の理

想感度の 349もでしかない。他の水溶液では、

これにイオン伝導ロスが加わるので、 QLが更

に低下する。

有機溶媒の場合:極性有機溶媒(ロ)の内でア

ルコール類のσザは純水に近いが、 QL値ははる

かに低い。例えばメタノールの QL値はサンプ

ル非装荷時の Q値の 42%であり、感度は理想

感度の 19%である。 σィが 1桁小さいピリジン

では、 QL値の低下ははるかに少なく (86%)、

感度は理想感度の48%になる。無極性有機溶媒

であるべンタンでは、 QL値の低下はほとんど

無く、感度も理想値にほぼ一致する。

有機溶媒の特異な振る舞いを解析するため

に、高周波電磁場解析ソフト (MS-Studio)で

プロープモデルのRF電磁場、サンプル電流密

度、 Q値などを求めた。結果を図 2に破線で

示す。縦軸はサンプルロスによる Q値(仏=

ωUR...)、横軸はサンプル複素比誘電率の実部

(ど)である。 Q，はどと共に増加し、 e'>looで
は飽和する。飽和値は、 σ4に反比例する。

図のどく100では、e'が小さいほどサンプルを

横切る RF電場が増加して誘電ロスが増え、 Qs

が減る。実際、解析値 (0)は計測値(・)と

よく一致した(図 2)。ピリジンや無極性有機

溶媒の Qsも閉じ過程に支配されるが、導電率

σeffが小さいので Qsは大きい。一方、 e'が増加

すると共にこの電場は減少し、e'>looではサン

プル渦電流電場が支配的になる。この電場はε'

によらないので、 Q，は飽和する。
以上、 930MHz極低温プローブでは、水の誘

電ロスが大きく、水溶液によるサンプル調製法では十分な感度のゲインを得る事ができない。

この意味で、ロスの少ない無極性有機溶媒を用いたリ逆ミセノレの利用が有効である。
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Fi伊Jre1 Effective conductivity dependence 
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2P158 蛋白質溶液NMRにおける超高速化:HNCAHA/HACANH/HCCH-COSYの全帰属情報を含んだ2次元
測定
日本電子株式会社 O高杉憲司、根本暢明

Ultra-fast measurement in protein NMR: two dimensionalsimultaneous 
measurements to collect all information ofHNCAHAJHACANH/HCCH-COSY. 
JEOL Ltd. OKenji Takasugi and Nobuaki Nemoto 

In order to reduce total measurement time for resonance assignment of labeled proteins in 
solution， we developed a new pulse sequence featuring simultaneous acquisition of magnetization 
transfer pathways of HNCAHA， HACANH and HCCH-COSY. The technique to obtain the 
information of summation and subtraction of chemical shifts in the indirect axis of the two 
dimensional (2D) subset experiment was further developed. These made it possible to assign 
chemical shifts of lHN， 15N， 13Cα，1Hαand other side-chain 13C/1H correlations by 2D spectra. In 
addition， by modification of the phase cycling of the sequence and nominal post-experimental 
signal processing for data separately saved， spectra with normal chemical shifts were also 
successfully obtained. 

一般に溶液中の蛋白質の lH核、 13C核および 15N核の化学シフトを帰属する際には複数の多次元

NMR測定を行い、観測される相関ピークの情報を組み合わせて解析する。従来、 3次元浪u定を中心と

するこれらの測定には長い測定時聞が必要であった。今回我々はHNCAHAJHACANH/HCCH-COSY

の 3種類の実験に関する信号の同時観測用パルス系列と 2次元スベクトルからの帰属によって、総測

定時間短縮つまり帰属用測定の高速化を実現する方法を開発したので報告する。このバルスシーケン

ス(図1)は、化学シフトによる間接展開期2つ(図 1のブロック 2と3) とそれらに関連する INEPT

による磁化移動ブロックから構成されている。 HNCAHA，HACANHおよびHCCH-COSYの3種類の

磁化移動経路に関して、それらの間接展開期(図 1のブロック 2と3)において、おのおのの磁化移

動経路に対し 2種類の(ブロック 2と3における)化学シフト情報を得ることができる。さらに、そ

れら2つの間接展開期における変調を同時に行い化学シフトの和ないし差で展開することで 3次元か

ら2次元への低次元化を行い、 2次元スベクトノレ上での連鎖帰属が可能になった。またデータ取得方

法と測定後の処理から、 3つの独立したスベクトルを再構築する方法も議論する。

①HNCAHA ~ HACANHの同時観測

今回報告するパルスシーケンスは、 3種類(HNCAHA，HACANH，HCCH-COSY)の経路で移動した磁化

を同時に観測するように設計した(図。。まず、このうちの HNCAHAとHACANHの同時観測につい

て説明する。このパルス系列は、 4つの基本ブロックから構成されている。

ブロック 1:lHN(順位相)→'HN'5N(逆位相)への磁化移動と 'Ha{Jt関位相)→'Ha13Ca(逆位相)への磁化移動

ブロック 2:
'
HN'5N(逆位相)→'5N'3Ca(逆位相)への磁化移動と 'Ha13CO:(逆位相)→'3Ca'5N(逆位相}への磁化移動

さらに、 15Nの化学シフト展開(HNCAHAの磁化移動経路)と 13Caの化学シフト展開(HACANHの磁化移動経路)

ブロック 3:15N13Ca(逆位相)→'Ha'3Ca(逆位相}への磁化移動と 13Ca15N(逆位相)→'HN'5N(逆位相)への磁化移動

さらに、 13Caの化学シフト展開(HNCAHAの磁化移動経路〉と 15Nの化学シフト展開(HACANHの磁化移動経路)

ブロック 4:'Ha13Ca(逆位相)→'Ha例頁位相)への磁化移動と 'HN15N(逆位相)→'HN側買位相)への磁化移動

まずHNCAHAの磁化移動経路だけを考えた場合、最初の lH900 パルスによりアミドプロトン lHN

キーワード HNCAHA、HACANH、HCCH-COSY、同時測定、超高速測定

たかすぎけんじ、ねもとのぶあき
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の磁化が励起され、 lHN→15N→13Cα→lHαと磁化移動し、 lHαの磁化を直接観測している。このとき、

二つの間接展開期ではそれぞれ 15Nおよび 13Cαの化学シフトの情報を得るように設計されており、

lHα、15Nおよび 13Cαの化学シフト情報を得ることができる?また、同様に HACANHの磁化移動経

路の場合は、同様に lHN、13Cαおよひ、 15Nの化学シフト情報が得られる。ブロック 2および3におい

て、 lJNらによるアミノ酸残基内の 15N・13Cα間の磁化移動と 2JNCαアミノ酸残基閣の 15N-13Cα聞の磁化

移動は同時に起きるため、三の測定の結果から主鎖連鎖帰属に必要な残基内・残基聞の相闘を得るこ

とができる。

@HCCH-COSYの同時測定

図1のパルス系列は待ち時間等のパラメータが最適ではないがiICCH-COSYのパルス系列を含んでい

る。 CC間の Jカップリングコンスタント lJccは 30"'-'40Hz程度であり、 lJNCα(11Hz)のほぼ 3倍であ

る。したがって、 NC聞の磁化移動を行う INEPTブロック中では、 CG間の磁化移動も同時に起こる。

したがって、磁化移動の効率は悪いが HCCH-COSYの信号を同時に観測することが可能である(この

場合にはブロック 2とブロック 3のブロック聞のパルスの位相回しによるレシーバーの位相回しは不

要である)。したがって、このことと①の結果から、図 1に示すパルス系列により、 HNCAHA、

HACANHおよび HCCH-COSYの3種類測定を同時観測可能であることがわかる。
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@8次元から 2次元への低次元化:化学シフトの和

今回のパルス系列ではブロック 2とブロック 3の間接展開期について図 1中のパルス A とパルス B

の位相を変えて∞s変調または sin変調を得ることで、間接観測軸の FIDをStates-TPPI法により直

交検波している。さらに、 3次元から 2次元へ低次元化するためにブロック 2とブロック 3の展開を

同時に行い、位相回しにより、

cos(ωzt) x cos(ω3t)-sin(ωzt)x sin(ω3t) = cos[(ωz+ω3)t] 

cos(ωzt) x sin(ω3t)+sin(ωzt) x cos(ωat) = sin[(ωz+ω3)t] 
(ω2はブロック 2で展開する化学シフト、 ωsはブロック 3で展開する化学シフト)

と

の変調をうけた間接観測軸の FIDを観測することにより、化学シフトの和で変調を受けた FIDを直交

検波している。

ここで

HNCAHA と

HACANHにつ

いて考えると、

二つの化学シフ

トによる展開を

同時に行うこと

によって、 15N

から 13Cαへ移

動した磁化と

13Cαから 15Nへ

移動した磁化に

同じ変調をかけ

ることができる。 Fig.2 Schematic presen凶 ion ofthe expected peak patterns in 2D simul!aneous-

つまり、 lHNの HNCAHAlHACANH measurenients. Subscript "i"∞問spondsfor the numbE;!r of amino-acid 
residue in protein. The dotted line s!andsfor the sequential connectivity. 

磁化の励起から

始まった経路では、間接観測軸として、 15Nの化学シフトと 13Cαの化学シフトの和を得るニとができ、

lHαの磁化の励起から始まった経路では、 13Cαの化学シフトと 15Nの化学シフトの和を得ることがで

きる。よって、 lHN司15N-13Cα・lHαの相聞を 2 次元スベクトル上で得ることができ、残基内

lHN・15N・13Cα・lHαと残基間 lHN・15N・13CαーlHαの相闘をつないでいくことで、蛋白質主鎖の化学シフト

の連鎖帰属ができるようになった(図 2)。また、同様に HCCH結合についても連鎖的に側鎖を帰属

できるので蛋白質中の 13Cおよび lHの化学シフトの帰属が可能である。

:0.1<Ii+ l.Ni+ 1 +Cυi+l} 

(HUi.Ni+ 1 +CUi) 
田・ー-，・・・・・・・・・h・・・・・・・---------

lHNitl.Nitl+Cui+l) 

(HNi+l.N怜I+C川}

Ni.Ni+C同 {Ha.N汁C川i

uH IH 

ヘHNi HNi.l 

lHNトI.Nトl+CUj.l)

H附+1 

5
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2
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@デ}タセット分割による化学シフトの和/差および通常の化学シフトの抽出

③では、位相回しの異なる 2回のFIDを測定時に加算することにより、間接観測l軸の情報として2つ

の化学シフトの和を得ている。ところで、異なる 2回の位相回しによる測定結果を2つの別々のデー

タファイルとして保存し、測定後の処理において FIDの加算をすることで同様の情報を得てもよい。

さらに、個別のファイルとして測定されたデータに関し、測定後の処理として FIDの加算ではなく減

算をすることで、化学シフトの差を間接観測軸の情報として得ることができる。このようにして得ら
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れた化学シフトの差の情報を持つスベクトノレについて lHN・15N-13Cα・lHαの帰属を行う際には、 lHN領

域または lHα領域の間接観測軸を反転させることで、化学シフトの和の情報を持ったスベクトルと同

様に、化学シフトの差の情報を利用して連鎖帰属が可能である。したがって、化学シフトの和と化学

シフトの差のスペクトノレ、 2つのスベクトルを比較しながら連鎖帰属を行うことで、帰属の信頼度を

あげることができる。また、異なる位相回しを別々のデ}タセットに分割し、測定後の処理で加算、

減算することにより HNCAHA，HACANH，HCCH-COSYのスベクトノレを別々に得ることも可能であ
る(図 3)。
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Fig.3 A 2D spectrum of chlorella ubiquitin acquired with the pulse sequence shown in Fig. 1. The lime-<lomain 

data are separately stored in 8 files and the data-sets flロrHNCAHA， HACANH and HCCH-COSY arち generated

by adding or subtracting acquired 4 data files. Indirect axis stands for the sum of chemical shifts of叩Cand 

15N(for HNCAHA and HACANH) or 13C and 13C(for HCCH・COSY).Total measurement time is about 160 

minutes 

以上のように、 3つの磁化移動経路の同時観測、化学シフトの和/差情報を用いた2次元スベクトノレ

による帰属、さらに化学シフト情報抽出により、タンパク質溶液測定における信号の帰属に必要な2

次元データセットを非常に高速に得ることが可能になった。
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3P159 パルスレーザの整形による三重項状態への光励起の効率化
(阪大院基礎工 1、CREST2) 0山村猛 12、香川晃徳 12、武田和行 12、北川勝浩 12 

Enhancement of the e伍ciencyof photo-excitation to the triplet state 

by re-formation of incident laser pulses 

1 Graduate School of Engineering Science， Osaka University. 
1-3 Machikaneyama， Toyonaka， Osaka， 560-8531， Japan 
2CREST， Japan Science and Technology Agency 

o Takeshi Yamamura 1 2， Akinori Kagawa 1 2， Kazuyuki Takeda 1 2， 
Masahiro Kitagawa1 2 

In order to improve photo-excitation efficiency to the triplet state， we have assembled 
an optical system composed ofmirrors and beam-splitters， which is capable ofre-forming 
an incident laser pulse into a pulse with less intensity but longer width. Through 

measurement of signal intensities of zero-field ESR in pentancene-doped p-terphenyl， 
we confirmed our theoretical prediction that the triplet-excitation e伍ciencywould be 

improved by extending the width of a nano-second laser pulse. 

光励起三重項状態を効率的に生成させるこ

とは、励起電子状態のESR分析や光励起三重

項電子スピンを利用した動的核偏極実験にとっ

て重要な要素技術である。実験対象として有効

な試料体積を稼ぐためには、試料中の光の侵入

長だけではなく、分子を三重項状態に励起する

ことが可能な深さを最大にすることが望ましい。

武田らは、ある与えられた分子の濃度、吸光係

数、自然寿命、項間交差速度および三重項状態の

寿命に対して試料表面からの三重項励起深さを

最大にするレーザービーム強度とレーザーパル

ス幅の組み合わせを算出する理論を提案してお

り、理論の妥当性も実験的に検証している [1]0
ところが、市販のパルスレーザー装置において

レーザービーム強度を調整することはたやすい

ものの、パルス幅は可変になっていないことが

一般的で、必ずしも三重項励起深さを最大にで

きるようにはなっていない。そこで我々は、ナ

ノ秒パルスレーザの出力を整形して実効的にパ

ルス幅を長くすることで光励起三重項状態の生

成効率を向上させる試みを行った。

図1に、ベンタセーンを0.053mol%ドープした

p-テルフェニルに様々なパルス幅のレーザを照

射したとき試料の厚みに対して三重項状態に移
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Figure 1: Calculated sample-thickness de-

pendence of the fraction of the triplet state 

in a single crystal sample of 0.053 mol% 

pentacene-doped p-terphenyl for laser pulse 

widths o[(a) 3 ns， (b) 48 ns， (c) 192 ns， and 
(d) 500 ns. The incident laser-beam intensi-

ties ar巴(a)1.0 X 1Q12 W 1m2， (b) 6.25 x 1010 

，v 1m2， (c) 1.56 x 1010 W 1m2， and (d) 6 x 109 
，v 1m2， and the net energies of the laser 
pulses are common (40 mJ/pulse) for (a)ー(d).

キーワード:レーザ、パルス整形、光励起三重項状態、動的核偏極

0やまむら たけし、かがわ あきのり、 たけだ かずゆき、 きたがわ まさひろ
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行しているベンタセン分子がどのように分布しているかを計算した結果を示す。ただ

し、入射光のパルス当りのエネールギーは一定としている。ナノ秒オーダーのレーザパル

ス幅の場合、パルス幅がベンタセンの励起一重項状態の寿命 (""-'20ns)に比べて短いた

めに、三重項状態への項間交差のチャンスは一度しかなく、またビーム強度が大きすぎ

て誘導放出が項間交差を妨げるために光の侵入長は比較的長くなるものの三重項状態の

生成効率は低い。図 1に示す計算は、レーザのパルス幅を長くすれば光励起三重項状態

が効率的に生成されることを示唆している。そこで、我々は図2に示すようにビームス

プリッターによりレーザビームを分割し、光路長に差をつけて再び結合させることで、

実効的にパルス幅を増大させる光学系を作製した。そしてパルス当りの光子数を一定と

じた条件のもとで、ベンタセンの光励起三重項電子スピンのゼロ磁場ESR信号強度の
測定を行った(図3)。その結果、レーザのパルス幅とともに信号強度が増大し、、した

がって三重項状態へ光励起される分子の数も増大することを確認した。

Directional 

..:..r一一一L
Sample coupler 

ー(d事d'-----Tフ円守卜ぐ9
てLァ弓~ Freq.Syn 

tuned 副 85MHz -L 
To receiver 

LASER-PULSE REFORMATION ZERO-FIELD ESR 

Figure 2: An experimental setup for zero-field ESR measurements of photかexcitedtriplet state of 

pentacene. 

(a) (b) 

[μsl 

Figure 3: Zero-field ESRsignals of the photかexcitedtriplet state of pentacene measured after ap-

plying laser irradiation with the e百ectivepulse widths of (a) 3 ns and (b) 6 ns. The net pulse energies 

of the incident beams are 3.6 mJjpulse. 

Reference 

[1] Takeda et al. J. Chem. Phys. 117(2002) 4940. 
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lP160 超偏極Xeを利用した!Jグニン誘導体の吸着挙動の研究:

多孔性製剤との比較

(阪大院医・保 l、三重県科技セ工研2)

0木村敦臣 1、中野優美 l、藤原英明 l、小西和頼 2

Adsorption Behavior of Hyperpolarized 129Xe on Lignin Derivatives. Comparison with Porous Materials 

Atsuomi Kimura1， Yumi Nakano1， Hideaki Fujiwara1 and Kazuyori Konishi2 

1) Division of Medical Physics and Engineering， Area of Medical Technology and Science， Course of 

Health Science， Graduate School of Medicine， Osaka University， 2) lndustrial Research Div.， Mie 

Sci. Tech. C 

The hyperpolarized 129Xe-NMR spectroscopy of Xe adsorbed onto the surface of lignin 

derivatives has been applied to investigate the adsorption phenomenon. The sample used 

were Ligno・p-cresol(l，l-bis(aryl)propane type linear polymer， Lig(ψOH)) prepared directly 

from the native lignin in Japanese cypress or cedar wood meal， the methylol 

derivative(Lig(，ψOCH3)) and the o'hydroxy derivative(Lig(ψ，2-0H)). 

The adsorption energy was evaluated from the temperature-dependency of chemical shifts 

of adsorbed Xe and compared with the result of porous silica materials. The adsorption 

energy ranging from -9.2 kJ/mol to ・19.2kJ/molobtained for lignin derivatives was 

significantly larger than that of porous silica materials， indicating the preferred 

gas-containing ability oflignin. Thus， hyperpolarized 129Xe NMR spectroscopy has proven to 

be a very powerful technique to investigate the adsorption behavior. 

[序論] レーザー励起により高感度化された超偏極希ガスを利用した NMR信号検出法は、医

学・工学などの分野での応用が期待されている。本研究では生体投与に必要と考えられる超偏極

希ガスの有効な担体開発のための基礎データ収集の一環として、いくつかの多孔性物質を選び、

Xeガスの吸着特性を調べることとした。用いた試料は、植物由来の新規リグニン誘導体およびシ

リカ系多孔性微粒子である。

{実験]擬フロー型超偏極希ガス製造装置は自作のものを用いた1)0 129XeのNMR測定はVarian

INOVA-400羽TBを使用し、測定周波数は 110.7MHz、1気圧にて行った。サンプルは新規リグニ

ン系誘導体に加え、新規シリカ系メソポーラス微粒子である HMM-3(;'f，回孔径3.0nm)、FSM-16(細

孔径2.1nm，3.0nm)及びシリカ系カラム充填剤であるポリゴーシルを使用し、このサンプルに超偏

極 129Xeを連続的に吹き込みながら NMR測定を行った。測定温度は213、233、253、273、297

Kの5点の温度について行った。リグニン誘導体として用いたサンプルは、スギ及びヒノキのリ

グニンをクレゾーノレ処理したLig(ψOH)である。これにはメチロール化(Lig(ψOCH3))、および

超偏極129Xe、リグ、ニン、吸着挙動、多孔性製剤

きむらあっおみ、なかのゆみ、ふじわらひであき、こにしかずより
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フェノーノレの 2一位に OHを導入したもの(Lig(rp，2-0H))も含まれる。

[結果]各種リグニン誘導体、及びシリカ系多孔性物質に吸着された 129Xeの化学シフト温度依

存性から吸着自由エネルギー(L!E)、及びTl値を評価した結果を表 1に示す。

τ'able 1 _ Adsorption energy(dE) and Tl of adsorbed hyperpolarized 129Xe 

Lig(q>OH) 

Lig(q>OCH3) 

Lig(ゅ，2-0H)

Li豆(ψ・OCH3，2・OH)

Porous silicaa) 

Sample sE(kJ/mol) 

purified from Japanese cedar -19.2:t5.6 
from Japanese cedar -15.2:t0.9 
from Japanese cyp回路 一11.5:t1.9 
from Japanese cypress -9.2:t 1.9 

HMM-3(3.0nm) ー2.10土0.03

FSM-16(2.1 nm) -2.19:t0.21 
FSM-16(3.0nm) -2.45:t 1.25 
POLYGOSIL60(6.0nm) -6.15:t 1.06 
POL YGOSIL 100(1 O.Onm) 一7.25士0.66

POL YGOSIL300(30.0nm) ー9.81土1.07

POL YGOSIL500(50.0nm) ー9.92土0.73

a) The pore diameter is given in the parenthesis. 

b) The value was not determined. 

T， (sec) 
316:t38.1 
614土18.4

2098:t268 
1268:t83 

13.3土1.7

43.1 :t0.2 
770土30

2300:t200 
1930:t50 

[考察}本研究では、リグニン誘導体から構成される有機系多孔性物質における超偏極 129Xeの

吸着挙動に関して、吸着自由エネノレギー差L!Eおよび緩和時間の観点から検討を行い、シリカか

ら構成される無機系多孔性物質と比較した。その結果、リグニン系において吸着自由エネルギー

差L!Eは全体的にシリカ系におけるそれよりも絶対値が大きく、吸着された時の熱安定性が高い

事が分かつた。細孔サイズが大きいほど吸着力が大きいというシリカ系試料での結果から判断す

ると、ここで用いたリグニン誘導体の吸着サイトの細孔径は、ヒノキ由来サンプノレの方がスギ由

来よりも小さく、シリカ系の中では細孔径の大きなPOLYGOSIL500付近に相当することが分か

る。吸着ピークの緩和時間(T¥)に関しても同様に、リグニン系においてシリカ系よりも延長傾向

が認められるが、これは熱安定性を反映したものと考えられる。しかし、リグニン誘導体ではス

ギ由来のものよりヒノキ由来のものの方が長く、このT¥値の傾向は吸着エネノレギーの結果と矛盾

することが明らかとなった。

[結論]超偏極 129Xeを用いることにより、植物由来の多孔性リグニン誘導体、およびシリカ系

多孔性微粒子への吸着挙動を簡便に調べることができた。以上から、効率よい吸着および画像取

得に適当な長さの緩和時間を有する超偏極希ガスの有効な担体を開発するための基礎データを収

集することができた。

【参考文献1

J. Fukutomi， E. Suzuki， T. Shimizu， A. Kimura， and H. Fujiwara， J. Magn. Reson.， 160，26-32(2003). 
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2P161 NMRによる自己拡散係数(Dsel)測定法の高分子混合系への適用

(樹資生堂安全性・分析センター分析研究室

0木村朋子、福原忠雄、小松一男

Application of self-diffusion coefficient (Dsel) measurement by NMR to the selective 

analysis of polymer in cosmetics. 

(Shiseido research center) OTomoko Kimura， Tadao Fukuhara， Kazuo Komatsu 

In the last NMR Meeting， We reported NMR self-diffusion coefficient (Dsel) measurement 

was a useful tool to diagnose the bi-continuous phase or micel1ar solution，and the oil-wax gel 

that is half-solid state in the normal temperature. In this study， we applied this method to the 

analysis of the polymer in cosmetics that was complex mixture of the various materials. This 

method was able to identify the polymer in cosmetics selectively. Furthermore， quantitative 

analysis was achieved by using a standard polymer in capillary as an intemal standard. The 

combination of these two techniques was useful for an easy analysis of the polymer in 

cosmetics. 

【序】

我々はこれまでNMRによる自己拡散係数(Dseり測定法の有効活用を目的に、物性評価

法の応用として種々のミセル簿液、パイコンティニュアス相等の詞親媒性分子会合体や常

温で半由形状態であるオイルワックスゲルの状態解析を検討し、本討論会においてその有

用性を報告してきた。今回はその一環として、化粧品の安定性や使用性等の調整を目的に

配合される増粘性高分子成分をターゲットとして、Dsel値の差、即ち分子量差を利用するこ

とで、化粧品中の低分子成分あるいは高分子成分間士からの選択的分離法や、定量法に

ついて検討した。

その結果、構造が複雑且つ、添加量が微量であることが多いためにこれまで困難であっ

た高分子成分の定性や定量について、毛細管に封入した高分子量の内部標準物質を試

料溶液に共存させて Dsel測定を行うことで可能であることを見出したので報告する。

【実験】

装置は、JNMECA・400(日本電子)・共鳴周波数CH; 399.0MHz)及び、高出力磁場勾

配(FG)発生ユニット(最大磁場勾田発生強度;23.3T/m)を用いた。測定は、 DOSYスペク

トルを測定する基本シークェンスである Stimulated-echo~去にエディーカレントlこよる位相

の舌しれを除去するために、データの取り込み待ち時間(Te)を組み込んだSTE-LED法を用

キーワード:磁場勾配NMR、自己拡散係数、高分子、高分子の分離周定量

きむらともこ、ふくはらただお、こまっかずお
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いて、測定パラメータの基本条件を設定した。試料溶液の調製は、増粘性高分子を含んだ

試料約い20mgを重水に溶解させ、400Cの温度条件で測定を行った。

【結果と考察】

モデル試料として下記の誌料を各々5mg/mL重水となるよう調製し、分離条件を検討した。

①高分子と低分子混合溶液:ヒドロキシエチルセルロースとクエン酸Na

②高分子混合溶液:プルラン(GPC用標準詩薬:分子量;23，700)とカチオン化ヒドロキシ

エチルセルロース(平均分子量;約 350，000)

{1)NMR測定条件の設定

①拡散時間(11):25ms、パルス

長(d):2ms、GradientRecover: 

1ms データ取り込み待ち時間

(Te) :20ms、FG強度:6T/mでクエ

ン酸Naの信号を消去することが可

能であった(Fig.1)。また、②の高

分子同士であっても、主に FG強度

を調整することで、目的成分以外の

信号を消去、分離できることがわか

った。

(2)定量法の検討

Fig.l lH司NMRspectra of Hydroxyethylcellurose and Sodium 

citrate (lower: with FG pulse ;6T/m) 

原理的に分子量差を反映する Dsel値の差を利用して分離する方法であることから、定量

的な扱いとして通常の内部標準法等を用いることは信号強度の減衰等を考慮すると難しい。

このため内部標準物質条件とLては、①強いFGパルスをかけても消去されないこと。②対

象となる高分子試料の信号と重ならないこと。③被検体詰料溶媒に溶解するなどの制約が

ある。これらの条件に合致する汎用的な標準物質の入手は困難であったことから、通常の

増粘性高分子では重複する可能性の少ないメチルシリコンの信 E

号領域(1H:Oppm)を利用するために、水には溶解しない高重合

ポリジメチルシロキザン(DMS:平均分子量:約 52万)の重クロロ

ホルム溶液を毛細管に封入して用いる(Fig.2)ことを検討した。そ

の結果、拡散時間(11):30ms、パルス長(d):1ms、Gradient

Recover: 0.5msデータ取り込み待ち時間(Te):20ms， FG強

度:15T/mの測定条件を用いることでて、プルランとカチオン化ヒ

ドロキシエチルセルロース混合溶液中のカチオン化ヒドロキシエ

チルセルロースの定量性を見出すことができ、そ Fig.2 NMR sample tub 

の再現性も良好であることがわかった。 standard substance Ill capillary. 

Dsel測定法と毛細管内封内部標準物質を併

Internal std. Ill 

Sample solution 

用することで、混合溶液中の高分子の分離・定量ができることを確認したが、本法は分子

量の異なる混合成分系での個々の分離・定量への応用拡大への発展性も考えられる。
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3P162 NMRデータベースBMRBの新しいデータ登録インターフェースADIT-NMRと

蛋白研登録サイトの設立

0中谷英一 1，2、松木陽 1，2、中村春木 1、阿久津秀雄 l

阪大蛋白研¥JS下BIRD2

ADI下NMRas new data deposition interface of BMRB， 

and establishment of deposition site at IPR Osaka Univ. 

OEiichi Nakatani1，2， Yoh Mats由i1ぺH鉱山iNakamura¥ HideoAkutsu
1 

1 Japan Science and Technology Agency， BIRD， 2Institute for Protein Research， Osaka University 

百leBMRB is a database for NMR resuIts of peptides， proteins and nucleic acids， and is maintained by 

BioMagResBank at the University ofWisconsin-Madison. Recently， BMRB is performing the development 

of new data format which were shared Tag-Value sけleof mmCIF of PDB (Protein Data Bank)， and data 

deposition intl釘face(ADI下NMR)was renewed. As the development of s仕ucturalproteゅmicsresearch 

globally， data en出esto BMRB are increasing. We will establish a deposition site of BMRB at PDBj 

(Protein Data Bankjapan) at IPR (In抑制tefor Protein Research， Osaka University)， in fuis autumn to make 

fue IPR site as accept in the Asia and Oceania area. We wouId like to in佐oduceabout ADIT-NMR as new 

d句ositioninterfa回 ofBMRBand血edeposition processing system at PDBj site in IPR. 

I新データ登録インターフェイス】

BM阻では、BM悶独自の形式で情報を

記述する従来の NMR-STARVersion 2.1 

から、 PDBのmmCIFと多くのタグを共

有したVersion3.0にデータ形式を移行す

るための開発が進行している。

登録インターフェイスもまた一新され、

PDBの ADITシステムをベースとした

ADIT-NMRの開発が行われ、現在のとこ

ろ旧登録システムと共に公開が行われ

ている。 ADI下NMRでは Time-Domain

データの登録も可能となり、そのような

データを使用した新しい研究の活発化

が期待される。
Fig.l A view of ADIT-NMR which is new deposition interface of BMRB 

URL:加。，/Ib即 'badit.orotein.Osaka-u. ac. iolbmrb・adit/

キーワード :BMRB、NMRデ}タベース、生体高分子、 ADIT-NMR、登録サイト

なかたにえいいち、まっきょう、なかむらはるき、あくつひでお
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[IPR-PDBjのBMRBデータ登録サイト設立}

日本およびアジア地域の研究者からタンパク質の NMRデータの登録を受付け、データベース化

を行うためにIPR内のPDBjにデータ登録サイトを設立する。 BioMagResBankで開発されたソフ

トウェアを使用した、登録オペレ}ションシステムの体制を整える。本登録サイトではADIT-NMR

および新システムを使用した登録処理業務を行う予定である。

畳録者

研究データ

の入力
壷録者によるデータの確認、

ADlT-NMR 
畳録インターフェイスを介した

登録データの提供

百lef10wchart ofBMRB da旬depositionprocedure at PDBj d巴:positionsite in IPR. 

本サイトでは研究者に対してNMRデ}タをBMRBに登

録すること支援するために、 ADIT-NMRの登録方法につ

いて記述したデータ登録ウェブ、マニュアル(日本語)

再整備を行った。ここではNMRデータを登録するため

のNMRパラメータファイルの作成方法や登録インター

フェイスの使用方法について説明が行われている。

の

Fig.2 The top page of BMRB data depωition web manual 

wruch is writ加1in Japanese. 

URL:h針。://bmrbdeo.orotein.osaka-u.ac. Io/manua1ωo.h泊11

Fig.2 
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近年、年間 300件を越える登録が

BMRBに対して行われており、今後

もこの基調が変わることなく推移

することが考えられる。登録に記述

された引用情報から、登録総数に対
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lP163 複素データの解析によるパルス幅検出ツールの改良

日本電子株式会社 O山崎千春、高杉憲司、栗本智充

Improvement of Pulse Width Determination Program with New Algorithm to 
Analyze complex spectra 
JEOL Ltd. OChiharu Yamasaki， Kenji Takasugi and Tomomitsu Kurimoto 

We reported an algorithm determining 90・degreepulse width with a nonlinear least square 
curve-fitting in the last meeting. This algorithm was improved by using complex integral cif NMR 
spectrum. Analysis based upon both real and imaginary spectrum is related to Hilbert transform. 

多核 NMR測定などのマルチパルス系列を必要とする実験において、良好な感度の NMR信号を得る
ために、適切に校正されたパルス幅に基づいた測定は非常に重要である。
昨年、我々は非線形最小自乗最適化計算によるパルス幅の決定方法について報告を行った。これまで
の方法は、 Nutation実験(パノレス幅を変化させて行った実験)から得られた一連のスベクトルを適切に
処理し、その結果について非線形最小自乗最適化計算を行うことにより、目的としたパルス幅を決定
するものであった。
今回、我々は位相補正処理を不要とした非線形最小自乗最適化法を開発し、最適なパルス幅を得るこ
とができたので報告する。

NMR法では、ある周波数に対する共鳴の強度をスベクトルとして得ているが、このときの共鳴周波数
は共鳴エネルギーに比例する量である。したがって、共鳴エネルギーの分布はそのまま共鳴周波数の
分布になり、その実数部の分布は偶関数で表される分布をとる。
このとき、 NMR法で観測する複素スベクトルの実数部 (fi.x))と虚数部 (g(x))は次式のようにヒルベル
ト変換で表わされる(ρはコーシーの主値積分)。

g(x) f(x)事
7r X 

i" f(t) 
':"'TI ~dt 
πι∞X-f 

したがって、虚数部スベクトルと実数部スベクトルとは積分と微分の関係にあり、実数部スベクトル
が偶関数のとき、虚数部スベクトルは奇関数になる。一般的に得られたスベクトルは偶関数で表わさ
れるピークの重ね合わせとして表すことが可能なので、実数部と虚数部が偶関数と奇関数であるとい
う関係は全てのスベクトルに対して成り立つ関係である。さらに、このスベクトル強度が規格化され
ている場合、スペクトルを積分した値は、

[f(抑 =1

[g(抽=。

となり、実際に観測したスベクトノレC!(x)，g(x))の位相が戸だけずれていた場合を考えると、

片付okpo)Sin(po))(f(xyMh)+g州川
g'(x)) l-sin(po) cos(Po)) 19(x)) l-f(x)sin(po)+ g(x)cos(Po)) 

となる。

キーワード 90度パルス，ニューテーション，非線形最小自乗法，位相補正，ヒルベルト変換

やまざきちはる，たかすぎけんじ，くりもとともみつ
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よって、位相補正を行っていないスベクトノレ(f(x)，g(が)の積分値は、

f./'(x収x榊 = 州 Poω0J ) L f六仰(いx抑 + 叫 p仇ω0ρ).[g以仰(いx抽 = 州 Poω0)' [1パ仰削(収ωx吟)

[gピ'(加= 一→sin州i加n(ωp九ω0ρ)'.[f六仰(いx抽 + 討m州n(伊Poω0)'[g以仰(いx抽 = 一州p仇ω0ρ).[1パ均削(いωx功)
となる。

このとき、上式中の積分項は、観測対象の磁化
に比例する量であり、観測対象の磁化が同種の
時は、強度の違う同種の磁化に対する実数部分
と虚数部分を積分した値を複素平面上にプロッ
トすることにより、磁化の大きさを定量するこ
とができる。
つまり、実数部分の積分値を横軸、虚数部分
の積分値を縦軸としてプロットした直線の原点、
からのe距離が、対象としているピークの強度に
比例する値であり、この値はこれまでの方法で
手動による位相補正を行って実数部分の積分値
をとった場合と同値をとることになる。
図 1は、実際にパルス幅を変化させることによ
り得られたNutation実験の結果であり、図2は、
このスベクトルの実数部分の積分値と虚数部分
の積分値を縦軸・横軸としてプロットしたもの
である。

このように、Nutation実験の結果得られる積分
値は、同一直線上にあらわれ、この直線上の位
置に対して非線形最小自乗最適化計算を行うこ
とにより、位相補正を行わずにパノレス幅の決定
を行ニうことができる。(図 3)

Fig. 1 The results of nutation experiments acquired 
with various lH pulse width. Each intensity with 
varied pulse width changes along the equation措I
we reported in the last year's meeting. 
※1 

ょ=Asin(ぽ+伽P(ーを)+D
It :Intensity with pulse width t 
A，B， G，D， (J): Constants 

Fig.2 The plot of integral values of 
the results in fig.l. X and Y value 
for each point cゅrrespondsto the 
integral value of real part or 
imaginary part in the results of 
fig .1， respectively. 

Fig.3 Fitting results with the method we reported in 
the last year's meeting， The positions in fig 2 were 
considered as intensity with each pulse width. 
From analyzing with the equation※ 1， optimal 90 
degree pulse width was determined as 6.57443us 
successfully. 
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高
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高
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骨
混

(さ)
サソリ毒ペプチド
サリノマイシン
サンプリング
細孔
細胞
細胞壁溶解酵素
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l阿部責
IP130* 
lP031* 
lP055 
2P128 
3P120 
3P126 

3L3 
1問79
3P075 
2PI37 
l開 19女
2PI04 
3PI05 
lP099女
l問67
IPI57女
IP147女
3LI 
3Pll1 
2P155 
3P138 
3P138 
3L8 
3LI2 
1問22*
2問29
2凹62
3P087 
IPI08* 
lPI09女
2PlIO 
lP115 
2P1l6 
IP1l7女
2P119 
3PI20 
3PI23 
2P125 
IPI27女
IP130* 
3PI32 
IP133女
3PI35 
IP136女
lP139 
2P146 
3PI53 
3P156 
2P122 
2PI22 
3Lll 
3P075 
IP145* 
2PI13 
2PI43 
3問03
1問 61

ゲル
ゲル
計算化学
結合部位
結晶構造
結晶多形
原子間距離

(こ)
コールドシップ
コールドスプレーイオン化質量分析

コ1¥ク，
ゴム
コリネバクテリウム
コンパク卜
コンパクト
コンパクト MRI
コンホメーション解析
極低温NMRプ日一ブ
極低温プロープ
小麦匪芽抽出物
国体
国体
固体I3CNMR
固体 15NNMR
固体NMR
固体NMR
固体NMR
固体NMR
面体NMR
固体NMR
固体NMR
固体NMR
固体NMR
国体NMR
固体NMR
固体NMR
固体NMR
園体NMR
固体NMR
固体NMR
固体NMR
固体NMR
固体NMR
固体NMR
固体NMR
国体NMR
固体NMR
国体NMR
固体NMR
固体NMR
国体高分解能 13CNMR法
固体高分解能29SiNMR法
国体高分解能NMR
固体高分解能NMR
固体高分解能NMR
固体高分解能測定法
固体相関 NMR
枯草菌
交換速度



三次元構造 l開55 スピンラベル l問52
酸化還元電位 lL3 スピン拡散法 2問62
残余双極子結合 1開46女 スピン緩和 3問48
残余双極子効果 lL9 スピン結合定数 lL10 
残余双極子相互作用 l問25女 スピン結合定数 2問 14

スペクトJレシミュレーション 2PI40 
シグナル完完{全全し帰帰) 属 l問01* スペクトルの折り返し 3町06
シグナル完帰属法 lL7 スペルミジン 2問 14
シス・トランス異性体 1問73* 水素結合 1町79
ジスルフィド結合 2凹38 水素結合 3P135 
シトクロムc lL3 水素結合 2PI46 
シミュレーション l問94 水素結合ドナーの酸性度 3PQ60 
シム 3P105 水素結合を介したJ結合定数 3問60
シュミレーション 2凹80 水中接着タンパク質 3刊行
シラノール l問 82女 水和水 2P017 
シリケートゲル 3問78 (せ)
四極子 lP1l2* セルロース 3P120 
四極子核 3Pll1 ゼロボイルオフ 3L3 
四極子核 lP145女 正孔輪送材料 lP133女
四極子核NMR 2P155 正孔輸送材料 lP136女
脂質二重膜 3問42 赤色光受容体phytochromeB 2問41
脂質二重膜 2Pl19 接合伝達 2問05
脂質二重膜 lP127女

折線返形解し析
lL14 

脂質膜 3問87 lL8 
脂肪分布 2PI04 線形解析 3問 81
時間強度平均 3Ll2 線虫 2問38
磁気異方性効果 2P074 選択的プロトン標識 1問46女
磁場プロファイル lP154女 選択的緩和法 l問67
磁場勾配NMR 3LlO (そ)
磁場勾配NMR 1阿部女 双極子相E作用 2P116 
磁場勾配NMR 1阿部女 相互作用 l問 16女
磁場勾配NMR 2P161 相互作用 3凹90
磁場勾配NMR法 3P084 相互作用解析 3問 27
自己拡散係数 2開 83 稲互作用解析 1問 58*
自己拡散係数 2P161 相対論的効果 3凹93
自己触媒反応 3P126 相転移 2P125 
自動最適化 2P002 相同 DNA組換え 2問 59
自動測定 2P002 測定パラメータ 2問02
自由体積 2P137 {た)
修復 l凹 16女 ダイナミクス 3P135 
重水素NMR 2P140 タンパク 3伺0プロジェクト 3L2 
重水素化 l開46女 タンパク質-DNA相互作用 2問29
重水素交換 3開09 タンパク質安定性 lL7 
重水素標識 lL4 タンパク質合成 3Ll 
準秩序構造 lP118女 タンパク質微結品 2問29
常磁性NMR lL3 タンパク質溶液NMR 2問02
常磁性NMR 3開45 多チャンネル 2P152 

常磁性緩緩和 l開04女 多核国体NMR 3L7 
常磁性和 2P140 多核種NMR 2PlOl 
蒸発量 lP148女 多核多次元NMR 2問02
色素配位 3刊 12 多孔質微粒子 lP160 
食品 2P104 多孔性金属錨体 lP139 
食品 3PI05 多次元NMR 3問06

新規フプォールド 3P063 多次元NMR 3問 18
神経ペチド lP037女 多次元NMR 2開41
神経伝達物質 3L5 多次元NMR lP1l5 

(す) 多変量解析 2問 92
スターポリマー lP085女 多変量解析 2PI07 
ステロイド 1開79 唾液 3問 90

qδ 
氏
U



対数正規分布 3P090 同時計測 3L5 
代謝物プ口ファイリング 2開92 同時測定 2P158 
代謝物プロファイリング 2P107 (な)
大腸菌発現 l問 10女 ナノチャネル l問82*
単斜品 2P128 ナノ原棄チャンネル 3LlO 
単離不可能 l問70* 内部回転 2P071 
炭化水素鎖間の引力的相互作用 3問66 難溶性タンパク質 l問01*
炭窒化ほう素 lP145女 (に)
霊白質 lL8 ニューテーション lP163 
蛋白質 IL9 二次元スピン拡散固体NMR法 2問26
蛋白質 lL11 二次元スピン拡散固体NMR法 l問28*
蛋白質問相互作用 ILII 二次元二量子NMR 3L8 

(ち) 二次元ニ量子NMR 3P132 
チャンネル lPI30女 二次元二量子NMR lP133* 
チャンネルキャピティー l問88女 二次構造 3問33
チロシン IL8 二次繕造 lP1l2* 
置換基効果 3P060 ニ量子遷移 3問90
遅延時間 lL14 二量体形成 2問35
中間体 lP070女 日内変動 3開90
中性子結晶構造解析 2問 17 (ぬ)
超プロトン伝導 2P146 ヌクレオソーム 3開21
超高速測定 3問06 (ね)
超高速測定 2P158 熱安定性 lL3 
超小型プロープ 3P153 熱安定性 2問53
超伝導磁石 3P150 熱処理 3P129 
超偏極 3問 81 熱膨張係数 2PI37 
超備極 2開 86 熱励起構造 3問48
超偏極 2P149 粘土ゲル 2開77
超偏極 lP160 (の)
超偏極Xe 3L7 脳 2P101 
超偏極Xe-129 l凹 07* 脳機能計測 2P149 
超偏極Xe-129 lPl00女 脳機能診断 2P098 

{て) 脳血液関門 3L4 
データベース 3開69 脳血流 lPl∞* 
データベース 3P162 脳血流計測 3L6 
デザイン 2開 11 脳組織縦緩和時間 3L6 
テルペン 3問75 (は)
テロメア lL5 パイセル lL10 
子口メア 1 PO'iR合 パイ.f711/ ~POR7 

低コスト l 凹 19女 ハイブリッド磁石 lP154女
低周波核 3Pl44 パイ共役系高分子 lP121 * 
低周波数核種 3P156 バクテリオクロロフィルc 2問62
低濃度 lL7 パケット積分 2四92
鉄の恒常性 2問08 パナジウム l即日
鉄硫黄タンパク質 3P054 パルスジヱネレータ 2P152 
転写 3問27 パルス磁場勾配 2即77
転写 lP040女 配向脂質二重層膜 2開23
転写因子 3問36 配向試料 3L9 
電子構造 l問31女 配座解析 lLlO 

(と) 配置 l問'52
トリグリセリド 3P066 白質病変 2問98
糖タンパク質 lL2 半整数スピン 3Pl14 
糖鎖 lL2 (ひ)
動動的核偏極 3P159 ヒト匪子 lP103* 
的構造 2問71 ヒルベルト変換 lP163 
動的構造 2Pl19 光センサー lL1 
動的構造 lP127女 光ポンピング 2P149 
動的膜結合構造 1凹22* 非金属タンパク質 l開04*
同位体標識 l開 10* 非品材料 3L8 
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非晶材料 3P132 芳香族溶媒 3問66
非品材料 1P133宮崎 芳香族溶媒 2問74
非線形最小宮乗法 1P163 (ま)
微小管 3問33 マイクロコイJレ 3L9 
微生物産生高分子 3P138 マイクロコイル 3P153 
微量サンプル 3L9 マイク口化学システム l開 82女
表面ヒスチジン l問04女 マウス cDNA 2問44
病態解析 2P107 マグネット 1P148女
品質管理 1L2 マジック角試料回転 1P108女

(ふ) 膜タンパク質 3問 12
フィトクロム 1L1 膜タンパク質 1P117女
フィブロイン 3開 36 膜環境 l問52
フィjレタ 1L14 膜蛋白質 2問08
フーエリスペクトル法 l 問91 膜表在性タンパク質 lP127* 
フォールテ'ィン夕、 3問 09 膜表在性蛋白質 2P119 
フォールディング 2POll ビ(み)
フジツボ 3問 15 ミオグロ ン 3開45
プロテクション因子 3P009 ミトコンドリア 2問59
プロトン拡散 2P146 ミトコンドリア内膜 2開08
不均一構造 l問28* 水ガラス 2P122 
不溶化 3P129 水分子 3L4 
部位特異的安定同位体ラベル 3P123 (む)
複素環 lP067 無機固体酸 2P146 
物理吸着 lP141宮崎 無細胞 3L1 
分解能 1L13 無細胞タンパク質合成 1L4 
分子運動性 lP124* 無細胞タンパク質合成 lL7 
分子聞パッキング 2P134 無細胞タンパク質合成 3L2 
分子間構造 2P113 無細胞タンパク質合成 1問01女
分子間相互作用 2問74 無細胞タンパク質合成 3問39
分子間相互作用 l問94 無細胞タンパク質合dロ』成 2問50
分子軌道法 l問94 無細胞タンパク質成 3問 51
分子認識 lP139 (め)
分枝状アルカン 2問74 メタボローム 2開92
粉末X線解析 lP139 メタボローム 2P107 

(へ) メタン lP088* 
ペプチド 2凹 11 メチル化DNA結合タンパク質 lP061 
ペプチド 2PI10 

モデルペプ(チもド) ペプチド lP1l2女 3P123 
ペプ平~ ヲPll1 ヰニ11.，ヴすロヲー ヲPl11

ペプチドグリカン 3開03 {ゆ)
ペプチド結合d同』 2開 17 有機EL 3L8 
ペプチド結 l問73宮崎 有機EL 3P132 
ヘムタンパク質 l問 31女 有機EL lP133女
ペルオキシソーム l開43宮崎 有機EL 1P136女
平均自乗拡散距離 3L10 有機無機複合素材 2P122 
平衡共振回路 1P151女 誘電損失 1P157女
平衡定数 l開07女 誘電率 lP157* 

(ほ) 揺らぎ lP154女
ホヤ lP055 (よ)
ポリ(ふりジン) 3P138 溶液NMR 2問05
ポリ(アルキルプロピオレート) 2四71 溶液NMR 3開 12
ポリアクリル酸 2P122 溶液NMR 2問 32
ポリアミド 2P131 溶液NMR 2即日
ポリエチレン 2P128 溶溶液液構造 3P033 
ポリエチレンテレフタレート 3P132 構造 1問79
ポリフェニレンエーテル 3P129 溶液構造解析 2開41
包摂化合物 3問78 溶血活性ペプチド 1問22女
包摂化合物 3問 81 溶媒効果 1問73女
芳香族ポリイミド 2P134 溶融結品化 2P131 
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弱い相互作用 2P014 
(ら)

ラクタム l問73*
ラクトフェリシン 3問42
ラメラ構造 3P123 

リガンド結(合り) 2問 35
リグニン誘導体 IPI60 
リゾチーム 3P009 
リボソーム蛋白質 3問24
リンカーヒストン 3問21
立体化学 2問68
立体構造 3即日
立体構造 3問30
立体構造 2問32
立体構造 2P038 
立体構造解析 3問 18
立体構造解析 2PI1O 
立体構造決定 1L4 
立体整列同位体標識 1L4 
立体配座解析 2開 14
量子化学計算 3L8 
量子化学計算 lP136女
臨界挙動 IPl21女

レーザパル(スれ整)形 3PI59 
レクチン lL2 
レチノイン酸 l問67
連鎖構造 2Pl43 

(ろ)
漏洩磁場 3L3 

(わ)
ワトソンークリックAT塩基対 3問60
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著者索引 阿久津秀雄 l問25* 石丸臣ー 2問 89
阿久津秀雄 3LlI 泉頭也 2問50

(アルファベット) 阿久津秀雄 2問62 泉顕也 l開34女
T，nnilaA. 2L2 浅川直紀 l開91 板倉直久 2PI40 
ArtoAnnila 3問96 浅川直紀 lPI18女 伊藤勲 2PI55 
Blanca Lopez-Mendez 1開97 浅川直紀 IPI21宮崎 伊藤聡 IP148女
Caminci P. 2凹44 朝倉克夫 2問02 伊膝允好 l即日
David Wrighl 3L6 朝倉克夫 2問50 伊藤有希 3PI26 
Dimtri G Fedorov 1四94 朝倉哲郎 3L9 伊藤隆 2問29
Fredriksson K. 2L2 朝倉哲郎 l問28女 伊藤隆 l問 13女
Wol合副nGronwald lL8 朝倉哲郎 2開 23 伊藤隆 2開08
Wolfgang Hengslenberg lL8 朝倉倉哲郎 2P026 伊藤隆 l問1，6女
Jeff Kershaw 3L6 朝哲郎 2P113 伊藤隆 2問59
Hans Robert Kalbilzer lL8 朝倉哲郎 3P123 伊藤隆 ILll 
Khelrapal C‘L. lL6 漫沼三和子 1冊目 伊緩佳孝 3P150 
Kimmo Paakkonen 3P096 浅野敦志 2P122 稲岡斉彦 l開52
KumarP. lL5 浅見由美 1開67 稲垣冬彦 l問46女
Eriks Kupce IP115 朝山宗彦 3問 54 稲垣冬彦 3問30
Li Dai 2問32 芦田淳 lP1l5 稲垣冬彦 3開54
Louhivuori M 2L2 芦田淳 3P156 井上仁 l関口実
Markley J.L. 2L7 芦田淳 1問28女 井上仁 l開 16*
Marta Andrianlsiferana 2P032 安達裕子 l開07女 井上真 l開34宮崎
Michael Willi町田on 2問23 阿部孝政 2開44 井上真 3開63
Nagana Gowda G. A lL6 阿部孝政 l開34女 井上真真 3問39
PermiP. 2L2 阿部千景 3問45 井上 2凹50
Peler Gunlert 2問 95 荒川貴博 2問44 井上真 3凹 51
Peler Gunlert 2開44 荒木望嗣 2POlI 井上真 2開65
Peler Gilntert 3L2 有福和紀 2問 92 井上真 2開44
Peler Gunlert lL4 有福和紀 2P107 井上真 1開64
Peler Gunlert 3開96 安藤勲 2L6 井上義義夫 1問91
Peler Guntert 1凹 97 安藤勲 3L10 井上夫 lP118宮崎
Reay Paul lL1 安藤勲 l開85宮崎 井上義夫 lP121女
Tjandra N. 2L4 安藤勲 lP088女 井上良三 3P126 
Yi-JanLin 2問05 安藤勲 lP130女 猪股晃介 1開61
カーショウジェフ 2P149 安藤勲 2凹 23 今回悌三 3L9 
ライトデービッド 2P149 安藤勲 3開84 井村桂子 3凹 90

{あ行) 安藤勲 3P123 入江一浩 2Pll0 
相沢智康 2凹 38 安藤慎治 2P134 岩崎了教 l開58宮崎
相沢智康 3開 36 安藤慎治 lP124女 岩下孝 2P032 
相見敬太郎 2P134 安藤慎治 2P125 岩下由紀 lL4 
相見敬太郎 lP124食 安藤聖子 2P137 岩波健太郎 3問45
栢見敬太郎 2P125 飯島隆広 IP142女 岩本典子央 3L4 
相根岳志 2凹 14 飯島隆広 IP145女 岩谷奈子 3P033 
青木雅昭 lP034女 飯島隆広 lP154* 上釜奈緒子 lP127宮崎
青木雅昭 3問 39 飯島隆広 3Pl11 上釜奈緒子 2P119 
青木雅昭 2凹 65 飯田奈智子 1開99* 植木龍也 l問 55
青木雅昭 3P063 飯塚靖子 2P053 植草協子 2問92
青木雅昭 3P051 五十嵐昭 3P129 植草協子 2PlO7 
青木雅昭 2P044 五十嵐昭 2P131 上杉晴ー lL5 
青木雅昭 l問64 井倉真由美 2P056 上回貴洋 lP141宮崎
青木雅昭 2問50 池田泰久 2P077 上田昌史 l開70女
青木陽ニ 2P140 池田龍一 3Plll 上野隆 2問47
明石知子 l開58女 石井毅 2即日 上林正己 l開94
赤木香予 2P041 石川冬木 lL5 上原宏樹 2P128 
赤坂一之 3凹 48 石川麗 3P060 上原宏樹 3P129 
赤坂一之 lL8 石幡逸子 lP004女 上原宏樹 2P131 
秋庭健吾 2問 62 石田信昭 2PI04 上山毅 IPl00女
阿久津秀雄 3P162 石津浩二 l間目安 鵜津淘 1L12 
阿久津秀雄 IP108女 石部聡子 2P029 字国広子 3問27
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宇津津慎 3PI05 小野克輝 3開21 川村出 IP1l7宮崎
内海博明 l 開70女 小野真也 lPlO3女 川村純司 2問26
内海樽明 lP079 小野裕嗣 3P135 神成さらら lP151女
梅田雅宏 2P098 小原収 3問39 菅野巌 2P149 
梅山万左子 3開42 帯田孝之 2問56 菅野巌 3L6 
江川文子 2凹62 {か行) 木川隆則 3L2 
江口太郎 lP141女 甲斐荘正恒 IL4 木川隆則 l問34*
榎圏能章 IL5 甲斐荘正恒 3L11 木川陸奥IJ 3問39
遠藤一央 2P140 甲斐荘正恒 IPI08* 木川隆則 2凹44
遠藤斗志也 2問56 甲斐荘正恒 2P005 木川隆則 2問50
遠藤弘 l問64 甲斐荘正恒 3開60 木川隆則 3P051 
速藤弘史 3Pl26 香川晃徳 3Pl59 木川隆則 3開63
遠藤弥重太 3L1 柿谷吉則 2P062 木川隆則 l問64
大石修 2Pl52 笠井信幸 lP040女 木川隆則 2阿倍
大石徹 2P014 笠井信幸 lL9 菊地淳 lP147* 
大木出 lP040* 笠原浩司 3PI02 菊地淳 lP157女
大木出 l問61 梶弘典 3L8 菊池慶実 l即時女

大木木忍 1P154* 梶弘典 1P133女 岸本直樹 IP145女
大忍 lP142女 梶弘典 IP136女 奇世媛 3P102 
大木忍 3PllI 梶弘典 3P132 北浦和夫 l問94
大久保征治 2P020 加治屋勝子 3問87 北川進 IP139 
大窪貴洋 2開77 春日久栄 2問68 北川宏 2問89
大久保忠恭 3問24 片岡正和 3問 18 北川勝浩 3P159 
大郷耕輔 l問28* 片岡義朝 lLll 北野実智子 l開01*
大郷耕輔 2P026 片平正人 lL5 北原亮 3問48
大竹陽介 IPI03* 片山由貴子 lP034* 北森武彦 lP082-，1町
大塚昭弘 IP148女 加藤悦子 3P120 木塚三津子 3PI23 
大塚昭弘 3L3 加藤悦子 lL1 木吉司 2問50
大友証宇 3開 12 加藤悦子 3P054 金善美 3L1O 
大友征字 l問lO女 加藤悦子 2問41 木村教臣 lP160 
大貫裕之 i開34女 加藤健一 3問03 木村敦臣 2問 86
大野曜吉 2開92 加藤晃一 1L2 木村敦臣 1P100女
大野曜吉 2PlO7 加藤晃一 l問43女 木村敦臣 1問07女
大橋淳史 lP130女 加藤静恵 3問 54 木村朋子 2P161 
大橋淳史 3開 84 加藤博章 l問43女 木村友美 3問57

大橋粛竜 IL5 加藤祐子 2問 80 木村英昭 3P075 
大橋太郎 2PI10 加藤祐輔 2P038 木村英昭 lP031女
大平学 1P121 * 金漂健治 1P094 木村英昭 1L3 
大嶺将人 1P117女 金子暁里 2問 86 木村雅也 3問09
小笠原富夫 3L1 金子暁里 l問07女 日下康成 IP136女
開田あずさ 3PlO2 金田晃一 3刊03 工藤正人 l問 10女
岡田芙美 1P099* 金橋康ニ 2P143 工藤倫子 lL5 
岡田雅司 lP127女 金橋康二 3L7 国本浩喜 3P138 
岡田雅司 2P1l9 金橋康二 3PI44 窪田健二 2問53
岡村英保 lP058女 狩野圭子 2P128 熊木康裕 3開36
岡本邦彦 3問09 鎌足雄司 I問34女 熊木康裕 2問38
岡本茂 2PI37 上口憲陽 1P085* 熊漂茂則 3問87
岡本大 3P114 紙野圭 3刊 15 久米田博之 3問54
小川誠二 2L8 上平美弥 3P126 倉科昌 3問 81
萩野孝史 3P090 亀田篤司 2P035 倉島かおり 2P008 
奥居徳畠 2P125 亀田恒徳 3PI35 倉光成紀 3問24
奥井良夫 lP148女 亀田恒徳 lPlO9女 菜崎敏 2開 80
小椋賢治 3刊30 河合純 2開44 栗本智光 1P163 

小椋椋賢治 lP046女 河合剛太 3凹57 栗本智充 2問02
小賢治 3開54 川口恭輔 3問36 黒木重樹 l阿部*
小此木美智 2P113 川瀬泰司 2P026 黒木重樹 3L10 
尾瀬農之 2P056 河野敬一 2P047 黒木重樹、 3P084 
小野品 3P060 河野敬一 2開38 黒木重樹 lP130女
小野明 IL4 川原俊一 3開 60 黒木重樹 l阿部*
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黒津卓三 2P122 小松千江子 3開 18 清水光弘 3問 21
桑原大介 3P114 小松千江子 l凹 01* 下池田勇一 lP151 * 
桑原大介 2P155 駒野照弥 2問 05 下竹敦哉 1開61
小池薫 2P107 1 木南英紀 2問47 荘司額 lP112* 
小池薫 2問 92 古明地勇人 l開 94 荘司顛 3問75
小池芳雄 3問 78 古家野宏行 3P114 白井文晴 2問68
神田大輔 2凹 56 小山泰 2問 62 白川昌宏 2Ll 
合田名都子 3問 33 近藤靖 3L6 白川昌宏 1問 37女
河野隆英 2開47 (さ行} 白川昌宏 3問 33
河野俊之 lL7 才川和也 3P030 白川昌宏 l問61
河野俊之 l問04食 斎藤一功 3L3 白川昌宏 3P102 
河野俊之 2問 53 膏藤公児 3L7 白川昌弘 l問04女
河野俊之 1開 52 膏藤公児 3PI44 白水美香子 l開34女
河野俊之 3開 18 欝藤公児 2P143 白水美香子 3L2 
河野俊之 l開01* 斉藤講平 2問 50 白水美香子 3問24
河野俊之 3Ll 斉藤講平 l問 34宮崎 白水美香子 2問 65
甲野裕之 3P120 費藤隆通 l刊76 白水美香子 3問 63

甲本本忠史 2P128 斉藤肇 3開 87 白水美香子 l問64
甲忠史 3P129 斉藤肇 lP117女 白水美香子 3P039 
甲本忠史 2PI31 酒井伸也 2問41 白水美香子 2開44
後関和孝 3開 12 酒井伸也 lLl 白水美香子 3開 51
古久保哲朗 3PI02 坂本恵子 3開09 白水美香子 2問50
小暮広行 2問53 坂本泰一 3問57 秦旭栄 2開 65
越野広雪 3問69 樫井一正 2開 35 神藤平三郎 3開 21
越野広雪 3P150 棲井智司 l開70女 神藤平三郎 2凹 20
小柴生造 3問39 樫井博 l開40* 榛葉信久 lLl3 
小柴生造 2問 50 笹川拡明 1問43* 榛葉信久 1開 19*
小柴生造 3即日 佐々木千鶴 3P138 須貝真理子 3問 18
小柴生造 2凹44 佐藤和志 3開 12 菅瀬謙治 2問 32
小柴生造 1問 34* 佐藤衛寛子 3問 69 杉浦員喜子 l問67
児嶋長次郎 lLl4 佐藤 l開 58女 杉沢寿志 lP151女
児嶋長次郎 3問60 佐藤満 lP085* 杉田多喜男 2P119 
児嶋長次郎 3問03 三本木至宏 lL3 杉原文徳 3P102 
児嶋長次郎 2P041 塩田浩平 IP103女 杉森望 lL4 
児嶋長次郎 l凹04女 敷井和彰 lP079 鈴木秋弘 l凹 31女
小菅哲 1問 10女 志田敏夫 3問 03 鈴鈴木柴一郎 1問 19女
巨瀬勝美 3PI05 志田裕幸 2P131 木咲良 2P020 
巨瀬勝美 1凹 99女 志田裕幸 3P129 鈴木知彦 3開45
巨瀬l勝美 lPI03女 品川麻衣 l 問 19* 鈴木壮幸 3問 87
小関佑 2P125 篠崎一雄 1問 34* 鈴木悠 2問23
小塚心尋 2問71 篠崎一雄 3開 51 鈴木倫太郎 3問 15
後藤敦 lP154女 篠時一雄 2問 50 鈴木倫太郎 lLl 
後藤敦 lP142* 篠崎一雄 2開65 住本英樹 3凹 30
後藤敦 3Pl1l 篠原和也 3P078 清宮恭子 3凹 57
後藤祐児 2問35 志野英雄 lP151女 瀬尾芳輝 3L4 
小西和頼 lP160 柴田武彦 2P008 瀬川新一 3開09
小西由紀 lL5 柴田武彦 2問 59 関英子 1開 34女
小林学 3問66 柴田武彦 lP013女 関英子 2問 65
小林邦子 3P018 柴田武彦 lLll 関英子 3開 39
小林邦子 lPOO1宮崎 柴田武彦 2問 29 関英子 3開 63
小林俊達 2開 41 柴田武彦 l問 16* 関英子 3問 51
小林俊達 l凹04女 柴田洋之 lP043女 関英子 1問64
、林直宏 lP055 嶋田一夫 2L3 関英子 2開44

小林正幸幸 3問 12 嶋田純也 3P132 開英子 2問 50
小林正 l凹 10* 清水禎 3Pl11 関口順一 3開03
小林祐次 3問 24 清水禎 lP154女 関宏子 l開79
小田山輝泉 2問 71 清水禎 lP142女 関原明 l問 34女
小松一男 2P161 清水禎 lP145女 関原明 3問 51
小松一男 2凹 83 清水真人 3Ll 関原明 2開 50
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関原明 2P065 丹所正孝 1P145* 虎谷秀一 lP022女
瀬戸治男 3P072 千葉かおり 2開 17 鳥飼真之介 3問30
千本木裕 2問08 千葉かおり l 開 73* 鳥津拓也 1L4 
徐みんす lL5 陳偉奔 2問98 (な行)
染谷龍彦 3問57 中燦利一郎 3開75 内藤品 l問22宮崎

(た行) 越農好華 l問34女 内藤晶 3L12 
太虎林 lL3 塚田美 3問75 内藤品 3問42
大道寺謙悟 3P126 塚原剛彦 1P082女 内藤晶 3問 87
国井真由理 lL4 塚本直樹 lP133女 内藤晶 lPl17女
高杉憲司 2問02 塚本直樹 3L8 内藤晶 3P126 
高杉憲司 3P006 塚本直樹 lP136* 内藤成弘 2PI04 

高高杉憲司 2P050 月回承一郎 3L4 内藤猛章 l問70*
杉憲司 2P158 辻暁 3問 87 長尾聡 1開31*
高杉憲司 1P163 辻暁 2P119 長尾祐樹 2問89
高野誠 1Ll 辻暁 lP127女 中越雅道 l問70宮崎
高野誠 2開41 辻暁 1P1l7女 中津靖元 3P123 
高橋政三 3開90 辻田義治 2P137 中津靖元 2P023 
高橋大樹 lP108女 辻本拓哉 l刊 25女 中津嶋靖元 2P1l3 
高橋雅人 lP147女 津田栄 2開38 中醸朗 2開32
高橋雅人 1P157* 土固有紀 2P020 長島敏雄 3問63
高屋展宏 lP106* 土屋征司 1L4 中筋一弘 2凹89
高屋展宏 3L5 堤遊 1問73* 中谷英一 3P162 
高屋展宏 2PlOl 堤遊 2問 17 長土居有隆 l問49
高山真一 1L3 出村哲夫 2開 14 長友重紀 1P031* 
高山俊夫 3P078 出村誠 3P036 長友重紀 1L3 
滝谷重治 3凹36 出村誠 2P038 中西洋志 1P073女
竹腰清乃理 1P1l2女 寺内勉 1L4 中西洋志 2問 17
竹腰清乃理 2P1l0 寺内勉 lP108女 中野智志 lP145* 
武田和行 3P153 寺尾武彦 2L5 中野学 2問38
武田和行 3P159 寺尾武彦 1P1l2* 中野優美 1P160 
国代桜子 2開20 寺尾武彦 lP109* 中村和彦 1開73女
国代機子 3開21 寺尾武彦 2P110 中村和浩 3L6 
龍野宏人 lP124女 寺尾綱哲 2P131 中村和浩 2P149 
立石雄一 2問 80 寺尾網哲 3P129 仲村高志 3P150 
立石幸寛 l問37* 寺田貴帆 lP034女 中村春木 3P162 

楯楯真真一一
lL9 寺田貴貴帆 2開 50 中村良平 2問89
1P040女 寺田帆 3問24 中山勉 3問87

田所誠 2問 89 寺田貴帆 2開65 成瀬昭二 2凹98
回仲昭子 3L2 寺田貴帆 3開63 南条文雄 3開 87
回仲昭子 1開64 寺悶貴帆 2問44 西川忠輝 l 問58*
田仲昭子 2問65 寺田貴帆 I問64 西原寛 3問 81
田仲昭子 3問 39 寺田貴貴帆 3問39 西村勝之 3L12 
田仲昭子 3問 51 寺田帆 3刊 51 西村勝之 l問22女
田仲昭子 2開50 天野剛士 l問04女 西村勝之 3P042 
田仲昭子 2P044 藤部康弘 1P145女 西村勝之 lP1l7女
田中剛史 3P018 藤部康弘 3P111 西村伸太郎 2P098 
田中剛史 lPOOl女 栃尾尚哉 3P039 西村光広 3P024 
田中忠蔵 2開98 栃尾尚哉 3開 51 西村善文 3問27
田中弘文 2P020 栃尾豪人 l問61 西村善文 l凹49
田中利好 l問01女 栢尾豪人 l問37女 西村善文 l問58女
田中利好 3Ll 栢尾豪人 3P102 西山裕介 lP109* 
谷生道一 3凹87 戸所泰人 3L1I 仁木園雄 3開66
谷口尚 1P145女 富津忠 2開50 仁木園雄 2問74
谷田以誠 2開47 富津忠 2開44 新田勝利 3問36
田畑昌祥 2凹71 富津忠 l問34* 新国勝利 2問38
田畑亮 2問41 冨羽貞範 i開99女 新田武弘 3L4 
田村厚夫 2問 11 輔康子 3刊 39 沼田ゆかり 3P120 
田村裕介 1L5 鞠康子 3P051 根本貴宏 1P151女
丹所正孝 3P111 鞠康子 2問50 根本貴宏 3PI44 
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根本貴宏 2P143 樋岡克哉 lP151女 堀毛悟史 lP139 
根本直 }問94 樋口雄一郎 lP034* 本多賢吉 1問 16*
根本暢明 2開02 火原彰秀 l開 82女 本多賢吉 1問 13女
根本暢明 2問50 平井佑紀 l問31女 本多賢吉 2問29
根本暢明 2P158 平j中敏文 2開71 (ま行)
野口聡子 3開57 平尾優佳 lP058女 前津国芳 lP141女
野口真路 1問 52 平賀隆 3P081 前回育子 3P135 
野津庸則 3凹 12 平川慶子 2P107 前田史郎 3P138 
野津庸尉 l問 10女 平川慶子 2開92 前田秀明 lP147女
野田康夫 3開09 贋明秀一 3問33 前田秀明 lP157女
野中香織 2凹 14 広瀬量一 lP148女 前田秀明 3L2 
野村誠 l開04女 鹿田洋 3L2 前仲勝実 2問56
野村充 3問 27 贋田洋 l開34女 増田ときは 2開59

(は行) 麗田洋 3問39 増田裕一 2PIlO 
拝師智之 3PI05 鹿田洋 2凹44 増本秀史 lP103* 
拝師智之 2PI04 属国洋 2問50 松井政徳 l問88女
拝師智之 lP103女 鹿田洋 3P051 松尾洋 2問44
拝師智之 l 開99* 麗田洋 l問55 松上明正 lL5 
端健二郎 lP154女 鷹田洋 3問63 松木陽 3P162 
端健二郎 lP142女 鹿田洋 1凹64 松崎光隆 2P113 
端健二郎 3P111 属国洋 2開65 松田貴意 1問34*
長谷川憲一 1P151女 付凱 l問 88女 松田貴意 2開44
長谷川淳 lL3 深津隼 lP112女 松田貴意 3凹63
畠山盛明 3PI44 福井洋之 3開93 松田貴貴意 2凹65
畠山盛明 3L7 福永雅喜 2問98 松田意 l開64
畑中信一 2P155 福原忠雄 2岡田 松田知己 2開95
畠中秀樹 2問20 福原忠雄 2P161 松田善正 lP103女
畑中稔 2開 29 福水伸一 lP148* 松田亮太郎 lP139 
初回美砂紀 2P074 藤川昭彦 2問98 松成一朗 2P098 
八回玲子 1問 64 藤倉由紀子 3問39 松野めぐみ 2問74
服部峰之 lL8 藤倉由紀子 3開51 松原清彦 1問91
服部峰之 3P081 藤倉由紀子 2P050 松森信明 1LlO 
花田慎悟 lP049 藤倉由紀子 2開50 松森信明 2開 14
花岡慎悟 l問58* 藤瀬良弘 3問45 松山俊文 l問04女
馬場清喜 3問57 冨士原和也 3凹57 丸本佳代子 lL5 
潰四季之 l開55 藤原健一朗 l開04* 丸吉京介 2開 14
;買因季之 l問34女 藤原健一朗 1問61 馬渡康輝 2問71
;賓回衛 3L3 藤原敏道 lP108女 三浦和紀 2問38
林崎良英 3L2 藤原敏道 3Lll 三上真一 lL3 
林崎良英 l問64 藤原敏道 2開62 美美川務 1Lll 
林時良英 2問50 藤原英明 2開 86 川務 lP013女
林崎良英 2問44 藤原英明 lP160 美川務 I凹 16女
林茂雄 2P155 藤原英明 lPl00女 美川務 2問29
林繁信 2P146 藤原英明 l問07* 美川務 2開59
林征治 lP148女 藤原正子 2問92 三木孝史 3L3 
林征治 3L3 藤原正子 2P107 三島正規 l凹04女
林宣宏 lLll 降旗一夫 3問72 三島正規 3問03
林文昌 3L2 古瀬幹夫 3L4 三島正規 2問41
林文晶 2開65 古家鍵 l開99* 水口峰之 2凹47
林文晶 3凹63 古屋仰久 2凹05 水越利巴 l問 19女
林文品 1凹64 星野宏和 2開38 水野和子 l開76
林文晶 1凹55 星野大 2開35 水野正域 2P146 
林文晶 1開34女 細田和男 l開52 水野元博 2PI40 
早水紀久子 3開 81 堀井文敬 lP133女 溝口正 2開62
原一公 2問62 堀井文敬 3L8 三国肇 1問 31女
原因英里砂 3Lll 堀井文敬 lP136女 三国肇 lL3 
原太志 2開20 堀井文敬 3P132 三国肇 3問45
半田晋也 lP103* 堀内崇 lP147* 三田肇 3問75
半田晋也 3P105 堀内崇 lP157女 道端脅 1問55
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三森文行 3L5 山崎俊正 3刊 15 吉益雅俊 1P016* 
三森文行 1P106女 山崎俊正 2P041 吉益雅俊 lLl1 
三森文行 2PIOl 山崎悠弥 2P155 吉益雅俊 2開59

宮内真悟 2開23 山路奈保子 2凹32 吉水広明 2P137 

富久保圭祐 lP141女 山田格 3問45 米津徹 3問 81
富津光博 1P109女 山田知典 lP136* 米山操 3問51
宮津光博 2凹38 山田知典 3L8 楊明英 2問26
富津光博 3P135 山田博昭 1L8 {ら行)
宮田興子 1P070女 山根祐治 3P084 李相益 3L7 
三好利一 2P1l6 山根祐治 lP130女 李華 lL8 
武藤勝紀 3P138 山根祐治 1P088女 李映周 3開 81
武藤裕 3L2 山野井慶徳 3問 81 凌楓 2開59
村井清人 3問 27 山延健 2P128 (わ行)
村上一馬 2P11O 山延健 3P129 若井篤志 2P149 
村田道雄 lL¥O 山延健 2P131 若井篤志 3L6 
村田道雄 2問 14 山村猛 3P159 若松馨 I問 52
村田義文 2P122 山本一男 1P004* 若松馨 2P053 
村中淳之介 3P138 山本隆一 1P1l8女 若山哲也 1P1∞* 
持田勲 3L7 山本隆一 lP121女 脇田久伸 2開 80
森内寛 1L9 山本泰彦 3問 75 和田昭盛 l凹67
守誠一朗 lP1l8女 山本泰彦 l開31女 渡謹;青 3P102 
森田勇人 3Ll 山本泰彦 lL3 渡辺順次 I阿部女
森望 3問 27 山本泰彦 3問45 渡違英宏 3L5 
森本晃 2P11O 行木信一 3問 51 渡遺英宏 2PlOl 
森陽一 3問 15 湯漂聴 3P030 渡逼英宏 1P106* 
諸岡篤 lLlO 油谷克英 2開 17
茂Eふみか 3P123 横山茂之 1問 34女

(や行) 横山茂之 1P147女
八木津仁 lP127女 横山茂之 1P157女
八木津仁 2P119 横山茂之 2問 20
八木宏昌 l問 25女 横山茂之 3凹24
矢嶋一賀 2問 98 横山茂之 3問 39
安室憲一 2四44 横山茂之 2開44
矢吹一人 3凹03 横山茂之 3P048 
矢吹考 1凹34* 横山茂之 2凹50
矢吹孝 3P039 横横山茂之 3問 51
矢吹孝 2P044 山茂之 l開55
矢吹考 2開50 横山茂之 3問 63
矢吹考 3P051 横山茂之 l問 64
矢吹孝 2P065 櫛山茂之 2問 65
矢吹孝 3P063 横山貴男 lL9 
矢吹孝 lP064 横山拓史 2P080 
山内一夫 3L9 吉川雅章 3P150 
山内一夫 2Pl13 吉田克典 2凹83
八巻健 3問 36 吉田茂男 1Ll2 
八巻武 3P045 吉田慎一 I問46*
山口行治 3四90 吉田卓也 3P024 
山口健太郎 l問79 吉田均 2P005 
山口悟 lP117女 吉田賢右 lP025* 
山口芳樹 lP043貴 好田真由美 3L2 
山崎和彦 3L2 好国真由美 1問 34女
山崎俊夫 3L2 好国真由美 3問 39
山崎向太 3問 09 好田真由美 2凹44
山崎千春 lP163 好田真由美 2問 50
山崎俊夫 lP109女 好国真由美 3開51
山崎俊夫 l問25* 好田真由美 2P065 
山崎俊夫 2開 29 好回真由美 3刊 63
山時俊正 1Ll 好田真由美 1P064 
山崎俊正 3問 21 吉田充 3P135 

-472-



氏名

Paakkonen 

Pantoja-Uceda 

WAELCHLI M 

勤務先
住所

理化学研究所ゲノム科学総合研究センター

〒230-0045 横浜市鶴見区末広町 1T目7-22

理化学研究所ゲノム科学総合研究センター

干230-0045 横浜市鶴見区末広町1丁目 7-22

ブルカー・バイオスピン株式会社
アプリケーション部
干305-0051 茨城県つくば市ニの宮3-21-5

Lopez Mendendez 理化学研究所ゲノム科学総合研究センター

干230-0045 横浜市鶴見区末広町1丁目 7-22

相沢智康

相見敬太郎

赤坂一之

阿久津秀雄

朝倉克夫

朝倉哲郎

浅野敦志

浅野間文夫

芦田淳

安達裕子

阿部孝政

日
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東京工業大学大学続
理工学研究科有機・高分子物質専攻
〒152-8552 目黒区大岡山2-12ー1-S1-21

近畿大学・生物理工学部
理研播磨研究所
干649-6493 和歌山県那賀郡打田町西三谷930

大阪大学蛋白質研究所

〒565-0871 吹田市山田丘小2

日本電子株式会社

〒196-8558 東京都昭島市武蔵野3-1-2

東京農工大学大学院共生科学技術研究部

干184-8588 東京都小金井市中町2-24-16

防衛大学校応用化学科

干239-8686 横須賀市走水1-10-20

奈良先端科学技術大学院物質創成科学研究科

〒630-0101 奈良県生駒市高山町8916-5

バリアンテクノロジーズジヤJ¥ンリミテッド

〒108-0023 東京都港区芝浦4-16-36

大阪大学医学部保健学科

〒565-0871 大阪府吹田市山田丘1-7

理化学研究所ゲノム科学総合研究センター
タンパク質構造・機能研究グループ

〒230-0045 神奈川県横浜市鶴見区末広町 1-7-21

473-

TELC内線 FAX
E-Mail 

045-503-9465 045-503-9343 
kimmo@gsc.rikenjp 

045-503-9465 045-503-9343 
dpantoja@gsc.rikenjp 

029-852-1234(212) 029-858-0322 
markus.waelchli@bruker-biospinjp 

045-503-9465 045-503-9343 
blanca@gsc.rikenjp 

011-706-3806 011-706-3806 
aizawa@sci.hokudai.acjp 

03-5734-2889 03-5734-2889 
kaimi@polymer.titech.acjp 

0736-77-0345(4110) 0736-77-4754 
akasaka@bio.waka.kindai.acjp 

06-6879-8597 06-6879-8599 
akutsu@protein.osaka-u.acjp 

042-542-2241 042-542-3132 
kasakura@jeol.cojp 

042-383-7733 042-383-7733 
asakura@cc.tuat目aCJp

0468-43-6478(3596) 0468-44-5901 
gongon@syd.odn.nejp 

0743-72-6174 0743-72-6009 
ft1023@ybb.nejp 

03-5232-1238 03-5232-1264 
jun.ashida@varianinc.com 

06-6879-2577(2577) 06-6879-2577 
kimura@sahs.med.osaka-u.acjp 

045-503-9212 045-503-9210 
tabe@gsc.rikenjp 



氏名

阿部真之

荒木貴宏

荒木望嗣

勤務先
住所

協和発酵工業株式会社医薬研究センター

〒411-8731 静岡県駿東郡長泉町下土狩 1188

(株)三菱化学科学技術研究センター
横浜分析センター有機分析グループ

〒227-8502 神奈川県横浜市青葉区鴨志田町 1000

神戸大学大学院自然科学研究科

〒657-8501 兵庫県神戸市灘区六甲台町1-1

荒田洋治 自宅

有福和紀

安藤勲

飯島隆広

池田博

池谷鉄兵

石井毅

石川麗

石田信昭

石丸臣一

射手園佳子

出回圭子

日本電子データム株式会社共通技術本部システム G

干196-0022 東京都昭島市中神町 1156

東京工業大学大学院理工学研究科物質科学専攻

干152-8552 東京都目黒区大岡山 2-12-1

物質胴材料研究機構強磁場研究センター

干305-0003 茨城県つくば市桜3-13

東京工業大学大学院生命理工学研究科

〒226-8501 横浜市緑区長津田町4259

産業技術総合研究所生命情報科学研究センター

干135-0064 東京都江東区青海2-43
青海フロンティアビル 17階

群馬大学工学部生物化学工学科生物機能第二

干376-0052 群馬県桐生市天神町 1-5-1

東京都立大学大学院理学研究科

〒192-0364 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

干305-8642 茨城県つくば市観音台2-1-12

筑波大学数理物質科学研究科

干305-8571 茨城県つくば市天王台1-1-1

中外製薬(株)鎌倉研究所

干247-8530 鎌倉市梶原200

九州大学先導物質化学研究所
研究支援センター
干816-8580 福岡県春日市春日公園6-1

474-

TEL(内線)
E-Mail 

FAX 

055-989-2030 055-989-2073 
masayuki.abe@kyowa.cojp 

045-963-3166(3166) 045-963-4261 
araki.takahiro@mg.m-kagaku.cojp 

078-803~5692 078-803-5692 
023d805n@y04.kobe-u.acjp 

arata@blue.ocn.nejp 

042-542-1306 042-542-4059 
karifuku@jeol.cojp 

03-5734-2139 03-5734-2889 
iando@polymer.titech.acjp 

029-863-5570(5483) 029-863-5571 
I1J(MA.Takahiro@nims.gojp 

045-924-5758 045-924-5833 
hikeda@bio.titech.acjp 

03-3599-8066 03-3599-8081 
ikeya-t@aist.gojp 

0277-30-1439 0277-30-1439 
ishii@jig.ce.gunma-u.acjp 

0426-77-1111(3538) 
ishikawa@nmr目chem.metro-u.acjp

029-838-8057 029-838-7996 
nobu@nfri.a仔'rc.gojp

029-853-4482 029-853-6503 
ishimaru@chem.tsukuba.acjp 

0467-47-2209 0467-45-6815 
itezonoysk@chugai-pharm.cojp 

092-583-8898 092-583-8898 
keiko@cm.kyushu-u.acjp 



氏名

井土匡子

井上仁

猪股晃介

井町美佐子

岩下孝

岩瀬由紀子

岩田健太郎

岩谷奈央子

よ釜奈緒子

植木定雄

上回貴洋

上山毅

鵜j畢淘

内田健一

梅山万左子
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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分子生理学研究室
干230-0045 神奈川県横浜市鶴見区末広町1-7-29

横浜市立大学大学院総合理学研究科

干230-0045 神奈川県横浜市鶴見区末広町1-7-29

ブルカー・バイオスピン株式会社
マーケティング都
千305-0051 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
機器分析室
〒618-8503 大板府三島郡島本町若山台 1'-1ー1

9
 

白
u限七区南城市岡福nu 向。

学
部
別

大
学
nr

岡
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TEL(内線)
E-Mail 

FAX 

045~503-9462(5155) 045“503-9641 
kyokoino@gsc.rikenjp 

045-508';'7224 045-508-1364 
jinoue@postman.riken.gojp 

045-508-7213 045-508-7316 
inomata@tsurumi.yokohama-cu.acjp 

029'-852-1234 (220) 029"-858-0322 
misako.imachi@bruker-biospinjp 

075-962-6044 075'-962-2.115 
iwashita@sunbor.orjp 

09.2-871...，6631 (6651)092-863-0389 
wase@fukuoka-u.acjp 

大阪大学蛋白質研究所蛋白質溶液学研究部門 06-6879"'8615 06-6819-8616 
kentaro@protein.osaka-u.acjp 

〒565-0871 大阪府吹田市山田丘3-2大阪大学蛋白質研究所

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 1~7-29

兵庫県立大学大学院生命理学研究科
生体物質構造学E講座
〒678-1297 兵庫県赤穂郡上郡町光都3-2-1

ブルカー・バイオスピン株式会社
マーケッテインク、部
〒305-0051 茨城県つくば市ニの宮3-21-5

大阪大学総合学術博物館
大阪大学大学院理学研究科化学専攻
干560-0043 大阪府豊中市待兼山町1-16

大阪大学医学部保健学科
医用物理工学講座
〒565-0871 大阪府吹田市山田丘1ー7

理化学研究所植物科学研究センター

干351-0198 情玉県和光市広沢2-1

帝京大学理工学部バイオサイエンス学科

〒320-8551 栃木県宇都宮市豊郷台1-1

横浜国立大学大学院工学府

〒240-8501 横浜市保土ケ谷区常盤台 79-5

-475-

045'-508-7201 045-508-7361 
iINa-nao@tsurumi.yokohama-cu.acjp 

0791...，58司 0182(515) 0791-58-0HI2 
rl04q003@stkt.u-hyogo.acjp 

日29~852';'1234(443) 029-858-0322 
sadao.ueki@brukerjp 

06-6850-5791 06"'-1i850-5785 
ueda@museum.osaka-u目acjp

06-68干9-2577(2577) 06-6879-2577 
kimura@sahs.med.osaka-u.acjp 

048-462"'-1111(5573) 048-467-4959 
juzawa@postman.riken.gojp 

028'-627-7265 
kuchida@nasu.bio.teikyo-u.acjp 

045-339-4231 
d03ga202@ynu.acjp 



氏名

江川文子

江口太郎

大石修

大窪貴洋

，大郷耕輔

大島(坂本)曜子

大友征字

大野綾子

大野婿

大橋淳史

大橋竜太郎

大橋若奈

大平学

岡田明彦

岡野恵聖子

勤務先

生亜

大阪大学蛋白質研究所

干565-0871 大阪府吹田市山田丘3-2

大阪大学総合学術博物館

千560-0043 豊中市待兼山町ト16

分子科学研究所

千444-8585 愛知県岡崎市明大寺町字西郷中 38番地

東京工業大学原子炉工学研究所

〒152-8550 東京都目黒区大岡山2-12-1-NI-34

東京農工大学工学部朝倉研究室

〒184-0012 東京都小金井市中町2-24-16

東邦大学・薬学部
中央機器室・NMR
〒275-8510 千葉県船橋市三山2-2-1

東北大学工学研究科バイオ工学専攻

〒980-8579 仙台市青葉区荒巻字青葉

財団法人木原記念横浜生命科学振興財団
横浜市立大学総合理学
干230-0045 横浜市鶴見区末広町ト7-29

日本たばこ産業株式会社医薬総合研究所

干569-1125 大阪府高槻市紫町1-1

東京工業大学理工学研究科物質科学専攻

干152-8552 目黒区大岡山2-12-1

京都大学理学研究科
化学専攻分子構造化学
手606-8502 京都市左京区北白川追分町

理化学研究所 GSC
タンパク質構造昨日研究グループ
〒230-0045 神奈川県横浜市鶴見区末広町ト7-22

東京工業大学大学院生命理工学研究科

〒226-8501 神奈川県横浜市緑区長津田町4259

住友化学筑波研究所

干300-3294 つくば市北原6番

上智大学理工学部化学科

千102-8554 子代自区紀尾井町7-1

-476-

TEL(内線)
E-Mail 

06-6879-8598 

FAX 

06-6879-8599 
e-ayako@protein.osaka-u.acjp 

06-6850-5778 06-6850-5785 
eguchi@museum.osaka-u.acjp 

0564-55-7427 
oishi@ims.acjp 

0564-54-2254 

03-5734-3061 03-5734-3061 
tohkubo@nr.titech.acjp 

042-388-7025 042-383-7733 
ohgo@cc目tuat.acJp

047-472-1282 047-472-1282 
sakamoto@phar.toho-u.acjp 

022-217-7278 022-217-7278 
wang@biophys.che.tohoku.acjp 

045-508-7215(7215) 045-508-7361 
ayako@tsurumi.yokohama-cu.acjp 

072-681-9700 072-681-9725 
yasushi.ono@imsjti.cojp 

03-5734-2880 03-5734-2889 
aohashi@polymer.titech.acjp 

075-753-4012 075-753-4000 
ryu@kuchem.kyoto-u.acjp 

045-503-9212 045-503-9210 
wohashi@gsc目rikenjp

045-924-5796(5796) 
ohira@cherry.bio.titech.acjp 

029-864-4182 029-864-4746 
okadaa@sc.sumitomo-chem.cojp 

03-3238叩4164 03-3238-3361 
e-okano@sophia.acjp 



氏名 勤住務所先 TE以内線) FAX 
E-Mail 

小川潔
ラ〒創イ41フ薬0サ-第2イ3一2エ1研ン究ス静所総岡合由研究所

0558-76-7085 0558-76-2947 

県図方郡大仁町三福632一1
ogawa.kg@om.asahi-kasei.cojp 

荻野孝史 国立精神・神経センター神経研究所 042-341-2711(5252) 042-342-7521 

干187-8502 東京都小平市小川東町4ー1-1
ogino@ncnp.gojp 

奥井良夫 JASTEC 078-992-5720 (直通)078-992-5721 

マグネット事業神部戸技市術西部区
〒651-2271 高塚台 1-5-5

okuiてjastec@kobelcojp

小椋賢治

北〒構0海6造0道-生0大8物学12学大分学札野院幌薬市学北研区究北科12条西8了目
011-706-9009 011-706-4979 
ogu悶 @pharm.hokudai.acjp

小野明
東〒化京19学都2-専0八3攻9王7有子機市東構南京造大都生沢八物1王化-子学1市講南座大沢1-1

0426-77-1111(3526) 0426-77-2525 
ono@nmr.chem.metro-u.acjp 

帯田孝之 生体防御医学研究所ワクチン開発構造生物学分野 092-642-6969 092-642-6764 
obita@bioreg目kyushu-u.acjp

〒812-8582 福岡県福岡市東区馬出3ー1ー1

甲斐荘正恒 東京都立大学大学院理学科 0426-77-2544(3537) 0426-77-2544 
kainosho@nmr.chem.metro-u.acjp 

干192-0397 東京都八王子市南大沢1ー1

垣田信吾 協東和京発研酵究工所業株式会社 042-725-2555(2220) 042-726-8330 
skakita@kyowa.cojp 

〒194-8533 東京都町田市旭町3-6-6

笠井信幸

生〒構5物6造5分-解0子8析工74研学究研大部究阪所府吹田市古江台 6-2-3

06-6872-8218 06-6872-8210 
kasai@beri.orjp 

笠原盟希子

第〒研一13究製4-技8薬6術株30セ式ン会東タ社ー京都江戸川区北葛西ト16-13

03-3680-0151(2113) 03-5696-8334 
hidai司jt@daiichipharm.cojp

梶弘奥 京都大学化学研究所分子材料化学研究領域 0774-38-3149 0714-38~3148 

k吐ji@scl.kyoto-u.acjp
〒611-0011 宇治市五ヶ庄

春日久栄 高砂香料工業(株) 0463-25-2049 0463-25-2090 

アロマサイエンス&テクノロ塚ジ市ー西研八究幡所1第2部
干254-0073 神奈川県平 一4-11

hisae_kasuga@takasago.com 

片平正人 犠浜田立大学大学院環境情報研究院 045-339-4264 045-339-4264 
masakata@ynu.acjp 

〒240-8501 横浜市保土ケ谷区常盤台 79-7

片平律子 協和発酵工業(株)東京研究所 042-725-2555(2211) 042-726-8330 
rkatahira@kyowa.cojp 

干194-8533 町田市旭町3-6-6

加藤晃一 名古屋市立大学大学院薬学研究科 052-836-3447 052-836-3447 
kkato@phar.nagoya-cu.acjp 

〒467-8603 名古屋市瑞穂区田辺通3-1

-477-



氏名

加藤祐子

勤務先
住所

東和大学工業化学科

干815-8510 福岡市南区筑紫丘1ー1-1

TELC内線)
E-Mail 

FAX 

092-541-1512 092~552-2707 
yukato@tohwa-u.acjp 

門原寛 ブルカー・バイオスピン株式会社 06-6394-8989 06-6394-9559 

門良一

金子暁星

金橋康二

狩野圭子

上口憲陽

亀田篤司

亀田恒徳

狩谷英皇

川島裕之

川村出

木川隆則

菊地淳

橘川守

マーケテイング部 hiroshi.kadohara@b削除r-biospinjp
干532-0004 大阪府大阪市淀川区西宮原 1-8-9テラサキ第二ピル2

京都産業大学理学部物理科学科

〒603-8555 京都市北区上賀茂本山

大阪大学大学院医学系研究科保健学専攻
医用工学講座藤原(英)研究室
干565-0871 大阪府吹田市山田丘 1-7

新日本製銭(株)
端技術研究所解析科学研究部
〒293-8511 千葉県富津市新富20-1

群馬大学大学院工学研究科材料工学専攻

干376-8515-群馬県桐生市天神町 1-5-1

東京工業大学大学院
理工学研究科物質科学専攻安藤勲研究室
〒152-8552 東京都目黒区大岡山2-12寸

大阪大学蛋白質研究所蛋白質溶液学研究部門

〒565-0871 大阪府吹田市山田丘小2

農業生物資源研究所(生物研)

〒305-8634 茨城県つくば市大わし1-2

エーザイ(株)分析研究所構造解析室

〒300-2635 茨城県つくば市東光台5-1-3

産業技術総合研究所

干305-8569 つくば市小野J1116-1

横浜国立大学工学府機能発現工学専攻

干240-8500 横浜市保土ヶ谷区常盤台 79-5大学院様303

理化学研究所ゲノム科学総合研究センター
タンパク質構造・機能研究グループ
干230-0045 神奈川県横浜市鶴見区末広町1-7-22

理研 GSC
横市大院総理
干230-0045 横浜市鶴見区末広町ト7-29

昭和電工株式会社 分析物性センター

干267-0056 千葉県千葉市緑区大野台1ー1-1

-478-

075-705-1634 075-705-1640 
kador@cc 

06-6879-2577 (2577) 06-6879-25~ 
kaneko@sahs.med.osaka-u.acjp 

439-80-2264 439-80-2746 
nehasi@re.nsc.cojp 

0277-30-1331 0277-30-1333 
keiko_kanou@polymer.chem.gunma-u.1 

03-5734-2880(2880) 03-5734-2889 
kkamiguc@polymer.titech.acjp 

06-6879-8615 06-6879-8616 
atkame@protein.osaka-u.acjp 

029-838-6213 029-838-6159 
kamedat@affrc.gojp 

0298-47-5652 
e-kariya@hhc.eisai.cojp 

029-861-8413 029-861-8408 
h.kawashima@aist.gojp 

045-339-4231 045-339-4251 
d04sa202@ynu.acjp 

045-503-9203 045-503-9643 
kigawa@jota.gsc.rikenjp 

045-508-7207 045-508-7360 
kikuchi@gsc.rikenjp 

043-226-5223 (直通)043-226~5222 
Mamoru_Kitsukawa@sdk.cojp 



氏名

金善美

木村敦臣

木村朗子

木村英昭

木村雅晴

木村由美子

j青谷多美子

串田克彦

楠英樹

工藤正人

熊漂茂則

久米国博之

倉島かおり

栗田 11慎一

黒木重樹

勤務先

生亙

東京工業大学大学院理工学研究科
物質科学専攻安藤勲研究室
干152-8552 東京都目黒区大岡山2-12-1

大阪大学大学院医学系研究科保健学専攻

干565-0871 大阪府吹田市山田丘1-7

側資生堂安全性・分析センター分析研究室

〒224-8558 横浜市都筑区早演IJ2-2-1 

筑波大学化学系生物無機化学研究室

干305-8571 茨城県つくば市天王台1ー1-1

住友化学株式会社
有機合成研究所研究グループ(分析物性)
〒554-8558 大阪市此花区春日出中3-1-98

日本大学薬学部

〒274-8555 千葉県船橋市習志野台 7-7-1

昭和薬科大学
機器分析研究施設
〒194-8543 町回市東玉川学園3-3165

バリアンテクノロジーズジャパンリミテッド
アプリケーション部
〒108-0023 港区芝浦4-16-36住友芝浦ピル8F

三菱化学生命科学研究所河野グループ

〒194-8511 東京都町田市南大谷 11

東北大学工学研究科バイオヱ学専攻

〒980-8579 仙台市青葉区荒巻字青葉

静岡県立大学食品栄養科学部

干422-8526 静岡県静岡市谷田 52-1

北海道大学大学院薬学研究科

〒001-∞21 札幌市北区北21条西 11T目
北海道大学次世代ポストゲノム研究棟

理化学研究所柴田遺伝生化学研究室
横浜市立大学大学院総合理学研究科
生体超分子シス子ム科学
千230-0045 神奈川県横浜市鶴見区末広町1ー7ー29

バリアンテクノロジーズジャパンリミテッド
アプリケーション部
〒108-0023 港区芝浦4-16-36住友芝浦ビル8F

東京工業大学
大学院理工物質科学専攻
干152-8552 東京都目黒区大岡山2ー12-1-S1-20

-479-

TEL(内線)
E-Mail 

FAX 

03-5734-2880 03-5734-2889 
smkim@polymer.titech.acjp 

06-6879-2577 06-6879-2577 
kimura@sahs.med.osaka-u.acjp 

045-590-6057 045-590-6089 
tomoko.kimura@to.shiseido.cojp 

029-853-7365 
hkimura1 @chem.tsukuba.acjp 

06-6466-5171(3704) 06-6466~5459 
kimuram5@sc.sumitomo-chem.cojp 

047-465-7362 047-465-7362 
kimura@pha.nihon-u.acjp 

042-721-1511 
kiyotani@ac;shoyaku.acjp 

03-5232-1211 03-5232-1264 

042-724-6289 
kusunoki@libra.ls.m-kagaku.cojp 

022-217-7279 022-217-7278 
wang@biophys.che.tohoku.acjp 

054-264-5523 054-264~5523 
kumazawa@smail.u-shizuoka-ken.acjp 

011-706-9009 011-706-9012 
kumeta@pharm.hokudai目aCJp

045目508-7224 045-508-7364 
kurasima@postman.riken.gojp 

03-5232-1211 03-5232-1264 

03-5734-2880 03-5734-2889 
skuroki@polymer.titech.acjp 



FAX 

0742-20-3461 0742-20-3461 
kurosu@cc.nara-wu.acjp 

TEL(内線)
E-Mail 

勤務先
住所

人間文化研究科
共生自然科学専攻
干630-8506 奈良女子大学大学院

氏名

黒子弘道

029-852-1236(333) 029-858-0322 
yukio.kuroda@bruker-biospinjp 

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

黒田幸夫

0424-43-5730(5730) 0424-43-5501 
kuwahara@cia.uec.acjp 

電気通信大学
機器分析センター
干182-8585 東京都調布市調布ケ丘1-5-1

桑原大介

076-434-7574 
pd029003@st.toyama四 mpu.acjp

富山医科薬科大学薬学部
構造生物学研究室
干930-0194 富山市杉谷2630

河野隆英

042-724-6285 042-724-6296 
tkohno@libra.ls.m-kagaku.cojp 

三菱化学生命科学研究所蛋白質立体構造研究グループ河野俊之

029-852-1235 029-858-0322 
hiroyuki.kono@bruker-biospinjp 

東京都町田市南大谷11号

ブルカーバイオスピン株式会社
アプリケーション部
干305-0051 茨城県つくば市二の宮 3-21-5

干194-8511

甲野裕之

045-503-9317 045-503-9643 
koshiba@postman.rikenjp 

理化学研究所ゲノム科学総合研究センター
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ト7-22

小柴生造

0743-72-5579 0743-72-5571 
kojima@bs.naistjp 

奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科児嶋長次郎

03-5734-2889 03-5734-2889 
ykoseki@polymer.titech.acjp 

生駒市高山町8916-5

東京工業大学大学院理工学研究科

宇630-0192

小関佑

0424-43-5571 
gaku@schneider.pc.uec.acjp 

東京都目黒区大岡山2-12-1

電気通信大学大学院電気通信学研究科量子・物質工学専攻

干152-8552

小林学

042-724-6289 042-724-6296 
kuniko@libra.ls.m-kagaku.cojp 

東京都調布市調布ケ丘 1-5-1

三菱化学生命科学研究所
蛋白質立体構造研究グループ
干194-8511 東京都町田市街大谷 11号

干182-8585

小林邦子

046-247-2111(8586) 046-248-0306 
kobayashi.shin@canon.cojp 
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小林辰

0743-72-5.577 0743-72~5571 
t-kobaya@bs.naistjp 

奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科小林俊達

06-6879-8598 06-6879-8599 
mkobayas@protein.osaka-u.acjp 

奈良県生駒市高山町8916-5

大阪大学
蛋白質研究所物性部門
干565-0871 大阪府吹田市山田丘3-2

〒630-0192

小林将俊

0776-27-8635 0776-27-8747 
ryohei@acbio2.acbio.fukui-u.acjp 

福井大学工学部生物応用化学科

福井県福井市文京3-9-1

480-

千910-8507

小松領平



氏名

小森佳彦

驚藤公児

粛藤剛

坂本泰一

佐久間千勢子

機弁愛子

機井一正

模井智司

笹川拡明

佐藤滋夫

佐藤一

佐藤秀紀

佐藤寛子

猿j度敬志

敷井和彰

勤務先
住所

産業技術総合研究所
計測フロンティア研究部門ナノ移動解析グループ
〒305-8565 茨減県つくば市東1-1-1中央第5

新日本製銭(株)先端技術研究所

干293-8511 富津市新富20-1

(独)産業技術総合研究所
計測標準研究部門
干305-8568 茨城県つくば市東 1-1-1つくば中央5

千葉工業大学工学部生命環境科学科

〒275-0016 千葉県習志野市津田沼2-17-1

東京薬科大学中央分析センター

〒192-0392 東京都八王子市堀の内 1432-1

側三菱化学科学技術研究センター横浜分析センター

干227-8502 横浜市青葉区鴨志田町1000

i坂大・蜜自研溶液学研究部門

干565-0871大阪府吹田市山田丘3-2大阪大学蛋白質研究所

日本電子株式会社応用研究センター
第2応用研究センター
〒196-8558 東京都昭島市武蔵野3-1-2

名古屋市立大学薬学研究科

〒467-8603 名古屋市瑞穂区田辺通3-1

中外製薬富士御殿場研究所化学研究第一部

干412-6728 静岡県御殿場市駒門1-135
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(株)日産アーク研究部

干237-0061 神奈川県横須賀市夏島町 1番地

国立情報学研究所

〒101-8430 東京都干代田区一ツ橋2-1-1

側カネボウ化粧品
化粧品研究所
〒250-0002 神奈川県小田原市寿町5-3-28

日産化学工業(株)

〒274-8507 千葉県船橋市坪井町 722-1

-481-

TEL(内線) ー FAX 
E-Mail 

029-861-4887 029-861-4515 
y.komori@aist目gOJP

0439-80-2270 0439-80-2746 
saito@re.nsc.eojp 

029-861-4618 029-861-4618 
takeshi.saito@aist.gojp 

047-478-0317 
tsakamoto@pf.it-chiba.acjp 

0426-76-4041 0426-76-4041 
sakumac@ps.toyaku.acjp 

045-963-3166 045-963-4261 
sakurai.aiko@mp.m-kagaku.cojp 

06-6879-8615 06-6879-8616 
sakurai@protein.osaka-u.acjp 

042-542-2241 (直通)042-542-3132 
sasakura@jeol.cojp 

052-836-3402 
sasakawa@mailp.phar.nagoya-cu.acjp 

0550-87-6728 (直通)0550-87-5326 
satosgo@chugai-pharm.cojp 

029-852-1234(225) 029-858-0322 
h司jime.sato@bruker-biospinjp

046-867-5283 046-866-5814 
sato_hi@nissan-arc.cojp 

03-4212-2501 
hsatoh@nii.acjp 

03-3556日 1916

0465-34-8568 0465-34-1237 
keishi-saruwatari@oda.cos.kanebo.cojp 

047-465-1117 047-461-0492 
shikii2003@yahoo.cojp 



氏名

志田裕拳

品川，麻衣

篠原正法

嶋田一夫

嶋田純也

清水績

白川昌宏

泰旭栄

神藤平三郎

榛葉信久

杉浦鈍喜子

杉原文徳

鈴木浩一

鈴木倫太郎

瀬尾芳鱒

勤務先
住所

群馬大学大学院工学研究科材料工学専攻

〒376-8515 群馬県桐生市天神町 1-5-1

ライフサイエンス研究所

千210-8681 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

干910-8507 福井県福井市文京3-9-1

東京大学・大学院薬学系研究科
産総研・BIRC
干113-0033 文京区本郷7-3-1

京都大学化学研究所

〒611-0011 京都府宇治市五ヶ庄

TEL(内線)
E-Mail 

FAX 

0277-30-1331 0277-30-1333 
hiropon_shidax@hotmail.com 

044-244-7145 044-210-5872 
mai_shinagawa@ajinomoto.com 

0776-27-8635 0776-27-8747 
sinora@acbio.fukui-u.acjp 

03-5841-4810 03-3815-6540 
shimada@iw-nmr.f.u-tokyo.acjp 

0774-38-3149 0774-38-3148 
junya.shimada@t04rhcp.mbox.media.長yoto-u.acjp

物質・材料研究機構
強磁場研究センター
干305-∞03 茨城県つくば市桜3-13

横浜市立大学大学院総合理学研究科

干230-0045 神奈川県横浜市鶴見区末広町 lT目7番29

理化学研究所ゲノム科学総合研究センター

〒230-0045 神奈川県横浜市鶴見区末広町 lT目7-22

東京薬科大学

〒192-0392 八王子市纏之内 1432-1

ライフサイエンス研究所

〒210-8681 JIId崎市川崎区鈴木町1-1

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 

横浜市立大学大学院総合理学研究科

干230-0045 横浜市鶴見区末広町 1-7-29

産業技術総合研究所
計測フロンティア研究部門ナノ移動解析研究グループ
干305-8565 茨城県つくば市東 1-1-1中央第5
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猫協医科大学・生理学教室(生体制御)

干321-0293 栃木県下都賀郡壬生町北小林880

-482-

029-863-5509 029-863-5571 
shimizu.tadashi@nims.gojp 

045叩508-7213 045-508-7361 
shira@tsurumi.yokohama-cu.acjp 

045-503-9462 
qin@gsc.rikenjp 

045-503-9641 

0426-76-4537 0426-76-4537 
shindo@ps.toyaku.acjp 

044-244-7145 044-210-5872 
nobuhisa_shimba@司jinomoto.com

078-441-7591 078-441-7591 
makiko-$@kobepharma-u.acjp 

045-508-7215 045-508-7361 
buntoku@tsurumi.yokohama-cu.acjp 

029-861-4506 029-861-4506 
suzuki-koh@aist.gojp 

029-838-7900 029-838-7900 
rsuzuki@nias.affrc.gojp 

0282-87-2125 0282-86-7835 
yseo@dokkyomed.acjp 



氏名

関宏子

高杉憲司

高須博敏

高橋征三

高橋大樹

高橋雅人

高屋展宏

高山俊夫

瀧口 11慎子

竹内敦子

武田和行

国代桜子今

龍野宏人

立石幸寛

楯真一

勤務先
住所

千葉大学分析センター

〒263-8522 千葉市稲毛区弥生町1-33

日本電子(株)

守196-8558 東京都武蔵野市武蔵野3-1-2

生体超分子計測科学研究室

〒230-0045 神奈川県横浜市鶴見区末広町 1-7-29

日本女子大学理学部物質生物科学科

〒112-8681 東京都文京区目白台2ーか1

大阪大学蛋白質研究所物性部門

干565-0871 大阪府吹田市山田丘3-2

理化学研究所ゲノム科学総合研究センター
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 1-7-22C110 

国立環境研究所
環境ホルモンプロジェクト
〒305-8506 茨城県つくば市小野川 16-2

神奈川大学工学部応用化学科

〒221-8686 横浜市神奈川区六角橋3-27-1

富士写真フィルム株式会社
先進コア技術研究所解析技術センター
干250-0193 南足柄市中沼 210

神戸薬科大学中央分析室

干658-8558 神戸市東灘区本山北町4-19-1

大阪大学大学院基礎工学研究科

〒560-8531 大阪府豊中市待兼山町 1-30421

東京薬科大学薬学部

〒192-0392 東京都八王子市堀之内 1432-1

東京工業大学大学院理工学研究科

干152-8552 東京都目黒区大岡山2-12-1-S1-21

横浜市立大学大学院
総合理学研究科計測科学研究室
〒230-0045 横浜市鶴見区末広町1-7-29

生物分子工学研究所

〒565-0874 大阪府吹田市古江台6-2-3

-483-

TEL(内線 FAX
E-Mail 

043-290-3810 043~290~3813 
seki@cac.chiba-u.acjp 

042-542-2236 042~542~8068 
ktakasug@jeol.cojp 

045-508-7201 
htakasu@tsurumi.yokohama-cu.acjp 

03-5981-3670 03-5981-3656 
t_seizo@fcjwu.acjp 

06-6879-8598 06-6879，...8599 
daiki@protein.osaka-u.acjp 

045-503-9111 (5154) 045-503-9641 
masatot@gsc.riken.gojp 

029-850-2862 029~850-2880 
takaya.nobuhiro@nies.gojp 

045-481-5661(3889) 0ヰ5ァ413-9770
takayt01@kanagawa-u.acjp 

0465-73-7080 0465"-73-7923 
junko_takiguchi例叫jifilm.cojp

078-44.1-7592 
takeuchi@kobepharma-u.acjp 

06-6850-6320 06-6850戸6321
takeda@qc.ee.es.osaka-u.acjp 

0426-76-4542 0426-76-4542 
tashiro@ps.toyaku.acjp 

03-5734-2889 03-5734-2889 
htatsuno@polymer.titech.acjp 

045-508-7215 045-508-7361 
tateishi@tsurumi.yokohama-cu.acjp 

06-6872-8218 
tate@beri.orjp 

06-6872-8210 



氏名

田中剛史

田中彬嗣

国中利好

B中亮

谷生道一

回之倉優

回村友美

丹所正孝

千葉かおり

塚原剛彦

塚本直樹

辻暁

辻本拓哉

堤耀庚

堤遊

勤務先
住所

三菱化学生命科学研究所
蛋白質立体構造研究グループ
〒194-8511 東京都町田市南大谷 11号

九州大学大学院薬学研究院 NMR測定室

干812-8582 福岡市東区馬出3-1-1

三菱化学生命科学研究所
蛋白質立体構造研究グループ
〒194-8511 東京都町田市南大谷 11号

東横化学株式会社
研究開発室
干211-8502 神奈川県川崎市中原区中丸子 1280

号谷大南市
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東京大学大学院農学生命科学研究科

干113-8657 東京都文京区弥生1-1-1

ブルカー・バイオスピン株式会社
マーケティング部
〒532-0004 大阪府大阪市淀川区西宮原 1ーか29

テラサキ第二ピル、

(独)物質・材料研究機構強磁場研究センター

〒305-0044 茨城県つくば市並木1ー 1

産業技術総合研究所 生物情報解析研究センター
つくば分子認識解析チーム
干319-1195 つくば市東1-1

東京大学大学院工学系研究科応用化学専攻

〒113-8656 東京都文京区本郷7ーシ1

京都大学化学研究所

干611-0011 京都府宇治市五ヶ庄

兵庫県立大学大学院生命理学研究科

〒678-1297 兵庫県赤穂郡上郡町光都3-2-1

大阪大学蛋白質研究所物性研究部門

〒565-0871 大阪府吹回市山田丘3-2

北海道大学工学部

〒060-0817 札幌市北区北 17条西8丁目

産業技術総合研究所生物情報解析研究センター
東京理科大学基礎工学研究科
〒305-8566 茨城県つくば市東1-1-1 中央第6

-484-

TEし(内線)
E-Mail 

FAX 

042-724-6289 042-724-6296 
takeshi@libra.ls.m-kagaku.cojp 

092-642-6551 092-642-6551 
y.tanaka@adm.phar.kyushu-u.acjp 

042-724-6285 042~724-6296 
円kou@libra.ls.m一kagaku.cojp

044-435-5866 044-435-6678 
tanaka-ryo@toyoko寸p.com

042-724-6293 042-724-6296 
tanio@libra.ls.m-kagaku.cojp 

03-5841-5165 (25165) 03-5841-802 
amtanok@mail.ecc.u-tokyo.acjp 

06-6394-8989 06-6394-9559 
tomomi.tamura@bruker-biospinjp 

029-860-4463 029-852-7449 
T ANSHO.Masataka@nims.gojp 

029-282-6736 (直通)029-282-3822 
kchiba@neutrons.tokaijaeri.gojp 

03-5841-7233 03-5841-6039 
ptsuka@icl.t目u-tokyo.acjp

0774-38-3152 0774-38-3148 
tsukamoto.nawoki@hOl.mbox.media.kyoto-u.acjp 

0791-58-0180 0791-58-0182 
tuzi@sci.u-hyogo.acjp 

06-6879-8598(8598) 06-6879-8599 
tsujimon@protein.osaka-u.acjp 

011-716-2111 
a-tsutsumi@mub.biglobe.nejp 

029-861-6125 029-861-6135 
u-tsutsumi@aist.gojp 



氏名

出村誠

寺尾武彦

寺尾綱哲

藤部康弘

堂本竹雄

栃尾尚哉

初尾豪人

富j峯忠

冨羽貞範

虎谷秀一

鳥j畢拓也

内線晶

長尾聡

中尾佳範

中海靖元

勤務先
住所

北海道大学
大学院理学研究科
干060-081O 札幌市北区北 10条西8丁目

京都大学大学院理学研究科化学教室分子構造化学

〒606-8502 京都市左京区北白川追分町

群罵大学大学院工学研究科材料工学専攻

干376-8515 群馬県桐生市天神町 1-5-1

筑波大学物質・材料研究機構

干305-0003 茨城県つくば市桜3-13

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 茨城県つくば市二の宮3-21-5

独立行政法人理化学研究所横浜研究所 GSC
タンパク質構造・機能研究グループ
宇230-0045 横浜市鶴見区末広町1丁目 7-22
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理化学研究所ゲノム総合科学センター

〒230-0045 神奈川県横浜市鶴見区末広町ト7-22

筑波大学物理工学系巨瀬研究室

〒305-0821 茨城県つくば市天王台1-1-1

横浜国立大学大学院工学府

〒240-8501 横浜市保土ヶ谷区常盤台79-5

東京都立大学大学院理学研究科化学専攻
有機構造生物化学研究室
干192-0397 八王子市南大沢1-1

横浜国立大学大学院工学研究続

〒240-8501 横浜市保土ヶ谷区常盤台 79-5

筑波大学大学院数理物質科学研究科
数理物質科学研究科化学専攻山本研究室
干305-8571 茨城県つくば市天王台1-1-1筑波大学

神戸薬科大学大学院薬学研究科

干658-8558 神戸市東灘区本山北町4丁目 19-1

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

485-

TE以内線)
E-Mail 

FAX 

011-706司 2771 011-706-2771 
demura@sci.hokudai.acjp 

075-753-4011(4011) 075-753-4000 
te問。@kuchem.kyoto-u.acjp

0277-30-1331 
terajb 777@msn.com 

029-863-5570(5079) 029-859-5010 
TOBU.Yasuhiro@nims.gojp 

029-852-1234(442) 029-858-0322 
takeo.domoto@bruker-biospinjp 

045-503-9317 045-503-9201 
tochio@gsc.riken.gojp 

045-508-7215 045-508-7361 
tochio@tsurumi.yokohama-cu.acjp 

045-503-9317 045-503-9643 
tomizawa@gsc.riken.gojp 

029-853-5214 029-853-5205 
tomiha@mrlab.bk.tsukuba.acjp 

045-339-4231 
toraya@ynu.acjp 

0426-77-1111(3552) 0426-77-4873 
torizawa@nmr.chem.metro-u.acjp 

045-339-4232 
n副to@ynu.acjp

045-339-4251 

029-853-7369 029-853-7369 
s_nagao@dmb.chem.tsukuba.acjp 

078-441-7592 078-441-7592 
je035157@st.kobepharma-u.acjp 

03-5734-2880 03-5734-2889 
ynakazawa@polymer.titech.acjp 



氏名

長島敏雄

中谷英一

中国牧子

中野学

中村和j告

{中村高志

中村義之

中山登

名川吉信

仁科勇作

西村勝之

西村光広

西山隆司

西山裕介

根本貴宏

勤務先
住所

RIKEN GSC 
タンパク質構造・機能研究グループ
〒230-0045 績浜市鶴見区末広町ト7-22

大阪大学蛋白質研究所
科学技術振興機構
〒565-0871 大阪府吹田市山国丘3-2

側科学技術研究所分析化学部
NMR/MS測定グループ
千140-0001 東京都品川区北品川 3-10-2

北海道大学大学院理学研究科

〒060-0808 札幌市北区北8条西5丁目

秋田県立脳血管研究センター
放射線医学研究部
干010日0874 秋田県秋田市千秋久保田町6-10

理化学研究所中央研究所
先端技術開発支媛センター物質構造解析チーム
干351-0198 埼玉県和光市広沢2-1

東京工業大学資源化学研究所

干226-8503 検浜市緑区長津田町4259

中外製薬株式会社鎌倉研究所
化学研究第二部
〒247-8530 神奈川県鎌倉市梶原200

産業技術総合研究所
界菌ナノアーキテクトニクス研究センター
〒305-8562 茨城県つくば市東1-1-1つくば中央第4

(株)日曹分析センター第一研究部

干250-0216 神奈川県小田原市高田 345

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番5号

大阪大学大学院薬学研究科

干565-0871 大阪府吹田市山田丘1-6

帝国臓器製薬株式会社川崎研究所製品開発研究部

干213-8522 神奈川県川崎市高津区下作延1604
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日本電子(株)第2技術本部第 1グループ

干196-8558 東京都昭島市武蔵野3-1-2

-486-

TEし(肉線)
E-Mail 

FAX 

045-503-9462 045-503-9641 
toshion@gsc.riken.gojp 

06-6879~4311(直通) 06-6879-8636 
n-eiichi@protein.osaka-u.acjp 

03~3474-6629 03-3474-6650 
manakada@istsankyo目cojp

011-716..，2835 
nakano@sci.hokudai.acjp 

018-833-0115(769) 018-833-2104 
knam@akita-noken.gojp 

048-467-9362 048-462-4627 
takashi目nakamura@rikenjp

045-924-5110 045-924-5109 
ynakamur@res.titech.acjp 

0467-47-2209 0467叩45-6815
nakayamanbr@chugai-pharm.cojp 

029-861-3021 029-861-3029 
y-nagawa@aist.gojp 

0465-42-3115 0465-42-3586 
y.nishina@nippon-soda.cojp 

045-339-4224 
nishimur@ynu.acjp 

045-339-4224 

06-6879-8222(8222) 06-6879-8221 
nishimu@phs.osaka-u目aCJp

044-812-8649 044-833-9110 
nishiyama-t@teikoku-hormone.cojp 

045-503-9229 045-903-9228 
nishi@gsc.riken.gojp 

042-542-2236(3557) 042-543-8068 
tnemoto@jeol.coJp 
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エム・アール・アイシステムズ株式会社

干104-0053 東京都中央区晴海3-2-22

関西学院大学理工学部

〒669-1337 兵庫県三田市学園2T自1番地

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
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エム・アールテクノロジー研究開発本部

干300-2642 茨城県つくば市高野169番地1

(独)物質・材料研究機構
強磁場研究センター
干305-0003 茨城県つくば市桜3-13

かずさ事業所
解析センター
干293-0011 千葉県富津市新富20-1

理化学研究所ゲノム科学総合研究センター

干230-0045 神奈川県横浜市鶴見区末広町トト22

(独)産業技術総合研究所
一光技術研究部門デバイス機能化技術グループ
干305-8568 茨城県つくば市梅園1-1-1中央第二

財団法人木原財団横浜生命科学振興財団

〒230-0045 横浜市鶴見区末広町ト7-29

三和化学研究所
分析センター
〒551-0406 三重県いなベ市北勢町塩崎363

理化学研究所ゲノム科学総合研究センター

干230-0045 横浜市鶴見区末広町ト7-22西研究棟 W103

産業技術総合研究所計測フロンティア研究部門
ナノ移動解析研究グループ
干305-8565 茨城県つくば市東1-1ー1中央第5

理化学研究所ゲノム科学総合研究センター

〒230-0045 横浜市鶴見区末広町1丁目 7-22

-487-

TE以内線 FAX
E-Mail 

029-861-6126 029-861-6135 
tadashi.nemoto@aist.gojp 

03-3536-5840(4129) 03-3532-3796 
snoguchi@mrisys.cojp 

079-565-8511(8537) 079-565-9077 
yasuonoda@kwansei.acjp 

0743-72-5572 0743-72-5579 
m-nomura@bs.aist-nara.acjp 

045-508-7218(7218) 045-508-7362 
m-nomura@tsurumi.yokohama-cu.acjp 

029-847-8220 029-847-5205 
haishi@mrtechnology.cojp 

029-863-5521 029-863-5571 
Hashi.Ke吋iro@nims.gojp

0439-80-2691(5302) 0439-80-2767 
moriaki@re.nsc.cojp 

045-503-9229(3601) 045-503-9228 
minoruh@gsc.riken.gojp 

029-861-5537 029司861-5540
mhattori@ni.aist.gojp 

045-508-7247(7247) 045-508-7371 
shana@tsurumi.yokohama-cu.acjp 

0594-72-6244(363) 0594-82-0072 
h_ham司jima@mb4.skk-net.com

045-503-9212 (直通)045-503-9210 
thamada@jota.gsc.riken.gojp 

029-861-4515 029-861-4515 
hayashi.s@aist.gojp 

045-503-9462 045-503-9641 
和ayashi@gsc.rikenjp



氏名

原田英里砂

樋口雄一郎

平j中敏文

平尾優佳

平.)11慶子

康明秀一

庚回洋

深津隼

福井洋之

福原忠雄

話事JII昭彦

藤倉一繁

藤田春雄

藤原健一朗

藤原英明

勤務先
住所

大阪大学蛋白質研究所物性部門
(社)バイオ産業情報化コンソーシアム
〒565-0871 大阪府吹田市山田丘3-2

横浜市立大学大学院総合理学研究科
理化学研究所ゲノム科学総合研究センター
〒230-0045 横浜市鶴見区末広町 1T目7番29b410 

北海道大学大学院工学研究科
量子物理工学専攻
千060-8628 札幌市北区北 13西8

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専攻生体趨分子機能科学
干230-0045横浜市鶴見区末広町ト7-29

日本医科大学
法医学講座・医用磁気共鳴分析施設
干113-8602 東京都文京区千駄木1-1-5

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専攻
干230-0045 横浜市鶴見区末広町1-17-29

理化学研究所ゲノム科学総合研究センター
タンパク質構造・機能研究グループ
〒230-0045 鶴見区末広町1ー7-22

京都大学大学院理学研究科

〒606-8224 京都市左京区北白川追分町

北見工業大学工学部化学システム工学科

干090-8507 北海道北見市公園町165

資生堂リサーチセンター

干224-8558 神奈川県横浜市都筑区早沸112-2-1

藤沢薬品工業(株)
財団法人先端医学薬学研究センター
干925-0613 石川県羽咋市飯山町ヲ32

バリアンテクノロジーズジャパンリミテッド
アプリケーション都
〒108-0023 港区芝浦4-16-36住友芝浦ビル8F

京都大学工学研究科

干615-B246 京都市西京区京都大学桂

横浜市大綜合理学研究科

干230-0017 横浜市鶴見区末広1-7-29

大阪大学医学系研究科保健学専攻
医用物理工学講座

〒565-0871 吹田市山阻丘 1-7

-488-

TEL(内線)
E-Mail 

FAX 

06-6879-8598 06-6879~8599 
harada@protein.osaka-u.acjp 

045-508-7236 045-508-7368 
yhiguchi@gsc.rikenjp 

011-706-6640 011-716-6175 
hiraoki@eng.hokudai.acjp 

045-508-7218 045-508-7362 
yuuka@tsurumi.yokohama-cu.acjp 

03-3822-2131 (5210) 03-5814“5680 
hirakawa@nms.acjp 

045-508-7214(7214) 045-508-7361 
hiroakih@tsurumi目yokohama-cu.acjp

045-503-9211 045~503-9210 
hirota@gsc.rikenjp 

075-753-4012 075-753-4000 
fukazawa@kuchem.kyoto-u.acjp 

0157-26-9402(9402) 0157-24-7719 
fukui@gaea.chem.kitami-it目aCJp

045-590-6057 045-590-6089 
tadao.fukuhara@to.shiseido.cojp 

0767-26-3311 0767-26-3314 
fujikawa@mprcf.orjp 

03-5232-1211 03-5232-1264 

075-383-2780(2780) 
fujita@sbchem.kyoto-u.acjp 

045-508-7215 (直通)
gfuji@tsurumi.yokohama-cu.acjp 

06~6879~2573(2573) 06-6879-2573 
fujiwara@sahs.med.osaka-u.acjp 
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東京大学大学院農学生命科学研究科

干113-8657 東京都文京区弥生1-1-1

創薬研究所研究管理課

〒329-0114 栃木県下都賀郡野木町野木2399ー1

独立行政法人食品総合研究所状態分析研究室

〒305-8642 茨城県つくば市観音台ト1-12

群馬大学工学部生物化学工学科
生物機能第二
〒376-8515 群馬県桐生市天神町 1-5-1

庄ケ五市ムロ字府都京
所

1
R
1
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横浜市立大学大学院総合理学研究科
理化学研究所横浜研究所
〒230-0045 横浜市鶴見区末広町1ー 7-29

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
〒615-8510 京都市西京区京都大学桂

横浜市立大学総合理学研究科
分子生理学研究室
干230-0045 横浜市鶴見区末広町 1-7-29

大阪大学大学院理学研究科

干560-0043 大阪府豊中市待兼山町1-16

福井大学工学部生物応用化学科

〒910-8507 楊弁市文京3-9-1

三菱ウェルフアーマ基盤第二研究所創剤 Gr

〒227-0033 横浜市青葉区鴨志田町1000

横浜市立大学大学院総合理学研究科
生体超分子シλテム科学専攻分子生理学
理化学研究所生体超分子構造・機能研究協力グループ
干230-0045 横浜市鶴見区末広町1ー 7-29

日本新薬

干305-0003 茨城県つくば市桜3-14-1

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

-489-

TEL(内線 FAX
E-Mail 

042-542-1182 042-542-4059 
masako@jeol.cojp 

03-5841-5460 03-5841-8485 
furihata@iam.u-tokyo.acjp 

0280-56-2201(302) 0280-57-1293 
hirosuke.furuta@mb.kyorin-pharm.cojp 

029-838-8033 029~838-7996 
hemmi@nfri.affrc.gojp 

0277-30-1439 0277-30-1439 
pen@jig.ce.gunma-u.acjp 

0744-38-3150 0744-38-3148 
horii@scl.kyoto-u.acjp 

045-503-9111(5154) 045-508-7360 
horiuchi@gsc.riken.gojp 

075-383-2734 075-383-2732 
horike@sbchem.kyoto-u.acjp 

045-508-7224 045-508-7364 
honda@tsurumi.yokohama-cu.acjp 

06-6850-5779 06-6850-5785 
kmaezawa@ch.wani.osaka-u.acjp 

0776-27-8635 0776-27-8747 
maeda@acbio.fukui-u.acjp 

045-963-3347 045-963-3353 
Masuda.Katsuhiko@mk.m-pham国.cojp

045-508-7224 045-508-7364 

tokiha@tsurumi.yokohama-cu.acjp 

029-850-6241 
y.masutomi@po.nippon-shinyaku.cojp 

03-5734-2880 03-5734-2889 
mmatsui@polymer目titech.acjp



氏名 勤住務所先 TEL(内線) FAX 
E-Mail 

松田知己
理ゲ化ノ学ム研科究学所総

045-503-0464 

〒230-0045 合横研浜究市セ鶴ン見タ区ー末広町1丁目 7-22
matsudat@gsc.rikenjp 

松田普正
筑〒電3波0子大5-・学8物5大7理3学工院学茨数専城理攻県物つ質くば科市学天研王究台科1-1-1 

029-853-5214 029-853-5205 
matsuda@mrlab.bk.tsukuba.acjp 

松野めぐみ

〒電電1気8気2通-通8信5信8大5学学研大東究学京科院都景調子布・物市質調工布学ケ丘専攻1-5-1 
0424-43-5571 
megu-ma@gk9.so-net.nejp 

松原康史
三機菱化浜学分科析学セン技横タ術浜ー研市究青セ書ンター

045-963-3166 045-963-4261 
matsubara.koshi@mp.m-kagaku.cojp 

〒227-8502 葉区鴨志田町 1000

丸吉宗介 大阪大学大学院理学研究科 06-6850~5790(5790) 06-6850-5774 
maru@ch.wani.osaka-u.acjp 

干560-0043 大阪府豊中市待兼山町1-16

三木孝史 株式会社神戸製鋼所電子技術研究所 078-992-5652 078句992-5650
t-miki@rd.kcrl.kobelco.cojp 

干651-2271 兵庫県神戸市西区高塚台 1-5-5

水野和子 福井大学工学部 0776-27-8759 (直通)0776-27-8747 
mizuno@acbio2.acbio.fukui-u.acjp 

干910-8507 福井市文京3-9-t

水野元博 金沢大学大学院自然科学 理学部化学 076-264-5686 076-264"'5742 
理学部化学科金
干920-1192 沢市角間町.

mizuno@wriron1.s.kanazawa-u.acjp 

三森文行 国立環境研究所 029-850-2862 029-850-2.880 
mituinori@nies.gojp 

〒305-0053 茨城県つくば市小野川 16-2

宮内康次 0436-23-5997 0436-23-5449 
側〒分2U9B析0E『都0科04学有5分機析材子セ料葉ン分県タ析市ー研原究室 29687u@ube-ind.cojp 

予 県市原市玉井南海岸8番の1

三好利一 産業技術総合研究所ナノテクノロジー研究部門 029-861-9392 

干305-8565 つくば市東 1-1-1
t-miyoshi@aist.gojp 

武藤勝紀 福井大学工学部生物応用化学科 0776-27-8635 0776-27-8747 

干910-8507 福井県福井市文京3-9-1
muto_k@acbio.fukui-u.acjp 

村中淳之介 福井大学工学部生物応用化学科 0776-27-8635 0776-27直8747
k370628@icpcOO.icpc.fukui-u.acjp 

〒910-8507 領井県福井市文京3-9-1

森内寛 06-6872-'8218 06-6872-8210 
生干構5物6造分5-解子08析工72研学究研大部究阪N所府MRグループ moriuchi@beri.orjp 

吹田市古江台6-2-3

守誠一朗 東工大 045~924-5796(5796) 

大学院生命理横工浜
〒226-8501 市緑区長津田町4259

seimori@bio.titech.acjp 

-490-



氏名

森岡ミ勇λ

諮問篤

八島秀仁

矢吹ー入

山内，....;1i.;

八巻武

八巻健

山口微

山崎憲一

山崎俊正

山路奈保子

山田知典

山線祐治

山延鍵

山村猛

勤務先
住所

愛媛大学総合科学研究支援センター
分子構造機能解析分野遺伝子解析領域
干790-8566 愛媛県松山市樽昧3-5-7

大阪大学大学院理学研究科

〒560-0043 大阪府豊中市待兼山1-16

ブルカー・バイオスピン株式会社
マーケティング部
〒305-0051 茨城県つくば市二の宮3-21-5
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東京農工大学
工学部生命工学科
干184-8588 東京都小金井市中町2-24-16

筑波大学大学院数理物質科学研究科

干305-8571 茨城県つくば市天王台 1-1-1理科系修士棟0402

北大院理

干060-0810 北海道札幌市北区北+条西8T目

塩野義製薬株式会社創薬研究所

千553-∞02 大阪市領島区鷺洲 5-12-4

第一製薬側研究技術センター

干134-8630 東京都江戸川区北葛西1-16-13

(独}農業生物資源研究所

〒305-8602 茨城県つくば市観音台2-1-2

財団法人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

京都大学化学研究所環境物質化学研究系
分子材料化学
干611-∞11 京都府宇治市五ヶ庄

東京工業大学大学院理工学研究科物質科学専攻

干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1-5-1

大阪大学大学続基礎工学研究科

干560-8531 大阪府豊中市待兼山町1-3

-491一

TEU内線)
E-Mail 

FAX 

089-946-9968 089-946-9968 
ehmorita@dpc.ehime-u.acjp 

06-6850-5569 06-6850-5569 
mocha@chem.sci.osaka-u.acjp 

029-852-1234(449) 029-858-0322 
hidehito.yashima@bruker-biospinjp 

0743-72-5577 0743-72-5579 
k-yabuki@bs.naistjp 

042-388-7025 042-383-7733 
kyamauch@cc.tuat.acjp 

029-853-7365(7365) 
yamakita@dmb.chem.tsukuba.acjp 

011-706-2985(2985) 011-706-2771 
tyamaki@scLhokudai.acjp 

06-6458-5861(5273) 06-6458-0987 
tohru.yamaguchi@shionogi.cojp 

03-5696-8018 03-5696-8334 
yamaz33x@daiichipharm.cojp 

029-838-7900 (直通)029-838-7900 
tyamazak@nias.affrc.gojp 

075-962-6142 . 075-962-2115 
yam可i@sunbor.orjp

0774-38-3152 0774-38-3148 
t-yamada@tOl.mbox.media.kyoto-u.acjp 

03-5734-2880 03-5734-2889 
yyamane@polymer.titech.acjp 

0277-30-1331 0277-30-1333 
yamanobe@chem.gunma-u.acjp 

06-6850-6323 06-6850-6321 
yamamura@qc.ee.es.osaka-u.acjp 
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東京理科大学大学院理工学研究科
応用生物科学専攻生物有機化学研究室
干278-0022 千葉県野田市山崎2641

北海道大学大学院薬学研究科
生体分子薬学専攻
〒001-0021 札幌市北区北21条西 11丁目
次世代ポストゲノム研究棟1階NMR測定室

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学講座
〒192-0397 東京都八王子市南大沢1ー1

理化学研究所ゲノム科学総合研究センター

〒230-0045横浜市鶴見区末広町1-7-22cl16 

独立行政法人食品総合研究所分析科学部

〒305-8642 茨城県つくば市観音台2ート12
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名古屋工業大学大学院
工学研究科
干466-8555 名古屋市昭和区御器所町

理化学研究所
タンパク質構造研究チーム
干230-0045 神奈川県横浜市鶴見区末広町1-7-22

秋田県立脳血管研究センター
あきた産業振興機構
〒010-0874 秋田県秋田市千秋久保田町6-10

ブルカー・バイオスピン株式会社
マーケティング部
〒305-0051 茨城県つくば市二の宮 3-21-5

順天堂大学医学部・化学

干270-1695 千葉県印旗郡t:1l施村平賀学園台 1-1

青山学院女子短期大学

〒150-8366 東京都渋谷区渋谷4-4-25

国立環境研究所
環境ホルモン・ダイオキシン研究プロジェクト
〒305-8506 茨城県つくば市小野川 16吃

バリアンテクノロジーズジャパンリミテッド
アプリケーション部
干108-0023 港区芝浦4-16-36住友芝浦ビル8F

-492-

TEL(内線)
E-Mail 

FAX 

029-853-6521 029-853-6521 
yamamoto@chem.tsukuba.acjp 

04-7124-1501(3420) 
blackjack@wind.email.nejp 

01ト706-9009(直通) ー無
yoshida@pharm.hokudai.acjp 

0426-77-1111 (3511) 0426-77-4873 
yoshida@nmr.chem.metro-u.acjp 

045-503~9642 045-503-9641 
myoshida@gsc.rikenjp 

029-838-8033 029-838-8033 
mitsuru@nfri.affrc.gojp 

045-508-7224 045-508-7364 
yosimasu@postman.rikenjp 

052・735-5272(直通)052-735~5272 
yoshimizu.hiroaki@nitech.acjp 

045-503目 9317 045-503-:9643 
yoneyama@gsc.rikenjp 

018~833-0115(361) 018-833-2104 
wakai@akita-noken.gojp 

029-852-1234(448) 029-858~0322 
takeshi.wada@bruker-biospinjp 

04干6-98-1001(392) 0476-98-1011 
euiっun@umin.acjp

03-3409-7304 (直通)03-3409-7304 
tokuko-@Iuce.aoyama.acjp 

029~850-2138 029-850-2880 
hidewata@nies.gojp 

03-5232-1211 03-5232-1264 
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