
Title マジック角試料回転を利用した液晶二次元NMR法の開
発と応用に関する研究

Author(s) 木村, 敦臣

Citation 大阪大学, 1996, 博士論文

Version Type VoR

URL https://doi.org/10.11501/3110017

rights

Note

The University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKA

https://ir.library.osaka-u.ac.jp/

The University of Osaka



液晶二次元NMR法の開発と応用に関する研究

マジック角試料回転を利用した

1996 年

R
o
a
ω
R
n
o
一O
『
n
oコ
仲
『O一
勺
弘n
コ
ω
ω

回
一C
O
O
V
R
w
コ

O
『0
0
コ
〈
包

-
O毒
刃

@
a

~ 
。

ε 
。
『ω
山
、ω
n
ω一

3旨

ω 

ω 

切

.品

ー---園田ーーー園田-一一ー-一一回ーーで士.... 調圃田曹田園嗣直明記邑

敦臣木村



マジック角試料回転を利用した

液晶二次元NMR法の開発と応用に関する研究

1996 年

木村敦臣



次

緒論 -
t
A
 

本論 A
E
1
 

4
 

• 

第一章 23r\a-l'\MRによる天然イオノホアのリホソ -ム :分子膜を通した

イオン輸送能に関する研究

第一節 j事

-
E
i
 

, • • • • • • • • • • • 

,1 

第二節 実験; 他核~MRによる .:\a十の膜透過速度の測定

第一項 二次元法を利用した速い膜透過速度の測定

第二項 一次元スペクトルの時間変化を追跡した

遅い膜透過速度の測定

第三節結果と考察

ハり

、
、J

'
'
v
、

• • • • • • • • • 

.

、
.
J

J
E
，
z
、

• • • • • • • • • 

8 

第一項 2:3 l\a-l\MRのEXSY二次元スペクトルの測定結果 ・・・・・・ 8 

第二項 2:3Na-:\TMRの一次元スペクトルの時間変化の解析による

遅い膜透過速度の測定結果

第三項 膜透過速度の温度可変実験の結果

9 

10 

第四項 :\Ta十の膜透過の熱力学的パラメータに関する考察 ・ ・ ・・・・・・ 12

第四節 第一章のまとめ 12 

第二章 マジック角試料回転液晶二次元NMR法(MAS液品二次元NMR法)の

開発とlasalocid Aの構造解析への応用 13 

第一節序 1:1 

第一節液晶I\~R法へのM生Sの導入 15 

第一項 ~MR測定のための溶媒としての液晶の特徴 1G 

第二項弘主Sの原理 17 



第三節 :\L\S液品 二次;t~:\fR法の開発

第 J員 二次]ê~\fI~法の特徴とCOS Y /\t-\S及び

ROESY / \L-\Sパルス系列

20 第 一項 l在接結合定数を利用した配向および、構造の計算の

基礎

20 
第二項 配向と構造の計算

第 ~rti COSY /\L-\S及びRüEδY/\ι-\己実験によるスベクトルの

帰属と構造情報の導出 22 
第三工員 \1et一巳nkephéllill及びLeu-ellkcphalinの

配向と構造に関する考察

第丘節 第三章のまとめ

第四節 ~L-\S液品:次Jc~~rR法の適用による液品中に配向した

1a sal oci CI Aの構造決定 27 

第 -r_IT ディスタンスジオメトリー法の概要 27 

第;項 デ、ィスタンスジオメトリー法による lasalocid Aの

構造計算 28 

第 Iî_節 液品中に配向したlasalocicl Aの構造の考察 32 

2fi/三節 第:章のまとめ 34 

~土芸&
ijì口日間

謝辞

実験の部

引用文献

第三草 マジック角近くでの試料回転による新しい液晶二次元NMR法

(~\ι.--\S液晶て次元NMR法)の開発とenkephalinの構造と配向の

Fo 
q
ο
 

研究への応用

第 4節序

第て節 M/\S液品 二次元N\I1R法による構造情報の導出

35 

37 

第一項 NLへS液品二次元I\MR法におけるパルス系列の考察 ・ ・・・・ . •• 37 

第 二r11 ROESY /Mr\S及び~OESY/MASスペクトルの

測定結果

第 i節 N~!LへS液品 ニ次元~MR法による配向情報の導出

第ー項 COSY /:'\~L \Sスペクトルの測定

第 一て工貞 hUl no 2DJ /~\'fASスペクトルの測定

第四節 enkcphalinの液品中における配向および構造

40 

42 

42 

44 

47 

〆 18

Q
M
 

'
E
E
-
a
 

4
E
E
'
A
 

, 
a
 

-'川υ
• • • • • • • • 

:)g 

ハYF)
 

bO 

Gl 

�7 



緒論

生体膜を標的とする生理活性物質には、膜との非特異的な相耳.作用が活性発現に竜要

な鍵を握る場合がある。そのような物質として、イオンの膜透過に関与する天然イオノホ

アと総称される 一群の抗生物質が挙げられる 1 )。膜系において特定のゲストイオンのみを

選択的に認識し、輸送するという機能を持つイオノホアは、ホスト-ゲストの化学におい

て興味の対象とされているばかりでなく、医学、薬学あるいは生物学への応用が期待され

ている。イオノホアは膜と直接相互作用して、そのコンホメーションを変えることによ

り、あるいは独特の集合状態(超分子系)を構成することにより機能を発現することから、

その機能と膜中の構造との相関、あるいはそれに与える膜物性の影響を探ることは非常に

興味深い。

近年、ペプチド性のホルモンや神経伝達物質などの生理活性物質の中にも、膜と強く相

互作用して特定のコンホメ-ションをとる例が見出されている 2)。このような例として

enkephalinが挙げられる3)。これらの生理活性ペプチドが受容体と結合し活性発現に苧る

過程として、現在 2 つのモデルが提唱されている。 一方は三三次元拡散的に直接受容体と結

合するもの(one-stage capture)であり、他方は膜と相互作用して活性コンホメ-ション

をとり、 二次元拡散的に膜中から受容体との結合に至るもの(two-stage captllre)で

ある4)。生理活性ペプチドが受容体と結合するまでに要する時間は、理論的にはtwo-

stage captllreモデ、ルのほうが短いことが明らかとされており 5)、膜との相互作用が果た

す役割について考える必要がある。さらに生理活性ペプチドが膜中でどんなコンホメー

ションをとっているかを知ることも重要な課題となっている。

N:MRC\íuじlear Magnetic Resonance)は半世紀前に発見された核の磁気モーメン卜の挙

動を観察する方法であるが、最近では生化学の領域、あるいは医学の画像診断や両像機能

学の分野で急速に発達し注目されている。この0JMR法は、リボソ-ムあるいはミセルな

どの生体膜モデルと呼ばれる系を用いた研究にも有効に適用でき、上記のような生理活性

物質の膜における機能の発現機構や膜中のコンホメーションを解明する上でも強力な手法

として期待されている。

1982年に他核:\~R法によって、リポソームの内側と外側の~a+イオンをNMR信号と

して区別できることが報告されて以来6)、膜系におけるイオン輸送機能についての議論へ

向けて:\lvfR法の発展が始まった。その結果、との方法により広範なイオンの膜透過を取

り扱える可能性が示唆されたが、担体輸送機能を包括的に解明しようとする研究は、まだ



端緒についたばかりである 。 そこで、 筆者はリホソ -ム系における:\.\1Rを用いたイオン

の膜透過測定手法を包指的に検証し、確立することにより、拘体輸送機能に関してエネル

ギー的側而から幅広く議論するととを試みた。その結巣、その機能の発現には膜物性が関

fJしていることを明らかとすることができた(第一 章)。

:\.\IR法による構造解析は、当初は溶液を対象として発達したが最近では固体でも広く

応用できるようになった。 また、現花では膜のような非品質媒体中の分子レベルでの構造

を解明するためにも有効な手法となっている。 ~.\1Rを用いた構造解析は主として溶液中

の分子の立体機造を研究するために、 一て次元='JMR法に代表されるような測定法の進歩な

どによって近年飛躍的な発展を遂げた。ごく最近になって、この手法は生理活性物質の膜

中の憐造を議論しようとする研究においても注目され、ミセルやリボソ-ムなどの生体膜

モデル系を用いた機造解析例がいくつか見られるようになった7)。しかし、ミセルは曲率

が非常に大きいため、 11英という高度に構造化された環境における分子構造を議論するモデ

ルとしては適さず、しかも、適川する分子の分子量が大きくなると、情報量の低下などに

より構造決定が側端に閃難になることが指摘されている 8)。その他、ミセルを用いた実験

では配向に関する情報が乏しいことも問題点のーっとなっている。このため、ミセルの代

わりにリホソ ームを用いた構造決定法の模索が行われているが、現在のところ一般的に適

用できる有用な手法はなく、膜中の構造に関して知見を集積するには、基本的な測定法を

開発することが、測定系の考察も含めて緊急の課題となっている。

とのような背景のもと、膜中の分子の構造を議論するために溶媒として液晶を用いる液

晶~~1R法が近年注目されている8)。液晶は一定の方向に配向するためミセルのように曲

窄が問題となることはなく、また液晶中の分子の配向に関する情報もNMR法により豊宮

に得られ、かつ液品中の構造は膜のような配向場が関与する効果について重要な知見を与

える。液晶のN.\1Rスペクトルには、溶液あるいはミセルにおけるスペクトルには見られ

ない双村長 j三一双極子相互作用にもとづく直接結合による分裂が現れる。この直接結合定数

の実験的測定による構造の決定は、正確さにおいて電千線あるいはX線などの回折法に匹

敵することが分かっているが、これらを含めた種々の分光法により求められた構造が互い

に著しく異.なる結果を与える場合がある。例えば、ビフェニル系化合物である 2 ， 2'一

bipyrinli c! ineの2つの万脊環がなす 工面角について結晶データでは完全な平面を示すのに

対し、液品中では折れ曲がっておりその構造は量子化学計算と良く 一致する 9) 0 2つの環

は立体効果により同一平面とはなり難いと考えられ、液晶膜中の構造の重要性が認識され

る。しかし、 l貞接結合を含む液品のN;vIRスヘクトルを一般的に幅広く適用するために

は、従来の液品N.\IR法の抜本的な改良が必要であり、これまでのところ、その適用範開

2 

は通常9スピン程度の小分子に限られていたlO)。 そこで、筆者は t述の生理活性物質の液

晶 qJ の構造と配向を決定するため、液品:\\11ミ法の改良を行うこととした。

液晶:\:\tlR法の適用性を高めるためにはla-t.妥結合を合むスヘクトルを簡略化する必要が

ある。一方、国体:\.\1R法においてそのスヘクトルを簡略化するために、近年マジック角

試料同転0.1日giC-j主ngle-Spinning: \L-\S)法が開発された11 ) 。 乍者はこのは\5法を ?t支品

i\'MR法に応用し、 一て次元~?\1R法を導入したは主S液品 二次元ì\'MR法を開発し構造解析へ

の応用を試みた。 その結果、上述のイオノホアであるlasalocicl. \の液品 fl' の構造を決定

し、その構造には配向場の変化に感瓜してヒンジとなる結合が存配することを IYJ らかとす

ることができた(第 二 章) 。

MAS法を導入した上述のノザ法は、配|白j に関する情報を消よa してしまうので、この↑1科民

を復活させるべく、は生S法をヒントとしてマジック角近くでの試料回転(:-;ear-.¥tlagicｭ

お19le-Spinning: ~:\1.主S) を利用することとした。 こうして、 :\ìvLA.S液品 一二次Jê:\M民法

を新しく開発し、液晶:\~IR法の適用範開を限定している直接結合情報を選択的かつ積倒

的に利用することを可能とした。 その結果、性理活性ヘプチドである :vlel-('nk( ~phョlin及

び、Le\ l-cnkephalinの液晶中における構造と配向を決定することができ、両-Kの差異を明

らかとすることができた(第三章) 12) 。

3 
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23Na-NMR による天然イオノホアのリポソーム二分子膜を通した

イオン輸送能に関する研究

第一節序

天然イオノホアと呼ばれる一群の抗坐物質は、イオンの選択的な生体膜輸送を仲介す

る'1:.体機能分子であり、その機能により活性発現に至る。これらのイオン担体物質はその

膜透過機構の面から、移動担体(キャリヤ-)として働くキャリヤ-型とチャンネルを形成

するチャ ンネル型とに分類される 1)。 キャリヤ-型ではイオンと結合した分下が移動担体

として膜Ij~に溶解し、拡散することによりイオンの輸送が行われ、チャンネル型では膜中

で分子が凝集し筒状構造を形成し、イオンはこの筒の内部の親水性部分を通過する 。 これ

らの担体輸送機能を解明することは、単にそれら薬物の作用機序を明らかにするだけでな

く、複雑な午体内の物質輸送機能に対し有用な示唆を与えるものと考えられ、これまで液

膜や黒膜、あるいはリボソーム二分子膜を用いて担体が促進するイオンの膜透過速度を測

定し、その機能を考察する研究が盛んに行われてきた 13)。しかし、その熱力学的側面の

考察や膜流動性といった膜物性の関与などを包括的に取り扱った研究は、その実験的方法

の困難さから殆どされていないのが実情である。

方、 ~~R1去を1110n巴 nsin(Fig.l) によるNa十イオンのリポソ-ム膜輸送速度に関する

研究に応用することにより、この方法が従来の手法では測定不可能であるような速い膜透

過速度をも求めることを可能とすることが19~5年に悶cldell らにより報告された14) 。 より

詳細な拘体輸送機能についての議論へ向けて、その後もこの手法は改良され続け数多くの

方法が発表されているが1:; )、ここでこれまでの知見をまとめ総合的に取り扱う必要があ

ると忠われる 。 そこで、筆者はリホソ -ム系におけるNMR を用いたイオンの膜透過測定

手法を包伝的に検証し確立することにより、担体輸送機能に関してエネルギ-的側面から

詳細に議論することを試みることとした。本研究の対象としたイオノホアはキャリヤ-型

に分類される1110tlensin及び、!日salocidλとチャンネル型に分類、されるgranlÏcidin i\、

日lllphotericin B及びnyst乱lillである CFig. l)。

4 

Carrier 

H3C 1111' 

作lO nenSln

OH 

lasalocid A 

Channel 

HO 
CO~ 

O~巧fLH
amphotericin B 

HO C02H 

nystatm 

。可守7LH

HCO - L-Val一的一 L-Ala -D-Leu - L州-D-Val-L-Val-D-Val っ

し川一山一 L-Trp -山一 L-Trp ー D-Leu - L-Trp-NHCHZCHZOH 
gramicidin A 

Fig.l. Chemical structures of ionophores promoting transmembrane 

permeability of Na+ ions. 
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第二節 実験: 他核NMR による Na+の膜透過速度の測定 2D EXSYにより求めることは不 I可能で、あった。そこで、このような場合の測定法として

次反応速度論による解析法に関する検討を行った 18)。即ち、リホソ-ム内側のX日+イオ

ンの濃度([:\'aヂin)がリホソ-ム外側の濃度([:'\a十\川)よりも大過剰の条件下で、(1)および

(2)式を仮定した。

ランタニドシフト試薬によってリボソーム内側と外側の~a+イオンの~~R信号を分離

できることが 1 9 3 2-{ドに報行され6)、それを利用することにより他核l\'~'vIR法は非常に

布丹!な手法として、近年リホソ-ム系における金属イオンの膜透過に関する研究において

重要な地位を占めるようになった。本研究でも他核l'\MR を用いたイオンの膜透過速度測

定にこのランタニドシフト試薬を使用し、その適用性を評価することとした。

膜透過速度の測定は、 N日+イオンを封入したREV と呼ばれる一枚膜リホソームを作製

し、このサンフルにイオノホアを添加して行った。また、用いたランタニドシフト試薬は

Dy(PPP)27ーである。このシフト試薬はリホソームの内側と外側のNa+イオンの信号を大

きくシフトさせることが報行されており 6)、本研究において適用することとした。

種々のイオノホアによるXa+イオンのリボソ-ム膜輸送速度は広範囲に及ぶので、その

ような膜輸送速度を測定するためには特別の工夫が必要である。以下、その測定手法の原

用および特徴を述べる 。

Na:~ -In 

4
E
E
E
 

L
K
 � Na~~ out 

、
、
，
，
J

4
・
E
E
・

，
，E
‘
、.. 

kZ 

d[Na+]out 

dt 
k1 [Na+]in kZ[Na+]out 

(Z) 

Vin [Na+] in + V out[Na+]out C(const.) 

第一項 二次元;去を利用した速い膜透過速度の測定

ここで、 Cは定数であり、リポソ -ム内側および、外側の容積(それぞ、れVin及びY CJllt) は、光

散乱光度測定から得たリホソ-ムの粒子径(200nn1)より評価した。以上の式を解くことに

より (3) 式を得た。

~\1R を用いて化予交換を研究する際には、古典的手法として線型解析あるいは磁化移

動法などが a般的に用いられてきたが、近年二次元NMR法の発達に伴い2D-EXSY

(2D Exchang巳 ~MR Spectroscopy) と呼ばれる手法が提唱された16) 。 との方法は他と比

べ、交換過程がスヘクトル上に視覚化され、また広い範囲の交換速度を求めることができ

るなどの利点を有する。

2D-EXSYは、 231'\aの緩和速度より速いNa+イオンの膜透過速度を求めることができ

る。本研究では、 キャリヤ-型である lllonensin及び、lasalocid Aと、チャンネル型に分類

されるgralnicidi l1 Aによる膜輸送速度を2D-EXSYにより決定することができた。

2D-EXSYの測定および解析は~OESYパルス系列を使用 し、その詳細はAbel らの方法に

従し 1行った 17) 。

[Na+]in = 
C I V in + b (1 -e at) I a 

(3 ) 

e at 

V 
In 1, 

a = K.+ 一一一一一- 1\.勺
1 V L.. 

out 

k _ 

b = -ーームー C

V 
out 

第二項 一次元スペクトルの時間変化を追跡した遅い膜透過速度の測定

この(3)式により 23:\aの緩和速度よりも遅い場合の~a十イオンのリポソーム膜透過速度を

解析した。 膜透過速度測定は、 XUイオンを封入したリポソ-ム溶液を、大過剰のKClイ

溶液に対して透析することにより、リポソ ーム外側のX日+イオンのみをK+イオンと置換

し、このサンプルに日lnphol巳ricin B及びllyslat ill を添加して行った。

a方、 2D EXSYはX乃+イオンの膜透過速度が23l\'aの緩和速度よりも遅い場合には適用

することはできない。本研究では、 alllpholericin B及び、nyslatinによる膜輸送速度を

6 7 



第三節 結果と考察

第一項 23Na-NMRのEXSY二次元スペクトルの測定結果

lìlOlìcnsinによるN日+イオンのリポソ-ム膜輸送速度を、 25'(: において23Na-NMRを用

いて2])-EXSYにより測定した結果をFig.2のスペクトルに示す。

a) 

'1 
Ipp・1

15 

E。

1'5 

，。

" 
.。

.~ 

~ 

Na+(in) 

~. 

Na+(out) 

ー ヨ -10 ・ I~ ・ 20 ・霊g

'2 Ipp・1
r~ Ipp・1

Fig.2. 23 Na 20・EXSYspectra of sodium ions inside and outside liposome in the 
presence of mo附151仰H 8.1 ): a) contour plot, b) 5tack plot. The inヤrnal and 
external cation resonances have been resolved using the Oy( P PP ) 2

1
-shift 

reagent. The final concentration5 were: egg lecithin , 27mM; NaCI, 100mM; 

Dy(ppp)Z7 - , 3.6mM; and monensin , O.2mM. 

Fi日 .2より、リボソ ームの内側と外側のN日+イオンの信号がシフト試薬により分離さ

れ、輸送された2:~N é1の磁化がそれぞ、れの信号の間の交叉ピーク(クロスピーク)として明瞭
に観測されることが分かる。これらの対角ピークおよび、クロスピ ー クの強度は交換速度と

定取的に関係付けられることが矢11 られているので17)、これに従いFig.2のスペクトルを解

析することにより、 lllUllC l1 si l1により促進されたN江+イオンの輸送速度を求めることがで
きた。この場介、リボソ ーム内側から外側への輸送速度は1().O+ 2.3(s-1)で=あった。ま

た、この手法では2:~Naのスピ ン-格子緩和速度(1/T 1) の 1 / 10程度から、およそリポソーム

内側と外側のNéけイオ ンの化学シフ トの差までの膜透過速度を評価できる。今同の系では
スピン-絡子緩和速度は 21s-1 であり、また化学シフトの美は1000γ1で、あったので、 2D­

EXSYにより 1 ----10 J (s-l)程度の膜透過速度を測定することが可能であると考えられる。

8 

第二項 目Na-NMRの一次元スペクトルの時間変化の解析による遅い膜透

過速度の測定結果

リボソ-ム添液にIlVS t日 tin を添加した

後、時間経過毎に23Na-N :rvlRを測定し、そ

の信号強度の変化からN司+イオンのリボソ

-ム内側からの流出の追跡を行った結果を

Fig.3 に示す。

Fig.3 に示したリボソ-ム内側のN刀+イオ

ンの濃度の経時変化について(3)式を用いて

非線形最小自乗解析を行った結果、 Fig. !Jに

示すように精度良く膜透過速度を求めるこ

とができた。

この方法により求められる膜透過速度の

測定可能範聞は、下限に関してはイオノホ

アの存在しないときの自然流出速度である

と考えられるが、本研究ではその速度は

7 .O(:!: (). 7) x 10-4(γ 1)であった。 また i二限は

Fig.4に示した速度の 10倍程度、即ち ----lS-1

であった。したがって、本手法と2D EXSY 

とを組み合わせることにより lO-4---- 1()3 s-1

と非常に広範阿の膜透過速度を求めること

が可能であった。

9 

t = 86 

t = 9.9 

t = 4.8 

t=O 
(min.) 

Na+ (out) 

ー 雪 ー 10 - 1 雪 -:?O PD剛

F�. 3. 23Na-NMR spectra at the 5ame 

conditions as in Fig. 2 except that the 

transpo代 ofNa+ ions were pomoted by 

nystatin. The times recorded are al50 shown. 



Table 1 Thermodynamic prope代ies of Na+ ion transpo代 across the liposome bimolecular membrane 
promoted" by several ionophores 

f1G:t /kJ mor 1 

Channel type 

k 1 =0.299 士 0.012s- 1

66:t 13 

74:t6 

Tf1S土/kJ mol- 1 大

-2S:t9 

-41 :t4 

f1 H字 /kJ mol-1 

40:t9 

33:tS 

Promotor 

Carrier type 

monensln 

lasalocid A 

k2=0.3 67 ::tO.027s-
1 

100 

75 

50 

25 

(
三E
)
E
[
+

何
Z
]

。

67:t6 -39 :t4 28:t4 gramicidin A 
150 100 50 。

87:t6 -18S:t27 -98:t 3 nystatln 

89:t 21 -183:t1S -94:t 15 amphotericin B 
t(minutes) 

94:t 11 -61 :t 8 33 :t8 (+benzyl alc.) Fig. 4. The time dependence of the concentration of Na+ 

inside liposome obtained from Fig.3. 

女 298.1SK

膜透過速度の温度可変実験の結果第三項

Fig.1 に示した種々のイオノホアについて、 Na+イオンのリボソ-ム膜輸送の温度可変

1 に示す活性化パラメータを得ることができた。ここで用いた基本式
3 

2.5 

Tabl 実験を行い、

2 

1.5 

(
←
\
ギ
)
C一
ー

(4) 

は以 Fの通りである (Eyringの式) 1 S b) 。

k 6 G字 k ム H+ 6 5ヰ k
=ー一一一+ In(一) =ー一一一+一一一+ In( 一 )T - RT '11 1¥ h J - - RT T R 

口0.5 

0 

2.9 

kは~a+イオンの膜透過速度でありTは絶対温度を表す。また、 Rは気体定数であ

k及び、hはそれぞれボルツマン定数およびプランク定数である。この式から、 ln(k/T)

を l /Tに対してプロットし(Fig.5)、その直線の傾きと切片から 6Hキ及び 6 S宇を求めること

、F 、r ・-=

l_ l_に、

り、

3.3 3.4 

x 10-3 (1 /T 

3.2 3.1 3 

Fig. 5. Eyring plot showing the temperature dependence of the Na+ 

transmembrane excange rate constants promoted by monensin. 

11 10 

ができる 。



第四項 Na+の膜透過の熱力学的パラメータに関する考察

Tahle 1 においてキャリヤ-型である1110nensin及び~lasalocict Aでは膜透過の活性化エ

ンタルヒーは正の値を示しているが、これは温度のヒ界に伴い分子運動が激しくなり膜中

の拡散速度が速くなったことに起肉すると考えられる。これに対し、チャンネルを形成す

るホリエン系のイオノホアであるalnphotericin B及び、11ystatinでは、透過の活性化エン

タルビーは負の値を示しており、温度の上昇とともに透過速度が抑制されることが明らか

となった。 これは温度が上がり、コレステロールを含むチャンネル周囲の膜構成分子が熱

運動により照動され、チャンネルが撹乱されたことに起因するものと思われる。しかし、

これらホリエン系抗生物質と同様にチャンネル理に分類されるgra!nicidin Aでは、透過の

エンタルビーは II~ となり、この分子がそれ門身で強い自己会合体を形成しチャンネルが膜

流動性の影響を受けないことが示唆された。そこで、膜流動性を高める効果を持つ麻酔剤

であるb( 、 11zyl a1じ()hol を、日1l1[)hotericill Bの共存するリボソーム系に添加したところ、活

性化エンタルビーは円び正となった。これはbenzyl 日lcoholの添加により、温度上昇の効

果と[，叫長、膜流動性が高まり九1 1l vhotericin Bのチャンネル形成能が阻害されたことによ

るものと考えられる 。

第四節 第一章のまとめ

イオノホアによる:\(1+イオンのリホソ-ム膜輸送速度を23:\a-NMR法を用いて広範囲で

求める手法を確立した。それにより、種々のイオノホアによるNa+イオンのリホソ ーム膜

輸送の熱力学的パラメータを導出することができた。

前節までの)J九十イオンのリホソーム膜を通しての透過速度の測定およびその熱力学的考

察から、イオノホアによるイオンの膜輸返機能の発現にはその輸送機構のタイプや膜との

相互作用の強度、あるいは膜流動性といった膜物性などが総合的に関与していることが不

された。 股中に溶けたイオノホアは、これら穐々の因チの影響を受けて、そのコンホメ­

ションを変えていることも吋然予想されるが、筆者はその点に興味を持ち、以下の章に述

べるように構造解析の研究に発展させることとした。

12 

第
.:XE. 
写呈

マジック角試料回転液晶二次元NMR法(MAS液晶二次元NMR法)の

開発と lasalocid Aの構造解析への応用

第一節序

前章において筆者は、イオノホアによる:\Ta+イオンの膜輸送機能についてリホソ -ム を

用いてエネルギ一的側面からアプロ-チを試み、その機能の発現には膜とのキfll[作Jll の強

度あるいは膜流動性といった膜物性など、膜が影響を及ぼしていることを明らかとした

が、このような膜環境下での構造を解析し機能との相関を探ることは非常に興味深い問題

である。生体膜の基本構造は両親媒性分子である脂質分子が集合して形成されていると巧

えられるが、そのような高度に構造化された非品質媒休中の分子レベルでの構造を解明す

るにはX:-.IR法が有効な手法となり符る。但し、既存の.:'\~IR法では、膜「ドの構造解析を有

効に行うことは困難が多いので、最新の技術を取り入れた新しい測定法と解析法を検討す

ることとした。

:\~1Rは主として溶液中の分チの立体構造を研究するための手法として、分光計の感度

の向上、コンビュータおよびその周辺機器の高性能化、あるいは二次/ê:!\'MR法に代去さ

れる測定法の進化などによって、近年飛躍的な発展を遂げた。 二次元l\MRを用いた構造

解析法の中で、著名な例として:\JOESY-clista11C(~ geonletry法が挙げられ、このJj法に

より、現在分子量約:30000程度の分子の構造決定が可能である 19)。この方法は非品質媒体

巾の分子の構造を議論するために、ミセルやリホソ -ムといった生体膜モデルと呼ばれる

系にも直ちに応用され、 2 9 アミノ酸残基からなる分千量 3 5 0 ()のホルモンである

gluc日gOllの全重水素化リン脂質ミセル中の構造が 1 ¥1 8 3 年Wtithrich らによって決定さ

れた20 ) 。 ミセルは粒子径が小さくその運動の異方性は?、;MR的には平均化されてみえなく

なるため、ミセルに溶解した分子の信号がシャーブに観測されるという利点を持つ。その

ため現在、ミセル系は:\1\1Rを用いた構造研究において新分野として興味が持たれてい

る 。

しかし、ミセルはその粒チ径が小さいため曲率が非常に大きくなり、膜という高度に精

造化された環境における分子構造を議論するには適さず、しかも適用する分子の分[-;!:が

大きくなると分子/ミセルのサイズ比の用加に伴い、その構造決定が傾端に附難になると

13 



液晶NMR法へのMASの導入

NMR測定のための溶媒としての液晶の特徴第一項

第二節指摘されている 8) 。 そこで、ミセルに代わりリホソ ムを用いた構造決定法の模索が1980

年代に行われ、 :\OESYを改良したTransferrcd :\OE(TR..，\OE)法が開発されたが、この

万法は本質的に膜rt 1 の分子の信号を観測するものではなく、また粒子径の大きいリポソー

ムの運動の異万性による伝号の広|幅化をさけることは困難であるため一般的手法とはなっ
液晶とは分子の重心の位慣に関する長距離的な秩序は失われているが、分子の配IrlJ に関

する長距離的な秩序は保たれているような、同体と液体の'1 qlU的な性質を持った状態のこ

とをいい、!fq間本11 (111CSupl1おc) とも呼ばれる。液品には加熱融解することにより '1 :_ ず、る

サーモトロピック液品と、決媒と共存することにより生ずるリオトロピック液品とがあ

り、またその相状態は配向の度伶いや万向によってネマティック相、スメクティック村iあ

るいはコレステリック相などに分けられる (Fig.7)。この中で特に、リオトロピックネマ

ティック液晶はその配向状態が'I~体膜に類似していると考えられており 27 ) 、

分子構造に与える効果について議論することは興味深い。

この媒質が

cholesteric phase 

Fig. 7. Schematic drawings of the various phases of liquid crystal. 

~後傷~

d刊1111111111111愉th...

d~蕊蕊蕊、目前i耐耐mnw
11iiM〉Millilhi叫!
面白
smectic phase nematic phase 

ていないれ)。

~ )J、とれらに代わる系として溶媒として液晶を用いる液晶~~IR法が近年注目されて

いる則。 被品は外市静磁場中に置かれると磁場に対して一定の方向に配向するためミセル

のように山率が問題となることはなく、また;食品中の分子の構造は生体膜のような配向場

が関与する効果について竜安な知見をうえるものと考えられる 。 そこで、前章においてそ

の機能の発現に脱環境の効果の寄与が示唆されたイオノホアの中から lasalocid 人を選び、

液品中における構造解析を試みることとした。

lasalocicl A(ドig.()) はホリエーテル系抗生物質であり、天然イオノホアの中でも最も有

名なものの 4つである 。 1970年代にlasalocicl Aに関して精力的に研究が行われた結果、

特定のイオ ンのみの選択的な生体膜輸送を仲介するという興味ある機能を持つことが明ら

かとされたが22)、それに加え近年、不斉なコバルト錯体に対し不斉認識機能を持つ事が

凶行され、このものが持つ多燥な機能と構造との相関を明らかにし、それを模倣しようと

する動きが現在高まっている 23) 。 ところが、 lasalocicl AはK+、 Na十或いはCa2+などの多

彩なホストイオンを包援できることから柔軟な構造をとり得ると考えられ13c) ， 24)、事実

これまで精力的に結品情造解析が行われた結果、その構造は包接する金属イオンの種類、

あるいは結品化溶媒などの結晶化条件により多様性を示すことが報告されている 25)。但

し、その結晶の多くにおいて包後錯体は二量体を形成しているが、 生体膜中においてはイ

オン輸送速度の化学量論から単量体であると考えられており 26) 、 lasalocid Aの液品中の

構造研究はその機能について多くの知見を与えるものと期待される。
液晶は外部静磁場 Iドに置かれると磁場に対して一定の方 I('J に配向するため、液品に溶解

した分子の運動は異方的になり、その結果液品NMRのスペクトルには、宅問を介した l直

接的な磁気双傾子双傾子相互作用に山来する直接結合による分裂が観測される。直接結

合は、等);溶液 rjlでは非常に早い分子運動によりゼロに平均化され観測されないため、液

品試料のNMI~ スペクトルには有用な情報が含まれているといえるが、そのためスペクト

ルパターンは通常、非常に複雑なものとなる。 p-chlorobcllzaldehydcの液晶NMRスペ

クトル(Fig.8) を一例として示したが、このように対称性が良く小さいスピン系でも複雑

なスペクトルを示すため、液日1NMR法の適用範聞とされるスピン系は通常9スピン程度と

したがって、木研究で構造解析の対象としたlasalocicl ^は50

画面』ι 一一 一一一一一一一一一一一一一」
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Fig. 6. The chemical structure of Lasalocid A 
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スピン系であるので通常の液晶NMR法では解析を行うことは不可能である。

:中:

5000 -500 Hz 

Fig. 8. NMR spectrum of p-chlorobenzaldehyde dissolved in the ZLll1 67 liquid crystal. 

ゾj、液晶のNMI~スペク トルを簡略化するため、間体や粉末試料のNMRにおいて異β

性を消去するため開発され発展してきたマジック角試料回転(MAS)法を導入しようとする

試みが1~R1作にじr;111 t らによって報侍された2R)。この報告は、単純な分子を用いたテス

トケースとして、液晶 I ~ 1 に配向したtrifltlOrobrOllloethyle l1e の 19F-NIvIRスペクトルが

M八S法を併則することにより簡略化されることを示した。その後、このMAS法の導入の

試みが1 S)80年代前半から散見されるようになった29 ) 。 また、構造解析を目的と したもの

ではないが、リポソ -ム系においてもMAS法の導入が1985年にOldfie ld らによって報告

されたJ() )。これらの研究ではスペクトルの簡略化という点ではまずまずの成果を報告し

ているものの、基本的な分解能の不足といった問題点が見られる。このため、これまでの

恥仏S法導入の試みは精密な構造解析への応用に耐えるものではなく、従来の液晶NMR法

の範時を越える研究は未だ報告されていない。

そこで、筆者はMAS法を液晶NMR法に導入し、構造および配向を研究する新しい方法

論を開発することを H的とし、最新のて次元NMR法の応用などによりスペクトルの分解

能の低下を補いつつスペク トルの問時化を検討するとととし、以下の研究を行った。その

結果、液!日]ql の lasalocicl 八の構造解析を首尼良く実行することができた。

以下、筆者が本研究において開発を~ 1 的としたマジック角試料回転(MAS)液品二次元

NMR法の原珂と結果を述べる。
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第二項 MASの原理

.NMRスペクトルを解析するためには、核スピンのスピン状態とエネルギ-状態のみが

考慮の対象となる。核スピンはいくつかの型の相 7[作JfIを受けているが、このようなエネ

ルギ-状態はエネルギーに相当する景子力学的演算子であるハミル卜ニアンにより記述す

ることができる。液品の様な配向屑や同休の機な粉末試料において、 III核のようなスピ

ン量子数1= 1 /2のスピン集団を記述するハミルトニアンは(S)式で表される J()) 。

H=Hzl+Ho (5) 

H ZI ; zeeman interaction term 

H 0 ; dipole-dipole interaction term 

試料を静磁場からある角度月だけ傾けて高速で回転させた場合、双冊子相互作用はハミル

トニアンとして平均化され寄与がなくなり、結果として(G)式の双柑子一双傾子相互作川項

/1 1)が (:3cos2n -1) /2のスケーリング肉子がかかっ た形で残ることになる。マジック角と

は、このスケーリング閃子をゼロにする角度{-3=G4. 7 " のことであり、したがって測定試

料を外部磁場のノIj Ir1J に対してマジック角 をなす刺!の回りに高速|ロ|転させることにより、双

槻子双傾子相互作用はスベクトルから消失する (Fig.9)1 1)。

粉末試料とは異なり液品の様な配向屑には配!向軸が存花するが、液晶試H.を静磁場に対

し行の frj だけ傾けて Fll ifL~ させると液!日の配向唱hは円転有Ij のノfJ [(IJ に [riJ き、この場介も|二記の

双槻子一双槻子相互作用項J [Dには(:3cos2 {3-1) /2だけ係数が出

かることとなる山)。したがって、液品試料の場合も試料阿転軸 同

の傾斜角をマジック角 とすると双傾子一双極子相互作用は消失

させることができる。また第三主章で述べるように、液晶の配向

輸が試料rrJ]転車111 の Jj防]に配列することを利用し、試料!日i転問11 を

マジック角から適度にずらすことにより、双械子一双械子相 Ii |日

作川の大きさを任怠の大きさに調節してNMI~測定を行うこと

ができると期待される。 Fig. 9. Schematic drawing of 
magic-angle-spinning(MAS). 
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第三項 MAS液晶一次元NMR測定

液晶:'\::vIRにおける液品自身の信号は、それが多スピンを含むことと配向性が一般に溶

質分子よりも高いために、非常に多数のピー クに分裂し、結果的に非常にブロードなバッ

クグランドとなり、ピークとして観測されないのが普通である27 )。これは溶質ピークの

確認を谷易とし、液晶.'\MR法のメリットであるが、 ~Sを液品試料に適用した場合、液

品自身のスピン問の双極子一双極子相互作用も抑えられるため、ブロードで殆ど観察でき

なかったヒ - クがシャープな信号として復活する。これは本研究の目的には望ましくない

ため種々検討を行い、その結果CsPFO(CesÎl llll PerFluoroOctanoat巳)と D20を40:60の

重詰比で混合した液晶相を用いることとした31)0 CsPFO液品はフッ素化界面活性剤を主

成分としており、他のリオトロピック液晶がヘキサゴナル相が多いのとは異なり、ディス

ク様ネマティック相を形成するため配向状態が生体膜と類似しているとみなせる。また、

中性付近(約p1I7)でこの液晶相を形成することも生体膜モデルとして好都合である。この

液晶は温度をとげると液晶相からミセル柑に変化することも分かっている。加えて、フロ

トンを合まないためスベクトルに液晶溶媒自身の信号が現れない利点を有し、本研究の目

的に適した系である32) 。

CsPFO液品に溶解したlasalocid Aの配向試料について、測定温度35l_~ (液晶相)におい

て通常条件および~S条件下で 一次元1日-:\TMR測定を行った結果をFig.l0に示す。同様

の試料について測定温度を上げ、 50"C(ミセル相)とした時のスペクトルも併せて示した。

CsPFO液品はその組成にCs+を含むため溶質であるlasalocid AをCs塩に変換し用いた。

第四項 MAS液品 NMR法の一次元スペクトルにおける検討

Fig.l0から分かるように通常条件の測定ではスペクトルは広幅化し、溶質の信号を明瞭

に観測することは閃難である。溶媒が液晶相を形成しているお℃の場合、そのような配

向層，tl では溶質分子は特有の異方的分子運動を行っているため、この異β性にもとづく無

数の双槻子一双椅 f相可‘作用によって溶質の信号がパックグラウンドとなっている。この

液品相のスヘクトルはXι凶条件ドでの測定では、試料回転速度を300IIz程度とした時点

でスペクトルの広幅化を抑える事ができ、さらに試料回転速度を上げ2.0kHzとした時ミ

セル相とほぼ同程度の|自分解能スペクトルを得ることができた。したがって液品試料の場

合、数宵IIz程度の試ド|同転速度で試料の異ぶ性に起肉する双栂子一双極子相互作用をほぼ

消失させることができると分かった。
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a) 

11 11川111 1111叩lド11川川11

12 8 4 o -4 ppm 

b) 

HOD 

c) 
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J
 

4 

Fig. 10. One-dimensional NMR spectra(SOOMHz) of lasalocid A-Cs salt dissolved in the 

CsPFO/D20( 40:60 w. t.<}も) liquid crystal. 

a) 1 H-NMR spectrum at the conventional condition(3 S"C) with the nematic sample 

b) " the MAS condition(3S0C) with the nematic sample 

the conventional condition( SO"C) with the isotropic micellar sample " 
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一般に同体の~L\S-X~1R浪IJ定では 、 スヘク トルの異方性を除き信号を先鋭化させるため

に、試料をマジッ ク角において8- 10kIIz程度で高速回転させなければならないが、固体

と異なり液品系では双極子 双栂子相互作用は同一分子内でのみ観測され、分子間ではラ

ンダムな運動により平均化されて消失する 。 また、 分子内の双極子一双極子相互作用も分

子の速い側Jj拡散運動の影響を受けて固体に比べて縮小されている 。 これらの理由により

:.WOI -Iz程度の試:rHr'j転速度で異)j性を消失させることが可能であったと考えられる 。

しかし 、 Fig .10のスヘクトルにおいて信号の線幅が若干広幅化しており、また芳香族プ

ロト ンの共鳴領域(()，，- 7ppn1) にミセル相では観測されない信号の分裂が認められる 。 この

分裂は ミセルの様な等)j相では観測されていないことから、双極子相互作用にもとづく分

裂が完全には消火せずに観測されたものと考えられる 。 これは測定の際、試料回転軸が完

全にはマジッ ク角と A致しておらず粁ザずれたことに起因すると思われる 。 このことは逆

に、マジッ ク角か ら 少しずれた角度で試料回転を行い測定することにより、 lasalocid l\の

ように復雑な分子であ っ ても双岡子一双極子相互作用のネットワークを簡略化させ、直接

結介定数の観測が 11J能であることを示唆する 。

第三節 MAS液晶二次元NMR法の開発

前市ではマジッ ク角試料l吋転を応用したXι」凶液晶A~'vlR法について、基本となる一次冗

:\'~収支験からの検討を行っ たが、その結果、この手法によりこれまでの液晶N~R法では

適Jl I 不可能であるとされてきたろoスピ ンを持つlasalocicl Aのような大きな分下でも、良

好な分解能のスヘクトルを得ることができた。 このような~Sのメリ ッ トは、本章第

節目頭で述べたようにtriflllorobrc)111oethyle 11e という単純な分子についての実験からポ

唆されていたが刻、複雑な分子の構造解析に実際に応用した例は見当たらない 。

そこで、 1a日locicl .l\について、さらに精密な情報を得るためにMAS液品Ni\1R法への三

次元:\~11~法の導入を計ることとした。

第一項 二次元NMR法の特徴とCOSY/MAS及びROESY/MASパルス系列

二次JG:\'"\1R法は大月IJ して 3 つのカテゴリ ー に分類される 。 第 l は分解型二次元:\~1R

法、 努12 は相関 f~IJ 二次元:\:vlR法であり、第 3 は多量 子型 二次元:\'~1R法である 。 今同導入

を検討した 二次Jë:\'~IR法は、 11 ト11 1 COSY実験および、ROESYと呼ばれるT\OESYから派

生した実験であり、相関型 て次元:\'\IR法に灰分されるものである 。 ここで、
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l}l-lH COSYは間嬢結合定数Jにもとづく、結合を介した磁化移動による核問のつながり

を得るための手法であり、多くの場合との実験のみでヒ ー クの帰属を行うことができ る。

~OESYは核問の空間的な近後↑占報を得るための代表的な実験である 。 l\:OESYスヘク

トルにおけるクロスピークは、核ス ヒ ン間で起こ っ た交差緩和(0;OE) の程度を表し核問距

離と関係付けられるため、 :\'OESYはタ ンパク質などの乍体高分子の 立体構造解析に イベ日J

欠で重要なjj法となっている 33) 。 しかし、このXOESY実験は次のような特性があ り、適

用することが難しい系も見られる 。

1) 200"-'SOO~IHzの測定条件ドでは、相関時間 て cが10-9 (s /r(1(1)程度の分子運動をぷ

す分子について~OEがゼロに近くなるために、 :\OESYスヘクトルにおいて

クロス ピークが観測されない。

~ )液品のように通常、 T2(スピ ン-スピン緩和時間)<ぐ了1(スピ ン-格子緩和時間)がんえι

する系では、スピン拡散由来の相関が現れ易い。

筆者が本研究で取り上げたlasalocicl Aのようなキャリヤ-型イオノホアに対して、

XOESYでは相関を得ることが殆どできないという報告がある 34) 。 これはキャリヤ一明イ

オノホアの分子量程度の大きさの分子の運動の相関時間 τcが1()-9(s/ r(1(1)程度であ る こと

に起因する 。 この欠点を補う実験として、 ROESYと呼ばれる実験が近年開発されたお)。

ここで、 ROESY及び0;OESY実験において用いられる典型的なパルス系列をFig.11 にぷ

す。 Fig.l1 に示 したパルス系列の混合時間trnにおいて、 ROESYは日転座標系にスピン

ロ ッ クした磁化の聞に交差緩和を観測するという点で:'\OESYとは明確に異なる 。 計十られ

る 2Dスヘクトル上のクロスピークは、回転座標系における交差緩和(ROE) と呼ばれ、こ

のROEはXOEとは異なりどのような相関時間に対しても常に観測されるという利点を

持つ。したがって液晶あるいはミセルやリポソ-ムなどのように、多くの場合溶質のT2

が短くなる生体膜モデル系に対して、非常に有用な手法であると考えられる 。

NOESY 900 x 900 x 900 x 

,... 

Acq. 

Acq. 

Fig. 1 1 . Pulse sequences of NOESY and ROESY. 
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しかし、 ROESYはNOESYに比べて実験条件の設定が難しく、またROEはNOEよりも

相関が現れる距離が若干短くなる、といった難点を有するため現在まで生体膜モデル系の

みならず溶液においても、構造研究に適用された例は非常に少ない36) 。 このlH-lH

COSY及びROESYは構造解析を行う上で最も基本となる実験と考えられるため、 MAS液

品:\'IvlR法へ導入することができれば非常に有効である 。 そこで、これら二次元NMR法の

~j\S液晶XMR法への導入について検討を行うこととした。

lasalocicl AのCs塩の液晶試料について、本章第一節で述べたMAS一次元}'\MR測定と同

様の測定条件で1}ト111 COSY(COSY /MAS)、及び、ROESY(ROESY/MAS)実験を行った結

果をFig.12(次ページ)に示す。 ROESY/MAS実験では回転座標系におけるスピンロック効

率を高めるため混合時間の前後に補償パルスを印加した(Fig.13)37) 。

90. x 90 ・ y
m
 

十
L 90・ y

SL(spin lock)y 

Acq 

Fig. 13. ROESY pulse sequence adopted in the present study. 

第二項 COSY/MAS及びROESY/MAS実験によるスペクトルの帰属と

構造情報の導出

液晶司 l のCOSY/MAS及びROESY/I\1..t\.S両スペクトルにおいて、等方相であるミセル相

に匹敵する多数のクロスピークが明瞭に観測され(Fig.12，次ページ)、 MAS条件下での二

次元:\ìMR実験は一次元N~MR実験と同様、有用であることが分かる 。 COSY/MASスペク

トルにおいてミセル相では溶質の分子運動の異方性は消失するため、観測されているクロ

スピ ー クは間接結合Jによる核問のつながりによるものである (Fig . 12a)。ミセル相のスペ

クトルと液151l相とは類似しているため、 MAS条件下でのスペクトルに観測されている核

問の相関は等)j的間接結合情報と同様であるといえる。そこで、このCOSY/MASスペク

トルから核問の結合を解析したところ、これらのスヘクトルのみで白己完結的な帰属が可

能であった(T日blc 2) 。 これから、 COSY/1L>\S実験は液晶のような配向試料に対しても溶

液の~~vn~と同様、結合および角度情報を得るために有効な手法であることが分かる 。 ま

た、さらに詳細にlas日locicl AのCs塩のミセル相と液晶相のCOSY/MASスペクトルを比較

した場合、液品相におけるスペクトルにはミセル相には観測されていない相関が、

1 I(19)-1 1(2 ， 1)及びI 1( 14) - 11(29)のフロトン問にクロスピークとして認められる 。

Fig. 1 Z. Two-dimensional NMR spectra of lasalocid A dissolved in the CsPFO liquid crystal at the 

same conditions as in Fig.9: a)COSY/MAS spectra, b)ROESY/MAS spectra. Upper left regions of 

these spectra were obtained with the isotropic phase( SOoC) and lower right regions with the 

nematic phase(3 SOC). The crosspeaks indicated by solid lines in COSY /MAS spectra were 

originating through dipolar interactions. 
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Table 2 Observed mean 1 H chemical shifts for lasalocid A-cesium salt dissolved in 

the CsPFO liquid crystal at 35 oc 

Proton Chemical shift(ppm) Proton Chemical shift(ppm) 

5 6.98 21A 1.62 

6 6.53 
218 1.45 

8A 3.10 
23 3.69 

88 2.84 

24 1.06 

9A 1.62 

25 1.24 

98 1.46 

26 0.78 
10 1.52 

11 3.81 27A 1.61 

12 2.77 278 1.29 

14 2.45 
28 0.76 

15 3.72 
29 0.90 

16 2.00 

31 0.79 

17A 1.81 

32 0.81 
178 1.23 

19 3.37 33 0.75 

20A 1.70 34 2.09 

208 1.36 
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上述のようにミセル相のスヘクトルにおいて観測されているクロスピークは、間後結合J

を介した磁化移動によるものである。したがって、液品相においてのみ観測されているク

ロスピークは、本章第二節第四項で示唆されたように試料向転車由がマジック角からずれて

いたととによる、空間を介した直接結合にもとづく磁化移動によるものと帰属することが

できる。良IJち、マジック角近くでの試料回転C\~L.\S)条件下でのCOSYCCOSY/:\~L \S)実

験によって、核問の結合情報だけではなく空間的な近接↑吉報をも、分解能を欠うことなく

得ることが可能であると示唆される。また、 COSY/MASと併せてー次元l\'MRスヘクト

ルを解析した結果、液晶に溶解したlasalocid AのC:s塩について、 Table :3に示す問妓結合

定数Jを首尾良く求めるこ とができた。この間接結合定数Jの大きさはKarplusの式によっ

てて面角と関係付けられることが経験的に知られており 38)、構造解析において右有"}月川1刊l な↑

報を提{供共する。そこでで、、この間接結合定数J値を解析して面角の束縛条件を得た

(Table 3) 。

Table 3 Oihedral 詒le cOr5trairts (C-C-C-C) from H-C-C-H cωpling constants 

us川9the Kcrplus equation 

仁bnstraintC) 

1 HJ H (H-C-C -H) J::Hz) Lo明 r Upper F
」fv 

p
し

F
し

H -1 1 - H -1 2 9.8 C-1 0 -C-1 1 -C-1 2 -C-1 3 168.0 178.0 

H -1 4 - H -1 5 0.0 -165.0 ー 1 55.0 C-1 3 -C-1 4 -C-1 5 -C-1 6 

H-14-H-30A 7.4 C-13 -C-14 -C-30 -C-31 142.0 152.0 

このように、 COSY/MAS実験によりピークの完全帰属を終えることができたので、そ

れにより ROESY/MASスペクトルを解析することがロJ能となった。そこで、 Fig . 12bか ら

距離情報を取得するために、観測されたROEクロスピークの強度を次に示す核問距離(r)

の k限値と関連付けクラス分類するとととした(Tablc 4)3b) 。

強いROE

中位のROE

弱いROE

r三五 2.GA

r三五 3.0A

r豆4.0A
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Table 4 The ROE effects of lasalocid A dissolved in the CsPFO liquid crystal at 35"C 

Qualitative evaluation; strong +++, medium ++, and weak + 

1st. atom 

5 

6 

8A 

88 

9A 

98 

10 

11 

12 

2nd. atom 

6 

88 

34 

8A 

88 

10 

34 

88 

11 

33 

9A 

98 

10 

98 

1 1 

1 1 

33 

11 

33 

12 

15 

29 

33 

15 

ROE 

+++ 

+ 

+++ 

++ 

+++ 

+ 

+ 

++ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

++ 

+ 

+ 

+ 

+++ 

++ 

++ 

+ 

+ 

++ 

+ 

26 

1st. atom 

14 

15 

16 

17A 

19 

20 

21A 

218 

23 

24 

25 

27A 

2nd. atom 

15 

29 

31 

32 

29 

17A 

29 

28 

29 

24 

28 

23 

23 

26 

24 

24 

25 

26 

28 

26 

26 

278 

28 

ROE 

+ 

++ 

+ 

+ 

++ 

+ 

+ 

++ 

+ 

++ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+++ 

+ 

+ 

+ 

++ 

++ 

+ 

+ 

Fig.12bにおいて観測されたクロスピークをこのクラス分類により解析した結果、

lasalocicl A.に関してミセル相において 6 1 個、液品相においてTable ,1 に示すように-1- 7倒

の距離情報を得ることができた。

第四節 MAS液晶二次元NMR法の適用による液晶中に配向したlasalocid Aの
構造決定

本研究において開発したMAS二次元l'\~R法により、 jィ支品中に配向したlasalocid ;\につ

いて、 ROEからの原子間距離のヒ限値およびスヒン-スピン結合定数から :而角の点縛条

件という構造情報を得ることができた。このような情報から構造を計算する手法として

ディスタンスジオメトリー法がある。この方法は大きく分けてCriPDen らの開発した多次

元尺度構成法3~)) と、 Braun-郷らの開発した可変目的関数法40) の 2 つに分類されるが、後

者は高速に構造を計算でき、またスピンースピン結合定数から得られる て而角の束縛条件

を容易に計算に取り入れることができるという利点を持つ。 nJ変 H 的関数法は}う としてタ

ンパク質などの生体高分子に適用され成功を収めている }J法であるがiJ 1)、このように

種々の利点を持ち、さらに第ス章で述べる双極子一双極子相互作用を取り入れた構造解析

への応用もスムーズに行える。したがって、この可変円的関数法を!日日locicl Aの構造解析

に応用することとした。 以下では計算手法の原理と、液晶あるいはミセル中で件られた

lasalocicl Aの構造について検討した結果を述べる。

第一項 ディスタンスジオメトリー法の概要

分子の化学式と~MRからの原子間距離情報が与えられている場合、化学式から立体情

造を試行的に作り上げ、その結果計算される原子間距離↑占報から構成される目的関数の値

を少なくするみA向に立体構造を修正していきながら、最適な構造を作り出そうとする刀法

が目的関数最小化法である。目的関数最小化に当たり、結合長と結合角を平均的な値に同

定し、 二商角のみで立体構造を表すと高速に構造を計算できる。このノ7法の特徴は、日的

関数が多重極小偵に法ち込み(多重極小令官の問題)正しい構造に至らないことを防ぐため、

分子の構造を計算上有意と考えられる て面角に関して単位構造(ユニット)に分割すること

で、そのためbuild-up法とも呼ばれる q2) 。 このbuilcl-ul)法では、 :\~lfRから得られる距離

情報を長距離情報と短距離情報に分けて、最小化のステッフを短距離情報のみを合む日的

関数の最小化から徐々に長距離情報を合む目的関数の最小化へと変化させる。 ~~fRデ-
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タからのi ，j核問に関する距離の印艮値Uij と F限値10、および先験的に与えられる原子核特

有の、t~作町iJ.O ) ごとに目的関数の中に取り入れる情報の範囲をしk 、 Lk 、 Sk とする。ここ

で、原千対(i ，j)が属する構造ユニットの化学構造上でのユニット番号の差がk以下であれ

ば、その以f-1'Jは集合l T kやLk 及びい属すると定める。目的関数EibL は二つの制約値

(U ij と lij及び、只 i 十可)と所与の分子構造から計算された原子間距離dij の差の 二乗和が最小であ

るとし、

EloL= 工 z 凡(α ， ß)θ( C( tl - 九円) (dヤ μ2a~) 2 / μ2吋…- 4 (u )゚ ~ 

+ 1zq( α ， )゚ 8 (1α t\ - ctt¥) (l2at¥-d2岬) 2/ ,2 
at¥ 

4 (u j'l) ~ 

+竺 zτI ( α ， )゚ 8 ( 5 <:t + 51> - む){( 5α +SHY- dZJZ 
4 (u , tll ' 

( 6) 

と定める 。 ここで、 1Vは:-\ ;\11ミデータから得られた情報Uij 、 lij と原子核半径の情報との相

支打I~ Ef(みをうえる定数であり 、 P m(ij) と σ Jl1(i j) 、 τll (iパ刈(臼i ，j) は (i jρ)対がそれぞ、れ集合l_ T

じ1肝I

、 Sll に属していれば 1 、他の場合にはゼロとなる階段関数である。最小化のステッブは

最初は隣り合っ た構造ユニツ 卜 聞の距離の制限のみを取り入れた 目的関数EぷEで始め 、

徐々に広い範岡の制限を取り 入れてい く。 そして、 最適な構造は、 目 的関数EROE の最小

化の結果と して何られる こ ととなる 。

第二項 ディスタンスジオメトリー法による lasalocid Aの構造計算

日I変 ! I 的関数法によ る lasa10cicl Aの構造計算を行う 際、まず 5 0 'C のミセル相において

得られた束縛条件を用いて計算を行う こととした。 1 28 個の初期構造をラ ンダムに発生

させ、その中からミセル中の1as日 10仁川 Aの構造に関して 2 1 個の収束構造を得た。目的関

数段小化に際しては関数の数値微分を計算し 、 得られる微係数の勾配から最小化を行う

PO\ \,{' 11の共役傾斜勾配法を用い 自作フ ロ グラムによ り行っ た43)。距離束縛条件としては

}~OEから与えられた距離のヒ限簡を用い、下限値はフ ロト ン核のV乳11 der Waals半径の和

(2 .o A) と した 。 こ の 2 1 f闘の収束構造について、 平均 r .111 . s .cl(root-nle日n-s(j_uare

clistanc0' H同は0. 1:;}\ であり収束性は良好であっ た 。 したがっ て、 lasalocicl Aは液品中で

単 aの構造で存イじすることが裏付けられた。 ここでr . l1 l. s .cl値 とは 2 つの構造問の平均的

28 

なずれの尺度を示すものであり、 ~\'lclach1anの方法に従い求めた44)。 平均r.ln.s.cl値は 2

1 個の収束構造のそれぞれについてr.nl. s.d値を求め平均したものである 。 このようにし

て得られたlasa loじ icl Aのミセル中における構造をFig.14に示す。 続いてこのミセルrt 1 で得

られた 2 1 倒の構造を初期構造として 30 ('の液品相で得られた束縛条件を川いて構造

計算を行い、液品 r t-lにおける構造を得たCFig.l:;) 。

Tab1e Gに構造計算においてロJ安とした主鎖の :面角について、ミセル相と液!日村!とで

得た{直を示す。 また、本章第五節で述べるように結品情造と比較するため、 lasa10cicl 人の

Na塩のノK和結晶(二量体)についてX線構造解析により報告されている こ両角 2Sa) をTal)le :; 

に併せて示す。

Table 5 Backbone torsion angles of lasalocid A of this study and lasalocid Aぅodium-円 0(2:2:2)

crystal structure 

media 
lasalocid A-

sodium-H20 

micellar liquid crystal crystal 

((2)ー((7)-((8)四((9) -156. -156. -86. 

((7)((8)-((9)-((10) 174. 170. 174. 

((8)ー((9)ー((10)ー((11 ) -71. -76. -74. 

((9)-((10)-((11 )-((12) 137. 162. 172. 

((10)-((11 )-((12)-((13) 178. 163. 170. 

((11 )ー((12)-((1 3)-((14) -110. 司 110. ー 137.

((12)-((13)-((14)-((15) 76. 86. 82. 

((13)ー(( 14)ー((15)ー0(6) 84. 78. 63. 

O( 6)-((18)-((19)-0(7) 47. 48. 62. 
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a) 

)
 

h
U
 

Fig.14. The structure of lasalocid A dissolved in the CsPFO micellar solution. 
These drawings of a) and b) are viwed from different angles. 
(@) Carbon atoms, (~) oxygen atoms. 

30 

a) 

Fig.15. The structure of lasalocid A dissolved in the CsPFO nematic solution. 

These drawings of a) and b) are viwed from different angles 
(@) Carbon atoms, (ﾘ) oxygen atoms. 
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第五節 液晶中に配向したlasalocid Aの構造の考察

Fig.14及び、Fig.l f)に示 した様にlas日locid Aはミセル中あるいは液晶中においても擬似環

状構造をとっており、両相においてCs+との包接錯体を形成していることを表す。 ミセル

中と液品中における構造とを比較するため、エチル基を除いた全ての重原子(炭素および

酸素原のについて両者の構造の r. I1l. s.d値を算出したところその値は2.0Ä と、両者の主

鎖借造は大きく異なることが分かった。 この差異はTable 5に示した二面角の検討から分

かるが、 1: にC(~)-C(10)-C(1 1)-C (1 2) 、 C(10)-C(1 1)-C(12)-C(1 3)及びC(12)-C(1 3)-

C(ll)-C(1 :J)の結合の て面角に依存しており、特にC(9)-C(1 0)-C(11)-C(12) の二面角の変

化が大きく効いている 。 したがって、この結合が配向場の変化に感応するヒンジ結合であ

るといえ、これはリガンドのサリチル酸末端基の構造が変化することを意味する。

lasa10cicl j\の金属イオン包後錯体の構造安定化は、主として酸素原子との静電相互作用の

笥与によるが、ミセル中と液晶中における構造とを比較すると、両相においてともに

las日10じicl 人分 jてのO(G) 、 0(6) 、 0(7)及び0(8)枕の酸素原子が平面を形成しており、これ

らの般素原子とサリチル酸末端基の0(1)の酸素原子がCs+イオンとの相互作用に関与して

いると考えられる。しかし、ミセル中における構造を検討すると、上記の酸素原子が形成

する平商のヒ部にサリチル酸末端基の0(1)位が位置していることから、これらの酸素原子

が球状に近い構造を形成していると考えられるのに対し、液晶中ではサリチル酸末端基は

上記の酸素原子が形成する平面に近接して位置し、その結果分子全体としてより平面性の

高い機造となっている。これは、ミセルと液晶という場の構造特性の差異に起因するもの

と考えられる 。 即ち 、 液晶では、溶媒分子はミセルよりも高度に構造化されパッキングが

密である。そのように異点的な配向場との相互作用を安定化するため、液晶中において

lasalocicl Aはより対称性の低い平面的な構造となるものと思われる。

生体膜のような異方的不均一場における 1asalocid l\.の構造に関する研究は遅々として進

展しておらず、わずかにエネルギ一極小化計算による結果が報告されているのみで

ある 26 )。そのエネルギ一極小化計算によると、金属イオンを配位していないlasalocicl A 

は、主として生体膜の同性領域に存在し、伸長したコンホメーションをとることが示唆さ

れているが、今F'lのモデル膜を用いた結果はこれとは異なり擬似環状構造であるため、

lasalocicl .t\は仁けと包後鉛体を形成して膜の非樋性部位に存在しているものと考えられ

る。このことは、先の平面構造をとることにより液晶のような配向場との相互作用が安定

化されるとの考察とも整合している。また、先のエネルギ一極小化計算では、生体膜の非

槻性領域において伸長したコンホメーションから擬似環状構造へと移行し、その際0(1) と

0(4)及び0(1) と0(8) との酸素原子間で水素結合が形成されることにより、その擬似環状

構造が安定化されることが報告されている 。 しかし、本研究の結果ではO(l)-()(tJ)間距離

(r O( 1 )-0(4)) 、および、0(1)-0(8)間距離(rO( 1 )-0(8))は、ミセル相においてr0(1 )-00)=7.1 A及び

r0(1 )-o(R)=6.6Aであり、また液品相においてはrO( J )-0(,1)=7 "J 八及びrO( 1 )-o(s)= 7 . 1 八とな

り、いずれの場合も水素結合を形成しているとは与えられない距離にあった。

ノド章第一節で述べたように、 lasalocid 1\ と a価カチオ ンとの包接鉛体の紡品は : :it体を

形成しているものが多いが、唯 一メタノールから得られたl(ìsalocicl ;. \の~aとの複合体結

品において単量体の構造デ タが得られているおb) 。 その構造を検討すると、リガン ドの

0(4) 、(i))、(6)、 (7)及び、0(8)の酸素原千が~a+イオンとの錯形成に関与しており、先のエ

ネルギ一極小化計算の結果と同様0(1) と0(8)、及び0(1) と 0(4)位の酸素原子間で水ぷ結

合が存在する。これに対し、 Table 5に示した水和錯体の結品構造では、リガ ン ドの

0(1) 、 (5) 、 (6) 、 (7) 及び、0(8) の酸素原子が="Ja+イオンとの錯形成に関うしており、分子|勾

での水素結合は確認されていない。これは::\乳+イオンに水分千が配枚し有効イオン 、ド径が

大きくなった結果、分子内水素結合をとり得なくなったものと考えられる 。 この収不11i~体

は二量体であり単純な比較はできないが、各々類似した擬似環状環状構造をとることが械

告されており、またー水和のXa+イオンの有効イオン半径は2AA と Cs+イオンのV九 tl cler 

Waals半径(2 . 0 Ä) と近いため45)、その構造を議論する価値があるものと忠われる。 Fig.15

から液晶中では、 lasalocicl Aと Cs十イオンとの相亙作用はリガンドの0(1) 、 (5) 、 (6) 、 (7)

及び0(8)位の酸素原子によって主に安定化されているようであり、リガンド分子内の水素

結合は見られない。したがって、カチオンのサイズに対応して空孔のサイズが大きくなる

と分チ内の水素結合はもはや構造安定化に寄与せず、またカチオンと相互作用する酸点原

子は0(4)から0(1)に置換されると考えられる。また、 Tab1c Gにおいて水和結品構造と今

回得られた構造データとを比較すると、結晶構造と配向場における構造との差異は、上述

のヒンジ結合とC(2)-C(7)-C(8)-C(9)、及び0(6)-C(18)-C (1 9)-0(7)の一二面角にもとづく

ことが分かる。これらのこ面角の変化はカチオンサイズの変化、あるいは結晶の場合、そ

れ特有のパッキングの効果によるものと忠われるが、特にC(1 0)-C(11)のヒンジ結合を見

た場合、液晶中の値はミセル中と結品のほぼ中間の値を示しており、この結果は繕造に対

する配向場の効巣を示した興味あるものといえる 。 このヒンジ結合を液品中の構造ととも

にFig.16に示す。
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Fig.l 6. The hinge bond regarding the transformation of 

lasalocid A structure. The solid arrow line indicates 

the hinge bond among micellar and nematic phase and crystal. 

第六節 第二章のまとめ

以トのように、本研究において筆者が擁立したW\S液晶二次元NMR法により、とれま

での液品~\1I<.法では適用不 11J能とされるスピン系を持つlasalocicl Aの液晶巾の構造を明

らかとし、ミセルql あるいは結品構造と比較検討するととができた。またその結果、

1日間locicl λの構造には金属イオンの配位効果および配向場の効果が関与することが明らか

となった。 今後この1-'1去を用いることにより、種々のイオノホアの配向場における構造と

機能に関する議論が進)長できると期待される 。
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与主

マジック角近くでの試料回転による新しい液晶二次元NMR法

(NMAS液晶二次元NM R法)の開発と enkephalinの構造と配向の

研究への応用

第一節序

液晶の:\T\1Rスヘクトルを特徴付ける直接結合定数を利用した従来の液品.\fMI-ç_法は、対

象となる分子が限られるものの液晶中の分子の構造と配向を非常に精密に決定できるとい

う利点を有する 。 このような液晶~Ì\1R法により解析された液晶中のlhialllhrCll( 'の構造

について興味ある知見が得られている4ô) 。 即ち、 thianthrcncはFig.17にボすように典型

的な 3 環系化合物で、 s-s軸で折りたたまれたバタ

フライ構造をとることが知られているが、この折り

たたみを表現する 2 つのベンゼン環のなす一面角に

ついて、結晶では128 口 、あるいは気相では1:3 1.4 "

とそれぞれX線構造解析および電子線回折の結果報

告されているのに対し、液晶中では14 1. 6 ( と聞い

ており、またfig.17に示した 1 位と 2 位のプロトン

8 

7 S 2 

6 S 3 

5 4 

Fig.l 7. Chemical structure of thianthrene 

問距離r12が 2 位と 3 位の距離r23よりもO.OSÂ長く、ベンゼン環の構造が乱されているこ

とが明らかとされた。このように、液晶において特異な構造を示す分子について液晶

:\T~1R法により詳細に議論することが可能である。

筆者は、通常の液晶:\"MR法では解析不口1能とされるスピン系を持つlasalocicl Aの構造

を、本研究において開発した\1AS液晶 一て次元I'\\1R法により決定することができた。しか

し、\1i\S条件下での液晶の:\rYIRスペクトルには直後結合が観測されないため、これを利

用することはできない。これに対し、マジック角近くでの試料-回転C\.\1AS)条件ドでの測

定を行うととにより、 lasalocicl Aのようなスピン系においても直接結合定数を得ることが

可能であることが示唆された。そこで、液品巾の溶質の構造と配rrlJ をさらに幅広く議論す

るため、:\\，11弘S液晶二次元~\t1R法の開発に関する研究に着手することとした。

本研究において対象とした溶質はenkephalinで、ある 。 cnkep}凶linは(II-Tyr1-Gly2-

Gly3-Phc4一九人. ;';-OH)のアミノ駿配列を行するヘンタヘフチドであり、 1975年に
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Hughcs らによってブタ目前より単離されたモルヒネ様鎮痛作用を持つ内因性ヘプチドで守

~let-enkeph;lliIl(I 1-Tyr1-C ly2-Gly3-Phe ,l-¥JletJ-Ol I, Fig .18)及び、Lβu-enkeph日lin

(l 1-Tyr 1 -C;ly2一Cly:-l- Plw.1ー Leu;)-OI! ， Fig.19)の二種類が知られている117)。脳内の μ及び

d タイフのオピオイドレセフターとの結合により活性を発現するが、その結合の過程は従
来与えられていたように:次元的な拡散によるもの(one-slage capturc)ではなく、前段

階における生体膜との相圧作用により活↑生型コンホメ-ションを形成した後の二次ノ己的な

拡散によるもの(t\V() 札口gc cavture) と考えられている 4)。したがって、その作用を考え

る卜ーで、 cnkじphalillの液品川 l における構造と配向に関する知見を得ることは興味深い。

本草では~M.主S液1日て次元:\~1R法を開発し、 enkcphalinに適用した結果を述べる。

Tyr1 

TN勺

3""""" ...... 、、 5

2 に\グ 6

Gly2 G1y3 Phe4 Met5 

Fig. 1 8. The chemical structure of Met-enkephalin. 
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N......... ハ_jL /aC ....../ N凡よ33ivL cJL 〈日
三 NH n a'-' 月 H ち H2 U門

6 

5 

OH 

Tyr1 Gly2 G1y3 Phe4 Leu5 

Fig. 19. The chemical structure of Leu-enkephalin. 

第二節 MAS液品二次元NMR法による構造情報の導出

前章で、述べた油生S液晶一次;i:\'MR法はCsPFO液品に溶解したLeu-enkephalin及び

Met-enk巳phalinの配向試料についても同様に適用可能であった。 しかし、 enkeVÌlnlin

のようなペプチドの~~1R測定において特有の問題であるアミドプロトンの観測が問題点

としてあった。アミドプロトンを観測するためには、液晶溶媒の組成として軽水を用いな

ければならないが、 巨大な溶媒のピ クはダイナミ ック レンジの低下を引き起こす。この

ダイナミックレンジの問題を解決するためには、選択的励起パルスであるDA."\寸E

パルス48)、あるいはspin lockパルスなどが有効な手法として考えられる 。 本節では、こ

れらの溶媒消去の検討を行い、\1.\S液晶 二次J[::\' \rlR法により液品 rll のどnkeph司linの距離

情報を導出した結果を述べる。
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MAS液晶二次元NM R法におけるパルス系列の考察第一項

¥ 
巳nkephalinはlasalocicl Aと同様に相関時間の関係で~OESYでは相関デー タを得ること

ROESY/~S及び0JOESY/MASの実験を行い両者のができないと予怨された。 そこで、

比較を行っ た。

‘、

Leu-enkephalinの配向試料についてFig.20に示すパルス系列を用いてROESY/比生S及

び~マOESY/MAS実験49) を行ったととろ、 Fig.21 に示すスペクトルが得られた。 MAS条件

下での液品 -次元N~R及びCOSY/MAS実験により得た帰属を併せてFig . 21 に示す。

た、\1c t-cnkephalÌl 1の配向試料についてのROESY/MASスペクトルのク ロスピーク領域

をFig.22にぷす。
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系列は、最後の観測パルスの前に選択的励起パルスであるDA.'\γTEパルスを挿入し、

信 号を選択的に90 " 位相シフトさせ、観測パルスを印加した後のスピンロックパルスに

より水の般化のみの位相をほどき消去することを試みたものである 。
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ヘフチドのア ミド フ ロト ンを観測

このようなサンプルに対し有用

得るために非常に適したβ法であるといえる 。 同時に、

するためには軽水を溶媒として用いなければな ら ないが、

であることが分かった。 また、 Fig .22から ~1ct-c lìkepha linの配 I nJ試料についても Lc刊 1-

enkephalin と同様にI~OESY I~l-\S実験が核問距離情報を得るために有用な手法であるこ

とが分かる 。

~1e l-enkephaljnについ

以上のようにYJe l-enkephalin及び、L巳u-enkephalinの配向試料についてピークが良く

分離されたROESYI\1A.Sスペクトルを得ることができたので、

ロスピークの体積強度を定量 し、 Gly2 α のジェミナルプロ トン問を基準の距離(1 .77 A) と

ク ロ スピー ク強度の比から距離を算山した37) 。 その結果、

て35個、 またLeu-enkephalinについて37個の距離情報を得ることができた。 それ ら の

中で主鎖に関するものをTable 6及び(fable 7に示す。

これらのスペクトルのク

可
守d
o
b
Q

して、

θ 

。

。fr 

白。

G足D

。

7.2 

7.<1--' 

T able 7 Experimental backbone interproton 

distances of Leu-enkephalin 

T able 6 Experimental backbone interproton 

distances of Met-enkephalin 

If 

8.0 

8.2 

8.4 

F2 

(ppmt 

7.0 

Tyr1Ar3.S 

Tyr1Ar2.6 _ 

Phe4Ar2.6 

Phe4Ar3.4 ,5 / 

MetSNH ~一一一

Phe
4
NH --ーー

Gly3NH ---一一

Interproton 

distance( ﾅ) 
ROE type residue interproton 

distance( ﾅ ) 
1.6 2.0 2.4 2.8 3.2 3.6 4.0 4.4 

o @) 。
8.6 

ROE type residue 

2.30 

2.12 

αH1 -NH2 

αH2-NH2 

Tyr 1 

Gly2 

2.03 

2.21 

αHl -NH2 

αH2-NH2 

Tyr 1 

Gly2 

m
 

n
ド

n
ド

Fig. 22. Partial ROESY /MAS spectra at 1 OOms mixing time of Met-enkephalin dissolved 

in the CsPFO liquid crystal. 

Fl 

2.65 α'H2-NH3 2.29 α'H2-NH2 

2.03 αH3 -NH3 G1y3 2.00 αH3-NH3 G1y3 ROESY/MAS及びNOESY/MASスペクトルの測定結果第二項

2.74 αH4-NH4 Phe4 
2.09 α'H3 -NH3 

LeuS 
2.23 αH4-NH4 Phe4 

Fig. 21 のROESY1~1J\Sスペク 卜ルにおいて多数のクロスピ ー クが明瞭に観測されてい

ことはNC )ESY実験における問題点、 NIJ ち相関時間が10-9(sl rad)程度の分子運動を示す溶

質ではNOEが殆どゼロ となりク ロ スピ ー クが観測できないとい う NOESY実験の欠点を

ROESY/MAS実験では混合時間の

このスピン ロ ックパルスにより水の信号が減弱 さ

2.49 

2.60 

2.71 

また、ROESY実験が克服していることを示してい る 。

問にスピン ロ ックパルスを用いるため 、

αH5-NH5 

NH2-NH3 

2.48 

2.18 

αH4-NH5 

αH5 -NH5 MetS 

このNOESY 1M八Sスペク トルでは全くクロスピー クは検出されていない。る のに対 し、

NH4-NH5 
3.11 NH2-NH3 

そのスベクトルから も分か る よ う にNOESY/MASより水の信号のII ノイ ズは抑制さ

I~OESY/MJ\SはNOESYIMJ\S実験より核問の空間的近接情報をしたがって、

れ、

れている。
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また、スピン結合

イ生や非共鳴核(フッ素

pnkeph乱linの配向試fl・についても~S液晶一二次元:-J:\1R法は有効な手法であり、 ROE

から距離情報を得ることができた。 そこで、液晶中のenkephalinについて直接結合定数

の導出を計り、さらに精密な構造情報を得ることとした。第二章の第一て節第二項で述べた

ように、 :\~1A.s条件下では~MRスペクトルに現れる直接結合によるカップリングは一次

のオーダーになると期待される 。 しかし、 MAS液晶一次元~MRスペクトルから直接結合

定数を読みとるには線幅がjよいことと、ビ クの重なりなどのために卜分な精度を得るこ

とはできない o :\MRスヘクトルのカップリングを読みとるためには、高いデジタル分解

能での測定が肝要となる 。 そのような測定には、 h01no 2DJ実験が適していると考えられ

る !ïO ) 0 hOlllO 2DJ実験では、カップリングによる分裂がら軸に現れ、 Fl軸においてはデ

カッフルされたスペクトルが得られるため、たとえ一次元スペクトルでピークが重なって

いても、側々のシフトに対して分裂幅を別々に観測することができる 。

の現れる Fl軸はスピンエコースヘクトルであるので、磁場の不均
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など)とのスヒン結合の影響が除かれ、それに起因していた線幅の広がりなどがなくな

り、線幅の狭いシグナルが得られる。そこで、まず:\~S条件下でのCOSY

(COSY / I\MλS)実験を行いNM.A.5液晶二次元NMR法を検証し、次いでNMAS条件下での

hOlno 2DJ(holllO 2DJ /NMAS)実験を行うことにより、 CsPFO液晶中に配向した

cnkephalinの位十妾結合定数を定量的に評価することができた。以下にその手法の原理と

結果について述べる。
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COSY/NMASスペクトルの測定

試料In[転軸をマジック角と等しくした場合、およびそれをマジック角から+1.0 口 ずら

せた場合(即ち、外部静磁場に対して55.7 0 とした場合)、およびマジック角から +1. 5 0

ずらせた場合(即ち、外部静磁場に対し56.2 0 とした場合)のそれぞれについて

COSY / :\'!víA.S実験をiTった。その結果をFig.2:iにまとめて示す。
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Fig2:iから、試料回転軸をマジック角から1.0 ( 傾けた時のCOSY /:-\MASスペクトルに

Gly2:\HアミドフロトンとTyrlα プロトンとの聞に、試料回転軸をマジック角とした

時では見られないクロスピークが明瞭に観測されることが分かる。 また、マジック角から

傾けた HSのスヘクトルではこのアミドフロトンとGly3α プロトンとの聞にク ロスピ

は、
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ークが現れているととも分かる(Fig.24) 。

ル某で隔てられたフロトン聞に遠隔結合が存在することを示すが、

溶液のl}トlH COSYスヘクトルには現れて

おらず、これらはいずれも双極子一双極子相

互作用出来の空間を通しての相関であるこ

またFig .2:1のスペクトルに
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Fig. 24. Schematic drawing of long range direct 

couplings observed in COSY /NMAS spectra. 

Gly2 Tyr 1 

おいて、試料問転軸のマジック角からのず

れが大きくなるに従い、残基内のアミドプ

ロトンとはプロトンとのク ロスピーク強度

が全て明大している 。 これは間接結合定数J

に加えて l向:接結合定数Dにもとづく相関が

現れたために磁化移動の効率が t昇し た こ

とによるとJ考えられる。

とが/式された。

。

。

。homo 2DJ/NMASスペクトルの測定第二項

~ ，門寸門"T"Tf'庁TTrπT寸γγ?寸マ門γ1"" 1 " ‘， 1 " ， ・ T' T T" T r' T T T 1 f 1 T I l' I I , I ' l ' , 
E tO∞ o (ìJ 寸 tO回 O
a. ・

(� a. tO tO ト、 r--. r-、 ト、 h ロコ
LL 、ー'

Fig . 25 にMel-enkephalinの配向試料について、 試料回転軸をマジック角から +2 .0
0

(即 ち、 外部静磁場に対しG6 .7 0 )傾けてhorno 2DJ /NMAS実験を行った結果を示す。

Fig . 25からÌlOIllO 2DJ /~lvlA.Sスペク トルにおいて、ピーク のカップ リ ングによる分裂

が明瞭に観測されていることが分かる。このスヘク トルにおいて観測されたピーク の分裂

幅ム υ(} JZ) は次式のように、 íUJ接結合定数Jと直後結合定数Dの和として記述される 29) 。

( 6) 

日は第て草の第て節第て工員で述べたように、外部静磁場と試料回転軸とのなす角

このようにh0111υ2DJ /:\~1ASスベクトルにおいて観測される分裂幅は

6v=C3cos2-゚l)D+J 

ことで、

である 。

(:1co日2fi -1) に依存する関数として解析することができ る 。
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試料回転軸をマジック角からさらに:\1ct一(，llkcphalinの配向試料について、そこで、
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それぞれ外部静磁場に対し

)傾けてh01110 2DJ /~"YIAS実験を行い、観測されたピ

ークの分裂幅を(6)式を用いて回帰することにより、 Table 8に示すように直接結合定数を

導出することができた。 Fig.26に1101110 2DJ /~\JL \Sスペクトルにおいて観測された分裂

|幅の変化を (:)COS2/3 -1) に対しプロットした結果を示す。Leu-enkephalinの配向試料に

ついて同様にして符た plf接結合定数をTable 8に併せて示す。これらの直接結合定数の符

号はFig.26のフロットの|白線の傾きと間接結合定数Jの符号51)から決定できた。

(即ち、および-2.0-1.0 

:;:~. 7およびõ2.7

(マジック角)、ハ
U

ら4.7 、

+1.0 

56.7 

4.00 

・0.1 -0.05 0 

3.75 

3.50 

-0.1 -0.05 0 0.05 0.1 0.15 

3cos2β ー 1

0.05 0.1 0.15 

3cos2β ー 1

Fig. 26. The dependence of splittings observed in homo 2DJ/NMAS spectra uponβ ， the angle between 

spinning axis and external magnetic field direction. Leu-enkephalin Met-enkephalin 

direct couplings(Hz) 

8.5 
Tyr 1α ーTyr1 ゚  1 2.2 Tyr 1 Ar2-Tyr 1 Ar3 

Table 8 Observed direct coupling constants of enkephalin dissolved in the CsPFO liquid crystal 

vectors direct couplings(Hz) vectors 

Tyr 1α ーTyr1 ﾟ 2 2.2 Tyr 1 Ar5午yr1 Ar6 

Enkephalinの液晶中における配向および構造第四節
8.7 

Tyr 1 Ar2 -Tyr 1 Ar3 3.9 2 '" J'I..2 Glyα-Gly 

\JIAS及び='!MAS条件下での液晶二次元:\'MR法により液品付 I

ROEからの距離情報および直接結合定数を得ることができた。

これらの情報から構造解析を試みることとしたが、これまでの直接結合定数を利用した

これまでに述べたように、

のenkephalin{こついて、

5.7 

-4.2 

Tyr 1 Ar5-Tyr1 Ar6 

Gly2α-GI〆 α'

Phe 4NH-Phe4α 

-5.0 

S日APEに見られるような構造計算手法は、各構成分子のx ，y ，z座標と分子全体の配 I flJパラ

メータにれにはSロ，Syy， SZZ ，SÀY ，Sxz ，Syzの6つのパラメータがあり、分子の対称性によ

-4.2 5t.., u_, ~，， 5 LeuJNH-Leuα 

-5.0 

4̂ _ nL._ 1 Phe "tAr 2-Phe I Ar 3 

Phe 4Ar ,, -Phe 2A 3-l-'ne~Ar 4 

4̂_ _nL._2 Phe "tAr .1-PheLA 4-l-'ne~Ar5 

Phe 4Ar c-Phe 2A 5-t'ne '-Ar 6 

Phe~H-Phe4α 

り独立変数として扱うべき可変のパラメータの組み合わせは変わる)を未知数とし、実験

で観測された直接結合定数の値から線形近似の解析的な手法により、構造と配向を求める

ものである 52 ) 。 この場合は、未知数の数に対して 2 倍程度の多くの直接結合定数デー タ

1.6 

1.2 Met 5NH-Met 5α 

比較的小分子でないと未知数が多くなり行列式の解法上の制限も

ここで取り上げたenkephalinのように大きな分子の構造

第三章第三節で述べたディスタンスジオメトリー法を直

|責接結合定数を利用した 目的関数法を

その計算手法の原聞と件ら

さらに、

これらの理由により、

計算には適用できない。そこで、

接結合定数の計算にも応用することとした。即ち、

構築し、液晶中のcnk巳phalinの配向と構造を得た。以ドに、

れた液品中のcnkeph凡linの楠造と配向について述べる。

が必要である。

加わる。
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第一項 直接結合定数を利用した配向および構造の計算の基礎

o =- hy IY¥ 5 
1) 4π2r3 り

験的に得られた声援結合定数および、その計算値のことである。(1 0)式のように表される配

向パラメ ー タにより直接結合定数を表現すれば、 (11)式の日的関数は次式に表すように外

部静磁場と分子座標軸とのなす角 ( R x , 8 y , 8.) を内部変数とする関数であるとみなすこと

ができる 。

配向試料の:'\~IRスヘクトルに現れるij核問の直接結合定数D討は次式で、表現することが

できる :i3) 。

( 7) 

E DD = f( 8 x' 8 y' 8 z) ( , 2) 
ここで γ はフロト ンの磁気向転比であり、 rij は ij核問距離を表す。また、配向パラメ ー タ

尚は核i，jを結ぶ軸の配向性を友し、この軸と外部静磁場Hoとのなす角度の関数として(8)

式のように表される 。

3cos28 -, 5 ..J ~~ù V 11 (8) 

2 

したがって、直接結合定数を解析することにより配向パラメータという角度に関する情報

を導出することが可能である。と式において、核i とjの組み合わせば一般に多数存在する

ので、全ての肖について考慮するのはあまりに繁雑である。しかし、 Sijは分子上に固定さ

れた座標軸x、 y 、 zに関する配|白jパラメータSpQ(p ，q=X ，y ， 2) を用いると (9)式のように

友すことができる。

したがって、実験的に得られた直接結合定数を束縛条件として、内部変数(R x,() y , () ;)に

関して(11)式の目的関数を最適化すれば、液晶中の分子の配向に関する情報である配 I ílJ ハ

ラメ タを得ることができ る 。 また、本計算手法をディスタンスジオメトリ ー法と組み合

わすことにより、配向パラメータと同時に構造を最適化することができる 。 そこで、

(ら)式で表される距離束縛条件から構成される目的関数との和をとり、次式で表される 11

的関数を定義した。

E ~ ~ _， = W nr.r • E : ; ∞ + W ~~. E al - •• ROE ~ ROE' •• 00 ~ 00 
( , 3) 

ここで、 \Vroe及び~VDDはそれぞ、れの相互作用項が同程度の寄与をするように定める屯み

である 。

sil=Zmα; ・ CO釦; -spq p,q=x ,y ,z 
臥q

( 9) 

第二項 配向と構造の計算

ここで、 α p及び、印 qはP ， ll軸 と核ijを結ぶ軸とのなす角であり 、またSpqは(1 0)式で表され

る 。 以上の基本式にしたがいFig . 27に示す手J II員で計算するプログラムを作製した。(11)よの

5~~=工く3cos8ncos8内- ﾕ nn > p, q= x , y, z ( , 0) 
門 2 ド H 門

ここで、 Op及び、 8 qはp ， q軸と外部静磁場とのなす角であ る。 Kroneckerのデルタ はP=Q

の時lであり 。 それ以外ではゼロ と定義される。 また 、 配向パラメータは二階の対称テン

ソル量(Spq二Sω)であり、その対角項の和はゼロとなる(らα+らy+Szz=O)。このため、Spqの

独注な要素はS口、 Szz、ら旬、Sxz及び~lZの 5 位! となる。

このように表される l町長結合定数を構造解析に応用するために(1 1)式で表される目的関

数を定義したユ1)。

目的関数最小化はPo，^'e llの共役傾斜勾配法43) を用いて自作プロ グラムにより行った。 そ

の結果、得られた液晶中におけるMet-enkephalin及びLeu-cnkephalinの構造をそれぞ

れFig . 28及び、Fig . 29に、また l直接結合定数の実測値と計算値をTable 9 に示す。 Fig.28及

び、Fig . 29の図中においてX，y ，2軸は分子座標系を意味し、ベクトル20はその分子座標系に

おける外部静倣場の方向を示す。
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ここで、 EDDは直後結介定数で構成される門的関数であり、 Dcalc 及び、Dexp はそれぞれ実
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Gene 市te 256 initial structures randomly 

Optimize stru ctu res by the distance geome try aI gorythm usin 9 ROE data 

Generate 128 initial magnetic fiel d directo目 randoml y for each stru ctu re 

Optimize orde r pa悶meters for each structure by calculating 

the target function ∞mposed of direct coupling const悶 in 巴

Optimize strucrures and orderpa悶meters by calculating the targe t fu nction 

composed of ROE and direct coupling const団ints

Fig. 27. Flowchart of the analysis of direct coupling and ROE data. 

Table 9 Observed and calculated direct coupling constants of enkephalin dissolved in the CsPFO liquid 

crystal 

Met-enkephalin Leu-enkephalin 

vectors Obsd.(Hz) Calcd.(Hz) vectors Obsd.(Hz) Calcd. (Hz) 

2.2 2.2 Tyr 1α -Tyr 1βß 1 Tyr I Arz-Tyr I Ar3 
8.5 8.5 

Tyr 1 Ar5-Tyr 1 Ar6 2.2 2.2 Tyr1α -Tyr 1βB2 

Gly2α-G1y 2α' 3.9 4.1 Tyr I Arz-Tyr I Ar3 
8.7 8.7 

Phe 4 Ar 2-Phe 1 Ar3 
但 5.0 -4.9 

Tyr 1 Ar� Tyr 1 Ar6 

Phe 4 Ar 3-Phe2 Ar 4 Gly2α- G1y2 α 5.7 5.7 

Phe 4 Ar 4-Phe2 Ar 5 Phe4 NH-Phe4 α -4.2 -4.4 
-5.0 -4.9 

Phe 4 Ar 5-Phe2 Ar 6 Leu5 NH-Leu5α -4.2 -4.3 

Phe 4NH-Phe4α 1.6 1.6 

Leu 5NH-Leu5 α 1.2 1.2 
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Zo x 
- {......~〆ン弘 f/-ペI'l

yι究弘、右前(fJ)YL/

… … … … t.: 吋白川:':':1… 

Z 

丸ノ z

Fig. 28. Preferred orientation and struct~re of Met-enkephalin 
dissolved in the CsPFO liquid crystal. (@)) Carbon atoms, 
(<9) oxygen atoms, (0) nitrogen atoms, (@) sulfur atom. The 
molecular frame(x , y and z) and principal order frame(x' , y' 
and z') are also included. The direction of Zo in the molecular 
frame indicates the external magnetic field director. 
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y Z' 

z。

Z 

ﾗ 

Fig. 29. Preferred orientation and structure of Leu-enkephalin 
dissolved in the CsPFO liquid crystal. (() Carbon atoms, 

(ﾘ) oxygen atoms, (0) nitrogen atoms. The molecular frame 
(x, y and z) and principal order frame (x' , y' and z') are also 
included. The direction of Zo in the molecular frame indicates 
the external magnetic field director. 
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Table 9において実験値とよく 一致した直接結合定数の計算値が得られており、本計算

手法の妥当性が裏付けられている。得られた配|白]パラメータをTable 10に示す。この配向

パラメータは任意の分子座標系(X ，y ， z) に関して計算されているため、 L，cu-enkcphalin と

Met-enkephalinを単純に比較することはできないが、配向パラメータから構成される行

列を対角化することにより 3 つの主値に減じると比較検討が容易となる。そこで、件られ

た配向パラメ ータ を対角化して得た主値をTl)ale 11 に、またその配向主軸系(x\y\ど)を

Fig.2B及び、Fig.29に併せて示す。

T able 1 0 Order parameters of enkephal� 

d�solved in the CsPFO liquid crystal 

Met-enkephalin Leu-enkephalin 

Sxx 0.00012 0.00041 

Syy ー0.00055 -0.00018 

Szz ー0.00064 ー0.00023

Sxy 0.00088 0.00010 

Sxz 0.00090 0.00010 

Syz ー0.00022 ー0.00063

T able 11 Principal axes order parameters of enkephal� 

dissolved � the CsPFO liqu� crystal 

Met-enkephal� Leu-enkephalin 

SxT XT 0.0016 0.00043 

SyvYT -0.0032 0.00043 

Szvzv 0.0016 ー0.00086
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第三項 Met-enkephalin及びLeu-enkephalinの配向と構造に関する考察

Fig.28及び、Fig.29より液品膜中では\1el-及びLeu-enkephalin ともに日ターン構造を

とっていることが分かる。また、 Fig.28及び、Fig.29において液晶中の配向についても理解

することができる。即ち、 CsPFO分子は多数が集合してディスク形の分子集合体を形成

し、それが水の中に法解した状態でネマティック液晶となるが、この分子集合体は表面の

法線が外部静儀場のノJlr，j (zo) と a致するように配向する 31)。したがって、 enkephalinは

ベクトルZo の )jl(lJ に配 r6J しているとヂ号えることができる。このことから、 Fig.28及び、

Fig.29において配I(IJ について考えると、 Tyr、 Phc及び~~1etあるいはLeu残基の側鎖が液

IV1 の~~::械性領域と相 li.作HJ しているものと思われる。また、 Gly残基はいずれも非極性領

域に作目しており、全てのアミド結合においてアミドプロトンを分子の疎水面に、またカ

ルボニル法の椴ぷJh~ fを親水面に向けているためenkephalinは液晶の比較的槻性の高い

版/水界 IIÍÎ に溶解していると考えられる。 CsPFO液晶は中性付近で液晶を形成するため、

οnl玉川Jhalinは双↑生イオン型でJ1莫中に存在していると考えられる。したがって、上記の疎

水性相 11~作川に加えて、 X末端側の-:'\H3+基およびC末端側の解離した-COO-基と液品

の側性法との静径十日 Ji作用が、膜中においてcnkephalinがとる 0 ターン構造の安定化に

寄与していると忠われる。

これまでellkcphalinに関してはNMRにより lysophosphaticlylcholine3a)あるいはSDS

ミセルSJ)中での楠造が推定されているが、膜中における構造としてC末端アミノ酸残基の

アミド基とGly2残基のカルボニル基が水素結合した(5→2) ß ターン構造が提案されてい

る 。 しかし、本研究では、 C末端アミノ酸残基のアミド基の窒素原子とGly2残基のカルボ

ニル基の陵素原子との距離は、 Met-enl日phalinで、は7.7 Åであり、またLell 巳nkephalin

では8.:iA といずれもそのような分子内水素結合が可能な位置関係にないことが分かつ

た。 [ys()phc)sphalidylchoti11e ミセル中のenkephalinについての報告では、溶質と常磁性

シフト試薬との結合実験を行い、アミドプロトンの化学シフトのシフト量からその構造を

類推しているため構造に結びつく情報を直接的に得たものではなく、またSDSミセルを用

いた実験ではいくつかの分子内~OEの観測に成功しているが、構造を得るには至ってい

ない 。 したがって、これまでに提案されている膜1-} I のe11kephalinの構造における分子内

水点結合の存化は行定できるものと思われる。膜刊 l において巳nkephalinがとる 0 ターン

構造は、先に述べたように肢との相 Li作刷により安定化されているものと考えるのが妥当

であろう 。

\，let一(: l1 kephalillの液晶 rt 1 における配向をFig ， :iO及びFig ， ~l に示す。 Fig.30は配向主軸
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系のy'軸から見たものであり、 Fig.31 はz'軸から凡たものである。また、 LCll-

enkephalillの配向を同様にFig.:i2及び、Fig .:i:i にぷす。これらの凶とTal>le 11 にぶした配

向パラメータの U直を比較検討すると、 rJ~]符の配向には大きなた異が存イピすることが分か

る。 lょu-cnkepbalinは、 T乱)le 11 に/式したようにSz'z，{I[Lが負で、絶対11立が最も大きいこと

から、配向主軸系のz'軸を中心として配rtl]性がlfJj いことが/Jミされるが、このz'軸 ノtjr{l]への

分子の投影はFig.31から分かるようにコンハクトな形をしている。(、sPFO液15Jl の表的iの

法線方[flJが外部静磁場に平行に配向することを4号えると、 z刺iはSz'z'11 11が負で絶対(lHが以

も大きいことから外部静磁場に雫l白:に配向しやすいこととなる。日[J ち、 2'刺はデ、ィスク :1犬

の液品を構成する分子集合体の法線ノザ向をとり易いこととなる。こうして、 Lell一

どnkepll九lin~j:，その分子友商がディスク状の('sPFO液品の法線方的l に íf~ If( になる形で総

け込み、配向し易いと考えられる。これに対し、 ~1el-el1kcph日linはS~/y'{I{lがiJ.で絶対fl{i

が最も大きいことから、 y'軸を rt'心として配向性が向く、このy'軸はディスク状のCsPFO

液品の表面の法線方向に垂直な万向に配向し易いことが分かる。 ~11cl-cnk(寸)halillの場合

は、 2つの芳香環を合めて、この分子全体がCsPFO液品に摂のように溶け込んでいる保子

がうかがわれる (Fig.~ l) o ~vl巳t-cllkephéllinの }jがLCll-E、 nkcpll日linよりも数倍の大きな

配向パラメータを示すことも、液晶構成分子との相圧作用が強く分子全体として波ん11 r.j:1に

溶け込んでいることが理解できょう。
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Z' 

Fig. 30. Structure and orientation of Met-enkephalin 

dissolved in the CsPFO nematic phase. 

し
Z ‘ x 、

Fig. 31 . Structure and orientation of Met-enkephalin 

dissolved in the CsPFO nematic phase. 
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y' x' 

T劫
工、

Fig. 32. Structure and orientation of Leu-enkephalin 

dissolved in the CsPFO nematic phase. 

y' 

L 
Z' x' 

Fig. 33. Structure and orientation of Leu-enkephalin 

dissolved in the CsPFO nematic phase. 
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第五節 第三章のまとめ

以上のように、ノド研究において筆者が開発した:\=V仏S液晶二次元:\:\lR法により ~et

cnkcphrllin及び、L('u一cnkephalin のCsPFO液品中の配向と構造を決定し、それらの相違

点を '~J ら かとした。 本章日頭で述べたように、 enkephalinは μ 及び 6 レセフターと結合
することにより活性を発現するが、 μ レセプターとの親和性は.Met-enkephalinのβが強

く 、 これに対し d レセフタ ー との親和性はLeu-enkephalinの方が強いことが報告されて

いる G6) 。 この差異は、本 章で導いた配向と構造の違いを反映しているとも考えられ、;俊

品:\\tlR法の適用はこのようなテーマの解決に有効なノザ法になると期待される。

58 

結論

1. マジ ッ ク角試料同転(\，ragi c-~勺19le-Spinning: ¥1 '\S)液晶て次ノ己:\'\lR法を開発するこ

とにより、従*の液品:\\lR?去で、は取り扱えなかった大きな分子の構造解析を rlJ能 とし

た 。 その結果、イオノホアである lasalocicl 人の液 I~ ~I ri I の構造を決定し、その構込-には配

向場の変化に感応してヒ ンジとなる結合が存花することを明らかとすることができた。

2. 単純な\tl\S法の導入は配向に関する情報を消去してしまうので、との情報を復活さ

せるべく、マジッ ク角近くでの試料 rllJ転(~ear- :Vf日gic-;-\ngle-Spilllling: :\~L \S) を利JH

することにより、 k記の\L\S液晶 二次元:\;vlR法と相補的な:\\{\S液品 :次点:\\'1 I~?去

を開発した。 これにより液品入、'IR法の適用範聞を限定している，1\緩結合情報を選択的

かつ積極的に利用することを可能とした。 その結果、牛J理活性ペプチドである Met -

台nk巴ph日lin及びLeu-enkephalinの液品中における構造と配向を決定することが

でき、両者の差異を明らかとすることができた。

:1. 本論文では種々の天然イオノホアによる金属イオンの膜透過の研究を端緒とし、午体

膜モデルとしての液晶系を用いて新しいNMR測定法を開発することにより、この液!日

系における分子の構造と配向が汎用的に一般の生理活性物質についても求められること

を示すことができた。 このβ法は、生体膜を反応場とする生理活性物質の機能と構造、

あるいは配向との相関関係を考察する上で重要な情報を提供すると期待される 。
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実験の部

l'\~1R測定はV日rian \'XR-200及び\アarian l γ~ITY-500を用いて行った。 ~L\S条件ドで

の測定は、 Varian VXR-200については固体プロ ーブを用いて行い、 V駘rian lT~ITY-.)OO 

についてはナノプローブを用いて行った。 ここで、ナノプローブとは微量サンフルの測定

を行うために開発されたフローブのことを指すが、 l高分解能を得るためにW\Sの技術を

用いたものである 。

試薬は特に記さない限り、市販品をそのまま用いた。

第一章の実験

第三節の実験

NMRサンプルの作成

100rn:\1の :\aClを含む1011ì~のリン酸緩衝液({)H8.1) 中で、卵黄レシチン(~1crck~) を

用いてRE\' リホソ -ム (60nlivf)を逆相蒸発法57) により作成し、 811lMのラ ンタニド シフト

試薬(Oy(PPP)27- ・ 7:\a+) を等量、およびロック信号用に100。の020を JJllえ、これをサ ン

プルとした。ランタニドシフト試薬(Oy(PPP)27- ・ 7rね+)は、 トリホリリン酸ナトリウム

C，\a5P301Q)および塩化ジスプロシウム(OyC13) を市販品(和光純薬製)として入手し、次の

反応により調製した58) 。

DyCI3 + 2Na5(PPP)ご Dy(PPP)27- • 7Na++3NaCI 

231'\a-NMR測定

23l\;日-:\'MR測定はVarian VXR-200を用いて測定周波数52 . 9.\1 1 Izにて行った。 化学シ

フト値は外部標準と して3MのI\aClの020溶液を作成し、これに対して記録した。 温度は

NMR装置付属のメ ー タで読みと り、その精度は+0 . 1 Cであった。 25Cにおいて測定条

件は、典型的にはパルスサイクルは0 . 6sであり、 90 0 パルス幅は1 1. SμSであった。 25て「

における23Naの緩和速度は反転回復法によ り測定した。リポソ-ム内側の23Naの緩和速

度は2 1. 18- 1であり、リボソ-ム外側の23~ねの緩和速度は59 . 1s- 1 であった。

:.\'a主イオンのリホソ-ム膜透渦涼度測定

lllonensin(和光純薬製)、 lasalocicl A(Alclrich製)及び、gran lÏciclill A(和光純薬製)による
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xa+イオンの膜輸送速度を2D- EXSYにより測定した。 lTIonensin及び、lasalocid Aは:\'a塩

として入手したものを用いた。 これらのイオノホアのメタノール溶液を調製し、透過速度

測定の際には~~1Rサンフルにo .2n1 :\1の濃度となるように、 1"'10μlのメタノール溶液を

添加した。 コレステロ ールはメタノ-ル溶媒から再結品したものを用いた。 2D- EXSY測

定条件はph日se sensitive 1l1ocleで:\OESYパルスを用いて、積算回数を64"-'128回、イン

クリメ ン ト数を64 "'-' ，) 12阿で行った。 2D- EXSYスヘクトルは、 128x 128~S12 x 512 

cl日t日 lnatrb;:で解析した。 また、透過速度解析はAbe l らの方法17) に従い、プログラムを向

作して行った。

nyst九 tin及びéil l1 phote吋cin Bによる膜輸送速度の測定は、 23~a-l'\\tfRの一次元スペク

トルの時間変化を追跡することにより行った。 サンプルは、コレステロール(和光純薬製)

をリン脂質に対し2Süoの重量比で含むリホソームを上述の万法により作成し、これを大過

剰の 100n1NfのKCl溶液に対して10"'-'24時間透析を行いリボソ-ム外側のNa十のみをK+

と間換することにより作成した。 透析はCellulose透析膜(三光純薬製)を用いて行った。

また、ラ ンタニドシフト試薬はトリポリリン酸ナトリウムG\a3P301O)から、 DOWEX(50

X 8) を川いてK3P301Oとし、これから Dy(PPP)27- ・ 7K+を調製したものを用いた。 透過

速度測定の際にはイオノホアのDMSO溶液を調製し、 nystatinは0.201M、 anlphotericin

Bは0.02111Mとなるようにサンプルに添加した。また、 benzyl alcohol(東京化成製)は蒸留

精製したものを、 O.02nlMの濃度となるようにanlphotericin Bの共存するサンプルに添

加した。 23Na-l'\MR測定の積算回数は64'""256回であった。非線形最小自乗解析による透

過速度の計算には、大阪大学計算機センタ-ライブラリープログラムSALSを用いて行っ
た59) 。

温度口I変実験

上記の透過速度測定の温度可変実験を行ったデータをTable 12、及び1'able 13 に示す。
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Table 12 Temperature dependence of Na + transmembrane exchange rate 

constants(s ・ 1) promoted by carrier-type ionophore 

caよトJfL 298 303 308 313 323 333 343 

monensln 16.0 18.9 38.9 42.8 139 

lasalocid A 1.1 1.4 1.8 2.6 5.0 

gramicidin A 7.0 14.3 17.4 26.6 42.1 

Table 13 Temperature dependence of Na + transmembrane exchange rate 
constants( >< 1 0 -4S-1) promoted by channel-type ionophore 

cぷFごと 298 303 308 313 318 328 

nystatin 49.8 7.4 2.7 1.4 

amphotericin B 22.8 7.9 5.9 3.1 

+benzyl alc. 2.1 2.8 4.4 

第二章の実験

第二節の実験

CsPFO(cesﾍlllll oerfluorooctanoate)液晶サンプルの作成

perfluorooctanoic acicl (東京化成製)を次の方法により Cs塩に変換した32) 。

perfluorooct乳noic aciclの水溶液に水酸化セシウム(ナカライテスク製)の水溶液を加えて

中和し、溶媒を留去した後、エタノ -ル溶媒から再結晶してCsPFOを得た。これを

40:60の重量比でD20と混合してCsPFO液晶を作成した。 lasaslocid A(Aldrich製)は文献

記載の方法に従いl'\a塩から Cs塩に変換した 13c\ CsPFO液品に1.5% の重量比で

lasaslocicl AのCs塩を溶解し、:\\tfRサンプルとした。 このサンプルについて、 2D-~\1R

測定をVarian VXR-200C30.7MI Iz)により行い、 D20の2D信号の分裂から液晶相を形成し

ていることを維認した。
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五七ミS液晶一次元~~R測定

~\S条件下での lf1-~:vlR測定はV丘rian l マ :'\ITY一己00(500M日z)により行った。 ~Sを

行うために、 :\'.\II~フロ ー ブとしてナノフロ ー ブを用いた。 35C における~MR測定条件

は、遅延時間(1.0只)、 90 パルス幅(8.0μs) 、 観測幅 (4980Hz)、積算同数(24阿)であ

り、 0.0Sのpn、saturationバノレスを遅延時間に挿入した。 ミセル相における測定は溶液プ

ロ ー ブを用いて、測定温度50C にて同様の測定条件で行った。

第 ミ節の実験

》1:\5被占71 二次ノL::\'~R~lj定

COSY / .\tL\S実験日(、におけるCOSY/~もお実験は、積算回数(80回)、観測幅

(119801 lz) 、 90 ハルス幅(8.0μs) 、遅延時間(0.5s)、検出時間(O.ls)、インクリメント数

(512[rJI)の測定条件で行った。 また、 0.5sのpresaturationパlレスを遅延時間に挿入した。

データ解析は2048X 2048 c1抗日 rnatrL'\:にて、 Fl及び、F2軸にshifted sinebellの窓関数をか

けて行った。ミセル相でのCOSY測定は溶液プローブを用いて、測定温度50C にて同様の

測定条件で行った。

l~OESY /lv1r\S実験: 3GC におけるROESY/MA..S実験は、積算回数(128回)、観測幅

(,, ] 9801 Iz)、 90 パルス幅(8.0μs) 、遅延時間(0.5s)、検出時間(O . ls)、混合時間(0 . 1 s) 、

インクリメント数(2SG回)の測定条件で行った。また、 COSY/MAS実験と同様に0 . 5sの

pres日turatiOl1パ jレスを遅延時間に挿入し、データ解析は2048X 2048 data 111atrL"'\:にて、

Fl及びF2~rn に shifted Gaussianの窓関数をかけて行った。スピンロック周波数は3 . 0kHz

の強度であった。ミセル相での測定はROESY溶液プローブを用いて、測定温度50 'C にて

同様の測定条件で行った。

第四節の実験

lasaslocicl Aの構造解析に用いたディスタンスジオメトリ ーおよび、r . 111.s.cl伺の計算は、

使用 言語Fortranにて n作プログラムにより、富上通S-4/IPを用いて行った。

第三章の実験

N~1Rサンフル

CsPfO液品は仁日PFO:1120:D20を，，10 :48:12の電量比で混合して作成した。:t\1et-及び

Letl-enkephalitl(Signla製)をCsPFO液晶に0.800 の重量比で溶解したものを:\".\I1Rサンプ
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ルとした。 このサンフルについて、 2D-:\".\IR測定をγ江rian ¥'XR-200(30. 7;¥1I Iz)により行

い、 D20の2D信号の分裂から液晶相を形成していることを確認した。

11 1 -:'\.\I1R測定

~~vIR測定は特に記述のない阪の、 \Tarian VXR-200(200.¥1I 1z) により同体フロ ー ブを川

いて、 1500"-2500Hzの試料阿転速度で行った。

第二節の実験

ROESY /YL\S実験: ROESY /.\も凶実験は、 Leu一巳nkephalinについて30Cにおいて

行った。測定条件は、積貨阿数(2:->6同)、観測幅(4700~vlH) 、 90 パルス脳(l 2.0jLS) 、

遅延時間(O .5s)、検出時間(0.2s)、混合時間(O .ls)、インクリメント数(20brrJ [) の測定条件

で行った。また、 0.5sのpresaturationノりレスを遅延時間に挿入し、デー タ解析は2048 X

2048 clat日 111乳trixにて、 Fl及び、F2軸にshifted Ga l1ssianの窓関数をかけて行った。 スヒ

ンロック周波数は2.0kHzの強度であった。

.¥1et -enkephalinについては、 2る C においてYarian C)JITY-;)OO(ら()(L\111z) によりナノ

フロ ー ブを用いて行った。測定条件は、積算同数(2G6同)、観測幅(118001 Iz) 、 。() ハル

ス|幅(8.0μs) 、遅延時間(O .5s)、検出時間(O .ls)、混合時間(O.ls)、インクリメント数(192

回)の測定条件で、行った。 スピンロック周波数は3.0kHzの強度であった。 また、試料[nJ転

速度は~.SkHzに設定した。 また、 0.5sのpresaturationパjレスを遅延時間に挿入し、デー

タ解析は2048X 2048 clala 1 1latrL"'\: にて、 Fl及び、F2軸にshifted Gaussian汝び冶il1 e bど 11の

窓関数をかけて行った。

~OESY /i\ι二\S実験: :\"OESY実験は、Leu-enkcphalinについて30C において行つ

た。 測定は既存のパルスフログラムを一部炎更し、 DA~'\TE及び、spin lockパルスを持入し

たものを用いて行った。 DA.~寸Eパルスは90 ' のパルス幅で、またspin lockパルスは2rns

のパルス|隔で印加した。 測定は、積算同数(128[ci])、観測幅(3000I1Z) 、 90 0 パルス幅

(12.0μs) 、遅延時間(O.:->s) 、検出時間(0.2s)、混合時間(O.ls)、インクリメント数(192回)

の測定条件で行った。 また、 0.0:3の tJresaturationパルスを遅延時間に挿入し、デー タ解

析は2048X 20'lH clata lnatrixにて、 Fl及び、F2軸にshiftecl Gaussianの窓関数をかけて

行った。
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第二三節の実験

COSY/~~L\S実験: COSY /:\~U\S実験は、Leu-enkephalinについて30C において

行った。測定は、禎算[nl数(256[nJ)、観測幅(3000Hz) 、 90 パルス幅02 .0μs) 、遅延時
!日](O . ;")s) 、検 Ull}.ff日]Cü .2s) 、インクリメント数(256回) の測定条件で行った。 また、

D:\\'TEおよび、O. .::J sのvresaturalionノVレスを遅延時間に挿入 し、データ解析は2048X

2048 cl抗日 lnatrixにて、 Fl及び、F2軸にshifted sine be l1の窓関数をかけて行っ た。

h01l10 2DJ /:\N[.\S実験: h01110 2DJ /:\.\tL<\S実験は、 :\I1ct-及び、Leu-enkephalin につ

いて、以) (' において、積算同数(2 ，")(j '"'-'432同)、観測幅(:300011z) 、 90 0 パルス幅02.0μs)

、選短時!日J(0. (js) 、検出時間(() .:1S) 、の測定条件で行った。 また 、 Fl軸に関 しては観測幅

を ;)O IIzに r没定し、 O.1'"'-'O.2sの問で、データ を取り込んだ。 DA\TEおよび、O .4sの

prcsatura tiOl1パ jレスを遅延時間に挿入し、データ解析は2048X 1024 data nlatrixにて、

F1 1紬にS illP bdlの窓関数を、 またF2軸にshiftecl sine bellの窓関数をかけて行った。

第P Ll節の実験

cnkCPÌléllillの締造計算は使用言語Fortranにて自作プロ グラム により、 富上通S-4/IP

を用いて行った。 構造計算に際しては、 Tyr 1及び、Phe4残基の芳香環の運動を180 0 フ
リ ッフフ ロ ッフ と仮定した刷。 また 、 擬原子をWutrich貝Ijに従って置いた61) 。 配向行列の
対角化は白作プロ グラム に より、 富士通S-4/IPを用いて行っ た。
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