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はしがき

平成14年度と 15年度にわたり 研究課題“14Nの固体高分解能NMRの
開発と生体分子への応用"に対して 科学研究費補助金(基盤研究

(B)(2)) が交付された.この小冊子は，その研究成果報告書である.

長距離秩序を持たない粉末試料で分子の立体構造を決定することは長年

の構造化学における懸案で、あり，固体NMR法はそのような試料で構造情
報を取得しうる手法として注目されてきた.これまでに炭素，窒素核を

I3C，15Nで同位体置換した粉末試料を用いた自体NMR構造情報取得法が数
多く提案されているが，本研究では我々が最近開発した粉末試料での14N 

の高分解能NMR測定法を一般的に行えるように完成し，さらに，ペプチ
ドの構造研究に応用した.この目的に向かつて， (1)測定に必要なNMR
装置の制作を行い， (2)感度・分解能の最適条件の理論的・実験的検討を

行った.さらに， (3) 14N高分解能NMR測定をペプチドの構造研究に応用
するための手法の開発・検討を行った.
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1.始めに

窒素はタンパク質やペプチドの主鎖を構成し、それらの構造や機能を知る上で重要な手

がかりを与える元素の一つであるO 天然に存在する窒素の 99.63%は14Nであるが、窒素

のNMRにおいて 14Nはほとんど利用されていなしミ。それは、 14Nはスピン量子数Iが1

の核であり、四重極相互作用と呼ばれる、核の持つ電気回重極モーメントと核の周囲の

電荷が作る電場勾配との相互作用が数 MHzと大きいため、共鳴周波数の範囲が非常に

広くなってしまい、試料分子に複数の 14Nが存在する場合に高分解能な NMR測定が困

難なためである。したがって、現状では窒素の NMR測定には高分解NMR測定が可能

な spin=1/2 の I~ が利用されている。しかし、 l~ の天然存在比は 0.37% と低いために、

国体で NMR 測定を行うためには I~ を l~ に同位体置換した試料を用いなければなら

ないという問題がある O

そこで I~ の高分解能 NMR を測定するために/m)=/+I) と /-1) の状態間の齢、すな

わち overtone遷移(sm= 2)を観測する手法が開発された[1]。本来、 overtone遷移は禁制

遷移であるが、たいていの 14N核の場合、 Zeeman相互作用に対する四重極相互作用の

摂動の影響により許容されている。 l~ の overtone 遷移の共鳴周波数は l 次のシフトを

受けず、 2次のシフトに依存する。したがって四重極相互作用の l次のシフトの影響を

受けるsm=1の遷移に比べて高分解能のスペクトルが得られる。 Stewatらは、単結晶の

ペプチドの I~overtone NMRスベクトルの直接測定によってペプチドの主鎖の二面角に

対する知見を得ることを提案している[2]0しかし、 overtoneの遷移確率は小さいため、



一般に粉末試料の 14Novertone NMRを笹接測定することは難しいことが示されている。

本研究では、マジック角試料回転 (MagicAngle Spinning、以下MAS)のもとで粉末試

料の I~ に overtone 照射を行うことによって MAS 下において平均化されている 13C_14N

双極子相互作用を復活させる手法を開発した。 MASとは静磁場とのなす角が約 54.7度

の回転軸の腐りに試料を高速回転させる手法であり、国体 NMR法において高分解能

NMR測定を行う際に広く用いられている。 Overtoneの遷移モーメントの大きさはラジ

オ波磁場に対する結品の向きに依存するため、MAS下においてovertoneの遷移モーメン

トはMASの周波数のl倍もしくは2倍の局波数で振動する成分を持つ。また、 MAS下

ではI3C_I~双極子相互作用は MAS の居波数の l倍もしくは2倍の周波数で振動する成

分からなっているO したがって‘ MAS 下において一定強度の 14ト~overtone照射をおこな

うと遷移モーメントによって変調を受けたラジオ波とI3C_I~ 双極子棺互作用との干渉

が起こり、 MAS 下において平均化されていたI3C_I~ 双極子相互作用が復活する。そこ

で、 I~ overtone 照射のもとで 13C の高分解能NMR 測定を行い、I3C_I~ 双極子相互作用

の復活による 13CNMR スペクトルの変化と l~overtoneの照射周波数との関係を調べる

ことにより"間接的"に粉末試料の l~ovettone NMRを観測することに成功した。本研究

では、異なる静磁場中で 13CNMRを用いて間接的に測定された2種類のアミノ酸の 14N

overtone NMRスペクトルを用いて、その静磁場および四重極相互作用に対する依存性を

検討する。また、この手法をペプチドに応用し、構造の似ているこつのアミド窒素の 14N

overtone NMRスペクトルや2次構造の異なるモデルペプチドにおける 14Novertone NMR 
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スペクトル測定した結果を示す。これらの実験から四重極相互作用の大きさの似た複数

の 14N が試料分子に存在する場合に、それぞれの l~ のスペクトルを高分解能に分離し

て測定できることを示す。また， ab initilo計算(Gaussian98) による l~ 四極子結合定数

の計算結果についても述べる.

四 3-



2.理論

2.1.四重極相互作用ハミルトニアン[3，4]

スピン量子数Iがl以上 (1?:1)の原子核は電気回重極モーメント Qを持つ。この電気

四重極モーメントQは周囲の電荷が原子核の位置に作る電場勾配との関に相互作用を持ち、

四重極相互作用 (quadrupolarinteraction)と呼ばれる。

2.1.1.直交座標表示による四重槌相互作用ハミルトニアン

四重極相互作用のハミノレトニアンは直交座標を用いて

Hr. = eQ エvasI ~(1a1β+んら )-ðaß市 +1) 1， 
-6I(2I-l)hd=XJ34L2j 

(2.1) 

一 θ2UI 
r as θα8slr=u 

(2.2) 

と表される。ここで、 dasはクロネッカーのデ、ル夕、 Uは原子核の周回の電荷が作る静電

ポテンシャルであるoまた、 Vasは直交座標表示による電場勾配テンソルV
の成分である。

電場勾配テンソルVは2階の対称、テンソルである。一般に実対称テンソルはユニタリ一変

換によって対角化することができる。このとき、テンソルが対角化されている座標系をそ

のテンソルの主軸系(principalaxis system， PAS)と呼び、そのときの対角成分の値を主値と呼

ぶ。したがって電場勾配テンソルの主軸系において電場勾配テンソルVは、

( TTI川 o 0 i 
xx 

v = I 0 v.:.~s 0 I 一.一 U一.一，
う

I 0 0 V_~附 j‘ J岬..縛
、 畠“，企，

(2.3) 

となる。慣例上、主軸系はiにい|九|どれ|となるように選ぶ。また、 Laplace方程式から

時 4四



V:rx + VI'I' + V
ZZ 
= 0が成り立つO したがって電場勾配テンソルを二つの独立なパラメータを

用いて表すことができる。

eq=YJAS 

η一一-げS- TTPAS 
ZZ 

ここで、 ηは非対称パラメータ(asymmetryparameter) と呼ばれ、 1~η~O を満たす。

(2.4) 

ο.5) 

e2qQ 
また、四重極相互作用の大きさを表す値としてv ー が用いられ、四重極結合

Q - 21(21 -l)h 

定数と呼ばれる。四重也結合定数と非対称パラメータは四重極相互作用を鞘敷づける数値

として用いられる。

2.1.2.球面テンソル表示による四重極相互作用ハミルトニアン

テンソノレを表現する方法として直交座標を用いる方法のほかに球面テンソルを用いた方

法がある。四重極相互作用ハミノレトニアンを球面テンソノレを用いて表すと、

HQ = L(-l)川 (2.6) 

V" =. ._e2qQ 
Q - 21(21 -l)h 

(2.7) 

となる。ここで、A
211lと乙-111はそれぞれ、 2階の既約球面テンソル演算子のm番目の成分の

空間部分とスピン部分である。 A2111を直交座標表示のテンソルを用いて表すと、
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(2.8) (α，β=x，y，z)， Aas =弘一
eq 

(2.9) 

九三JLA-
v J6 

A2:!:1 =中江+Azx:l::仏+Azy)] 

A2ぺ仏-A刀土i(Aλ3
となるD また、 T2mをスピン演算子を用いて表すと、

(2.10) 
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これらの関係は任意の直交座標系において成り立つ。主軸系における球菌テンソ

ノレの空間部分は、王切の、 (2.5)、(2.8)、(2.9)、ο.10)およびVxx十V.VY+ Vzz = 0を用いると、

となる。

A2i  
20 -J6 

A;~S = A;~S ロ O
(2.11) 

ηs 

l
一2
一一
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川口
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一一
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川
凡

2

E
a
ウ
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となる。

2.1.3.球菌テンソルの座標変換

実験室系における四重極棺互作用ハミノレトニアンを四重極結合定数l/Qや非対称パラメ

を用いて表すためには主軸系における電場勾(すなわち電場勾配テンソルの主催)

四 6-
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配テンソノレを実験室系におけるテンソルへと変換しなければならない。また、 MASを行つ

ている場合には、実験室系における電場勾配テンソノレがMASによって時間依存するため、

試料管を基準とした座標系(ローター系、 rotor合制ne)を仲立ちとして主軸系から実験室系

へのテンソルの変換を行う。それぞ、れの座標系におけるテンソルは Euler角で表される回

転のユニタリ一変換によって関係づけられるO すなわち以下のような座標変換を行う。

主軸系 R(α，s，y) 〉ローター系 R(加川M，O) 〉実験室系

(α，β，y)は主軸系とロータ一系を関係づける Euler角を、 (2nv/，θM'O)はローター系と実験

室系を関係づける Euler角をそれぞれ表す。また、 Rは、それぞれのEuler角による回転を

表す。 VrはMASの回転周波数、九は静磁場と MASの回転軸とのなす角(約54.7度)であ

る。テンソノレに対して回転による座標変換を行うときには、テンソルを2階の既約球面テ

ンソノレで、表すほうが便利である。実験室系における四重極相互作用のハミノレトニアンとし

て、戎2.6)、ο.7)をそのまま用いることにする。

HQ  = L(-1)l11vQA2mT2_111' (2.12) 

Vr. = _e2qQ 
Q -21(21 -1)h 

(2.13) 

NMRの観測は、実験室系で行うのでスピン部分T2-mはそのままでよい。したがってわれ

われが知りたいのは実験室系における空間部分A2mと主軸系における空間部分Arsとの

関係である。まず、主軸系における空間部分AJfsからローター系における空間部分Arへ

の回転によるユニタリ一変換を Wigner回転行列DF)(α，s，y)を用いて表す。

."'1-

、
圃.幽白幽幽幽幽回一



A5F=ZArSDJf)(αラβ，y) (2.14) 

同様にしてローター系における空間部分Arから実験室系における空間部分A2111は以下の

ようになる。

A21n z ZAFDZ)(21rvrt，θM'O) 
(2.15) 

したがって戎2.14)、ο.15)からん111はArsを用いて以下のように表される。

J42nt zZ24rSDF(α，β，y )D/~~) (2JrlノJ，BM，O)
(2.16) 

ここでArsは内2.11)で与えられる。次に Wigner回転行列DU)(α，β，y)
を具体的な形で表

すと以下のようになる。

DF)(α，β，y) = e-ikad!;)(β)e-
ily (2.17) 

ここでdF(β)は次のように与えられる。

-8四



dii)コd(i)今コcos4s 
ゐ 2

d必;2:) 口←一イ吋d

d刊山

d;2fうトiト=小一d2口一一叫=寸十十十iトhトS計山引叫州in州nリ叫1ψ判βバ(い∞ωOωSリβ…1)) 
d4;f三トlトコd2コS斗
dij)=d121す(2叫ーいβ+1) 
d22川口j(2M41-∞sβ)

dlP41ト -47) 口一d~ト -jfsinßC吋
dj;)ご jodβ-1) (2.18) 

成2.16)、(2.17)より、 MAS下において四重極相互作用の球面テンソルの空間部分は MAS

と間じ周波数、およびその2倍の周波数で、振動する成分を持っている。

-9-



2.2.双極子相互作用ハミルトニアン[3，5]

二つの磁気モーメントμl、メISの間には磁気的相互作用が働く O この相互作用のエネルギ

ーは次の式で与えられる。

3(J11 • r XJ1s . r) -r 2 J11 • μs 
U(r)=-r5  (2.19) 

ここで、rは磁気モーメント間のベクトノレ、 rは磁気モーメント聞の距離を表す。これらの

磁気モーメントが二つの核スピンIおよびSによるものであるとき、磁気モーメントは次

のように表される。

μI = rlll (2.20) 

μs = r:JiS (2.21) 

ここで、 rl、れはそれぞれスピンIおよびSの磁気回転比である。内2.19)、(2.20)、(2.21) 

を用いると核スピン聞の磁気的棺互作用を表すハミノレトニアンは

H.，口 rlrs1i3(l.rXS.r)-r21'S
-一

“ 2Jr rJ 

となり、双極子相互作用ハミノレトニアンと呼ばれるo

2.2.1. 直交座標表示による双極子相互作用ハミルトニアン

直交座標系における双極子相互作用テンソルDは次の式で与えられる。

Hdlzvj-D -S 

v.， = rlr:J1 -
2Jrr" 

双極子相互作用テンソルDの成分Das (α，s = x，y，Z)は

四 10叩

ο.22) 

(2.23) 

(2.24) 



Das = (δαβ-eαり) (α，s = x，y，z) (2.25) 

であるo o
aβ
はクロネッカーのデノレ夕、九 (α=x，y，z)は核開方向の単位ベクトルの成分を

表す。双極子相互作用テンソルDは対称 (Das= Dsa)かつトレースレス σr{D}ヱ0)の

テンソノレで、あるO

次に、主軸系における双極子相互作用テンソルについて考える。座標軸のひとつが核開べ

クトノレの方向に一致したとき、双極子相互作用テンソルは対角成分のみOでない値を持つ

ようになる。慣例により、 p軸が核開ベクトルと同じ方向となるような座標系を主軸系と

定める。このとき、双極子相互作用テンソルの成分は

D:rブf?S===::==:==J:=:
D;rナ札崎S 一2

(2.26) 

となる。

2.2.2. 球面テンソル表示による双極子相互作用ハミルトニアン

球面テンソノレを用いて双極子相互作用ハミノレトニアンを表すと、

巾・'円相
Y
勺V
 

2
B日

H
 

(2.27) 

となる。ここで九n、T2-mはそれぞれ2階の既約球菌テンソル演算子の空間部分とスピン

部分である。空間部分九nは直交座標表示の双極子相互作用テンソノレの成分Dasを用いて

表すと、

-11 -



れnzJLD円
v 、/6

Y2:tl =十xz+Dzr:t仇 +Dzy)] 
九ぺι-D.lう土仇+Dyx)] 
となる。また、スゼン部分T2mはスピン演算子を用いて表すと、

九oす(31zSz-I'S) 

九戸市zS士十以)
広川口1LSム
ゐムゐ 2 ム ム

となる。主軸系における球面テンソノレの空間部分は式(2.26)、(2.28)より、

出AS:-JZi
九百S=o ト
九三S=o

となる。

自 12由

(2.28) 

(2.29) 

(2.30) 



2.3.14Nのovertone遷移[1，6，7]

簡単のために化学シフト異方性を無視すると静磁場中での 1'Nのハミルトニアンは

Zeeman相互作用Hzと四重極相五作用HQから成り立つ。

H=Hz +HQ' (2.31 ) 

Hz = -vNlz， (2.32) 

中'勺A
 
Q
 

2

ヤーロnv、
H
 

(2.33) 

ここで、V
Nは
l切のLannor周波数、VQjq941は切=1四重極結合定数、 A2P、T2_P

はそれぞれ2階の球面テンソル演算子の空間部分とスピン部分である。多くの場合、 14N

の四重宇品結合定数VQは数MHZのオーダーであるのに対して、通常、固体NMRの測定に

用いられる磁場においてV
Nは数十 MHzのオーダーである。したがってVQはVNに比べて

十分小さいため、四重極相互作用をZeeman相互作用に対する摂動とみなすことができる。

摂動法を用いて 1'Nの回存エネルギーVmを二次まで求めると、

V" V伊/、
V仏.ご一V札~r +ニ;皇~A"今叩円一一2三一 (μA
守判i 門 ~6 ムω2v

N

、&“ゐ ゐ一一九ゐ &い ‘ノ

(2.34) 

V，.... 
V" =一一":-Ao - .J6ι20 ラ (2.35) 

V_1 コ VN4んけど~(A22A2-2 -A21 A2_1) 
l 円 イ6

山

21ノN
、 ， 

(2.36) 

世 13四



となる。これらからd.m斗の遷移の共鳴周波数を求めると、

V'A = VA -V 10 - y 0 y +1 

ヱVN-2三ム。十とよ(A22A2_2-A2IA2_1) 
円 ゾ6 ~V 2¥ノトJ、←“

(1) I ..(2) 
= V~r -V 十VN YQ "Q  

VA'=V，-V  0-1 - Y -1 Y 0 

コVN +単ム。よL(A42ームlA2-1) 円、J6 ム 2¥ノN 、…ゐ

(1) I .，(2) 
=V~， +V;':'+V N 'YQ "Q  

となる。ここで

v(l)-3VQ A -Q - .J6 ..(.120 ， 

山 V~ 〆、
142J コ ~lA22ムー2-A21A2_1) '.，( 21ノトJ

、日勾ゐ r 

(2.37) 

(2.38) 

(2.39) 

(2.40) 

は、それぞれ四重極相互作用による一次および二次のシフトである。 A;I= -A2-1および

A:" = A"_，， なので二次のシフトは常に正である。ここでA;1はA21の複素共役を表す。次に、

overtone遷移の共鳴周波数は戎2.34)、(2.36)から、

v・ =V.-V  1-1 • -1 • +1 

ヱ 2vN+立(A22A2-2 -A21 A2-1 ) 
V N 

自 14-



=2VN+2v;) (2.41 ) 

となるo d..m = 1の遷移の共鳴周波数は一次と二次の両方のシフトを受けるのに対して、

oveIione遷移の共鳴周波数は一次のシフトの影響を受けず、ニ次のシフトのみを受ける。

したがってoveIione遷移のスペクトルの範囲はd..m= 1の遷移のスベクトルの範囲に比べて

小さくなるo l~ のエネルギー準位と、それぞれの遷移の共鳴周波数を図 2-1 に示す。

次に、 overtoneの遷移モーメントを求める。 MAS用のプローブではNMR観測用のサン

プルコイルがzx-平面内で、p軸に対して角度九(=54.T)だけ傾いた方向をむいている。こ

のとき overtoneの遷移モーメントMI-lは以下のように与えられる。

MI-1 = (Oll1x sIn BM + Iz cosθん1Io-l) (2.42) 

ここでOiはZeeman相互作用と四重樹目立作用をあわせた全体のハミノレトニアン(戎2.31)) 

のi番目の国有関数である。四重極相互作用をZeeman相互作用に対する摂動として留有関

数を求めると、

dι ム
h

nu 
A
 
一
N

Q
一
"
V

V
一一ウお

十一一，e' 
(2.43) 

A
 

h

一ム
+
 

A
 
町一ム+ 

ハUA
V
'
 

(2.44) 

A
 
ム
h
十ハυA

 
一
N

Q

一-
V

V
ロ
ウ
h

，9' 

(2.45) 

となる。ここでIi) は I~ の i番目の固有関数である。これらの固有関数から oveltone の遷移

モーメントを求めると以下のようになる。

由 15-



Ml-l Z2(A;lSi時十A;2ωθM)
YN 

(2.46) 

Zeeman相互作用に対して四重極相互作用による摂動が働くとき、 ovel1oneの遷移モーメンノ

トは0でない値を持つ。ここで仮に四重極相互作用による摂動がないとすると ove11one遷

移のモーメントM;_1は

M;_1 = (llIx sin BM + Iz cosθIMI-1) 

イ11~(人ぺ)叫十 Iz C叫-1)

=0 ο.47) 

となる。したがってovertone遷移は本来、禁制遷移であるが四重極相互作用による摂動の

影響で許容されることがわかる。戎2.46)において4およびA~2 は内2.16)によって与えら

れ、主軸系における球面テンソノレの空間部分A::S (内2.11))を用いて表すことができる。

さらに式ο.17)およびA;1= -A2_1、A;j= A2_2が成り立つことを用いると遷移モーメント

Mj_1は次のような形に表すことができる。

M1_1 =三Lal以 p(-21Jrvrit) 
VN 1=ー2

GlzZdSDF)(α，β， r)[-d~=:(θM)si時十djf;(θM)COSθM] 

(2.48) 

(2.49) 

したがって、MAS下においてovel1oneの遷移モーメントM1_1はMASの回転に等しい周波

数およびその2倍の周波数で振動する成分を持つ。
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図2-1:静磁場中における 14Nのエネルギ…準伎



2.4. MAS下における 14Novertone照射による 13C_14N双極子相

互作用の復活[3]

実験室系におけるzx-平面においてz-軸(静磁場の方向)から magicangle九だけ傾けた

コイノレを考える。このコイルを用いて照射強度VJ、周波数Vのラジオ波を照射したときの

ハミルトニアンは次のように表される。

Hげ =2vJ (Ix sinθM+1zcosθM)ω2Jrvt (2.50) 

照射周波数がおよそ2vNのとき、!神J)とlo-J)の状態間に overtone遷移が生じる。 Overtone

遷移を考える際にはこれらの2つの状態のみが関わるので、ニ準位系の問題として系の問

題を取り扱うことにする。すなわち、oveltone遷移を考えるときには、静磁場による Zeeman

相互作用の大きさが2v
N、その回有関数が|列、|孔)である「仮想的なJスピン 112(fictitious 

spin-1I2)の系を考えることにする。このとき、周波数2vNのラジオ波照射によって MAS

下において平均化されているいN双極子宇田用が復活することを以の欣の範

囲で示す。

「仮想的なjスピン 112の空間において、周波数2vNのラジオ波を照射したときの 14Nの

ハミルトニアンは静磁場とのZeeman棺互作用ハミノレトニアンHoとラジオ波とのZeeman

相互作用Hげにより次のように表される。

H=Ho+Hげ

Ho = -2lノトJLz

-18由
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(ωθルi+;ε(A21+ A;1 tinθM &4;lsi的 +&4;2 cos () M 
Hrf = 2v11 1.、 Icos4J川 t

l &421sinθM十&A22COSθM -COS九十七いれば21井in()MJ 

口 2v
1
[2LzcosθM +L+(μ21sinθM + &4;2COSθM )+ L_ (&421sin九十&422cos仇，J

十い21十品 (2.53) 

となる。ここで、式中の行列はIO1)、|孔)を基底としており、 Lz、L士は「仮想的なjス

V午、/
ピン 1/2の空間におけるスピン演算子である。また、&="0/ である。 Hげにおいてsの

/V"l / • N 

2次以上の項は無視した。

系の密度演算子の運動はLiouvillevon Neumann方程式に従うo

tpz一軒]=-仇十Hrf，p] (2.54) 

ここでラジオ波によるZeeman相互作用を静磁場によるZeeman相互作用に対する摂動とみ

なして相互作用表示を用いると上の方程式は、

シコ一品;5] (2.55) 

戸=eiHot pe -iHllt (2.56) 

Hrf =e的 H〆一iH()t (2.57) 

となる。ラジオ波によるZeeman相互作用に比べて静磁場によるZeeman相互作用の大きさ

が非常に大きいとき、系の時開発展演算子U(t)は0次のaverageHamiltonian H ~O) によって

次のように近似される。(高磁場近似)

U(t) =叫(-2JritH :;) ) 

-19-
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kf)ご 2vN fdtHrf 

コ &Vj[L+ (A;lsinθM + A;2COS九)+L_ (A2lsinθM + A22COsBM)] 

= V1 (L+MH十L_M1*_I) (2.59) 

成2.48)、(2.49)を用いると戎2.47)のハミノレトニアンは

州市町かIL+exp(-21Jtiり)+仏m仰が1ノr (2.60) 

α=土ArsDF)(α，s，y)[-d;::(θM)ωM+djf;(θM)COSθM] (2.61) 

となり、 MASによって時間依存していることがわかる。

次にI3c のスピン系S を含めて考える。簡単のために化学シフトを無視する。 I3C_l~ 双

極子相互作用のハミルトニアンHdは次のように与えられる。

Hdコエ(一l)qvtiLλ-q

V ， ご Pzr/~S-
21[r-' 

(2.62) 

(2.63) 

ここで、 y/、れはそれぞれfスピンおよびSスピンの磁気回転比、 rはスピン聞の距離を

表す。また、九q、T2_Qはそれぞれ2階の既約球面テンソル演算子の空間部分およびスピン

部分である。まず、 Iスピン系のみに着目する。 13C_14N双極子相互作用をIスピン、すな

わち13Cの静磁場によるZeeman棺互作用に対する摂動とみなし、 O次のaverageHamiltonian 

を求めると、
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万;(O)コVJ(九01::十九一l人-Y2J-)SZ (2.64) 

となる。ここで、 IOI)、lo-I)を基底としてこのハミルトニアンをεの1次まで計算すると、

汗 1(0) (Y20 + &(Y2-1 A21一九，A;，) ε(2y2_，A;，十九OA;2) し
r1" コV"l&(-2Y21A21 +九A

=vb 

(2.65) 

となる。この双極子相互作用ハミルトニアンを、「仮想的なjスピン 112空間における I'N

の静磁場による Zeeman相互作用(式(2.52))に対する摂動とみなしてO次の average

Hamiltonianを求めると、

EJO)22vt1110Lzsz (2.66) 

となるo Y
2。はMASによって時間依存するようになり、 MASのもとでの双極子祁互作用

ハミノレトニアンHパt)は次の式で与えられる。

Hd(t) = 2vd [G1 cos(2nv/ + r d)+ G2 cos(4.1l"Vrt + 2Yd )]Lλ (2.67) 

G， = J2 sin(2ん) (2.68) 

G2 = sin2βd (2.69) 

ここで、んとんはロータ一系において核開ベクトルの方向を表す角度で、あるo 14N overtone 

照射を行っていないとき、双極子相互作用HJ(t)のO次のaverageHamiltonianをMASの屑

期を用いて求めるとZJO)コOとなる。これは、 MASによって双極子相互作用が消去された

ことを表す。

ここで、I'Novertone照射を行ったときにJ3C-I'N双極子相互作用が復活することをsecular

-21 -



average Hamiltonian theoryを用いて示す。 Secularaverage Hamiltonian theOlyによると、時間

依存しているハミルトニアンH(t)をフーリエ級数によって表現することができるとき、す

なわち、

H(t)= "LHl1仰 (2JZiv，/) (2.70) 
11 

という形で表すことができるとき、 O次および1次のaverageHamiltonianは以下のように

与えられる。

H(O) = Ho (2.71) 

ι-52jz;IMJ (2.72) 

したがって、もし共通のフーリエ成分を持っている可換でなしV¥ミノレトニアンがぞ、んざい

するならば、それらのハミルトエアンは時間依存しない1次のsecularaverage HamiItonian 

を与えることになる。ここで考えている系では、 Hげ(t)とHd(t)が共通のフーリエ成分を

持ってし1る可換で、ないハミノレトニアンであることが成2.60)と戎2.67)からわかる。

実際に系のハミノレトニアンを

H(t) = Hげ(t)十万d(t) (2.73) 

として、 secularaverage Hamilton加をsについて1次まで求めると戎2.60)、内2.67)および

内2.71)、戎2.72)から、

万(0) 口 &V1(1α。ム +α~L_)

万(1)=一手立(PL++P*L_)sz 
LJZVr 

由 22-

(2.74) 
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となる。ここで、

P=G1(1αlGird-G-16-叶 (2.76) 

であり、 Euler角の関数となっているo H(I) は MAS によって消去されていた 13C_I~ 双極

子相互作用が I~ overtone照射によって復活(recouple)したことを示している。しかし、

IH(ド>IH(I)Iが成り立つときは、万(1)が万(0)によって平均化されてしまう。すなわちラ

ジオ波による双極子相互作用の消去(decouple)が生じる。これは万(1)と万(0)がかかんでは

ないので、万(1)を万(0)に対する摂動とみなしたときのO次のaverageHamiltonianがOとな

ってしまうためである。したがって I~ overtone 照射による 13C_I~ 双極子相互作用の復活

の効率はEuler角に依存する。
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3.実験

3.1.実験装置

3.1.1.4.7Tの静磁場における実験装置

4.7 Tの静磁場における実験では自作のN乱依装置および自作のプローブを用いた。プロ

ープは自作の IH-13C_I~ 三重共鳴プローブを IH信 I3C_I~ overtone三重共鳴プローブに改造

した。プローブの回路図を図3-1に示す。

プロープの回路を作る上で注意した点をいくつか挙げる。ひとつめは!日(199.805MHz)、

I3C (50.246 恥任旬、 I~overtone (およそ28.950MHz)のそれぞれの周波数のラジオ波が他の

チャンネルに漏れるのを抑えたことである。プローブ、を改造する前の時点では IHのチャ

ンネルと他の二つのチャンネルとの分岐点で、!日のラジオ波の電圧が常にOVとなるよう

に分岐点の位置が調整されていた(nullpoint)。これにより IHのラジオ波が他の二つのチャ

ンネルに漏れることを防ぐことができた。しかし、 I~ overtoneにチューニングをとるた

めにサンプルコイルとグラウンドとの間に47pFのコンデンサを加えたことによって分岐

点、がnullpoint からはずれてしまっjたO そこで、、分岐点から見て 13C、 I~overtoneチャンネ

ル側に200MHzのLC並列共振トラップを加えた。次に I'Novertoneのラジオ波が13Cの

チャンネルに漏れるのを防ぐために、 13Cのチャンネルと I'Novertoneのチャンネルとの分

岐点がI'Novertoneのnullpointとなるように同軸ケーブルの長さを調整した。逆に 13Cの

ラジオ波が I'Novertoneのチャンネルに漏れるのを防ぐために、I3Cのチャンネルと I'N

overtoneのチャンネルとの分岐点から見て 14Novertoneのチャンネル側に50MHzのLC並

列共振トラップをとりつけた。ふたつめは、各チャンネルのチューニングおよびマッチン

-24甲



グコンデンサにかかる電圧を小さくするために直列にコンデンサを加えたことである。特

に lH と l~overtoneにはFID(自由誘導減衰)の観測中に強いラジオ波パルスをかけつづ

けなければならないので、チューニングおよびマッチングコンデンサの保護のためにコン

デンサを車列に配置しでかかる電圧を分割した。

プローブの改造の段階でそれぞれの周波数のラジオ波が他のチャンネルに漏れるのを防

ぐように回路を作ったが、それでも防ぎきれない漏れが生じた。また、それぞれの周波数

のラジオ波には他の周波数の成分をノイズとして含んでいる。これらのラジオ波の漏れや

ノイズは測定されたスペクトルのノイズの原因となる。そこで、種々のラジオ波フィルタ

ーやトラップを用いてこれらのノイズの原因を取り除いた。 l~overtone照射のもとで 13C

の高分解能m伎を測定した実験で用いたフィルターの配置を図 3-2 に、 l~overtone NMR 

を測定した実験で用いたフィルターの配置を図3-3に示す。

3.1.2. 9.4 Tの書純益場における実験装置
、

9.4 Tの静磁場における実験ではChemagnetics社製のCMX400分光器を用いた。プロ一ブブ

はDo句ザ， Sci 

でで、の実験と伺様の日的カか亙らいくつカかミのラジオ波フイル夕一やトラツプを用いてノイズを抑

えたO その配置を図3-4に示す。
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200 MHz 

並列トラップ

同軸ケーブjレ

50 MHz 

並列トラップ

1H match 

下ム

T
A
V
1H (200 MHz) 

Sample coil 

14N overtone 
13C match 18x2 pF 

22x2 pF= 

13C tuneフー

68 pF 

14N overtone 
match 

工
T
614N overtone (29 MHz) 

ト6
13C 

(50 MHz) 

14N overtone 
tune 

• (39+47)/2 pF は39pFと47pFのコンデンサを並列につないだものを 2組、

直列に配置したことを表す。・18/2 pFは 18pFのコンデンサを 2個、直列につないだことを表す0・22x2 pFは22pFのコンデンサを 2個、並列につないだことを表す。
図3-1:4.7 Tの静磁場における測定で、用いた lH_13C_14N overtone三重共鳴プロ…

ブの回路図
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50 MHz 

A 14 trap 

J，¥ワーアンプ

J，¥ワーアンプ

パワーアンプ

図3-2:4.7 Tの静磁場における 14Novertone照射のもとでの13cの高分解能NMR
測定で用いたフィルターの配置
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パワーアンプ 200 MHz 

14N overtone 
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受信機へ

図3-3:4.7 Tの静磁場において直接 14Novertone NMRを測定した実験で用いた

フィルターの配置
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間3-4:9.4 Tの静磁場における 14Novertone照射のもとでの 13Cの高分解能NMR

測定で用いたフィルターの配置



3.2. 実験の概要

3.2.1. 2つの静磁場における 14Novertone NMRスペクトルの問

接測定

この実験では試料として L-alanine と N-acetyl心，L-valineを用いた o L-alanineと

N-acetyl-D，L-valine の構造式を図 3-5 に示す。 L-alar由1e の I~ の四重極結合定数および非対

称パラメータはそれぞれ1.1481\狂Izおよび 0.276、 N四acetyl-D，L四valine の l~ の四重極結合

定数およびヨ同す称、パラメータはそれぞれ3.21MHzおよび0.31悶Izであることがすでに知

られている[1，8]04.7 Tおよび9.4Tの静磁場においてこれらの2つの試料のI3Cの高分解

能N1\伎を l~ overtone のラジオ波照射のもとで観測したO そして l~overtoneの照射周波

数を変えて、いろいろな周波数に対して同様の測定をくりかえしたO この測定に用いたパ

ルス系列を図3-6に示す。また、それぞれの磁場での測定条件は以下のとおりである。

表3-1 4.7Tでの測定における測定条件

!日のtf周波数 199.80583 MHZ 

13cのrf周波数 50.246MHz 

I~ overtoneのrf居波数 28.830MHzから 29.060MHzまで

I H decouplingの照射強度 70kHz 

円~overtoneのtf強度 45 gauss 

MAS周波数 5.35妊Iz
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四 31-

表3-2 9.4 Tでの測定における測定条件

IHのrf周波数 400.278036 1¥任Iz

13Cのlf周波数 100.6608801¥任12

14N overtoneのrf周波数 57.795 MHzから 57.994MHzまで

I H decouplingの照射強度 70妊12

14N over巾 mのrぽf強度 45 gauss 

MAS周波数 5.35kHz 

14N overtoneのラジオ波の照射強度は Bloch四SiegertSI世抗の大きさから決定した。

Bloch酬SiegertShiftとはラジオ波照射により共鳴周波数がシフトする現象で、ある O 共鳴周波

数がω。で、磁気回転比がyである核に対して馬波数ωのラジオ波を照射したとき、そのラジ

オ波磁場の強さBlと共鳴鹿波数のシフトの大きさAω との関係は、 |ω。-ω1>>rBlの条件

のもとで次の式で与えられる印。

寸
I
I
l
l
i
-
-
l
J

W
1ノ一
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2
2一3
(¥一一叫

「
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1
1
1
1
1
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3.2.2. 14N overtone NMRスペクトルの直接測定

13C の NMR スペクトルの線形の変化から「間接的にJ 得られた I~overtone NMRスペク

トルと比較するために、 4.7T の静磁場において l~overtone NMRの「直接Jの測定を行つ

た。試料としてN四aceちrl-D，L-valineを用いた。 MAS周波数がO妊Izおよび5.35kHZの条件

のもとで、図 3・7に示したパルス系列を用いて測定を行ったO その他の測定条件を以下に

示す。



表3-3 1"1灼vertoneNl¥IIRの夜接測定における測定条件

'Hのrf局波数 199.805831任-Iz

''N overtoneのrf周波数 28.980MHz 

'H decouplingの照射強度 50kHz 

''N overtoneのrf強度 45 gauss 

''N overtoneのノ¥)レス幅 100 μsec 

繰り返し時間 1 sec 

積算回数 25000回
一……

3.2.3. 14N overtone NMR間接測定法のぺプチドへの応用

この実験では分子内に複数の '4N を持つ3がヰの 14Novertone NMRスペクトルを間接的に

測定した。試料としてL-alanylglycylglycine(AG1G2) を用いたoL-alanylglycylglycineの構造

式を図 3-5 に示す。 G1 の I~ の四重極結合定数および非対称パラメータはそれぞ、れ 3.29

間-Izおよび、0.70、G の l~ の四重極結合定数および非対称パラメータはそれぞれ 3.1 5MHz 

および0.68恥任訟であることがすでに知られている[勾。図3-6のパルス系列により 14N

overtone照射のもとで13cの高分解能m侭測定をおこなった。そして 14Novertoneの照射

周波数を変えて、いろいろな周波数に対して同様の測定をくりかえした。この実験は9.4T 

の静磁場で、行った。測定条件を以下に示す。

表3-4 L-alanylglycylglycineの測定における測定条件

IHのrf周波数 400.278080 I¥任-Iz

13cのrf周波数 100.660648 1任-Iz

14N overtoneのrf周波数 57.786MHzから 57.960MHzまで

lH decouplingの照射強度 70kHz 

I~ overtoneのrf強度 50 gauss 

MAS周波数 5.35妊-Iz
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さらに試料として3シート構造を取る(Ala)3欄Ala*-(Ala)3とαヘリックス構造を取るポリ

アラニン(Ala*，Ala)=50:50を群馬大学の荘司先生に提供していただき，図3-6のパノレス系列

により l~overtone照射のもとで13Cの高分解能NMR測定をおこない解析した。この実験

は7.0Tの静磁場で、行ったo 測定条件を以下に示す。

表3-5 測定条件

lHのrf周波数 300.456孔任Iz

13Cのrf周波数 75.556 MHZ 

l~ overtoneのrf周波数 43.46 MHzから43.52MHzまで

lH decouplingの照射強度 80kHz 

l~ overtoneのrf強度 130 gauss 

MAS周波数 8kHz 
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(a)しalanine

CH3 

NH2一一CH一一COOH

(b) N-acetyl個0，し-valine

CH'l CH.主

、正 v

CH3一一CO-NH一一CH-COOH

(c)し剖anylglycylglycine(AG1G2) 

?H3 
NH2-CH-CO田 NH田 CH2-CO同 NH-CH2-COOH

国 3-5:L-alanine、N附acetyl心，L-valineおよび L-alanylg1ycylglycine(AG 102)の

構造式
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decouple 

acq. 
13C 

14N overtone 

図3-6:14N overtone照射のもとで 13Cの高分解能NMR測定をおこなうためのパ

ルス系列
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14N overtone 

decouple 

図子7:直接 14Novertone NMRを測定するためのパルス系列
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4. 結果および考察

4.1. 2つの静磁場における 14Novertone NMRスペクトルの間接

測定

4.1.1. 実験スペクトル

・4.7Tにおける測定
図4-1に実験で得られたしalanineおよびN綱acetyl-D，L醐valineのCQ'の¥3CN孔依スベクトノレ

を示す。 1'Novertone照射をおこなっていないときのC。のスペクトル(が)を見ると、強度

比がおよそ 1:2の非対称、な二墨線(doublet)となっていることがわかる。この非対称な線形

は、 1'Nの西重極相互作用の影響により MASで、完全に消去で、きずに残っている 13c_1'N双

極子相互作用によって生じている o C aの二重線の大きいほうのピークは、

I 13C，14N) = III2，o:!:l)付1-I12，O:!:I)の遷移に由来する。したがって、このピークは 1'Nの

overtone遷移に関係がある o これに対して、小さいほうのピークは

I 13C，14N)コ 11/2，仇)付トI12，Oo)の遷移に由来する。したがってこのピークは明の

overtone遷移と無関係、で、あるo1'N ove此one照射をおこなっていないときのスペクトノレと 1'N

overtone照射をおこなったときのスペクトノレを比較すると、 28.875MHzのラジオ波照射を

おこなったときにL-alanineの大きいほうのピークの線幅が、 28.990MHzのラジオ波照射

をおこなったときに N-acetyl-D，L-valineの大きし、ほうのピークの線幅がそれぞれ増大して

いることがわかる(b，f)。これは、 1'Novertone遷移の共鳴周波数のラジオ波を照射すること

により|仇1)または|引の状態の 1'Nと叱との間の双極子相互作用が復活した結果、

1
13
C，1吋斗1/2，O:!:I)付 l-l/2，O:!:I)に対応するピークの線幅のみが増大したものと考えられ
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る。これに対して、 1~overtone遷移の共鳴周波数とは異なる周波数のラジオ波を照射しで

もピークの線幅の増大は見られなしゃ，e)oN-acety l-D，L-valine としalanine の 1~overtone共

鳴周波数を比較すると N-acetyl-D，L-valine のほうが高い。これは N-aおce~守刷yμi即心D，IムムLパ.

の四重;酪吉合定数(ο3.口.之2引lMHz吟)カが3江L-al割加li吋ne碍eの結合定数(ο1.1は48MHz'吟)に比べて大きいために四重

極相互作用の二次のシフトが大きくなつたことによると考えられる。

1~ overtone照射による影響をもうひとつ挙げると、14旬子Nωovel巾t句Oαn問1官e照照、身射すをおこなつていない

ときのC庇のピ一ク(φb，c，

ほど高周波数側に、シンフトしていることでで、あるO このシフトは観測核である 13Cに対して

off-resonance (共鳴周波数からはずれている)のラジオ波照射による Bloch-Siegertshi設であ

る(Appendix 参照)。これは 1~overtone遷移とは無関係の現象なのでラジオ波照射したとき

のピークはすべてシフトしている。

・9.4 Tにおける測定
図4-2に実験で得られたL-alanineおよびN幽acetyl-D，L-valineのC庇の13CNMRスペクトノレ

を示す。 1~ overtone照射をおこなっていないときのC(l;のスベクトル(a，d)を見ると、 4.7T 

のスベクトルと比較してニ重線の2つのピークの位置が近づいている。特にしalanineのス

ペクトルは肩(shoulder)を持った一本のピークの形となっている。また、二重線の個々のピ

ークの強度比が 1:2から 1:1に近づいている。これは、静磁場の強さが強し1ほど 14Nの四

重極相互作用による摂動の影響が小さくなるため MASで、完全に消去で、きずに残っている

13C_14N双極子相互作用の大きさも/J、さくなることによる。 1，4Novertone照射をおこなって

いないときのスペクトノレと I~oveltone照射をおこなったときのスベクトルを比較すると、
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57.832 MHzのラジオ波照射をおこなったときにしalanineの大きし1ほうのピークの線l隔が、

57.890 MHzのラジオ波照射をおこなったときにN旬acetyl-D，L-valineの大きし1ほうのピーク

の線!幅がそれぞれ増大していることがわかる(b，f)o 9.4 Tにおける測定でも4.7Tにおける

測定のときと同様に I'Nの四重極結合定数の大きい N-acetyl-D，L-valineのほうが I'N

overtoneの共鳴周波数が高いことがわかる。

また、 1'Novertone照射を行っていないときのC
Q
のピーク(b，c，e，f)が照射を行っていないと

きのピーク(a，d)からおよそ0.3ppmほどシフトしている。 (BlochωSiege託shi註)
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しalanine N同acetyl田D，し四valine

(a) no irradiation (d) no irradiation 

(b) 28.875 MHz (e) 28.875 MHz 

(c) 28.990 MHz (り 28.990MHz 

56 54 52 50 64 60 56 

Chemical Shift/ppm Chemical Shift/ppm 

図4-1:4.7 Tの静磁場中で測定された L-alanineおよびN-acetyl-D，L-valineのCαの

スペクトル。 (a-c)はしalanineのスペクトル。 (d聞のは N酬acetyl-D，L-valineのスペク

トル。 (a)，(d)はJ4Novertone照射しないときの、(ゆb，c，

overtone ~照瓦射を行つたときのスペクト jルレ O
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図4-2:9.4 Tの静磁場中で測定されたしalanineおよび、N欄acetyl心ラL-valineのCaの

スベクトル。 (a-c)はしalanineのスペクトル。 (dのは N舗acetyl姻D，L・valineのスペク

トル。 (a)，(d)は 14Novertone照射しないときの、 (b，c，e，f)はそれぞれの周波数で 14N

overtone照射を行ったときのスペクトル。
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4.1.2. 実験スペクトルのフィッティング

I'N overtone照射による線幅の変化を調べるために、 C位のスベクトルに対して2つの

Loren包型関数の和を用いてフィッティングをおこなったo

'r""'I2A， W2 
y=y 十、一→'
O -H2z 4(x-xcr)2+wf 

4.7Tおよび9.4Tの静磁場で測定されたC(tのスベクトノレに対してフィッテイングしたグラ

フをそれぞれ図4-3、図4-4，こ示す。

また、 I'Nに直接結合していないI3Cのスベクトノレに対する I'Novertone照射の影響を調

べるために、L-alanineとN-acetyl-D，L刊alineの側鎖のメチル基のI3CのスペクトルをLoren包

型関数でブイッティングした。

2A W 
y=y。十一一

V . Jr 4{X-XJ2十W2

4.7 Tおよび9.4Tの静磁場で測定されたメチル基のI3Cのスベクトルに対してブイツテイ

ングしたグラフをそれぞれ図4-5、図4-6，こ示す。
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図4-3:4.7 Tの静磁場で測定された L-alanineおよびN-acetyl-D，L-valineのCaの

スペクトルのブイツテイング。 (a)，(b)はそれぞれの周波数で 14Novertone照射を

おこなったときの L-alanineのスペクトル。 (c)，(d)はそれぞれの周波数で 14N

overtone照射をおこなったときのN-acetyl心，L-valineのスペクトル。点線は個々

のLorentz型関数を、破線はそれらの和を表す。
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しalanine N・4

(a) 57.832 MHz (c) 57.832 MHz 

60 56 

(b) 57.890 MHz (d) 57.890 MHz 

図4-4:9.4 Tの静磁場で測定された L-alanineおよび、N-acetyl-D，L-valineのCaの

スベクトルのフイツティング。 (a)，(b)はそれぞれの周波数で、 14Novertone照射を

おこなったときの L-alanineのスペクトル。 (c)，(d)はそれぞれの周波数で 14N

overtone照射をおこなったときのN-acetyl田D，L-va1ineのスペクトル。点線は個々

の Lorentz型関数を、破線はそれらの和を表す。
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overtone照射をおこなったときの L-alanineのスペクトル。 (c)，( d)はそれぞ、れの

周波数で 14Nove此one照射をおこなったときのN-acetyl心，L-valineのスペクトル。

破線はフィットした Lorentz型関数。
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4.1.3. 14N overtone照射周波数と Cαのピークの線幅との関係

・4.7Tにおける測定
I"N ovel1one の照射照波数と、フィッティングにより求めた C位の

1
13C，14N)斗1/2，Oil)付ト1/2，Oil)の遷移によるピークの線幅との関係、すなわち匂スベ

クトノレから間接的に求められた1"Novertone NMRスペクトルを図4-7に示す。 L-alanineの

スペクトノレには 28.875恥任-Izに約 5kHzの線幅のピークがみられる。これに対して

?、、判‘

るo このスベクトノレは I"Nの四重中断吉合定数が大きし、ほど2次のシフトが大きくなり、そ

の結果overtone遷移の共鳴周波数が高くなりその幅が広くなることをよく反映している。

図4-8にL-alanineおよびN-acetyl-DラL-valineの I"Nの四重極結合定数および非対称パラメ

ータから数値計算により求めた4.7Tにおける I"Novertone NMRスペクトノレを示すo ただ

し、現在のところ測定を行った静磁場で、の 14NのLarmor周波数VNを実験により決定して

いないので、図 4-8のスペクトノレの横軸の周波数は L-alanineのピークの位置を図 4-7の

しalanineのピークの位置にあわせることにより決定した。図 4-7と図牛8を比較すると、

L-alanineのピークに対する N田acety1-D，L-valineのピークの相対的な位置およびそれぞれの

ピークの幅はよくあっていることがわかる。しかし、図 4-7ではそれぞれのピークの付近

に小さなピークが見られるのに対して図 4-8のスベクトノレでは見られないとしづ相違点も

みられた。この相違の原因については今後検討する。

・9.4 Tにおける測定
C
a
O?I13C，1吋斗1/2，Oil)付|ぺ/2，Oil)の遷移によるピークの樹配から間接的に求めら
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れた I"Novel1one NMRスベクトノレを図4-9示す。 4.7Tにおける測定の結果とは大きく異な

り、 L-alnineのスベクトルには2本の鋭いピークがみられる。 N-acetyl心，L-valineのC此の線

揺はおよそ57.890MHzを中心としておよそ 10kHzの線幅のピークがみられる。 9.4Tにお

ける測定でも 4.7T における測定と同様に、 I"Nの四重極結合定数の大きい

N-acetyl-D，L幽valineの共鳴周波数は L-alanineに比べて高く、その幅も広くなっているO 図

4-10にL-alanineおよび、N-acetyl-D，L“valineの I"Nの四重極結合定数および非対称パラメー

タから数値計算により求めた9.4T における 14ト~overtone NMRスペクトノレを示すOただし、

現在のところ測定を行った静磁場で、の 14NのLannor周波数VNを実験により決定していな

いので、図 4-10のスベクトルの横軸の周波数は L-alanineのピークの位置を図 4・9の

しalanineの2本のピークの中心の位置にあわせることにより決定した。図4-9と図4-10を

比較すると、 L-alanineのピークに対する N勘acetyl-D，L-valineのピークの相対的な位置およ

び N-acetyトD，L-valineのピークの幅はよくあっていることがわかる。しかし、図 4-10の

L-alanineのピークは1本であるのに対して図4θのL-alanineのピークは2本現れていると

いう相違点がみられる。この原因については今後検討する必要があると考えている。

2つの静磁場における測定によって得られた I"Novertoneの照射周波数とにの線幅との

関係を比較する。図4・7および図4-9から L-alanineとN皿acetyl-D，L-valineのピークの現れる

屑波数の差をそれぞれの磁場について求めると、 4.7Tではおよそ 115kHzであるのに対し

て9.4Tではおよそ60kHzである。すなわち静磁場が強いほど差が小さくなっている。こ

れは、静磁場が強くなるにつれて I"Nの四重極棺互作用による2次のシフトの大きさが小

四 48-



さくなっているためで、あるO また、図4-9をみると C此の線幅の増大の起きていない周波数

でのCの線幅のばらつきがいずれの試料についても図4-7に比べて大きくなっているO こ

の原因は二つ考えられる。ひとつは静磁場が強いほど I"Novertone照射による線幅の増大

が小さくなるためと考えられる。これは、 I"Novertoneの遷移モーメントの大きさが静磁場

の強さに反比例するために静磁場が5齢、ほどovertoneの遷移モーメントが小さくなり、 I"N

overtoneによる双極子相互作用の復活の効率が下がることが原因である。もう一つは静磁

場が強いほどC。の二墨線が分離できなくなり、個々のピークの線幅を精度よく決定するの

が困難となったためと考えられる。
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図4・7:4.7Tの静磁場における 14Novertone照射周波数と Cαの線幡との関係。
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図4-10:数値計算によって求めた9.4Tにおける 14Novertone NMRスペクトル

同 53-



4.1.4 14N overtone照射による 14Nに直接結合していなし¥13Cの

線幅の変化

二つの核の間の双極子相互作用の大きさは核問E間住の3乗に反比例する。そこで距離の速

い13cとI'Nの間の双極子相互作用が 14トJovertone照射によってどのくらい復活するかを調

べるために、 L-alanineおよび N-acetyl心，L-valineの側鎖のメチル基のI3Cの線幅を I'N

oveltone照射周波数に対してプロットした。 4.7Tにおける測定によって得られたグラブを

図4-11に、 9.4Tにおける測定によって得られたグラフを図4・12に示す。それぞれのグラ

フにおいて、太い実線はメチル基の 13cの線幅を、細し、実線はC(}:の線揺をフ。ロットしたも

のである。図4-11から、 4.7Tではそれぞれのovertone共鳴周波数においてL-alanineのメ

チル基の 13cには線幅の増大が見られなかったが、 N-a釦ceてザ肘併ψ併yρρρρ1-幽心幽幽岨

ずかにみられることがわかるoN.脚-aおcet刷y凶i伺D，L-va刈ali悶n問1潟eの 14旬?トN、ぜJは四重極結合定数がL-蜘-ala加ni附n問1児eに比

べて大きいのでで、overtoneの遷移モ一メントの大きさが大きしい、oしたがって 1'Novertone照

射による双極子相互作用の復活の効率が大きいため、距離の遠い 13cと1'Nの間の双極子

相互作用がわずかではあるが復活し、メチノレ基のI3Cの線幅が増大したと考えられる。こ

れに対して9.4Tではどちらの試料に関してもメチル基の 13cの線幅の増大が見られなかっ

た。これは9.4Tの静磁場におけるovertoneの遷移モーメントは4.7Tの静磁場における遷

移モーメントに比べて小さくなるためと考えられる。
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4.2. 直接測定による 14Novertone NMRスペクトルと間接測定法

による 14Novertone NMRとの比較

4.7Tの静磁場において直接測定によって得られたN帽acetyl心ラL-valine の I~oveltone NMR 

スペクトノレを図4・13に示す。(めは静止した状態で測定したスベクトノレ、 (b)はMAS周波数

5.35 kHzで試料回転して測定したスペクトノレで、あるo(b)のスペクトノレは(吟に比べてSIN比

が小さくなっている。これは I~ove抗one の遷移モーメントの中の MAS によって時間依存

している成分が平均化されて 0 となってしまうことによって I~ overtoneの遷移確率が小

さくなるためであると考えられる。次に、図 4-7(b)に示した間接測定法によって求めた

N蜘acetyl-D，L-vaIine の I~overtone NMR スベクトノレ (C日の線幅と I~overtoneの照射周波数

との関係)と図4・13(b)に示した直接測定によって得られたスベクトルとを比較する。直接

測定ではシグナルの強さは I~核による分極の大きさに依存している。分極に寄与する I~

核の数は状態|仇1)と状態|引の占有数(population)の差に比例するo 占有数はBoltzmann分

布に従うため、一般に常温で核スピンの占有数の差は非常に小さい。今回の測定条件での

1~ 核の状態lø+l) と状態lø-I) の占有数の差は明核の全体数の10四4%のオーダーとなる。

これに対して、間接測定法ではi3C_l~ 双極子相互作用を利用している。試料中に存在し

ている 1~ 核のうち、ほぼすべての核が 13C_l~ 双極子相互作用に寄与している。したが

って間接測定法によるスペクトルは直接測定で、得られるスベクトルに比べてSIN比が高い

ことが予想されていた。しかし、予想に反して直接測定によるスベクトノレと間接測定法に

よるスペクトルの間で、 SIN比に大きな違いは見られていなし 10 これは、直接測定におい

てサンフツレコイルのリンギングによりノミノレスの影響がシグ、ナノレに現れたために正確なスペ
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クトルが得られなかったことによるものと考えている。今後、測定条件を適切にあわせて

1~ overtone NMRの直接観測をおこない、直接測定によるスペクトノレと間接測定法による

スペクトノレの違いを検討していくことを考えている。
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(a) MAS 0 kHz 

(b) MAS 5.35 kHz 

60 40 20 0 -20 -40 -60 

Offset/kHz 

図 4-13:4.7 Tにおいて直接測定によって得られた N-acetyl心ラL“valineの 14N

overtone NMRスペクトル。 (a)は試料を静止して測定したもの。 (b)はMAS周波

数を 5.35kHzとして測定したもの。
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4.3. 14r¥J overtone NMR間接測定法のペプチドへの応用

この実験ではL-alanylglycylglycine(AGIG2)の3つの 1'Nのうち、構造が似ていることによ

り四重樹結合定数の値の近い2つのアミド窒素 (Glの1'Nの四重4鋭清合定数は3.29MHz、

G2の1'Nの四重宇品結合定数は3.15MHzである。)について検討をおこなうことにする。

4.3.1.実験スペクトル

図4・14に実験で得られたL-alanylglycylglycine(AG1G2)のCo;のスベクトルを示すO 図の上

の方のA、GI、G2はそれぞれのピークがどの残基のCo;のものかを表している。 1'Noveltone 

照射をおこなっていないときのスペクトルと 1'Novertone照射をおこなったときのスベク

トルを比較すると、 57.890MHzのラジオ波を照射したとき G2のC自のピークの線幅が増大

している。また、このとき GlのC凪のピークの線幅も少しではあるが増大している。これ

に対して57.900M地のラジオ波を照射したときGIのにのピークの線幅が増大している。

このとき G2のCaのピークの線幅も少し増大している。したがって、 G1の 1'Nのovertone

の共鳴周波数と G2の14Nのovertoneの共鳴周波数は近いことがわかる。これは両者の四重

本島結合定数が似た値を持っていることによると考えられる。
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A G2 G1 
(a) no irradiation 

(b) 57.890 MHz 

(c) 57.900 MHz 

55 50 45 40 

Chemical Shift/ppm 

図4-14:9.4 Tの静磁場中で測定された L-alanylglycylg1ycine(AG1G2)のCαのスペ

クトル。 (a)は 14Novertone照射しないときの、 (b)と(c)はそれぞ、れの周波数で、 14N

overtone 照射を行ったときのスベクトル。
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4.3.2. 間接測定法による L-alanylglycylglycineの14Novertone 

NMRスペクトル

L-alanineやN-acetyl心，L-valineの測定と同様に、 L-alanylglycylglycineのそれぞれの C。の

ピークを2つのLorel抱型関数の和でフィットして線幅を求めた。それぞれのC(tの線幅か

ら求めた I~oveltone NMR スベクトルを図 4-15 に示す。01 の I~ のスペクトノレには 57.900

h倒zにおよそ20kHzの線幅のピークが見られた。また、O2の1'Nのスペクトノレには57.895

MHzにおよそ20kHzの線幅の増大が見られた。図4-16に01および02の1'Nの四重極結

合定数および非対称パラメータから数値計算により求めた 9.4T における 1~ oveltone 

NMRスペクトルを示すo このスベクトノレの横軸の周波数は図 4-10の L-alanineおよび

N-acety 1-D，L-valineの計算スベクトルの横軸と一致するように定めた。図 4-15のグラブ、

すなわち間接測定法による 01 および 02 の I~ の ove此:one NMRスベクトノレのピークの位

置および線幅は図4-16の計算によって求められたスペクトルとよい一致を見せている。こ

の測定結果の注目すべき点はそれぞれの 14NのovertoneNMRスペクトノレを分離して独立

に測定できた点である。仮に 01 と 02 の I~ の overtoneNMRスベクトノレを直接の測定によ

って得ようとすると、これらニつの I'Nのスペクトルの重ね合わせとなり、個々の 14Nに

関する情報を得ることが困難となる。したがって、それぞれの I'NのovertoneNMRスベ

クトルを分離して独立に測定で、きることは間接測定法の持つ大きな利点で、あるO また、ペ

プチドのそれぞれのアミノ酸残基のCに直接結合している窒素原子は1つだ、けで、あり、そ

の窒素原子は主鎖を構成しているので複数の 14Nを持つ分子に対してそれらの overtone

NMRスベクトルを分離して測定することのできるこの間接測定法はペプチドの主鎖構造
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を調べる上で有効な手段になると考えられる。
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(a) G1のCαの線幅
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、皇4¥ 二
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40 
57.95 57.90 57.85 57.80 

Frequency/MHz 

(b) G2のCαの線幅

70 

¥J」E= 、
4・4
てコ 60 -ー
主

。c
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50 

40 
57.95 57.90 57.85 57.80 
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図4-15:14N overtone照射周波数と L-alanylglycylg1ycineのCαの線幅との関係。(a)

はG1のCαの線憶を、 (b)はG2のCaの線幅をプロットしたものO
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(a) G
1の14N

νQ= 3.29 MHz 

η= O.γo 

(b) G
2の14N

νQ= 3.15 MHz 

η= 0.68 

57.95 57.90 57.85 57.80 

Frequency/MHz 

57.95 57.90 57.85 57.80 

Frequency/MHz 

図 4-16:数値計算によって求めた L-alanylglycylglycine(AO 102)の 14Novelione 

NMRスペクトル。 (a)および(b)はそれぞれ01とO2の14Nスペクトル。
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4.1.1.間接測定法による二次構造の 14Novertone NMRスペクト

jレ

間接測定法をαヘリックス構造を取るポリアラニン(Ala*，Ala )=50:50と3シート構造を取

る(Ala)3岬Ala九(Ala)3適用して得た I'Nのスペクトルを図4・17に示す。 α側helix中の I'Nのス

ペクトルには43.49-50MHzにおよそ 20kHzの線幅増大が見られた。また、 s -sheet 

中の I'Nのスペクトルには43.48-491¥任fzにおよそ20kHzの線幅増大が克られた。このピ

ーク位置の違いから、構造を解析する可能性が示された。

4.2. ab initio計算

4.2.1. ab initio四重権計算

図4-“-1打7のスペクトルをシミユレ一シヨンと比較するには対象となる 14旬トNの四重極結合定

数および

いない。そこで、一般的なα-he凶1官叫el恥ixおよびび、s-sheetの構造を用いてaめbi凶n凶itωio計算(ωGa説加us凶S計ia加n9兜8[開9勾] 

を用いる)をおこない、 14N一の四重極結合定数および

はB3LYP/I必6-3引10*を用いたo

4.2.2. ab initio四重極計算結果からのシミュレーション

前述の方法で求めた数値から計算したスペクトルを図4-18に示す。これによると、両ス

ペクトルにはおよそ20kHz程度、ピーク位置に差がみられた。しかしながらその位置関係

は実際に得られたものとまったく逆で、あったo これはシミュレーションに用いた座標がモ

ヂル系のものであるためと考えられる。
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図4-1 7間接測定法を αヘリックス構造を取るポリアラニン
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適用して得た14Nのスペクトル
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関4-18ab initio四重極計算結果カ3らシミュレーションした
計算スペクトル
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5. まとめ

1'N overtone照射のもとで13Cの高分解能NMR測定をおこない、 14Novelioneの照射周波

数と復活する 13C_1'N双極子相互作用の大きさ、すなわち 13Cのスペクトルの線幅との関係

を調べることにより 1'Novertone NMRを「間接的にJ求めることができた。また、四重極

結合定数の異なる 1'NのovertoneNMRの間接測定、および、異なる静磁場のもとでの1'N

overtone NMRの間接測定をおこない、実験で得られた 1'Novertone NMRスベクトルと数値

計算によって求めたスペクトルを比較したところ、間接測定法による 1'Novertone NMRス

ベクトルの四重極結合定数および瀞磁場に対する依存性は、計算によって求められたスベ

クトルの四重極結合定数および瀞磁場に対する依存性によくあっていることがわかったO

しかしながら、間接測定法による実験スペクトノレと計算によって求められたスペクトノレの

聞にはいくつかの相違もみとめられた。

また、 I'Novelione NM民間接測定法をペプチドに対して応用して、 1'Novertone NMRスペ

クトノレを測定したo この実験から、 1'Novertone NMR間接測定法には、複数の 14Nを持つ

分子に対してそれぞれの I'NのovertoneNMRスペクトルを分離して測定することができ

るという利点があることがわかったo

現在のまでのところ、実験によって得られたスペクトルとの比較のために数値計算によっ

て求めたスペクトルは1'Novertone NMRを直接観測したときに得られるスペクトルを理論

的に計算したもので、あったo したがって、この計算で考慮していない相互作用、たとえば

13C_
I'N双極子相互作用の影響により実験スペクトノレと計算スベクトルとの相違が生じた
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と考えられる。今後は MAS 下において I~ oveItone照射をおこなったときに復活する

13C_l~ 双極子相互作用の大きさを計算して、間接測定法による 1~overtone NMRスベクト

ノレを理論的に求めることが課題である。そして計算スベクトノレを実験スペクトルにフィッ

トすることにより未知の 1~ の四重中島結合定数および非対称パラメータを決定することを

目指す。さらには、この間接測定法によりペプチドの主鎖を構成している 1~ の四霊協結

合定数および非対称パラメータを決定し、abinitio法による計算から求めた値と比較するこ

とによりペプチドの二次構造を推定しようと考えている。

また本研究において、 MAS 下における 1~ overtone 照射により、 1~ と直樹吉合してい

る 13Cだけでなく 直接結合していなしい~からの距離の遠い 13C との聞の双極子相五作

用が復活し、 13Cのピークの線揺が増大していることが観測された。双極子相互作用の大

きさは核開距離に依存するので 1~ ove此one照射によって復活する双極子相互作用の大き

さを調べることにより核問距離に関する情報が得られると考えられる。今後、その方法を

具体的に検討し、分子の構造に関する情報、特にペプチド分子の構造に関する情報の取得

に役立てようと考えている。
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