
10-1 NMR研究会
主題=多変量解析と N恥1R-埋もれた情報を発掘する

<趣旨> NMR法は現在、化学、生物学の分野において、構造解析や分子運動解析に欠くことので

きない分光法として存在しています。しかしながら、複雑な系になると観測されるピークの帰属に多

大なエネルギーが害りかれることも事実で、し、かに効率的に帰属するかという方法論もここ 10年の間

に大変な進歩を遂げています。一方、数年前から複雑なピークの完全帰属は行わず、一連のスベクト

ル変化(化学シフト変化や強度変化)を統計的に処理し、問題解決につながる情報を取り出そうとい

う解析手法(多変量解析)が、 N恥仮法の分野にも浸透してきています。この多変量解析は、統計学

の分野では古くから知られている手法であり、早くから近赤外分光法などには応用されていました。

ここ 2~3 年で、多変量解析が N恥1R法の分野においても、その活援の場を飛躍的に広げる可能性を

夜、めていることが明らかにされつつあり、今最もホットな研究分野のーっとなっています。今回、多

変量解析の基礎、 NMR法八応よ持するときの注意点、代謝系多変量解析の実際、高分子系人の応沼の

注意点、や現状等について討論する場を設けました。今回の研究会が、皆様の研究の発展につながる討

論と交慌の場として大いに活用されることを期待いたします。また、あわせてポスタ一発表の機会を

設けました。様々な関連分野からのボ7，ク一発表を期待します。今i司から新たに“若手ポスター賞"

を選考・授与しますので、議ってご参加ください。

日本分析イヒゼ会

日IJ館 11階第ゐ会議室

高分子学会 N1担研究会
(予定)日本化学会 日本核感気共鳴学会

平成22年 5月 21日(金) 10:00~17:00 
独立行政法人産業技術総合研究所 臨海副都心センター

(東京都江東区青海二了弓 41番地6)

東京霊祭海新交通ゆりがもめテレコムセンター駅下車徒歩約 4分
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< 10:00~10 :45> 

1.可視・近赤外スベクトノレを用いた土壌成分値~F測モデルの構築

(東京大学大学院工学系研究科化学システム工学専攻)船津公人... 

く1O:45~ 1l :30>

2.多変量解析の前処理ーより正確な定量性を求めて

( I日日本女子大学理学部物質生物科学科)高橋征三.. 5 

ボスター発表

ポスタープログラムは次ページをご覧ください。

< 12:30~14:30> 

く 14:30~15:15>

3.代謝物からバイオマスへの物質創製・情報発現相関解析の試み

(理化学研究所/~名古屋大学大学院/横浜市立大学大学院)菊池 r享.. . '" 7 

< 15:15~16:00> 
4.合成高分子の NMRスベクトノレへの多変盤解析の応用

(東レリサーチセンター鎌倉生物科学研究部)木村 雄.. • . .. 11 

く 16:00~16:45>

5. 13C N恥1Rスベクトルの多変量解析によるアクリノL系共重合体のキャラクタリゼ』司ション

(ニ菱レイヨン中央技術研究所/徳島大学大学院ソシオテクノサイ L ンス研究部)函瀬 楊.• .. .• 13 

< 16:45~17:00> 若手ポスター賞表彰式



-ポスタープログラム

Pl新規の含フッ素ポリマー/多糖ホストーゲスト包接化合物の調製と固体Nlv限法による構造解析

(東工大院理工)0小糸祐介・山田和彦・安藤慎治

P2.13C CPIMAS法によるポリアルキルチオフェンの動的構造の解析

(東工大生命理工)0矢津宏次・井上義夫
(物材機構)清水禎・丹所正孝

(群馬大工)浅川直紀

P3国体Nlv但法によるボリアニリン川崎シクロデキストリン包接複合体の動的構造解析

(東工大生命理士)0長谷)11 ;裕一・井上義失

(物材機構)情71<禎・丹所正孝;

(東工大生命理工)矢津宏次

p4国体 19F;13CNl¥技法を用いた PVDF系ファイバーの結晶構造解析

(東工大工)0大橋龍三

(東工大院理工)滝上義康・山庄和彦・安藤慎治

P5.無機酸化物粉体と高分子の相互作用に関する研究

(群馬大院工)浜本彰子・上原宏樹・~lJ延健

(太陽誘電)都竹精一郎

P6 アノレキノHJ!lJ鎖を有する全芳香族液晶性ボリコステi~〆が形成する層状構造の磁場配湖特性と NMR

による構造解析

(名工大院土)0傘俊人・辻梨沙・吉正水広明

P7.{昆度目J変高速MAS中の温度分布一と lH緩和挙動

(防衛大応イヒ)0北村成史，浅野敦志・田中千苓子・黒津:卓三

P8系内に存在する気体のスピン スピン緩和測定を用いたガラス状高分子の言語次構造評価

(名工大院工)0岡津誠裕・深津有美子・吉正水広明

P9.半結晶性高分子における NMR法による気体輸送特性の評価

(:ot，工大院)0奥村祐生・鶴永実希・育水広明

PIO.Gelation mechanism and structure in polysaccharide gels studied by gradient NMR 

(Tokyo Univ. ofMarine Sci. & Tech.)ODai Bona • Matsukawa Shingo 
Pl1.アルカリ金属型イオン液体のダイナミタスと物性評価

(日産ア~ ;/)0上口議揚・高橋洋平・幸吉松寛子・佐藤秀記

P12閣体NMRと統計力学昔十算による家蚕絹フィブロイン結晶部ニモデ、ノレ化合物のラメラ構造に関する研
ヴ勺

プ1..

(幾工大院工)0鈴木悠・青木昭宏・朝倉哲郎

P13延伸に伴うクモ奪引糸の構造変化に関する研究

(農工大院工)0佐藤佑哉・池永万希子・亀谷俊輔・朝倉哲郎

P14.アラニンオリゴマー及び天然絹繊維の国体NMR構造解析

(農工大院工)0亀谷俊輔・山崎静夫・報倉哲郎

P15細胞接着性自己列を導入した絹様タンパク質モデルペプチドの 13CCPIMAS NMR構造解析

(肋衛大応化)0問中千香子・浅野教滋・黒津卓三

(農工大工)朝倉 ff虫日

P16.I'C標識セルロースを用いたバイオマス分解!溜子のデ--タマイニング

(理研)0伊達康博・飯倉智弘・菊地淳

P17主成分分析を用いたNlv在Rメタボロミクスの臨床応用一慢性腎臓病の病態解析

(東北大薬)0藤原正予・今井潤

(医療法人・宏人会中央クリニック)関里子宏

(東北大薬/医療法人・宏人会中央クリニック)竹内和久

(産総研)根本直・安藤一郎



P18.13CNMRスベクトノレの多変量解析による高分岐共重合体のキャラクタリゼーション

(徳島大院 STS)O平野朋広・上地亮太

(三菱レイヨン・徳島大院 STS)百瀬陽

(徳島大院 STS)右手浩一

P19.DOSYによるアクリル系共重合体のキャラクタリゼーションー組成の分子量依存性

P20.国体I3CCPMASN恥1R擬似的クロマトグラフ法

(徳島大院 STS)前回智位・服部康佑

(三菱レイヨン・徳島大院 STS)百瀬陽

(徳島大院STS)平野朋広・ 0右手浩一

(日本電子)0西山裕介

(JEOL USA Inc.)Frey Michael H. . Mukasa Sseziwa 

(日本電子)内海博明

P21‘多核固体N恥1R法を用いたナノファイパーの構造解析

(東工大院理工)0山田和彦・安藤慎治

P22.ゴム中に溶解した水素のN恥慌による解析

(産総研HYDROGENIUS)O藤;月{広匡

(九大院]・産総研HYDROGENIUS)山辺純白11.西村伸

P23酸素還冗活性を有する熱分解ポリピロールのお1体NMR解析

(東工大院理工)0黒木義樹

P24微小磁性体の磁場勾配を用いた MRl分光装置の関発と高分子への応用

(群馬大院工)J11内由貴・ O浅川直紀



可視・近赤外スベクトルを用いた土壌成分値予測モデ、ルの構築

1. はじめに

(東京大学大学院工学系研究科化学システム工学専攻)、船津 公人

E-mail funatsu@chemsys.t.u-tokyo.ac.jp 

電話 03蜘5841・7751 FAX 03-5841-7771 

近年、近赤外分光法を用いた研究が多く行われている。近赤外領域は 700~2500 nm付

近の波長領域を指す。近赤外領域における吸収は赤外領域と比較し微弱で、あり、結合音

や倍音によるバンドが複雑に重なり合っていることや、バンドのシフトが赤外領域より

も大きいことなどが原酒で、その取り扱いは非常に困難であった。そのため、分子の構

造推定なrに用いられてきた赤外領域を比較し研究が遅れていた。しかし、データを統
計的に扱うケモメトリックスの発展により、近赤外領域におけるスベクトル解析が可能

となってきたc 近赤外光は、迅速な劃定や非破壊性などが注目され、直薬品や化学物質、

食料品なF様々な物質を対象とした幅広い分野の研究に応用されている。

近赤外分光法は精密農業における土壌成分値予測においても有用である。精密号農業では、

圃場を効率的に管Jii!ナるため土壌の情報をリアルタイムで入手することが望まれており、

可視・近赤外スベクトノレを用いてこれが実現可能で、あると期待されている。闘場内にお

いて測定されたスベクトルと、その地点、の土壌成分値との問で回帰モデルを構築するこ

とで、スベクトルデータからの土壌成分値予測が可能となる。このような背景から、土

壌のスベクトノレデータを用いた解析について、用いるスベクトルの波長や対象とする土

壌の物性値、モデリング手法などに関する検討が多く行われている。

スベクト/レデータを用いた回帰分析を行う際には、共線性が大きな問暫となる。隣接

する波長領域におけるスベクトノレの挙動は1以ていることが多く、そのため説明変数聞の
相関は非常に高い。このような相聞の高い変数奇用いた回帰分析においては、回帰モデ

ノレが不安定化することが知られており、そデノレの予劃精度が大幅に低下してし土う。こ

の問題を回避するための方法として有力と考えられているのが変数選択である。すべて

の波長領域におけるスベクトルを用いるのではなく、適切な方法によって目的変数の変

動を説明するために重要で、あると考えられる変数を選択するこ左で、安定で予測的な回

帰モデ、/レの構築が期待できる c そのため、スベクトノレデ←タの解析を対象とした変数選

択手法がいくつか提案されている。

Vasquesらは、可視・近赤外スベクトルを用いた土壌中の炭素量予測モデ、ルの構築にお

いて、 Stepwise法を用いた変数選択を行った結果を報告している。 Stepwise法は、 F値

を評価寒準とし、説明変数をそデ、/レへと追加、あるいは削除することで要教何選択や行

う手法である。アノレゴリズ、ムが簡便であり、直観的な変数選択が可能ではあるが、各変

数が独立して選択されるため最適な変数ゼットを求めることは困難であり、多くの場合

局所解へ収束してしまうと考えられるの主た、変数単位での選択であるrめ、それらの
変数に対して化学的な帰属を行うととが難しい止し、う問題がある。

Brasちは近赤外 e 中赤外スベクトノレの多変量解析においてそデリングに重要なスベク

トルの波長領域を選択する iPLS-Bootstrap法の提案を行っている。iPLS-Bootstrap?まは、



Lazraqらが提案した変数選択手法である PLS-Bootstrap法を、連続した領域単位で選択

を行うよう発展させた手法である。 iPLS-Bootstrap1:去では、 bootstrapの各サンプリン

グにおいて PLS法による回帰モデ、ノレを構築し、回帰係数の信頼区聞に Oが含まれない変

数を有意である左考える。そして、ある一定の波長領域区間において連続的にそのよう

な変数が存在する場合、その領域の変数を選択する O この手法においては、選択された

領域の変数が他の領域の変数と組み合わされたときの影響が考慮されていないという問

題が存在する。また、有意な説明変数の数が少なく、それらの間隔が広い場合には、波

長領域が 1箇所も選択されないことが考えられる。

また、 ]iangらは近赤外・中赤外スベクトノレデータにおいて波長領域を選択する

MWPLS(moving window partial least squares)法を提案している。 MIVPLS法は、ある大き

さのウインドウを波長領域で移動し、ウインドウ内に含まれる変数のみを用いて作成し

た PLSモデノレ合詳価することで波長領域を選択する手法である。この選択を繰り返すこ

とによって、捜数の波長領域に対応する変数セットの選択が可能である。逐次的な選択

であるため、高速に変数選択を行うことが可能で、ある左いう利点がある一方、局所解に

陥る可能性が高いと考えられるc

以上のように、スベクトノレデータを用いた回帰分析のための変数選択手法が複数提案

されているが、決定的な手法はまだ開発されていないのが現状である。そこで我々は、

遺伝的アルゴリズム (geneticalgorithm GA) を用いて波長領域を選択するアノレゴリ

ズムである GAIVLS(genetic algorithm-based wavelength selection)法を提案した。土

壌水分量を目的変数として GAIVLS法による変数選択を行い、従来手法と比較し良好な結

果を得ているc

本研究の目的は、土壌水分量に加え、炭素量、窒素量、電気伝導卒、 pHを目的変数と

した解析を行うことで、 GAIVLS法の有用性、汎用性を示すことである。 1，000点のトレー

ニングデータを用いて回帰モテソレの構築を行い、 1，372点のデータに対して土壌成分値の

予測を行うことで、 GAIVLS法が従来手法と比較して優れているととを示した。

2. GAWLS法

GAIVLS法は GAPLS法と同様に、 GAを用いてそデノレの Q2を大きくする説明変数の組を選

び出す変数選択手法である。Figure1にGAIVLS法におけるコーディング方法を示す。GAPLS

控においては染恒休の一つのピットが一つの説明変数に対応し、 Oと1で表現きれでいた

のに対し、 GAIVLS法ではニつの値を用いて一つの波長領域を表現する。左側の数字は波長

領域の先頭の波長を表し、右側の数字はその領域の幅を表している。ごーつの数字の組を

複数用意することにより任意の数の領域を表現するととができる。例えば5nm間隔で吸

光度を測定したスベクトノレデータにおいて、 Figure1 に示された染色体は 530~580 問、

765~810 問、 910~980 nmという三つの波長領域を表しているつ

GAIVLS法における染色体の評価法は、 GA法による染色体で表現された説明変数含用し、た

PLSによって得られる Q2値である。

GAWLS法は、説明変数をそれぞれ独立に選択する GAPLS法E具なり、幅を持った領域単

位で変数の選択を行う。可視・近赤外スベクトルにおいては、構造の特徴がバンドとし

て現れるため、変数を領域の形で選択することが適切であると考えられる。

-2 --
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Figure 1 Coding rule of GAWLS. 

3.解析データ

GAWLS法による波長領域選択の有用性を確認するため、精密農業における土壌の可視・

近赤外スベクトルデータへの適用を行った。国内の 13地域 115園場で測定された士壌の

スベクトルデータと、土壌水分量(MC)[刻、土壌炭素量(TC)[刻、土壌窒素量(TN)問、電

気伝導率(EC)[mS/ cmJ、4つの土壌成分値との間の回帰ニモデルを構築した。測定を行った

地域は全国に分散しており、また測定時の天候や土壌の性質も様々である O このような

多様なデータ君子用いたモデリングを行うことで、適用範囲の広い?凡用的なモデ、ルの構築

十日f旨した。

スベクトルデータば、 トラクター後部に取り付けられたリアノレタイム土壌ヤンサーに

よってリアルタイムに劃定された。動 300~1700 nmの可視・近赤外領域において劃定さ

れているが、測定精度の低いと考えられる部分を取り除いた 600~1550 nmを解析に用い

そc また、測定被畏間隔が 5nm ~Z- ~とるように補間処理を行ってお旬、変数の数は 190 と

なっている。測定データ点数は 2，372点であり、これらをランダムに 1，000個のトレー

二ングデータと 1372個のテストデータに分車し、トレーニングセットで構築したモデル

を用いてテストセットに含まれるデータ点の土壌成分値の予測を行った。なお、明らか

に外れ値と考えられるデータ点が 6点存在したため、これらはあらかじめ除外した。

一般に、スペクトルデータには測定機器の特性や環境的要因によるノイズが含まれてい

るため、適切な前処理を行い、ノイズの影響を軽減することが必要でーある。本論文では

前処理として Savitzky-Golay法によるスムージングと、二次微分、ヤンタリングを行っ

た。 Savitzky-Golay法は前後数点の値を用いて多項式近似を行うスムージング処理の手

法である o Savitzky-Golay法を用いると、 般的なスムージング手法である移動平均法

を用いた場合よりもスムージングの効果は小さくなるが、可視・近赤外領域に多く存在

寸る微小なピ←クがスムージングの際に失われてしまう危険性は低くなる。今回は近似

に用いる点を 7点、近似の次数を 2どした。

微分処理は ι定間隔離れた 2点の{直の差分を?とる手法である。微分処理を行う乙とによ

り、重なり合った複数のピ」グの分離やベースライン変動の喋去・軽減が可能であるc

今回は差分予?とる 2点問の間隔を 20nmとして二次微分処理を行った。

4. GAWLS解析

GAWLS法を到し¥た波長選択により、各土壌成分{直の子相、リモデノレの構柴を行ったo GAのパ

ラメータを世代数 1，000、染色体数 100として 10回の計算を行った結果を Table1に示

すc いずれの目的変数に対)ても、すべての変数を用いた P~S モデルと同程度の精度・

予測性を示すそヂルが得られている。
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Table 1 Results of GAWLS 

R2 Q2 最適成分数 RMSE Rpred 
ワ

MC 0.855 0.841 10 7. 226 O. 804 

TC 0.849 O. 835 10 O. 707 0.777 

T1¥ 0.821 O. 796 10 O. 059 0.776 

EC 0.555 O. 522 10 0.027 O. 552 

MCについて、 GAWLSi去によって選択された波長領域をFigure2に示す o GAPLS法を用いた場

と異なり、 10回の試行において選択される波長領域には共通した傾向が見られた。繰り

返し選択されている波長領域から土壌成分値と関孫性の高い重要な波長を見つけ出すとと

が可能であると考えられる。

ω司
C
E

MC 
「ー…ー十一一 γ ， Q" 
1，居間 関園田 園盛 綱醐同開園欄 イ0.841

2臨盛 陣圃樹 園山 田剛醐帽柳田 10.841 

柳欄開 棚田 園田園闘帽 10.840 

イ0.839

10.839 

i 0.839 

j 0.839 

MC 
200 

150f 

00 

50 

0 
ビ→ J
o 50 100 150 200 
observed 

1ヒ
600 800 

i 0.837 

j 0.831 
j 0.830 

-一1200 1400 1600 1000 

wavelength/nm 

Fi♂ure 2 Wavelengths se!ected by GA WLS Figurc 3 Plot of observed and predicted v<11ues 

F j gure 3 ~こ MC を甘的変数とした場合の実測

す。はほでぴj点が対角線付近に位置し亡お灯、

たロ

5. まとめ

精密農業におけるリアルタイムな圃場情報の獲得右目的とし、 十:嘆成分値を予測する

白州モデルの構築を行った c 全国の広い範聞で測定された 2，000 点を超える土壌デ~.--タ

において、土壌の可読・近赤外スベクトノレを説明変数とし、町、 TC、TN、ECの 4つの目

的変数に対する予測モデルを構築した。その結果、 GAWLS~去を用いて波長領域選択を適切

に行うことで、 MC、TC、TNに院しては実用的な回帰ベデ/レが構築-可能で、あることが示

れた き!?¥町に勺いても十分なモデルが横勾:きわた。この結果から、当事時均十壌かま

とめたれ用的なそーデノレで、実用的な予担lj性寺了件る省と;う?で、きた士言える

GAWLS法は、百]視・近赤外スベクト/レを用い J 主成分値の予測のみ、、たく、モのiiliの

解析においても有用であると考えられも今後様々々 ~J象への適用が期科大れる。

1 (~AWLS 法による予讃IJ 仰と

な外トh1直はほ土人，1.'、見
かなr，
ミ":)

謝辞:スヘクトルデータおよび土壌データ在提供していただいたエスアイ枯

様に感謝し、たします。
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多変量解析の前処理

より正確な定量性を求めて

(旧日本女子大学理学部)高橋征三

((株)実行データサイエンス)山口行治

E-mail rs takahasi@日7.dion.ne. io 

電話 03-3642-5020

はじめに

今日ではプログラムさえあれば高度な統計処理が誰でもし、とも簡単にできるが、結果が、正しい答か否か

は汚1.1問題である。 NMRの世界に唄っていえば、実一感として、従来ーのスペクトル解析法だけでほとんど、不便

を感じないQ そのためか多変量解析の導入は遅々として進んでいないとしづ印象を受ける。私も、できれば

避けて通りTこし、が、必要に迫られてしぶしぶ勉強しはじめた段階である。ここで、は統計解析にまったく無知

な初心者、が、未知の世界である、多変量解析を使うにはどうしたらよし、か分らず、膨大なデータを抱えて悪

戦苦闘している状況をお伝えしたい。

発端は、共同研究者とつぎの議論をしたことにはじまる。新薬開発の最大のハードルは、ヒトを対象とする

臨床試験の段階になると、薬物応答に個体差があるため、有効性を証明で、きなくてストップしてしまうケース

が大部分である。この現状を打破する方法として、 NMIそを使って、多数の指標を同時に使えば、

間のなかで個体支さを表現できないだろうか。うまくすれば代謝物の変動に有意差が見えるカもしれない。こ

こでMetabonomicsとし、う分野の研究がすでに存在することを初めて知り、勉強をはじめた。研究報告を比

、しばしばデータ数に依存して有意差を示す領域も変動する例が多い。どうやら本質は、

幸子出すことではなく、データ数で変らない安定な角平安得るこどにあるらしい。

実験対象には若年女性の唾液を選んだ。 日垂液は容易に採取できる分泌液で、その 90%以上が体内に

これは血液と尿の中間的性質をなす。いっぽう唾液は交感神経および高Ij交感神経の支配

、環境の変化でその成分は大きく変動するcとれを個体差変動に見立てた。

周期的なホノレニEン変動を薬物とみなせば、 ト~MR

薬物が血液から組織に輸送されるメカニズムに類似し、モデノレ系として有

ちなみにヒト組織での薬物動態については、モニターする方法がないために、来日織中の

ん
肌 に比例するとし、う仮定の下に行われるのが、そうならない例は多数報告されている。

実験
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20歳以上の若年女性のボランティアを最終的に30名選び、起床直後の体温とI唾液を約30日分採取し

た。さらに高温期と低温期の2回を1日に5回、唾液を採取直後にNMRを測定した。 11垂液は脱脂綿に吸収

させたものを遠心して分離し、 380uしをNMRチューブ、にとり重水20uしと浪守た。測定は13rukerAMX-400 

を使い室温で、行った。

結果

最初に成功例を紹介する。7.kを照射後に測定するために、消え残りの水の信号のパターンは FIDごと

に変動する。装置は古く劣悪な環境のもとに設置されてし、るために、かなり不支定である。あるとき FIDの

積算結果があまりにひどいので、デ」タを2次元に並べて主値解析を行ったcその結果、主値の大きいほう

から4工員を使えば、磁場変動をほぼ完全に補正できたの

成功した理由は、磁場変動がスベクトノレ全体に一様に

影響し、変動の原闘が授られ、しかを3残差が正規分布

することはかなり確かだったからである。右図に示すよ

うに、PC1は単なる平均スペクトルを示し、 PC1成分を

差し51し、た残りは平均値からのずれ、つまり磁場強度

の変動を意味する。

x 10' Gum(PC1-t1) of Propωnat， 

1? 

10 

2番闘の例は、私に苦い教訓を与えた。 HPLCと

NMR の信号強度の間if-相関が認められなかったので、

図1 平均スペクトルと円Dの主催解析をもとに補
正した F了後のスペクトル。

HPしCのデータを園子分析したところ、(1)吸光度の観測値は吸収係数と成分濃度の吊で去され、 (2)濃

度はサンプルごとに変動するが、 (3)I-IPLCからの浴ll:lパターンは共通する、とする{反Ji::の斗ご問題が

あることが分った。ど、う扱っていいか、いまだに悩んでいる。

唾液のNMRは奇妙な挙動を示し、酢酸の化学シブトは pI-l依存性 、強度:のヒストグラムはどれ

正規分布を示さない。対数正規分布に非常に近いが、対数正規分布からわ意に外れるものが多数見<)j)， 

った。これは今まで誰も予想しなかった事実である。

多jt議解析が正規分布を前提とL いる以上、強皮ア了、→タのlE規化が必須であるoいろいろ試みた挙

句、化学的意味づけは引として、強度データを0.2乗するとし、う、古典的なBox-Cox γぞ、いる。

そして経日変化の多変量解析は、ランダム変動が系統変化より大きいために成功LCV、なし¥。

成した確実な成果i士、本礎体舗やn設液成分は外気温1支に左右されることである。 経日変動が個体差変動

の10分の1以下のとき、どうすればその変動を捕らえることができるか、皆様の知恵を拝借したい。
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代謝物からバイオマスへの物質創製・情報発現相関解析の試み

(理研PSC/理研BMEP/名大院生命農/横市院生命)菊地淳

E闘mail:挫世記尋肢日ike吋E

TEL: 045-503-9439， FAX: 045-503-9489 

くはじめに〉 高分子科学で扱う多くのポリマーは、原油から蒸留・精製され

たモノマーを麗合させたホモポリマー・コポリマーで、あろう。筆者も工業化学

科時は石油化学漬だったが、後に蛋白質や多糖類といった複雑かっ選択的な機

能を発現する生体高分子の世界を知り、この複雑性や生命の神秘に魅了される

ようになった。折しも、その 20年前時は石油代替への期待が高まった頃でもあ

り、バイオマスの生産と利活用に関する問題意識をもつことができた。

一方で世間の期待とは裏腹に、ノ~~-イオマスは我々の生活にさほど浸透しなか

った。こうしたトラウマがあ

ってか、軒くは日本の重化学

工業界ilノえイオ分野というと

反応がおliかった。しかしここ

は年は、こうした産業界との

意見交換から、念撮に前向き

になっていると実感する[1]0

20年前は、捜雑系、多様性が

前提の生命科学の世界にアプ

ローチする際、表現型解析の

手法と Lて計制科学と情報科

学の両方が未発達切で、あった。

特に、分(-レベルのアプロー

は対象が見えないために、

国 DBの書写積・利用に蕊心をおくオミクス科学的アプロ

」チ(右) ~~従来の物質還元主義的アプローチ(友)の比較

遺伝子をクローニングし、蛋白質や生理活性物質を単離精製して研究するとい

う物質還元主義が横行、/ていた(図 1左) 0 このアプローチは科学ーとしての厳

さとは裏腹に、ノミイオマス増大といった表現型へのリンクは乏しいものであ

しかし一方で、 DNAシーケンサーや計算機の速度・容量、さらにはイン

ターネット情報網の急激な進展によわ、:子三クス科学iこ代表される DB蓄積債利

用の情報科学に重きを置く新しいアア口、一千が開拓されている(凶 1右こ

れまで、物質還元主義では2体酌相関で表現していたグラフが、オミケス科学

では多変量を扱うことが前提になっているため、ヒートマップ、ネットワーク

図や多変量解析(MVA)で結果を示す(図 1判。ここでは、代謝表現型解Vや、

それをバイオマス生産・手じ活用研究に展開する我々のアブローチを紹介する。
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<代謝表現型解析> 今一度前世紀からの生命科学の進展を見直してみると、

見た目の表現型に基づき分類していた博物学的な世界から、細胞に共通な現象

に沿って体系的に生命を捉えようとする分野が拓けた。分子生物学がそれであ

り、 DNAから蛋白質に至るセントラノレドグマがまさに、体系的理解を動機付け

た共通原理と言えよう。実際に web辞書でセントラノレドグ、マを調べると、 「生

物の表現型を決める遺伝子の働き」と記載されており、あたかも全ての生物が

利己的な DNAに情報支配されているかのように、 DNA情報依存での生命科学

が推進されている。しかし、温度・乾燥等の物理的、栄養・飢餓等の化学的、

さらには常在菌・寄生等の生物的な環境要因を受けて、一一生が左右されるから

こそ、生命活動という表現型の解析に興味がつきないのであろう。これらの環

境要因を受けて変化する表現型の解析手段がメタボノミクスである[2]0

メタボノミクスでは、データ処理に対する考え方が、通常の分析と大きく異

なる。メタボノミクスでは分析ターゲットをあらかじめ特定せず、計測データ

中に含まれるすべてのシグナルを解析対象として、デ、)タから得られる情報の

最大化を目指す(図 2
|摘出・計調条件 II lD-'H-NMR I Iデ一歩マトリックスitI I 多変量解析 | 

上)。いったんデータ・ ;官官川州 むiコごと吋 742:UJ 

マトリクスを得ェること

ができれば、さまざま

なデ」タマイニングが

可能となる利点があり、

生物学研究への幅広い

れる。

一一一一X健同舟
評{語

~bl!>"iめjittA!.!払:hmHtedi

図2 筆者らの推進するメタボノミクス技術開発

これに加えて、筆者らは安定同イ立体標識を用いるととで、従来のメタポノミ

クスとは異なる動的な解析技術構築を目指している苅。例えば、 13C6ーグ、/レコー

スや 13C02など一次代離の起点あるいはハブとなる化合物の標識体を生体に投与

し、安定同位体を広範な代謝物に分布させ、各代謝物における標識の分布やバ

ランスの変化を網羅的に観測する事である(図2下)。各代謝物について、間

位体組成の異なる異性体をアイソトポマーと呼び、この中で特に 13C_13C結合の

位震が異なる異J性体をボンドマーと呼ぶ。 NMR法を用いる強みの一つは、分子内

の各原子をそれぞれ匹別して観劇できる事、また、l:1C-_13C結合定数が分子内の各
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結合に特徴的な値を示す事であり、従ってアイソトポマーおよびボンドマーの

種類を明確に区別する事が可能である [6J。

一方で、 NMR法は、抽出された可溶物質だけでなく、残誼の難溶性物質や生

体組織を無傷なまま計測できる[7]0そこで、筆者らは斬新な代謝物アノテーシ

ョン法の解決策を考案一、植物資源の有効資源化を目指した(図 3上)。植物

の全成分を有効利用するためには、抽出する成分、抽出操作に伴う成分組成の

変化、各抽出残誼に含まれる成分を、網羅的で体系的な評価方法が望まれる。

筆者らは 13Cで均一安定同位体襟識化した植物をメタボノミクスの手法を用い

て、抽出換作に伴う植物成分の組成変化と残誼成分の評価を行った。この過程

で代謝物のアノテ…ションをつけ、抽出操作に伴うそれぞれの挙動について調

べがところ、脂賀は有機溶媒、糖は水、といった単純な落解性で分布しないこ

とが分かつた。

さらに、我々はメ

タボノミクスの世

界で物質資源のみ

らず、情報資源、も

捨てられているこ

とに着目した。 1:fiJえ
、ゲノ人解析で頻

に用いられる

BLASTの E-value

のような統計数学

怜手法が、ゲノム科

発展に極めて重

従業主食

物箆資源

実濁ピ一世
〈以つからのDB
鑑のず机が大
曹い草署JrYIf的習

はoiこ透〈なる

な寄与を果たしたにも

かかわらず、同じオミッ

関 3 従来は際環されていた物質・情報資源をぬ一効活用する試み

ス解析分野で比較的歴史の浅いメタボノミクス合野でJ士、まだそのよう

計数学的手法が存在していなし、。そこで筆者らは、部λSTのE'valueに相Ji

p'value左いう指標をメタボノミクス用に考案した〈悶 3下)。このp'value

を実装したSpinAssignプログラムを用いて 13C様識化植物細胞の網羅的代謝

アノテーションを遂行したところ、メタボノミタス分野では、

る211候補代謝物の同時検出を記録したこの手法辻、参照代謝物化学シ

フトデータベースの登録数が増大するほど能力を発弾するためも筆者らはその

情報蓄積も続けている。近い将来に登録数を 500代謝物以上に増大させる予定

で、定められた物理化学条件で、計測した生物代謝物データベースとしては、世

界最大規模となっており、筆者らが公開している PRIMe上の SpinAssign[8]、、
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公共利用が可能である。

<低分子代謝物と高分子バイオマス> 冒頭で述べたようにオミクス解析の急

激な進展に伴い、バイオマスの生産・手!j活用に関して産業界からも熱い視点が

注がれている。既に欧米の化学系メジャーはスイッチグラスや藻類といったバ

イオマス生産植物のゲノム育種、さらにはシロアリ腸内細菌叢や熱水鉱床のメ

タゲノム解析といった、バイオマス分解・代謝に関わる遺伝子E ・酵素資掠の探

索に巨額の研究資金を投入している。こうした潮流を筆者らはいち阜く予見し、

バイオマス分解系に関しては、複合生物系から分解微生物や酵素を探索する手

法を開発してきた問。今後の課題は、リグノセルロースのような複雑系高分子

を解析する高分子科学の手法開発と、如何にしてオミクス科学のような最新情

報生物学とのリンクを密接にするかであろう。講演ではこのような将来展開に

ついて、生産的な議論ができればと願っている。

<委主考文献>

[I) 菊池浮 (2008) “統合バイオリファイナyへの NMR蕊術開発一石油資源が遺伝資源に代替される時

代を見据えて"涯教の霊長罫窓君、 43，144岨145φ

[2] Fukuda et a1. Nature (revised)ぅ菊地淳， (2010)道五王子Eさき 16，81-85;Okam口toet al. (2009) Plant Biotechnol 

26， 551噌560;吉田欣史九(200ヲ)ぶんセす 7，371-378;菊池淳ら (2007)〆タポ、ロゴクスの'M!Jid:k乙字問

持続 CMC出版， 86・99

[3] Chikayama et al. (2008) PLoS ONE 3， e3805、Fukudaet al. (2009) PLoS ONE 4， e4893. 

l4]ル'iochidael al. BMC Genomics. 10， e563. 

[5] KikllChl ei al (2010)尺adioisotopes(in press). MOtila et al. (2008) DNA Res. 15診 151回16J、戦ldiVi宇人、 (:?OOR)ノす

イ ;;i ---l1ムイニEンス寸インダス井グ~ 66， 143ぺiι1;Kikuchi et a1.， (2007) Method Mol. Bioi. 358， 三86;Tian et 

al引 (2007)J. Chem. 282， 18532-18541; Kikuchi et a1.， (2006) Biotech. Agri. ForeSi. 57，93101; Kikuchi et 

al.， (2004) Plant Cell Physioょう 45，1099-1104. 

[6] Ohyama et a1. (2009) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 106， 725-730; Sekiyama et a1.， (2007) Phytochemistry曲、

2320-2329. 

[7] Sekiyam証巴ta1. (ο2010)μAn問Qば1.Cωhe問m.8邸2ラ 1“64幻3闘1凶65伐2え;菊地f淳享ら， (ο20∞07η) ブブブ、0、 Lレ/イヂ，ヤヤンンずヅク/ニ.::z~スベ， 1口24，1凶6-♂引2幻iう

菊地淳， (2006)分泌研究部， 320榊330.

[8] Chikayama et a1. (2010) Anal. Chem. 82， 1653ぺ658ラ近fi1英輔ら， (2009)遺伝l'/Kず16ヲロfト130;片kl)1!ma

et al. (2008) ln Silico 13iol.事ョ巴27.

[9]街地沖:ら は010)級統選在籍哲三笠動研究ω1&'必今2，CMC出版， 147司155.Date巴taL (2010) J Blosci 

Bιο正'Ilg(in press);守滋繁華手ら、(2008).fis夜/j政府ニsjf湖底cDNAの諸'fjJ/J;2調3ぎたう特蹴200長"2503;菊

地ほら、 (2007) :!if庁長ぎの#fO!庁長会， 特願 2007時232792.

← 10-



合成高分子のNMRスベクトルへの多変量解析の応用

(東レリサーチセンタ一生物科学研究部)木村一雄

〔川口謙、高崎万里〕

E-mail K出 uo一Kimura@仕Cotorayo cOo jp 

電話0467・32-9977 FAX 0467-32閑0414

メタボノミクスの発展により、 lHN乱侃スベクトノレが本格的に多変量解析の分野で、応用

され始めた。 lHNMRスベクトルによるメタボノミクスは、実際には lHNMRスベクトノレ

を用いたケモメトリックス(Chemometrix)分野への応用であり、メタボ、ノミクス以外にも

Nお伎を用いた分野での応用が考えられる。本発表では、まず lHNお慌によるメタボノミク

スがどのような目的で発展してきたかを簡単に説明し、次に lHNMRスベクトルによる多

をナイロン6とナイロン 66の混合物の定量分析に応用した例、及びポリマーの添

加斉IJの定量分析に応用した例について説明する。

1. NMRによるメタボノミクス

メタボノミクスは代謝物(主に尿)の全体像を捉え、代謝物プロファイノレの統計解析か

どを目的としている Oら毒性予測や毒性バイオマーカーの問

メタボノミクスでは、まず薬物 し経時的に採取した尿(または血柴などの末梢体

の NMR を測定する.~ NMRを用いたメタボノミクスの手法が通常の NMR分析→と

きく異なる点l士、NJ¥感スベクトノレのシグナノレ変化をパターン認識で解析することである c

は、 「シグ、ナノレ変化をパターン認識して解析Jする過程で、 NMRスベクトノi/

となる c メタボノミクスの目的は変化を捉えることである O このため

1ぞットで油価ぐらい尿のスベクトルについて変化を評価することがf必要になる。尿のよ

うな浪合物の多検体の N恥感スベクトノレ合、人が目で見比べて変化を定性的・

ることは困難である C そこで、 N為政スベクトルをパタ」ン化してコンビュータ…

し、て多変量統計解析し、スベクトノレパターンの変化を捉えよう、というのが NMRメタ

ノミクスの手法の画期的な点である(と考えている)。図 lに600:1¥狂-Izで測定した探の

N1'v1Rスベクトルと、そのデータを縮約してパターンイじしたスベクトノレを示した。 NMR

スペクトノレをパターンイヒ(短冊のように積分して棒グラフ化(データ縮約))することに

よってデータ容量を約 1/100に下げて、かつpH等による化学シフト値の変化の影響を軽減

させて多変量統計計算を実行可能にしている。

パタ したスベクトルの多変量解析の手法はいろいろ考えられるが、 となるの

は主成分分析 (PrincipalComponent analysis) と呼ばれるものである。主成分分析は、

ータを統合し、新たな総合指標を作り出すための手法といえる。新たな総合指標を用

いて、データ構造(サンプノレデータの分布)を説明していくことになる。その際、データ

を最もよく説明するものから 11慣に PCl、PC2と縮約された空間でデータ構造を解析し

ていくことになる(主成分分析については、多くの教科書があるので詳細はそれらを参照

したしつ O

主成分分析は、ローディング(固有ベクトノレ)からスベクトノレの情報、スコアから量的

-11-



な情報が得られる。

次に紹介する。

2. ナイロン6とナイロン66の混合物の定量分析

ナイロン6とナイロン66の IHNMRスベクトルを図2に示す。これらは非常に良く似た

スペクトルパターンを示し、混合比を議論する二とは難しい。しかし、数種の混合比の異

なるスベクトルを準備し主成分分析(回帰分析)を行うことで検量線を作成し、定量する

ことが可能であることがわかった。

3. ポリマーの添加剤の定量分析

ポリスチレンに添加した添加剤の定量分析例を示す。本分析例では、添加弗Jの添加量が

ポリマーに対して少ないため、そのままでは添加剤の定量は難しい。しかし、主成分分析

を行い、ローディングスベクトルから添加剤に相当する主成分軸を特定することで、添加]

剤の定量が可能であることがわかった(これについて発表で示寸寸。

合成高分子を含む混合物の定量分析に応用した例をこ才しらを手リ用し、
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13C NMRスペクトルの多変量解析による

アクリル系共重合体のキャラクタリゼ-ション

(徳島大院 STS/三菱レイヨン) 百瀬 場

E司mail momose(Lz~:poly，chem ，tokushima-u ， ac ，jp 

TELlFAX 088-656-7404 

はじめに

機能性を有する高分子材料の多くは多成分共重合体である その止め，

には多成分共重合体の構造困子を詳細に解析することが不可欠となる

材料の性能向上

NMRは共重合体の

1次構造解析にm1¥られる最も有効な手法の lつであるが 3 二'eu)NMlミス Jへこクト 分

より擾雑に分裂の増加ととも;ごう組成〉 ニぞノマ

るため， 多くの情報{i:-簡便に得ること

い
よ 体規則性なxを反映し
しくなる A

ぷア消て
ヨノ矛ζ 析は 3 間雑かっ大量の情報をいくつかの有用な(育訓へと変f換する強力な手法で

る 合成J当分 f一、CU，近赤外3 赤外およびラマンスベクトノlノへの泊Hiか

いるまた，いわゆるメタボロミクスと

ペクトノレの多変量解析が役立って L¥るぺ

Lる生物代謝産物心')相主任角12

く知ら
，，-
¥ 

は‘下~MR ス

最近ヲ $くの分野で活用されている多変量解析を合 j' u)! NMf¥ ス Jへこ

ケト ml 
Jごえ，

同 lC1"，クの帰属を行う二よ;

る定量民な，l青幸良の取 :ニ成
した，本発玄〈、Jよ1 メタクリノレ酸メチル(MMA)，

メタグリノレ椴卜ゾチノl/(TBMA)，およびメタクリノレ

2-ピドロごキシエチノし(HEMA)の;元・三元

本3

ン

なら -2官|能性のジメタクリ

リコーノレ(EGDM人)~: TBMAからなる

13C NMRスベクト/しへ適用し

ヰーレ

分岐

lγ 

y、一

〉ニO
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Li二Pル!MAおよて)zPTmν1/¥苛

なる MivlへlsMA共重合体 16種の合計 27

PM:v1A;PTRMA 

ンつ/レをJ1l 1 
~ 
I 得られたてヘクトノレを主成分分析(P仁入)した結果 Figure1 ;' 

-tl ~~) (り cF) P仁iス二]-1"-は TBf¥fA組成の増加とともに単調 1"

PClスコアと TBMA組成は相

となることから， PClスコアは組成iを反映することがわかっ

(1γ頃向を示した了も司

、
しy

¥'ト守口氏

iχ 

ドコ i車とこ

1'(吋l

L l)  

の混合物9種の I¥:NMRスベクトパ/と組成を検量;用データとした部分最小引iせ(pl同)

を行い，共重合体 16種の TBMA組成の決定を試みたところ，日IJ途 lHNMR 測定/1)ら求め
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たTBMA組成に対)ノて，相対標準備差RSD= 3.4 %，介'"0.999で一致するととがわかっ

一方，共貢合体の PC2スコアは組成が等モル付近?最小となり，組が偏るにつれ噌独

重合体に近づくことから， PC2はモノマ一連鎖のランダム性を反映すると考えられる

ノマ一連鎖のランダム性を定量的に表す指標として異種モノマーの 2i.裏一子含有量んT(=ラ

ンナンバー与を採用し， PC2スコアとんTとの関係を調べた 初期共重合体 9種の仕込み

モノマー組成と共重合体の組成から求めたそノマ w一反応性比(rMMA= 0.81 士 0.06，rTBMA 

J .26士 0.03)を用いて算出した.fM!とPC2スコアとの関係を Figure2に示す.両者は良い相

関(R2= 0.996)を示す三とがわかった蜘ま?と?単独重合体 2種と初期共車合体 Q種の 13CNMR

スベクトノ1/と算出したfMTを検量用データと)汗 PLSRを行い，高重合の共

ついて平均のんlを決定できることもわかった

モ

合体 7

PTBMA， PHEMAと 3

一元共重合体 12穫と

MMA嗣TBMA-HEMA三元共重合体 4種を加え

ロットと， 2つの主成分に

土これらの混合駒山

三角祖国

P¥1MA， 

MMA-TBMA 

MMA-TBMA什 EMA三元共重合体 6

言iiJ五の MMA-TBMA二元共重合体で心棟討と同様に，

つの単独重合体の混合物 33種，組成の異なる

M¥;fA唱HEMA二元共重合体 14種に，

66種の 13C NMRスベクトノレの PCAで得られた三次元スコア

射影した二次元スコア ロットを Figure3 ~こ併せて示す

PCト1"C2平面にほぼ平行な中一面上に，

された(Figure3a， 3d). 二元共重合体のヌ :.1アは，単独重合体〉

底面とし 3 垂綜が PC3軸と平行な三角す1;、の側聞い一分布しt:.て(Figure泊、 3c).

共重合体の1'('3スコアは，各共重合体の組成が等モノ¥，/付近で極大となった 三元共重合体

二角す L¥の内部に分布し，組成が等モノレに近い共重合体の1'C3スコアが最も

きくなった.以上の結果から， MMA-TBMA曲HEMA三元系のスコアプロットは，

を

単独重合体 3種をスコア

として

PCl ~~ 
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Table 1. Comparison of predicted and 
measured compositions of po1y(MMA-co-
TBMA-co-HEMA)s by the PLSR using 

盟副盟虫笠豆笠主並立主
Mono- ComposJtlon /旦01%

menc Mea- Predict巴d
unit sured a Set A b Set B' 

MMA 77.0 71.5 76.3 

TBMA 11.7 14.2 10.7 

HEMA 11.3 14.3 13.0 

MMA 8.4 11.0 12.2 

TBMA 80.7 77.2 78.9 

HEMA 10.9 11.8 8.9 

MMA 8.8 12.2 14.1 

TBMA 8.5 7.8 5.6 

HEMA 82.7 80.0 80.3 

M孔1A 30.9 28.5 31.9 

TBMA 34.2 35.5 34.3 

HEMA 34.9 36.0 33.8 

a Determined by lH NMR. b Training data 
sets: three homopo1ymers and 33 homo-
polymer blends. 'Training data sets: 26 
copolymers in addition to Set A. 
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Figure 3. Pri口ιipalcomponent scor巴 plotsfor lJC NMR signals of 
the carbonylラ backbonequaternary and日-methylcarbons of PMMA 
(や)， PTBMA (A)， PHEMA (圏)、 homopolymerblends (く>)， 
poly(MMA-co-TBMA)s (ム)， poly(MMA-co寸1EMA)s(0)， and 
po1y(MMA四co-TBMA-co-HEMA)s (4IIT). 

向40

と考えられる，

単独重合体とこれらの混合物，合計 36種の 13C NMRスベクトノレと組成を検量用

(Set A)とした PLSRにより 3 三元共重合体の組成を求めた結果を Table1に示す

タ1]の二元共重合体を加えた合計62種を検量用データ(SetB)とした場合の結果も Table1 

め!日 NMR測定から求めた組成と PLSRで求めた組成とは， SetAおよび

ータを用いた場合，RSDが 10.1および 8.7%でそれぞれ一致した.

としてそノマ一連鎖のランダム性をそれぞれ反映している

SetAに2

ータ

PC3がとして組成，PC2が

に併せて示す.

2ト吋M舟ずふFFA

〆。〆す?ま』
勺 J:ibtr

8 

Figure 4. Principal component score plots 
for '"c NMR signals ofthe carbonyl carbon 
of PEGDMA (φ)， PTBMA (φ) and 
poly(EGDMA-cかTBMA)s(0) 

Set Bの検量用

メ

EGDMA江旦盟企壷金蛙主翼金盤7

多量の重合開始剤 [2，2'-アゾビスイソ酪酸

ノレ(MA1B)]を用いて得られた
円
V

A

lN
O仏

よび;組成の異なる EGDMA-TBMAPEGDMA， 

岐共重合体 11

o 4 

PC1 (87.1 %) 

NMR 13 

スベクトルの PCAで得られた結果を Figure4 

線状の MM刈1A-白午巴

加とともに PClスコアが単調に変化したカが2υ 高分岐
共重合体では TBMA組成の増加とともに PClの変化
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率が増加した.また，線状共重合体では共重合組成が等モル付近で、PC2スコアが最小になっ

たが高分岐共重合体では， EGDMA: TBMA = 20・80(mol比)の組成で最小となった 分

岐構造とともに増加する MAIB由来の末端基の影響と考えられる.

まとめ

アクリル系共重合体の 13CNMRスベクトノレを多変量解析することで，共重合組成とそノ

マ一連鎖に関する定量的な情報を得ることができた.本手法は，二元系から三元系へ拡張

できることも確認でき，多成分共重合体の新しいキャラクタリゼーション法として多方面

での応用が期待される e 今後は，立体規則性について色検討を進め，最終的には，多成分

共重合体の組成，モノマ一連鎖，立体規則性などを同時に定量できるようにしたい.

茎腿

1.総説として， a) .1. M. Chalmers， N. J. EverallちTrACぅ15，18 (1996). b)下山昌彦う β三件、示外

続学会誌， 8う78(1998). 

2 総説として， a) M. R司Viantラ C.Ludwig， U し Gunthe，“Metabolomics，metabonomiιs and 

metabolite profilingヘed.W. J. Griffiths， Cambridge: Royal Society of Chemistry; p. 44 
[chapter・2](2008). b)吉田欣史，久J京とみ子，菊池淳司ぶ、んせきち 7ラ371(2009). 

3. H. Momose， K. HattoriぅT.Hirano， K. Ute， Polymer， 50ラ3819(2009)‘ 

4. 百瀬陽，前田智也」ぅ服部康祐，平野朋広，右手浩一ぅ高分子討論会予稿集， 58， 3211 

(2009) 

5. H. J. Harwood‘W. M. Ritch巴y，J. Polym SCI. B Polym Lett.， 2， 601 (1964). 

6. 百瀬湯前田智虫，服部康祐ヲ平野朋広司右手浩一，高分子分析討論会諸演要旨集，

14、199(2009)ー

7. 土地亮太ち百瀬陽，平野朋広，右手浩 ぅ/葛分子分祈討論会講演要旨葉、 14，149 

(2009) 

一16-


