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研究成果の概要（和文）：研究代表者らが開発してきた超高速固体NMRマイクロプローブと超高磁場NMR装置を組み合わ
せて、繊維・高分子材料の分子間構造解明のための1H固体NMR構造解析法を開発した。1Hピークの帰属や化学シフト値
の取得、分子間距離情報の取得が可能となった。それを用いて、家蚕絹の繊維化前構造を精密に決定でき、構造安定化
に関わる水素結合の詳細が明らかになった。さらに、家蚕絹の不均一な繊維化後構造について、原子座標レベルでの詳
細な構造を世界ではじめて決定することができ、繊維化前構造と合わせて家蚕絹の繊維化機構の解明を行った。同様に
、クモ絹糸についても本構造解析法を用いて、結晶部分の詳細な構造決定を進めた。

研究成果の概要（英文）：The analytical method for the structure determination of several fibers and 
polymer materials was proposed on the basis of newly developed 1H solid state NMR method. The method 
consists of the combination of microprobe with ultra-high speed and ultra-high field NMR magnet together 
with the theoretical chemical shift calculation. The 1H NMR peak assignment and 1H chemical shift data 
were obtained together with the inter-molecular atomic distance information using this analytical method. 
The structure of Bombyx mori silk fibroin before spinning was determined precisely and details of the 
hydrogen bonding formation which contributes to the structural stabilization were clarified. The 
structure of the silk fibroin after spinning was also determined precisely. Then the fiber formation 
mechanism was discussed on the basis of these two structures. Similarly, this 1H solid state NMR method 
was also applied to determination of the structure of the crystalline fraction in spider silk.

研究分野： 化学

キーワード： 1H固体NMR構造解析　超高速固体NMRマイクロプローブ　超高磁場NMR　家蚕絹の繊維化前後の構造　クモ
絹の構造　水素結合　1H NMR 化学シフト　絹の繊維化機構
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１．研究開始当初の背景 
(1)1H 固体 NMR は、スペクトルが広幅化し、
ピーク分離が十分でないため、溶液の構造決
定に威力を発揮してきた 1H 溶液 NMR と比較
して、構造解析の分野では十分に活用されて
こなかった。 
 
(2)1H 固体 NMR の分解能を上げて、構造解析
に広く用いる事ができるように開発を進め、
NMR 構造解析が不得意とする分子間構造の解
明等に1H 固体NMRを適用する必要があった。 
 
(3)最近、絹は、優れた再生医療材料として
脚光をあびており、その構造の詳細な解明は、
材料開発の指針を与えることから、繊維や不
均一構造を詳細に解明できる新たな構造解
析手法の開発が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
(1)研究代表者らが、これまで開発してきた
超高速固体NMRマイクロプローブを超高磁場
NMR 装置に取り付け、NMR スペクトルの分解
能の向上を図る。 
 
(2)繊維および高分子材料について、その分
子間構造解明のキーとなる 1H 固体 NMR 構造
解析法を開発する。 
 
(3)それを用いて、家蚕絹の繊維化前後の構
造を原子座標レベルで精密に決定するとと
もに、最終的に、その繊維化機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)超高速固体 NMR マイクロプローブを分子
研の 930MHz 超高磁場 NMR 装置に取り付け、
ピークの先鋭化を成し遂げ、繊維・高分子材
料の高分解能 1H 固体 NMR スペクトルを得る
ための測定法を開発する。 
 
(2)特に 1H DQMASNMR の測定によって、スペ
クトルの詳細な帰属と化学シフト値の取得
を行うとともに、1H 核間の分子間距離情報の
取得を行い、実験面から、1H 固体 NMR 構造
解析法を開発する。 
 
(3)さらに、モデル構造を仮定し、1H,13C, 15N 
NMR 化学シフトの精密計算を行い、実測デー
タと比較して構造決定を行う。そして、その
解析手法を用いて、家蚕絹の繊維化前後の構
造決定ならびに繊維化機構の解明を行う。 
 
４．研究成果 
(1)構造既知の平行および逆平行βシート構
造のアラニン 3 量体を用いた 1H 核の原子座
標決定法の開発 
平行および逆平行βシート構造を有するア
ラニン 3 量体の 1H DQMAS NMR スペクトルを
70KHzの超高速プローブを分子研の920MHz超
高磁場 NMR 装置に取り付けて測定した。 
それによって、二構造間の違いが、スペクト

ルに反映されることを確認するとともに、分
解能が著しく向上した2次元スペクトルを得、
アラニンメチルピークから各ピークをたど
ることによって、最終的に、各残基毎のピー
クの帰属を正確に行うことができることを
示した。 
 
(2)ペプチドの 1H N 化学シフトと 1H N が関わ
る水素結合原子間距離の相関に関する関係
式の提案と水素結合原子間距離の決定 
アラニン3量体の平行および逆平行βシート
構造は、各々、さらに、A,B の 2 種類の構造
から成る。図１(a)アラニン3量体について、
X線解析データと本構造解析の 1H間原子間距
離から得られたデータを化学シフト相関に
よって比較したところ、後者の方が優れてい
ることを示した。 
そこで、図１（b）1H N 化学シフト（δ NH ）
とその HN 結合が関わる分子間水素結合距離
(d )のデータベースを作成し、δNH =19.3d

-3 + 
5.9  の関係式で整理されることを示した。
今後、少なくともβシート構造を有するペプ
チドの場合、この関係式を用いることによっ
て 1H N化学シフトからそれが関わる分子間水
素結合距離を精密に決定することができる
ことを明らかにした。 

図 1 (a)アラニン 3量体について、X線解析
データと本構造解析データの１H 間原子間距
離（Opt）から得られた化学シフトの相関図
の比較 （b）δNH =19.3d

-3 + 5.9 で整理され
る本構造解析データ、記号は本文参照。 
 
(3)逆平行βシート構造のアラニン 4 量体の
1H核の原子座標決定と逆平行βシート構造の
アラニン 3量体との比較 
クモの糸（絹）は、主に、逆平行βシート構
造を有するアラニン6量体から成るアラニン
連鎖の結晶領域とグリシンリッチな非結晶
領域が繰り返される。 
クモの糸の結晶領域のモデル構造の構築に
あたって、その分子間βシート構造に“ひず
み”の多いアラニン 3 量体ではなく、“ひず
み”の少ないアラニン 4量体が適することを
示した。逆平行βシート構造のアラニン 4量
体について、1H DQMAS NMR スペクトルを測定
し、残基毎のピークの帰属を行い、化学シフ
ト計算を行うことによって、骨格の原子座標
に加え、1H 核の原子座標を決定することがで
きた。 
 



(4)家蚕絹の固体繊維化前構造Silk I の原子
座標レベルでの構造決定 
家蚕絹の繊維化前の構造の決定は、環境にや
さしい条件下で、水溶液から強くてタフな繊
維を作製するための分子設計指針を与える。
高い強度の源として重要な結晶部分の構造
を決定するにあたり、家蚕絹結晶部分の Silk 
I 構造のモデルに、(AG)15の Silk I 構造がな
りうることを、1H DQMAS NMR スペクトルの高
い類似性から明らかにした(図 2(A),(B))。 

 
図 2 (A) (AG)15の SilkⅠ構造および(B) 家
蚕絹結晶部分の SilkⅠ構造の各 1H DQMAS NMR
スペクトル 
 
さらに、(AG)15について、各 1H ピークの帰属
を進め(図 2(A))、従来の 13C, 15N 化学シフト
データに 1H 化学シフトデータを加えて、化学
シフト計算を行った。それによって、Silk I
構造の 1H 核の原子座標を決定することがで
きた。これによって、分子内、分子間の水素
結合形成の様子が詳細に明らかとなった。さ
らに、分子間の Silk I 構造について、分子
間距離情報を取得し、分子間構造を最終的に
決定した。 
 
(5)家蚕絹の繊維化後構造 SilkⅡの不均一
構造とセリン残基の局所構造とダイナミク
ス 
家蚕絹の結晶部分の繊維化後構造 SilkⅡが、

アラニン残基と同様に、セリン残基において
も不均一構造であることを明らかにした。そ
して、セリン Cβピークについて、詳細な帰
属を進めるとともに、緩和時間を測定して、
セリン残基のダイナミクスの様子を明らか
にした。 
さらに、13C 核間の距離情報を与える 13C DARR
測定をアラニン Cβピークについて行い、結
晶構造が、小さい規模の領域から構成される
二つの近接した逆平行βシート構造から成
ることを明らかにした。 
 
(6)家蚕絹の繊維化後構造 SilkⅡに関する
従来モデルの否定 
家蚕絹の SilkⅡ構造のモデルに関しては、
1955 年、Marsh、Pauling らが逆平行βシー
ト構造を提案、これまで約半世紀にわたって
生化学の教科書には必ずと言ってよい程、掲
載されてきた。 
そこで、SilkⅠの構造決定に威力を発揮して
きた 1H 固体 NMR 構造解析法を、この構造の再
決定のために用いた。図 3は、Silk I 構造の
場合と同様に、家蚕絹結晶部分の SilkⅡ構造
のモデルとして(AG)15 の SilkⅡ構造を選び、
その 1H DQMAS NMR スペクトルを測定した結果
である。 
 

 
図 3 (AG)15の SilkⅡ構造の 1H DQMAS NMR ス
ペクトル 
 
その結果、逆平行のβシート構造を有する 2
本の絹分子鎖間の構造を検討すると、Marsh
らの提案するモデル構造で予想されるグリ
シン残基間の近接が観測されず、むしろ、一
個、分子間水素結合がずれたアラニンとグリ
シン残基間が近接することがわかった（図 3
の挿入図）。もともと、アラニン Cβピークが
非対称であり、SilkⅡ構造は不均一であり、
均一な Marsh モデルでは、SilkⅡ構造を説明
できなかったが、さらに、提案された分子間
構造自身が間違っていることを明らかにし
た。 
 



(7)家蚕絹の新らたな SilkⅡ構造モデルの
提案 
 
(AG)15の SilkⅡ構造の 1H DQMAS NMR スペクト
ルから得られた 1H 化学シフトデータに、従来
の 13C, 15N 化学シフトデータを加えて、化学
シフト計算を行った。その結果をもとに、最
終的に、図4にまとめた二つの構造モデルを、
結晶部の二つの逆平行βシート構造モデル
として提案することができた。 
 

 
 
図 4 固体ＮＭＲで決定した家蚕絹繊維の
SilkⅡの不均一なβシート構造。上下の構造
が 2:1 の割合で存在している。それ以外に結
晶部には、30%の非晶構造が内在されている。 
 
上と下の構造の割合は、約 2:1 であり、これ
らの構造が近接して分散した状態が家蚕絹
繊維の結晶部分の逆平行のβシート構造と
言える。それ以外に結晶部には、30%の非晶
構造が内在されており、併せて、不均一構造
が形成されることが明らかとなった。これら
の割合は、全体の絹繊維の 56％であり、残り
は非晶領域となる。固体 13CNMR の結果から、
我々は、すでに、非晶部分はランダム構造と
ゆがんだβシート構造が、約 1:1 から成るこ
とを示している。 
以上のようにして、これまで約半世紀にわた
って生化学の教科書に掲載されてきた Marsh、
Pauling らの構造モデルを否定し、新たに、
不均一な構造モデルを原子座標レベルで提
案することができた。これらの不均一構造は、
固体NMRによってはじめて明らかとなったも
のであり、アメリカ化学会の高分子部門の雑
誌である Macromolecules の本年 4月 28日号
の表紙を飾ることとなった。 
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