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研究成果の概要（和文）：33S標識したメチオニンとシステインを33S硫黄単体から有機合成した。さらに、アルツハイ
マー病因ペプチドであるアミロイドβの35番目のメチオニン残基の硫黄原子を33Sで標識した。合成した33S標識メチオ
ニンの33S固体の核磁気共鳴（NMR）シグナルを初めて観測した。また、メチオニンスルホキシドの33S溶液NMRシグナル
を高感度・高分解能で観測することに成功した。

研究成果の概要（英文）：We labeled sulfur atoms of methionine, cysteine and amyloid-beta with 33S by organ
ic synthesis. We detected 33S NMR signals of methionine in solid-state and  methionine sulfoxide in soluti
on.
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１．研究開始当初の背景 
(1) アルツハイマー病 (AD) の原因物質であ
る 42 残基のアミロイド (A42) の神経細胞
毒性発現機構の一つとして、ラジカル産生に
よる酸化ストレスが指摘されている。A42
の 35番目のメチオニン残基 (Met-35) の硫黄
原子が酸化されてできる硫黄ラジカルカチ
オンは非常に強い毒性を示すことから、その
形成機構ならびに毒性発現機構の解明が強
く望まれている。 
 
(2) A42凝集体におけるMet-35の硫黄原子の
状態を NMR により直接解析することにより、
ラジカル化の詳細なメカニズムが明らかに
なると考えられる。しかしながら、硫黄の同
位体の中で NMR 信号が観測可能な核スピン
をもつ 33S は、天然存在比が 0.76%、感度が
13C の 10 分の 1、スピン量子数 3/2 の四極子
核なので、明瞭な固体 NMR スペクトルを得
ることは困難であり、高感度かつ高分解能な
33S NMR 法の開発が希求されている。 
 
２．研究の目的 
(1) 33S 標識したメチオニンを有機合成し、
Met-35 を 33S 標識した A42 凝集体サンプル
を調製する。 
 
(2) クライオコイル MAS プローブを用いる
ことにより、生体試料の超高感度・高分解能
33S 固体 NMR 法を開発する。 
 
(3) A42 凝集体における Met-35 の硫黄原子
の状態を 33S NMR により精密に解析し、硫黄
原子のラジカル化機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 33S NMR シグナルを増幅する目的で、
A42 の Met-35 の硫黄原子の 33S 標識を行っ
た。有機化合物を 33S 標識した研究例はない
ため、購入可能な 33S 単体からの L-メチオニ
ン合成法を確立した。 
 
(2) 合成した 33S 標識 L-メチオニンを用いて
A42 を合成した。ペプチド合成には、連携
研究者の村上一馬准教授（京大院農）の研究
室が所有する連続フロー型合成機を用いた。
得られた A42 ペプチドから線維状の凝集体
であるフィブリルを調製した。 
 
(3) 33S 固体 NMR の測定では、まず 33S 標識
L-メチオニンなどのアミノ酸をモデル化合物
として用い、測定条件の最適化を行った。次
に、Met-35 を 33S 標識した Aβ42 凝集体の 33S 
NMR スペクトルを測定する。33S 固体 NMR
の測定は、連携研究者の竹腰清乃理教授が所
有する固体 NMR 装置を用いて行った。 
 
４．研究成果 
(1) 33S 標識した L-メチオニンの合成は、図 1
に示すスキームにより行った。ヒドラジン存

在下において硫黄単体と水酸化ナトリウム
を反応させると、安定な二硫化物イオンが生
成する。これを、側鎖がヨウ素化されたアミ
ノ酸誘導体と求核置換反応させてジスルフ
ィドとすることにより、33S を導入した。ジ
スルフィドを開裂させた後、チオールをメチ
ル化することにより、33S 標識したメチオニ
ンの合成を達成した。 
同様の合成法を用いることによって、タン

パク質の主要構成アミノ酸であるシステイ
ンの 33S 標識にも成功した（図 1）。さらに、
33S 標識したシスチン、メチオニンスルホキ
シド、メチオニンスルホンも合成することが
できた。現在、含流生体分子として重要なタ
ウリンの合成も行っている。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 33S 標識したメチオニンとシステインの合成 

 
 
 
 (2) 33S 標識メチオニンを用いて Aβ42 の固相
ペプチド合成を行った。ポリエチレングリコ
ールをスペーサ－としたポリスチレン樹脂
を固相担体とし、HATU を活性化剤として用
いた Fmoc 法を連続フロー型合成機で行うこ
とにより、Aβ42 を高収率で合成した。得ら
れた Aβ42 の粗ペプチドを HPLC により高純
度に精製した。リン酸緩衝液中、37℃でイン
キュベーションすることにより、線維状の凝
集体であるフィブリルを調製した。 
 
(3) 合成した 33S 標識メチオニンを用いて 33S
固体 NMR スペクトルを測定した。33S NMR
の感度を向上させるため、1H の大きい磁化を
33S に移す偏極移動法を用いた。その結果、
感度が非常に悪いながらも、メチオニンの 33S
固体 NMR シグナルを検出することに初めて
成功した（図 2）。 
ラジオ波の照射パワーや繰り返し時間な

どの測定条件の検討、クライオコイル MAS
プローブの導入を行ったが、感度と分解能を
向上させることができなかった。また、その
原因として、33S の四極子相互作用が非常に
強いことが考えられたため、本相互作用の強
度をシミュレーションした。その結果、5 MHz
程度と予想より遥かに強いことが判明し、こ
れがピークが極めて広くなる原因であるこ
とが示唆された。 
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図 2 33S 標識メチオニンの 33S 固体 NMR（上図）
とバックグラウンド（下図） 
 
 
(4) そこで、分子運動により線幅が細くなる
溶液 NMR を用いた研究を行うことにした。
まず、モデル化合物として四極子相互作用が
比較的弱いメチオニンスルホキシドの 33S 標
識体を化学合成し、33S溶液NMRを測定した。
その結果、200 Hz 程度の細い線幅の NMR シ
グナルを高感度で得ることに成功した（図 3）。
今後は、33S 標識メチオニン、続いて 33S 標識
Aβ42 の溶液 NMR 測定を行う予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 33S 標識メチオニンスルホキシドの 33S 溶液
NMR スペクトル 
 
 
(5) 本研究では、メチオニンやシステインな
どの含流アミノ酸を 33S 硫黄単体から合成し、
33S NMR を高感度かつ高分解能で観測した。
生体分子の 33S NMR を高感度で観測した例
は、本研究が初めてのものである。今後は、
含硫生体分子として知られているタウリン
の 33S 標識を行っており、これらのアミノ酸
の合成法と 33S NMR 研究を論文としてまと
める予定である。 
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