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研究成果の概要（和文）：セルラーゼによるセルロース加水分解機構の解明には、水中での分解環境を維持した
状態での結合部位の解析が欠かせない。その達成のため、本研究では有機微結晶の三次元磁場配向を応用した新
規NMR法を開発した。汎用プローブを基にNMR内での試料管の変調回転と測定時における変調回転軸の一時傾斜が
可能なプローブを作製し、モデル化合物を同プローブによる測定に供したところ、液体中にあるμmサイズの微
結晶において化学シフトテンソルを精密に決定することに成功した。同法は多次元法も有効であり、セルラーゼ
糖結合モジュールやそのセルロース複合体にも適用可能なin situ三次元磁場配向NMR法を確立させるに至った。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of cellulose hydrolysis by cellulases, it is 
essential to analyze the binding sites on an atomic scale in a water environment. To achieve this, 
we established a novel NMR method based on the three-dimensional magnetic orientation of organic 
microcrystals. We developed a probe that enables modulation rotation of the sample tube in NMR and 
tilting of the modulated rotation axis only during NMR measurement. The chemical shift tensor of a 
model compound was determined precisely by using the probe, even for μm-sized microcrystals in a 
liquid. The developed probe can be also combined with the multidimensional sequences, which are 
required for complex compounds such as carbohydrate-binding modules.

研究分野：木質科学

キーワード： 固体NMR　in situ測定　単結晶振動パターン　セルロース

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
バイオリファイナリーを加速させる上で、セルラーゼ糖結合性モジュールと結晶セルロースの結合状態の原子レ
ベルでの実態解明が欠かせない。しかしながら、基質が水に不溶の結晶セルロースであり、加水分解環境下にお
ける結合部位の精密解析は、回折法や電子顕微鏡法、溶液NMR法など従来法では困難な状況にあった。開発した
in situ三次元磁場配向NMRは水中での三次元磁気拘束を通じて対象の“単結晶NMR”を可能とし、セルラーゼに
加え他の酵素や生体分子・生理活性物質などの液体・反応プロセス中での構造解析にも展開できる。有機・無機
材料学・構造生物学・分子工学・創薬・医療工学など幅広い分野への波及が大いに期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
セルロースは地球上に最多量に存在する非可食性のバイオマス資源であり、その利用は持続
可能な環境調和型社会を構築する上で必要不可欠である。石油資源枯渇後の未来を見据え、セル
ロース系バイオマスの酵素糖化による燃料・化学品への変換技術（バイオリファイナリー）の開
発が急務である。バイオリファイナリーを加速度的に促進させるためには、温和な条件かつ省エ
ネルギーな酵素糖化プロセスの高効率化、特にセルラーゼによる結晶セルロースの加水分解効
率をいかに向上させるかが肝要である。 
セルラーゼは基質であるセルロースへの作用機作の相違から複数種に分類される。そのうち、
特にセルロース鎖末端から作用する exo型のセロビオハイドロラーゼ（CBH）は結晶性セルロー
スの分解に有効に働く。CBH はセルロース結晶表面に特異的に吸着する糖結合性モジュール
（CBM）と加水分解機能を持つ触媒モジュール（CM）で構成され、これらがリンカーで連結さ
れた構造をとる。CBHによる分解過程では、まず CBMが固相のセルロース結晶表面へ吸着し、
表面の構造を緩めつつ CM 付近の基質濃度を向上させ、加水分解反応を促進させる。よって、
CBM は加水分解反応の効率を大きく左右する重要な構成要素と言える。究極の分解効率を持つ
スーパーセルラーゼの人工合成のため、結晶セルロースとの結合状態の原子レベルでの実態解
明が急がれる。しかしながら、基質が水に不溶の結晶セルロースであり、水中での加水分解環境
を維持した状態での結合部位の精密解析は、X線・中性子回折法や電子顕微鏡法、溶液の核磁気
共鳴（NMR）法など従来の手法では困難な状況にある。 
一方、研究代表者らはこれまでに、周波数変調型の回転磁場という特殊な動的磁場により作製
した有機微結晶の三次元配向体（擬単結晶）を固体 NMRと組み合わせることで、従来法では数
mm サイズの巨大な単結晶が要求されていた原子核周りの電子分布の情報の抽出を、μm 次元の
微結晶から精密に取り出すことに成功した[Kusumi et al., J. Magn. Reson. 223, 68 (2012) & Cryst. 
Growth Des. 15, 718 (2015)]。さらに、NMRの強磁場を積極活用して NMRプローブ内で微結晶を
三次元磁場配向させ、微結晶に擬似的な単結晶状態をとらせることで、液体中の微結晶からの単
結晶スペクトルパターンの直接観測にも世界で初めて成功している[Kusumi et al., J. Magn. Reson. 
309, 106618 (2019); 久住ら, 特願 2018-162723]。これらは既往の単結晶法が適用できない液体中
の微小な結晶での単結晶構造解析が可能な“in situ 三次元磁場配向 NMR”への道を拓くもので
あり、水系の再結晶化溶液や生理環境下にあるタンパク質・生理活性物質の in situ構造解析への
応用が期待されている。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、(A) 原子核周りの精密な局所構造情報を与える二軸可変型の三次元磁場配向

NMRプローブの開発および温度可変測定・多次元法の導入による、in situ三次元磁場配向 NMR
システムの構築、(B) 結晶セルロース−染料複合体をモデルとした in situ 三次元磁場配向 NMR
による構造・ダイナミクス解析手法の確立、(C) in situ 三次元磁場配向 NMR を通じた結晶セル
ロース−セルラーゼ複合体の結合部位における局所構造とその動態の解明、である。 
 
３．研究の方法 
 
 上記の目的を達成すべく、まず二軸可変型の三次元磁場配向 NMRプローブの開発に取り組ん
だ。CADソフトウェア上にて試料回転部の 3D設計図を作成し、rfコイルおよび試料管の支えと
なる支持体、試料管、変調回転および傾斜のためのレール、プーリーを 3Dプリンタを用いて作
製した。試料管の変調回転後の一時傾斜を可能とするため、rfコイルはサドル型とした。汎用の
7.5 mm二重共鳴MASプローブからMASスピナー等を取り外し、作製した各構成要素を取り付
けた。変調回転および回転軸の傾斜の駆動にはステッピングモーターを採用し、駆動力の伝達は
それぞれドライブシャフトとプーリーによるものとした。超電導磁石およびパワーアンプには
JEOL CMX300 Infinity（300 MHz, 7.05 T）のものを使用し、固体 NMR測定は FPGA集約型 NMR
分光計 OPENCOREに接続して行った。さらに、スペクトルの分解能・感度の向上のためコイル
周りの設計を見直し、試料管および rf コイルをそれぞれガラス管とソレノイドコイルに変更し
た改良型プローブも作製した。同改良型プローブにて 13C−13C相関シーケンスを適用し、二次元
スペクトル上での化学シフト異方性の評価を試みた。 
 測定試料には、まず信号の正常な送受信と三次元磁場配向の達成成否の評価のため、L-アラニ
ンとその 13Cラベル化体（微結晶サイズ約 20 μm）を使用した。セルロース系試料として、酵素
触媒重合により合成したセルロース II型の板状結晶の水懸濁液も準備した。 
 また上記と並行し、量子化学計算を援用してセルロースおよびセルラーゼ糖結合モジュール
の磁気遮蔽計算とその磁場配向時の NMRスペクトルシミュレーションを行なった。 
 



４．研究成果 
 
 CAD ソフトウェアと 3D プリンターの組み合わせにより、試料管の変調回転と測定時の一時
傾斜が可能な二軸可変機構を備えた三次元磁場配向プローブを完成させることができた（図 1参
照）。L-アラニン微結晶の懸濁体をプローブ内で変調回転させ、特定のタイミングで回転軸を一
時傾斜させて固体 13C CP NMR測定を行った結果、ブロードな粉末パターンとは異なる鋭い共鳴
ピークが検出された。また、傾斜のタイミングに応じて共鳴ピークの位置が連続的に変化し、最
大で 4つに分裂する様子（単結晶振動パターン）が観測された。さらに、コイル周りにアップデ
ートを施した改良型プローブでは共鳴ピークの線幅が大幅に改善され、高分解能な単結晶振動
パターンが得られた。これらの結果は、巨大な単結晶（mm次元）の結晶軸を一般角周りで回転
させた場合と同等のスペクトル、すなわち化学シフトテンソルの全情報を含む単結晶振動パタ
ーンが、微結晶（μm次元）から懸濁液の状態で直接得られたことを意味している。得られた振
動パターンについて化学シフト異方性の理論式を用いて解析したところ、化学シフトテンソル
を完全な形で決定することに成功した。また、プローブ内で三次元磁場配向した状態の同懸濁体
に試料管の変調回転に同期させた 13C−13C相関シーケンスを適用した結果、二次元スペクトル上
にて異なる配向方位間の 13C相関を検出することに成功した。測定のタイミングに応じて相関ピ
ークの位置が連続的に変化する様子も観測されたことから、セルラーゼ糖結合モジュールのよ
うな複雑系においても振動パターンの追跡が可能となったといえる。以上により、in situ三次元
磁場配向 NMR法を確立するに至った。 

 また、量子化学計算を援用した磁場配向 NMR スペクトルのシミュレーションを行ったとこ
ろ、同法を通じてセルロースの繊維方向のねじれといった緻密な構造変化を追跡できることが
分かった。振動パターンは染料や CBM作用時に鋭敏に変化する傾向が認められ、液体中での単
結晶 NMR解析が可能な in situ三次元磁場配向 NMRの有用性が示された。加えて、13Cラベル
化セルロース IIの水懸濁液での磁場配向スペクトルの取得にも成功した。 
 他方、上記に付随する特筆すべき成果として、酵素触媒重合により得られた低重合度セルロー
ス（セルロースオリゴマー）において両末端残基に由来する 1H/13C 共鳴ピークを高分解能で検
出し、それらを含む形でセルロースの NMRピークを完全に帰属することに成功した。一般に高
分子かつ難溶性であるセルロースの高分解能 NMRスペクトルの取得は困難であり、特に OH基
や両末端残基の共鳴ピークを帰属できた例はほとんどない。同オリゴマーを用いた NMR 解析
は、未だ不明瞭なセルロースの溶解メカニズムについて有用な知見を提供する可能性がある。ま
た、同オリゴマーの板状結晶を生分解性高分子の代表格であるポリ(L-乳酸) (PLLA)に分散させ
ると、PLLA の結晶化を促進できることが分かった。酵素触媒重合の特性を活かして板状面に
種々の官能基を導入し、PLLAに均一分散させて結晶化挙動を評価したところ、フェニル系官能
基で高い核剤効果が認められた。分子動力学計算の結果とも一致したことから、同オリゴマーは
PLLAの核剤としても有用であることが分かった。 
 

 
図 1. 三次元磁場配向プローブの外観. 図中(a)–(c)は試料管の変調回転((a)および(b))と NMR
測定時における変調回転軸の一時傾斜の様子を表す. 
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