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研究成果の概要（和文）：本研究は、固体核磁気共鳴法を研究手段として、解析試料の分子中に天然に存在する安定同
位体を観測することにより、非破壊、無加工で当該試料の分子構造などの詳細な分子情報を取得することを目指し、こ
の実現に資する測定法、および解析法の開発を試みた。さらに、これらの手法を複数の解析試料に適用し、信号帰属や
詳細な分子構造の取得に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, methodology developments for solid state nuclear magnetic 
resonance to obtain molecular information precisely through the observation of naturally abudant isotopes 
in inteact samples have been explored. Those approaches have been successfully applied to various samples 
to achieve signal assigments and structural characterizations.

研究分野：固体核磁気共鳴法
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１．研究開始当初の背景 
核磁気共鳴法(NMR)は、非破壊で分子の詳細
な構造情報などを得ることが可能な手法であ
り、有機化合物の同定、および解析に溶液NMR
が広く用いられている。しかし、有機溶媒に
不要な化合物、および固体状態での分子構造、
および物性の同定が必要な試料は数多く存在
する。このため、固体NMRを用いた有機化合物
の測定法、および解析法の開発は極めて重要
である。しかし、固体試料では、溶液状態と
異なり分子運動が抑制されているため異方的
相互作用間が支配的であり、特に磁気双極子
相互作用などの空間を通した相互作用により
多スピン系であることが一般的である。この
ためスペクトルは複数の相互作用に起因する
複雑な線形のスペクトルを示す。静磁場から
54.7度傾けたmagic angleで試料管を高速回
転させることにより、異方的相互作用の空間
依存性を時間平均して消去することにより、
溶液NMRと同様に等方化学シフトに基づく、比
較的高分解能なスペクトルを得ることが可能
であるが、溶液NMRのスペクトルに比べ10倍以
上広幅であり、検出感度も低い。これらの理
由により、信号重複の回避、さらに特定スピ
ン間相互作用の分離観測、スペクトル感度向
上を目的として、これまで部位特異的安定同
位体標識した試料の観測が広く行われてきた。
このため、これまで開発されてきた測定法は、
安定同位体標識した試料の観測を前提として
いるものが多い。しかし、近年の高磁場化や
試料回転技術の向上に代表される技術開発に
より、固体NMRスペクトルの検出感度は著しく
向上してきた。さらに、天然存在同位体の観
測では、原理的に多スピン系の問題を回避し
易い利点が存在する。このため、天然存在同
位体観測に基づく固体NMRを用いた分子構造
解析が一部の試料で有効になりつつある。 
 
２．研究の目的 
 精密な構造情報などが必要な解析対象とな
る重要な固体試料は、一般的に試料量が限定
され、かつ安定同位体標識などの試料調製は
困難である場合が多い。このため、特別な試
料調製などを行わず解析試料の分子中に存在
する天然存在同位体を観測することにより、
分子の詳細な構造情報を取得する手法の開発
は極めて重要である。このような観点から、
本研究では固体状態の解析試料で天然存在同
位体を観測し、信号帰属、および構造情報取
得など当該試料の解析に資する固体NMR測定
法、および解析法の開発を試みた。さらに、
これらの手法を複数の新規合成有機化合物や
生体分子の解析に適用し、その有効性を検証
した。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、固体NMR実験は主にBruker社製
Avancd 600分光器、および2.5mm O.D. 
1H/13C/15N 3重共鳴 magic angle spinning 
(MAS)プローブを用いて行った。測定法の検討

には、複数の参照試料を用いた。複数の共同
研究者より試料の提供を受けた新規に化学合
成された有機化合物、および生合成された生
体分子の解析を行った。 
(1) 有機化合物は主に炭素骨格により構成
されており、天然に存在する1H、13C安定同位
体のみを観測核として、高感度で有効な1H、
および13C信号の連鎖帰属法の検討を行った。 
(2) 検討した信号帰属法を新規化学合成され
た有機化合物の構造解析に適用し、その有効
性を検証した。 
(3) 解析対象の試料に、安定同位体標識した
分子を含有させ、標識同位体からの磁気双極
子相互作用を解析対象の分子の天然存在同位
体で観測することにより、分子構造情報を取
得することを目的とした有効な測定法の開発
を試みた。 
(4) 安定同位体全標識分子と非標識分子の
混合試料で、非標識試料由来の信号を消去し
て、安定同位体全標識分子からの信号のみを
選択的に観測するための有効な相関NMR法の
開発を行った。 
 
４．研究成果 
（１）1H、および13C核天然存在同位体観測に
基づく信号帰属法の開発 
 INADEQUATE法、およびCOSY法による安定同
位体非標識試料の解析では、天然に1.1%存在
する天然存在13C同位体間の13C同種核相関ス
ペクトルを測定する。これに対して1H-13C異種
核相関スペクトルでは、1Hの天然存在比が13C
の100倍近くになるため、より高感度なスペク
トルが得られる。 
 本研究では、２種の初期磁化準備期を適用
した1H-13C異種核相関NMRスペクトルの組み合
わせに基づき、1H化学シフト経由で13C信号の
信号帰属を行う手法を検討した。FSLG法によ
り1H同種核間磁気双極子相互作用を消去し、1H
の化学シフトを展開した。LG-CPMAS法により、
1H同種核間磁気双極子相互作用を消去しなが
ら、数十μsの短い接触時間を用いて、1Hから
直接化学結合した13C核にのみ磁化移動させ、
1H-13C異種核相関スペクトルを得た。本スペク
トルの解析から、1Hから直接化学結合した13C
核の信号相関を得た。13C核の種をdipolar 
dephasingなどのスペクトル編集技術を用い
て判別し、大まかな信号帰属を行った。次に
中・長距離の異種核相関を得るNMR法の一種、
MELODI異種核相関NMR法を適用した。本測定法
を用いて、MAS条件下で1H-13C異種核間磁気双
極子相互作用を復活させ、天然存在同位体の
13C核に化学結合した1H磁化をdephasingさせ
る。同1H磁化がゼロになるdephasing条件下で、
12Cに化学結合した1H磁化を1H化学シフトで時
間発展させた。200数十μs程度のLG-CPMASの
接触時間を設定し、12Cと化学結合している1H
から化学結合していない隣接の13C核へ磁化移
動を生じさせ、中距離1H-13C異種核相関スペク
トルを得た。上述２種の異種核相関スペクト
ルで得られた相関情報を1Hの化学シフト値を



介して解析し、化学結合により隣接する炭素
間の信号の連鎖帰属が可能であることを検証
した。1H-13C異種核相関スペクトルにおいて1H
側で十分な分解能が得られない場合、本測定
のみでの一義的な信号帰属は困難となる。こ
のため、本解析手法は比較的小分子に有効で
あると考えられる。 
 
（２）合成有機化合物の分子構造解析 
検討した上述の一連の手法を、新規に化学合
成された有機化合物1,1',9,9'-bicarbazole   
(BC)の酸性条件下で結晶化された試料に適用
し、信号帰属、および構造解析を試みた。13C
核のスペクトルでは、全炭素数より多い信号
が観測された。これらの信号の一部は、信号
強度がほぼ等価な２対の信号であり、当該分
子中央の対称軸に対して芳香環構造が非対称
な構造、または２種のわずかに構造の異なる
分子の混合状態が考えられるが、後者は信号
強度がほぼ等価であることから、可能性が低
いと考えられた。上述の2種の1H-13C異種核相
関スペクトル、および1H dehased中距離1H-13C
異種核相関スペクトルの測定を行い、1Hを介
した信号帰属法を用いて1H、および13Cの全て
の信号帰属に成功した。またその後、本分子
のX線結晶解析から分子中央の対称軸に対し
て、左右の芳香環の配座が非対称な構造であ
ることが判明した。これは、NMRの解析により
得られた、本分子が固体状態で閉環構造であ
り、わずかな分子の非対称性を示す２対の炭
素信号の結果と完全に一致し、固体NMRの正確
な解析結果が裏付けられた。 
 この他、スペクトル編集技術などを用いて、
新規合成高分子の各合成過程の純度の検証解
析、天然物の分解過程の解析、さらに複数の
異なる条件で得られた1H-13C異種核相関スペ
クトルの解析に基づき、２種の合成化合物の
複合状態の分子配座解析などを行った。 
 
（３）天然存在同位体観測に基づく隣接安定
同位体標識分子からの磁気双極子相互作用測
定法の開発 
15N安定同位体単一標識した試料を解析対象
試料に含有させる、同分子の15N標識安定同位
体からの磁気双極子相互作用を解析分子の天
然存在同位体13Cで観測することにより、同15N
からの各13Cまでの精密距離情報を同時に取得
する手法の開発するため、MAS下で弱い15N-13C
異種核間磁気双極子相互作用を復活させる手
法を検討した。高感度スペクトルを得るには
高磁場の利用が好ましいが、高磁場では化学
シフト異方性に起因するスピニングサイドバ
ンドが生じるため、高速MASの使用が必須とな
る。 
本目的には、Rotational Echo Double 
Resonance (REDOR)法が古くから用いられて
いるが、高速MAS下ではパルス有限長効果が生
じる。本問題が原理的に生じない新規手法と
して、標識同位体に照射するラジオ波の位相
を回転周期に同期して連続的に変化させる２

種類の新規測定法の検討を行った。1つ目の測
定法は、理論的には有効であるが、実験では
上手く作動しないことが判明した。2つ目の測
定法では、異種核間磁気双極子相互作用の復
活に起因する磁化のdephasingに基づく特定
周期での有意な信号強度減少の観測に成功し
た。しかし規格化したdephasing曲線の解析で
は、dephasingオフセットが観測された。これ
は1Hデカップリングとの干渉、またはDC成分
の残留が原因と考えられた。1Hデカップリン
グ強度の増加で若干の改善が見られた。さら
に複数の位相サイクルを検討してDC成分の消
去を行い改善が見られたが、理論曲線との比
較では、dephasing周期は一致しているが、10%
程度のオフセットが残留した。本DC成分は、
dephasing曲線をフーリエ変換しスペクトル
線形をフィッティングする解析手法では、DC
成分の寄与を除去した解析が可能であるが、
比較的近距離の情報取得に制限される。 
 
（４）安定同位体標識試料での天然存在同位
体に起因するバックグラウンド信号の削除法
の検討 
 安定同位体全標識試料では、2量子コヒーレ
ンスフィルタリングにより天然存在同位体由
来のバックグラウンド信号の削除が可能であ
るが、天然存在同位体試料より一般的に短い
スピンスピン緩和時間を示す。このため、十
分なスペクトル感度の確保には、短時間の2
量子コヒーレンスの励起、および1量子コヒー
レンスへの変換が必要である。 
 本研究では、13C核間スピンスピン結合に基
づき、短時間で2量子コヒーレンスを励起し、
1量子コヒーレンスへ変換する固定時間磁化
発展法を併用した有効な2量子フィルタリン
グ13C同種核間相関NMRを検討した。解析試料は、
アルツハイマー病への関与が報告されている
アミロイドベーターの内、繊維化速度が遅い
40残基のアミノ酸から成るAb40を解析試料と
した。既存の研究から、同ペプチドは細胞膜
などの脂質膜上で繊維形成が促される可能性
が示唆されており、同脂質膜上での繊維化中
間体を補足、および構造解析を試みた。13C安
定同位体全標識した同分子を中性脂質DMPCか
らなるマルチラメラベシクルに結合後、直に
凍結乾燥させた試料を用いた。同試料に既存
のUC-DQCOSY法を適用し信号帰属を試みたが、
短いスピンスピン緩和時間により十分なスペ
クトル感度を得ることは困難であった。上述
の測定法の改変型の2量子フィルタリングを
放棄し、間接軸の13C化学シフトの時間発展を
固定化した手法が別途提案されている。本研
究では、これを改良し2量子フィルタリング能
を保持し、2量子コヒーレンス、および13C化学
シフトの時間発展期を兼ねた固定発展時間を
用いて、短いスピンスピン緩和時間でも測定
が可能な手法を開発した。同一試料を用いた
Dipolar Assisted Rotationl Resonance 
(DARR)法との比較から、開発した測定法では
脂質由来の信号を消去、さらにDARR法では消



失して観測できない複数の相関信号を得るこ
とに成功した。本測定法を用いて一連の信号
帰属を行い、化学シフト値の解析から２次構
造を同定し、Ab40の中性脂質膜上での繊維化中
間体の立体構造決定に成功した。 
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