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【序】 

タンパク質の立体構造はその機能と大きく関わっており、生命科学や創薬といった分野において

はタンパク質の構造決定が不可欠となる。構造解析には X 線結晶構造解析や溶液 NMR などの方

法が用いられているが、難溶性で結晶化が困難な膜タンパク質や繊維状タンパク質等の解析はこ

れらの手法では困難であった。そのため、結晶ではない粉末試料での測定が可能である固体 NMR

を用いたタンパク質の構造解析法が現在求められている。 

 溶液 NMRでは H1 − H1 間の距離情報から構造を解析する NOESY法が確立されているが、固体

NMR では H1 の高分解能での観測は困難であることや、固体では核オーバーハウザー効果(NOE)

による交換が起こりにくいことから C13 − C13 間の距離情報を用いた解析が行われている。しかし、

交換 NMR における交換速度は炭素間の距離以外にゼロ量子状態の緩和にも依存するため、距離

を解析的に求めることは困難であった。 

 本実験では分子内の炭素を全て 13
C 標識したアミノ酸を試料とし、固体交換 NMR実験において

炭素間の相関を起こす手法として DARR法[1]を用いた。DARR法は多スピン系で遠い炭素間の相

関を得ることができる手法であり、他の手法では現れない遠い核種間の交差ピークを観測するこ

とができる。従来、DARR 法のような２次元交換 NMR の手法を用いて得られた交差ピークの強

度を用いて距離の解析が行われる。しかし、今までの解析法は交差ピークの有無から経験的に距

離を見積もるものであったため、精度のよい距離情報は得られなかった。本研究では交換 NMR

スペクトルのピーク強度時間変化から炭素間距離を解析的に求め、距離情報の精度の向上を試み

た。 

 

【実験】 

今回、すべての炭素核を C13 標識したアミノ酸の粉末試料を用いて DARR法による固体 2次元

交換 NMR 測定を行った。試料は標識試料と天然存在比の試料を 1:9で混合し、水中で再結晶化す

ることで調製した。NMR測定は 6.9 T の磁場( C 13 : 74.175 MHz, H ∶ 294.99 MHz1 ) で JEOL ECA - 

300を用いて行った。4 mm試料管に試料を入れ、10 kHz のマジック角回転(MAS)の下で測定を行

った。磁化の交換時間τmは 5, 10, 20, 50, 100, 200 msとした。また、天然存在比の試料を用い C13 の

T1測定を行った。２次元交換 NMR測定によって得られる交差ピーク強度、及びT1測定の結果を

用いることで変数の最適値を求めた。 

 

 

 



【結果・考察】 

 分子内の 3つの炭素を C13 標識した C3
13 -L-Alaの構造式(Fig. 1)と粉末試料を測定して得られた

13C-MAS-NMR スペクトル(Fig. 2)、及び 2次元交換 NMRスペクトル(Fig. 3)を示す。直接結合

した COOH基と CH基、CH基と CH3基、及び空間的に近接している COOH基と CH3基の間

で磁化の交換が起こり、2次元交換 NMRスペクトル上で交差ピークが観測される。COOH基と

CH基、CH基と CH3基の直接結合しているスピンペアについて、それぞれの炭素間の結合距離

は1.5Åであることが X線結晶構造解析から明らかになっている[2]。これらのスピン間の相関によ

って観測される交差ピーク強度について炭素間の距離を固定して実測と計算の比較を行い、距離

以外の変数の最適値を決定した。これによって求められた変数を用い、Fig. 3の丸で示された

COOH基と CH3基間の長距離の炭素間相関によって観測される交差ピーク強度の混合時間変化

について解析し、距離制限の決定を行った。実測値と計算値の比較によって距離の最適値を求め

た結果、COOH基と CH3基間の炭素間距離の取り得る値の範囲は2.26 Å < 𝑟𝐴𝐵 < 2.29 Åとなり、

X線結晶構造解析から求められた文献値(2.5Å)に近い値を得ることができた。得られた炭素間距

離は文献値と比較すると短い値であるが、これは COOH基と CH3基間の直接の磁化移動だけで

なく、CH基を介した磁化の移動も起こっていることが原因ではないかと考えられる。その点に

ついては今後検討する。 
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Fig. 3  13C3-L-Alaの 2次元交換 NMRスペクトル（DARR照射強度 10kHz 交換時間τm=5ms） 

 

Fig. 2  13C3-L-Alaの 13C-MAS-NMRスペクトル 
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Fig. 1  13C3-L-Alaの構造式 

 
CH3 

13C Chemical Shift / ppm 

CH3→COOH の磁化移動による

交差ピーク 

COOH→CH3 の磁化移動によ

る交差ピーク 

1
3
C

 C
h

e
m

ic
a

l 
S

h
if

t 
/ 

p
p

m
 


