
2014年度 分子機能化学特論 第７回目 ５月２９日

１．多核多次元ＮＭＲによる生体関連物質の分子構造解析

担当：生物応用化学専攻 前田史郎

【授業の目標】
化学・生化学の分野で広く用いられているＮＭＲ法の原理と，タン

パク質およびその生体関連物質との分子間相互作用を解明するのに用

いられている各種ＮＭＲ法を理解する．
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【授業の内容（進展度合等）】
１．ＮＭＲの発展史 －どのように発展し，何を知ることができるか－

２．ＮＭＲの原理と装置 －量子力学的な基礎と測定装置のしくみ－

３．２次元ＮＭＲの原理と応用 －COSY，J－分解，NOESYなど－

４．多核２次元ＮＭＲの原理と応用 －HETCOR(CH-COSY)など－

５．インバース法の原理と応用 －HSQC，HMQC，HMBCなど－

６．多核多次元ＮＭＲによる生体関連物質の分子構造解析

７．固体高分解能ＮＭＲの基礎およびその高分子化合物の物性評価への応用

５月２２日

2-amino-1-butanolの1Hスペクトル、COSYスペクトル、HMQCスペクトルを示す。

これらのスペクトルから１～６の各吸収線を各水素原子に帰属せよ。
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C2が不斉炭素なので、H1とH3が非等価である．

(R)-2-amino-1-butanolのNewman投影図を示す．
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(1)１と３はCH2である．

(2)５と６は炭素ではなく、ヘテロ原子に結合している．



COSYの相関表

1 1' 2 3 3' 4 5,6

1 ○ ○

1' ○ ○

2 ○ ○ ○ ○ △

3 ○ ○ ○

3' ○ ○ ○

4 △ ○ ○

5,6

1’-1-2，1-1’-2，1-2-1’を満たすのは， ．

2，3，3’と4， 3，3’も同じ． したがって，
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5，6はHMBCを測定しない

と決定できない．

1 1' 2 3 3' 4 5,6

1 ○ ○

1' ○ ○

2 ○ ○ ○ ○ △

3 ○ ○ ○

3' ○ ○ ○

4 △ ○ ○

5,6
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（１）固体ＮＭＲと溶液ＮＭＲの違い

①溶液NMRの吸収線幅は固体NMRに比べると，はるかに狭く

高分解能である。固体では分子運動が制限されているのに対し

て，溶液では速い等方的な分子運動が起きていて，化学シフト

相互作用とスピン結合相互作用以外の相互作用が消失してい

るために線幅がきわめて狭い．

②固体では，分子運動が制限されるために，これらの相互作用

の他に，磁気双極子相互作用，核四極子相互作用などが働くた

めに，ほとんど構造のない幅の広い吸収線を与える．
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（２）固体ＮＭＲで用いられる主な方法

①マジック角度試料回転(MAS, magic angle spining)

試料を，静磁場と54.7度の角度をなす軸の周りに高速回転さ

せることをいう。MASによって化学シフト異方性が消失するため，

溶液NMRと同じような高分解能スペクトルが得られる。

②交差分極(CP, cross polarization)（交差緩和ともいう）

磁気回転比が小さく，自然存在比も少ないために感度が低い

核種，たとえば13Cでも，最も感度が良い1HとHartman-Hahn条
件γCH1C=γHH1Hを満たすように回転系二重共鳴を行うと，磁

気回転比γの比，γH／γC倍感度が向上する。さらに，短い1H
の緩和時間で測定を繰り返すことができるために積算効率が向

上する。



③CPMAS法

交差分極CPとマジック角度試料回転MASを組み合わせた測定

方法をCPMASという。一般に磁気回転比が小さく，天然存在比も

少ない核種に対して用いられる。

1Hなど，同種核間双極子相互作用が非常に強いアバンダント

（豊富）スピンに対しては，多重パルス法とMASを組み合わせた

CRAMPS法が用いられてきた。しかし，最近，直径が数mm以下

の小さな試料管を用いて数10kHz以上のMAS回転数が実現でき

るようになったために，MASで同種核間双極子相互作用を消去し

て高分解能スペクトルを測定できるようになった（HR-MAS)。
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固体専用ＮＭＲ装置は，液体用ＮＭＲ装置と外観が異なるだけで
なく操作も大きく違っている．

固体専用ＮＭＲ装置 CMX-300

(1)試料管はプローブの内部に直

接手で入れる．

(2)プローブを手で持ち上げて
SCMの中心位置に合わせる．

(3)ＮＭＲロックは使わない．

(4)化学シフト基準を試料に入れ

ない．試料の測定前後に基準と
なるHMBやアダマンタン試料を

別途測定する（外部基準）．

(5)試料は静磁場と54.7°（マジッ
ク角度）をなす軸の回りに数kHz
～数十kHzで高速回転させる．化

学シフト異方性を消去するのが
試料回転の主な目的である．

液体ＮＭＲ装置 JEOL AL-300

(1)試料管はSCMの上部にエアーで浮かせ

るおき，空気圧でプローブ内部に入れる．

(2)プローブは固定されている．

(3)ＮＭＲロックを利用するために高価な重

水素化溶媒を用いる．

(4)TMSやTSPのような化学シフト基準を試

料に直接溶解させる（内部基準）．

(5)試料は垂直な軸の回りに約10Hzの低速

で回転させる．磁場を均一にして分解能を
上げるのが試料回転の目的である．

固体ＮＭＲ装置は，現在でも日々進化しており，
固体ＮＭＲ測定にはハードウェアとソフトウェア
両面の幅広い知識が必要である．
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固体ＮＭＲ用試料管とアクセサリー類

試料は上下の
スペーサに挟
まれた長さが
10数mmの空

間に入れる．

上部のスペーサ（エンドキャップ）には中
心に貫通穴があり，ネジが刻まれている．
エンドキャップにエンドキャッププラー(C)
をねじ込んで取り外す．

試料管固定
用筒(A)に
エンドキャッ
プを外した
試料管を差
し込む．試
料がこぼれ
ないように，
上部はすり
鉢状になっ
ている．

ドライブチップには斜めに溝が刻
まれていて圧縮空気で回転させる．
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固体ＮＭＲと液体ＮＭＲを区別する理由

（１）装置（ハードウェア）が異なる．

高出力電力増幅器，マジック角度試料回転，高出力パルス

（２）測定原理が異なるので，用いるパルス系列（ソフトウェア）も異
なる．

交差緩和（ＣＰ），多重パルス

（３）測定の目的・用途が異なる．

結晶多形（医薬品），相構造（高分子），導電性，不溶不融物質，

四極子核（2D，14N，23Naなど多数の核種）

（青字は，固体ＮＭＲに特徴的な事項を示している．）
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固体ＮＭＲ特有の問題点

（１）液体では速い等方的な回転運動によって平均化されてゼロになっている
磁気双極子相互作用や核四極子相互作用が，固体では極めて大きな線幅
の原因となる．

磁気双極子相互作用に起因する線幅は数十kHz，核四極子相互作用に起
因する線幅は数百kHzにおよぶことがある．アバンダントスピン（1H，19Fなど）

では同種核間磁気双極子相互作用が極めて大きく高分解能測定には特殊な
方法が必要である．レアスピン（13C，15Nなど）では，同種核間相互作用は無

視できる．四極子核の高分解能測定には特殊な方法が必要である．

（２）液体では速い等方的な回転運動によって平均化されて化学シフトは等方
平均値（スカラー）しか観測されない．一方，固体では化学シフトはテンソルで
あり，試料と静磁場とのなす角度に依存している（化学シフト異方性）．試料
の対称性に依存したパウダーパターンと呼ばれる特徴的な幅広い線形を与
える．

（３）液体では速い運動によってスピン－格子緩和時間T1は数秒程度と短い．一
方，有効な緩和機構が存在しない場合，固体ではT1が極めて長く，数千秒にもお

よぶことがある．
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交差分極(cross polarization)

ct
decoupling

90°

13C

1H

γCH0γHH0

γHH1H γCH1C
双極子相互作用

γHH1H＝γCH1C

実験室座標系

回転座標系
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5月22日

［名工大吉水広明先生］
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○重なったピークの検出および多成分分離測定

運動性の異なる数種類の成分のピークが重なっている場合に
は，運動性を反映するT1の測定によって成分の数と比率を求め

ることができる．また，Ｔ１の違いを利用した分離測定によって各
成分の分離測定が可能となる．

水素原子との結合様式の異なる炭素原子のピークが偶然重
なっている場合には，炭素原子と水素原子の間の磁気双極子相
互作用の大きさを反映するTdの測定によって成分の数を求める
ことができる．また，Tdの違いを利用した分離測定によって各成

分の分離測定が可能となる．
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参考：ポリウレタンの基本構造

ジイソシアネート，鎖伸長剤、ポリオールから構成されたブロック共重合体である．

（１）ハードセグメント：鎖伸長剤とジイソシアネートからなり結晶相を構成する．
（２）ソフトセグメント ：ポリオールからなり非晶相を構成する．

原料
◎イソシアナート
◎ポリオール
◎鎖伸長剤
・ジオール類
・アミン類

◎その他(内部乳化成分)

図１．ポリウレタンのミクロ相分離構造

ハードセグメント

ソフトセグメント

ソフトセグメントハードセグメント
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150 100 50 0 PPM

150 100 50 0 PPM

150 100 50 0 PPM

ポリウレタンの固体NMR［試料提供：日華化学（株）］

(a)通常のCPMAS

(b)ソフトセグメント選択

(c)ハードセグメント選択

ウレタン基

ハードセグメント
ジイソシアネート等

ソフトセグメント
ポリオール等

H    O
|     ||

－N－C－O－

O
O

C
C
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180 160 140 120 100 80 60 40 20 P

結晶相と非晶相の分離測定． (a) 通常測定, (b) 結晶相選択, (c) 非晶相選択

C=O
Cα Cβ

Cγ

Cδ

Cε

ppm

(a)

(b)

(c)

(a) normal CP/MAS. (b) T1CP experiment; τ = 7 sec. (c) Saturation recovery experiment; τ = 200 ms.

非晶部分選択

結晶部分選択

通常測定 結晶部分

非晶部分

ポリ（ε-リジン）
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CH2選択（位相が逆転する）

C=O選択
（四級選択）

通常測定

C=O CH CH2

固体における帰属テクニック (a) CH2選択, (b)四級炭素選択, (c) 通常測定

(c)

(b)

(a)
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固体13C NMRを用いた液晶性ポリウレタンの構造とコンフォーメーション解析

ハードセグメント ソフトセグメント
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ポリウレタンの基本構造

ジイソシアネート，鎖伸長剤、ポリオールから構成されたブロック共重合体である．

（１）ハードセグメント：鎖伸長剤とジイソシアネートからなり結晶相を構成する．
（２）ソフトセグメント ：ポリオールからなり非晶相を構成する．

原料
◎イソシアナート
◎ポリオール
◎鎖伸長剤(CHain EXtender, CHEX)
・ジオール類
・アミン類

◎その他(内部乳化成分)

図１．ポリウレタンのミクロ相分離構造

ハードセグメント

ソフトセグメント

ソフトセグメントハードセグメント
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単一成分であれば，緩和は単一
の指数関数減衰，すなわち１本
の直線で表される．

しかし，このポリウレタン試料で
は，緩和曲線は３つの指数関数
減衰の和で表される．すなわち，
この試料には，運動性が異なる３
つの成分（結晶成分，中間成分，
非晶成分）が含まれていることを
示しており，成分比率も求めるこ
とができる．
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結晶成分選択スペクトル

CPT1実験，τ = 100s

中間成分選択スペクトル

CPT1実験，τ = 8sのスペクト
ルをτ = 100sのスペクトル（結

晶成分選択スペクトル）から引
き算する．

非晶成分選択スペクトル

Saturation recovery法，τ = 2s
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結晶成分のCH2吸収線の線形解析

非晶成分のCH2吸収線の線形解析

γ位の炭素原子または原子団がゴーシュ
位置にあると約5ppm高磁場シフトする（γ-
ゴーシュ効果）ことが知られている．
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結晶および中間成分はall-transコンフォ

メーション

非晶成分はgaucheコンフォメーションを

含む



表面，31(11)，835-845(1993)

PEO -(-CH2-CH2-O-)n-

Goldman-ShenパルスとCPを組み合わせたシーケンス．

T2が大きく異なる2成分系で有効である．T2の短い成分はt1の間に，xy面内で減衰

して信号が消失する，一方T2の長い成分はt1時間経っても信号が残っている．2つ目

の90°パルスで磁化をz方向に戻す．時間τの間に，1H-1H間スピン拡散によって，T2

の短い成分への磁化移動が生じる．Goldman-Shenパルスの3番目の90°パルスを

通常のCPシーケンスの90°パルスとして利用することによって，1Hの磁化を13Cに移

動させて観測する．

ブレンド中のPEOとPVPhのT2値は，それぞれ185usと17usである．t1をPVPhのT2

よりも長い40usに設定すると，PEO成分だけが残る．そのままCPMAS測定すると

PEOの信号だけが観測されるが，時間τの間にスピン拡散を起こさせると，τが長くな

るにつれてPEO成分は減衰し，PVPh成分は増大する．

ct=100usと短くしてCPの間の

スピン拡散の影響を無くした．

PVPhはτが長くなると，PEOから
PVPhへのスピン拡散が広がるので

信号が増大する．

一方，PEOの信号は減少する．

PEO



PVPhは初期信号強度M(0)=ゼロ
からMeqへ増大する．

PEOは初期信号強度
M(0)からMeqへ減衰する．

M(τ)=Meq

te=4.4ms
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超高速試料回転によって可能になった

(1)1H一次元固体高分解能NMR

(2)1H-14N二次元固体NMR

東北大学巨大分子解析研究センターホームページより
http://www.kiki.chem.tohoku.ac.jp/800nmr.html



東北大学巨大分子解析研究センターホームページ

http://www.kiki.chem.tohoku.ac.jp/800nmr.html

NH3
+

CH2

アラニントリペプチドの平行
βシート構造と反平行βシー
ト構造の違いが明らかです。

Yazawa, et al, 
Chem.Comm.,2012,48,11199

1mmφプローブでの
固体プロトンNMR測定例

(2)1H-14N二次元固体NMR



超高速マジック角度回転1H-14N固体NMR：1マイクロリットル以下の試料

を数分で測定できる

（日本電子）西山裕介，（東京農工大）朝倉哲郎，他

80kHzの超高速試料回転が可能な1mmMASプローブ（日本電子)を用
いて、0.8μLのペプチド（グリシル-L-アラニン）の1H-14N二次元固体NMR
測定が２分の測定時間で実現する。核スピンが1/2であり測定が容易な
15Nの天然存在比は0.37%しかないので、1H-15N二次元固体NMRは事
実上実現不可能である。14Nの天然存在比は99.6%であるが、核スピン
が1であり、核四極子を持つために一般にNMR測定が困難である。

(a)はJ-HMQC（通常のHMQC），(b)はD-HMQCパルスシーケンス．14NのSQコヒーレンス

選択のために14Nパルスの位相回しを行う．D-HMQC実験では，mτrの間SR42
1が励起と

再転換期間に加えられる．エコー強度を最大にするために，SR42
1シーケンスとπパルス

の間隔τrは，試料回転と正確に同期していなければならない．展開時間t1もまた試料回転

に同期していなければならない．

SR42
1は

1H同種核間双極子相互作用をデカップリングし，1H-14N異種核間双極子相互

作用をリカップルするために照射されている．

グリシンの

1H-14N D-HMQC

スペクトル

試料量：0.8μL

1mmMASプローブ

MAS：70kHz

H0：11.7T

積算回数：512回

直接結合しているNH3
+

だけでなく，２結合離れた
CH2プロトンでも相関が見

られている．

グリシル-アラニンの

1H-14N D-HMQCスペクトル

試料量：0.8μL

1mmMASプローブ

MAS：70kHz

H0：11.7T

積算回数：64回

積算時間：２分

２つの化学的に非等価なＮ
サイトがある：NH3

+とNHでは，
NHの方が四極子結合が大
きい．14N次元のピーク位置

は２次の等方的四極子シフト
によって支配されており，
ピーク間隔が30kHzにもおよ

んでいる．非常に広いスペク
トル幅を持つ超高速MASに
よって，14N次元でのシグナ

ルの重なりがない．
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５月２９日，番号，氏名

（１）NMRに関する授業を次年度以降も行うとしたら，どのように

改善すれば，より良く理解できるようになるかを，自分の研究で

NMRを利用している立場あるいは，全く利用していない立場か

ら提案して下さい。

（２）レポート課題 [1]NMRが利用されている論文の要約をA4版
2枚にまとめる．文章だけでなく，NMRスペクトルなどの図も載せ

て下さい。

締切：7月29日（火） 提出場所：４号館３16号室前，あるいはpdf
ファイルかWordファイルをメール添付で送付する．

送付先アドレス：smaeda@u-fukui.ac.jp


