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研究成果の概要（和文）：本研究では、固体２次元交換核磁気共鳴測定を用いてアミノ酸の固体粉末試料の炭素核距離
を解析した。試料には２つの炭素原子核を炭素１３で標識したアミノ酸（ロイシン, アラニン）を用いた。解析の結果
、アラニンのメチン基とメチル基の炭素核間距離（文献値は１．５３Å）は０．９～１．６Åと見積もることができた
。また、ロイシンのメチン基とカルボキシ基の炭素核間距離（文献値は１．５３Å）は１．６Å以下と見積もられたが
、距離の範囲の下限を見積もることはできなかった。以上より、本手法は水素核が直接結合した炭素同士であれば、距
離の範囲を見積もることができる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, the distances between two carbon nuclei in amino acids were estimat
ed from time-dependence of signals recorded by measurements of two-dimensional exchange solid-state nuclea
r magnetic resonance. We analyzed two amino acids (l-Leucine, l-Alanine) which were labeled two carbon nuc
lei with carbon-13. We succeeded to estimate the distance between the two carbons of methine and methyl gr
oups in l-Alanine from 0.9 to 1.6 angstroms. Although it was estimated that the distance between carbon nu
clei of methine and carboxyl groups in l-Leucine was less than 1.6 angstroms, we could not estimate the lo
wer limit of the distance of l-Leucine. From the above, it is indicated that ranges of distances among car
bon nuclei directly-bonding hydrogen nuclei are possibly estimated. 
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質の立体構造は、その機能とも大き
く関わっている。そのため、生命現象の解明、
および創薬への応用や生体分子の工学的な
応用にはタンパク質の構造情報が不可欠で
あり、Ｘ線結晶構造解析、溶液ＮＭＲ
（Nuclear Magnetic Resonance）などの方法
を用いた構造解析が盛んに行われている。し
かし、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などの解析は、これらの
手法では困難であった。固体ＮＭＲは結晶化さ
れていない粉末試料でも測定を行えるため、固
体ＮＭＲを用いたタンパク質の構造解析法が希
求されている。 
 
２．研究の目的 
（１）固体２次元交換ＮＭＲを用いた炭素核間
距離の解析法を確立を目指す。この手法開発
には、構造が既知の試料の２つの炭素核のみ
が炭素１３で標識された、できるだけ単純な
系を用いる。標識された２つの炭素核間の距離
の解析を行い、文献値と比較することで、開発
した解析法の妥当性を示す。 
 
（２）開発した解析法の有用性を示すために、
まず微結晶化したタンパク質試料の構造解
析とＸ線結晶構造解析の結果の比較を行い、
開発した解析法が妥当なものであることを示す。
次に、微結晶化していない粉末タンパク質試
料の構造解析を行い、結晶化が困難な試料で
も解析可能であることを示す。 
 
３．研究の方法 
（１）解析方法の検討のため、２つの炭素原
子核を炭素１３で標識したアミノ酸（l-Leucine, 
l-Alanine）を用いて固体２次元交換ＮＭＲを行
い、本研究で開発した理論式を用いて、炭素核
距離の解析を行った。また、固体２次元交換Ｎ
ＭＲを行う時の炭素間の相関を得るための
ラジオ波照射の手法として、長距離の炭素間
の相関を得られるＤＡＲＲ法を用いた。 
固体２次元交換ＮＭＲを用いた距離の解析
では、ＮＭＲ信号強度の時間依存性は、炭素
核間距離とゼロ量子緩和と呼ばれる緩和の
時定数に影響され、正確な距離を求めること
が困難となる。そこで本研究では、固体２次
元交換ＮＭＲ測定を２つの実験条件で行い、
両者を満たすような変数を探すことで、距離
の解析を行った。 
 
（２）タンパク質試料 (ferredoxin) の粉末化条
件を検討したところ、硫安沈殿後アセトンで
洗浄する条件が固体ＮＭＲに最も適してい
たため、この方法で Ferredoxin 粉末試料を
作成した。次に固体 13C ＮＭＲ信号の帰属のた
め、短い交換時間での炭素核間の固体２次元
交換ＮＭＲ測定を行った。 
 
 
 

４．研究成果 
【研究成果の概要】 
本研究では、 
（１）理論式の計算：ＤＡＲＲ法を用いた固
体２次元交換ＮＭＲにおける交換速度の理
論式を導いた。 
（２）アミノ酸の解析：２つの炭素核がどちら
も水素核と結合している場合（l-Alanine の解
析）は、炭素核間の距離の範囲を求めることが
できた。 
（３）タンパク質試料の解析：固体ＮＭＲに
適した精製法を検討した。また、固体ＮＭＲ信
号の帰属を試みたが、十分な分解能が得られ
ず、帰属を行えなかった。 
 
【研究成果の詳細】 
（１）理論式の計算 
本研究では、まず、解析のためのＤＡＲＲ法
を用いた固体２次元交換ＮＭＲの交換速度
の計算を行った。ＤＡＲＲ法による炭素間の
交換速度の理論式の概要を図１に示す。 
図１のように、２つの炭素Ａ，Ｂ間の交換速
度 kAB は、炭素Ａ，Ｂ間の距離 rAB、ゼロ量
子緩和の緩和時間 TR、DARR 法の実験条件に
よって異なる値となる炭素ー水素間の相互
作用の大きさ（DCH）に依存することが分かっ
た。図中の n = 1 or 2 はそれぞれＤＡＲＲ
法の実験条件を示す。従来は、交換速度が炭
素核間距離とゼロ量子緩和時間の２つの変
数に依存するため、距離の精度を上げること
が困難であった。しかし DARR 法を用いた場
合、ＣＨ相互作用の大きさを実験条件によっ
て変えることが可能なため、異なる条件での
測定を比較することで炭素核間距離 rAB と
ゼロ量子緩和時間 TR を分離できる可能性が
示唆された。 

以上のように、交換速度の理論式を導くことで、
解析のための実験方法を考案することができ
た。 
（２）アミノ酸の解析 
①２次元交換ＮＭＲの測定結果 
メチン基とメチル基を炭素１３で標識した 
l-Alanine とメチン基とカルボキシ基を炭
素１３で標識した l-Leucine をＤＡＲＲ法
の２つの条件（図１の n = 1 と n = 2 の条
件）による固体２次元交換ＮＭＲ測定を行っ
た。測定した２次元スペクトルの１例を図２
に示す。図２の赤い丸で示したような、２次 



 
元スペクトルの２つの交差ピークの強度は、
対象となる炭素核間の距離、交換ＮＭＲの交
換時間、ＤＡＲＲ法の実験条件（n = 1, 2）
などによって変化する。 
その２つの交差ピークの強度の交換時間に
対して変化を図３に示す。 

 
図３の上の２つのグラフが l-Leucine の２
つの交差ピークの時間変化、下の２つのグラ
フが l-Alanine の２つの交差ピークの時間
変化を示す。図中の青い四角がＤＡＲＲ法の
実験条件が n = 1 のとき、赤い四角が n = 2 
のときの結果を示す。この図のように、
l-Leucine では n = 1, 2 による違いはほと
んど見られなかったが、l-Alanine では、小
さな差を観測することができた。l-Alanine 
で標識したメチン基、メチル基はともに炭素
核に水素核が直接結合しているため、ＣＨ間
の相互作用が大きい。l-Leucine では、メチ
ン基の炭素核には水素核が直接結合してい
るが、カルボキシ基の炭素核には水素核が直
接結合していないため、ＣＨ間の相互作用が 
l-Alanine よりも弱い。このため、ＤＡＲＲ
法の実験条件、n = 1, 2 の差が、l-Leucine 
では見られなかった、と考えられる。 
②炭素核間距離の範囲の決定 
図３のピーク強度を図１で示した交換速度
の理論式を用いて解析することで、炭素核間
の距離の範囲を求めた。その結果、l-Alanine 
では、 n = 1, 2 の違いを利用し、メチン基
とメチル基の炭素核間距離（文献値は 1.53 
Å）の範囲を 0.9 ～ 1.6 Åと見積もること
ができた。また、l-Leucine では、メチン基
とカルボキシ基の炭素核間距離（文献値は 

1.53 Å）の上限は 1.6 Å以下と見積もるこ
とができたが、距離の範囲の下限を見積もる
ことはできなかった。 
③アミノ酸の解析のまとめ 
以上より、本手法は水素核が直接結合した炭
素同士であれば、距離の範囲を見積もることが
できる可能性が示唆された。今後は、３つ以上
の炭素核を炭素１３で標識した試料を用い
て、複数の炭素間距離の比較を行うことで、
炭素間距離の精度を上げられると考えてい
る。 
 
（３）タンパク質試料の解析 
①精製法の検討 
天然存在比のタンパク質試料 (ferredoxin
試料) を以下の８通りの方法で粉末化した
試料の固体 13C ＮＭＲスペクトルを図４に
示す（次ページ）。これらのスペクトルの分
解能と、バッファー由来の粉末中の不純物の
量などから、精製法８が現時点では最も固体Ｎ
ＭＲ測定に適した精製法であった。 
【Ferredoxin の精製法】 
精製法１：酢酸アンモニウムバッファーから
凍結乾燥 
精製法２：酢酸アンモニウムバッファーから
アセトンで沈殿させ、凍結乾燥 
精製法３：酢酸アンモニウムバッファーから
アセトンで沈殿させ、水で洗って凍結乾燥 
精製法４：酢酸アンモニウムバッファーから
水への透析による沈殿後、凍結乾燥 
精製法５：酢酸アンモニウムバッファーから
水への透析による沈殿後、少量の水で洗って
凍結乾燥 
精製法６：酢酸アンモニウムバッファーから
硫安沈殿後、少量の水で洗って凍結乾燥 
精製法７：水酸化ナトリウムバッファーから
硫安沈殿後、硫安で洗って凍結乾燥水酸化ナ
トリウムバッファーから硫安沈殿後、アセト
ンで洗って凍結乾燥 
精製法８： 水酸化ナトリウムバッファーから硫
安沈殿後、アセトンで洗って凍結乾燥 
 
②ＮＭＲ信号の帰属 
全炭素を炭素１３で標識した Ferredoxin 試
料を作成し、天然存在比の試料と、標識：天
然存在比＝１：４の割合で混合した試料を、
精製法８で粉末化した。この混合は、分子間
の相互作用をできるだけ抑制するために行
った。この試料を用いて短い交換時間での炭
素核間の固体２次元交換ＮＭＲ測定を行っ
たが、図５に示した２次元スペクトルのよう
に十分な分解能を得られず、ＮＭＲ信号の帰
属が出来なかった。 
 
③タンパク質試料の解析のまとめ 
本研究で用いたFerredoxin試料に関しては、
硫安沈殿後、バッファーを溶解し、タンパク質を
溶解しない溶液（今回はアセトン）で洗浄する方
法が固体ＮＭＲに適した精製法であると考えら
れる。 



 
今後は同試料の精製法の更なる検討が必要
と考えられる。また、炭素ー窒素間の異種核
間の固体２次元相関ＮＭＲ，超高速試料回転
を用いたＮＭＲ測定などを用いてＮＭＲ信
号の帰属を行うことを検討中である。 
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