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表紙の図
（上）： 大阪大学蛋白質研究所　宮ノ入洋平 先生
　　　“溶液NMR測定のTips：サンプルチューブ編”より
（下）：北海道大学大学院農学研究院　福士 江里 先生
　　　“未知化合物 X

エックス

の構造を推定せよ 
　　　─低分子化合物の溶液NMRによる構造決定演習─（第二回）”より
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本学会機関誌へのご賛助に対しまして、厚く御礼申し上げます。



文部科学省
「先端研究基盤共用促進事業（先端研究設備プラットフォームプログラム）」

https://nmrpf.jp/

先端的NMR研究基盤の設備・技術・人材のネットワークにより
我が国全域の研究開発の促進・イノベーション創出に貢献します

NMRプラットフォームは、北海道大学、
東北大学、東京大学、理化学研究所、
横浜市立大学、生命創成探求センター、
大阪大学、広島大学の8機関がプラット
フォームを構築し、先端的なNMR設備
を産官学の皆様に広くご利用いただく
ことを目的としています。

NMRプラットフォームは、様々な分野で利用されています。



-Bruker Confidential-

次世代型超伝導磁石
Ascend Evo

➢ 400、500MHzと 同じサイズ

➢ 磁石の小型化により設置環境を選ばない

➢ 液体ヘリウム充填量の軽減

➢ 最大保持期間 365日

➢ コイルの小型化
✓ 液体ヘリウム容量の増加

✓ 液体ヘリウムの保持期間の延長

➢ クライオ設計の改良と磁石の小型化
✓ 必要天井高の低減

✓ 重量の軽減

✓ ヘリウム蒸発量の低減

➢ シムの改良
✓ 立ち上げ作業の短縮

✓ 磁石の長期安定化

Ascend Evoシリーズに 600MHz が登場

Ascend Evoシリーズの特徴

Bruker at ENC 2024
Ascend Evo Series
リーフレットダウンロード

Ascend Evo シリーズ ラインナップ
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従来型磁石 1.2 GHz

ENC 2024でリリースされたAscend Evo 600 (上)
従来型とAscend Evo 1.0GHzのサイズ比較 (下)
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昨今の液体ヘリウムへの不安・心配解消へ

主な特長

■ 軽量・省スペースながら、1台で液体ヘリウム、
液体窒素の蒸発を制御

■ 冷媒補充作業の頻度・費用を大幅低減し、
 装置の稼働時間を最大化
■ 冷媒入手難等によるNMR装置の
 運転停止リスクを低減
■ 新設計により冷凍機振動を十分に抑制し、
 スペクトルへの影響を最小化
■ 既設NMRマグネットへの後付け可能

よりユーザーフレンドリーに、より安心安定な装置に・・・
NMRメーカー初！

NMR用冷媒蒸発抑制装置

設置前後での冷媒レベル推移一例
冷媒レベル推移
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〒220-8561神奈川県横浜市西区みなとみらい4-6-2
みなとみらいグランドセントラルタワー7F
TEL.045-872-1823（SI 代表）FAX. 045-872-1825



株式会社エルエイシステムズ 〒305-0047 茨城県つくば市千現1-17-1
TEL : 029-896-5270 E-mail : support@las.jp URL : https://www.las.jp

固体NMR  分光計, アクセサリー

用 ローター
（ – ）

分光計, 各種プローブ, ローター, サンプリングツール等を取り揃えています。

リング付きキャップ
（左： 右： ）

キャップリムーバー
（ – ）

ローター
（ – ）

プローブに準拠

各種 分光計

コントローラー

プローブの正統派後継機

プローブ高温 プローブ

プローブ

付替え可能な
プローブヘッド

幅広い温度可変範囲 や 拡散プローブなど
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会長メッセージ

日本核磁気共鳴学会会員の皆様へ

日本核磁気共鳴学会 会長

木川 隆則
kigawa@riken.jp

核磁気共鳴（NMR）は、物理、化学、生物学、
医学、農学、薬学などの広範な領域で重要な役
割を果たす必須の計測法です。高磁場化、高感度
化、自動化などの機器開発や技術的発展、それに
基づく新たな利用が実現され、近年では、創薬、
代謝物動態、新世代電池の解析など、イノベー
ションに直接つながる領域への利用も広がり、分
野の発展は現在も続いています。

日本核磁気共鳴学会は、NMRの研究者に加え
て機器メーカーや試料調製、解析サービスなどを
提供する企業も参加する学会として、コミュニ
ティの中心的役割を果たしてきました。学会の中
心的な活動であるNMR討論会は多様な会員が交
流する場を提供し、新たなアプローチを生み出す
きっかけとなることで、分野の継続的な発展と拡
大に貢献してきました。討論会は本年で第63回
を迎え、最新の研究成果の発表や最新技術・機器
の展示に加え、若手研究者の顕彰やチュートリア
ルもおこない、人材育成にも貢献しています。

若手研究者に対する支援は学会の基本的な柱の
一つです。若手研究者渡航奨励金、NMR討論会
における若手ポスター賞、そして進歩賞を設け
て、分野の今後の発展に貢献する若手研究者を支
援してきましたが、これらを強化することによ
り、急務となっている次世代人材の育成を促進し
ていきます。分野の認知度のさらなる向上や他
のコミュニティとの交流・連携の促進も重要で
す。特に本分野では、学際的な研究や異分野との
協調・連携がこれまで分野を活性化させ発展させ

ており、新技術の開発や幅広い分野での課題解決
への貢献が期待されます。学会が発行する機関誌
は、これら活動において重要な役割を果たしま
す。今期は担当理事を新設し、アクセシビリティ
の向上を目指して新たな公開方法などを検討し活
性化を図ります。

日本のNMRコミュニティの代表として、海外
コミュニティとの協力も学会の重要な役割の一つ
です。NMR討論会での海外研究者の招致による
国際交流に加えて、国際会議の日本での開催は、
日本NMR界の発展と国際的な位置づけを強固な
ものにします。国際磁気共鳴会議 ISMAR、生体
系の ICMRBS、アジアオセアニア地区のAPNMR

といった代表的な会議の招致と開催において、当
学会が重要な役割を果たします。

近年、大量のデータや新世代AIを活用した技
術開発とそれによる新規知見の獲得が進みつつあ
ります。NMR分野ではこれまでも、NMRスペク
トルの処理、化学シフトデータベースの構築・活
用、生体高分子の立体構造決定において、データ
と情報科学の積極的な活用を進めてきましたが、
今後は従来とは異なるレベルでデータや情報技術
を活用していくことにより、分野のさらなる発展
と課題解決が期待されます。

変化が激しい時代にあっても、NMR学会は日
本におけるNMRのコミュニティの中心として会
員の活動を支援し、分野の発展に貢献していきた
いと考えています。

受領日：2024年6月29日
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巻頭エッセイ

合成高分子の溶液NMR（1980～ 2024）

徳島大学名誉教授

右手 浩一
ute@tokushima-u.ac.jp

昨年、横須賀芸術劇場にて開催された第62回
NMR討論会で、藤原敏道会長（当時）とともに功
労者講演をさせていただいた。藤原会長、ならび
に、討論会の世話人を務められた浅野敦志教授に
改めて御礼を申し上げたい。
私事であるが、本年3月に徳島大学を定年退職

した。母校であり、1985～ 2006年まで教員とし
て在籍した大阪大学も含めて44年を、私はNMR

とともに過ごしたことになる。合成化学の研究室
では永久磁石のCW NMRが一般的だった時代に、
電磁石のFT NMRを使った研究課題を恩師に与
えられたことが私の出発点になった。以後、超伝
導磁石への転換や多種多様なパルスプログラムの
発展、情報処理技術の驚異的進歩を身をもって体
験してきた。それぞれの時代で最先端のNMRを
好きなだけ使える機会を得たことは、研究者とし
て本当に恵まれていたと思う。
私は、アニオン重合による高分子合成から研究

の道に入ったので、自分たちの合成したポリマー
の化学構造（末端基、異種結合、立体規則性、共

重合組成、共重合モノマー連鎖など）の決定と定
量にNMRをとことん利用してきた。合成・天然
の有機化合物や生体高分子は、多くの場合、単一
の化学種として分離精製できるのに対し、合成高
分子は多数の化学種の複雑な混合物である。その
NMRスペクトルを特別な工夫なしに測定した場
合、化学構造に関する平均値が観測されるにすぎ
ない。これでは、広い分布をもつ合成高分子の挙
動や物性を理解するのに不十分である。この課題
へのアプローチとして私が携わったLC-NMRや
DOSYなどの溶液NMR技術が今後さらに熟成さ
れて、高分子材料の研究開発に飛躍的進歩をもた
らすことを願っている。
高分子学会にNMR研究会という部会がある。
この学会に設置された21の研究会のなかで測定
法を冠した唯一の研究会であり、1980年に設立
された。当初はアカデミア中心だったが、近年は
産官学のメンバーが互いに協力して活動してい
ることが運営委員の顔ぶれからも窺える。本年5

月10日に開催された24-1 NMR研究会「ケモイン

受領日：2024年5月30日

私と私のグループが使ったNMR（最終講義の図表から）
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フォマティクス入門」は、大阪開催にもかかわら
ず80名近い参加者を得て盛況だった。「ChatGPT

を用いた数値解析プログラムの自動生成」と題す
る企業の若手研究者による導入から、最前線のア
カデミア3氏による講演「実験化学者によるケモ
インフォマティクスの実践」、「ケモインフォマ
ティクスにおける分子表現」、「分子記述子の設計
と新規分子スキャッフォールド探索」のあと、話
題の新著「Pythonで始める機器分析データの解析

とケモメトリックス」の著者によるチュートリア
ルまで、バランスよく企画されたプログラムは知
的刺激に溢れていた。高分子材料を含むマテリア
ルズインフォマティクス（MI）に対する産官学の
関心は高く、その急速な発展から目が離せない。
一方、NMRの実践に係わる立場からいえば、多
様なMIアプリケーションのベースとなる良質な
NMR実験を今後も地道に積み上げることが不可
欠と感じた次第である。

右手 浩一（うて・こういち）
1981年3月 大阪大学 基礎工学部 合成化学科 卒業
1985年8月 大阪大学 大学院基礎工学研究科 化学系専攻 博士後期課程 中途退学
1985年8月 大阪大学 基礎工学部 助手
1996年4月 大阪大学 基礎工学部 助教授
2007年1月 徳島大学 大学院ソシオテクノサイエンス研究部 教授
2024年3月 徳島大学 名誉教授
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総説論文：解説

固体NMRによる微生物型ロドプシンの 
レチナールの構造解析

横浜国立大学大学院工学研究院

川村　出
kawamura-izuru-wx@ynu.ac.jp

1. はじめに
ロドプシンは可視光から近紫外光に応答する性

質を持ち、7回膜貫通ヘリックス構造とその7番
目のヘリックスGに保存されたリジン（Lys）残
基にプロトン化シッフ塩基結合を介して結合した
レチナール発色団を持つ膜タンパク質である［1］

（図1）。ここでレチナールのプロトン化シッフ塩
基部位をRPSB（retinal protonated Schiff base）
とする。レチナールを持つ動物型ロドプシン・微
生物型ロドプシンと呼ばれる分子群は、動物の色
覚・視覚や微生物の光エネルギー産生・情報伝達
などを担っている［2］。このうち微生物型ロドプ
シンは発色団オールトランス型レチナールが光を
吸収し、レチナールの光異性化反応がきっかけと
なりタンパク質の立体構造変化が生じることで
機能発現している。特に、光励起直後からいく
つかの光中間体を経由して、元の状態に戻る光
反応サイクルによって制御されている［1］。微生
物のメタゲノム解析により、多数のロドプシン遺
伝子が発見され、イオンポンプ、イオンチャネ
ル、信号伝達などの多様な機能および色が見ら
れ、微生物型ロドプシンの分野で多様性が見出さ

受領日：2024年6月10日　受理日：2024年6月26日　編集委員：野村　薫

れた［3、4］。また、緑藻由来のチャネルロドプシン
（ChR）のイオン輸送能を利用して神経細胞の興
奮・抑制を光で制御するツールとして、光遺伝学
（Optogenetics）の分野においてロドプシンは基
盤的な役割を担っている［5］。最近では近赤外領域
に吸収を持つ新型のロドプシンが発見され、ます
ます拡大している［6］。
ロドプシンはリガンドとして元々レチナールが
共有結合しているため、他の膜タンパク質より
も熱安定性が高い特徴もあってか古くからNMR

の適用が積極的になされ、1975年ごろ網膜の円
盤状錐体外接の脂質成分の 1H緩和時間測定が初
期の論文であった［7］。また、1971年に高度好塩
菌由来の光駆動型プロトンポンプであるバクテ
リオロドプシン（BR）が発見され［1］、BRと脂質
のみで構成された紫膜は高度好塩菌から容易に
単離でき、取り扱いやすかったため、多くの生
体系固体NMR研究者がBRを研究対象とした。J. 

Hertzfeld、R.G. Griffinらは 13Cレチナールおよ
び 15N Lys標識BRを作成し、暗順応状態でのall-

trans型：13-cis、15-syn型＝1：1を決定した［8、9］。
また、サファイアローターに試料を充填し、低

図1　微生物型ロドプシンの立体構造モデルとレチナール結合部位（PDB 
5ZIMを参照して作成）。
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温条件下での光照射によってバクテリオロドプ
シンの光中間体をトラップし、各光中間体のレ
チナールの化学シフトから光励起後のレチナール
の構造変化を明らかにした［10］。斉藤らはアミノ
酸選択標識BRと水和膜試料を用いて、13C交差分
極–マジック角回転（CP-MAS）／シングルパルス
励起–マジック角回転（DE-MAS）の組み合わせや
緩和時間測定によってBRの動的構造を明らかにし
た［11、12］。A. Wattsらはマジック角配向サンプル
スピニング（MAOSS）を適用し、紫膜中における
BR内部のレチナールの配向を明らかにした［13］。
内藤と著者らにおいては In-situ光照射固体MAS 

NMR装置を開発し、BRのall-trans型と13-cis、
15-syn型それぞれの光中間体のその場観測に成
功した［14、15］。その後、固体NMR技術のさらに
目覚ましい発展により、DNPと光照射を組み合
わせた実験によってBR内部で起きるプロトンリ
レーのメカニズムが解明された［16］。また、高速
MAS条件での 1H-15N/13C実験によりタンパク質
内部のプロトン化学交換サイトの存在が明らかと
なった［17］。
固体NMR分光法は、上記のようなBRを対象と

した研究にとどまらず、様々な種類のロドプシン
に広く適用されている。近年ではDNPによるプ
ロテオロドプシン（PR）のカラースイッチ機構の
解明［18］、H/D交換によるアナベナセンサリーロ
ドプシン（ASR）のアンフォールディング経路の探
索［19］、2次元NMRによる動物型ロドプシンの光
活性中間体（Meta II）におけるレチナール周囲の
アミノ酸残基の構造変化［20］などが報告された。
この稿では、特に固体NMRによって観測した

RPSBの 15N化学シフト値に焦点を当て、RPSBの

15N等方性化学シフト値とロドプシンの最大吸収
波長（図2（a）、（b））との関係を調査した我々の
研究内容について概説する。

2. 15N RPSB化学シフトと最大吸収波長（λmax）
の関係性

RPSBの電子環境と微生物型ロドプシンの可視
吸収との関係を調査するためには、λmaxと 15N 

RPSB化学シフト値のプロットが有効である。J. 

Herzfeldらはall-transレチニリデンブチル 15Nイ
ミン–ハロゲン化物をモデル化合物としたRPSB 

部位の 15N等方化学シフト値を観測した。Cl－

（186.8 ppm）＞Br－（181.8 ppm）＞ I－（174.8 ppm）
の順に化学シフトが減少し、λmaxと線形関係を示
した（図3（a）黒丸シンボル）。さらに 15N化学シ
フト異方性（CSA）についても対イオンサイズに依
存してテンソル値が変化することを発見した［8、9］。
この現象の最も妥当な説明はシッフ塩基プロトン
とアニオン間の水素結合強度が低下し、アニオ
ンサイズが大きくなるにつれてNH 結合分極が影
響を受けるというものである。他の要因がない
場合、対イオンと強く水素結合したRPSBの 15N

信号はより低磁場側での共鳴となり（Cl－）、対イ
オンと弱く結合した信号はより高磁場で共鳴す
る（I－）。15N等方化学シフトと吸収極大の関係を
利用して、RPSB–対イオン距離を推定すること
ができる［10］。微生物型ロドプシンのλmaxはレチ
ナールの電子基底状態（S0）と第一励起状態（S1）
の間のエネルギー差によって決まる（図3（b））。
S0において、レチナール発色団の正電荷はシッフ
塩基に局在し、対イオンによって安定化されてい
る［1］。したがって、S0のエネルギーレベルの安定

図2　(a) オールトランス型レチナール構造と 15N Lys標識ロドプシンの典型的な 15N CP-MASスペクトル。（b）
ミドルロドプシン（λmax＝490 nm）とヘリオロドプシン（λmax＝542 nm）の紫外可視吸収スペクトルと精製時
のタンパク質の写真。文献［22］から許可を得て転載。
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性に影響を与える要因としてRPSBと対イオン間
の水素結合の強さが考えられ、対イオンがRPSB

に近づき、水素結合強度に依存してRPSBはS0

を安定化することで、λmaxはブルーシフトする。
実際にBRで観測されたRPSB信号（168.8 ppm）
と極大吸収波長（568 nm）はよい相関を示してい
る。BRの結晶構造において、対イオン（Asp85と
Asp212）と3つの水分子（W401、W402、W406）
からなる五角形のクラスターを形成する（図4
（a））［21］。このうちW402はRPSBのプロトンの水
素結合受容体として機能し、BRの 15N RPSB化学
シフト値の由来は主要な対イオンであるAsp85と
の間接的な相互作用によるものと考えられる。こ
れはAsp85の変異体D85Nにおいて、D85Nのプ
ロットが高磁場/長波長シフトすることからも

15N RPSB信号は対イオンとの相互作用に敏感で
あることがわかる［10］。

3. 微生物型ロドプシンの 15N RPSB化学シフト
上述した 15N RPSB化学シフトとλmaxの関係を
参考にして、我々はこれまでに10以上の微生物型
ロドプシンの固体NMR実験を実施してきた［22］。
脂質膜に埋め込まれた状態の 15Nε-Lysine標識ロ
ドプシンを準備することで、レチナールが結合し
た 15N RPSBのNMR信号を効率的に観測するこ
とができる。図2（a）において、15N CP-MASに
よって観測されたRPSBの典型的な 15N等方NMR

信号を改めて確認する。側鎖Lysineの 15Nεおよ
び主鎖アミドの 15N信号と比べて、RPSBの信号
は孤立して現れるため、15N CP-MASによるピー

図3　（a）微生物型ロドプシンの 15N RPSB化学シフト値と極大吸収波長のプロット図。黒丸と点線はモデル化合
物のプロット（Cl－，Br－，I－）と線形関係。（b）プロトン化シッフ塩基部位を有するオールトランス型レチナール
の電子の基底状態と第一励起状態のエネルギーギャップ。

図4　（a）BR（PDB：1C3W）と、（b）TaHeR（PDB：6IS6）のレチナール結合部位。文献［29］か
ら許可を得て転載。
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クの観測・帰属が容易である。また、ほとんど
のロドプシンタンパク質が長時間のNMR測定に
耐えるほど、熱的に安定であるため十分な積算が
可能である。1H/15N共鳴周波数600/60 MHzの分
光計を利用した場合、良好なSN比を得るために、
4.0 mmのジルコニアローターに 15Nε-Lysine標識
タンパク質およそ8 mgをパッキングし、278 Kの
設定温度・9 kHz以上のMAS周波数条件で15,000

回以上の積算が目安として必要である。15N化学シ
フト異方性（CSA）を含むサイドバンドパターンを
取得するためには、低速MASを800–2,500 Hzの
範囲に設定する。なお、タンパク質はあらかじめ
紫外可視吸収スペクトルから極大吸収波長λmax

を確認し（図2（b））、タンパク質を含むローター
は測定前の不要な光反応を避けるために2日間冷
暗所に保管する。
まず、高度好塩好アルカリ性菌 Natronomonas 

pharaonis由来のセンサリーロドプシン II（NpSRII）、
Haloquadratum walsbyiのミドルロドプシン（MR）、
好熱菌由来ロドプシン（TR）のプロットは線形関係
とよく一致し、これらの信号はBRよりも低磁場側で
観測された（図3（a））［23～25］。典型的な微生物型ロ
ドプシン分子は250アミノ酸残基程度で3,500以
上の原子で構成されているが、そのうちのたっ
た一つの化学シフトによってロドプシンの吸収
波長を表現できるという点は大変興味深い。一方
で、一部のロドプシンはこの線形関係に従ってい
ない。この傾向からの逸脱は、RPSBの窒素原子
のユニークな電子環境を特定する手がかりを与え
る。これにはレチナールポリエン鎖の二重結合の
ねじれや、レチナール近傍の極性アミノ酸による
影響などの追加要素の寄与を示している。
αプロテオバクテリアから発見されたTATロ

ドプシンのRPSBのpKa値は約7と他のロドプシ
ンよりも著しく低い（通常はpKa＞11）［26］。TAT

ロドプシンのNMR信号は、我々が測定した微生
物ロドプシンのなかで最も高磁場側で検出され
たことから［26］、RPSBと対イオンの間の水素結
合が弱く、BRと比較してS0状態が不安定化して
いることを示しており、このことがTATの非常
に低いpKa値の一因と考えられる。しかし、BR

とTATロドプシンのλmax値の差が7 nm程度であ
り、両者のS0–S1エネルギーギャップにはあまり
差はない。RPSB–対イオン相互作用の強さ以外
の要素、例えばレチナールポリエン鎖のねじれや
レチナール近傍の極性/芳香族アミノ酸の存在な

ども影響している可能性があるため、今後もさら
なる調査が必要である。
このほかにトレンドから外れるものとして

TaHeRとKR2について説明する。

4. 古細菌由来ヘリオロドプシン（TaHeR）
ヘリオロドプシン（HeR）は、膜の反転トポロ

ジーによりN末端が細胞内側を向いている新しい
ロドプシンファミリーに分類される［27］。微生物
および動物ロドプシンとの配列同一性は低く（＜
15％）、これらのタイプとは系統的に異なってい
る［27］。2018年に古細菌由来のヘリオロドプシン
Thermoplasmatales archaeon（TaHeR）が発見さ
れて以来、機能的な探究が行われているにもか
かわらず、その機能は依然として不明である。図
4でBRと比較すると、TaHeRのレチナール結合
サイトは特徴的である。TaHeRの結晶構造から
RPSBの周囲の水素結合半径内に水分子が存在し
ないため、BRとは異なりヘリックスCの対イオ
ンであるGlu108とRPSBの間で直接水素結合を
形成している（図4（b））［28］。TaHeRの 15N RPSB

等方化学シフト値（178.9 ppm）は対イオンと強い
水素結合を示唆しているが、対イオンとの水素結
合だけの作用ではない［29］。TaHeRにはRPSBを
挟む2つのセリン残基（Ser 112とSer 234）があ
る。これらはRPSBの電子密度に劇的な変化を引
き起こす可能性がある。低速MAS周波数での 15N 

CP-MASによる実験によって 15N CSAを得ること
で、RPSB窒素周辺の局所電子環境を推定するこ
とができる（図5（a））。主軸（δ11 ,δ22 ,δ33）の
割り当ては、既報を参考として図5（b）に示され
ている［30、31］。スペクトルのデコンボリューショ
ンおよび2,150 Hzの低速MASでのサイドバン
ドパターンのフィッティングにより、TaHeRの
15N化学シフトテンソルの主値はδ11 ＝58.9（±
4）、δ22＝202.9（±4）、およびδ33 ＝274.9（±
4）ppmを得た（図5（b））。モデル化合物のδ22/

δ33はハロゲン化物イオン依存的に変化し、シッ
フ塩基窒素の電子環境が単一の支配的な要素、す
なわちRPSB窒素と対イオンの水素結合の強さに
よって影響されることを示唆している［8、9］。BR

および緑色光吸収プロテオロドプシン（GPR）も
これと同様の傾向を示す［9、10、32］が、TaHeRのプ
ロットはこの関係から大きく逸脱した［29］。特に、
レチナールポリエン平面に垂直な軸として特徴
付けられるδ33値は、BRおよびGPRと比較して
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図5　TaHeRのRPSB 15N化学シフト異方性（CSA）解析。（a）低速
MASスペクトル（上段：黒色）、フィッティングスペクトル（黒：RPSB、
青：主鎖、赤：Lysine側鎖）。（b）δ22/δ33プロット。点線はモデル化合
物のハロゲン化物対イオン依存性。15N主軸系の表示。文献［29］から許
可を得て転載。 

著しく減少した。これは、上述したTaHeRの 15N 

RPSBの電子環境に対する周囲のセリン残基によ
る直接的な影響と考えられる。ヘリオロドプシン
ファミリーにおいてよく保存されているセリン残
基であるため、ヘリオロドプシンの機能を理解す
るうえで重要な固体NMRデータである。

5. 光駆動ナトリウムイオンポンプロドプシン（KR2）
海洋性細菌であるKrokinobacter eikastus由来の
細胞外向き光駆動型Na＋ポンプロドプシン（KR2）
は脂質膜中で五量体を形成し、Na＋結合部位がプ
ロトマー間の細胞外界面に位置している［33～ 35］（図
6（a））。KR2の結合部位のNa＋（Kd＝11.4 mM）
がバッファー溶液中のアルカリ金属イオンに依存
して、プロトン輸送機能に切り替わる［33］。また
KR2の熱安定性が低下し［36］、KR2の細胞外Na＋

結合部位とレチナール結合部位の間のアロステ
リックな調節が示唆されている［37］。特にヘリック
スAに存在しNa＋結合部位近くにあるHis30は分
子間相互作用に関与するとともに、H30A変異体は
NaCl溶液中であっても光駆動型H＋ポンプ活性を
示すが、他のアルカリ金属イオン溶液中ではイオ
ンポンプ活性は示さない［33］。

KR2の 15N RPSB化学シフトは、この場合の対
イオンであるヘリックスCのAsp116との相互作
用に影響を受けている［38］。野生型KR2とH30A

変異体の間で 15N RPSB信号を比較すると、両方
のRPSB信号は存在するアルカリ金属イオンに応
じて変化し、少なくともNa＋が結合している場
合には高磁場側に信号が観測された［39］。これは、
Na＋結合部位の構造変化がRPSBの対イオンで
あるAsp116との相互作用を調節していることを
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示唆するものである。さらに、100 mM NaClお
よびCsCl溶液中におけるH30Aの 15N RPSB信号
は、それぞれ172.1 ppmおよび178.4 ppmで現れ、
6 ppm以上の差が生じた［39］。λmaxと 15N化学シフ
トの相関図にNa＋ポンプ、H＋ポンプ、およびポ
ンプ活性なしにプロットを分類することができた
（図6（b））。なお、H30AのCsCl条件下では、光
中間体の生成がほとんど見られないため、H30A

の対イオンAsp116がRPSBに接近することで、
RPSBとAsp116の間に強い静電相互作用が生じ
ていると考えている。

6. 終わりに
本稿では微生物ロドプシンのRPSBの 15N化学

シフトと最大吸収波長との関係について概説し
た。固体NMR分光法は、細胞膜環境中のタンパ
ク質のRPSBの電子環境を調査するための強力な
ツールであり、微生物ロドプシンの多様な色と
機能の理解に貢献するものである。今後の研究で
は、さらに多くの微生物ロドプシンのNMR信号
とλmaxの相関を調査し、ロドプシンの分子レベ
ルでの構造–機能相関を明らかにするとともに、
それを基にした新しいロドプシンの設計や機能改
変への貢献が期待される。
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総説論文：解説

脂質二重膜中における膜タンパク質の動的構造解析

東京大学・大学院薬学系研究科

幸福　裕
happy@nmrlab.f.u-tokyo.ac.jp

序
Gタンパク質共役型受容体（GPCR）・イオン

チャネル・トランスポーターをはじめとする膜タ
ンパク質は、細胞内外の情報伝達など、様々な生
理機能に関与しており、主要な創薬標的分子でも
ある［1］。近年の、X線結晶構造解析および極低温
電子顕微鏡解析の発展により、多くの膜タンパク
質の精密な立体構造が明らかになってきたが、そ
れらの静的な立体構造のみでは、膜タンパク質の
機能を十分に理解するには至っていない。例え
ば、GPCRには、異なるシグナル伝達強度（薬効
度）を示すリガンドが存在するが（図 1（a））、不
活性型・活性型のX線結晶構造のみでは、GPCR

に特徴的な薬効度が発現する機構は説明できな
い［2］。生理的条件に近い水溶液中において、生体
分子の動的性質を維持したまま、その構造が解析
できる核磁気共鳴（NMR）法は、膜タンパク質の
機能を動的構造の観点から解明することができる
点で有効である。しかしながら、GPCRをはじめ
とする真核生物由来の膜タンパク質は、大腸菌で
の発現が困難であることが知られており、構造生
物学的な解析が可能なスケールで活性を保持した

受領日：2024年6月22日　受理日：2024年7月8日　編集委員：三島正規

状態で発現をおこなうには、昆虫細胞または哺乳
細胞が必要である。このことから、GPCRなど真
核生物由来膜タンパク質のNMR解析例は、細胞
内領域にトリフルオロメチル基を化学修飾により
導入し、19F-NMRで解析した例［3］などに限られ
ており、膜貫通領域の動的構造をNMR法により
解析することは困難であるとされていた。

1. NMR法を用いたGPCRの動的構造の検出
我々は、昆虫細胞発現系におけるメチオニンメ
チル基の安定同位体標識法を新規に開発し、溶
液NMR法を用いて、GPCRの一種であるβ2 -ア
ドレナリン受容体（β2 AR）の膜貫通領域の動的構
造を解析した［4］。β2 ARの膜貫通領域には9残基
のメチオニンが存在し、そのうちM82・M215・
M279は不活性型・活性型のX線結晶構造で大き
く構造が変化する領域に存在する（図1（b））。シ
グナルを最も強く流す完全作動薬およびシグナル
をほとんど流さない逆作動薬結合状態でβ2 ARの
1H-13C SOFAST-HMQCを解析することで、活性
化にともなうM82・M215・M279の化学シフト
変化を観測することに成功した（図2（a））。この

図1　GPCRのシグナル伝達活性とX線結晶構造
（a） GPCRに様々なリガンドが結合した条件でのシグナル伝達活性。
（b）  GPCRの一種であるβ2ARのX線結晶構造。シグナルを流さない逆作動薬が結合した構造と、シグナ

ルを流す完全作動薬およびGタンパク質が結合した状態の構造を重ね合わせて示す。またメチオニン
の分布を側鎖のスティック表示にて示す。



図2　薬効度の異なる様々なリガンドが結合したβ2ARのNMR解析
（a）　 逆作動薬または完全作動薬が結合したβ2ARの 1H-13C SOFAST-HMQCスペクトル。この解析では、β2AR

に 2H標識は導入していないことから、1H-13C HMQCではなく、1H-13C SOFAST-HMQCを用いた。β2AR
にはM96T/M98T/M156L/M171S変異が導入されている。

（b）　逆作動薬結合状態と完全作動薬結合状態のメチオニンメチル基の化学シフト差。
（c）　 様々に薬効度が異なる状態のM82メチル基由来のNMRシグナル。逆作動薬結合状態で観測される2個

のM82のNMRシグナルは、構造の異なる2種類の不活性化状態に対応することから、これらを高磁場
（upfield）、低磁場（downfield）側のシグナルという意味で、それぞれM82U、M82Dと名付けた。また、
完全作動薬結合状態で観測される1個のM82のNMRシグナルは、活性化（active）状態に対応することか
ら、これをM82Aと名付けた。

（d）　 NMRスペクトルから計算される活性型構造の割合とシグナル伝達活性の相関。  
いずれも文献［4］より改変。
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とき、9残基のメチオニンのうち、溶媒または脂
質側に向いた4残基のメチオニンを変異すること
で、シグナルの縮重を回避し、スペクトルを簡略
化することが、詳細な解析に有効であった。逆作
動薬および完全作動薬結合状態のM82の化学シ
フトは、それぞれ逆作動薬結合型の2種類のX線
結晶構造［5、6］、完全作動薬とGタンパク質結合型
のX線結晶構造［7］の特徴とよく合致していた。薬
効度が異なる様々なリガンドが結合した状態で
β2 ARの 1H-13C SOFAST-HMQCを解析したとこ
ろ、M82・M215・M279の化学シフトは薬効度
と相関する連続的な変化を示した（図2（b））。こ
の結果は、β2 ARの膜貫通領域がシグナル伝達を
誘起しない2種類の不活性型構造と、シグナル伝
達を誘起する活性型構造の平衡状態にあることを
示唆する。スペクトルから推測される活性型構
造の量比は、各リガンドの薬効度とよく相関す
ることから、平衡状態における活性型構造の量比
がシグナル伝達活性を規定することがわかる（図
2（c））。以上の結果から、GPCRにおける様々な
強度での薬効度の発現が、膜貫通領域における動
的平衡により決定されることがはじめて明らかに
なった。

2. 昆虫細胞発現系における高度な安定同位体
標識法
以上の研究において、GPCRの膜貫通領域の動
的構造の重要性が明らかになった一方で、GPCR

を界面活性剤のミセルに可溶化した状態で解析を
おこなっており、生理的な環境である脂質二重
膜中での解析ではないという課題があった。ナノ
ディスク［8］は、アポリポタンパク質変異体であ
る膜骨格タンパク質（membrane scaffold protein; 

MSP）で、直径10 nm程度の脂質二重膜を安定
化させるものであり、水溶性が高く単分散であ
ることから、溶液NMR法での解析に適している
（図3）。そこで、GPCRをナノディスクに再構成
し、溶液NMR法による解析をおこなうこととし
た。
リポソームと比較すると小さいとはいえ、例え

ばGPCRを再構成したナノディスクのストークス
径から計算した実効的な分子量は約300 kDaにも
なることから、溶液NMR測定においてはNMR

測定感度の低下は大きな課題となる。このような
分子量領域においても高感度NMR解析を可能に
する技術として、メチルTROSY法がある［9］。メ

チルTROSY法の適用においては、観測するメチ
ル基を選択的に 1H-13C標識するとともに、その
周囲の水素原子を 2H標識することが高感度化に
必要である。2H標識率については、高ければ高
いほどよいものの、β2 ARのメチオニン残基につ
いて、NMR測定感度をシミュレーションした結
果では、70％またはそれ以上に 2H標識すること
ができれば、感度の大幅な向上が期待できるこ
とがわかる（図4（a））。しかしながら、昆虫細胞
発現系においては、アミノ酸選択的な 13Cまたは
15N標識、および、高コストではあるものの均一
13C15N標識などは報告されていた［10］一方で、高
度な 2H標識については報告されていなかった。
これは、昆虫細胞は、大腸菌や酵母とは異なり、
限られた炭素源・窒素源から構成されたいわゆる
最小培地では生育せず、多くのアミノ酸を含む冨
栄養培地を必要とすること、および高濃度の重
水が昆虫細胞にとって毒性を示すという性質に
より、安定同位体標識のハードルがきわめて高い
ことが要因であった。そこで、我々は、メチル
TROSY法が適用可能な昆虫細胞発現系における、
高度な 2H標識を確立することとした［11］。
安定同位体標識の戦略としては、アミノ酸の大
半を欠乏させた昆虫細胞培地を用い、これに市
販の 2H標識藻類由来アミノ酸混合物および比較
的安価な 2H標識アミノ酸を添加することを考え
た。NMR解析をおこなうには、一定濃度のタン
パク質試料が必要であることをふまえ、発現量の
低下を引き起こすような重水はあえて添加しない
こととした。安定同位体標識条件の確立において
は、様々な組成のアミノ酸を様々なタイミングで
添加した条件で検討をおこない、最適な条件を探
索した。具体的には、20種類のアミノ酸を含む
低分子量タンパク質であるチオレドキシンをモデ
ルタンパク質として選択し、その標識率と発現量
を指標に標識条件の最適化をおこなった。最適化
した条件においては、チオレドキシンの発現量は
非標識条件の50–70％と十分であった。標識率に
ついては、15種類のアミノ酸について、2H標識

図3　ナノディスクの模式図
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が導入されていることが確認できた（図4（b））。
特に、膜貫通領域に高頻度で存在しているロイ
シン・バリン・イソロイシン・フェニルアラニ
ン・スレオニンのすべての水素原子、およびチ
ロシン・システイン・トリプトファンの一部の
水素原子については、約90％の 2H標識率が達成
できたことから、GPCRを含む膜タンパク質一般
のNMR解析において、十分な標識率が達成でき
たと判断した。驚くべきことに、トランスアミ
ナーゼにより容易に引き抜かれるであろうα位に
ついても、2H標識率は多くのアミノ酸で高いこ
とがわかった。この発見は、2H、15N標識アミノ
酸を用いたGPCRの標識、および主鎖アミド基の
TROSY解析への展開にもつながっている［12］。

3. 脂質二重膜中におけるGPCRの動的構造解析
昆虫細胞発現系においても、十分な 2H標識率
が達成できたことから、実際にナノディスクの脂
質二重膜中におけるβ2 ARのNMR解析に適用す

ることとした［11］。上記のチオレドキシンを用い
た条件検討から、昆虫細胞におけるタンパク質の
発現量は、標識するアミノ酸の数が多くなるにつ
れて、低下する傾向があることがわかった。そこ
で、β2 ARの発現時には、実際にメチオニンメチ
ル基の周辺に存在する10種類のアミノ酸に限っ
て、2H標識をおこなうこととした。メチオニン
メチル基を 13C標識したβ2 AR、メチオニンメチ
ル基を 13C標識し、さらに周囲の10種類のアミノ
酸を 2H標識したβ2 ARについて、ナノディスク
の脂質二重膜に再構成し、1H-13C HMQC測定を
おこなった。その結果、2H標識をおこなってい
ない条件では、M36のメチル基に由来するNMR

シグナルのみが観測されたのに対し、2H標識を
おこなった条件では、5残基すべてのメチオニン
由来のNMRシグナルを十分な感度で観測できた
（図4（c））。NMRシグナルのS/Nを考慮すると、

2H標識を導入することで、メチルTROSY法の効
果などにより、NMRシグナルの測定感度は5倍

図4　昆虫細胞発現系における 2H標識
（a）β2ARのM82メチル基のNMRシグナル強度を様々な 2H標識率にてシミュレーションした結果。
（b）昆虫細胞発現系における最適化した 2H標識条件における各アミノ酸残基の 2H標識率。
（c）ナノディスクに再構成したβ2ARの 1H-13C HMQCスペクトル。左は 2H標識をおこなっていないもの、右は
ACFILMTVWYの 2H標識をおこなったもの。2H標識を導入した試料については、1H-13C SOFAST-HMQCより
も 1H-13C HMQCを用いることが適切であると考え、両方の試料について 1H-13C HMQCを用いた。
（b）と（c）は文献［11］より改変。
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以上に上昇したことがわかった。この結果から、
昆虫細胞発現系で発現したGPCRについても、2H

標識をおこなうことにより、実効的な分子量が
300 kDaにもおよぶ高分子量でもNMR解析が可
能であると結論した。
ナノディスクの脂質二重膜に再構成したβ2 AR

について、薬効度が様々に異なるリガンドが結合
した状態で、NMR解析をおこなった（図5（a））。
その結果、不活性型構造に対応する逆作動薬結合
状態、活性型構造に対応する完全作動薬結合状態
での化学シフトから、界面活性剤ミセル中と脂質
二重膜中で、β2 ARの立体構造に大きな違いはな
いことがわかった。一方で、部分作動薬結合状態
のNMRシグナルについては、線形および化学シ
フトに大きな違いが観測された。このことは、界
面活性剤ミセル中と脂質二重膜中の両者で、いず
れも不活性型構造と活性型構造の平衡が存在する

ものの、平衡にある各状態の量比や、その間の
交換速度に大きな違いがあることを意味してい
る（図5（b））。このことは、β2 ARをはじめとす
るGPCRの動的構造を、生理的条件に近い脂質二
重膜中で解析することの重要性を示している。実
際に、界面活性剤ミセル中よりも脂質二重膜中の
平衡パラメータの方が、様々な化合物が結合した
状態のシグナル伝達活性をより定量的に説明でき
る［11］。また、脂質二重膜中のGPCRの構造平衡
のタイムスケールが、実験的に明らかになったこ
とも意義がある。GPCRの下流のシグナル伝達に
ついては、例えばGタンパク質依存的な内向き整
流性カリウムチャネルの開口が200 msec以内に
起こるなど、その活性化は迅速に起こることが知
られている［13］。このことは、GPCRの活性化が
それよりも速いタイムスケールで起こることを示
唆しているが、そのような速い活性化を実験的に

図5　脂質二重膜と界面活性剤におけるβ2ARの動的構造の違い
（a） 薬効度が異なる様々なリガンドが結合したβ2ARの 1H-13C HMQCスペクトルの重ね合わせ。M82メチル基

由来のNMRシグナルについて示す。左はナノディスクに再構成したもの、右は界面活性剤ミセル中のもの。
（b） ナノディスクと界面活性剤ミセルにおける構造平衡の違い。弱い部分作動薬が結合した状態におけるNMR

スペクトルから算出された各状態の量比およびその間の交換速度を示す。NMRスペクトルと合致するパラ
メータの中央値および範囲（括弧内）を示す。M82D、M82U、M82A構造は、それぞれ逆作動薬結合状態で
観測されるNMRシグナルM82D、M82Uおよび完全作動薬結合状態で観測されるNMRシグナルM82Aに対
応する構造を示す。  
いずれも文献［11］より改変。
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観測したデータはなかった。β2 ARの膜貫通領域
の構造平衡がmsecのタイムスケールであること
は、GPCRの迅速な活性化をはじめて実験的に示
したことになる。

4. 昆虫細胞発現系における安定同位体標識法
の応用と今後の展望
以上の研究により、それまでは困難であると考
えられていた、GPCRをはじめとする真核生物由
来膜タンパク質の、脂質二重膜中での溶液NMR

解析への道が開かれた。最近では、脂質二重膜
中のβ2  ARが、GPCRキナーゼによりリン酸化さ
れ、さらにシグナル伝達に関わるタンパク質であ
るアレスチンが結合した状態についても、NMR

観測に成功している［14、15］。また、β2 ARと比較
すると、多くのGPCRは昆虫細胞での発現量が少
ないことが知られており、NMR解析のハードル
は高いが、2H標識によりNMR測定感度が向上し
たことで、多くのGPCRのNMR解析も可能とな
る。これにより、例えばµオピオイド受容体に対
して、モルヒネよりも副作用が少ない鎮痛薬と
して着目されているoliceridineが結合した状態の
NMR解析から、oliceridineがGタンパク質を介
したシグナル伝達を強く誘起し、アレスチンを介
したシグナル伝達をあまり誘起しない機構が明ら
かとなった［16］。また、本手法は、GPCR以外の
膜タンパク質へも有効であり、実際に我々は、ナ
ノディスクの脂質二重膜中でのリガンド依存性カ
チオンチャネルの活性化機構の解明にも成功して
いる［17］。この過程で、我々はメチオニンメチル
基だけでなく、アラニンメチル基についても、ト
ランスアミナーゼ阻害剤を添加することで、メチ
ルTROSY法を用いた解析に十分な標識率が達成
できることを見出した［18］。複数のアミノ酸残基
のプローブを組み合わせることで、分子内の様々
な部位の構造変化を同時に解析可能になったこと
が、本解析においては有効であった。
現在市販されている医薬品の約半数は膜タンパ
ク質を標的としているが、ヒト由来の膜タンパク
質のほとんどは、これまで、NMR解析がされて
こなかった。今後は、さらなる技術革新により、
このような高難度の標的膜タンパク質について
も、溶液NMR解析が可能になり、近年著しい発
展をとげている極低温電子顕微鏡技術などと組み
合わせることで、構造とダイナミクスの両面から
機能解明が進展すると期待される。一方で、ヒト

の膜タンパク質の多く、特にイオンチャネルやト
ランスポーターなどの高分子量膜タンパク質につ
いては、昆虫細胞発現系を用いても十分な収量が
得られないことも多い。このような場合には、哺
乳細胞発現系を用いることが有効であることが、
報告されている［19］。我々は、昆虫細胞で培って
きた安定同位体標識技術が、哺乳細胞発現系にも
拡張できることを見出しており、本技術を使用す
ることで、溶液NMR法の応用範囲がさらに広が
ることを期待している。
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未知化合物X
エックス

の構造を推定せよ
─低分子化合物の溶液NMRによる構造決定演習─（第二回）［1］

北海道大学大学院農学研究院

福士 江里
feria@agr.hokudai.ac.jp

はじめに
第一回におこなった、未知化合物の平面構造推
定の手順を振り返ってみましょう（図19）。
（1） 分子模型または紙の上に分子式の数だけ原

子を用意する
（2） 直結するカーボンとプロトンに、解析のた

めのアルファベットを振る
（3）JHHにより部分構造を組む
（4）遠隔JCHにより部分構造をつなぎ合わせる
以上のように平面構造を決めたあとに、今回
は、立体化学の決定を行います。また、プロトン
の化学シフトが重なり合って、スペクトルが読め
ない場合に使える測定法を紹介します。
シズカオールC（5）はチャラン科植物フタリシ

ズカから単離構造決定されました［2］（図20）。3、
5、6員環が並んだリンデナン型セスキテルペン
ユニットが二量化して、さらにエステル化されて
います。チャラン科のフタリシズカおよびヒトリ
シズカからは、似たようなセスキテルペン二、三
量体のエステル化物が得られています。5にはチ
グリン酸（6）が結合しており、今回はこの6をモ
デル化合物に選びました。6には二重結合につい
ての立体異性体アンゲリカ酸（7）があり、これ
らの区別もNMRで行います。
今回も後半に二つの化合物のクイズのスペクト
ルをのせました。異性体がなくても、非等価なジ
メチルやメチレンプロトンがあれば、その立体化
学を帰属してください。解答例は、後日ニュー
スレターでお知らせします。5を構成しているよ

うなセスキテルペンの構造解析を、NMR討論会
チュートリアルコースで行う予定です。

チグリン酸（6）の構造決定
まず、第一回と同様の手順で、分子式がC5H8O2

の6の構造が未知であると仮定して（図21（a））、
平面構造を推定していきます。不足水素指標（不飽
和度、環と二重結合等価数）を計算すると2になり
ます（図21（b））。二重結合と環が1個ずつあるか、
または、どちらかだけが2個あるか、のような構造
です。分子模型や紙の上に、分子式に従って原子
を用意します（図21（c））。

一次元（1D）1H-NMRスペクトル（図 22）
6のジメチルスルホキシド（DMSO）-d6溶液の

1H-NMRスペクトル（図22（a））は溶媒の残留プ
ロトンを2.49 ppmに合わせました。溶媒中の水が
3.3 ppm付近にあります。赤色の曲線と数字はピー

NMR講座：NMR基礎講座

受領日：2024年5月27日　受理日：2024年6月24日　編集委員：橋本 康博

図19　未知化合物の平面構造推定の手順（前回の復習）。

図20　（a）シズカオールC（5）、チグリン酸（6）、ア
ンゲリカ酸（7）の構造。（b）ヒトリシズカ（札幌、4
月）。
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クの積分比です。ピーク位置とその高さの相対値
の表（図22（b））に、わかる範囲で、化学シフト
（δH）と分裂様式（multiplicity（mul.）、J［Hz］）を
書き入れておきます。12.04 ppmにブロードな 

シングレットがあります（図22（c））。また、
6.72 ppmに細かく分裂したシグナルがあり、分裂
様式は四重線の四重線（quartet of quartet、qq）
のように見えます（図22（d））。ここを積分比1

とします。1.73 ppm付近（図22（e））は分裂様式
があいまいで、積分比が6あることから、シグナ
ルが重なっていると推定されます。6.72 ppmのプ
ロトンシグナルは、7.0、1.3 Hzのqqに分裂して
いることから、カップリングの相手としてふたつ
のメチル基があると推定します。のちにHSQCで
も確認できます。ブロードなシグナルもプロトン

1個分と考えると、分子式にあるプロトンすべて
が見えています。
通常、JHHカップリングは2または3結合離れた

プロトン–プロトン間に観測されますが（2JHH、3JHH）、
4結合以上離れた遠隔カップリング（図23（a））が観
測されることや、2JHHや 3JHHが小さくなることが
あります。このようなJ値の傾向を構造解析に使
うことができます（図23（b））。

1D13C-NMRスペクトル（図 24）
図24は、DMSO-d6のメチル基カーボンシグナル

をδC 39.5 ppmに合わせています。溶媒以外に、
分子式どおり5個のカーボンが観測できていま
す。これから行う解析のため、左から順にアル
ファベットを振っておきます。

図21　（a）チグリン酸（6）の構造が未知であるものとして推定していく。（b）分子式から不足水素指
標を計算する。（c）分子模型などで、必要な数の原子を用意する。

図22　（a）6（3 mg/DMSO-d6）の 1H-NMRスペクトル（500 MHz、27 ℃）。※印は溶媒由来。 
（b）ピークテーブル。わかる範囲で分裂様式などを書き加える。（c）、（d）、（e）拡大図。
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二次元（2D）HSQCスペクトル（図 25）
6のHSQCスペクトル（図25（a））を使って、

カーボンに振ったアルファベットと同じアルファ
ベットを、直結するプロトンに振っていきます。
HSQCの相関ピークは、メチルとメチンは正、メ
チレンは負で得られ、色分けして表示されます
が、このスペクトルに負のピークはありません。
bのカーボン（C-b）と相関のあるプロトンにbと

書きます。拡大図（図25（b））で見ると、H-d、
H-eのプロトンの化学シフトが重なっていること
がわかります。H-bの積分比を1とすると、H-d

とH-eをあわせて6であったことからbがメチン、
eとdがメチルであるとわかります。HSQC相関
のないC-a、C-cは第四級炭素であることと、ブ
ロードなプロトンは交換性水素であり、分子式か
ら水酸基であることが推定されます。

図23　構造決定に使える JHHの値。（a）遠隔 JHHカップリングが観測されやすい部分構造の例。 
（b）立体化学と JHHの傾向。

図24　6の 13C-NMRスペクトル（126 MHz）。解析のために左から順にアルファベットを振る。

図25　（a）6のHSQCスペクトル。（b）拡大図。プロトンに、直結するカーボンと同じアルファベッ
トを振る。
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ここまでの情報を整理（図 26）
カーボンのピークテーブルに、直結するプロトン
の情報を書き足して整理しておきます（図26（a））。
化学シフトが重なっているH-d、eは後ほど解析
します。化学シフトから、C-aはカルボニルカー
ボンであることと、C-bとC-cで二重結合を一つ
作ることが推定できます。残った酸素と水素で
水酸基を作り、これがδH 12.04 ppmにあらわれ
ていると推定できます（図26（b））。はじめに不
足水素指標を2と求めていました。カルボニル一
つ、二重結合一つで指標を使い切り、環はないこ
とがわかります（図26（c））。

2D COSYスペクトル、H2BCスペクトル（図 27）
6の 1Hスペクトルで遠隔カップリングによる細

かい分裂が見られていました。COSYスペクトル
（図27（a））にもこれらによる相関ピークが表れ、
メチンH-bは、メチル基H-d、H-eの一方とは 3JHH

の、もう一方とは遠隔カップリングによる相関が
出ると予想されます。しかし、H-d、H-eの化学
シフトが重なっており、相関ピークを分離して観
測することはできません（図27（b）、（c））。
このような場合、溶媒を変更して、重なり合
いを回避することができれば簡単です。今回は
重なり合った状態で解析することを考えてみま
す。メチル基d、eは、カーボンは分離していま
すので、縦軸を 13Cとして観測するH

エイチ

2
ツー

B
ビー

C
シー

法
が使えます（図27（d））。6のH2BCスペクトル
（図27（e））で、C-dとH-bの交点に相関ピーク
が得られています。これは縦軸のカーボンC-dに

図26　ここまでの解析結果を整理する。（a）データテーブルを作る。カーボンの化学シフトを小数
点以下一桁に四捨五入した。（b）ここまででわかった部分構造と残りの原子で作る部分構造。（c）不
足水素指標の使いみちを考える。

図27　（a）6のCOSYスペクトル。HSQCで振ったアルファベットを書き写す。（b）、（c）拡大図。
（d）H2BC法では縦軸のカーボンに直結したプロトンと、JHHカップリングのあるプロトンとの間に
相関ピークが得られる。JHHが小さい場合の相関ピークと直結ピークは出にくい。（e）6のH2BCスペ
クトル。（f）ここまでで推定される部分構造。
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直結しているH-dの、H-bとのJHHカップリング
を示しています。H2BC法では、小さいJHHの相
関ピークと直結ピークは弱いか観測されません。
H-bが7.0、1.3 Hzのqqになっているうち、大き
いほうの7.0 Hzのカップリングの相手がdのメチ
ル基であると推定します。すでにbとcのカーボ
ンで二重結合を作ることを推定していましたの
で、C-c、C-b、C-dと並ぶ部分構造が推定されま
す（図27（f））。

2DHMBCスペクトル（図 28）
次にHMBCでさらに部分構造をつなぎます。
前回、HMBCスペクトルはメチル基プロトンか
ら読みはじめると書きましたが、図28（a）はメ
チル基プロトンの化学シフトが重なっていますの

で、H-bから読みます。
H-bはC-a、C-d、C-eに相関ピークが得られて
います。C-dはすでに推定した部分構造で相関が
出る位置関係です。C-aとの相関によって、C-c

のとなりにC-aを配置します（図28（b））。C-eと
の相関によって、C-eもC-cの隣にあると推定で
きます（図28（c））。H-bとH-eプロトンの間に遠
隔JHHカップリングがあることとも矛盾しません。
残った水酸基をC-aに結合させてカルボン酸とし
ます。

NOESY、HSQC-NOESYスペクトル（図 29）
C-b、C-cの二重結合上の立体配置は、C-aカル
ボン酸からメチル基dを主鎖として、これが二重
結合の逆側になるE体（6）または、同じ側になる

図29　（a）得られた平面構造の二つの立体異性体。（b）6のHSQC-NOESYスペクトル（τm＝
1.5 sec、13C非デカップリング）。（c）拡大図。天然存在比では、縦軸のカーボンだけが 13Cである分
子が観測される。HSQCピークは 1JCHで大きく分裂した負のダブレットで、NOEは大きな分裂のな
い正のピークで現れる。

図28　（a）6のHMBCスペクトル。アルファベットを書き写す。分離しているH-bから読む。（b）
C-a/H-bのHMBC相関により、C-cとC-aを結合させる。（c）C-e/H-bのHMBC相関により、
C-cとC-eを結合させる。残った水酸基をC-aに結合させてカルボン酸とする。
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おり、H-eがHSQCピークを与えて、正のピーク
がH-dとの間のNOEピークです。このようにδH

が近接しているH-d、H-eの間のNOEを観測する
ことができ、これらが二重結合の同じ側にあると
推定できます。

検証と仕上げ（図 30）
構造式にH2BC、HMBC、NOEの相関を書き

入れ、矛盾がないか確認します（図30（a））。次
にHMBCスペクトルの、3結合以内にあるプロ
トンとカーボンの交点にその結合数を記入しま
す（図30（b））。H-d、H-eについてはそれぞれの
結合本数を記入しておきます。C-a/H-dは4結合
離れていますが、遠隔JCH相関が出る可能性のあ
る位置関係にあります。HMBC相関はそのいず
れか、または両方に由来するものが出ていると考
えます。データテーブルを化合物のナンバリン
グ（図30（c））の順に並べ替え（図30（d））、J値
をカップリング相手との平均値として完成させま
す。なお、化学シフトが重なっているメチル基プ
ロトンH-d、H-eについては、次に行うスピンシ
ミュレーションの結果（図31）を含んでいます。
プロトンNMRスペクトルで二つのメチル基の

ある領域の6Hの積分曲線を1.73 ppmで区切る
と、比が約1：3（1.5：4.5）になる（図31（a））こ
とから、1.74 ppm付近にH-dの大きなダブレット
の左側のラインの1.5H分があり、1.72 ppm付近
にはその右側のライン1.5H分とH-eの3H分が重
なっていると推定されます。1.74 ppm付近の大
きなダブレットの左のラインは細かく1.3 Hz程度
で分裂している様子が見えます。これをメチル基

Z体（7）のどちらかです（図29（a））。
立体化学の帰属には通常NOESYスペクトル
を使います。NOESYは空間的に近接しているプ
ロトンどうしを検出する手法で、縦、横軸とも
δHです。E体とZ体との区別はメチル基プロト
ンH-eのNOEが、H-dまたはH-bのどちらに出る
かで行います。しかし、今、H-d、H-eの化学シ
フトが重なっており、COSYと同様にNOESYス
ペクトルで必要な相関ピークを分離することは
できません。このような場合は縦軸を 13Cとする
HSQC-NOESY法を使い、さらに、近接したプロ
トンどうしの相関を見るために 13C非デカップリ
ングで測定します。
低分子化合物のNOESYスペクトルは対角ピー
クが負、NOEピークが正で得られます。HSQC-

NOESYでは、HSQCピークが負、NOEピークが
正で得られます。図29（b）は負を赤、正を黒で
色分けしています。縦軸のC-dとH-bの交点に正
のピークが見えます。H-dとH-bの間のNOEで
す。拡大図（図29（c））を見ると、H-d、eの位置
に、大きく分裂した負のダブレットが二組見え
ます。これはd、eのHSQCピークが 13Cとの 1JCH

で分裂しているものです。メチル基の 1JCHは約
125 Hzで、1H 500 MHzの0.25 ppmにあたります。
天然存在比の化合物では、C-dが 13Cである

分子は、C-eが 12Cであるものが99％あります。
このH-eは大きなダブレットにはなりません。
δC 14.1 ppmとδH 1.72 ppmの交点にある正のピー
クは、13Cに結合したH-dと 12Cに結合したH-eと
のNOEということになります。同様に、C-eの位
置を横に見るときは、13C-e、12C-dの分子を見て

図30　検証と仕上げ。（a）6のH2BC、HMBC、NOESY相関。（b）HMBCスペクトルの検証。推定
構造で3結合以内にある 13C/1Hの位置に結合の本数を記入する。それ以外にも相関ピークがあれば結
合の本数を記入する。（c）化合物のナンバリング。（d）データテーブルの仕上げ。
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プロトンどうしのカップリングと推定して、シ
ミュレーションを行いました。図31（b）はH-d

の形を見るためにH-eの化学シフトをずらしてあ
り、H-dは7.0 Hzのダブレットがさらに、1.3 Hz

のカルテットになります。図31（c）はH-eの形を
見るためにH-dの化学シフトをずらしたもので、
1.3 Hzのダブレットがさらに、1.3 Hzのカルテッ
トになって、結果的に1.3 Hzの5重線に見えま
す。図31（d）は両方の化学シフトを重ねたもの
です。1.74 ppmの細かい分裂のそれぞれのライン
が図31（b）のような左右対称ではなく、右側の
ラインが高くなっています。1.72 ppmのH-eにつ
いては右側のラインが低くなっています。これは
カップリング相手の化学シフトが近いときに、相
手のある方のラインが高くなるルーフ効果により
ます。

プロトンの化学シフトが重なっている時の対処
をまとめると
• 可能なら別の溶媒を検討して重なりを解消する
　ことができれば簡単です。化学シフトが重なり
合っているプロトンに、それぞれ別のプロトン
とのJHHカップリングやNOEがあるだけの場合
は、選択的1D実験でピーク形状から判断できる
こともあります。今回はプロトンの化学シフトが
重なった状態で解析するために、H2BCとHSQC-

NOESYを使いました。基本は、
•縦軸を 13Cとしてシグナルを分離させる
• 重なっているプロトンどうしの相関を見るには

13Cデカップリングをはずして、一方を 1JCHで
分裂させる
ことです。13Cデカップリングをしない測定で

は 13C-Hと 12C-Hを区別して観測できるようにな
ります。この考え方はNOESY以外の測定法にも
応用できます。また、対称構造で化学シフトが同
じである場合にも使えます。

13C/1H相関法は、1H/1H相関法に比べて観測で
きる分子の数が減るぶん、感度が低下しますの
で、試料濃度によっては積算回数を増やす必要が
あります。目安として、H2BC、HSQC-NOESY

の積算回数をHMBCと同じか数倍多く設定しま
す。

未知化合物 X
エックス

の構造を推定せよ
ミッション3.未知化合物8（分子式C10H16、1 mg/

chloroform-d、図32、33）。
ミッション4.未知化合物9（分子式C6H10O3、3 mg/

chloroform-d、図34、35）。
8、9は通常のNOESYスペクトルを使います。

解答編を読みやすくするため、13C-NMRスペクト
ルに振るアルファベットをあらかじめ記入してあ
ります。※印は溶媒由来のシグナルです。

引用文献
［1］ 福士江里,未知化合物Xの構造を推定せよ（第一回）, 

日本核磁気共鳴学会機関誌 13,77-85ページ（2024）.
解答例 ,NMRニュースレター ,1186号（2024）.

［2］ Kawabata, J. and Mizutani, J. Dimeric sesquiterpenoid 
esters from Chloranthus Serratus. Phytochemistr y, 
31, 1293-1296 （1992）.

図31　ふたつのメチル基のスピンシミュレーション。
（a）実測スペクトル。（b）仮にH-eの化学シフトが離
れていた場合のH-dの形。（c）仮にH-dの化学シフ
トが離れていた場合のH-eの形。（d）H-d、H-eの
化学シフトを近接させた形。
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図32　未知化合物8（1 mg/chloroform-d）の構造を推定してみよう。（a）不足水素指標を計算しよう。（b）原
子を用意する。（c）1H-NMRスペクトル（500 MHz）。溶媒の残留プロトンをδH 7.24 ppmに合わせた。化学シ
フトと分裂様式を解析しよう。解析が難しいプロトンにm（マルチプレット）を記入してある。（d）13C-NMRス
ペクトル（126 MHz）。溶媒シグナルをδC 77.0 ppmに合わせた。（e）、（f）HSQCスペクトル。CH3、CHは正
（黒）、CH2は負（赤）。プロトンに、直結するカーボンと同じアルファベットを振る。
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図33　8のデータの続き。（a）データテーブルを整理しよう。（b）COSYスペクトル。（c）ここまでで推定でき
る部分構造を書いてみよう。（d）HMBCスペクトル。（e）平面構造を推定し、COSY、HMBCの相関を検証し
よう。（f）NOESYスペクトル。（g）立体化学の帰属を行い、NOESYの相関を検証しよう。
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図34　未知化合物9（3 mg/chloroform-d）の構造を推定してみよう。（a）不足水素指標を計算しよう。（b）原
子を用意する。（c）1H-NMRスペクトル（400 MHz）。溶媒の残留プロトンをδH 7.24 ppmに合わせた。（d）
13C-NMRスペクトル（101 MHz）。溶媒シグナルをδC 77.0 ppmに合わせた。（e）、（f）HSQCスペクトル。相関
のないスペースに拡大図を表示している。カーボンにアルファベットを書き写し、直結するプロトンにカーボン
と同じアルファベットを振ろう。
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図35　9のデータの続き。（a）COSYスペクトル。アルファベットを書き写そう。（b）HMBCスペクトル。ア
ルファベットを書き写そう。（c）平面構造を推定し、COSY、HMBCの相関を検証しよう。（d）NOESY。（e）
立体化学の帰属をしよう。

福士 江里（ふくし・えり）
1987年　北海道大学農学部農芸化学科 卒業
1989年　北海道大学大学院農学研究科修士課程 農芸化学専攻 修了
1989年　北海道大学大学院農学部 文部技官、GC-MS・NMR室 勤務
1996年　 博士（農学）北海道大学  

（改組等により所属名称および職名が数回変更）
2019年　北海道大学大学院農学研究院 技術専門員
1987年よりMS、1990年よりNMRを始め、受託分析・共同研究などを行う
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溶液NMR測定のTips：サンプルチューブ編

大阪大学蛋白質研究所

宮ノ入 洋平
y-miyanoiri.protein@osaka-u.ac.jp

1. はじめに
NMR法では、低分子化合物から生体高分子に
至るさまざまな試料を観測対象としており、構造
情報や相互作用様式を原子分解能かつ定量的に
解析することができる優れた手法です。このこと
から、産業界、学術機関を問わず幅広い分野にお
いて、NMR測定法が活躍しています。一方で、
NMR装置の維持・運用には高額な費用が掛かり、
特にヘリウムの調達には苦労の日々が絶えないで
す。そのため、各研究室や単一部署でNMR装置
を管理することは困難となりつつあります。ま
た、NMR法は応用性が高いがゆえに、その測定
法や解析手法は多岐に渡っており、初学者や分野
外の研究者にとって、NMR研究への新規参入は、
敷居が高いというイメージがあるようです。この
ような背景から、NMRプラットフォーム事業や
共同利用・共同研究拠点事業が整備、拡充されて
きました。これらの事業では、国内の複数の研究
拠点で運用されているNMR装置を共用機器とし
て公開しており、どなたでも、先端的なNMR装
置を活用できるよう整備されています。特に、各
拠点では遠隔測定システムやオンラインミーティ
ング体制が整備されており、利用者が地理的な制
約を受けずに、各実験に最適な装置を利用し、ス
ムーズにセットアップすることができます。ま
た、これらの事業では、単にNMR装置のマシン
タイムを提供するだけでなく、各拠点の人材が、
利用者の要望に合わせて、最適な技術・機器およ
び手法等を紹介しており、利用者は安心かつ安全
に、実験データを取得することができます。極端
な例では、NMR装置を見たり触れたりすること
がなくても、試料を調製して各拠点に送るだけ
で、必要なNMRデータを手にすることができま
す。このような共用体制は、NMRに限らず、さ
まざまな大型研究設備を対象に整備されており、
国内の研究活動や産業活動の高効率化の一躍を
担っています。一方で、各装置の測定原理やセッ

トアップに関する情報を、個々の利用者が体験す
る機会が減ってしまい、ブラックボックス化が進
むことも懸念されています。特にNMR法では、
試料調製時や測定パラメータの設定時のひと工夫
やひと手間が、信号感度に直結することが多く、
注意を要します。筆者は、NMR拠点の管理者の
一人として、各種共用事業に携わっており、多様
な分野の研究者と出会う機会があります。その
なかで、NMR測定に関するさまざまな工夫を垣
間見ることができます。試料の運搬や保管方法、
セットアップに至るまで、細かな工夫やこだわり
がちりばめられており、日々勉強させてもらって
います。一方で、NMR熟練者でも、いつもの装
置とスペックの異なる装置に出くわすと、思わぬ
設定ミスをしてしまうケースも、少なくありませ
ん。ましてや、NMR初学者が利用する際には、
装置の性能を十分に発揮できないまま終わってし
まうことも考えられ、せっかくの共用体制を活用
しても、却って研究効率を下げてしまうことにな
りかねません。日本の研究力や産業活動の強化を
目指すうえでも、共用事業は、装置の有効活用の
みならず、装置原理に即した技術や、実験に関わ
る細かなノウハウについても共有できる体制を確
立していく必要があると感じています。
このようななかで、2023年度のNMR学会にお
いて、チュートリアル講演の機会を頂きました。
そこで、溶液NMR測定におけるTipsや細かなノ
ウハウを紹介して、参加者の皆様と情報交換する
ことを企画しました。“こまかすぎて伝わらない
溶液NMRの実験法”と題して、周囲の研究者や
有志からの情報をもとに、Tipsを紹介させていた
だきました。ただ、筆者のプレゼン能力に問題が
あり、せっかくの情報が全く伝わっていないおそ
れがあり、本誌でも紹介させていただくことにな
りました。講演では、雑多な内容となってしまい
ましたが、本誌では、NMRサンプルチューブに
まつわる話題を中心に紹介します。皆様の日ごろ

NMR講座：NMR基礎講座

受領日：2024年6月14日　受理日：2024年6月27日　編集委員：川村 出 
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の測定に少しでも役に立つと幸いです。

2. サンプルチューブの種類
NMR測定に供す試料が準備できたら、まずは
試料をサンプルチューブに挿入することになりま
すが、サンプルチューブにもさまざまな種類が
あります。実験の種類や溶液条件に応じて使い
分けることになりますが、まずは試料の体積を
もとに、サンプルチューブを選択することにな
ります。NMR装置に装備されているプローブで
は、外径5 mmに対応したものが汎用で、検出コ
イルの長さを考慮すると、試料体積として500 μl

が目安となります。500 μl以上の試料を準備でき
るときは、外径5 mmのガラスチューブが利用さ
れます。SHIGEMI社製をはじめ、NORELL社製
やWilmad社製等の製品が広く利用されており、
一般に“ノーマルチューブ”として知られていま

す（図1(a)）。ただし、ノーマルチューブのなか
でも、安価なディスポーザブル品から、パイレッ
クス材等を使用した高グレードなサンプルチュー
ブも販売されています。各グレードによって、材
質や真円度、推奨されるNMR装置の周波数の目
安が記載されています。詳しくは各メーカーの製
品情報やChem-Stationのサイト［1］を参照してく
ださい。注意すべき点として、安価なサンプル
チューブを用いて高磁場NMR装置で測定しよう
とすると、不純物や真円度の低さが顕著となり、
十分な品質のスペクトルを得られないことが起こ
ります。また、そのようなサンプルチューブを用
いてスピニングを行うと、プローブを破損してし
まう恐れもあるので、注意してください。
試料体積が少ない場合には、対称型ミクロ
チューブを利用する場合が多いです（図1(b)）。
SHIGEMI社で製造されており、“高橋チューブ”

図1　サンプルチューブの種類
溶液試料が500 μl以上調製できる場合は、外径5 mmの“ノーマルチューブ”（a）を利用することが多いです。
一方、対称型ミクロチューブ（b）を用いることで、250 μl程度の試料でも測定することができます。このチュー
ブでは、重水等の溶媒と同じ透磁率を有する磁化率調整ガラスが利用されています（図中の★部分）。そのため、
微量サンプルについても、磁場の均一性（（b）の破線部分）を保持し、高感度にNMR信号を得ることができます。
（c） 塩濃度が高い試料溶液では、エッジの部分で誘電損失が顕著となり、感度低下のみならず試料溶液の温度上
昇を引き起こします。角度調節チューブや楕円形チューブでは、エッジ部分が取り除かれており、高塩濃度下で
も高感度なスペクトルを得ることができます。
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や“シゲミチューブ”といった呼称でよく知られ
ています。外径5 mmの対称型ミクロチューブを
利用することで、250μ l程度の試料についても、
高感度・高分解能なスペクトルを得ることができ
ます。対称型ミクロチューブは、外管と内管で構
成されており、溶液試料を内管と外管で挟み込む
ようにセットします。溶液試料の下端と上端の境
界部分にあたるガラスについて、磁化率を重水溶
媒と測定限界内で一致させることで、磁場均一度
を高めており、微量な試料でも高品質なスペクト
ルを取得することができます（図 1(b)）。実際に、
単位体積当たりで最高の感度を提供するシステム
となっています。重水や重クロロホルムなど、溶
媒に依存して磁化率が異なるので、それぞれに対
応した対称型ミクロチューブを利用して、測定す
ることができます。対称型ミクロチューブを利用
する際には、“泡抜き”が必要になります。溶液
試料と磁化率調整ガラスの境界面に気泡が残る
と、磁化率の均一性は崩れ、シム調整も困難とな
ります。泡抜きの方法は、コツを要しますので、
後ほど詳しく紹介します。対称型ミクロチューブ
は、ノーマルチューブに比べて高価ですので、洗
浄して繰り返し利用することが多いです。洗浄方
法についても後述しますが、洗浄の際に注意する
点として、内管と外管の組み合わせは維持してお
くと良いです。少なくとも同じ製品ロット内で保
持しておくほうが、磁化率のズレを防ぐうえでも
安全です。
サンプルチューブの選択におきまして、試料体

積以外に考慮する点として、塩濃度を考慮しま
す。特に、超高磁場NMRや極低温プローブを装
備したNMR装置を利用する場合は、誘電損失の
影響が顕著となります。具体的に、円筒形のサン
プルチューブを（ヘルムホルツ）プローブに配置
する場合、RFパワーの消耗が、サンプル中心か
らの距離に依存して大きくなります。つまり、サ
ンプル管のエッジ付近がRFパワー損失のホット
スポットとなり、シグナル感度の損失やサンプル
自身の温度上昇を引き起こします（図1(c)）。タ
ンパク質などの生体試料では、溶解度を上げる
ために1 M以上の塩を含んだ溶媒を利用する場合
がありますが、外径5 mmのサンプルチューブを
用いて極低温プローブに挿入すると、十分な感
度を得られないだけでなく、チューニングやマッ
チングを最適化することもできずに、測定でき
ないケースもあります。このような場合は、外径

が4 mmや3 mmのサンプルチューブを利用する
と、ホットスポットの影響を軽減することができ
ます。また、5 mmチューブでもホットスポット
を抑えるために楕円形や長方形のサンプルチュー
ブおよび角度調節機能付きの対称型ミクロチュー
ブも市販されています（図1(c)）。これらのサン
プルチューブは円筒形のものよりも挿入できる体
積は少なくなりますが、塩濃度の影響を押さえつ
つ、単位体積当たりの感度は高い状態で測定する
ことができます。
このほか、各サンプルチューブでは、遮光状
態や嫌気条件下に対応したものや、オートサン
プラーに対応したものも市販されています。測定
試料や装置のスペックを事前に把握しておくこと
で、いつでもどこでも、安心安全に実験を進める
ことができます。

3. 試料溶液の挿入
最適なサンプルチューブを選択した後には、自
身の試料をサンプルチューブに挿入することにな
ります。外径5 mmの細長いガラスチューブに溶
液試料を挿入するので、なかなか難しい作業にな
ります。筆者は、タンパク質をはじめとする生体
系試料を扱うことが多いですが、挿入中にタンパ
ク質溶液が泡立つことや、管壁に留まり、チュー
ブの下端までうまく挿入できないケースがよくあ
ります。また、pH変化やリガンド滴定に伴うス
ペクトル変化を解析することが多く、ポイントご
とに試料をサンプルチューブから出し入れするこ
とがあります。挿入方法に気をつけておかない
と、試料を大幅に損失することになり、正確かつ
再現性の高い実験を行うことが難しくなります。
さらには、前述したように、対称型ミクロセルを
使用する場合には、試料と磁化率調整ガラスとの
境界面に、気泡が残らないように注意しなければ
なりません。ノーマルチューブにおいても、測定
中に試料から気泡が発生してしまうと、シム調整
が困難になり、最適なスペクトルを得ることがで
きなくなります。ここでは、サンプルチューブへ
の試料の挿入方法について紹介します。
まずは、通常のピペットを利用して、サンプル
チューブの上端から試料を滴下する方法がありま
す。使い慣れた道具で手軽に挿入できますし、サ
ンプルがセットされるチューブの下端部分や内側
を傷つける不安もありません。試料が管壁に留
まってしまうことがありますが、図2(a)に示す
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ような手回しの遠心機を用いることで、サンプル
チューブの下端まで試料をセットすることができ
ます。また、ピペットに取り付ける使い捨てチッ
プには、内部にフィルターが詰められたものや、
低吸着タイプなどバリエーションに富んでいます
ので、サンプルチューブに沈殿物が混入すること
を防ぐこともできます。ただし、試料を管壁に沿
わせて導入することになりますので、少量の試料
では損失が多くなってしまいます。前述した、滴
定実験などにも不向きです。
筆者が携わってきたなかでは、細長いガラス製
のパスツールピペットを利用して、試料をサンプ
ルチューブにセットする方が多いです（図2(b)）。
外径2 mmで180 mm程度の長さがあるものが市
販されており、5 mmや4 mmのサンプルチュー
ブに挿入して、試料溶液をアプライすることがで
きます。3 mmや1 mmのサンプルチューブには、
より細いガラスキャピラリーを用いることになり
ます。パスツールピペットの上端にシリコンスポ
イトを装着して、試料の出し入れを行いますが、
吸い上げすぎると試料がパスツールピペットの内
側に付着して試料損失が多くなるので、注意が必
要です。新品の硬いシリコンスポイトよりも使い
古したシリコンスポイトの方がゆっくりと試料を
吸い上げることができて扱いやすいです。サンプ
ルチューブの下端まで効率よく試料を導入するこ
とができますし、試料をサンプルチューブから取

り出すことも可能です。ただし、細いガラス管で
すので、サンプルチューブ内部を傷つけてしまう
恐れがあります。挿入時には、なるべくサンプル
チューブにあたらないよう、慎重に作業する必要
があります。ガラス細管がサンプルチューブ内で
折れてしまうと、回収することも困難ですので、
注意が必要です。貴重な試料をサンプル管に詰め
る際は緊張しますので、不慣れな場合は溶媒など
を用いて事前に練習しておくとよいです。
パスツールピペットやシリコンスポイトの扱い
に慣れない場合には、ポリエチレンやPEEK製の
チューブを活用する方法をおすすめします。これ
らのチューブの先端に汎用のマイクロピペット用
のチップをつなげておきます（図2(c)）。これに
より、マイクロピペットを用いて、溶液試料をサ
ンプルチューブにセットすることができます。こ
れらのチューブは、比較的高価ですが、クロマト
グラフィー装置などにも使われているので、調達
しやすいです。ガラスよりも柔らかく、柔軟性
もありますので、サンプルチューブを傷つける心
配もありません。チップとの接続部分から液漏れ
する恐れがありますので、その点は注意を要し
ます。筆者も、少量の化合物を試料に滴定する
際は、この手法を活用しています。このほかに
も、シリンジに接続できるプラスチック製のパス
ツールピペットなども市販されており、サンプル
挿入に活用できるかと思います。また、サンプル

図2　サンプルチューブへの挿入方法
（a）手回し遠心機。サンプルチューブの内壁に留まる試料を、チューブ下端まで送液することができます。（b）パ
スツールピペット。頭の部分に取り付けるシリコンスポイトは、使い慣れた柔らかなスポイトを利用するほうが、
試料の挿入時や取り出し時に扱いやすくなります。（c）ポリエチレン製チューブにマイクロピペット用チップを
つなげた自作のピペット。マイクロピペットを利用して試料をサンプルチューブにセットすることができます。
チップとの接続部分から液漏れしないことを確認してください。マイクロピペットを用いていますが定量性は保
証できないので、サンプル量や滴定実験に用いるリガンドの液量はあらかじめ秤量したものをすべて吸い上げて
サンプルチューブに送るようにします。



N
M
R
講
座
：
N
M
R
基
礎
講
座

36

BULLETIN OF THE NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE SOCIET Y OF JAPAN 2024 Vol.14 No.1

チューブの内壁を撥水性のシリコン液でコーティ
ング処理することで、試料の吸着を抑えて効率よ
くサンプリングすることができます。核酸や粘度
の高い試料を扱うときには有効です。

4. サンプルチューブからの泡抜き、試料溶液
の脱気
サンプルをサンプルチューブに挿入した後に

は、気泡の発生に注意します。特に対称型ミク
ロチューブを利用する場合、内管で蓋をする際に
泡が発生しやすいです。試料内に泡が発生します
と、磁場の均一性が崩れ、シム調整が困難とな
り、綺麗なスペクトルを得ることはできません。
そこで、泡抜きの作業を要します。泡抜きの方法
ですが、SHIGEMI社のホームページ内の動画で
紹介されていますので、ご覧になってください。
サンプルチューブを45度くらい傾けた状態で、
内管を挿入していきます。サンプルと内管が触れ
た時に気泡が発生するのですが、そこで内管を素
早く押し込みます。これによって、気泡が内管の
くびれ部分（磁化率調整ガラスの上部）まで押し
上げられます。あとは気泡が内管の下部に戻らな
いように、ゆっくりと引き上げます。ポイント
は、内管を押し込んで気泡を上部に押し出すとこ
ろです。ここで気泡をうまく押し出すことができ

ずに、内管の出し入れを繰り返していると、却っ
て気泡が増加してしまいます。このことを避ける
ためには、内管と外管の“すきま”を把握するこ
とが重要です。外管の内径と内管の磁化率調整ガ
ラスの外径では、わずかにギャップがあり“すき
ま”が生じます。この“すきま”を通り道として、
気泡や試料溶液が上部に押し出されます。この
“すきま”は、内管を押し込んでいき試料溶液を
押し出していく際に、図3(a)に示すように目視
することができます。この“すきま”を上側にし
て、45度ほど傾けて泡抜きを行うと、効率よく
気泡を押し出すことができます。
気泡を抜いた後は、内管と外管をしっかりと固
定することが必要です。製品ロットによっては、
先述した“すきま”が大きくなるものがあり、内
管が動きやすく固定しにくい場合があります。多
くの方が、パラフィルムを使って内管と外管の位
置を固定していると思いますが、気泡が溶液試
料側に戻らぬように注意してください。サンプル
溶液の体積に依存しますが、内管のくびれ部分
に、少しサンプル溶液を残した状態で固定するほ
うが、安心かと思います。パラフィルム自身は空
気を透過しますので、長時間にわたる測定中に、
少しずつ試料溶液が蒸発してしまいます。そのた
め、測定中に気泡が生じることが多いです。試料

図3　サンプルチューブ内の気泡を除く方法
（a）対称型ミクロチューブから気泡を除く場合には、内管と外管の間にできる“すきま”を確認してから、泡抜き
を行うと良いです。（b）サンプルの蒸発や空気の流入を防ぐために、パラフィルム部分にエポキシ樹脂製の接着
剤を塗布します。5分程度で固まり、ドライヤーで温めると簡単に剝がせるそうです。
（c）内管と外管の接合部分にAPIEZONグリースを塗布することで空気の浸入を抑えることができます。ガスタ
イトチューブと併用して無酸素状態で長時間測定を行うこともできます。グレードごとに適用温度範囲が異なる
ので確認してください。
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放置しておき溶存空気を排出させる方法です。試
料が熱に安定であれば簡便に実施できる方法で
す。試料の蒸発に注意しつつ、測定前日や測定
前に数時間放置することで処理できます。試料を
冷やしてしまうと、再び空気が溶解してしまうの
で、測定まで温度を保っておくとよいです。マシ
ンタイムに余裕があれば、試料をマグネット内に
入れて測定温度で保持しておけば、気泡を除いた
後に、そのまま実験を開始できます。
温度を上げて脱気することが難しい場合は、減
圧器を用います。アスピレーターや小型のポンプ
とサンプルチューブを、シリコンチューブを介し
て接続し、減圧します（図4(a)）。ときどきサン
プルチューブを指でたたいて振動を与えること
で、気泡を除いていきます。前述したように、有
機溶媒等が混合した系では、組成が変わる恐れが
あるので、なるべく減圧時間を一定に保つように
気をつけます。ポンプなどを持ち合わせていない
場合は、50 ml程度のシリンジで代用することも
できます（図4(b)）。プランジャーを引きながら、
サンプルチューブを持つことになるので、操作が
難しい点もありますが、身の回りにある備品で比
較的手軽に脱気することができます。いずれも、
シリコンチューブ等を用いてサンプルチューブを

の蒸発を抑えるためには、パラフィルムの部分に
エポキシ接着剤を塗布することや（図3(b)）、市
販のテフロンシールでカバーする、あるいは、内
管と外管のすり合わせ部分に特殊なグリース（ア
ピエゾングリースなど）を塗布して、空気の混入
を防ぐ方法が挙げられます（図3(c)）。
溶液サンプルの測定中に、サンプルチューブ内
で気泡が発生することがあります。特に、室温以
上の高い温度で長時間の測定を行っていると生じ
ることが多く、測定中にシムが大きくずれてし
まって、最適なスペクトルが得られなくなるケー
スがよく起こります。この場合は、測定前に試
料溶液を脱気しておくと、トラブルを未然に防ぐ
ことができます。水溶液の脱気処理は、減圧装置
や超音波装置を利用する例が多いと思いますが、
NMRの測定試料は体積が少ないですし、超音波
を当てられないケースも多いです。また、有機溶
媒と水との混合液を脱気する場合は、減圧中に有
機溶媒のみが気化して組成が変わってしまうこと
もあるので注意が必要です。ここでは、筆者が
行ってきた方法や、さまざまな研究者から教えて
いただいた方法を紹介します。
まず最も簡便な方法としましては、試料溶液を
サンプルチューブに挿入した後に、測定温度下で

図4　サンプルの脱気処理
測定中にサンプル内から気泡が発生することを防ぐために、サンプルの脱気処理を行います。（a）小型のポンプ
からシリコンチューブを介してサンプルチューブに接続します。ときどきサンプルチューブに振動を与えて、気
泡が発生しなくなるまで（5～10分程度）減圧します。（b）ポンプの代わりに、50 mlの大型シリンジを活用する
ことでも、脱気処理を行うことができます。（a）と同様に、シリコンチューブを介してサンプルチューブを接続
して操作する。室温や測定温度下で長時間安定な溶液試料であれば、数時間かけて測定温度下に放置するか、減
圧容器下で脱気します（c）。
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減圧器につなぎますので、接続部分でガラスが
割れてしまうことも多いので、注意を要します。
チューブでつなぐ代わりに、専用のガラスチャン
バーを用いて、減圧下で放置して脱気することも
できます（図4(c)）。この方法では、振動を与え
て気泡の発生を促すのが難しいので、脱気には数
時間を要します。
このほか、ヘリウムや窒素ガスでパージして脱

気する方法もあります。空気の再溶解を抑え、安
定に脱気状態を保つことができますが、ランニン
グコストはだいぶ高くなります。また、操作を
誤って微量な試料を損失してしまうリスクも高い
です。

5. サンプルチューブの洗浄
対称型ミクロチューブや高品質チューブは、大

変高価ですので、洗浄して再利用することが多い
です。ただし、精密なガラスチューブですので
誤った方法で処理をしてしまうと、再利用できな
くなってしまいます。筆者や複数のユーザーのご
経験をもとに、サンプルチューブの洗浄方法を紹
介します。
筆者は、サンプルチューブから試料を取り出

したのち、精製水ですすいだ後、中性洗剤を加
えて、一晩程度かけて、浸け置き洗浄することが
多いです。この方法で、たいていの汚れが落ちま
すが、ガラス表面に汚れが残る場合には、6 M塩
酸グアニジン溶液か硝酸水溶液でさらに浸け置き
洗いをします。アルカリ溶液での洗浄は、ガラス
が溶ける恐れがあり、真円度に影響しますので極
力利用しません。各種溶液で浸け洗いした後は、
精製水で十分にすすぎを行います。近年では、
SIGMAやNeweraで販売されている洗浄用ガラ
ス器具を利用しています［4、5］。これらの器具をア
スピレーターなどの減圧器に接続することで、精
製水を勢いよくサンプルチューブ下端まで送り込
むことができ、素早くすすぎ洗浄することができ
ます（図5）。酸性溶液などを利用した際の廃液回
収にも有用です。また、すすぎ後は、そのまま減
圧して乾燥させることもできます。これらの方法
でも、汚れや水滴、固形物が取り除けない場合に
は、カット綿を細いステンレス棒に巻き付けたブ
ラシを作製し、こすり取る方法などが紹介されて
います 。ガラス内壁にこびりついた汚れを取り
除くうえで効果的ですが、内部に糸くずが残るこ
とが多く、却ってゴミを増やしてしまう恐れがあ

ります。また、芯となるステンレス部分が露出し
てしまい、サンプル管を傷つけてしまう恐れがあ
りますので注意を要します。実験用のガラス器具
を超音波で洗浄する装置がありますが、サンプル
チューブを傷つけてしまうので、使用しないでく
ださい。このほか、洗浄後のサンプルチューブを
乾燥させる際に、乾熱オーブンを用いると真円度
や反りに影響を与えてしまいます。上述のブラシ
や手回し遠心機で水滴を除いた後に、自然乾燥す
るか減圧装置で乾燥させます。そのほかに、窒素
ガスなどを吹き付けて水滴を吹き飛ばし、乾燥さ
せることもできます。このほかの注意点として、
対称型ミクロセルの内管と外管の組み合わせは、
洗浄後もなるべく維持しておくほうが、シム調整
でのトラブルを回避でき、安全です。また、RNA

試料を測定する際には、RNA分解酵素の混入に
細心の注意を払います。サンプルチューブは上記
の洗浄を行ったのちに15％過酸化水素水に10～
30分ほど浸け置きして、その後、DEPC処理水等
のRNase Free Waterやクロロホルム溶液で洗浄、
すすぎを行います。グローブやマスクを着用して

図5　サンプルチューブ洗浄用のガラス器具（SIGMA
製）。5 mm管だけでなく、3 mm管にも対応した器具
が市販されています。



39

日
本
核
磁
気
共
鳴
学
会
　
N
M
R  

2
0
2
4  

14
巻

BULLETIN OF THE NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE SOCIET Y OF JAPAN 2024 Vol.14 No.1

の操作はもちろんのこと、エアロゾル等による
RNaseの混入を抑えるため、RNA専用の実験ス
ペースやグローブボックス内でサンプリング操作
を行います。RNase除去スプレーなども市販され
ているので、適宜活用します。

6. サンプルチューブの搬送方法
共同利用施設でのNMR実験が一般的になりま

すと、NMR試料を発送する機会が多くなります。
高価なサンプルチューブや、さらに高価で貴重な
測定試料を損失しないためにも、梱包方法に気を
付けておきたいです。また、生体系試料では、温
度管理も重要となります。筆者のもとにも、外部
から数多くの試料が届きますが、多くのユーザー
が、サンプルを保護するために工夫をこらしてい
ますので、紹介したいと思います。
多くの方が、サンプルチューブに試料を充填し
た状態で、送付されています。梱包には、サンプ
ルチューブ納入時に使用されている、オリジナル
ケースを活用する方が多いです。サンプルチュー
ブを一本ずつ固定することができるので、搬送
時の破損リスクを抑えることができます。このほ
かに、実験によく利用するカラムケースやプラス
チックの遠沈管を用いた、手作りのサンプルケー
スを活用される方も多いです（図6）。これらの
ケース全体を、エアーキャップやキムタオルなど
で覆い、発泡スチロール製のクーラーボックス
に入れて発送されてきます。宅配業者には、“天
地無用”かつ“ワレモノ注意”の旨を伝えておく
と、より破損のリスクを抑えることができます。
一方、上記のような処置を行っても、3 mm管の
ように細い試料管や角度調節機能付きのサンプル
チューブに試料を入れた状態で搬送された場合で
は、何度か破損した状態で受け取ったことがあり
ます。万が一に備え、試料とサンプルチューブは
別々に梱包し、現地でサンプルチューブに挿入す
ることも検討すべきです。
試料送付時には、温度管理にも注意すべきで
す。冷蔵便や冷凍便を利用することが多いです
が、送り先で確実に受け取ることができるよう、
日時指定を利用すると良いです。受け取り後に、
すぐに適切な場所・方法で保管することが重要で
す。特にタンパク質等の凍結試料については、融
解方法を誤ると凝集してしまう恐れもあるので、
受託測定時などは、双方で事前の情報交換をして
おくとトラブルが少ないです。まれに、冷蔵便で

送られているにもかかわらず、サンプルチューブ
の中で試料が一部凍結してしまうことがありま
す。必要以上に保冷剤を利用すると、凍結してし
まうようです。一般的な保冷剤の代わりに、蓄熱
剤を利用することで冷え過ぎや凍結を抑えること
ができます。4 ℃、20 ℃、36 ℃に対応した蓄熱
剤が市販されています。また、宅配業者によっ
て“冷蔵便”や“冷凍便”の温度帯が異なりますの
で、発送前に各社の温度帯を確認すると良いです
（ex. ヤマトの冷蔵は0-10 ℃、佐川の冷蔵は2-10 ℃、
日本郵便の冷蔵は5-10 ℃）。長期間、温度管理を
確実に行う“定温輸送”を行う場合には、生体試
料や医薬品の搬送を専門に行う業者を選ぶと良い
です。

7. おわりに
本項では、サンプルチューブにまつわる話題に
ついて、紹介させていただきました。普段、何気
なく扱っているサンプルチューブですが、本項で
は書ききれなかった注意点や測定感度を向上させ
るための工夫は、まだまだあります。サンプル
チューブの取り扱い以外にも、実験のセットアッ
プやパラメータの選択についても、各々にちょっ
とした工夫や注意点が数多く存在します。学会等

図6　サンプルチューブの発送方法
ガラスの破損を避けるために、サンプルチューブ
が入っていた箱（左）や15 mlのディスポーザブル
チューブ2本を組み合わせた自作カバー（中）やカラ
ム精製用の容器（右）にサンプルチューブを入れて搬
送されてくるケースが多いです。
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の講演や学術論文からは読み取ることができな
いこれらの技術やTipsについて、多くの皆さん
と共有することができれば、NMR研究の更なる
拡大や新技術の発見に繋がると思います。また
機会がありましたら、本誌等でTips集を紹介で
きればと思います。このような、NMR実験に関
する素朴な疑問については、すでに、NMR Wiki
［7］やNMR Knowledge Base［8］といったweb上で
共有されていることも多いです。国内におきまし
ても、本学会が後援している若手NMR研究会等
の交流行事や、NMRプラットフォーム事業が提
供する基礎講習会や教材コンテンツ［9］にて、情
報を得ることができます。さらには筆者も世話人
として参加しているNMRワーキンググループで
は、生体系NMRを中心に、体験型のNMR講習
会を定期的に開催し、Web上ではNMR実験に関
わるTips集や論文情報などを共有しています［10］。
このような情報交換の場を介して、みなさまが
持っているちょっとした工夫や実験テクニックを
ご紹介いただき、多くの皆さんと意見交換できる
と嬉しいです。
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2017年～現在 大阪大学 蛋白質研究所 准教授
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会員便り：研究室便り

東京大学薬学部 生命物理化学教室

東京大学大学院薬学系研究科 生命物理化学教室 修士2年

山本 泰雅
zeraora-blue@g.ecc.u-tokyo.ac.jp

はじめに
生命物理化学教室は、2021年度から新たに竹

内教授が就任し、新たなスタートを切りました。
私は竹内教授が就任してから初めて配属された
学生で、当初は竹内教授を筆頭に、上田准教授、
幸福助教、徳永助教の4人のスタッフに対して所
属学生が3人という、なんとも贅沢な研究室でし
た。現在では学生が9人に増え、年々賑やかに
なってきています。さらに、今年度からは上田准
教授が大阪大学の教授に栄転され、幸福助教が講
師に昇進されるなど、研究室の発展を強く感じて
います。研究室の成長を目の当たりにし、活気づ
いていく様子に奮起させられます（写真1）。

研究テーマ
研究室のホームページには、「How Does A 

Molecule Drive Life?」（分子がどのように生命を
駆動するのか）というメッセージが掲げられてい
ます。この言葉が示す通り、私たちの研究室の大
きなテーマは、生体分子の動的ふるまいが生体機
能をどのように果たしているのかを明らかにする

ことです。このテーマに基づき、核磁気共鳴法
（NMR法）をはじめとしたさまざまな物理化学的
手法を駆使して研究を進めています。特に、「A 

Molecule」という表現にはこだわりがあり、特定
の分子が生体機能のどのような部分を担っている
のかを詳細に解明することを目指しています。通
常、生体機能は複雑な生体分子のネットワークに
よって支えられていますが、私たちの研究室で
は、そのなかでも特定の生体分子が果たす役割、
ひいてはその周辺の相互作用に焦点を当てていま
す。これらの挙動を理解することではじめて全体
のネットワークを理解することが可能となり、そ
れが新たな医療やバイオテクノロジーの開発に繋
がると考えています。この大きなテーマのもと、
3つの研究に焦点を当てています。
1. Dynamics
タンパク質をはじめとした生体分子は、その動
的な構造変化によって機能を発揮します。NMR

法の原子分解能と定量性を活かし、生体分子の動
的なふるまいと生体機能の関係を明らかにするこ
とを目指しています。これまでに、多剤結合転写

受領日：2024年6月25日　受理日：2024年6月27日　編集委員：鳥澤拓也

写真1 　 薬学部棟前での集合写真。前段中央が竹内恒教授、左が
幸福裕講師。後段中央が徳永裕二助教。



会
員
便
り
：
海
外
学
会
参
加
報
告

42

BULLETIN OF THE NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE SOCIET Y OF JAPAN 2024 Vol.14 No.1

因子の結合様式や膜タンパク質のリガンド活性と
相関のある動的な平衡変化を明らかにしてきまし
た［1, 2］。
2. Interaction
受容体や酵素などのタンパク質は、基質との相

互作用によって機能します。この相互作用の仕組
みを解明することで、より優れた薬剤の設計や評
価が可能になります。当研究室では、運動性を加
味した創薬技術の開発に成功しています［3, 4］。
3. Method
生体分子は分子量が大きく、緩和速度が速いた

め、NMR解析では感度の低下が問題となります。
このため、生体分子のNMR解析を可能にするた
めの感度を向上させる手法の開発に取り組んでい
ます［5, 6］。また、NMRの新しい可能性を広げる
ために、in-cell NMRを用いた細胞内創薬の手法
開発にも力を入れています。

設備について
当研究室の実験設備は生化学実験室と地下の

NMR室に分かれています。生化学実験室では
主にタンパク質や核酸のNMRサンプル調製や
アッセイ実験を行うための実験設備が揃ってい
ます。サンプル調製については、無細胞系、大
腸菌、昆虫細胞、哺乳細胞をホストとした発現
および精製のための機器が設置されています。
アッセイ実験としては分子間相互作用解析が可
能な Biacore T200（Cytiva）や MicroCal iTC200

（Malvern）、蛍光および発光の検出の際に用いる
FSEC（島津）、CytoFLEX（Beckman）、Glomax

（Promega）などが設置されています。また、地
下のNMR室には800 MHzを筆頭に、600 MHzが
2台、500 MHz、400 MHzの計5台が稼働してい
ます。これらは前教授である嶋田一夫先生（現・
理研チームリーダー、広島大副学長）のご尽力に
よって導入されたものであり、恵まれた設備環境
での研究を進められています（写真2、3）。

まとめ
新たなスタートを切った生命“物理化学”教室

ですが、物理化学系の研究室は生物系や有機合成
系など他の薬学系研究室に比べると、どうやらほ

4

んの少しだけ
4 4 4 4 4 4

人気がないようで、一昨年は当研究
室への配属学生が最小の2人で「大丈夫か？」と
思うこともありました。しかし、昨年は最大人数

写真2

写真3
写真2, 3　 NMR室の様子。上段が400 MHz、500 MHz、

600 MHz、下段が800 MHz。

である5人が配属され、一段と賑やかになりまし
た。これまでは人数が足りずに参加できなかった
薬学部の運動会にも参加したり、研究室旅行を企
画したりするなど、楽しい研究室ライフを過ごせ
るようになってきました。研究面に関しても一段
と躍進できるよう、嶋田前教授時代からの知見や
環境を糧に新たな一歩を踏み出し、「How Does A 

Molecule Drive Life?」という問いについて追究し
ていきます。

文献 *Correspondence,　#Equal contribution 
［1］ *Takeuchi, K., Imai, M. & *Shimada, I. Proc Natl 

Acad Sci U S A. 116, 19963–19972 (2019).
［2］ Kofuku, Y., Ueda, T., Okude, J., Shiraishi, Y., 

Kondo, Keita., Maeda, M., Tsujishita, H. & 
*Shimada, I. Nat. Commun. 3, 1045 (2012).

［3］ #Mizukoshi Y, #*Takeuchi K, Tokunaga Y, Matsuo 
H, Imai M, Fujisaki M, Kamoshida H, Takizawa 
T, Hanzawa H, *Shimada I. Sci Adv. 6: eabd0480 
(2020).

［4］ Tokunaga, Y., *Takeuchi, K. & *Shimada, I. Molecules. 
22(9), 1492 (2017).

［5］ Boeszoermenyi A, Chhabra S, Dubey A, Radeva 
DL, Burdzhiev NT, Chanev CD, Petrov OI, Gelev 
VM, Zhang M, Anklin C, Kovacs H, Wagner 
G, Kuprov I, *Takeuchi K, *Arthanari H., Nat 
Methods. 16, 333–340 (2019).

［6］ Tokunaga Y, *Takeuchi K, Okude J, Ori K, 
Torizawa T, *Shimada I. J Med Chem. 63, 5360–5366  
(2020).



43

日
本
核
磁
気
共
鳴
学
会
　
N
M
R  

2
0
2
4  

14
巻

BULLETIN OF THE NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE SOCIET Y OF JAPAN 2024 Vol.14 No.1

会員便り：海外学会参加報告

Euromar 2024渡航記
京都大学大学院理学研究科 博士課程1年

上出 友哉

この度、日本核磁気共鳴学会、2023年度 第3

回若手研究者渡航奨励金のご支援を賜り、スペ
イン・ビルバオで開催されたEuromar 2024に参
加いたしました。本奨励金により海外学会に出席
し、非常に有意義で貴重な経験を得ることができ
ました。ご支援につきまして、日本NMR学会 藤
原敏道 学会長、加藤晃一 選考委員長および故京
極好正先生、故阿久津政明先生、ならびにご家族
と関係者の皆さまに厚く御礼を申し上げます。
本学会は、スペイン・ビルバオ市、Euskalduna 

Bilbao Conference Centreにて、6月30日～7月4

日までの5日間で行われました。特に、本学会が
20周年であること、そしてコロナにより中止と
なったEuromar 2020 @ビルバオのリベンジ開催
であることも受けて、大変盛り上がったように
思われます。本学会のロゴマーク（図1）にある
2024の「4」の背後に、2020の「0」の文字が浮か
び上がっていることからも、その開催への思いが
察しられます（学会会場でお会いしたT先生は、
「あの「0」は4年前スペインに行けなかった俺の
恨みがこもっているんだ！」と仰っていました）。
学会の様子は、公式Xアカウントからも発信され
ておりますので、良かったらご参照ください。

図1　Euromar 2024のロゴマーク。

スペイン・ビルバオ市の様子
ビルバオ市は北緯43度15分、西経2度55分［1］

に位置しており、緯度としては日本における北海
道札幌市付近となります。日本で夏真っ盛りの7

月においても、気温は20～ 25℃と大変過ごしや
すく感じました。学会を終え30℃以上の高温＋
多湿の日本（京都）に帰国した際は、スペインに

帰りたい、とさえ思いました。また、ビルバオの
時計が指し示す時間は（2024年3月31日～ 10月
27日の間）中央ヨーロッパ夏時間（日本－7時間）
であり、ロンドンとほぼ同じ経度であるにもかか
わらず、協定世界時（つまりロンドン時間）から
＋2時間進んだ時差を持ちます。そのため、20時
ごろにおいても日は街を照らし、往来は賑やかさ
を保ったままでした。ビルバオは芸術の街として
賑わっており、建築物や町の構造、トラムにも
美しさが散りばめられており（図2）、Banquetも
グッゲンハイム美術館で行われるなど、オシャレ
さに溢れていました。

図2　ビルバオ市街の様子。

研究発表
口頭発表は、7月1～4日の間で、溶液NMRや固体

NMR、Bio NMR、Hardware、Hyperpolarization

に関するものからEPRと、幅広い分野にわたっ

ニュースレター掲載日：2024年7月18日
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て行われました。NMR手法の研究からNMR

による材料研究などを主に拝聴することがで
き、最先端の研究に数多く触れることができま
した。私個人として興味深かったお話は、Iowa 

State UniversityのAaron J Rossini先生の、1H 

detectionと高速MASを使用した固体NMR手法
についての研究です。重いスピン1/2核や半整数
四極子核に測定を適用したものであり、測定の
感度向上と高速化の成功を発表されておりまし
た。測定の感度的な困難を、間接的に測定する
手法で打破し、材料物質に応用する着眼点・技
術に圧倒されました。ポスター発表は総数450

件と多く、さらに発表は7月1～ 3日の間で一
斉に行われたため、会場は素晴らしく活気で
満ち溢れていました。発表数は、溶液NMRと
Bio NMRに次いでHyperpolarizationの件数が多
く（表1）、特にDNPだけでなくパラ水素による
Hyperpolarizationの発表を聞き、研究テーマとし
ての重要性や熱さを感じました。それ以外の分野
においても、Dipole orderを用いた粉末パターン
の indirect detection［2］や rDFS–QCPMGに よ る
半整数スピンの高感度測定［3］など、興味惹かれ
る発表が多く、その発想の素晴らしさに驚きまし
た。

私は、「Solid-state NMR of quadrupolar nuclei 

in magnetically oriented microcrystals」というタ
イトルでポスター発表を行いました。粘性溶媒に
懸濁させた粉末微結晶は、静磁場中で変調回転
させることで、その方向を物理的に、そして3次
元的に揃えることができます。この配向が揃った
微結晶は疑似的な単結晶を構成し、そのNMRス
ペクトルは単結晶ライクになります。我々は、こ
の配向した微結晶を用いたNMR測定を四極子核
（14N）に拡張し、粉末のままでは広幅となる共鳴
線を高分解能に捉える手法を実現しました。本研
究はSolid State NMR誌に論文掲載された［2］内容
であり、その紹介も兼ねての発表を行いました。
発表・質疑のなかで、なぜ配向するのか、どのよ
うに配向させるのか（原理や装置の仕組み）の質
問や、応用先への質問や指摘もいただきました。
また、研究の内容だけでなく、他人に研究の面白
さを伝えることへのアドバイスもいただき、これ
から研究発表をする上で大変参考となりました。

まとめ
発表では後悔や反省点も多々ありましたが、こ
の学会に参加して大変楽しく、有意義な時間を
過ごすことができました。また、想像もつかな
かったような素晴らしい研究に数多く接する機会
を得ました。自分自身は研究者としてまだまだ
未熟でありますが、いつか再び研究成果を持って
Euromarに参加したいと思います。この学会に参
加できた経験を実り多いものにするため、今後も
一層励んでいく所存です。
最後に、京都大学理学研究科 武田和行 准教授

（学会参加の提案もしていただきました）、野田泰
斗 助教の厳しくも温かいご指導により、本学会
の参加に繋がりました。この場をお借りして深く
感謝申し上げ、拙文を締めさせていただきます。

参考文献
［1］ https://www.jtb.co.jp/kaigai_guide/western_europe/

spain/BIO/index.html
［2］ J. K. Kimbell, et al., Euromar2024, SST-006.
［3］ A. Wong, M. Negroni, A. P. M. Kentgens, Euromar 

2024, SST-037.
［4］ T. Kamide, Y. Noda, K. Takeda, Solid State Nuclear 

Magnetic Resonance 131 （2024） 101924.

表1　ポスター発表の分野と発表件数
（Withdrawal分も含む）。

https://www.jtb.co.jp/kaigai_guide/western_europe/spain/BIO/index.html
https://www.jtb.co.jp/kaigai_guide/western_europe/spain/BIO/index.html
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