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核磁気共鳴法の生体系への応用

―最近の進歩〔I〕―

中澤知男 杉山宏

　最近の核磁気共鳴装置の高精能化は目をみはるものがあり、それに伴い、有機化合物を扱う有機

化学、生物化学の分野ではもちろんのこと、医学、生物学の分野においても、核磁気共鳴法（NMR

法）を手段とした研究報告がこのところ急速に多くなっている。本稿〔1〕では、均一磁場を用い

るNMR法（NMR－CTは除く）の原理、　NMR法より得られる情報の種類について概説する。さ

らに実際にNMRスペクトルを測定する場合の試料の調製方法ならびに1H－NMR法が生体系へ応

用されたいくつかの研究例（尿、血液、血清等のin　vitro　NMRスペクトル、細菌等の代謝研究、

生体組織、臓器のin　vivo　NMRスペクトル）について説明、紹介する。次稿〔II〕においては生

体系NMR法として1H－NMR法と同じく重要な13C・NMR法、31P－NMR法、23Na－NMR法等に

ついて概説する。
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1．緒論

　核磁気共鳴スペクトル（Nuclear　Magnetic　Reson－

ance）は原子核のある種のものは磁石としての性質をもつ

という物理的性質に基づいており、その原理は1920年代

後半から知られ、1945年になって実験的証明がされた。

この業績により、F．　BlockらとE．　M．　Purcellらは1952

年にノーベル物理学賞を受賞している。1950年代に入る

と高分解能核磁気共鳴装置が開発され、化学の分野の中

でも特に有機化学者により、低分子有機化合物の構造研

究に広範に用いられるようになった。装置の発達改良は

急速に進み、1970年代からはコンピュータープログラム

を駆使したパルスフーリェ変換NMR（FT－NMR）、お

よび極低温（0－4°K）で超電導（電気抵抗が0）にな

る材料を用いた強力な磁石である超電導磁石の二つの開

発により感度は飛躍的に向上し、複雑な有機化合物でも

扱えるようになってきた。10年程前までは生体研究とは
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殆んど関りがないと思われていたこの技法が今や生体系

の基礎的な研究から臨床医学に至る広範な領域に於いて

今や必須なものになりつつある。NMRの生体系への応

用の際の最も有利な点は非浸襲的、即ち生きたままのそ

のままの状態の生体系の多くのインホーメーションを得

ることができる点にある。現在臨床医学で最も注目され

ているものの一つとして、静磁場と勾配をもつ線形磁場

を必要とするNMRイメージング法がある。この方法は

既に臨床診断に用いられ、大きな成果をあげており、本

学放射線部荒木力助教授による著書に詳しく説明されて

いる1）。　現在NMRイメージングは生体中の水や脂質など

のプロトンをひとまとめにして画像化して、主として物

理的情報を与えており、化学的情報は間接的に与えてい

るに過ぎない。従ってNMRイメージングとin　vivo

NMRまたは生検で得られたサンプルによるin　vitro

NMRの両方のデータを得ることにより、　NMRの情報の威

力を十分に発揮することができる。本稿では通常の均一

の磁場を用いるNMR法の生体系への応用に関し、最近

の進歩をも含めて概説する。極く最近NMRの分野で全

く新しい手法が発表された2）。NMRイメージング顕微鏡

で、アフリカツメガエル（Xen　oPus　laevis）の卵巣から
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図3　磁場内の水素のエネルギー準位

　　文献3）168頁より引用。

磁

石

試料

を図4に示した。核が吸収する周波数v・　bsはγ（磁気回

転比；核固有の定数）とHoとσ（しゃへい定数）により

決る。σは原子核の周りの環境、即ち化学結合、化学構

造の違いにより、核の周りに外部磁場を弱める局部的磁

場が発生することを示している。従って環境が違えば核

のy。bs

Y・・bs－一ｭ（・一σ）H・・δ一㌃竺∫×1・・

は違い、Hoを大きくするとv。　b．も大きくなる。基準物

質のある核の吸収をYrefとし、　v。，fからv。bsがどれ位

離れているかの相対的目安δを化学シフト（Chemic－

al　shift）という。v。。fとしてTMS，（CH3）4Si，テトラメ

チルシランの1H，　DSS，（C旦3）3Si（CH2）3SO3Naの1H

などが使われる。核の周りの環境とδとの関係はそれぞ

れの核について表にまとめられているので必要に応じ、

それを参照するとよい。何種類かの核のシグナルが観察

された時は、その面積は核の数に比例する。

一一一一→磁　場

図4　核磁気共鳴測定装置の概要

　　文献3）170頁より引用。

て低エネルギー状態に移る確率と等しいので、熱平衡時

には常に低準位にある核の数が多くなる。高準位にある

核が低準位に移る際にエネルギーは放出されるが、この

過程を緩和（relaxation）という。緩和には高準位にあ

る核がエネルギーを空間的に近くにある同種の核に与え

るスピンースピン緩和（T2）と他の分子にエネルギーを

与えるスピンー格子緩和（Ti）とがある。装置の概略図

3．NMRより得られる情報

　高分解能NMRスペクトルは極めて多くの情報を含ん

でいる。測定が非侵襲的であるので、時間経過を追うこ

とができ、また試料も回収できる。しかし主たる欠点は

検知可能のシグナルを出すのに高濃度（約0．2㎜ol以上）

が必要になることである。

　3－1．化合物の構造解析、同定および定量

図5にエタノールの1H－NMRスペクトルを示した。δ，

化学シフトよりHの環境（δの表より例えば一〇CH2一
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図5　エタノールのIH・NMRスペクトル
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のHはδ3．5ppm付近にシグナルがあることが予想され

る。）、シグナルの積分値からのHの数、シグナルの分裂

の様子（型式）よりエタノールであることが確定する。

分裂型式とはスピンースピン結合と言われ、磁性を持つ

二つの原子核が互いに近くに存在すると、そのシグナル

は互いに分裂する現象を言う。また該当する原子核のシ

グナルの強度（積分値）より定量することもできる。

　なお注意しなければならないことは、生体試料の組織

等分子運動が束縛されている物質のシグナルは巾が広く

なりすぎ実際には観測されない。これら組織に含まれる

比較的小さな分子のシグナルが観測1される。

3－2．NMRによるpH測定
　無機リン酸は中性pH近辺では、主として

　　H2POべ≒H＋十HPO4”
の平衡として存在し、3iP－NMRスペクトルの化学シフ

トより、生体系のpHを測ることができる（図6）。

16

i　・5

ぎ

14

0 5 6 7　　　　8

pH

9

図6　無機リン酸の化学シフトと溶液のpHとの関係
　　　（基準物質methy】enedi　phosphonate）

　　文献4）より引用。

3－3　代謝に関連した情報

　エネルギー変換の情報は31p－NMR（ATP，　ADPなど

の濃度、増減）、物質代謝は1H－，13C－NMR（代謝物質の

同定、定量、経時変化）がたいへん有効である。

3－4．金属イオン結合

　ATPは体内ではMg2＋イオンと結合していることが知

られているが、ATPの化学シフトがMg2＋と結合する

時の変化をみることにより、結合の程度がわかる。

3－5．速い反応の追跡

　クレアチンリン酸よりATPへの反応（生化学反応の

速いもの）はNMRを用いた飽和移動法（Saturation

Transfer）という手法で速さがわかる。

3－6．コンパートメント化

　同種の化合物でもその環境が異なると化学シフトが違

ってくる。異なるプールを識別するに足る程のシグナル

が認められる場合、コンパートメント化について情報を

うる。

3－7．分子の可動性

　分子が不動化されるにつれ共鳴の線巾が増大する傾向

にある。これを利用する。

3－8．イメージング1）

3－9．臓器、組織等のいきのよさ

　長時間虚血の結果おこる不可逆的障害やとり出した臓

器、筋肉等のいきのよさを調べるのにNMRは理想的に

適している（iH－NMR，31P－NMR法）。

5．測定試料の調製

　普通の有機化合物は1　mg　一一　10　Thgを0．S　m2程の溶媒に

溶かして径5㎜のガラス管に入れてi貝IJる。生体より採

取する試料は血液、尿等のような液体状のものや臓器、

皮膚、筋肉繊などの固形状のものを5㎜、10㎜ま

たは15㎜の径のガラス管に2－3cmの高さにつめてそ

のまま測る。最近はマウスがそのまま入る大口径の測定

室をもち、イメージングおよび化学シフト測定の両方が

できる機種が主流になってきている。取り出した心臓、

肝臓、腎臓等は人工塩類溶液を灌流し、生きたままの状

態で測定する。測定室に入らない大きな試料やある特定

の部位を測定したい場合臓器を露出させ、特殊のコイル

（表面コイル；コイルの近くの臓器の表面近くの部分が

測定される。）を用いたり、特定の生体内の臓器に磁場焦

点をつくるような局所磁場共鳴法により測定される。

6．1H－NMR法の生体系への応用

　1H－NMR法では1Hが天然に同位体としてほぼ100％

存在し、他の核種に較べ、検出感度が高い。従って試料

が少なくてもよく、また測定時間も短かくてすむ。一般

の有機化合物は多くのHを含むので、P、Cに較べ、多

くの情報は得られるが、高分子化合物になると、含まれ

るHの数が多くなり、スペクトルは大変複雑になり、シ

グナルが重なってしまい、詳細な解析は困難になってく

る。このため1H－NMR法の生体系への応用はPなどより

遅れたが、ここ数年の間に装置がさらに高分解能になり、
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図7　人尿の1H　NMRスペクトル．（100MHz）．
　　（a），（b），健康人の尿，（c）慢性腎不全患者の尿，

　　文献5）より引用。

（d）糖尿病患者の尿

生体系に関する報告が次矛に発表されるようになった。

生体系には溶媒としての多量の水が存在し、イメージン

グ法ではこの水のシグナルを見るわけであるが、代謝物

などは水に対して、1／104～105しか存在しないので、

水の強大なシグナルが、微弱な代謝物のシグナルの観測

を困難にする場合が多い。このため水のシグナルを消去

する二、三の方法（ホモゲイト法、スピンエコー法など）

が開発されている。以下1H－NMR法が生体系に応用さ

れたいくつかの例を紹介する。

　血液（血清）、尿等の体液試料は1Hスペクトルを通

して生体の病態に関する情報を与える。人尿試料0．3me

を前処理なしでそのまま5ミリ管に入れ、ホモゲイト法

で水のシグナルを消去し、測定する（測定時間13分）。健

康人と患者（糖尿病と腎疾患）尿では明瞭な差異が現わ

れる（図7）。他の方法ではできないクレアチンとクレア

チニンの同時定量ができ、共存物の測定値に対する干渉

はない5）。1血清はその0．Smμを用いて2～5分で測定され

る。各種ガン患者血清の1Hスペクトルには統計上87％

の高率で有意に高い乳酸が出現することを見い出してい

る6）。尿の1Hスペクトルは先天性代謝異常症の診断にも

有効に用いられる。図8にフェニルケトン症の尿のスペク

トルを示したが7a）、他のアミノ酸代謝異常症、有機酸代

謝異常症の尿のスペクトルも報告されている7b）。

，＼

　　　　　　　化学シフト（ppm）

図8　フエニルケトン症の尿の1H－NMRスペクトル。

　　文献7a）より引用。

　無傷の赤血球をH20緩衝液中に懸濁し、測定したスペ

クトルを図9に示した。スピンエコーのパルスを使用す

る方法（スピンェコー法）で、溶媒の水、ヘモグロビン

の大部分のシグナルは消去され、シグナルのいくつかは

反転している。ヘモグロビン（H）、ATP（A）、エル
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図9　無傷の赤血球のスペクトル。

　　文献8）より引用。

ゴチオネイン（E）、　クレアチン（Cr）、乳酸（L）、グ

ルコース（Glc）、グルタチオン（G）、ピルビン酸（P）

およびアラニン（A）は同定することができる。この赤血

球の懸濁液にグルコースを加え、その代謝によりおこる

乳酸の生成や酸化型のグルタチオンの還元の様子を1H

スペクトルにより調べている。さらにヘモグロビンのヒ

スチジン残基のC2位のプロトンの化学シフトより赤血

球内のpHも測られている8）。高感度の装置を用いて、

生きたFriend白血病細胞またはこの細胞質体抽出物の

IHスペクトルより12のアミノ酸とその他19の代謝中間

体を確認している。ジメチルスルポキシドの作用により

Friend白血病細胞が赤血球様に分化する過程において

原形質のホスホリルコリンの量が4倍に増えることを見

い出している9）。

　パルスNMR法を用いてDuchenne筋ジストロフィー

の10人の患者の赤血球内の水の平均滞留時間を測ったと

ころ、健康人の9人の平均のそれに比較して有意に長い

ことがわかった。滞留時間は膜透過性に反比例する値で

あるので、筋ジストロフィーによる膜の異常性が存在す

ることを示している10）。

　1H－NMR法は細菌等の代謝研究にも応用されている。

培養液に細菌等を加え、その浮遊液をそのまま測定する。

13C－NMR法が併用される場合が多い。　E．　Coliによる0．1

molグレコースのM　9培地中での嫌気的代謝によりA：コ

ハク酸、B：ピルビン酸、　C：酢酸、　D：乳酸、　E：エ

タノール生成の経時変化を図10に示した。各スペクトル

は5分間積算し、約0．1mmo1の代謝産物が検出でき

た1D。

トキソプラズマ（原虫、ToxoPlas　ma　gondii）の糖の

代謝がNMR法により調べられている。この原虫はin

vivoでしか培養できないのでマウスの腹腔内に接種し、

4日後に採取した腹水からガラスフィルター炉過により

腹腔細胞を除き虫体を集める。この虫体の生理食塩水浮

遊液（5．2×108　cell／me）IOmeにブドウ糖を加え、37℃で

インキュベートし、経時的（0．5～24h）に0．7　rneずつと

り、遠心上澄液について1Hスペクトルを測定すると、

乳酸と酢酸の産生していることがわかった12）。梅毒トレ

ポネーマの近縁株のライター・トレポネーマ（TrePo－

nema　Phagedenis）の糖代謝がiH一および13C－NMR

法により検討され、グルコースより出発して培養液中に

エタノール、酢酸、ギ酸、アラニンが1：1：0．5：05

のモル比で産生していることが報告されている13）。
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図10　E．coliのグルコース代謝の経時変化

　　文献11）より引用。
　　Reprinted　with　perrnission　from　Biochemistry，　Vo1．

　　17，page　4743，　（1978）．

　　Copyright（1986）American　Chemical　Society．

　臓器中に含まれる代謝物は臓器または組織（ラットの

場合）の一部をとり、生理食塩水中でホモジナイドし、

遠心上澄液の1Hスペクトルの測定により、その代謝物

が同定されることが報告されている14）。

　1Hスペクトルはin　vivoでの生体の測定にも応用され

ている。ラットを麻酔し、太ももの部分に馬てい型のコ

イルを固定し測定したのが、生きた足の1Hスペクトル

（図11）である。スピンエコーのパルスを使用して多量

に存在する水と脂質のシグナルは除くかあるいは小さく

してある。筋肉よりの抽出物のスペクトルや既に知られ

た代謝物のシグナルの化学シフトを参考にして脂質（1、

2、3、9のシグナル）、クレアチンリン酸（4、7）、

63
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図11　ラットの足のin　vivo　iH－NMRスペクトル。

　　（a）と（b）は測定に用いるパルスが異なる。

　　文献15）より引用。

タウリン（5、6）、水（8）、アンセリン（10、11）

が代謝物として見ることができる。細胞内pHはア

ンセリンの化学シフトより6．98～7．04と求められた15）。

脳のスペクトルも測られている。ラットを麻酔し、固定

装置に入れ頭部に小さな表面コイルを付け測定された。

シグナルを同定するため、生きた脳の凍結したものより

の抽出物のシグナルと比較している。図12には、このよ

うなラットに対して呼吸の酸素を25％（A）より4％に

減少させ（B：5分、C：17分）、再び酸素を25％に上

げ（D：14分、E：41分）した時、それに伴い乳酸のシ

グナル（Lac）が一旦大きくなり、もとの状態にもどる

様子が、スペクトル上に正確に表われていることを示し

ている16）。多くの動物の心臓のスペクトルも測られてい

る。ラットから取り出した心臓を灌流させ、酸素と栄養

を補給し生きた状態のスペクトルには、タウリン、カル

ニチン，クレアチン，クレアチンリン酸、グリセリド、

乳酸のシグナルが確認され、他の組織同様酸素の補給が

少なくなるといくつかの代謝物の濃度変化、特に乳酸の

濃度が増大することが報告されている17）。

　1971年にDamadianはラットガン組織における水のス

ピンー格子緩和時間（Ti）が正常組織のTl値よりも大

きいことを見い出した18）。その后の研究により多くの組

織について同様な結果が報告されている。一般に何らか
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図12　ラットの脳のin　vivo　1H・NMRスペクトル。

　　　　文献16）より引用。

の組織に結合していて、動きの鈍くなった水の緩和時間

は短かく、自由な水の緩和時間は長いことが知られてい

る。このガン組織における緩和時間の増大は、組織の中

に自由水の含量が増えているためとされているが、まだ

はっきりしたことはわかっていない。最近Hollisはある

種のゆっくり成長するガンのTi値は必らずしも正常の

ものより長くはならないことを示し、Tiが決定的なガン

診断のパラメーターにはならないことを報告している19）。

　　以上生体系のいくつかの分野に応用された1H－NMR法

について概説したが、次稿では31P－、13C－、23Na・NMR

法等について説明する。

　　なお有益な御助言をいただいた本学病理学須田耕一助

教授に感謝いたします。
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Abstract

The　application of　nuclear　magnetic　resonance　to　intact

　　　　　　　Recent　development（Part　1）

biOIOgiCal　SyStemS

Tomoo　NAKAZAWA＊and　Hiroshi　SUGIYAMA＊＊

　　High　resolution　NMR　spectrometers　have　been　highly　improved　during　the　last　decade　and　concurrently

recent　developments　in　NMR　spectroscopy　have　been　remarkable．　This　spectroscopic　method　in　research

works　plays　an　important　role　not　only　in　the　field　of　organic　and　biological　chemistry，　but　also　nowadays

in　the　field　of　biology　and　medicine．

　　In　this　review，　the　introduction　is　devoted　to　general　description　on　recent　NMR　spectroscopy　except

NMR－CT　and　on　what　informations　on　intact　biological　systems　are　obtained　by　means　of　this　spectroscoplc

method．　Then，　from　the　standpoint　of　application　of　NMR　to　living　tissue　and　organs，　it　is　described　how　to

P，ep。・e　th・・ampl・・f・・m・a・u・em・nt・f　NMR・pect・a　and・ecent・e・ults　st・di・d　by　mean・・f’H・NMR・pe－

ctroscopic　method　are　outlined．
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