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NMR 試料料管

l 安価である（安過ぎるのは同⼼心円柱ではない）。

l 溶液を充分量量⼊入れれば、シムが調整しやすい。逆に溶液量量
が少なければ、シムを合わせにくい（最低 500〜～600  μL
は欲しい）。

l 溶液量量が多過ぎると、上下で実際の温度度が異異なる。さらに
対流流や滴の落落下が起き易易い。

l パルスの照射、検出の B1-‐‑‒inhomogeneity  が起き易易い
（90° パルス⻑⾧長が⻑⾧長くなる）。

l 泡が溜溜まりにくいのは良良い。ただし、⻑⾧長時間の測定では蒸
発するため、⾃自動シム調整を同時に作動させるとよい。

l 滴定実験には適している。



l 試料料の量量が 300  µL  程度度で最適！（2.0 cm  ⾼高さ）

l 各溶媒の磁化率率率に合わせたガラス製品を使うとよい。

l 溶液量量が少ないので、実際の温度度が上下で⽐比較的均⼀一であり、
対流流が⼩小さい。

l パルス照射、検出や静磁場の B1-‐‑‒B0-‐‑‒inhomogeneity  が起
き難い。特に溶媒信号を消去しやすい。

l 泡が⽣生じてシムが台無しになることが多い。

l アダプターを抜き差しすると溶液量量が減るので、滴定実験に
は適していない。

l ⾼高価であるので多数の試料料には痛い（硼珪酸ガラス）。

l Topshim(gradshim)  では、シゲミであることを知らせる。



l 洗剤で洗う。簡単なすすぎ装置が役に⽴立立つ。

l シリコンでコーティングするとプラス荷電性の分⼦子がガラ
ス表⾯面に引っ付き難くなる。

l ⻑⾧長めの特注パスツールピペットを使うと、試料料の出し⼊入れ
が簡単。⼿手回し遠⼼心機を使うより安全である。

l 脱気後に窒素ガスを詰めて封管できれば、試料料を酸化から
守ることができ、さらに線形が細くなる。ただし、封管時
の加熱は試料料管の形を歪める。

l クロロホルムなどは蒸発に注意する（液⾼高が変わるとシム
が変わる）。

試料料管に関するその他の注意事項



l ⽔水溶液が凍ると、やはり試料料管は割れ、プローブの洗浄が必要に
なる。

l 時々、EDTA  溶液を通すと、常磁性緩和のもととなる遷移⾦金金属を
除去できる。⾦金金属はガラス表⾯面によく付着する。

l ガラス表⾯面には⽔水分⼦子が多数ついているので、軽⽔水の信号を極⼒力力
少なくしたい場合には、⽬目的の重⽔水素溶媒で軽くすすぐ。

l シゲミ試料料管は、スピニングをしない（アダプターにより傷がつ
くため）。

l スピナーの位置合わせは、できるだけ正確に⾏行行う。
Topshim(gradshim)  の結果に多いに影響する。

l アダプターの上部には、⼗十分量量（1mm 程度度）の溶液を載せる。

l 半⽇日後にもう⼀一度度、磁⽯石から取り出して泡を抜く。



l 四⾓角い試料料管は、パルスによって発⽣生する電場の効果を避けら
れるので、塩濃度度が濃くても測定が可能となる。あるいは、
3mm,  4mm  内径の試料料管を使う。

l 限外濾濾過器（アミコンウルトラ）は⼀一晩は 1L  ⽔水に浸け、セル
ロースのフィルターに塗られているグリセロールを除いておく。
５回すすぐだけでは不不⼗十分。



測定温度度を安定に保つことは⼤大変重要

• 設定温度度を変えた時には、ヒーターパワーを調整する（冷冷却器も）。

• ダミースキャンを⼗十分にとる（64~∼128）。

• パルス繰り返し時間を⼗十分にとる（>  1.5  秒）。

• メタノールなどを使って、実測温度度をキャリブレーションする。

• 磁⽯石の下部は、エアコンの乾いた⾵風が来るように⼯工夫する（扇⾵風機）。

EDTE  画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  



lock：鍵をかける

lock  on:  ミサイル攻撃などで、照準で⾃自動捕捉する場合など
に使われる。

NMR  全体を統制するメトロノーム、
指揮者のような働き

重⽔水素ロックの設定



さまざまな重⽔水素化溶媒による 2H  ロックがあるので最適な溶媒を選ぶ。

同じ D2O  ロックでも、10%  D2O  と 100%  D2O  とでは、ロックの
パラメータが少し違うので使い分ける。

Lock  画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  



重⽔水素ロック：2H  信号の分散波形を観る

吸収波形：左右のどちらに静磁場
がずれたのかが不不明

分散波形：勾配から静磁場がどち
らにずれたかが分かる。
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重⽔水素ロックの位相は⼤大切切

位相の合った分散波形 位相のずれた分散波形
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2H  ロック信号

シム
位相
z0 磁場

が合っている場合には、
きれいな 2H  ロック信号
が観られる。

Lock-‐‑‒display  画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  



2H  ロック信号

シムは合っているが、

位相
z0 磁場

が合っていない場合には、歪ん
だ 2H  ロック信号となる。

何とかロックを掛けてから、
ロックレベルが最⼤大になるよう
にシムと 2H  信号の位相を合わ
せてもよい。

数か⽉月、数年年のうちに静磁場が
弱まってドリフトするので、z0-‐‑‒
field  値も時々登録しなおす。

Lock-‐‑‒display  画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  



重⽔水素ロックの位相が⼤大切切 D2O  ロックの位相を 76° ずらすと ...

重⽔水素のチューニング・マッチングは？
B0 ドリフト値は登録されている？

processed  by  NMRPipe（Dr.  F.  Delaglio)  



2H  ロック信号

位相は合っているが、シ
ムがずれている場合には、
コブのような 2H  ロック
信号になることがある。

うまくロックが掛からな
い

→ シムが合っている時の
シム値をプローブや試料料
ごとに保存しておき、そ
れをロードしてみる。

Lock-‐‑‒display  画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  



2H  ⼀一次元測定

シムがずれている場合には、重⽔水 2H2O  の信号が歪む。
実際には 2H  の分散波形が検出されている。

シムがずれている時

Spectra  画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  



重⽔水素ロックのパルス強度度 -‐‑‒-‐‑‒ 強すぎず弱すぎず -‐‑‒-‐‑‒

150  µs10  µs

強い強度度で 2H  パルスを打つと飽和してしまう。

常に飽和してしまっているために、
正常時よりも弱い 2H  信号強度度と
なっている。

Gradient  によりスペクトル幅が広が
り、選択パルスを打った時のような感
じとなる。そのため、パルスの影響を
受けなかった外側の周波数領領域の 2H  
が飽和状態から脱し、強度度が上がった。

ロックレベルの
overshooting



チューニング・マッチング

ラジオの選局：チューニングが合う程、はっきりと聞こえる。

NMR  でもチューニング・マッチングが合う程、90° パル
ス⻑⾧長は短くなり（発熱も少ない）、FID  信号も感度度よく検
出できる。また、probe からの反射も⼩小さくなる。



チューニング・マッチング

l ロックをかけてから調整する。
l どの核種から調整するとよいかはプローブによって異異なる。
l 異異なる核種の周波数どうしで⼲干渉し合っているので、何周かチェックす
る（シム調整の後に最終チェックするのもよい）。

ringing
チューニング

マッチング

atmm 画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  



チューニング・マッチングの調整
Ct  :  tuning  コンデンサーの電気容量量を調整して、共鳴周波
数を測定対象核の周波数に同調する。

Cm  :  matching  コンデンサーの電気容量量を調整して、並列列
共振回路路のインピーダンス（抵抗）を特性インピーダンス
（50W）に整合する。

rf-‐‑‒送信器

Ct

Cm

L



50W
抵抗

Wheatstone
ブリッジ

低出力連続掃引発生器

tuning

matching

両者のインピーダンスが⼀一致（整合）すれば出⼒力力が最低となる

観測対象の周波数

静磁場の外でもよい。



⽔水の 1H（重溶媒の 2H）の信号をもとに試料料部分の⼀一種の MRI  
画像をとっている。

シム:  くさび

シムを合わせると、2H  のピークがシャープになりロック信号が
⾼高くなるので、ロックゲインを画⾯面の 70%  ぐらいになるよう
に下げる。



シムマップ：あるシムコイルの電流流値を⼀一定量量だけずらした時に、シ
ムプロファイルが場所ごとにどのように変わるかが登録されている。

ある試料料管のシムプロファイ
ルを場所ごとにできるだけた
くさん得る（グラジエントに
より可能）。

どのシムコイルの電流流をどれ
だけずらせばよいかが計算で
きる。

Gradshim 画⾯面（Xwinnmr,  BrukerBioSpin)  



シゲミ管にはアダプターがあるので、溶液とガラスと
の境界⾯面で磁化率率率が不不連続となり、⾼高次の関数のパラ
メータが⼤大きくなってしまうことが多い。

Gradshim 画⾯面（Xwinnmr,  BrukerBioSpin)  



z-‐‑‒シムさえきっちりと合わせれば x,  y  ⽅方向のシムは適当でよい？
x,  y  シムを 2,700  unit  ずつずらすと

グラジエントシムのマップはどの位の頻度度で更更新されている？

processed  by  NMRPipe（Dr.  F.  Delaglio)  



⽔水の 1H  の信号をもとに試料料管の溶液部分の MRI  画像をとっている。

三次元グラジエントシム

3D  Topshim 画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  



1H  核の 90° パルス幅の決定

x

y

z

y

180° よりも 360° 回転の⽅方がよい。
↓

Radiation  damping  の影響を受けにくい。
T1 緩和の時間を待つ必要がほとんどない。



（１）on-‐‑‒resonance  に合わせる（〜～4.7ppm）。

（２）１µs  程度度のパルスを打つ。

もし、振動していたら off-‐‑‒resonance  から打っていることを⽰示す。

x y

（３）cos2-‐‑‒window  を掛ける（ssb=2,  qsin）。

（４）0-‐‑‒fill  を⾜足し、フーリエ変換してみる。

（５） 位相をきっちりと合わせておく。

⽔水信号を使っての 1H  核 90° パルス幅の決め⽅方



（６） 360° に相当しそうなパルスを打つ （例例:  4  x  10  µs)。

１µs  を打った時の FID  と⽐比べる。
もし、正負が逆ならば、360° に⾜足りていない。

x y

（７） FID  の最初の信号強度度が０になるまで（６）を試す。

（８） 最終確認のためにフーリエ変換してみる。
位相は １µs  の時の値で合わせる。

x y



1  μs の 1H  パルスを打った時の FID  信号 (x,  y)

Radiation  damping  が顕著ではないので、きれいな T2 緩和の
FID  が観られる。

x

y

FID  画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  



1  μs の 1H  パルスを打った時のフーリエ変換後のスペクトル

• 左右対称のきれいな 1H2O  の信号が 4.7  ppm  付近に観えるか？
• 他に軽⽔水素の物質がコンタミしていないか？
• DSS,  TMS  などが⼊入っていれば、0  ppm  reference  を測っておく。

Spectra  画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  



x

y<  360° の 1H  パルスを打った時の FID  信号

時間０の時の信号強度度を観る。1  μs を打った時とは逆向きであるので、
1H  磁化ベクトルの回転は 360° に達しなかったことが分かる。

FID  画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  



• FID  の最初の信号は０であるが、その後 radiation  damping  に
よって磁化ベクトルは急速に -‐‑‒z  から xy 平⾯面を経て +z  に帰る。

• +z  →  -‐‑‒z  と –z  →  +z  とでは、前者の⽅方がパワーが必要。

180° になるように 1H  パルスを打った時の FID  信号

FID  画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  



⽔水の radiation-‐‑‒damping  （放射減衰）

10 20 30 msec

Normal  probe  室温検出器 (500  MHz)

Cryogenic  probe  極低温検出器 (800  MHz)

Spectra  画⾯面（Xwinnmr,  BrukerBioSpin)  



360° になるように 1H  パルスを打った時の FID  信号

• Radiation  damping  があまり無いので FID  はフラット。
• あまり時間を置かずに、次のパルスを打って試すことができる。

縦軸が⾃自動的に拡⼤大されないように注意

FID  画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  



さまざまな⻑⾧長さの 1H  パルスを打った時のスペクトル

180°（1/32  に縮尺）

1  μs（約 5°）

360°

Spectra  画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  
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1H2O  磁化ベクトル



この領領域を観測するのは
かなり時間を無駄にする。

最初の１枚は 15N  次元にスペ
クトル幅を広くとっておく。

processed  by  NMRPipe（Dr.  F.  Delaglio)  



スペクトル幅を狭めることによる効果

観測時間 =  1  /  分解能

Δt

スペクトル幅を狭める
↓

サンプリング間隔が広がる。
観測時間が⻑⾧長くなる。
分解能が上がる。

1  /  スペクトル幅 =  サンプリング間隔 Δt



同じ測定時間でも分解能がかなり異異なる

３次元測定では ⼆二つの間接測定軸（t1,  t2）のスペクトル幅を半
分ずつにすれば 測定時間は 1/4  になる（濃度度を⼆二倍に濃くした
のと同じ）。 processed  by  NMRPipe（Dr.  F.  Delaglio)  



13Cα,  13Co  デカップリング⽤用の断熱パルス

Adiabatic  Chirp  (Wurst)  pulse  (80kHz  sweep,  500  μs)

前半の位相は正負が逆（amp.  <  0）

理理想のパワー（Q=5）より少し弱くても可能な場合が多い。

Shape-‐‑‒tool  画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  



• Adiabatic  Chirp  pulse  の中⼼心を 113  ppm  におく。
• 25,000/(800.13  *  0.25145)  =    124  であるので
113  ± 124  ppm  の 13C 核スピンを inversion  できる。

13Co 13Ca

15N

1H

NMR-‐‑‒Sim  画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  



感度度 sensitivity  とは？

感度度（S/N）∝ √Ns ∝ √測定時間 ∝  試料料濃度度

積算回数だけを２倍にしても、感度度は √2  倍にしかならない。
しかし、測定時間は２倍になってしまう。

測定時間が同じであれば、感度度は⼀一定である（ただし、緩和を無視）。

t1
t21H

直接測定軸の TD2 を増やした
り、FID の観測時間を延ばし
ても測定時間はほとんど同じ。間接測定軸の TD1 は測

定時間にほぼ⽐比例例する。

NS  *  TD1



信号が速く緩和する場合は観測時間を⻑⾧長くするほど感度度は落落ちる。

分⼦子量量が⼤大きい時は FID  を短めにする
（or  プロセス時に window  関数で FID  を絞る）。

acqut:  60  ms

acqut:  170  ms

noise

Spectra  画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  



t1 の初期値を Δt1/2  に設定すると 折り返ったピークは負となるので分かり
易易い。また スペクトル幅を少しだけ変えて測定してもよい。
（注）中⼼心周波数をずらしても、どれが折り返ったピークか判らない。。。

processed  by  NMRPipe（Dr.  F.  Delaglio)  



Window 関数の適用

FID の右端に値が残っていると …

フーリエ変換後に wiggle （波）が出てしまう。



FID の終端が０になるように整形すると …

フーリエ変換後の wiggle （波）は消える。

€ 

exp −3.0t( )



FID の長さを半分にして、同じ window をかけると …

再び wiggle （波）が出てしまう。

€ 

exp −3.0t( )

Exp window 関数は FID の長さに応じて調整が必要



€ 

sin2 0.99π( )  =  1
1000

€ 

sin2 0.5π( )  =  1

cos2 window 関数はなかなか便利



電⼒力力（W）w

w

P
PdBdB
2

1
1021 log10 ×-=-

RF

RF

P
PdBdB
2

1
1021 log20 ×-=-

パワーには RF-‐‑‒field-‐‑‒power (Hz)  と W-‐‑‒power  とがある

電圧（V）



電⼒力力（ワット,  W）は、電圧（ボルト,  V）の⼆二乗に⽐比例例する。

0.1 W = 10  dB
1   W = 0   db
10  W = -10 dB
100 W = -20 dB
200 W = -23 dB
400 W = -26 dB

RF-‐‑‒磁場強度度（V,  パルス⻑⾧長から計算）が半分になれば 6  dB  ⾜足す。
電⼒力力パワー（W）が半分になれば 3  dB  ⾜足す。

100  μs 200  μs

プローブへの負担は 1/4

RF-‐‑‒power



Decoupling  の 90° パルス⻑⾧長は幾らに？ -‐‑‒ 15N  編 -‐‑‒

15N  saturation  の範囲
=  118  ± 16  ppm
→  32  ppm  *  600MHz  *  0.1013
=  1,945  Hz

WALTZ-‐‑‒16  の figure  of  merit  :  1.8
→  RF-‐‑‒field  :  1,945/1.8  =  1,081  Hz
→  106/1,081/4  =  231  μs (@  90°)

GARP-‐‑‒4  の figure  of  merit  :  4.8
→  RF-‐‑‒field  :  1,945/4.8  =  405  Hz
→  106/405/4  =  617  μs (@  90°)

あまり⻑⾧長くし過ぎるとサイドバンドが⼊入ってきてしまう。
processed  by  NMRPipe（Dr.  F.  Delaglio)  



2D  1H-‐‑‒15N  HSQC  の測定⽤用のパラメータの設定

FHSQC (Mori,  S.  et  al.  (1995)  
J.  Magn.  Reson.  B108,  94.

States-‐‑‒TPPI  が今は⼀一般的

FID  の⻑⾧長さ（50-‐‑‒90  ms）
1H  のスペクトル幅を狭め
すぎないように（15N-‐‑‒
decoupling  パルスのプ
ローブへの負担⼤大）。

ダイナミックレンジが⼤大
きい場合には、⼩小さめの
値でも感度度よく測定でき
る（溶媒が RG  を超えて
しまわないように注意）。

15N  核スピンの T2 緩和
を考慮する。

EDA  画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  



本来は温度度に応じて D2O  
ロックの共鳴周波数はずれて
いくはずであるが、マシンに
よっては常に 4.7ppm  とし
て固定されている場合がある。
その場合は、フーリエ変換の
後に ppm（Hz）値をずらし
て補正する。

Wurst,  Chirp  などの断熱パ
ルス１個を使って、13Ca,  
13Co  の両⽅方を 15N  からデ
カップルする場合には、その
中⼼心である 113ppm  にパル
ス中⼼心を置く。

13Ca,  13Co  デカップル⽤用 p パルスを打つかどうかを選択する。

EDA  画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  



直接測定軸とは異異なり間接測
定軸はサンプリング数が少な
いため、⼗十分な 0-‐‑‒fill  を施す
ことによって、線形が滑滑らか
になる。半値幅は変わらない。

DSS  などの標準物質を使っ
て ppm  値を校正する。

SSB=2,  qsin と設定するこ
とによって、単純な cos2 の
窓関数となる。

t1 の初期値が０になるように設定されている場合は ph0=0,  ph1=0  となる。⼀一
⽅方、初期値が Δt1/2  に設定されている場合は ph0=90,  ph1=-‐‑‒180  となる
（よって、折り返ったピークは負となる）。

プロセス⽤用のパラメータの設定

EDP  画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  



FT  前の FID  に施す溶媒ピー
ク消しは、FT 後のスペクト
ルへのベースライン補正がう
まく⾏行行かなった場合に試して
みるとよい。

間接測定軸へのベースライン
補正が必要となった場合は、
測定が間違えていないかを確
かめる。

t1 の初期値が０になるように設定されている場合は最初のポイントを半分にする。
⼀一⽅方、初期値が Δt1/2  に設定されている場合はそのまま（FCOR=1）。

間接測定軸の観測時間が短い
場合には、線形予測（LP）
をかけるのもよい。
NMRPipe の NUS-‐‑‒Zero-‐‑‒
Fill  が強⼒力力。

EDP  画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  



FID  に ガウシアンフィルター（qfil,  1ppm）をかけてみる。

FID  を補正して溶媒
ピークを消した場合に
は、ベースラインが少
し歪む。

Spectra  画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  



低い周波数を消し、⾼高い周波数のみを残す high-‐‑‒pass  filter  である。

FID  に ガウシアンフィルター（qfil,  1ppm）をかけてみる。

→  スペクトル中⼼心の⼤大きなピークを除く。
FID  画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  



さらに 5.5~∼12.0  ppm  で多項式補正（次数: ５）をかけた。

ベースラインがまっすぐにならない場合には、FID  への補正をや
めたり、作⽤用させるスペクトル幅を変えてみる。

Spectra  画⾯面（Topspin,  BrukerBioSpin)  



pH  6.0

こうなってしまうと NMR  だけの⼒力力ではどうしようもない。。。

pH  4.0

蛋⽩白質どうしのかすかな（⾮非特異異的な）凝集が化学シフト値
を平均化し、Rex を増⼤大させてしまう。

processed  by  NMRPipe（Dr.  F.  Delaglio)  
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