
1 はじめに

　低分子医薬品は，風邪薬や花粉症，生活習慣病等
日常的に投与される錠剤や散剤等に有効成分すなわ
ち API（active pharmaceutical ingredient）として含ま
れる。さてその結晶構造は錠剤や散剤から直接決定
できるのだろうか。低分子 APIの 70％以上は複数
の異なる結晶を取りうる（結晶多形）と言われてい
るが，結晶形によって医薬品の安定性・溶解度・吸
収性が異なり，医薬品としての効能に大きな違いが
あることが知られている。そのため，医薬品におけ
る結晶形の制御，すなわち APIが想定した結晶形
であることの確認は，品質管理において非常に重要
である。結晶構造の決定は単結晶 X線回折法が王
道であるが，残念ながら錠剤中の APIの結晶は多
くの場合一辺 1 μm前後の微結晶であり，小さすぎ
るため構造決定は困難である。そこで，一般的には
粉末 X線回折法や 13C固体 NMR（核磁気共鳴 : 

nuclear magnetic resonance）法により結晶形の同定
が行われている。あらかじめ想定される結晶形の粉
末 X線回折パターンや，13C固体 NMRスペクトル
を測定してデータベース化しておき，錠剤から測定
されたパターンやスペクトルとパターンマッチング
することにより，結晶形の同定を行ったり，意図し
ていない結晶形が含まれていないことを確認するわ
けである。しかしながら未知の結晶形が意図せずし
て含まれている場合には，当然そのパターンはデー

タベースに含まれておらず，この従来法ではその存
在を見逃してしまう。このような現象は実際に観測
されており，市販されている医薬品に未知の結晶が
含まれていることを確認した 1）。また，低分子医薬
品の結晶構造においては水素位置を精密に決定する
ことが求められる。構造の安定機構に水素結合が重
要な役割を果たしているのみならず，知的財産の点
で重要な塩・共結晶の区別には，Hの位置を 10 pm

単位の精度で決定する必要がある 2）。しかしながら
X線回折法で得られる水素位置の精度では不十分で
ある。
　筆者らは電子回折（microED）及び固体 NMRを
用いることにより，微結晶から水素位置も含めて結
晶構造を直接測定する手法を開発した 3）。microED

により 1 μm以下の微結晶から結晶構造の決定がで
きる。しかしながら，その構造は完全ではなく，1）
Hがはっきりと見えない，2）C・N・Oといった原
子番号の近い原子を取り違える，といった問題があ
る。そこで，1H，13C，14N，15Nを直接観測できる固
体 NMRを相補的に用いることにより，より正しい
結晶構造が得られる。

2 電子回折

　まず微結晶からの結晶構造解析法として，X線の
代わりに電子線を照射する電子回折に着目した。電
子は X線と比べると物質への相互作用が 104～105

微小な結晶から結晶構造と水素原子の位置を
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倍強い。そのため，X線では散乱強度が不十分な
100 nmほどの非常に小さな結晶からも構造解析に
十分な散乱パターンが得られる。更に X線とは異
なり電子線はレンズを構成できる。そのため，光学
顕微鏡のレンズを置き換える形で電子顕微鏡を作る
ことができる。実際に電子回折は TEM（透過型電
子顕微鏡：transmission electron microscope）の測定
モードのひとつであり，TEM像で適切な結晶を発
見したら，そこで電子回折モードに切り替えてその
結晶の電子回折パターンの測定ができる。歴史的に
は電子回折は電子損傷に強い無機結晶の解析に用い
られてきた。一方，近年の高感度カメラの開発によ
り低い電子照射でもパターンが得られるようにな
り，加えて試料を 100K程度の低温に保ち電子損傷
を低く抑えることにより，有機物の電子回折も得ら
れるようになった。単結晶 X線回折と同様に試料
を回転させて複数の電子回折パターンを得る
microED法により，逆格子空間を 3次元的に構築し，
タンパク質の結晶構造が解けるようになった 4, 5）。
更に 2018年に低分子医薬品への応用が発表され，
注目を浴びている 6, 7）。
　われわれは，モデル化合物として L-histidineの微
結晶を用いて microED測定を行った。図 1aの結晶
の角度を変えながら，図 1bに示す一連の回折パター
ンを得た。この回折パターンを X線回折で用いら
れる標準的な解析ソフトを用いて，図 1dの初期構
造を得た。骨格の構造は正しく再現されているが，
水素原子が見えていない，C・N・Oの帰属が正し
くないという問題がある。この問題は電子の散乱能
が非常に強いことに起因する。ここで microEDの
構造解析に用いたソフトは，結晶内での散乱は 1回
のみと仮定して解析している。この仮定は X線回
折の場合には問題ないが，結晶内で複数回散乱する
（多重散乱）電子回折の場合には成り立たない。多

重散乱の効果を解析に組み込むことでこの問題はか
なり解決するが 8），その手順は複雑であり更に結果
も完全というわけではない。低分子医薬品の解析の
場合，化学構造は既知であり C・N・Oの帰属の間
違いは多くの場合正しく修正できるが，Hが見えな
い問題は依然として大きい。実際に L-histidineの場
合は，a）双性イオンかどうか　b）イミダゾール環
のプロトン化の状態　c）イミダゾール環の回転の
区別が付かない。

3 固体 NMR

　これらの問題に答えるために固体 NMR測定を
行った。近年の高速試料回転（MAS：magic angle 

spinning）技術の進展はめざましく，120 kHz以上
の超高速の試料回転が実現している。図 2に示すよ
うに高速の試料回転は，1H固体 NMRスペクトルの
感度と分解能を劇的に向上させる 9）。また，測定困
難とされてきた 1H/14N相関スペクトルが容易に測定
できるようになった 10）（図 3）。従来は，窒素原子の
NMRといえば，スピン操作が容易な 15Nが測定さ
れてきた。しかしながら 15Nの天然存在比が 0.4％
以下と非常に少ないため感度が非常に低く長時間の
測定が要求された。一方で，高速MASにより観測
可能になった 1H/14N相関測定は高い 1H及び 14Nの
天然存在比（どちらも 99％以上）のため，数分か
ら数十分程度で観測可能であり，ハイスループット
の測定が実現した。
　まず，a）双性イオンの問題は，L-histidineは図 4a

に示す 2つの構造のうちどちらかだが，その区別は
Hの位置のみであり microEDの結果からは分から
ない。一方で 1H/14N相関スペクトルを見ると 1つ
の相関信号が非常に周波数の低い（-300 ppm）付近
に現れていることが分かる。この信号はシフト位置

図 1　L-histidine 結晶の TEM 像（a）及び回折パターン（b），中性子回折で得られている構造（c），microED で得られた初期構
造（d）。c,d では C（黒），N（青），O（赤），H（白）で示されている。参考文献 3 より引用（Licensed under CC BY 4.0）
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から NH3
+と帰属できる。すなわち，L-histidineは

双性イオンと分かった。次に b）イミダゾール環の
2つの Nは，両方ともプロトン化されうるし，もしく
はどちらか一方のみがプロトン化されうる（図 4b

の 3つの構造）。再び違いは Hの位置のみなので
microEDでは解決できない。1H/14N相関スペクトル
を再度見てみると，NHの相関は 2つ現れているこ
とが分かる。もしイミダゾール環の 2つの Nがと
もにプロトン化されていれば，NH3

+とあわせて 3つ
の相関が現れるはずであり，その可能性はここで否
定される。このように固体 NMR測定の情報を相補
的に利用することにより，microED結晶構造の精密
化が行われる。しかし，依然としてイミダゾール環
のどちらの Nがプロトン化されているのか，また
c）イミダゾール環の回転に関しては決めることが
できない。すなわち図 4cに示す 4つの構造のいず
れが正しいのかは分からない。実際に R-factorを比
較しても有意な差は得られなかった。
　そこで第一原理量子化学計算を用いることにより

固体 NMRパラメーターから更に構造情報を引き出
す。結晶構造から量子化学計算を用いて結晶構造を
最適化し A）NMR化学シフト及び B）格子エネルギー
を計算することができる。計算された NMR化学シ
フトと実験的に得られた NMR化学シフトを比較す
ることにより，結晶構造を評価することができる。
この手法は特に水素原子の位置を正しく配置し実験
的に確認するために用いられており，NMR結晶学と
いうひとつの分野を築いている。この NMR結晶学
のアプローチに従い，図 4cの 4つの候補構造の
NMR化学シフトを計算し実験値との RMSDを比較
した。4つの構造のうち図 4c-1の構造がもっとも良
い一致を示し，また格子エネルギーも最小化された。
この結果から，図 4c-1の構造が正しい構造と決定し
た。中性子散乱で得られた結晶構造と比較すると水
素原子の位置も含めて非常に良い一致を示している
ことが分かる（図 5）。すなわち微結晶から中性子回
折と同等の質の結晶構造を得ることに成功した。

図 2　 様 々 な 試 料 回 転 速 度 で 測 定 し た（a）glycine 及 び（b）
L-histidine の 固 体 1H NMR ス ペ ク ト ル（Reproduced from Ref. 9 
with permission from Elsevier.）

図 4　L-histidine のいくつかの候補構造。（a）双性イオン，（b）イミダゾール環のプロトン化，（c）
イミダゾール環の 180 度回転。参考文献 3 より引用（Licensed under CC BY 4.0）

図 3　70kHz の 高 速 MAS の も と で 観 測 さ れ た
L-histidine の固体 1H/14N 相関 NMR スペクトル。参考
文献 3 より引用（Licensed under CC BY 4.0）
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4 構造未知の結晶への応用

　本アプローチは混合物に対しても適用できる。低
分子医薬品の cimetidineの結晶形 Bの構造決定を試
みた。結晶形 Bは針状結晶をなすため単結晶 X線
回折に適した大きな単結晶を作ることが容易ではな
い。また，少なくとも筆者らのラボでは常に結晶形
Cの混在が認められた。microED法においては，結
晶が混在していても格子定数から容易に区別するこ
とができる。そこで結晶形 Bの microEDの初期構
造を図 6に得た。L-histidineの場合と同じくイミダ
ゾール環の水素位置に不確かさが残る。固体 NMR

スペクトルにおいては，その高い分解能から異なる
結晶形の信号を分離して観測することができる。
Cimetidineの場合は，それぞれの 1H/15N相関ピーク
が 3本に分裂した。実はこのうち 2本は結晶形 B

の 2つの異なるコンホメーションから来たものであ
り，残りの 1本は結晶形Cの信号である。異なるバッ
チの複数の試料のスペクトルを比較することによ
り，結晶形 Cの信号の帰属は曖昧さなしに決定で
きた。あとは L-histidineと同様に量子化学計算によ

り結晶構造の最適化，化学シフトの計算を行い，そ
の一致から図 6bが cimetidineの結晶形 Bの構造で
あると決定した。これは世界で初めて得られた
cimetidine結晶形 Bの結晶構造である。

5 錠剤への拡張

　上記のように異なる結晶形が混ざっていても
microED，固体 NMR共に目的とする結晶形の構造
情報を得ることができた。実際の錠剤や散剤の場合
ではどうだろうか？錠剤には成型したり，扱いやす
くしたりするために無害と考えられている化合物が
賦形剤として大量に含まれている。microEDにおい
ては，目的の APIの粒子を発見するのに手間がか
かることになる。固体 NMR測定においては問題は
より深刻である。上に挙げた例では 2つの結晶形の
信号を分離するだけであったが，錠剤の固体 NMR

スペクトルでは，APIの信号が賦形剤の信号に覆い
尽くされてしまう。実際に観測された 1H DQ（二量
子：double quantum）/SQ（単量子：single quantum）
2次元相関スペクトルを図 7aに示す。この錠剤は
APIとして L-cysteinを約 10％含有するが残り 90％
の賦形剤の信号に覆い尽くされていることが分か
る。そこで，APIの NMR信号のみを選択的に観測
する手法を開発した 11）。APIと賦形剤の違いとして
含まれている元素に注目する。H・C・Oといった
元素は API及び賦形剤双方に含まれているのに対
して，N（14N, 15N），F（19F），Cl（35Cl, 37Cl）といった

図 5　本手法で得られた結晶構造と中性子回折で得られた構
造（水色）の比較。b 軸方向から（a）及び a 軸方向から見
た図。参考文献 3 より引用（Licensed under CC BY 4.0）

図 6　cimetidine 結晶形 B の 4 つの候補構造。参考文献 3 より引用（Licensed under CC BY 4.0）
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元素は APIのみに特有に含まれている。そこで，
これらの特有の元素を観測すれば，その信号は当然
APIからの信号と言える。更にこれらの元素の近傍
の 1Hの信号も APIからの信号である。1Hは API結
晶中に豊富に存在しているので，1H間のスピン拡
散現象を用いて，API内の 1H信号のみを偏極（NMR

信号が出る状態に）することができる。L-cysteinの
場合には APIに特有に含まれる元素として 14Nを用
いることができる。このアプローチにより錠剤から
賦形剤の信号を抑制した上で APIの信号のみを選択
的に観測することに成功した（図 7b）。実際に APIの
みの信号（図 7c）と比較すると，全く同じ信号とし
て観測されていることが分かる。このように賦形剤
が含まれている錠剤からも NMR信号，ひいては
NMR化学シフトを決定することができ NMR結晶
学のアプローチを用いる準備ができた。

6 まとめ

　 1 μm以下の微結晶から水素位置を含めて結晶構
造を詳細に決定する手法を開発した。本手法では，
全体構造を決定できる microEDと，局所構造，特
に 1H，13C，14N，15Nを直接観測できる固体 NMRを
有機的に結合して活用した。複数の結晶形が混ざっ
ている cimetidine試料であっても結晶構造を解くこ
とに成功した。この手法の拡張として錠剤は散剤等
大量の賦形剤が含まれる系であっても APIからの
NMR信号のみを選択的に観測する手法を開発した。
これらの一連の手法は，錠剤や散剤等の医薬品に含
まれる微結晶 APIの構造解析に用いられ，未知の

結晶形の検出，品質管理等に活用されることが期待
される。
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図 7　（a）L-cysteine を API として含む錠剤の 1H DQ/SQ スペクトル、（b）錠剤からの信号を 14N でフィルターした 1H DQ/SQ
スペクトル、（c）純粋な L-cysteine の 1H DQ/SQ スペクトル。（Reproduced from Ref. 11with permission from Elsevier.）
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