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f�RąôĀŴ 
ŭĉĩĦĝÇ�ěĥĨĤĝĞŲ1�

ěăĀėIć�ÚċėĀĨŴ 
ŭĺũĽĿŢŬĝ"_ęċėĝķŉ

Ŭĝ>µę^(ĝPÈąÿĨŴ 
ŭ«�ÀŰAspergillus nigerě
èĨűĝ2ò�ĄĦ�ZÇÛĊĩ

ĒĤĝĤa<���ęċėÖ�Ċ

ĩŲ�ÚċėĀĨŴ 

÷  

łŚįŬľ¸

Ó 
§ĜĄĄĦNĦĩ

ĒŲłŚįŬľŀŬ

ÐC�Ĭ�T�ę

ČĨĤĝĬĀāŴ 

İœ�İœŰOryza sativa 
LINNEűĝ¡;$ĞDö
ŰTriticum aestivum LINNEű
ĝ·¼ĄĦNĦĩĒ§ĜĄĥħŲ

@�cž�cĳŇŔŮũŲ+}

ĳŇŔŮũŲİņŜūřũĮũĽ

ŮũŲĮńŎŬŲŝķĿŬ$Ğà

âĳŉũĘV�ċĒĤĝĥħNĦ

ĩĒĤĝĘÿĨŴ�T�ĞłŚį

h.ĞŲİœŰOryza sativa LŴűĝ
¡;$ĞİœŰOryza sativa LŴű
ĝ¡;İœŰOryza sativa LŴűŲD
öŰTriticum aestivum LŴűŲňİ
ŃŰGlycine max (L.) Merr.ű$ĞŎ
ıťūĽŀŰZea mays L.űĝ¡;Ą
ĦNĦĩĒłŚįŬľŀŬÐC�Ĭ

�T�ęČĨĤĝĘÿĨŴōķłŎŨ

ŬĬ+ĢĉęąÿĨŴ 

ŭDöŚłšĞŲ§ĜĄęĞ-ğ

ĚĀŴ 
ŭ·¼�iĝĜĄĝ	ěŲ7�Ų

7·�L�iĝĤĝĤ��ċė

ăħŲ7"ÉĝDöŚłšĤý¡

;ĝ7�Ų7·�Ų·¼¤ĝ¨

gþęĊĩėĀĨŴ§ĜĄěĕĀ

ėĤ)uĘÿĨŴ 
ŭňİŃĝ¡;%ĠŎıťūĽŀĝ

÷  
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ŬľŀŬÐC�ĘÿĨŴ ¡;ĄĦNĦĩĒĤĝĤ�Úċė

ĀĨŴ 
ŚĭŚįĮº

® 
ŚĭŚįĮĝ2ò

�ĄĦNĦĩĒŲ

ĮłŇķĿŬŉŬ

Ĭ�T�ęČĨĤ

ĝĬĀāŴ 

á|ŰPhaffia rhodozyma 
MILLERűĝ2ò�ĥħŲ@�
cĮńŎŬŲĳŇŔŮũŲ+}ĳ

ŇŔŮũŲŝķĿŬ$ĞĉĩĦĝ

�(�ĘV�ċŲ�:Ĭé#ċ

ėNĦĩĒĤĝĘÿĨŴ�º®Ğ

ĮłŇķĿŬŉŬĘÿĨŴvºž

ÔºĬ,ČĨŴ 

h.ĞŲŚĭŚįĮ

ŰXanthophyllomyces 
dendrorhous÷ Golubev űĝ2ò
�ĄĦNĦĩĒĮłŇķĿŬŉŬĬ

�T�ęČĨĤĝĘÿĨŴñ��¸

Ĭ+ĢĉęąÿĨŴ 

ŭŚĭŚįĮá|ĝ=*ÑmĬÆ

ĔĒęĉĪŲ=*ęċėĞ

ýXanthophyllomyces 
dendrorhous÷ GolubevþĘ�ä
ĊĩėăħŲ�*ęċėýPhaffia 
rhodozymaþą�äĊĩėĀĨŴ 

÷  

ŎıĶŧŀ}

RV�� 
ŎıĶŧŀĝl?

ĄĦV�ċėNĦ

ĩĒŲ}�R�Ó

Ĭ�T�ęČĨĤ

ĝĬĀāŴ 

Őł�ŎıĶŧŀŰCapsicum 
annuum÷ LINNEűĝl?ĥħŲ
@�c+}ĳŇŔŮũĘV�ċ

ĒĤĝĘŲŇŬŖĹÓŲşŜŉŏŲ

ŘŇŢŬ C Ĭ+ĢŴ 

h.ĞŲŎıĶŧŀŰCapsicum 
spp.űĝl?ĄĦV�ċėNĦĩ
ĒŲ}�R�ÓĬ�T�ęČĨĤĝ

ĘÿĨŴ 

ŭñ.�ÙĝŎıĶŧŀĘĞ C. 
annuum L.÷ 
7Ĥ�Úċėă
ħŲ�ß¡Ĥ8ĀŴ 
ŭ§1ÃE`ĘĞŲC. annuum 
LŴě3"¡Ĭè>Ďč÷ ûfruit 
of various Capsicum speciesü
ęċėĀĨŴ 

÷  

ŎıĶŧŀº

® 
ŎıĶŧŀĝl?

ĄĦNĦĩĒŲĵ

ŜĿŬŉŬïĬ�

T�ęČĨĤĝĬ

ĀāŴ 

ŎıĶŧŀŰCapsicum annuum 
Linnéűĝl?ĄĦNĦĩĒŲĵ
ŜĿŬŉŬïĬ�T�ęČĨĤ

ĝĘÿĨŴñ��¸Ĭ+Ģĉęą

ÿĨŴ 

h.ĞŲŎıĶŧŀŰCapsicum  
spp..űĝl?ĄĦNĦĩĒŲĵŜĿ
ŬŉŬïĬ�T�ęČĨĤĝĘÿ

ĨŴñ��¸Ĭ+ĢĉęąÿĨ 

ŭŎıĶŧŀ}RV��ě(Ďė

\yČĨĝąÝLĘÿĨŴ 
£Ż�ñ.��

��>eĝ>

µ 
h.ĞŲŎıĶŧ

ŀŰCapsicum  
annuum L.űĝ
l?ĄĦNĦĩ

ĒŲĵŜĿŬŉ

ŬïĬ�T�ę

ČĨĤĝĘÿĨŴ

ñ��¸Ĭ+

ĢĉęąÿĨŴ 
�ĽŮŗŮÒ

V�� 
ĽŮŗŮĝ¡;Ą

ĦNĦĩĒŲĹūū

Įĵœ�ĽŮŗŮŰCoffea 
arabica÷ LINNEűĝ¡;ĥħŲ

h.ĞŲĽŮŗŮŔķGŰCoffea 
spp.űĝ¡;ĄĦNĦĩĒŲĹūūļ

ŭĽŮŗŮÒĞĮŧŘĵ¡Ųūśł

ŇŮ¡Ų%ĠŨŞŨĵ¡ą�Úċ

÷  
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ļŬâ%ĠŠŨŚ

ĲŔŮũĬ�T�

ęČĨĤĝĬĀāŴ 

�cĮłĽũŘŬâ$ĞĹĳŬ

ââR}��ĘV�ċėNĦĩ

ĒĤĝĘÿĨŴf�T�ĞŲĹū

ūļŬâ%ĠŠŨŚĲŔŮũĘÿ

ĨŴ 

Ŭâ%ĠŠŨŚĲŔŮũĬ�T�ę

ČĨĤĝĘÿĨŴ 
ėĀĨ 3"¡ĘÿħŲh.ĬÇÛ
ČĨ�ĘĮŧŘĵ¡ěè>ČĨĉ

ęĞÇÛ��¬Ĭ'ĈĨĉęĄ

ĦŲĮŧŘĵ¡ĝ	ěūśłŇŮ

¡%ĠŨŞŨĵ¡ĝ×�ĝPÈ

ątģėôĀŴŰ£ 9�ñ.�
���>eŭĵŚĲİŬŰV��

ě(īĎĨűű 
ĮĺūŕĹŌ

ŨıţłĹŀŔ

ĺŨĵŬ 

ĮĺūŕĹŌŨıţ

ĝ2ò�ĄĦNĦ

ĩĒŲłĹŀŔĺŨ

ĵŬĬ�T�ęČ

ĨĤĝĬĀāŴ 

°ÀŰAgrobacterium 
tumefaciencesűĝ2ò�ĥħŲ
�êċėNĦĩĒ8ªïĘÿ

ĨŴ�T�ĞłĹŀŔĺŨĵŬĘ

ÿĨŴ 

h.ĞŲ°ÀŰRhizobium÷
radiobacterŰAgrobacterium 
tumefaciencesűěèĨŴűĝ2ò�
ĄĦNĦĩĒŲłĹŀŔĺŨĵŬĬ�

T�ęČĨĤĝĘÿĨŴ 

ŭAgrobacterium 
tumefaciencesĝ=*ą6dě
ĚĔĒĒģŴ 

	ĝ

Agrobacterium
G°ÀěĕĀ

ėĤ�ÏĝPÈ

ąÿĨŴ 
ūŮŃšŨŮ

V�� 
šŬœŬūıĝÁ

$Ğ»ĄĦNĦĩ

ĒŲĵũŔŀŬâŲ

ĵũŔņŮũ%Ġ

ūłšŔŮũĬ�

T�ęČĨĤĝĬ

ĀāŴű 

ŀņ�šŬœŬūı

ŰRosmarinus officinalis 
LINNEűĝÁ$Ğ»ĥħŲ�â
 �®Ų�cž�c+}ĳŇŔ

Ůũ½ċćĞĳŇŔŮũĘV�ċ

ėNĦĩĒĤĝŲ$Ğ�cž�

cŝķĿŬŲŤŇŔŮũ½ċćĞ

+}ŤŇŔŮũĘV�ċŲ�:Ĭ

é#ċėNĦĩĒĤĝĘÿĨŴf

�T�ĞŲŚĲŔŮũRŁŌũ

şŔİŏŰūłšŔŮũŲĵũŔņ

Ůũ%ĠĵũŔŀŬâ¤űĘÿ

ĨŴ 

h.ĞŲŀņ�šŬœŬūı

ŰRosmarinus officinalis L.űĝÁ
$Ğ»ĄĦV�ċėNĦĩĒĤĝ

ĘŲĵũŔŀŬâ%ĠĵũŔņŮũ

Ĭ�T�ęČĨĤĝęūłšŨŬâĬ

�T�ęČĨĤĝąÿħŲĐĩđĩ

ūŮŃšŨŮV��Űì}�Rű%

ĠūŮŃšŨŮV��Ű}�Rűę

 ČĨŴōķłŎŨŬ$Ğ�ªĬ+

ĢĉęąÿĨŴ 

ŭūŮŃšŨŮV��ĝ�T�

ĞŲ}�RĬ�ČÇ.ęì}�

RĬ�ČÇ.Ę�ĚħŲ}�RĬ

�ČÇ.ĝ�T�ĞūłšŨŬ

âĘÿĨĒģŴġĒŲŭì}�R

Ĭ�ČÇ.ěăĀėĞŲūłšŔ

ŮũĬ�T�ęċĚĀĤĝąĄĚ

ħĝã�ÚċėĀĨĒģŴ 

÷  

ŉŦV�� ŉŦĝÁĄĦNĦ

ĩĒŲĵŌķŬï

Ĭ�T�ęČĨĤ

ĝĬĀāŴ 

ŋŕķ�ŉŦŰCamellia 
sinensis O.KZE.űĝÁĥħÇċ
Ē¿ĥħŲ@�cŲ�c$Ğ�

cŲ}ŲâR}��Ų+}ĳŇŔ

ŮũŲĳŇŔŮũŲ+}ŤŇŔŮ

h.ĞŲŉŦ(Camellia sinensis 
Kuntze )ĝÁĥħÇċĒ¿ĥħNĦ
ĩĒŲĵŌķŬïĬ�T�ęČĨĤ

ĝĘÿĨŴh.ěĞŲ"_ĝ¡ïě

ĥħŲıŮūŬ¿V��Ų²¿V�

ŭ¿V��ěĕĀėĞ3"ŭÇ

�ŭhÓě3Ėć>µąÉo Ċ

ĩĒ4(ŲÇÛŭ�ÚĘĆĚćĚ

ĨĤĝę¶ĂĦĩĨŴ¿ěĕĀė

ĞÇ�ěĥħıŮūŬ¿Ų²¿%

a<���Ũł

ŎěăĈĨ�*

ĞŲıŮūŬŉ

ŦV��%Ġ²

¿V��ęĊĩ
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ũŲŤŇŔŮũŲĮńŎŬŲàâĳ

ŉũ$ĞĺŨńŨŬ}��ĘV

�ċĒĤĝĥħNĦĩĒĤĝĘÿ

ĨŴT�ęċėĵŌķŬïĬ+

ĢŴĚăŲŉŦĝÁĝ��`�

ěĥħıŮūŬŉŦV��ę-ğ

ĩĨĤĝąÿĨŴ 

�%Ġ¿V��ąÿĨŴ Ġ¿ě�ĈĦĩŲ¿ĥħÇÛ

ĊĩĒ¿V��ěĕĀėĞ�

Ú?SąÿħŲf�RĤôĀŴġ

ĒŲ¿ĳķłęċė7"ÉěĤ

&ÕĊĩėĀĨŴ 

ėĀĨŴ 

~ñ;â ų ıũŀ�ŒũōŰRhus javanica 
LINNEűě��ČĨ��;Ųś
Ő�ŰQuercus infectoria 
OIIV.űě��ČĨ~ñ;ĥħŲ
}ŲĳŇŔŮũ$Ğfw��Ę

V�ċĒŇŬőŬŲ$ĞšŤ�Ň

ŧŰCaesalpinia spinosa
ŰMOLINAűKUNTZEűĝ?ĝ
9ĥħŲ�c}ĘV�ċĒŇŬő

ŬĬŲĮũĵŨ$Ğá®ŰŇŬŐ

ŮŅűěĥħ�}�ËċėNĦĩ

ĒĤĝĘÿĨŴT�Ğ~ñ;â

ĘÿĨŴ 

h.ĞŲ��;ŲŇŧg$Ğ~ñ;

ĄĦNĦĩĒŇŬőŬĬŲĮũĵŨ$

Ğá®ŰŇŬŐŮŅűěĥħ�}�

ËċėNĦĩĒ~ñ;âĬT�ę

ČĨĤĝĘÿĨŴ 

Œũō%ĠŇŧěĕĀėĞp2¡

ĝ/îąÿħŲśŐ�ěĕĀėĞ

¡ĝ�>ą0ëĘÿĨĉęĄĦr

�ŇŬőŬĝT�Éoĝ>µě(

ĎėÌ>ČĨĝąÝLĘÿĨŴ 

÷  

ŗĮũūŬâ ų õ�ĥħŲO�cž�c}ŲĮ

ũĵŨR}��½ċćĞâR}

��ĘV�ċŲĳŇŔŮũ½ċć

Ğ+}ĳŇŔŮũĘ��Ų½ċć

Ğá®��ċĒMĳŇŔŮũ½

ċćĞ+}ĳŇŔŮũĘ��ċŲ

©ÇċėNĦĩĒĤĝŲ$Ğ°

ÀŰStreptcoccus 
zooepidemicusűĝ2ò�ĬŲ�
cž�cŲéÀċŲĳŇŔŮũ½

ċćĞ+}ĳŇŔŮũĘ��ċŲ

h.ĞŲõ�ĥħŲ}ŲĮũĵŨR}

��½ċćĞâR}��ĘV�ċŲ

éÀ½ċćĞzÀċŲ©ÇċŲ½ċć

Ğá®��ċĒM©ÇċėNĦĩ

ĒŗĮũūŬâĬT�ęČĨĤĝŲ$

Ğ°ÀŰStreptcoccus 
zooepidemicus$Ğ Streptcoccus 
equiěèĨŴűĝ2ò�ĬŲéÀ½
ċćĞzÀċŲ©ÇċėNĦĩĒŗĮ

ũūŬâĬT�ęČĨĤĝĘÿĨŴ

h.ěĞŲõ�ĥħŲ}ŲĮũĵŨR

3"O�� Streptcoccus equi
ěĕĀėĞŲ!ÃÞ7."_É

oěĤ&ÕĊĩėăħŲ�ÅRĬ

XĒĚĀĉęĄĦ×�ČĨĝąÝ

LĘÿĨŴ 

÷  
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©ÇċėNĦĩĒĤĝĘÿĨŴT

�ĞŗĮũūŬâĘÿĨŴ 
}��½ċćĞâR}��ĘV�

ċŲéÀ½ċćĞzÀċŲ©ÇċŲ½

ċćĞá®��ċĒM©ÇċėNĦ

ĩĒŗĮũūŬâŰõűę°À

ŰStreptcoccus zooepidemicus$
Ğ Streptcoccus equiěèĨŴűĝ
2ò�ĬŲéÀ½ċćĞzÀċŲ©

ÇċėNĦĩĒŗĮũūŬâŰ�áű

ąÿĨ 
ļŬŉĮŐV

�� 
ļŬŉĮŐĝn$

Ğn¾ĄĦNĦĩ

ĒĮšūļŬŉŬ

%ĠļŬŉĴřĹ

ūŀŏĬ�T�ę

ČĨĤĝĬĀāŴ 

ŨŬŏı�ļŬŉĮŐŰGentiana 
lutea LINNEűĝn$Ğn¾ĥ
ħŲ}$ĞĳŇŔŮũĘV�ċė

NĦĩĒĤĝĘÿĨŴf�T�

ĞļŬŉĴřĹūŀŏŰļŬŉĴ

řĹŨŬű%ĠĮšūļŬŉŬĘ

ÿĨŴ 

>÷ ÷ µ÷ h.ĞŲļŬŉĮŐ

ŰGentiana lutea L.űĝn$Ğn¾
ĄĦNĦĩĒĮšūļŬŉŬ%ĠļŬ

ŉĴřĹūŀŏĬ�T�ęČĨĤĝĘ

ÿĨŴ 
 
�ÏÍó÷ (2)÷  h. 0.5ŽgěŤŇŔ
Ůũ 10mLĬ�ĂŲŹ�çYħ�ď
ėŲĪÜċŲĪ�Ĭs�ęČĨŴ�ěĮ

šūļŬŉŬ%ĠļŬŉĴřĹūŀŏ

ĬĐĩđĩŷ1mgčĕãħŲŤŇŔŮ
ũŷmLĬ�Ăė�ĄċĒ�ĬB��
ęČĨŴs�%ĠB�� 10µøLě
ĕĆŲàâĳŉũŵĳŇŔŮũ(99.5)
ŵ}��(ź8żŸ2żŷ1)ĬFæ�:ęċ
ėÂHĹūšŎĺŧŚįŮĬÆĀŲFæ

�:ĝ�¢ą"³ĄĦ 10cmĝôĊ
ě�bċĒęĆFæĬxģŲð�ċĒ

MŲ¯7³(��å 254nm)�ĘÊ
AČĨęĆŲs�ĞŲB��ĝĮšū

ļŬŉŬ$ĞļŬŉĴřĹūŀŏĝĀ

čĩĄę)�´ě�łŠŊŎĬÏģ

ĨŴĒēċŲÂHjĞŲÂHĹūšŎĺ

ĄĚħĝ]ĝ�Ú.ěĕĀėŲ�

kċĒ±lŲ�ė�`ĝT�ċ

Ąs�ĊĩĚĀŴ 

>µĞ*¦ęă

ħęċŲ�ÏÍó

ĘBQČĨŴ 
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ŧŚįŮ�ŀŨĵļũŰÄ���ħűĬ

W�ęċŲ110ùĘ 1cç��ċĒĤ
ĝĬ�ČĨŴ 

÷
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増本直子	 国立医薬品食品衛生研究所	

食品添加物部	 研究員 
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A.	 研究目的	

	 今日，食の安全性に関心が高まっており，既

存添加物に関してもより正確な情報の供給と

共に，各品目の品質確保が求められている．品

質確保のためには，それに含まれる成分を正確

に把握し，有効成分あるいは指標成分を精確に

定量する試験法の設定が必要とされる． 
通常，有機化合物の定量分析には微量分析や

分解能に優れた高速液体クロマトグラフィー

(HPLC)やガスクロマトグラフィー(GC)を用い
るが，分析対象物質の定量用標品が不可欠であ

る．しかし，数多くの化合物の中で国際単位系

(SI)にトレーサブルに純度が証明された標準物
質は限られている．このため，クロマトグラフ

ィーにより定量する際には純度が証明されて

いないものを定量用標品として代用し検量線

を作成し，それとの比較により定量値を求める

ことが多い．しかし，純度が証明されていない

もので検量線を作成しているため，得られた定

量値には純度の誤差が含まれてしまい，精確か

どうか見極めることができない．この問題を避

けるため，食品添加物公定書や日本薬局方など

の公定法を収載する書物においては，各品目の

規格試験法の定量分析に用いる定量用標品を

「標準品」若しくは「試薬・試液等」の項に規

定することによって，間接的に精確さを限定す

る方策をとっている． 
一方，既存添加物の規格試験法設定においては，

前述の方策をとれない場合が多い．すなわち，

定量用標品として高純度であるものが必要と

なるが，天然由来の成分の定量用標品を設定す

る場合，単離精製且つ純度証明を行う必要があ

研究要旨	我々は，既存添加物の有効成分または指標成分の定量用標品の供給の問題を解消す

るため，分析対象物質の標準物質を必要としない定量分析の手法として1H quantitative NMR(1H-
qNMR)を開発してきた．その結果，1H-qNMR はSIトレーサブルな標準物質供給の手法の一つ
として認知されたが，本手法は合成添加物，農薬，医薬品に応用されるに留まり，天然由来の

食品添加物の定量用標品の供給には未だ応用されていない．その理由として，食品添加物の定

量用標品の需要が低いことがあげられる．そこで，直接定量法として13C核を用いたqNMRの手
法を検討することにした．本研究では，13C-qNMR測定条件の最適化のため，類似化合物の混合
物を用い，種々のパラメータについて検討した．その結果，13C-qNMRは1H-qNMRに比べ定量
値にばらつきが大きく観察されたが，直接定量法として十分な性能を有することが示唆され

た．	
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るが非常に製造コストが高く，仮に製造できた

としても定量用標品の価格が規格試験法にそ

ぐわない非常に高額となるためである．そこで

我々は，これまでに分析対象物質の標準物質を

必要としない定量分析の手法として quantitative 
NMR(qNMR)を開発した．qNMR は分子内の原
子核を直接測定することができることを利用

した方法であり，測定で得られたシグナルには

定量的な情報が含まれており，mol を直接測定
できることから一次標準法の資格を有すると

言われている．qNMRでは SIにトレーサブルな
標準物質を内標準物質として用いることによ

り対象物質の絶対量を求めることが可能であ

る．核種には 1H 核を用いる方法である 1H-
qNMRにより有機化合物の精確な定量が可能で
あると証明されている．しかし，1H-qNMRは，
混合物の定量を行う場合において，観測範囲が

約 20 ppm と短いため，類似化合物に由来する
シグナルが重なるため個々の成分の定量が困

難であることが欠点とされている．この 1H-
qNMRの欠点により，既存添加物そのものの有
効成分を直接定量することは困難である場合

が多い．したがって，単離精製した有効成分の

絶対純度を決定し，それを定量用標品としてク

ロマトグラフィーによる定量を行い，既存添加

物の有効成分の含量を間接的に SI にトレーサ
ブルに求める以外に方法がない． 

1H-qNMRの欠点を克服する手法として，1H核
以外の核種として 13C核を用いた qNMRの手法
が考えられる．13C-NMR では S/N比を向上させ
るために長時間測定を必要としていたが，近年，

超高感度測定が可能な極低温プローブなどハ

ード面の向上により測定時間の短縮が可能と

なっている．しかしながら，13C-NMRは 1H-NMR
に比べて感度が非常に悪く，少しでもシグナル

が観察されるように定量性を犠牲にした測定

条件が設定されているため，通常の 13C-NMR測
定ではシグナルは定量性に乏しいという問題

がある．一方，13C-NMRでは観測範囲が 1H-NMR
と比較して約 20 倍広く，観測されるシグナル
もプロトンノイズデカップリングによりシン

グレットで検出されるため，類似化合物が共存

した場合においても 1H-NMRに比べてシグナル

が重なる可能性は低く，個々の化合物を同時に

定量できる可能性が高いという利点がある． 
13C-NMR 測定に高い定量性を付与し，13C-

qNMRの手法を確立させるためには，少なくと
も以下の問題を解決する必要がある． 
 
1) 存在比が 12C : 13C = 100 : 1であるため，感
度が悪い． 

2) 観測範囲が長いことから測定して得られ
る FIDデータの Point数が少ない． 

3) 化合物の構造によって緩和時間 T1が短い

ものから長いものがあるため，シグナル

の定量性の確保が困難． 
4) 合成された化合物と生物が生合成した化
合物の 13Cの比率が未知である． 

 
このうち，1)~3)については測定条件の最適化
を検討することによって技術的に解決可能で

あると考えられる．そこで本研究では， 13C-
NMR で定量性のあるデータを得るための測定
条件を検討し，13C-qNMR の技術を確立するの
ため基礎情報を得ることとした． 
 
B.	 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 
qNMR標準物質は SIにトレーサブルに純度が
値づけされた 1,4-bis-(trimethylsilyl)-benzene-d4  
(1,4-BTMSB-d4)標準物質(Cat. No. 024-17031, Lot. 
No. KPQ4815, 純度 99.9±0.5 %, 和光純薬工業
(株)製)，dimethyl sulfone (DMSO2)標準物質(Code. 
No. 047-31661, Lot. No. DCP5947, 純度 99.7±
0.7 %,和光純薬工業(株)製)を用いた． 
qNMR測定溶媒には acetone-d6 (Isotec 社製)及び
dimethyl sulfoxide-d6 (DMSO-d6) (関東化学(株)
製)を用いた． 
 試料には diethyl phthalate (DEP)標準物質(NMIJ 
CRM 4022-b, No. 125, 純度 99.98±0.01 %, 和光
純薬工業(株)製)，benzoic acid (BA) (020-00982, 
Lot. No. wKJ8374, 和光純薬工業(株)製)，rutin 
trihydrate (Rutin) (Cat. No. R0035, Lot. No. SDLXE, 
東京化成工業(株)製) (1H-qNMR より anhydrate
としての純度 90.2±0.3 %1))，quercetin xH2O 
(Quercetin) (Cat. No. P0042, Lot. No. GM01, 東京
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化成工業(株)製) (1H-qNMR より anhydrate とし
ての純度 92.8±0.02 %1))を用いた． 
 
B-2) 装置及び測定条件 
核磁気共鳴装置(NMR)はオートサンプラー
付き JNM-ECZ600 (CH UltraCOOL probe) (日本
電子(株)製)，オートサンプラー付き JNM-
ECA800 (CH probe) (日本電子(株)製)を用いて
NMR測定を行った． 
解析ソフトは Alice for qNMR 2.0 (日本電子

(株)製)を使用して上記の NMR装置で得られた
スペクトルのフーリエ変換(Window 関数 : 
exponential function BF = 2.0 Hz, trapezoidal 
function T1 = T2 = 0, T3 = 80, T4 = 100)及びデー
タ解析を行った．また，JEOL Delta v5.0.5を用
いて S/N比を算出した． 
 
B-3) qNMR試料作製 
天秤にはウルトラミクロ天秤(METTLER 

TOLEDO, XP2U, 最小秤量値 約 1.74 mg)を使用
した．風袋には分析用アルミ丸皿(小) (φ8 mm, 
capacity : 0.05 mL)を使用し，量り込み法により
NMR試料を調製した．分析対象物質及び標準物
質を精密に秤量し，10 mLバイアルに風袋ごと
入れた．それに重溶媒 1 mLを電動ピペットで
加え，約 10分間超音波をあて完全に分析対象物
質及び標準物質を溶解させた．これを NMR Test 
Tube S-Type 8 inch(和光純薬工業(株)製)に約 600 
μL入れ，qNMR試料とした．また，重溶媒が
Acetone-d6である sample 1, 2, 3の NMR管をバ
ーナーで封をした．Table 1, 2に測定に用いた試
料及び秤量値の詳細を記載した． 

 
B-4) 絶対量計算 
	 内部標準物質を用いた定量法である AQARI 
(Accurate quantitative NMR with internal reference 
substance)に準じ，解析ソフト Alice for qNMRを
用いて測定して得られた FID信号をデータセッ
トとして分析対象物質の各シグナルについて，

以下の計算式により絶対量(純度%)を求めた． 

 
 

ただし，sample = 分析対象物質, std = 内標準物
質, P = 純度%, I = 積分値, N = 核数, W = 重量,  
M = 分子量． 
 
B-5) 測定方法 
B-5-1) 13C-qNMRの測定条件の検討 
	 分析対象物質及び標準物質の純度が既知であ

る sample 1 を用いて NMR測定上のばらつきを
明らかにするため条件を各々変えて 13C-qNMR
測定に供した(Table 3)． 
 
B-5-1-1) データポイント数 (X_point) 

1H-qNMRでは観測範囲が約 20 ppmで X_point
は約 6万である．一方，13C-qNMRでは観測範囲
が約 250 ppmで約 6.5万である．13C-qNMR では
1 つのシグナルに対し 1H-qNMR と比較すると
約 1 / 12倍少ないことになりポイント落ちが生
じる．また，取り込み時間 = データポイント数
/観測範囲の関係があるため，取り込み時間の延
長は核オーバーハウザー効果(NOE)の影響を受
けてしまう．そのため，シグナルに NOEが上乗
せされてしまい，定量性のあるシグナルとは言

えなくなる．ポイント落ちして正確に絶対量を

測定できないことや NOEも考慮し，X_pointを
65536 から 2 倍，4 倍, 8 倍と増加させて 13C-
qNMR測定に供した． 
 

B-5-1-2) パルス繰り返し時間(Repetition_time)
及びフリップ角(X_angle) 

13C の縦緩和時間(T1)はカルボニルや 4 級炭素
では長い傾向があり，炭素ごとに大きく異なる．

T1が長いものでは磁場が十分に回復していな

い状態で再びパルスを受け，励起して結果的に

頭打ちになってしまうことが考えられる．つま

りシグナルに定量性がない結果になってしま

う．以上の問題を解決するために磁場が十分に

回復するようにフリップ角を 90[deg]から
30[deg] に変更して測定した．また，パルス繰り
返し時間 33[s],  フリップ角 30 [deg]で測定を行
い，13C-qNMRの元の条件より時間を 1 / 3にし
た時にどのような傾向が見られるか確認する

ために測定を行った． 
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B-5-1-3) 積算回数(Scans) 
 S/N比∝√積算回数(Scans)の関係があり，積算
回数を増加させれば S/N比が向上し，結果とし
てより正確な積分面積を得ることができると

考えた．また，パルス繰り返し時間 100 [s], フリ
ップ角 90 [deg]で積算回数が 32回の場合，約 1
時間程度の測定時間を要することも考慮し 13C-
qNMR測定に供した． 
 

B-5-2) スペクトル解析条件 
B-5-2-1) 位相補正及びベースライン補正 
NMR測定して得られた FID信号を解析ソフト

Alice for qNMRでフーリエ変換する際に位相補
正とベースライン補正を行う．位相が合ってい

なければシグナルの正確な積分面積を求める

ことはできない．また，極低温プローブを用い

て測定を行うと通常のプローブでは見られな

い特有のノイズが見られる．これを考慮しつつ

ベースラインを適切に補正することで絶対量

を正確に求めることができると考え，位相補正

とベースライン補正について検討した． 
 

B-5-2-2) 積分範囲 
13C-NMR ではプロトンノイズデカップリング
の操作を行うことでシグナルがシングレット

で検出されるため，一定の積分範囲を設定して

シグナルごとのばらつきを少なくすることを

検討した．検討した積分範囲はシグナルの中央

から±0.10 , 0.15, 0.20, 0.30 ppmである．この積
分範囲で各シグナルが重なることなく，パルス

繰り返し時間に対して T1が十分短いものより

絶対量を算出した． 
 

B-5-2-3) ゼロフィリング(ZEROFILL) 
ゼロフィリングとは FID の後ろに強度ゼロの
データ点を付加する操作のことである．この操

作によりデータ点が増加することで見かけ上

のデジタル分解能を向上させることができる．

前述のように 13C-qNMRではポイント落ちする
と考えられるため，ZEROFILL 1及び 2で解析
することとした．なお，ZEROFILL 1で 2倍，
ZEROFILL 2で 4倍ポイント数を増加させるこ
とができる． 

 
B-5-3) 13C-qNMRの定量性検証 
Sample 1で検討を行った各条件により，2種の
化合物の混合物を定量することが可能である

かどうかを確かめるために，benzoic acid / DEP 
(sample 3), rutin / quercetin (sample 4, 5, 6)の試料
を用いて 13C-qNMR測定を行った． 

 
B-5-3-1) DMSO2 to benzoic acid / DEP 
Sample 2 を 13C-qNMR 測定を行って定量可能
か確認した後に sample 3 の検討を行った．
benzoic acid及び DEPはベンゼン環，カルボニ
ルを有する類似の化合物であるのでシグナル

が重なることなく検出し，定量することが可能

であるかどうか未知である．同一の molで測定
すると観測されるシグナルが近いために

benzoic acid, DEP由来か区別することは困難で
ある．そのため，mol比を benzoic acid : DEP = 
1 : 1.5 に調整し検出されるシグナルの強度が
benzoic acid, DEPのどちらかわかるようにして
測定を行った． 
 

B-5-3-2) DMSO2 to rutin / quercetin 
 1H-qNMRでは 2’位を用いて rutin, quercetinの
定量が可能であることは報告されている 1)．し

かしながら，rutinと quercetinの混合物を同時に
定量可能であることは証明されていない．そこ

で，sample 4, 5, 6を用いて 1H-qNMR及び 13C-
qNMR測定を行い，データを比較し，13C-qNMR
の優位性の有無を検討した．なお，1H-qNMRで
報告されている 2’位のプロトンを比較対象と
し，mol比が rutin : quercetin = 1 : 2に調整し，
13C-qNMR において検出されるシグナルの強度
比から由来する化合物が rutin及び quercetinか
わかるようにして測定した． 
 
C.	 結果及び考察 
C-1) データポイント数(X_point) 

X-pointを 262144 以上で測定すると shimが変
化してしまうことがわかった．その原因として

デカップリングパワーを照射する時間の延長

により，試料に電子レンジ効果が生じ，試料液

の温度が変化し，結果として shimずれが起こっ
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ていると考えられる．通常の 13C-NMRでは完全
デカップリングを行っていることから，試料液

の温度はある一定の温度まで上昇するがその

まま定温となることから，shimが変化すること
はない．しかし，13C-qNMRでは NOEの影響を
避けるために取り込み時間内のみデカップリ

ングパワーを照射し，待ち時間ではデカップリ

ングパワーを照射しないように設定している．

このため，試料の温度が上下に変化することで

shim が変化しシグナルの形が崩れて定量性が
なくなってしまうことが確認された．以上のこ

とから，X_pointは 131072 に設定することに決
定した．Table 4 に測定条件を記載した． 
 
C-2) パルス繰り返し時間(Repetition_time)  

Scans 32で各々測定条件を変更して測定した
結果，ばらつきが大きく見られる結果になった

(Fig. 1)．Table 5 に測定条件を Table 6に各シグ
ナルの積分範囲及び S/N比，T1，を記載した．

この結果から Repetition time 100 [s], X_angle 
90[deg]で測定することに決定した． 
 
C-3) 積算回数(Scans) 
Scansを増加させた結果，ノイズに隠れていた

13C サテライトが確認された(Fig. 2)．シグナル
強度に対して約 1 %見られることがわかった．
このため，Scans ではなく S/N 比を考えて測定
することに決定した．また，この 13Cサテライ
トを積分範囲に含めることにした．Table 7 に測
定条件を Table 8には Scansに対する S/N比を記
載した． 
 
C-4) 位相補正及びベースライン補正 
 解析ソフト Alice for qNMR 2.0を用いて位相補
正及びベースライン補正を行った．位相補正は

重溶媒のシグナルに標準物質である DMSO2が
影響を受けないように設定する必要があるこ

とがわかった．ベースライン補正は Alice のア
ルゴリズムのまま計算したものと手動で補正

したものを比較した．その結果，Aliceのベース
ライン補正アルゴリズムのままで絶対量を算

出すると Scansが多いと誤った数値になってし
まうことがわかった．この理由として S/N比が

良いことからベースライン補正点が減少する

こと，極低温プローブ特有のノイズによりシグ

ナルのベースラインが安定せず，Aliceのベース
ライン補正アルゴリズムがうまく機能しない

ことが原因だと考えられる．ベースライン補正

アルゴリズムを改良することによって，この問

題は回避できると考えられるが，現時点では，

ベースライン補正が適切に行われるように必

要に応じてベースライン補正点を追加し対応

することとした． 
 
C-5) 積分範囲 
検討した積分範囲で 13C サテライトを含むこ
とができたのは±0.30 ppmであることがわかっ
た(Fig. 3)．S/N比が低い場合では，ノイズに 13C
サテライトが含まれていることになることか

ら積分範囲は±0.30 ppmで解析することに決定
した．しかし，化合物によっては T2(横緩和時間)
が長いものがあるため，シグナルの半値幅が広

がり，積分範囲を±0.30 ppmより若干大きくす
る必要が考えられた． 
 
C-6) ゼロフィリング(ZEROFILL) 
解析ソフト Alice for qNMRで ZEROFILL 1ま
たは 2で解析したが大きな差が見られないこと
がわかった(Fig. 4)．すなわち，元の FIDのポイ
ント数が十分か既にポイント落ちしており，ポ

イント数を仮想的に倍増しても結果に差違を

生じないことが示唆された．このため，

ZEROFILL 1で解析することに決定した．なお，
Table 9 には ZEROFILL を検討した際の測定条
件を記載した． 
 
C-7) 基礎条件の総括 
Sample 1 を用いてこれまで検討した条件を考
慮し，ECZ600(JEOL CH UltraCOOL probe, S/N 
2070), ECA800(JEOL CH probe, S/N 800)で 13C-
qNMR測定及び解析を行った(Table 10)．DMSO2
のシグナルを基準として，DEPの全てのシグナ
ルで S/N比の平均と RSDを求めた(Fig. 5)．S/N
比が約 100以上あれば RSD 10 %以内になるこ
とがわかった．Table 11 にこれまで検討 13C-
qNMR測定条件を記載した． 
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C-8) DMSO2 to benzoic acid / DEP 
 
類似化合物の混合試料液 sample 3 (DMSO2 to 

benzoic acid / DEP)を用いて，13C-qNMR測定の
検証を行った．Sample 3について 13C-qNMR測
定したシグナルが Fig. 6のチャートである．両
者共にシグナルが重なることなく検出された

が，積分範囲±0.30ppm にすると隣接するシグ
ナルの範囲を含む場合があったため，その場合

は適切な範囲に設定した．その結果，mol 比に
準じてシグナルの高さが異なることが確認さ

れ，各々のシグナルより求めた絶対量は，類似

構造の化合物である Benzoic acid及び DEP共に
約 5 %の誤差が生じたものの一定の値を示すこ
とがわかった(Fig. 6)．なお，Table 11に測定条
件を Table 12に積分範囲及び S/N比，T1を記載

した． 
 
C-9) DMSO2 to rutin / quercetin 
C-8)に示したとおり，比較的良好な結果が得ら
れたことから，さらに複雑な系としてクエルセ

チンとその配糖体であるルチンを混合した混

合試料液 sample 4, 5, 6 (DMSO2 to rutin / 
quercetin)を用いて 1H-qNMR及び 13C-qNMR測
定し，その結果を検証した(Table 13, 14, 15)．1H-
qNMR による rutin の純度(anhydrate)は 90.2±
0.3 %, RSD 0.4 %，quercetinの純度(anhydrate)は
92.8±0.02 %, RSD 0.03%と報告されている 1)．
1H-qNMR では 2’位のシグナルが 6’位のシグナ
ルと重なっていることから両者を定量するこ

とは困難であった．重溶媒として methanol-d4を

用いたとき両者が定量可能であると報告され

ているが 1)，今回は重溶媒に DMSO-d6を用いて

おり，重溶媒の違いにより化学シフトが変化し

たためだと考えられる．しかし，5’位は分離し
ており，1H-qNMRでも両者は定量可能であった
(Fig. 7)． 

13C-qNMRでは rutin及び quercetinのシグナル
の多くは十分に離れて観察され定量可能であ

った(Fig. 8)．積分範囲をシグナル中心から±
0.20 ppm, ±0.30 ppm としてもで計算可能なシ
グナルが多数あり，積分範囲が十分に取れない

ものを除き解析ソフト Alice for qNMR を用い絶
対量を算出した(Fig. 9, 10)．Sample 4では rutin, 
quercetin ともに絶対量の平均が約 90 %となっ
た．この値は 1H-qNMR で測定した値とほぼ等
しいが，1H-qNMRに比べ 13C-NMRでは，測定
値のばらつきが大きく観察された．Sample 4, 5, 
6の濃度は，sample 4を 50としたとき， sample 
5が 5， sample 6が 10の比率であり，最も sample 
5の濃度が低い．このため，sample 5では試料濃
度が薄いために，精確な定量値を得るために

S/N比が十分にとれる積算回数として 128 回以
上が必要であった． 
以上より，類似化合物の rutin及び quercetin混
合試料液においても，13C-qNMR を用いてある
程度のmol濃度及び積分範囲が十分であれば定
量することが可能であることが確認された． 
	

D.	 結論 
	 現在，天然由来の添加物の有効成分や指標成

分を精確に定量するためには，定量用標品が入

手可能である場合は，クロマトグラフィーを用

いることができる．一方，定量用標品が入手不

可能である場合は，単離精製した有効成分の絶

対純度を1H-qNMRで決定し，それを定量用標品
としてクロマトグラフィーによる定量を行い，

精確な含量を求めることができる．しかしなが

ら，いずれも定量用標品を用いたクロマトグラ

フィーによる定量であり，定量用標品の準備が

必要である．このため，特に定量用標品が入手

不可能である場合には，非常に手間がかかり迅

速に含量値を求めることができない．この問題

は，qNMRにより直接定量することで解消可能
であるが，1H-qNMRでは分離能及び分解能が十
分でないため，複雑あるいは類似化合物の混合

物では達成できない．そこで，本研究では，分

離能及び分解能がより優れた13C-qNMRの手法
の確立のため，モデル実験を行い基礎情報を収

集した．その結果， 13C-qNMRではS/N比を向上
させても 約5 %のばらつきが生じることから精
確な絶対定量には困難であり，化合物の純度決

定には適さないと考えられた．しかし，多少の

ばらつきは生じるが類似化合物の混合物から

目的成分を単離せずに直接定量が可能である
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ことが証明され，この点において天然由来の添

加物の有効成分または指標成分を迅速に定量

する手法として有用であると考えられた．ただ

し，今回，600 MHz NMRを用いて検討した結果
であるため，これ未満の性能のNMRで行う場合
は，各々条件を再検討する必要があると考えら

れた． 
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Table 1 qNMR測定で用いた試料 

Sample 作製日 分析対象物質 標準物質 重溶媒 
1 2015/9/28 DEP DMSO2 Acetone-d6 
2 2015/9/30 Benzoic acid DMSO2 Acetone-d6 
3 2015/9/30 Benzoic acid / DEP DMSO2 Acetone-d6 
4 2015/11/6 Rutin / Quercetin DMSO2 DMSO-d6 
5 2015/11/11 Rutin / Quercetin DMSO2 DMSO-d6 
6 2015/11/11 Rutin / Quercetin DMSO2 DMSO-d6 

 

Table 2 qNMR試料秤量値 

Sample 分析対象物質 秤量値

(mg) 分子量 mol 標準物質 秤量値

(mg) 分子量 mol 

1 DEP 18.8595 222.24 0.085 DMSO2 8.2518 94.13 0.088 
2 Benzoic acid 16.6149 122.12 0.136 DMSO2 8.1750 94.13 0.087 
3 DEP 

Benzoic acid 
21.3134 
16.5074 

222.24 
122.12 

0.096 
0.135 DMSO2 5.7714 94.13 0.061 

4 Rutin 
Quercetin 

50.026 
49.992 

610.52 
302.24 

0.082 
0.165 DMSO2 7.0231 94.13 0.075 

5 Rutin 
Quercetin 

4.9921 
4.992 

610.52 
302.24 

0.008 
0.017 DMSO2 1.5034 94.13 0.016 

6 Rutin 
Quercetin 

9.9954 
10.0035 

610.52 
302.24 

0.016 
0.033 DMSO2 1.9899 94.13 0.021 

 

Table 3 検討前の 13C-qNMR測定条件 

X_point 65536 
Repetition_time 100 [s] 
X_angle 90 [deg] 
Scan 32 
 

Table 4 データポイント数を検討した 13C-qNMR測定条件 

装置 ECZ600(JEOL) 
Probe JEOL CH UltraCOOL probe 
Spectral width -25―225 ppm 
X_point 65536, 131072, 262144, 524288 
Filter Factor 16, 8, 4, 2 
X_angle 90 [deg] 
Repetition_time 100 [s] 
Scan 32 
スピニング off 
プローブ温度 室温 
重溶媒 Acetone-d6 
標準物質 DMSO2 
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Table 5 パルス繰り返し時間とフリップ角を検討した 13C-qNMR測定条件 

装置 ECZ600(JEOL) 
Probe JEOL CH UltraCOOL probe 
Spectral width -25―225 ppm 
X_point 131072 
Filter Factor 8 
X_angle 30 [deg] 
Repetition_time 33, 100 [s] 
Scan 32 
スピニング Off 
プローブ温度 室温 
重溶媒 Acetone-d6 
標準物質 DMSO2 

 
Table 6 DEP chemical shift, S/N比, T1(sample 1, scan32 : Average, n = 3) 

Name 積分範囲(ppm) S/N比 30[deg], 33[s] S/N比 30[deg], 100[s] T1 [s] 
DMSO2 42.18 – 42.78 153.33 139.67 8.0 

DEP_CH3 13.99 – 14.59 134 133.67 4.5 
DEP_CH2 61.68 – 62.28 134.67 128.33 6.1 
DEP_Ph a 129.25 – 129.85 129 126.67 3.1 
DEP_Ph b 131.62 – 132.22 124.33 125.33 2.9 
DEP_Ph c 133.02 – 133.62 133.67 132.67 14.4 
DEP_COO 167.56 – 168.16 128.67 129.33 20.8 

 

Table 7 積算回数を検討した 13C-qNMR測定条件 

装置 ECZ600(JEOL) 
Probe JEOL CH UltraCOOL probe 
Spectral width -25―225 ppm 
X_point 131072 
Filter Factor 8 
X_angle 90 [deg] 
Repetition_time 100 [s] 
Scan 32-480, 491 
スピニング off 
プローブ温度 室温 
重溶媒 Acetone-d6 
標準物質 DMSO2 
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Table 8 DEP Scan : S/N比(全てのシグナルの Average, n = 3) 

Scan S/N比 Scan S/N比 
32 309 288 931.67 
64 431.33 320 993.84 
96 523.67 352 991.17 
128 614.5 384 1091.17 
160 679.5 416 1157.33 
192 725.17 448 1130.33 
224 805.5 480 1198.5 
256 862.5 491 1183.17 

 

Table 9 ZEROFILLで検討した測定条件 

装置 ECZ600(JEOL), ECA800(JEOL) 
Probe JEOL CH UltraCOOL probe, CH probe 
Spectral width -25―225 ppm 
X_point 131072 
Filter Factor 8 
X_angle 90 [deg] 
Repetition_time 100 [s] 
Scan 32 
スピニング off 
プローブ温度 室温 
重溶媒 Acetone-d6 
標準物質 DMSO2 

 

Table 10 13C-qNMR測定条件及び解析条件 

装置 ECZ600(JEOL), ECA800(JEOL) 
Probe JEOL CH UltraCOOL probe, CH probe 
Spectral width -25―225 ppm 
X_point 131072 
Filter Factor 8 
X_angle 90 [deg] 
Repetition_time 100 [s] 
Scan 2-128 
スピニング off 
プローブ温度 室温 
重溶媒 Acetone-d6 
標準物質 DMSO2 
ベースライン補正 Alice Auto Baseline Correction 
ZEROFILL あり(2倍) 
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Table 11 DMSO2 to benzoic acid / DEP in acetone-d6 for 13C-qNMR測定条件 

装置 ECZ600(JEOL), ECA800(JEOL) 
Probe JEOL CH UltraCOOL probe, CH probe 
Spectral width -25―225 ppm 
X_point 131072 
Filter Factor 8 
X_angle 90 [deg] 
Repetition_time 100 [s] 
Scan 32 
スピニング off 
プローブ温度 室温 
重溶媒 Acetone-d6 
標準物質 DMSO2 

 

Table 12 Benzoic acid / DEP chemical shift, S/N比, T1,(sample3, Average, n = 3) 

Name 積分範囲 S/N比 T1 [s] 
Benzoic acid_Ph w 129.16 – 129.40 471.33 6.0 
Benzoic acid_Ph x 130.07 – 130.67 486.67 6.0 
Benzoic acid_Ph y 131.16 – 131.56 242.67 17.1 
Benzoic acid_Ph z 133.58 – 133.88 230.0 2.9 
Benzoic acid_COO 167.42 – 167.70 242.33 20.8 

DEP_CH3 13.99 – 14.59 356.0 4.2 
DEP_CH2 61.68 – 62.28 340.33 6.6 
DEP_Ph a 129.43 – 129.67 366.67 3.1 
DEP_Ph b 131.71 – 132.11 329.67 3.2 
DEP_Ph c 133.18 – 133.48 346.67 16.7 
DEP_COO 167.72 – 168.00 340.0 27 

 

Table 13 1H-qNMR測定条件 (sample4, 5, 6) 

装置 ECZ600(JEOL) 
Probe JEOL CH UltraCOOL probe 
Spectral width -5―15 ppm 
X_point 60018 
Filter Factor 8 
X_angle 90 [deg] 
Repetition_time 60 [s] 
Scan 8 
スピニング off 
プローブ温度 30℃ 
重溶媒 DMSO-d6 
標準物質 DMSO2 
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Table 14 13C-qNMR測定条件 (sample 4) 

装置 ECZ600(JEOL) 
Probe JEOL CH UltraCOOL probe 
Spectral width -25―225 ppm 
X_point 131072 
Filter Factor 8 
X_angle 90 [deg] 
Repetition_time 100 [s] 
Scan 32-128 
スピニング off 
プローブ温度 30℃ 
重溶媒 DMSO-d6 
標準物質 DMSO2 

 

Table 15 13C-qNMR測定条件 (sample 5, 6) 

装置 ECZ600(JEOL) 
Probe JEOL CH UltraCOOL probe 
Spectral width -25―225 ppm 
X_point 131072 
Filter Factor 8 
X_angle 90 [deg] 
Repetition_time 100 [s] 
Scan 32-512 
スピニング off 
プローブ温度 30℃ 
重溶媒 DMSO-d6 
標準物質 DMSO2 

 
Table 16 Rutin / quercetin chemical shift, S/N比, T1(sample 4,scan128 :Average, n = 3) 

Ruitn 積分範囲(ppm) S/N比 Quercetin 積分範囲(ppm) S/N比 
3位 133.08 – 133.68 148.67 3位 135.48 – 136.08 336.33 
4位 177.14 – 177.74 134.33 4位 175.59 – 176.19 318.0 
5位 160.98 – 161.58 134.67 5位 160.58 – 160.98 319.0 
6位 98.55 – 98.95 91.33 6位 98.06 – 98.46 215.67 
10位 103.75 – 104.35 139.0 10位 102.78 – 103.38 324.0 
4’位 148.16 – 148.76 143.33 4’位 147.44 – 148.04 319.67 
5’位 116.17 – 116.57 100.33 5’位 115.48 – 115.88 227.0 
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Table 17 Rutin / quercetin T1 

Ruitn T1 [s] Quercetin T1 [s] 

3位 1.9 3位 1.7 

4位 1.0 4位 1.0 

5位 0.5 5位 1.1 

6位 0.6 6位 0.4 

10位 1.0 10位 1.4 

4’位 1.4 4’位 1.3 

5’位 0.4 5’位 0.4 
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 Average＋SD, n=3, 積分範囲±0.30 ppm 

Fig. 1 パルス繰り返し時間及びフリップ角の測定条件のばらつき 

 

 

Fig. 2 DEP_Ph cの 13Cサテライト 

 

 

 Fig. 3 Scan491, DEP_cに対して±0.10, 015, 0.20, 0.30 ppmの積分範囲 
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 Average±SD, n = 3, 積分範囲 ±0.30ppm (sample 1) 

Fig. 4 ZEROFILL 1,2の比較 

 

 

 
 n = 5, DEPの全てのシグナル S/N比の Average, DEPの全てのシグナル純度の RSD 

Fig. 5 S/N比と RSDの関係 
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Benzoic acid    DEP 

 

 

 
 Average±SD, n = 3, (sample 3) 

積分範囲±0.30ppm…benzoic acid_Ph x, DEP_CH3, DEP_CH2 

Fig. 6 DMSO2 to benzoic acid / DEP in acetone-d6 for 13C-qNMR 
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	 	 	 	 	 Rutin                              Quercetin 

 

 

 Fig. 7 DMSO2 to rutin / quercetin in DMSO-d6 for 1H-qNMR (sample 5) 

 

 

 

Fig. 8 DMSO2 to rutin / quercetin in DMSO-d6 for 13C-qNMR (sample 4, 5, 6) 
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Average±SD, n = 3 (sample 4), rutin = 90.2% (1H-qNMR), quercetin = 92.8% (1H-qNMR) 

Fig. 9 Sample 4の各シグナルと Scanの推移 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

50/158



 

 
Sample 4 

Average±SD, n =3 

積分範囲 ±0.20 ppm…6位, 5’位    	 	 	 	   

±0.30 ppm…3位, 4位, 5位, 10位, 4’位 

Sample 5, 6 

n =1 

積分範囲 ±0.20 ppm…5位, 6位, 5’位 

  	 	 	  ±0.30 ppm…3位, 4位, 10位, 4’位 

 
Fig. 10 Rutin及び quercetinの濃度差による比較 

(積分範囲±0.20, 0.30ppmの全シグナルの Average±SD) 
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