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研究要旨 本研究では，1Hスピン情報を基準としたQuantum Mechanics qNMR（QM-qNMR）に

ついて，（1）含有成分が明らかな場合の定量精度及び（2）夾雑成分を含む多成分系試料を対

象とした際の定量精度を検証した。 
検証（1）では，NMRスペクトル上で2種のジアステレオマー混合物として観測される農薬ジ

フェノコナゾール（DFZ）をモデル化合物として検証した。NMR反復計算ソフトウェアを用い

て，化学シフト及びスピン－スピン結合定数から構成される1Hスピン情報を明らかにし，この

スピン情報を基準としたQM-qNMRを実施した。その結果，NMR装置の磁場強度に依存するこ

となく，検討したすべての1H共鳴周波数（80～800 MHz）のNMR装置において，DFZ含量及び

ジアステレオマー比を誤差2％以内で分離定量することができた。さらに，キラルシフト試薬

を用いることでエナンチオマー分離にも成功し，4種のDFZ異性体を一斉定量する手法を確立

した。 
検証（2）では，食品添加物として流通するカラシ抽出物及びセイヨウワサビ抽出物中の主

成分であるイソチオシアン酸アリル（AITC）をモデル化合物とし，QM-qNMRの定量精度を検

証した。まず，高磁場NMR装置を用いて，AITC及びその構造類縁体であるチオシアン酸アリ

ル（ATC）の1Hスピン情報を決定した。その後，400 MHz高磁場NMR装置及び60 MHz卓上NMR
装置を用いてQM-qNMRを実施し，ガスクロマトグラフィー（GC）により求めた参照値との比

較を行った。また，QM-qNMRでは，解析対象として設定した化合物の1Hスピン情報に基づい

て反復計算が行われることから，AITCに加えてATCを解析対象に含める条件と，ATCを除外す

る条件でQM-qNMRを実施した。その結果，高磁場NMRでは，ATCを解析対象から除外した場

合でもAITCを高精度に定量することができた。一方，卓上NMRでは，ATCを解析対象から除

外した場合にAITC含量が高値を示す傾向が認められた。これは，卓上NMRではAITC及びATC
由来の1H信号が完全に重複していたため，ATC由来の信号がAITC由来の信号に加算された状

態で反復計算が収束したためと考察した。 
以上の結果から，1Hスピン情報を基準とするQM-qNMRでは，試料中の構成成分を十分に把

握している場合には，従来のクロマトグラフィー法と同等の精度で定量できることを確認し

た。一方で，十分に把握できていない成分が存在する場合には，これらの成分の1H信号が加算

された状態で反復計算が収束し，定量値が高値を示す可能性があることが明らかとなった。し

たがって，QM-qNMRを実施する際には，定量対象成分だけでなく，夾雑成分も可能な限り評

価し，これらを含めた一斉定量法を行うことが重要であると考えられた。以上の知見は，1Hス

ピン情報をQM-qNMRにおけるデジタル標準として活用できる可能性を示すものであり，化学

物質のデジタル化及びデジタル標準に基づく新たな分析基盤の構築に寄与するものと考えら

れる。 
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A. 研究目的 
核磁気共鳴分光法（NMR）は，1H などの原子

核を直接観測する分析手法であり，主に化学構

造解析に用いられてきた。化学物質の 1H 信号

は，その分子内に存在する 1H 核の化学的環境

に応じて特定の位置に観測され，これは化学シ

フトと呼ばれる。また，隣接核とのスピン―ス

ピン相互作用により信号が分裂し，その分裂幅

はスピン結合定数（J 値）として表される。これ

らの化学シフト及びスピン結合定数から構成

される 1H スピン情報は，量子力学に基づく分

子固有の物理量であり，理論的には NMR 装置

の磁場強度に依存しない。 
したがって，分析者が使用する NMR 装置の

磁場強度が異なっていたとしても，1H スピン情

報が規定されていれば，それぞれの磁場強度に

対応した参照 NMR スペクトルをシミュレーシ

ョンできる。また，スペクトル上で重なり合う
1H 信号を分離して定量することも可能である。 

1H スピン情報は，反復計算を介して精確に求

めることができる。近年では，NMR Solutions 社
が開発したソフトウェア『Cosmic Truth』などに

より，高性能な計算環境を必要とせず，汎用的

な PC 環境においても安定して動作し，短時間

で収束計算を行うことが可能となった。このよ

うに，反復計算を介して 1H スピン情報を求め

る手法は，HifSA（1H iterative functionalized Spin 
Analysis）と呼ばれる。1) 
また，HifSA を通じて得られた 1H スピン情報

を 基 準 と す る 定 量 分 析 法 は ， Quantum 
Mechanics-based qNMR（QM-qNMR）と呼ばれて

いる。このように，1H スピン情報というデジタ

ル情報を基準として，定性試験及び定量試験を

実施することが可能である。 
定性試験については，1H スピン情報に基づく

参照 NMR スペクトルを作成し，この参照 NMR
スペクトルと実測スペクトルを照合すること

で，精確な確認試験が可能となる。第十九改正

日本薬局方では，「ヘスペリジン，定量用」に対

してヘスペリジンの 1H スピン情報を規定し，

参照 NMR スペクトルとの照合を確認試験とし

て採用している。2) また，USP においても，抗

ウイルス薬レムデシビルに対して同様の確認

試験が採用されている。3) 
このように，1H スピン情報に基づく定性試験

については，いくつかの社会実装がなされてい

る。一方で，定量試験については，公的試験法

として活用していくための検証が十分になさ

れていないのが現状である。 
そこで本研究では，（1）含有成分が明らかな

場合の QM-qNMR の定量精度，（2）夾雑成分を

含む多成分系試料を対象とした際の QM-qNMR
の定量精度，すなわち定量対象以外の成分が明

らかでない場合の定量精度，について検証する

こととした。 
 

B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 

検証（1）には食品添加物として流通するジフ

ェノコナゾール（DFZ）を試料とした。検証（2）
では，同じく食品添加物として流通するカラシ

抽出物及びセイヨウワサビ抽出物を試料とし

た。 
上記試料中の定量対象の標準品はいずれも

試薬会社より購入したものを用いた。また，

qNMR に際しての基準物質は，すべて認証標準

物質を用いた。 
B-2) 試料調製 
温度 20～25°C，相対湿度 40～80%の環境下で

試料調製を行った。冷蔵庫から取り出した試薬

及び試料は，シリカゲルデシケーター内で室温

に戻した後，蓋を緩めて天秤台の上で 30 分静

置させた。ウルトラミクロ天秤 (XP2U; Mettler 
Toledo) を用いて精密に量りとり，NMR 測定溶

媒を加えて溶解し，NMR 用試料液とした。 
B-3) qNMR 測定 
高磁場 NMR 装置として，日本電子（株）製

の 1H 共鳴周波数 600 MHz 及び Bruker 社製の

1H 共鳴周波数 400 MHz を用いた。卓上 NMR
は，マグリテック社製の 1H 共鳴周波数 60 MHz
及び Bruker 社製の 80 MHz を用いて測定した。 
qNMR 測定条件（高磁場 NMR／卓上 NMR） 
取り込み時間：4 秒／3.2 秒 
遅延時間：60 秒／60 秒 
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積算回数：8 回／16 回 
パルス幅：90°／90° 
13C デカップリング：適用／適用 
サンプル回転：無し／無し 

B-4) NMR データ処理 
NMR 測定で得られた FID は，MestReNova 

v14.2.1（Mestrelab Research）を用いてデータ処

理した。必要に応じて Exponential (LB) と
Gaussian (GB) を用いて，ゆるやかなブロードニ

ングファクターを適用した。その後，512K デー

タポイントまで zero filling し，手動位相補正及

び 5th-order polynomial のベースライン補正を適

用した。 
B-5) HifSA 

NMR 反復計算ソフトウェアには，NMR 
Solutions Ltd 製の Cosmic Truth（CT）を使用し

た。B-3) で得られた qNMR スペクトルを

MestReNova v14.2.1 を用いて JCAMP ファイル

に変換した。この JCAMP ファイルと解析対象

化合物のmolファイルをCTにアップロードし，

計算スペクトルが実測スペクトルと一致する

まで，化学シフト，スピン―スピン結合定数及

び半値幅を最適化した。 
B-6) QM-qNMR 

B-3) で得られた qNMR スペクトルに対して

ブロードニングファクターを適用した。この

qNMRスペクトルと解析対象化合物及び内標準

物質の mol ファイルを CT にアップロードし，

実測スペクトルと一致するまで反復計算を行

った。この際，解析対象化合物のスピン−スピン

結合定数の値は B-5) で決定した値に固定した

まま反復計算を行った。反復計算で得られた存

在比（モル比）を以下の式に代入し，解析対象

化合物の含量を求めた。 

𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶.𝑇𝑇 =
𝑃𝑃𝑃𝑃𝑇𝑇
𝑃𝑃𝑃𝑃𝐼𝐼𝐼𝐼

×
𝑀𝑀𝑇𝑇

𝑀𝑀𝐼𝐼𝐼𝐼
×
𝑚𝑚𝐼𝐼𝐼𝐼

𝑚𝑚𝑆𝑆
× 𝑃𝑃𝐼𝐼𝐼𝐼  

ここで，添字は解析対象化合物（T），内標準物

質（IC）及び試料（S）。Cont：含量，M：モル質

量，m：秤量値，P：絶対純度，Po：モル比 
 
C. 結果及び考察 
検証（1）含有成分が明らかな場合の QM-qNMR

の定量精度  
DFZ をモデル化合物として，QM-qNMR の定

量精度を検証することとした。DFZ は，2 位及

び 4位に不斉炭素を有する。このため，（2R,4R）
体，（2S,4S）体，（2R,4S）体及び（2S,4R）体が

存在する。 
キラルクロマトグラフィーを用いて，QM-

qNMR の試料として用いる DFZ 並びに 1H スピ

ン情報の決定に用いる DFZ 標準品を分析した

ところ，いずれにおいても 4 種の異性体が確認

された。このうち，（2R,4R）体と（2S,4S）体，

並びに（2R,4S）体と（2S,4R）体はそれぞれエ

ナンチオマーの関係にある。したがって，NMR
スペクトル上では，（2RS,4RS） -DFZ 及び

（2RS,4SR）-DFZ の 2 種の異性体混合物として

観測されることとなる。実際に qNMR 測定を行

ったところ，すべての DFZ 試料において，

（2RS,4RS）-DFZ 及び（2RS,4SR）-DFZ に由来

する 1H 信号が観測された。そこで，DFZ の絶

対純度，ジアステレオマー比及びエナンチオマ

ー比を求め，以降これらを参照値として用いた。 
標準試薬 DFZ を試料として，1H 共鳴周波数

600 MHz の NMR 装置を用いて qNMR 測定を行

った。得られた qNMR スペクトルに対して反復

計算を実行し，（2RS,4RS）-DFZ 及び（2RS,4SR）
-DFZ の 1H スピン情報を明らかにした。得られ

た 1H スピン情報から 80，400，600 及び 800 MHz
の参照 NMR スペクトルを作成し，それぞれの

磁場における実測スペクトルと照合した結果，

すべての磁場で参照スペクトルと実測スペク

トルが一致した。このことから，1H スピン情報

を精密に決定できたこと，また 1H スピン情報

が磁場強度に依存しない情報であることが確

認された。 
続いて，（2RS,4RS）-DFZ 及び（2RS,4SR）-

DFZ の 1H スピン情報を基準とした QM-qNMR
を実施した。これらの化合物は NMR スペクト

ル上で重複しているが，1H スピン情報に基づく

ことで分離定量が可能であり，両ジアステレオ

マーを良好に分離定量することができた。定量

分析は 80，400，600 及び 800 MHz で実施し，

すべての磁場において参照値との誤差 2％以内
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で，（2RS,4RS）-DFZ 及び（2RS,4SR）-DFZ を

定量することができた。 
以上のとおり，QM-qNMR では 1H スピン情

報が既知である限り，当該成分同士が NMR ス

ペクトル上で重複していても高精度に分離定

量できることを示した。今回の検証では，

（2RS,4RS）-DFZ 及び（2RS,4SR）-DFZ の 2 成

分を対象としたが，さらに詳細な分離定量が可

能か検証することとした。具体的には，キラル

シフト試薬を用いて NMR スペクトル上でエナ

ンチオマーを分離し，（2R,4R）体，（2S,4S）体，

（2R,4S）体及び（2S,4R）体の 4 種の異性体を

分離定量できるか検証した。 
本研究では Chirabite-AR を用いてエナンチオ

マー分離を試みたところ，1H 共鳴周波数 600 
MHz においてエナンチオマーを識別すること

ができた。なお，Chirabite-AR の 1H スピン情報

は事前に明らかにしておいた。また，エナンチ

オマー同士のスピン－スピン結合定数は同一

であることから，先に求めた^1H スピン情報を

基準とした。すなわち，（2RS,4RS）-DFZ のスピ

ン情報を（2R,4R）体及び（2S,4S）体に，（2RS,4SR）
-DFZ のスピン情報を（2R,4S）体及び（2S,4R）
体に適用した。QM-qNMR の結果，（2R,4R）体，

（2S,4S）体，（2R,4S）体及び（2S,4R）体の真度

は 99.7～100.9％であり，非常に高精度に分離定

量できることを確認した。しかしながら，同じ

試料を卓上 NMR で測定した場合，エナンチオ

マー同士を識別できるだけのスペクトル分解

能を有していなかったことから，定量すること

が困難であり，QM-qNMR の精度を評価するこ

とはできなかった。 
検証（2）夾雑成分を含む多成分系試料を対象と

した際の QM-qNMR の定量精度  
検証（1）では，DFZ のような不純物をほとん

ど含まない高純度化合物をモデルとして用い

た。検証（2）では，天然由来の多成分系から成

る食品添加物を試料として用いることとした。

具体的には，カラシ抽出物及びセイヨウワサビ

抽出物中の主成分であるイソチオシアン酸ア

リル（AITC）をモデル化合物として選定した。

カラシ抽出物及びセイヨウワサビ抽出物は食

品添加物公定書に成分規格が収載されている

添加物であり，ガスクロマトグラフィー（GC 法）

による AITC の定量法が規定されている。そこ

で，カラシ抽出物及びセイヨウワサビ抽出物中

の AITC を QM-qNMR により定量し，現行法で

ある GC 法との比較を行った。また，QM-qNMR
において，AITC 以外の微量不純物の存在が

AITC の定量値に与える影響について評価した。 
はじめに，高磁場 NMR 装置（400 MHz）を用

いて AITC 標準品の絶対純度を INT-qNMR で求

めたところ，NMR スペクトル上には AITC の構

造類縁体であるチオシアン酸アリル（ATC）も

観測されたことから，AITC 及び ATC の純度を

求めることとした。両化合物とも，不純物との

重複が最も少ない H3 由来の 1H 信号を用いて

定量計算した結果，AITC 94.7%（RSD 0.2%），

ATC 4.0%（RSD 0.3%）であった。 
別に試料として用いるカラシ抽出物及びセ

イヨウワサビ抽出物について定性的な NMR 測

定を実施したところ，AITC 標準品と同様に，主

成分 AITC に加えて ATC の 1H 信号も観測され

た。このため，AITC 標準品に対して HifSA を

実施したところ，AITC の 1H スピン情報に加え

て ATC の 1H スピン情報も明らかとなった。 
次に，得られた 1H スピン情報を基準として，

カラシ抽出物及びセイヨウワサビ抽出物中の

AITC を QM-qNMR により定量した。NMR 装置

は検証（1）と同様に，高磁場 NMR（400 MHz）
及び卓上 NMR（60 MHz）を用いた。現行の公

定法である GC 法では AITC のみを定量対象と

しており，ATC は定量対象外である。このため，

QM-qNMR は AITC のみを対象とする場合と，

AITC に加えて ATC も定量対象とする場合の 2
条件で実施した。結果を表 1 及び表 2 に示す。 

卓上 NMR における QM-qNMR では，AITC
のみを定量対象とした場合と比較して，AITC
及びATCを定量対象とした場合の方がAITCの

真度は良好であった。一方，高磁場 NMR では，

いずれの条件においても AITC の真度に大きな

違いは認められなかった。この原因として，卓

上 NMR では AITC の H1 及び H2 に由来するす

べての 1H 信号が ATC 由来の 1H 信号と完全に
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重複していたことが挙げられる。さらに，ATC
含量は AITC のスペクトル形状に著しい変化を

与えるほど高くなかったため，ATC 由来の信号

面積が AITC 由来の信号面積に加算された状態

で CT の反復計算が収束し，AITC 含量の真度が

悪化したものと考察した。一方，高磁場 NMR で

はピークトップが完全には重複しておらず，

ATC 由来の信号を独立した信号として識別す

ることが可能であった。したがって，高磁場

NMR では AITC のみを定量対象とした場合で

も，真度が大きく低下しなかったものと考察し

た。 
 
D. 結論 
本研究では，DFZ及びAITCをモデル化合物と

してQM-qNMRの定量精度を検証した。DFZを
対象とした検証では，試料が高純度であり，DFZ
以外の成分の混在がほとんど認められなかっ

たことから，卓上NMRから高磁場NMRまで，使

用するNMR装置の磁場強度に依存することな

く高精度な定量が可能であった。一方，AITCを
対象とした検証では，試料として用いたカラシ

抽出物及びセイヨウワサビ抽出物中にAITC以

外の成分が混在しており，これらの成分を把握

し，QM-qNMRの定量対象に含めるか否かによ

って定量精度が大きく異なった。具体的には，

定量対象として考慮されていない成分が定量

対象成分として加算され，定量値が高値を示す

傾向にあり，この傾向はスペクトル分解能の低

い卓上NMRにおいて特に顕著であった。 
以上の結果から，QM-qNMRは試料中の構成

成分を十分に把握し，適切な1Hスピン情報を整

備できる場合には，磁場強度の異なるNMR装置

間においても高精度な定量分析法として活用

できることが示された。一方で，未知成分や未

考慮成分が存在する場合には，それらの信号が

定量対象成分に加算されることで定量誤差を

生じる可能性があることから，適用に際しては

試料中の構成成分を可能な限り明らかにし，一

斉定量系としてQM-qNMRを実施することが重

要であると考えられた。 
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表 1 
表 1 400 MHz における QM-qNMR の定量精度 

 
 
 
  

AITC ATC AITC ATC
AVE 100.3％（101.2％） 100.1％ 101.8％（102.2％） 103.0％
RSD 0.9％（0.5％） 1.9％ 0.6％（0.2％） 1.0％

カラシ抽出物 セイヨウワサビ抽出物

括弧内の値は，ATCを除いてAITCのみを定量対象とした際の真度及びRSD。
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表 2 
表 2 60 MHz における QM-qNMR の定量精度 

 
 
 
 
 
 

 

AITC ATC AITC ATC
AVE 102.3％（105.8％） 114.5％ 103.8％（107.9％） 135.7％
RSD 0.6％（0.6％） 1.0％ 0.9％（0.8％） 0.9％

括弧内の値は，ATCを除いてAITCのみを定量対象とした際の真度及びRSD。

カラシ抽出物 セイヨウワサビ抽出物
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