
1 

 

別添３ 

 

厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

総括研究報告書（令和3年度） 

 

食品分析の信頼性確保に資する外部標準法定量NMR（EC-qNMR）の 

高度化及び標準化に関する研究 
 

研究代表者 西﨑雄三 国立医薬品食品衛生研究所 食品添加物部 主任研究官 

 
研究協力者 

石附京子 国立医薬品食品衛生研究所 

食品添加物部 

杉本直樹 国立医薬品食品衛生研究所 

食品添加物部 

 

A. 研究目的 
NMRの応答は相反定理に従う．すなわち，

チューニングとマッチング（T&M）により，

NMR の検出コイル（プローブ）が測定対象核の

共鳴周波数に同調するとき，「90°パルス幅

（pw90）×ピーク面線／プロトン数／モル濃度」

の値，すなわち Q 値は試料間で一定となる．塩

濃度の高い試料の場合，ピーク面積は小さくな

るが，その分 pw90 は長くなるので，Q 値は一

定のままである．Q 値を表す式のうち，pw90 に

注目したい．EC-qNMR を高精度に実施するに

は試料毎に pw90 の校正が必要となる．例えば，

200 mM NaCl を含有する試料では NaCl を含ま

ない試料と比べて pw90 が約 1.1 倍長くなる 1)．

もし，pw90 を校正しないまま両試料を分析した

場合，定量計算に 10%の誤差が生じることとな

る．このことから，EC-qNMR の正確性の担保に

pw90 校正が重要であることがわかる．EC-
qNMR の測定手順として以下が推奨されてい

る：①試料投入，②温度安定化，③シム調整，

④T&M，⑤pw90 校正，⑥qNMR 測定．なお，シ

ム調整と T&Mの順番は逆になっても良い 1)． 
上述の①～⑥の測定手順に従う場合，オペ

レータは試料毎に pw90 を校正して，この校正

した pw90 の値を次の qNMR 測定に反映させる

必要がある．この間，オペレータは NMR 装置

の前に拘束されることになるため，EC-qNMR
を通常の研究業務に導入することができない．

この状況を改善するために，著者らは先行研究

において EC-qNMR 自動測定スクリプトの試作

版を開発した 2)．このスクリプトは，オペレー

タが予め設定したパラメータに従って，④T&M
～⑤pw90 校正～⑥qNMR 測定が自動的に行わ

れるように設計されている．NMRでは照射中心

研究要旨 外部標準法定量1H-NMR（EC-qNMR）の完全自動化スクリプトの開発を検討した．

著者らが開発した試作版のスクリプトでは，90°パルス幅（pw90）校正時に，pw連続測定から

得られる，アレイデータの描く正弦波が歪む（問題１），正弦波の位相が反転する（問題２）と

いったpw90校正に関連する二つの問題が散見されていた．本研究では問題１及び問題２が発

生する原因について調査し，スクリプトの改良を試みた．改良版の自動測定スクリプトでは，

オペレータが任意のピークをpw連続測定の照射中心に設定できるように改良した．また，アレ

イデータの描く正弦波に対して，分光計側が規定された手順に基づき，特定のピークに対して

カーブフィッティング（CF）を行うように改良した．本研究で改良した自動測定スクリプトを

用いることにより，試験機関間で統一した手順，パラメータでEC-qNMRを実施できるように

なり，EC-qNMRの高度化及び標準化に資する新しい知見が得られると期待される． 
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のピーク強度をパルス幅（pw）に応じてプロッ

トすると，減衰する正弦波が描かれる 3)．この

特性を利用して，スクリプトの pw90 校正は分

光計が自動計算できるカーブフィッティング

（CF）法を採用した．この方法は pw10～pw450
の範囲で pw を変化させる連続測定を行い，こ

のアレイデータに対して，減衰する正弦波を描

くモデル関数を適用して，CF から pw90 を算出

する方法である 4)．pw を変化させる連続測定条

件は pw90 校正を精度良く実施するためにオペ

レータが任意に設定できるように設計した（図

1：pw90 校正関連パラメータ）．pw 連続測定の

照射中心は，連続測定の前に積算 1 回の 1H 測

定を行い（scout_scan），スペクトル上で最も高

いピークが選択されるように設計した．なお，

pw90 校正に最適な連続測定条件は，プローブに

記録されている pw90 を基準にして初期値：

pw10，終了値：pw450，間隔：pw40，遅延時間

60 秒である． 
開発した試作版の自動測定スクリプトを

国立衛研のNMR装置 4台にインストールして，

EC-qNMR の精度を確認した．その結果，全ての

NMR装置で誤差 1%以内という優れた分析結果

が得られた（図 2）．しかしながら，この精度確

認では使用していなかった試料において，問題

１：アレイデータの描く正弦波が歪み pw90 を

正しく校正できない，問題２：アレイデータの

描く正弦波の位相が反転して pw90 を正しく校

正できないという pw90 校正に関連した 2 つの

問題が確認された．これらの問題は EC-qNMR
を標準化及び普及させるにあたって改善すべ

き問題である．そこで，本研究では問題１及び

問題２が発生する原因について調査し，その対

策の提案を目的とした． 
問題１及び問題２の詳細を下に示した． 

問題１：アレイデータの描く正弦波が歪む

（図 3） 
Cyanidin 3-glucoside 塩化物を CD3OD/TFA-

d（9:1）に溶解したものを試料とした．

scout_scan で得られたスペクトル上の最も強度

の高い水のピークが照射中心に設定されて，

pw の連続測定が行われた．このアレイデータ

に対する CF の結果は，n2 番目のスライスデー

タ中の水のピークを基準として，pw90 = 
12.57096 [µs]となり，この pw90 の値が qNMR
測定条件に反映されていた．ただし，アレイ

データの描く正弦波を確認したところ，正弦

波は歪んでいて，pw90が正しく校正されてい

るのか疑問が生じた．正弦波の歪みは pw 連続

測定中の遅延時間が短い場合に頻発するが 1, 

3)，今回の連続測定の遅延時間は 60 秒と十分

な時間が設けられている．したがってアレイ

データの描く正弦波の歪みは別の要因と考え

られる． 
問題２：アレイデータの描く正弦波の位相が

反転する（図 4） 
ジメチルスルホンを Acetone-d6に溶解した

ものを試料とした．scout_scan で得られたスペ

クトル上の最も強度の高いジメチルスルホン

のピークが照射中心に設定されて，pw 連続測

定が行われた．しかしながら，アレイデータ

の描く正弦波の位相は反転していた．ジメチ

ルスルホンを基準にした CF の結果は pw90 = 
10.59092 [µs]であった．一方で，qNMR 測定条

件に反映されていた pw90 は 11.32646 [µs]であ

った．正弦波の位相が反転する問題に加え

て，分光計がどのピークを基準にして CF を行

っているかが不明であった．  
 
B. 研究方法 
 本研究で扱う自動測定スクリプトは日本

電子製の NMR かつ Delta ソフトウェア上で

機能する． 

B-1) 装置 
多核 SuperCOOL プローブ付き JNM-

ECZ600R/S1（日本電子製，1H 共鳴周波数

599.67231 MHz，当所装置管理 No. 8）を使用し

た．Delta NMRソフトウェア v 6.1を用いてNMR
装置を制御した．  
B-2) スクリプトの作成 

（株）JEOL RESONANCE で作成した．ス

クリプトファイル（.jaf），experiment ファイル
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（.jxp），process_list（.list）を分光計にインスト

ールしてスクリプトを実行させた． 
 
 
 
C. 結果及び考察 
C-1) 問題１：アレイデータの描く正弦波が歪む

原因について 
問題 1 で使用した試料における pw 連続測

定の照射中心は水である．アレイデータの全ス

ライスデータを確認したところ，水のピークの

化学シフトが連続測定中に変化していた（図 5）．
この化学シフトの変化により正弦波に歪みが

生じ，正しく pw90 を校正できていないことが

判明した． 
C-2) 問題１：アレイデータの描く正弦波が歪む

対策について 
問題 1 の対策として，pw 連続測定の照射中

心は化学シフトに堅牢なピークを選択するこ

とが望ましいと分かった．具体的には測定溶媒

の溶媒ピークが望ましい（NMRはこのピークを

ロックして，磁場を補正しているため）．そこで，

オペレータが任意のピークを pw 連続測定の照

射中心に設定できるようにスクリプトを改良

することにした．試作版のスクリプトは

scout_scan で得られたスペクトルの全範囲から

最も強度の強いピークを pw 連続測定の照射中

心に設定するため，溶媒ピーク以外のピークが

選択されることがある．改良版はピークを探す

範 囲 と し て ，search_offset_90 及 び

search_sweep_90 のパラメータを設けることに

した（図 6）．  
C-3) 問題２：アレイデータの描く正弦波の位相

が反転する原因について 
NMRでは照射中心のピーク強度を pwに応

じてプロットすると，減衰する正弦波が描かれ

る．具体的にはアレイデータの全スライスデー

タに対して統一した位相補正を行なえば，pw0
～pw180 の範囲でピーク強度は正，pw180～
pw360 の範囲でピーク強度は負となる．この時

の統一した位相補正のパラメータ（Φ0，Φ1，Φp）

は，全スライスデータのうち pw0～pw180 の正

の強度を示すスライスデータを基準として設

定する必要がある．しかし，もし pw180～pw360
のスライスデータを基準にして位相補正のパ

ラメータ（Φ0，Φ1，Φp）を設定した場合，本来

は正の強度となるスライスデータは負となり，

本来は負の強度となるスライスデータは正と

なる．すなわち，正弦波の位相は反転する（図

7）．そこで日本電子に，分光計がアレイデータ

の全スライスデータから何番目のスライスデ

ータを基準にして位相補正のパラメータを設

定しているのか問い合わせたところ，「奇数番

目のスライスデータのうち，符号関係なく強度

が最大となるピークを持ったスライスデータ

を抽出し，このスライスデータを基準にして位

相補正のパラメータを設定する」との回答があ

った． 
さて，問題２で使用した試料のアレイデー

タを確認したい．まず全スライスデータのうち，

符号関係なく強度が最大となるピークは，n2 番

目のスライスデータである（図 8）．このスライ

スデータは本来，正の強度を示すスライスデー

タであるが，奇数番目の制約があるため，奇数

番目のスライスデータから強度が最大となる

ピークを探したところ，n7 番目に確認された．

このスライスデータは本来，負の強度を示すデ

ータである．この n7 番目のスライスデータを

基準にした位相補正が全スライスデータに対

して行われたため，アレイデータの描く正弦波

が反転したことが判明した（図 8）． 
また，問題２で使用した試料では pw90 校

正の結果が 10.59092 [µs]，qNMR 測定の pw90が
11.32646 [µs]であり，pw90 校正結果が次の

qNMR 測定に反映されていなかった．そこで，

分光計側で CF の基準となるピークをどのよう

に選択しているのか確認したところ，スライス

データの観測範囲の中で，正の強度を示す，最

も強度の強いピーク，すなわち 2.933ppm のピ

ークを選択していることが分かった（図 9）．な

お，問題１から推測されたことだが，仮に pw 連

続測定中に化学シフトが変化する場合は，n2 番
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目のスライスデータにおける最も強度の強い

ピークが CF の基準となるようだ（図 3）．pw 連

続測定中の化学シフトは不変となるように対

策を行ったので（C-2) 問題１：アレイデータの

描く正弦波が歪む対策について），オペレータ

は気にする必要はないが，記録として本報告書

に記載しておく． 
C-4) 問題２：アレイデータの描く正弦波の位相

が反転する対策について 
アレイデータの描く正弦波は減衰する正

弦波であるため，通常，pw90 付近をプロットし

ておけば，このスライスデータが全スライスデ

ータにおける最も強度の強いピークを持つス

ライスデータとなるはずである．このスライス

データが，アレイデータの全スライスデータに

対する位相補正の基準となるようにするため，

以下の対策を行う．分光計側の基本設定である

奇数番目の制約を外し，全スライスデータから

最も強度の強いピークを持つスライスデータ

を探すように改良した．これによりアレイデー

タの描く正弦波が反転する可能性はほとんど

なくなる． 
また，CF の基準となるピークは pw 連続測

定の照射中心ピークであることが望ましい．問

題１の対策として，オペレータが任意のピーク

を照射中心に設定できるように改良したが，試

料によっては，照射中心に設定したピークの近

傍に強度の高いピークが共存する場合がある．

そこで，CF の基準とするピークは，スライスデ

ータの観測幅の中で最も強度の強いピークで

は な く ， 先 に オ ペ レ ー タ が 設 定 し た

search_offset_90 及び search_sweep_90 の範囲内

で探すように改良した．さらに，アレイデータ

の描く正弦波が反転する場合も考慮して，CF の

基準となるピークは符号関係なく、強度の高い

ピークを選択するように改良した．すなわち，

改良前は強度の低いピークが CF の基準として

選択されていたが（図 9の 2.933 ppm），改良後

は符号関係なく強度の強いピークが CF の基準

となる（図 4 の 2.936 ppm）．これにより，アレ

イデータの描く正弦波が反転しても，反転した

正弦波として pw90 校正が進むようになった．  
 
 
D. 結論 

EC-qNMR自動測定スクリプトの改良を行っ

た． 
１．search_offset_90及びsearch_sweep_90のパラ

メータを新たに設けることで，オペレータが任

意のピークをpw連続測定の照射中心に設定で

きるようにした．具体的には，pw連続測定中で

化学シフトに堅牢なピーク，例えば溶媒ピーク

が選択できるように改良した． 
２． pw90校正におけるアレイデータに対する位

相補正の基準となるスライスデータは，全スラ

イスデータから符号関係なく，最も強度の高い

ピークを持つスライスデータを選択するよう

に改良した． 
３．CFの基準となるピークは，search_offset_90
及びsearch_sweep_90の範囲内で，符号関係なく，

最も強度の高いピークとなるように改良した．

改良したスクリプトを使うことにより，試験機

関間で統一した手順，パラメータでEC-qNMRを
実施することが可能になった．今後は共同試験

を行うことで，EC-qNMRの高度化及び標準化が

期待される． 
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図１：EC-qNMR 自動測定スクリプト（試作版）の詳細 

  

①試料投入 → ②温度安定化 → ③シム調整 → ④T&M → ⑤pw90校正 → ⑥qNMR測定
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90

校
正

関
連

パ
ラ
メ
ー
タ

qN
M

R
測

定
関
連

パ
ラ
メ
ー
タ

step90start90
end90

CF法によるpw90校正

スペクトル上で最も背の高いピーク

pw連続測定の照射中心に設定される

pw連続測定の照射中心を決めるためのscout_scan pw連続測定
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図２：EC-qNMR 自動測定スクリプト（試作版）を使用して実施した EC-qNMR の精度 

分析種に認証標準物質マレイン酸，外部標準に 3濃度の認証標準物質ジメチルスルホ

ンを用いて，DMSO-d6，CD3OD，D2O，Acetone-d6の 4溶媒で EC-qNMRを実施した．NMR装

置は A～Dの 4台の磁場強度 600 MHz（1H）で実施した．マレイン酸の認証値に対する

EC-qNMRの分析値をプロットしている． 
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図３：問題１の詳細． 

上はアレイデータ，下は qNMR測定データ． 
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図４：問題２の詳細． 

上はアレイデータ，下は qNMR測定データ． 
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図５：pw 連続測定中に化学シフトが変化する水のピーク 
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図６：search_offset_90 及び search_sweep_90 のパラメータを加えたスクリプトの

Methodパラメータ 
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図７：分光計側のアレイデータの全スライスデータに対して行う位相補正（n3と n7

のスライスデータを位相補正の基準にした場合）．  
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図８：問題２で使用した試料において，アレイデータの描く正弦波が反転した原因 

このときの pw連続測定条件は，プローブに記録されている pw90を基準にして初期

値：pw30，終了値：pw470，間隔：pw40，遅延時間 60秒である． 
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図９：CF の基準となるピークの選定 

上はアレイデータ，下は qNMR測定データ． 
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