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A. 研究目的 
1) 近年，試験に用いる試料や試薬の絶対純度

の把握が重要視されている．誰もが簡便に絶

対純度を算出できる手法として外部標準法定

量 NMR（EC-qNMR）が挙げられた．しかしな

がら，EC-qNMR で正確な純度を算出するため

には，qNMR 測定の前に 90°パルス幅（pw90）
を校正する必要があるため，試料が複数ある

場合，分析者は NMR 装置の前に拘束されるこ

とになる．この問題を解消するために，本研

研究要旨 既存添加物の品質向上に資する研究として，1) 試験法及び分析法の開発及び 2) 既
存添加物の有効成分の解明を実施した． 
1) 近年，試験に用いる試料や試薬の絶対純度の把握が重要視されていることを考慮し，誰もが

簡便に純度測定できる分析法として外部標準法定量NMR（EC-qNMR）が挙げられた．しかし

ながら，EC-qNMRで正確な純度を算出するためには，qNMR測定の前に90°パルス幅（pw90）
を校正する必要があるため，試料が複数ある場合，分析者はNMR装置の前に拘束されることに

なる．本研究ではこの問題を解消するために，EC-qNMRを完全自動化するスクリプトを開発

した．本研究成果は，あらゆる分野における分析結果の信頼性向上が期待される．今後は本ス

クリプトの社会実装を進める予定である．  
2) 天然苦味料であるニガヨモギ抽出物及び乾留抽出物添加物である木酢液，チャ乾留物，モウ

ソウチク乾留物の成分分析を実施した．ニガヨモギ抽出物に対してLC/MS分析を実施した．ニ

ガヨモギ抽出物は，苦味成分としてabsinthin，anabsin及びanabsinthinを含んでいた．その他の成

分としてフラボノイドであるartemetin，またリグナンであるyangambin，epiyangambin，
diayangambin，sesartemin，episesartemin A，episesartemin B及びdiasesarteminの7成分が確認され

た．木酢液，チャ乾留物，モウソウチク乾留物に対してGC/MS分析を実施した．これら乾留物

は，原料の熱分解に由来するカルボニル化合物，フラン類，ピラン類，フェノール類及び含窒

素化合物を含んでいた．これらの成分について，添加物製品中の含量を算出したところ，最大

で0.5%，合算で1～4%程度と微量であった．これらの品目は全て，第9版食品添加物公定書（以

下，公定書）に未収載であるため，公的な成分規格の設定が急務となっている．したがって，

本研究成果は成分規格を設定に資する根拠データといえる．今後は，本研究成果を添加物事業

者と共有し，具体的な成分規格案の作成を進める予定である． 
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究は EC-qNMR 測定を完全自動化するスクリプ

トを開発することとした． 
2) 食品添加物公定書に未収載の既存添加物 1)に

ついては，成分規格案作成のための根拠デー

タの集積が必要不可欠である．本研究では，

ニガヨモギ抽出物及び乾留抽出物添加物であ

る木酢液，チャ乾留物，モウソウチク乾留物

を対象に，LC/MS 及び GC/MS による成分分析

を実施することとした． 
 
B. 研究方法 
1) 日本電子と共同で自動測定スクリプトを作

成し，国立医薬品食品衛生研究所（国立衛

研）の 3台の NMR 装置（すべて 1H の共鳴周

波数が 600 MHz）にインストールし，動作確

認を行った．また，認証標準物質 DSS-d6（Cat 
No 044-31671，92.4%）及びマレイン酸

（MA，Cat No 135-17951，99.9%）を用いて，

自動測定スクリプトで得られる EC-qNMR の定

量精度を確認した． 
プローブの応答能を示す Q値は，以下の式

（1）から算出した． 

Q value = S×pw90/H/Molar Conc. （1） 

S, absolute integral value; pw90, 90°pulse width; 
H, number of protons; Molar Conc., concentration 
(mol/L).  
 
2) 日本食品添加物協会を通じて入手したニガ

ヨモギ抽出物，木酢液，チャ乾留物，モウソ

ウチク乾留物を試料として用いた．LC/MS 分

析は，Waters 社製 ACQUITY UPLC-Xevo G2 
Qtof を用いて，主要成分の精密質量 MS を明ら

かにし，成分を同定した．GC/MS 分析は，

7890B GC system（アジレント・テクノロジー

製）及び JMS-Q1500GC（日本電子製）を用い

た．また，定量分析における標準品は，試薬

会社から購入したものを使用した． 
LC/MS 分析 
装置，ACQUITY UPLC H-CLASS（Waters 社
製）及び Xevo G2 QTof（Waters 社製）；カラ

ム，ACQUITY UPLC BEH C18（2.1×100 mm，

1.7μm，Waters 社製）；カラム温度，40℃；A

液，10 %メタノール水溶液；B液，メタノー

ル；グラジエント，0.0 min（60：40）→20.0 
min（60：40）→50 min（30：70）→60 min
（0：100）；流速，0.2 mL/min；測定波長，210 
nm；注入量，2 μL；ソース温度，120℃；脱溶
媒温度，450 ℃；脱溶媒ガス流量，800 L/hr；
コーンガス流量，50 L/hr；キャピラリー電

圧，2.5 kV；コーン電圧，30 V；走査範囲，

m/z 100～1000；イオン化モード，ESI（pos.）． 
GC/MS分析 
装置，7890B GC system（アジレント・テク

ノロジー製）及び JMS-Q1500GC（JEOL製）；

カラム，DB-5MS（30 m×0.25 mm，膜厚 0.25 
µm，アジレント・テクノロジー製）；昇温条

件，30℃（5 分間保持）→⊿10℃/min→300℃
（5 分間保持）；注入口温度，250℃；キャリア

ーガス，He；流量，1.0 mL/min；スプリット

比，20：1；注入量，1 μL；Q-Pole温度，

100℃；イオン源温度，230℃；トランスファ

ーライン温度，250℃；イオン化法，EI；scan
モード，m/z 20～400；SIM モード． 
 
C. 結果及び考察 
1) pw90 校正は，EC-qNMR を精度よく実施す

るための重要な手順である．pw90 は，プロー

ブを最適化した状態で実施する必要があり，

すなわち，チューニング及びマッチング

（T&M）を実行した後に pw90 を校正する必

要がある．一般に pw90 の校正には，緩和時間

T1の影響が小さい pw360付近をアレイ測定

し，手動でヌルポイントを探す方法が一般的

だが，この方法は，EC-qNMR の完全自動化と

いう本研究の目的から脱線しているため，採

用しないこととした．そこで，Kurimoto らが

報告したカーブフィッティングによるパルス

幅校正法（MUSASHI）を採用することとした
2)．具体的には，pw90～pw450 をアレイ測定し

た後，分光計が各パルス幅におけるシグナル

強度をプロットし，正弦曲線とのフィッティ

ングを行うことで，自動的に pw90 が校正する

ようにした．アレイ測定時は，オフレゾナン

ス効果による正弦曲線の歪みを除去するた

め，任意のシグナルを照射中心として設定す
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る必要がある．理論的には，どのシグナルを

照射中心として設定しても，得られる pw90 は

同じである．そこで，分光計がアレイ測定時

の照射中心を簡単に選択できるようにするた

め，アレイ測定前に Scout scan（1 スキャンの
1H 測定）を実行させて，このときに得られる

スペクトル上の，最も S/N の大きいシグナル

が照射中心となるように，スクリプトを開発

することとした． 
pw90 校正の際に実行される，Scout scan 及び

アレイ測定の両パルスシークエンスについ

て，測定条件の検討を行うこととした．Scout 
scan では，1H核の共鳴周波数領域を網羅でき

るよう，照射中心を 5 ppm，観測幅を 25 ppm
（データクリップ後 20 ppm）とした．データ

ポイント数は 16,384 とし，積算回数は 1回に

設定した．これらの測定条件は，オペレータ

ーが変更できない固定のパラメーターとし

た．また，13Cデカップリングの有無は，Scout 
scan の S/N の大きいシグナルを見つけるとい

う目的と関係がなく，また 13Cデカップリング

時の熱の発生をなくすため，常に OFF となる

よう固定した．上記測定条件下での FID取り
込み時間（AQ）は，400MHz，600MHz 及び

800MHz の装置でそれぞれ 1.64 sec，1.09 sec 及
び 0.82 sec である．一部のシグナルでは，FID
が減衰しきらないと想定されるため，FID の処

理として，窓関数は台形関数のみを適用する

こととした． 
アレイ測定では，照射中心は Scout scan で選

択された最も S/N の大きいシグナル，観測幅

1.25 kHz（データクリップ後 1 kHz）とした．

データポイント数は 1,024 とし，積算回数は各

1回に設定した．熱の発生により，アレイ測定

後に描かれる正弦曲線が歪む可能性があるた

め，13Cデカップリングは常に OFF とした．こ

れらの測定条件は，Scout scan と同様に，固定

のパラメーターとした．このときの AQ は，磁

場に関係なく 0.82 sec となり，窓関数は Scout 
scan と同様に，台形関数のみの適用とした．

遅延時間や変化させるパルス幅はオペレータ

ーが任意に変更できるように設定した（図

１）． 

開発した自動測定スクリプトの動作確認を

実施した．pw90 校正の前後両方でチューニン

グを重複して実行するという不具合が確認さ

れたが，複数の Jobメソッドを組み合わせるこ

とでこの問題を回避し，適切な測定手順に従

った EC-qNMR の完全自動化が可能となった．

自動測定スクリプトを利用した際の EC-qNMR
の定量精度は，プローブの応答能である DSS-
d6及び MA の Q値をモニタリングすることで

算出した．装置によっては RSD が 2.5%となる

場合もあったが，測定回数を増やし，これら

の平均を採用すると，正確な絶対純度が算出

できると期待できた．本研究で開発したスク

リプトを利用することで，既存添加物の成分

規格作成に関する研究業務の迅速化が期待で

きる． 
 
2) ニガヨモギ抽出物 3製品について LC/MS
分析を実施したところ，1～11 の主要なピーク

が観察された(図２)．これらの PDA スペクト

ル及び MS スペクトルは試料間で一致した．こ

のことから，成分 1～11 はニガヨモギに共通し

た成分と考えられた．また，A650 と C2232 の

入手年は，それぞれ 2005 年と 2021 年である

が，クロマトパターンに大きな差異がなかっ

たことから，2005 年から現在にかけて，ニガ

ヨモギ抽出物の基原・製法・本質は変わって

いないが支持された． 
LC/MS 分析で得られた m/z の値から成分 1～

11 の同定を試みた． 
成分 1 は m/z 519.2721 を与えた．元素組成分

析の結果，分子式として C30H40O6Na が考えら

れ，観測された m/z は absinthin C30H40O6の 
[M+Na]+ に相当する分子イオンと考えられた．

別に absinthin 標品を用いて，保持時間，PDA
スペクトル及び MS スペクトルの比較を行った

ところ，すべて一致し，成分 1 を absinthin と

同定した． 
成分 2 は m/z 535.2667 を与えた．元素組成分

析の結果，分子式として C30H40O7Na が考えら

れた．観測された m/z は anabsin C30H40O7の 
[M+Na]+ に相当する分子イオンと考えられた． 
成分 3 は m/z 519.2721 を与えた．元素組成分
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析の結果，分子式として C30H40O6Na が考えら

れた．観測された m/z は anabsinthin C30H40O6の 
[M+Na]+ に相当する分子イオンと考えられた． 
成分 4～6 はいずれも m/z 469.1821 を与え

た．分子式として C24H30O8Na，また互いに異

性体と考えられたことから，観測された m/z は
C24H30O8の [M+Na]+ に相当する分子イオン，す

なわち，yangambin，epiyangambin 及び

diayangambin と考えられた． 
 成分 7～10 は m/z 453.1529 を与えた．分子式

として C23H26O8Na，また互いに異性体と考え

られたことから，観測された m/z は C23H26O8の 
[M+Na]+ に相当する分子イオン，すなわち

sesartemin，episesartemin A，episesartemin B 及

び diasesartemin と考えられた．このうち，

Sesartemin はニガヨモギから単離された報告が

あり 3)，すべての成分がニガヨモギ属で報告さ

れている 4)． 
成分 11 は m/z 411.1055 を与えた．元素組成

分析の結果，分子式として C20H21O8が考えら

れ，観測された m/z は artemetin C20H20O8の 
[M+H]+ に相当する分子イオンと考えられた．

別に，この成分を単離・精製して NMR に付し

たところ，artemetin に由来する 1Hシグナルを

確認できたことから，成分 11 を artemetin と同

定した． 
以上の同定及び推定の結果から，ニガヨモ

ギ抽出物はセスキテルペンラクトンである

absinthin，anabsin 及び anabsinthin を含んでお

り，これらが本抽出物の本質，すなわち苦味

成分であり，成分規格試験の指標成分として

有用と考えられた．その他の成分としてはフ

ラボノイドである artemetin，またリグナンで

ある yangambin，epiyangambin，
diayangambin，sesartemin，episesartemin A，

episesartemin B 及び diasesartemin の 7 成分が確

認された（図３）． 
標品が市販されている苦味成分 absinthin を

本抽出物の指標成分として，HPLC 分析及び

TLC 分析を検討した．HPLC 分析では，

absinthin の絶対検量線が良好な直線性を示すこ

とから，成分規格試験の定量法及び確認試験

としての運用が期待できたが，別に absinthin

標品の規格化が必要であり，その際，absinthin
標品の価格や絶対純度について考慮する必要

があった．TLC 分析では順相条件及び逆相条

件について検討した．両条件とも absinthin の

濃度に比例した明瞭なスポットが確認できた

ことから，標品を用いずとも Rf値を規定する

ことにより，absinthin の確認試験を設定できる

と考えられた（図４）．本研究成果をもとにニ

ガヨモギ抽出物の成分規格試験の作成を進め

ていくこととした． 
 乾留抽出物添加物について GC/MS による

成分分析を実施したところ，クロマトグラム

上に多数のピークが観察された．これらの MS
スペクトルについて，NISTライブラリと照合

した結果，原料の熱分解に由来するカルボニ

ル化合物，フラン類，ピラン類，フェノール

類及び含窒素化合物の存在が示唆された．こ

れら熱分解物の標準品を用意し（表１），保持

時間及び MS スペクトルの一致を確認し，同定

を行った．同定した 36 化合物について，SIM
測定による定量分析を行うこととした．SIM
測定では測定対象の数が多いため，2つの MS
メソッドを用意した（method-A 及び B）（図
５）．1ピークあたりのポイント数を確保する

ため，定量イオンのみをモニタリングするこ

ととした（表１）．標準液各 5濃度の検量線

は，二次曲線で作成した．次に添加物試料 6
製品を測定し，得られた SIM スペクトルのピ

ーク面積から定量を行った．定量結果を表２

に示した．表中 ND は，SIM でピークが認めら

れないかったもの，under は検量線の範囲外

（濃度レベル 10以下）を表す．含量は最大で

0.5%程度（TD1 中のカフェイン），合算で 1～
4%程度と微量であった． 
 
D. 結論 
既存添加物の品質向上を念頭に，分析法の

開発として，EC-qNMR自動測定スクリプトの

開発に取り組んだ．既存添加物で扱う成分は

希少なものが多く，これらの試薬又は標品は

一般的に高価である．EC-qNMRの場合，その

試料液は，純度測定の基準となる内部標準物

質の添加による汚染もなく，純度又は含量測
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定後，濃度既知の標準液として検量線の作成

に利用できるのも魅力的である．今後は，EC-
qNMRの社会実装に取り組んでいく予定であ

る． 
 既存添加物の有効成分の解明として，食品

添加物公定書未収載の既存添加物：ニガヨモ

ギ抽出物，木酢液，チャ乾留物，モウソウチ

ク乾留物を対象に，LC/MSやGC/MSによる成

分分析を実施した．いずれも国内で流通して

いる添加物製品を試料として用いていること

から，本研究成果は，これらの成分規格案を

作成する際の有益な根拠データとなる．今後

は添加物事業者と協議して，具体的な成分規

格案の作成を進めていく． 
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図２ ニガヨモギ抽出物 HPLC クロマトグラム（210 nm） 
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図３ ニガヨモギ抽出物中の主要成分 
 
 
 
 
  

099



 
 
図４ 逆相及び順相条件による absinthin の TLC 分析結果 
逆相条件は Rf 値 0.14，順相条件では Rf 値 0.19 に absinthin のスポットが確認さ

れた．試料に記載された濃度（µg/mL）は absinthin の濃度． 
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図５．SIM測定メソッドの概略図 
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表１ 本研究で用いた標準品の詳細 
peak 
no. 化合物名 CAS No. 分子量 

定量 
イオン Rt (min) 

当部管理

番号 製品番号 
1 ヒドロキシアセトン [116-09-6] 74  74 3.46  22100041 SIGMA 

138185 
2 プロピオン酸 [79-09-4] 74  74 4.31  2T B 

2T B2 
Wako 
163-04726 

3 アセトイン [513-86-0] 88  88 4.49  2T 2LW TCI 
H0225 

4 プロピオン酸エチル [105-37-3] 102  102 4.59  2T 23M Wako 
057-01693 

5 シクロペンタノン [120-92-3] 84  84 7.08  32000293 SIGMA 
C112402 

6 n-酪酸 [107-92-6] 88  60 7.30  32000086 Wako 
029-05393 

7 酪酸エチル [105-54-4] 116  71 7.48  2T 23N Wako 
052-00663 

8 フルフラール [98-01-1] 96  96 8.25  22100042 TCI 
F0073 

9 2-シクロペンテン-1-オン [930-30-3] 82  82 8.26   
22100043 

TCI 
C0794 

10 フルフリルアルコール [98-00-0] 98  98 8.88  2T 2E7 ﾅｶﾗｲ 
16426-92 

11 アセトキシアセトン [592-20-1] 116  43 9.22  22100044 Wako/Combi-Blocks 
QE-3101 

12 2-フリルメチルケトン [1192-62-7] 110  95 10.16  22100045 SIGMA 
A16254 

13 γ-ブチロラクトン [96-48-0] 86  86 10.16   
22100046 

SIGMA 
B103608 

14 アセトニルアセトン [110-13-4] 114  99 10.55  22100047 TCI 
H0101 

15 γ-バレロラクトン [108-29-2] 100  56 11.05   
22100048 

TCI 
V0007 

16 5-メチルフルフラール [620-02-0] 110  110 11.27  22100049 SIGMA 
137316 

17 3-メチル-2(5H)-フラノン [22122-36-7] 98  98 11.48  22100050 SIGMA 
393509 

18 2-焦性粘液酸メチル [611-13-2] 126  126 11.54  22100051 SIGMA 
129852 

19 フェノール [108-95-2] 94  94 11.62  04-58b Wako 
167-01022 

20 ピロール-2-カルボキシアル
デヒド 

[1003-29-8] 95  95 12.28  00-42a TCI 
P1246 

21 3-メチル-1,2-シクロペンタン
ジオン 

[765-70-8] 112  112 12.49  22100052 SIGMA 
178500 

22 ベンジルアルコール [100-51-6] 108  108 12.70  2T 2E0 ﾅｶﾗｲ 
04521-02 

23 1-エチル-1H-ピロール-2-カ
ルボキシアルデヒド 

[2167-14-8] 123  123 12.95  22100054 TCI 
E1416 

24 o-クレゾール  
[95-48-7] 

108  108 12.99  32000310 TCI 
C0402 

25 2-アセチルピロール [1072-83-9] 109  109 13.20  22100055 TCI 
A0894 

26 m-クレゾール [108-39-4] 108  108 13.36  32000309 TCI 
C0401 

27 2-フルアルデヒドジエチルア
セタール 

[13529-27-6] 170  125 13.38  22100056 TCI 
F0929 

28 o-メトキシフェノール [90-05-1] 124  124 13.60  04-60b Wako 
133-08302 

 

  

102



表１ (続き) 本研究で用いた標準品の詳細 
peak 
no. 化合物名 CAS No. 分子量 

定量 
イオン Rt (min) 

当部管理

番号 製品番号 
29 3-ヒドロキシピリジン [109-00-2] 95  95 13.80  05-89a TCI 

H0331 
30 マルトール [118-71-8] 126  126 13.99  22-36c ﾌﾅｺｼ（取扱中止） 

SSX 6555 
31 3-エチル-2-ヒドロキシ-2-シ

クロペンテン-1-オン 
[21835-01-8] 126  126 14.10  22100057 TCI 

E0792 
32 o-エチルフェノール [90-00-6] 122  122 14.39  32000101 TCI 

E0160 
33 p-エチルフェノール [123-07-9] 122  122 14.87  32000116 TCI 

E0159 
34 2-メトキシ-4-メチルフェノ

ール 
[93-51-6] 138  138 15.29  22100058 SIGMA 

302880 
35 2-メトキシ-4-エチルフェノ

ール 
[2785-89-9] 152  152 16.56  22100059 TCI 

E0353 
36 カフェイン [58-08-2] 194  194 23.52  24-08c SIGMA 

56396 
IS デカン [124-18-5] 142  142 12.09  04-42b Wako 

043-24992 
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