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定量 NMR を応用した規格試験法の改良に関する研究 
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研究分担者 大槻 崇 日本大学生物資源科学部 食品開発学科 准教授 
 

A. 研究目的 
 日本においては、食品添加物の安全性

や品質を確保する観点から、食品添加物

の性状、含量（純度）等に関する成分規

格並びに使用可能な食品の範囲及び使用

量等に関する使用基準などが定められて

おり、第 10 版食品添加物公定書に収載

されている．これらの規格及び基準は、

食品添加物の適正な製造、流通及び使用

を担保し、食品の安全性及び品質の維持

に資するものである．食品添加物の成分

規格においては、原則として主要成分や

不純物の含量並びにその分析法が規定さ

れており、これらの定量には液体クロマ

トグラフィー（LC）が使用されること

が多い．このような相対定量法において

は、測定対象物質と同一であり、かつ純

度値が適切に付与された標準物質を必要

とするが、計量学的に妥当な手順に基づ

いて純度が値付けされた認証標準物質は

極めて限られている 1)．このため、実務

上は試薬メーカーが供給する定量用標品

が広く用いられているものの、これらに

付与された純度又は含量は自社規格に基

づくものであり、計量学的に正確とは言

えない．すなわち、付与された純度の正

確性の問題が、定量結果の信頼性に影響

を及ぼす可能性は否定できない．ゆえ

に、食品添加物の定量用標品について、

含量（純度）を高い信頼性で評価し得る

分析法を確立することは、食品添加物の

安全性及び製品品質の保証の観点から重
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となった．以上より、本法は食品添加物の定量用標品の信頼性向上に資する分析法

となり得ることが示された． 



80 
 

要である． 
 近年、このような課題に対する有力な

手法として、国際単位系（SI）へのトレ

ーサビリティ（計量トレーサビリティ）

を有する絶対定量法である定量 NMR

（quantitative NMR; qNMR）が注目されて

いる 2,3)．特に、1H-NMR を用いる 1H-
qNMR は、定量性が担保された測定条件

下において、2 種の化合物のシグナル面

積強度比が「各化合物のモル濃度×各置

換基上の水素数」に比例する原理を利用

した定量法である． NMR は原子核を対

象に測定を行っているため、これら 2 種

の化合物は同一の化学構造を有している

必要はない．従って、計量学的に正確な

純度値が付与された認証標準物質のよう

な SI へのトレーサビリティが確保され

た標品を内標準物質として用いることに

より、内標準物質と測定対象物質のシグ

ナル面積強度比、水素数、秤量値の関係

から、多様な測定対象物質の含量又は純

度を求めることが可能となる．このよう

に、定量値の計量トレーサビリティを確

保し得る 1H-qNMR は、AQARI（Accurate 
QuAntitative nmR Internal reference 
substance）とも称され、残留農薬試験用

標品や日本薬局方試薬などの純度分析 4，

5，6)、生薬の主要成分の含量分析 7)へ利用

されている．また、1H-qNMR は、既存添

加物中の主要成分の含量分析や食品添加

物の定量用標品の純度分析など、食品添

加物分野においても既に応用例が報告さ

れている 8，9)．特に、食品添加物の規格試

験においては、主成分のみならず不純物

などの関連化合物をも対象として定量用

標品の品質を適切に把握することが、定

量結果の信頼性の向上に重要である．従

って、食品添加物及びその関連化合物を

対象として、1H-qNMR の適用性を具体

的に検証することには意義があると言え

る． 

 そこで、本研究では 1H-qNMR の有用

性を明らかにすることを目的として、ア

スパルテームを基盤として開発された高

甘味度甘味料であるネオテームの規格試

験法で使用されるネオテーム（Methyl N-
(3,3-dimethylbutyl)-L-α-aspartyl-L-
phenylalaninate）及びその脱メチル化体で

ある N-(3,3-ジメチルブチル)-L-α-アスパ

ルチル -L-フェニルアラニン（N-(3,3-
dimethylbutyl)-L-α-aspartyl-L-
phenylalanine）（図 1）を対象に検討を行

った． 

 
B．研究方法  
1）試薬 

ネオテームは、東京化成工業（株）製

を用いた．N-(3,3-ジメチルブチル)-L-α-
アスパルチル-L-フェニルアラニンは

ChemCruz 社製を用いた．1,4-ビス（ト

リメチルシリル）ベンゼン（1,4-
BTMSB-d4）認証標準物質は、富士フイ

ルム和光純薬（株）製（Code No. 024-
17031）を用いた．重水素化メタノール

は関東化学（株）製を用いた．その他の

試薬はすべて市販の試薬特級品を用い

た． 
 

2）装置 
核磁気共鳴装置（ NMR ）：  JNM-

ECZL500 （1H 共鳴周波数：500 MHz）
（日本電子（株）製）． 
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ミクロ天秤： BM-20（（株）エー・アン

ド・デイ製） 
セミミクロ天秤：AP125WD（（株）島

津製作所製） 
 

3) 1H-qNMR 法によるネオテーム及び N-
(3,3-ジメチルブチル)-L-α-アスパルチル-
L-フェニルアラニンの定量 
 
3-1）ネオテーム及び N-(3,3-ジメチルブチ

ル)-L-α-アスパルチル-L-フェニルアラニ

ン 含量の測定 
ネオテームまたは N-(3,3-ジメチルブ

チル)-L-α-アスパルチル-L-フェニルアラ

ニン約 5 mg 及び 1,4-BTMSB-d4 約 5 mg
をそれぞれ精密に量り、重水素化メタノ

ール 5 mL を加えてこれらを溶解した．

この溶液約 600 µL を外径 5 mm の NMR
試料管に入れ、密閉し、1H-qNMR 測定を

行った．1,4-BTMSB-d4 のシグナル面積強

度を 18.00 としたときのネオテームまた

は N-(3,3-ジメチルブチル)-L-α-アスパル

チル-L-フェニルアラニンに由来するそ

れぞれの特定基のシグナル面積強度、分

子量、濃度等を下記の式に代入し、各含

量（CSA（%））を算出した． 
 
 

𝐶𝐶𝑆𝑆𝑆𝑆(%)＝
𝐼𝐼𝑆𝑆𝑆𝑆 𝐻𝐻𝑆𝑆𝑆𝑆⁄
𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼 𝐻𝐻𝐼𝐼𝐼𝐼⁄ ×

𝑀𝑀𝑆𝑆𝑆𝑆 𝐶𝐶𝑆𝑆𝑆𝑆⁄
𝑀𝑀𝐼𝐼𝐼𝐼 𝐶𝐶𝐼𝐼𝐼𝐼⁄ × 100 

 
ISA= 測定対象物質のシグナル面積強度 
HSA= 測定対象物質の定量シグナルの水

素数 
MSA= 測定対象物質の分子量（ネオテー

ム：378.46、N-(3,3-ジメチルブチル)-L-α-

アスパルチル -L-フェニルアラニン：

364.44） 
MIC= 内標準物質の分子量（1,4-BTMSB-
d4: 226.50） 
CSA= 試験溶液中の測定対象物質の濃度

（mg/mL） 
CIC=1H-qNMR 用内標準物質（1,4-BTMSB-
d4）の濃度（mg/mL）（認証濃度） 
IIC= 内標準物質の定量に用いたシグナ

ルの面積強度 
HIC= 内標準物質の定量に用いたシグナ

ルの水素数 
 
3-2) 1H-qNMR 測定条件及びデータの解

析 
1H-qNMR 測定の基本条件を表 1 に示

した．なお、1H-qNMR の化学シフト値は、

1,4-BTMSB-d4 の水素シグナルを基準シ

グナル（δ 0）とし、δ 値を ppm 単位で表

した．得られた FID データは、フーリエ

変換及び位相補正を行った．1,4-BTMSB-
d4 及び定量シグナルの積分範囲を設定し

た後、1,4-BTMSB-d4 のシグナル面積強度

を 18.00 としたときのアネオテームまた

は N-(3,3-ジメチルブチル)-L-α-アスパル

チル-L-フェニルアラニンに由来するそ

れぞれの特定基のシグナル面積強度等を

3-1)で示した計算式に代入し、それぞれ

の含量を算出した．なお、データの解析

は、Delta（日本電子（株）製）により行

った． 
 

（倫理面への配慮） 
本研究は、倫理面にかかわる事項はない． 

 
C．結果及び考察 
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本研究では、1H-qNMR 法を用いてネオ

テームおよび N-(3,3-ジメチルブチル)-L-
α-アスパルチル-L-フェニルアラニンの

含量評価を行った．1H-qNMR 法は、NMR
スペクトル上に観察される基準物質（標

準物質）及び測定対象物質のシグナル面

積強度（積分値）が、それぞれの物質量

（モル数）及びシグナルに寄与するプロ

トン数に比例することに基づき、測定対

象物質を絶対定量することが可能である．

また、SI トレーサビリティを有する認証

標準物質を基準物質として用いることに

より、得られる定量値の計量学的な信頼

性を確保することができる．さらに、本

法は測定対象物質と同一の定量用標品を

必ずしも必要としないことから、定量用

標品の純度値に依存する誤差要因の低減

にも有用である．本検討では、得られた

定量値の SI トレーサビリティを確保す

るため、認証標準物質である 1,4-BTMSB-
d4 を基準物質として用い、各試料中のネ

オテーム又は N-(3,3-ジメチルブチル)-L-
α-アスパルチル-L-フェニルアラニンの

含量を算出した．その結果、ネオテーム

については、図 2 に示したように、δH 0.65
（水素数 9）、δH 1.20-1.35（水素数 2）、 δH 
2.24 （水素数 1）、δH 2.37-2.54（水素数 3）、
δH 2.64 （水素数 1）、δH 3.48 （水素数 3）、
δH 3.65 （水素数 1）、δH 4.50 （水素数 1）、

δH 6.93-7.10 （水素数 5）にネオテームに

由来するシグナルがそれぞれ観察された．

一方、N-(3,3-ジメチルブチル)-L-α-アスパ

ルチル-L-フェニルアラニンでは、図 3 に

示したように、δH 0.63（水素数 9）、δH 1.07-
1.27（水素数 2）、δH 2.01（水素数 1）、δH 
2.20-2.35 （水素数 3）、δH 2.74（水素数 1）、

δH 2.95 （水素数 1）、δH 4.23 （水素数 1）、
δH 6.85-6.99 （水素数 5）に N-(3,3-ジメチ

ルブチル)-L-α-アスパルチル-L-フェニル

アラニンに由来するシグナルがそれぞれ

観察された． 

 N-(3,3-ジメチルブチル)-L-α-アスパル

チル-L-フェニルアラニンは、ネオテーム

中の主な不純物であり、かつ製造工程や

保存中の分解生成物であることが報告さ

れている 10)．また、食品添加物公定書で

は、当該化合物の純度試験が規定されて

いることを考慮すると、1H-qNMR を用い

てネオテームの含量を算出する場合、N-
(3,3-ジメチルブチル)-L-α-アスパルチル-
L-フェニルアラニンと完全に重複しない

シグナルを用いなければ、定量値に大き

な誤差を生じる可能性が高いと推測され

た．そこで、ネオテームと N-(3,3-ジメチ

ルブチル)-L-α-アスパルチル-L-フェニル

アラニンの 1H-qNMR スペクトルを比較

すると、両化合物は脂肪族領域および芳

香族領域にケミカルシフトが若干異なる

ものの、複数の共通するシグナルを示し

たが、ネオテームに特有のメトキシ基由

来のシグナル（δH 3.48・水素数 3）は、他

の分子内のシグナルと比較してシグナル

ノイズ比も高く、かつ、シングレットの

シグナルであること、さらに近傍に他の

シグナルも観察されなかった（図 2 及び

図 3）．従って、積分範囲を適切に設定で

き、定量用シグナルとしての適用性が高

いと判断された．これらの点を総合的に

考慮し、ネオテームでは、定量用シグナ

ルとして δH 3.48 を用いることが適切と

考えられた． 
 同様に、N-(3,3-ジメチルブチル)-L-α-ア
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スパルチル-L-フェニルアラニンについ

ても、ネオテームと完全に重複しないシ

グナルを用いることにより、当該化合物

を、良好な精度でかつ正確に定量できる

と考えられた．両化合物を比較すると、

δH 4.23（水素数 1）に観察されたシグナ

ルは、ネオテームに由来するシグナルと

は重複せず、多重度の小さいシグナルで

あるため、定量用シグナルの候補の 1 つ

であるが、δH 4.6 付近に水のシグナルが

観察されることから、積分範囲には注意

が必要である（図 3）．一方、近傍にネオ

テームや不純物に由来するシグナルが観

察されない場合には、シグナルノイズ比

およびシグナル形状を考慮すると、δH 
0.63（水素数 9）も定量用シグナルとして

利用可能と考えられた（図 3）．すなわち、

N-(3,3-ジメチルブチル)-L-α-アスパルチ

ル-L-フェニルアラニンについては、測定

条件および試料中共存成分の影響を踏ま

え、両定量用シグナルを使い分け得るこ

とが可能と考えられた． 
 以上に基づき選択した各定量用シグナ

ルより含量を算出したところ、ネオテー

ムは、90.0±1.4%（Mean±SD、n=3）と算

出された．また、N-(3,3-ジメチルブチル)-
L-α-アスパルチル-L-フェニルアラニン

の含量は、それぞれ 80.7±0.1%（Mean±SD、

n=3、δH 0.63 を定量用シグナルとして利

用した場合）及び 79.6±1.1%（Mean±SD、

n=3、δH 4.23 を定量用シグナルとして利

用した場合）と算出されて、両シグナル

から得られた含量値は近接しており、選

択した定量用シグナルの妥当性が支持さ

れた．以上の結果より、ネオテームおよ

び N-(3,3-ジメチルブチル)-L-α-アスパル

チル-L-フェニルアラニンに対して、1H-
qNMR 法は定量用シグナルを適切に選択

することにより、定量用標品の含量評価

に適用可能であることが示された． 
 

D．結論 
本研究では、食品添加物の規格試験法

の改良及び精度の向上を目的として、1H-
qNMRによるネオテーム及びN-(3,3-ジメ

チルブチル)-L-α-アスパルチル-L-フェニ

ルアラニンの定量に関する検討を行った．

その結果、両化合物について適切な定量

用シグナルが選定され、1H-qNMR がネオ

テーム及び N-(3,3-ジメチルブチル)-L-α-
アスパルチル-L-フェニルアラニンの含

量分析に適用可能であることが明らかと

なった．本結果は、1H-qNMR の特性を活

用することにより、ネオテーム及び N-
(3,3-ジメチルブチル)-L-α-アスパルチル-
L-フェニルアラニンの定量用標品の含量

分析の信頼性を向上させ得ることを示す

ものであり、将来的な定量用標品の分析

法への応用に資する基礎的知見を提供す

るものと考えられた． 
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表 1 ネオテ―ム及び N-(3,3-ジメチルブチル)-L-α-アスパルチル-L-フェニルアラニン

の含量測定における 1H-qNMR 条件 
 

装置   JEOL ECZL 500 spectrometer 
スペクトル幅  20 ppm（-5－15 ppm） 
データポイント数  65536 
オートフィルター  on（eight times） 
取り込み期間  6.55 秒 

フリップ角  90° 
取り込み待ち時間 60 秒 
スキャン回数  8 
スピニング  off 
13Ｃデカップリング Multi-pulse decoupling with phase and frequency switching 

（MPF-8） 
―――――――――――――――――――――――――――――――― 
 
 
 
   
 

 
 
 
 
 
 
 
図１ ネオテーム及び N-(3,3-ジメチルブチル)-L-α-アスパルチル-L-フェニルアラニン

の化学構造 
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図 2 アスパルテームの 1H-qNMR スペクトル 
*：定量用シグナル 

 
 

 

 
 
図 3  N-(3,3- ジ メ チ ル ブ チ ル )-L-α- アスパ ルチル -L- フェ ニル アラニン の    

 1H-qNMR スペクトル 

*：定量用シグナル 

 

 

      
1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 5.8 5.7 5.6 5.5 5.4 5.3 5.2 5.1 5.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6 2.5 2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0 -0.1 -0.2 -0.3 -

 

      
8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 5.8 5.7 5.6 5.5 5.4 5.3 5.2 5.1 5.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6 2.5 2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0 -0.1 -0.2 -0.3

 


	E．文献
	表1　ネオテ―ム及びN-(3,3-ジメチルブチル)-L-α-アスパルチル-L-フェニルアラニンの含量測定における1H-qNMR条件

