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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，1 プロトン当たりの感度係数（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

以下の手順が推奨されている：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，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．そこ

で本研究では，まず EC-qNMR 測定の自動化に

ついて検討することとした。具体的には、上述

の①～⑥の測定手順を踏襲できる自動測定ス

クリプトの開発を行うこととした。また，正確

な定量結果を得るために，オペレータが変更可

能なパラメータについて検討することとした。

さらに，開発した自動測定スクリプトを用いて，

EC-qNMR 共同試験を実施し，EC-qNMR の標準

化にあたり，さらに検討すべき項目がないか整

理することとした． 
 

研究要旨 相反定理に基づいて，90°パルス幅（pw90）校正を利用した外部標準法定量NMR
（EC-qNMR）の高度化及び標準化に関する研究を実施した。具体的には，①EC-qNMR自動

測定スクリプトの開発及び②自動測定スクリプトを用いた共同試験を実施した．先行研究に

おいて，研究代表者はEC-qNMRの測定手順及び測定条件を最適化しており，これらの手順及

び条件を踏襲できる自動測定スクリプトを開発した（→①）。この自動化スクリプトを用い

て，6機関のEC-qNMR共同試験を実施した。最適化した測定手順及び測定条件に従って実施

した。分析種及び外部標準は，それぞれ安息香酸及びジメチルスルホンを用いた。各機関が

算出したBAの純度は全て参照値との誤差が2%以内に収まる良好な結果であった（→②）。こ

のことから，EC-qNMRは十分に高度化できたといえた。本研究班の成果をもとに、EC-
qNMRの標準化，さらにEC-qNMRの社会実装が期待できる。 
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B. 研究方法 
B-1) EC-qNMR 自動測定スクリプト 
日本電子（株）と共同で開発した。なお，本

研究で開発するスクリプトは日本電子製の

NMR 分光計で動作する。他社の NMR 分光計は

検討していない． 
B-2) EC-qNMR 共同試験 
共同試験参加者は別紙：「第一回自動測定ス

クリプトを用いた EC-qNMR 共同試験-マニュ

アル-」に従って EC-qNMR を実施した。 
B-2-1) 装置 

参加機関が用いた NMR 装置は全て日本電子

製である。分光計及び共鳴周波数は下記の通り

である：Lab No. 1，ECA（500.16 MHz）；Lab No. 
2，ECA（600.17 MHz）；Lab No. 3，ECZ（600.17 
MHz）；Lab No. 4，ECZ（399.78 MHz）；Lab No. 
5.1，ECZ（600.17 MHz）；Lab No. 5.2，ECA（600.67 
MHz）；Lab No. 6，ECZL（399.78 MHz）。 
B-2-2) 試薬 

BA（Cat No. 028-19011，99.8% mass fraction）， 
DMSO2（Cat No. 048-33271，99.9% mass fraction），
重ジメチルスルホキシド（DMSO-d6；Cat No. 
048-34251，99.9% D）及び NMR 試料管（Cat No. 
291-48353）は富士フイルム和光純薬（株）から

購入した。 
B-2-3) 試料 

DMSO-d6 に溶解させた 2.0506 mg/mL の BA
及び 0.4959 mg/mL の DMSO2を，それぞれ分析

種及び EC として用いた。NMR 試料管は封管し

た状態で参加機関に配布した。 
B-2-4) EC-qNMR 

BA 及び DMSO2を下記の通り測定した。交互

に 5 回ずつ測定した。NMR 装置に投入した試

料を 25°C で 5 分間平衡化させた。グラジエン

トシム，オートシムにより分解能を調整し，チ

ューニング・マッチング（T&M）により HF コ

イル（1H 核）及び LF コイル（13C 核）を調整し

た。 
次に，pw 連続測定により pw90 を校正した。

連続測定の照射中心は溶媒ピークに設定した。

また，変化させる pw はプローブに記録されて

いるデフォルトの pw90 の値を基準にした。す

なわち，初期値（start90 [µs]）：pw10，終了値

（end90 [µs]）：pw450，間隔（step90 [µs]）：pw40
を推奨した。遅延時間（calc90_relax_delay [s]）
は 60 秒に設定した。この連続測定で得られた

アレイデータについて，pw に応じて照射中心の

ピーク強度をプロットし，減衰正弦波のモデル

関数を適用し，pw90を算出した 3)。 
次に算出した pw90 を下記の qNMR 測定条件

に反映した。すなわち，照射中心：5 ppm，観測

幅：15 ppm，取込み時間：4.5 秒，遅延時間：60
秒，積算回数：8 回，ダミースキャン：2 回，サ

ンプル回転：なし，13C デカップリング：MPF8
（取込み時間のみ）。 

qNMR測定で得られた FIDを下記に従って処

理した。すなわち，窓関数の設定を外し，ゼロ

フィルでポイント数を 4倍に増やし，フーリエ

変換を行った。得られたスペクトルの位相とベ

ースラインを補正し，EC-qNMR 解析用スペク

トルとした。スペクトル上のプロトンに対して

自動積分を行い，BA の絶対純度を算出した。具

体的には，式（1）に従って，DMSO2 のスペク

トルから 1 プロトン当たりの感度係数：Q 値を

算出した。なお，自動積分範囲が適切でない場

合は，手動で積分範囲を補正することとした。 

A × pw90 / conc. / H = Q （1） 

ここで，Conc.，モル濃度（mol/L）；A，DMSO2

のピーク面積；H，A に由来するプロトン数

（DMSO2の場合は 6）；pw90，90°パルス幅（µsec）。 
続いて，BA のスペクトルから BA に由来する

プロトンを積分し，式（2）に従って，BA の絶

対純度（P）を算出した。 

P = A × pw90 / H / conc. / Q （2） 

ここで， A，BA のピーク面積；pw90，90°パル

ス幅（µsec）；H，A に由来するプロトン数（BA
の場合は 5）；Conc.，モル濃度（mol/L）；Q，式

（1）参照 
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C. 結果及び考察 
C-1) EC-qNMR 自動測定スクリプト 
図 1 に示す測定手順を踏襲する自動測定ス

クリプトを開発した。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 2)．この特性を利用し，

pw90 の校正方法は，分光計が pw90 を自動計

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，CF から pw90 を算出する方法

である 3)．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（パラ

メータ：start90，end90，step90，
calc90_relax_delay）． 
C-1-1) アレイデータの描く正弦波が歪む問題

の対策 
当初，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
測定），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．しかしながら，連続

測定中に，化学シフトの動きやすいピークが

選択されると，アレイデータの描く正弦波が

歪んだ（図 2）このことから，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考えられた．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．具体的に

は，照射中心ピークを探す範囲を限定するパ

ラメータ：search_offset_90 及び

search_sweep_90 を設けることにした．例え

ば， search_offset_90: 3 ppm 及び

search_sweep_90: 0.1 ppm と設定した場合，照

射中心ピークは 2.95 ppm～3.05 ppm の範囲で

最も高いピークが選択される。 
C-1-2) アレイデータの描く正弦波の位相が反

転する問題の対策 
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． 
当初，スクリプトは「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」仕様であった．しかし，この

奇数番目の制約が設定されていることにより，

いくつか測定データでアレイデータが反転す

ることがあった．そこで，奇数番目の制約を外

し，「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」仕様に変更

した。 
C-1-3) 開発したスクリプトの中で編集可能な

パラメータ 
最後に，開発したスクリプトの中でオペレ

ータが編集可能なパラメータを図 3に示す。

pw 連続測定用のパラメータとして start90，
end90，step90，calc90_relax_delay を用意し

た．また，先行研究に従い 1)，これらの推奨条

件は，プローブに記録されている pw90 の値を

基準にして start90（初期値）：pw10 に相当す

る pw，end90（終了値）：pw450 に相当する

pw，step90（間隔）：pw40 に相当する pw，

calc90_relax_delay（遅延時間）：60 秒とした．
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さらに，連続測定の照射中心を任意に選択で

きるように，search_offset_90 及び

search_sweep_90 を用意した．照射中心は溶媒

ピークが適切であり，例えば DMSO-d6の場合

は，search_offset_90：2.5 ppm，

search_sweep_90：0.1 ppm と設定すると良い。 
その他のパラメータは qNMR 用のパラメー

タである．これらのパラメータは，食品添加

物公定書，日本薬局方や日本産業規格（JIS）
などを参考に用意した． 
C-2) EC-qNMR 共同試験 
開発したスクリプトを用いて共同試験を実

施することとした．参加機関には共同試験のマ

ニュアルを配布した。最適化した測定手順，最

適化した pw90 校正条件及び qNMR 測定条件を

マニュアルに記載し，参加機関はこれらに従っ

て EC-qNMR を実施することとした．共同試験

の結果を図 4 に示す。どの機関も誤差 2%以内

という実用的な精度で BA の純度を算出してい

た。このことから，EC-qNMR の測定手順及び測

定パラメータは十分に最適化されたといえる。

図 4 のデータを改めて確認すると，他の機関と

比べて Lab No.5.2 と 6 が算出した BA 純度のバ

ラつきが大きかった。この原因について考察し

たい。 
図 1 に示したように，EC-qNMR では pw90 校

正の前に T&M によるプローブの最適化を行う。

すなわち，EC-qNMR の結果は，T&M によるプ

ローブの調整結果に依存する。T&Mでは照射信

号を試料に与え，その反射値が 0 になるように

調整する。ECZ 及び ECZL 分光計では，T&M の

際の反射値をモニタリングできるようになっ

ている。そこで，本共同試験では，ブランク試

料（溶媒：DMSO-d6）を用いて，T&Mを 5 回実

施し，その際の反射値を記録し，報告すること

とした（図 4，下）。なお，Lab No. 1 及び 2 が使

用した分光計は ECA であるため，T&M の際の

反射値を記録することができないため，データ

はのせていない。Lab No. 3，4 及び 5.1 では，ほ

とんどの場合，反射値は 30 以下におさまって

いた。Lab No. 4 の 2 日目においては，30 を超え

る反射値であるが，40 付近で落ちついていた。

一方で，Lab No. 5.2 及び 6 については，全ての

日において，反射値の値はバラついていた。こ

のことから，Lab No. 5.2及び 6 では，T&M をす

るたびにプローブの状態が変わっていると考

えられ，その結果，BA の測定結果がバラついた

と考えられた。このような場合，本共同試験の

ように測定回数を増やし，その平均値を採用す

ることで，真値に近い値が得られると考えられ

る。 
 
D. 結論 

EC-qNMR自動測定スクリプトを開発した．こ

れにより，誰もが簡便にEC-qNMRを実施できる

ようになった．さらに，開発した自動測定スク

リプトを用いて，EC-qNMR共同試験を実施した。

測定試料はBA（認証値：99.8% mass fraction）と

DMSO2（認証値：99.9% mass fraction）であり，

それぞれ分析種とECとして用いた。最適化した

測定手順，測定パラメータに従って共同試験を

実施したところ，全ての機関において，誤差2%
以内に収まる良好な結果であった。このことか

ら，EC-qNMRの測定手順，測定パラメータは十

分に最適化できたといえる。一部の機関では結

果のバラつきが他の機関と比べて大きく，その

原因としてT&Mの調整にバラつきがあると考

えられた。このような場合は，測定回数を増や

し，その平均値を採用することで，真値に近い

値が得られる。 
本共同試験で得られた結果を関連する団体

に情報提供し，継続して研究・普及啓発の活動

を続けていく予定である。また，本共同試験の

結果をもとに，EC-qNMRの標準化について検討

し，EC-qNMRの社会実装を具体的に進めたいと

考えている。 
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図 1：EC-qNMR 測定手順 
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図 2：正弦波が歪んだ際のアレイデータ 
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図 3：EC-qNMR 測定条件の設定画面 
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図 4 EC-qNMR 共同試験の結果 

上は BA の絶対純度。BA の認証値：99.8%に赤い点線を示した。Lab No.6 の赤いプロ

ットは，著者が積分範囲を修正して算出した BA の純度である。下は，EC-qNMR 測定

前にブランク試料(DMSO-d6)を用いて T&M を 5回行った際の反射値。 
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