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研究成果の概要（和文）：DOSY法による多成分共存下での食品成分の “そのまま”分析法の確立を試みた（＝1H-qNMR
-DOSY法）。分析対象成分はグルコース並びにスクロースとした。また、磁場内で同一の拡散性を与えるcellobiose等
を外部基準物質として決定した。最適DOSY測定条件下での0.05-0.3 T/m磁場こう配下においてグルコース及びスクロー
スのプロトンシグナル比と濃度の間に高い相関関係が認められた。構築したNMR-DOSY法をもとに実試料の測定を行った
ところ、食品分析用Fキットで得られた値と良好に一致し、本測定法が前処理を行うことなく簡便かつそのまま食品分
析できる方法であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：DOSY-1H-NMR method was applied for quantitative food analysis for the first time. 
The target food components are (d)-glucose and sucrose, and target protons are anomeric C1 proton. Under 
the optimized DOSY measurement conditions including T1 and 90 pulsed width, both sugars were successfully 
and separately monitored on the 2D-DOSY spectra with a gradient field of 0.05-0.3 T/m. With the aid of 
internal standard with the same diffusion behavior in the magnetic field, a good relationship between the 
ratio of proton signal against that of internal standard and the concentration was obtained. The limit of 
detection was >0.5 g/L for both sugars. The established DOST-1H-NMR method provided reliable results that 
their contents in commercially available beverages were in good agreement with those with F-kit method. 
Taken together, the proposed method would be useful for food analysis as non-destructive assay.

研究分野：食品分析学
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１．研究開始当初の背景 
（１）NMR 法は分子の構造解析のために使
用され、定性的評価が主流であった。 
（２）定量分析への応用に関しては 1H-NMR
法が適用可能であったが、きょう雑成分が存
在医する場合、対象プロトンのみを選択的に
分離・検出することは困難であった。従って、
非破壊的にNMR法を食品分析のために適用
（そのまま分析）した例は皆無であった。 
 
２．研究の目的 
そこで、本研究では、 
（１） 1H を定量対象核種として、
DOSY(Diffusion-ordered spectroscopy) 
-1H-NMR 法の食品成分分析法としての適用
性を検討した。すなわち、多成分混合系から
各成分の磁場勾配下での異なる拡散性（拡散
係数、D）を利用し、２次元測定後の分離
1H-sliced NMR スペクトルを抽出すること
に定量を試みた。 
（２）対象食品成分として、飲料中に存在す
る主要糖類（グルコース及びスクロース）を
選択し、前処理なしでの直接的な NMR測定
による定量分析を試みた。 
 
３．研究の方法 
（１）NMR 測定 
 D-(+)-グルコース及びスクロースはナカ
ライテスク社製を用いた。外部基準物質は
DSS-d6（98.0 atom%、サンタクルーズバイオ
テクノロジー社製）とし、NMR 用サンプルチ
ューブは内径 5 mm のものを、内標準物質封
印用として同径のキャピラリーチューブ（日
本精密科学社製）を用いた。なお、すべての
希釈は D2O（99.8 atom%、アクロス社製）を
用いて行った。NMR 測定は、400MHz-NMR 装置
（日本電子製）を用いて実施した。主な測定
パラメータは以下の通りである。 
緩和時間：30 sec 
Scan: 16 
Diffusion 時間：0.1sec 
磁場こう配パルス：0.05 – 0.3 T/m 
アルゴリズム：SPLMOD 
 
（２）Fキット及び HPLC 分析 
 市販飲料（オレンジジュース、グレープフ
ルーツ、スポーツ飲料など）中に含まれる糖
類の分析は、市販食品用測定キットである
F-kit（グルコース、スクロース測定用）を
用いた酵素法により行った。また、HPLC 分析
は、示差屈折（RI）-HPLC 法により行った。
カラム：Cosmosil Sugar-D（4.6*250 mm、ナ
カライテスク社製）、溶離液：75％CH3CN、流
速：1.0 ml/min、温度：35℃ 
 
４．研究成果 
（１）DOSY-1H-NMR 測定条件の最適化 
 まず、DOSY 分離のための NMR 測定条件の最
適化を図った。対象は単糖であるグルコース
を用いた。磁場こう配下での分析対象成分の

固有の拡散係数（D 値）をもとに２次元分離
するためには、対象とするプロトンの 90 パ̊
ルス値の設定と立て緩和時間（T1）の設定が
必須となる。グルコースの場合、測定対象と
するプロトンとしてα及びβアノメリック
プロトンが最適であるが、水溶液系において
独立したシグナルが観測できるα-C1 プロト
ン（5.21 ppm）を対象とした。その結果、最
適 90 パ̊ルス幅として 10.13μsec、最適 T1
値として 2.989 sec が得られた。 
 本条件を基本パラメータとして DOSY-NMR
分析を行ったところ、図１に示したように２
次元 DOSY スペクトル上に、独立した固有の D
値（5.6*10-10 m2/sec）を有するグルコース（並
びに本研究で用いた外部標準物質 D-グルク
ロン酸のβ-C1 プロトン,5.25 ppm）のスライ
スデータを得ることができた。さらにグルコ
ース濃度 20 g/L までの濃度範囲において高
い直線性が得られ（R2-0.9998）、本法での定
量限界は 0.5 g/L であると判断された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ グルコースのDOSY-1H-NMRスペクトル
（A）とそのスライスデータ（B） 
 
（２）DOSY-1H-NMR 法による市販飲料中のグ
ルコースの定量 
 市販飲料中のグルコースを前処理するこ
となしに本法に適用し、定量分析を実施する
ことを目的として、３種の市販飲料（オレン
ジジュース、アップルジュース、グレープジ
ュース）に対してグルコースの添加回収試験
（添加量：0, 25, 50 g/L）を実施した。そ
の結果、いずれの飲料においても本法での回
収率は 94.7-107％であり、また相対標準偏差
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は 1.2-5.7％であった。従って、本法は実際
の飲料測定においても極めて簡便かつ再現
性と正確性を有していることが実証された。
なお、各飲料での検出限界は>0.4 g/L であっ
た。  
 そこで、キャピラリー管に封印した D-グル
クロン酸を外部基準物質（50.0 g/L）として
DOSY-NMR 測定を行ったところ、図２に示すよ
うに、いずれの市販飲料においても前処理な
しに対象とするグルコースαC1 プロトンの
独立した検出が達成できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ オレンジジュース(A)、アップルジュ
ース(B)、グレープジュース（C）の DOSY-NMR
スペクトル 
 
 本法によるグルコース定量の妥当性を明
らかにするために、F キット並びに RI-HPLC
分析を実施した。その結果を表１に示す。表
から明らかなように、DOSY-NMR 測定により得
られたグルコース定量値（オレンジジュー
ス：18.3±1.0 g/L、アップルジュース：26.3
±0.4 g/L、グレープジュース：45.6±0.6 
g/L）は酵素法である F キット法により得ら
れた値と有意差なくほぼ一致した．他方、
RI-HPLC 法では高く見積もられる傾向にあっ
た（ピークのテーリングによる過剰見積も
り）。 
 従って、本 DOSY-NMR 法を用いると 30 分以
内での非破壊定量分析が可能であることが
初めて明らかとなった。 

 
 
 
表１ 各種測定によるグルコース量の測定 
 
 
 
 
 
 
 
（３）DOSY-NMR 法のスクロース定量への応用 
 主要食品成分であるスクロースについて
も DOSY-NMR 法の適用を試みた。なお、測定
条件はグルオー酢測定と同様とした。但し、
外部基準物質として、対象とするスクロース
分子と同様の磁場拡散性を示すことが期待
できるセロビオースを選択した（10.0 g/L）。
定量対象となるプロトンピークは、スクロー
スではグルコピラノシルαC1 プロトン（5.4 
ppm）、セロビオースでは C1 プロトン（4.5 
ppm）を選択した。なお、図３に示すように、
両物質の D 値は 4.9*10-10 m2/sec であった。
また、図２に示すように、最適化した DOSY
条件においてスクロースはグルコース並び
にフルクトースが共存する系においても独
立した２次元分離が達成されることが判明
した。このことは、本法が個別分析法として
だけでなく、多成分同時定量法としても適用
可能なことを強く示唆するものであった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ スクロースの DOSY-NMR 測定結果 
（グルコース、フルクトース共存下） 
 
（４）DOSY-1H-NMR 法による市販飲料中のス
クロースの定量 
 市販飲料中のスクロース定量について本
法江御実施した。３種の市販飲料（オレンジ
ジュース、パイナップルジュース、スポーツ
ドリンク）に対してスクロースの添加回収試
験（添加量：0, 40, 80 g/L）を実施した。
その結果、いずれの飲料においても本法での
回収率は 98.4-105.3％であり、また相対標準
偏差は 1.3-5.7％であった。従って、本法は
実際の飲料でのスクロース測定においても

サンプル
D-(+)-グルコース濃度 (g/L)

DOSY 法 酵素法 HPLC 法
オレンジ
ジュース 18.3 ± 1.0 a 17.7 ± 0.8 a 21.5 ± 0.2 b

アップル
ジュース 26.3 ± 0.4 a 25.9 ± 0.4 a 29.7 ± 1.8 b

グレープ
ジュース 45.6 ± 0.6 a 43.9 ± 1.2 a 54.5 ± 4.3 b



極めて簡便かつ再現性と正確性を有してい
ることが実証された。  
 そこで、キャピラリー管に封印した D-グル
クロン酸を外部基準物質（10.0 g/L）として
DOSY-NMR 測定を行ったところ、図４に示すよ
うに、いずれの市販飲料においても前処理な
しに対象とするスクロースαC1 プロトンの
独立した検出が達成できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ DOSY-NMR 法による各種飲料のスクロ
ース分析 
 
 市販飲料中のスクロース定量結果は以下
の通りである。 
オレンジジュース：36.1±0.5 g/L 
パイナップルジュース：535.±1.1 g/L 
スポーツドリンク：24.7±0.6 g/L 
なお、本法による定量値は Fキット法による
定量値とほぼ一致する値であった。 
 以上より、本研究で構築した DOSY-1H-NMR
法は、前処理することなく非破壊で対象とす
る食品試料をそのまま分析することが可能
であり、今後新たな食品分析法としての展開
が大いに期待される。 
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