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研究成果の概要（和文）：

	
 水環境中の有害化合物の包括的な定量分析が可能であり,また得られた分析値の信頼性を確
保した分析法として,定量 NMR	
 (qNMR)を用いた絶対定量法の微量分析及び多変量解析への応用
を検討した．その結果，コールドプローブ付 600	
 MHz	
 NMR の定量下限(誤差±10%)は 10-40	
 ppm
であった．また，農薬標準品 41 製品の絶対純度を測定した結果，試薬メーカーの表示値を下回
る純度値のものが認められた．さらに qNMR 多変量解析用に約 100 種の有害化合物の qNMR スペ
クトルをデータベース化した．	
 	
 

研究成果の概要（英文）：
To develop novel monitoring technique using NMR multivariate analysis for hazardous 
compounds in water environmental, sensitivity and accuracy of 600 MHz NMR 
instrument with cold probe were tested. The determination limit was estimated to be 
10-40 ppm with a margin of error of 10 %. The absolute purities of 41 pesticide 
commercial standards were determined using qNMR. The result showed that the 
several standards had lower purities than the labeled values by manufacturers. In 
addition, qNMR spectra of about 100 hazardous compounds were stored in the 
database for multivariate analysis. 
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１．研究開始当初の背景
	
 水環境水中の農薬等の有害化合物のモニ
タリングや定量分析には,相対分析法の一種
であるクロマトグラフ法が正確な分析値を
求められるものとして一般的に利用されて

いる.クロマトグラフ法で厳密に信頼性が確
保された分析値を得るためには,測定対象の
物質と同一の標準物質が不可欠である.しか
し,現状では,国際単位系(SI)にトレーサブ
ルに正確に値付けされた標準物質はほとん
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ど供給されていない.実際に,水道水質基準
の水質管理目標設定項目に収載されている
農薬(102 種)(現時点では 237 種：健水発 0328
第 4号)のみでも,厳密に値付けされた標準物
質はほとんど供給されていない.一方,試薬
市場には「○○標準品」と名付けられたいわ
ゆる市販標準品が流通しているが,これらは
試薬メーカーが独自の品質管理の目的で行
ったクロマトグラフ法により観察されたピ
ーク面積百分率等をカタログ値として示し
ただけであって,物質の絶対量または絶対純
度を示してはいるわけではない.すなわち,
市販標準品を用いてクロマトグラフ法によ
り求められる分析値は決して真値を示して
いるものではなく,場合によっては真値から
大きく外れている可能性も否定できず，その
信頼性は事実上保証できていないのが現状
である．したがって，通常広範囲で行う環境
モニタリングにおいても同様に測定誤差要
因となっている．	
 
	
 このような背景から，水環境中の有害化合
物を包括的に定量分析が可能であり,また得
られた分析値の信頼性を確保した次世代の
分析法として,定量 NMR	
 (qNMR)を用いた絶対
定量法の微量分析への適用と NMR 多変量解析
の技術開発を行うこととした.	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 水環境中の農薬等の有害化合物は環境影
響が大きいと予想されることから,包括的な
モニタリング結果が要求されている.しかし,
現行のクロマトグラフ法では,すべての物質
の存在量を正確にモニタリングすることは
事実上不可能であり,この問題を抜本的に解
決した基準分析法の開発が望まれている.そ
こで,精密且つ包括的な定量分析法として定
量	
 NMR	
 (quantitative	
 NMR:	
 qNMR)による絶
対定量法の応用を試みた．すなわち，国際単
位系(SI)にトレーサブルにあらゆる物質の
絶対量の測定を NMR 現象を利用して可能とす
る方法を,次世代の環境モニタリング手法に
応用することを目的とした．	
 
	
 qNMR の環境モニタリング手法への応用に
おいては，微量分析への対応が必要である．
よって，より高感度測定が可能なコールドプ
ローブを導入した NMR	
 装置を用いた qNMR	
 条
件の最適化を行うと共に，固相抽出法を利用
した濃縮方法を検討し，現状の装置限界から
予想される0.5	
 ppb	
 程度の定量下限値を目指
した．また，存在量が変動する特異的な成分
を効率的に検出するための方法論として多
変量解析を応用すると共に，有害化合物の同
定については，qNMR	
 スペクトル上に観察さ
れるシグナルの帰属が必須であることから，
農薬を中心に qNMR	
 スペクトルデータベース
を整備した．	
 
	
 

３．研究の方法	
 
	
 NMR による定量分析(qNMR)は,クロマトグ
ラフ法が分子の特性値(イオン化率,吸光係
数など)	
 を定量分析の指標としているのに
対し,分子上の原子核を測定対象とした方法
である.

1
H-NMR	
 スペクトル上において観察

されるプロトンシグナル面積値の比が各化
合物の置換基のプロトン数	
 に対応すること
を利用した方法であり,本法では,一方の化
合物の観察されるプロトンシグナルの帰属
とその純度あるいは濃度さえ既知であれば,
得られた特定シグナルの積分値と分子量及
び秤量値の関係式から同時に存在するもう
一方の化合物の絶対純度あるいは試料中の
絶対量を極めて効率的に決定できる.理論的
には,qNMR は測定対象以外のたった一つの純
度既知の標準物質を設定するのみで,それぞ
れの測定対象と同一の標準物質を全く必要
とせず,あらゆる化合物の絶対純度や絶対含
量を求めることを可能とする.よって，qNMR
を応用することで従来法とは全く発想のモ
ニタリング手法が開発可能であると考えら
れる．	
 
	
 環境モニタリングのための微量分析に対
応するために，コールドプローブを備えた
600	
 MHz	
 NMR による qNMR 条件の確立,次	
 いで
固相抽出法による濃縮を検討し,定量下限値
0.5	
 ppb の達成を目指した．さらに多変量解
析による変動成分の検出法について検討し
た.同時に,水環境中の有害化合物(主に農薬
類)について	
 qNMR スペクトルデータベース
を構築し,個々の測定対象の化合物の標準物
質を全く必要とせず,	
 データベースを参照
するだけで化合物の同定と絶対定量が可能
である従来型とは全く原理の異なる環境モ
ニタリングシステムの開発とその有効性に
ついて検証した．対象化合物として，水環境
中の監視対象とされている農薬を中心に，毒
性，使用量，検出頻度，検出濃度等を考慮し
て有害化学物質 50~100 種を選定し，これら
の市販標準品(市場に流通していない場合は
対応する市販試薬)について，qNMR スペクト
ルを測定し，それをデータベースに登録した．	
 
NMR 測定には ECA-600	
 (600	
 MHz	
 NMR	
 JEOL	
 
RESONANCE)を，NMR 解析には同社のソフトウ
ェアを用いた．	
 	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 水環境中の微量有害化合物の包括的な新規
定量分析法の開発を目指し，定量 NMR	
 (qNMR)
による絶対定量法と多変量解析について検
討した．具体的には，以下の３点について検
討した．	
 
	
 
(1) qNMR の微量分析への応用	
 
	
 認証標準物質(CRM)ジエチルフタレート
(DEP)をモデル化合物試料とし，NMR	
 (600MHz)



で得られる NMR スペクトルの定量精度を検証
した．その結果，標準プローブ付 600MHz	
 NMR
で 1.1〜2.1	
 mM，コールドプローブ付 600MHz	
 
NMR で 0.23〜0.46	
 mM の試料濃度があれば，
誤差±1%以内で精度良く定量分析が可能で
あることを見出した．この濃度は，測定対象
化合物の分子量を 200 と仮定したとき，それ
ぞれ 210〜420	
 ppm	
 (μg/mL)および 46〜92	
 
ppm	
 (μg/mL)に相当する．当初より，コール
ドプローブ付 600	
 MHz	
 NMR 自体の定量下限(誤
差±10%)の理論値は 10-40	
 ppm になると試算
していたが，実測よりそれを実証できた．	
 
	
 
(2) 軽溶媒中の化学物質の分析への応用	
 
	
 軽水及び軽溶媒中の微量化学物質を NMR を
用いて定量分析する場合，NMR スペクトル上
に観察される不要な軽水等のプロトンシグ
ナルがその分析を妨害する問題について検
討した．NMR スペクトルで不要なプロトンシ
グナルについて Water	
 suppression	
 Enhanced	
 
through	
 T1	
 effect	
 (WET)法で消去し，NMR ス
ペクトルのダイナミックレンジを有効に活
用することでさらに高感度・高精度化が可能
であるか検討した．その結果，現状のパルス
系列では高い定量精度が得ることができな
かった．したがって，WET-qNMR による高感
度・高精度化については，パルス系列全体の
見直しが必要であることがわかった．	
 
	
 
(3) qNMRによる有害物質等の純度決定とデー
タベース化	
 

	
 qNMR により有害化合物(主に農薬類)の純
度検定を行った．41 品目の市販農薬標準品又
は市販試薬についてその絶対純度を測定し
た結果，その約 25%の製品の絶対純度が 95%
を下回ることがわかった．この結果より，市
販標準品にラベル付けられている純度が絶
対量を必ずしも示しているわけではないこ
とが明らかとなった．市販製品には純度値が
50%を下回るものも数品目観察され，このよ
うな製品を定量用標準品として用いた場合
には，大きな測定誤差を生じていることが示
唆された．	
 

図 1	
 市販農薬標準品(41 製品)の絶対純度の
分布	
 

	
 
	
 また，qNMR を微量成分のモニタリングや多
変量解析に応用するに当たり，検出感度以外
にも以下の問題がある．試料中に観察される
測定対象化合物とそれ以外の化合物のシグ
ナルの重複の取扱に関する問題である．すな
わち，質量分析計(MS)では，測定対象の分子
イオンを指標にした同定・定量が可能である
のに対し，NMR では，分子上の原子核の構造
情報が複雑なスペクトルとして観察される
ため，測定対象の化合物の化学シフトやスピ
ン結合等の情報がない場合や数種の化合物
が混合している場合には，NMR 単独での同
定・定量が非常に困難である点である．この
問題は，化合物ライブラリーの拡充により解
決可能であると考えた．qNMR スペクトルでは，
測定対象の化合物の分子構造に関わらず，分
子内の化学シフトの異なる各プロトンシグ
ナルの高さおよび面積比はすべて定量的に
観測される．そこで，各測定対象化合物のス
ペクトル情報のライブラリーを作成した．混
合物中の化合物の同定だけでなく定量を視
野に入れ，多くの既存 NMR データベースで採
用されている化学シフトおよびスピン結合
情報以外に，観察されたすべてのシグナルに
ついての分子内強度比，濃度等を入力し，各
化合物の化学シフト(ppm)と分子内シグナル
強度比(signal	
 top	
 int.	
 %)を XY 座標に展開
した 2次元データとのフィッティングの度合
いにより，混合物中の化合物の同定・定量を
可能とする化合物ライブラリーとした．数種
の化合物を混合したモデル試料を用いて検
証実験を行った．実測スペクトル上の各シグ
ナル頂点の化学シフト(ppm)とシグナル強度
比(signal	
 top	
 int.	
 %)を抽出し，化合物ラ
イブラリーとのフィッティング条件として 3
点以上のシグナル頂点の XY 座標がほぼ一致
するものを候補化合物とした結果，複数成分
を同定・同時定量することが可能であること
が確認された．	
 
	
 現在までに，qNMR スペクトルデータベース
に農薬を中心として約 100 種の有害化合物を
登録した．qNMR 多変量解析で検出された化合
物の同定には，NMR スペクトル解析に関する
専門的な知識を要求するが，このデータベー
スを用いることで，登録された化合物につい
ては簡便に同定・定量可能となると思われる．	
 	
 
	
 本研究課題により得られた成果は，関連す
る学会・論文等を通じて順次発表しており，
国内外より注目されている．実際に，本法の
一部の成果については，バリデーションを実
施し，食品添加物公定書の標準品の純度試験
法として採用され，また，第 16 改正日本薬
局方第一追補の参考情報に qNMR の手法が収
載されるに至っている．更に qNMR を用いた
標準物質の供給体制の整備が進み，現在では
国内外の試薬メーカーより本手法を応用し



て純度検定された標準品の供給が開始され
ている．今後，NMR を用いた定量分析法やモ
ニタリング技術の発展が期待されている．	
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