
簡単、精密で正確な定量を実現する NMR

アプリケーションノート

概要

VnmrJ 3.1 ソフトウェアの新しい qNMR ツールと外部標準によるキャリブレー
ションを用いた、きわめて高い確度と精度の定量 NMR を実施しました。定期
的キャリブレーションにより、99.9 % という高い確度と 0.59 % という優れた
精度が得られます。また、一連の測定ごとにキャリブレーションを実施すれば、
100 % の確度と 0.35 % の精度が得られます。

はじめに

小分子有機化合物の定量分析には、さまざまなテクニックを使用できます。
もっとも一般的なテクニックは、クロマトグラフィ分離後に分光学的検出 (UV 
可視、蒸発光散乱など) や質量分析検出 (質量分析など) により分析対象物を
検出する方法です。それぞれの検出メソッドには、使用上、いくつかの面で利
点がありますが、いずれのテクニックにも、レスポンスファクター即ちマトリッ
クス効果などの障壁があります。汎用的なクロマトグラフィ検出手法は存在し
ていません。

構造解析でもっとも頻繁に使用される NMR は、定量に不可欠なツールとして
重視されるようになっています。共鳴シグナルの積分強度がそのシグナルで
表される原子核数に直接比例するため、NMR は定量的に用いた場合にもっと
も効果を発揮します。また、スペクトル全体のすべての水素原子が同じ感度を
持つため、定量結果の算出にあたって、化合物に特化した減衰係数やキャリ
ブレーションを必要としません。NMR は合成物質や生合成物質、ファインケ
ミカル、医薬品のほか、体液中の代謝物、異化生成物、内因性化合物の濃度
測定に用いられています1。定量 NMR (qNMR) は、メタボロミクス、創薬およ
び医薬品分析、天然物質分析で特に効果があることが明らかになっています2。
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機器

イブプロフェン定量実験には、5 mm 
OneNMR プローブと 7600-AS サンプ
ルチェンジャーを備えた Agilent 500 
MHz DirectDrive NMR スペクトロメー
タを使用しました。すべてのサンプル
を 25 ºC に温度調節し、データを採取
しました。プローブは初めにキャリブ
レーション標準にあわせてチューニン
グし、それ以後のすべての測定におい
てこの状態を維持しました。
カフェイン 定 量 実 験には、5 mm 
OneNMR プローブと 7600-AS サンプ
ルチェンジャーを備えた Agilent 400 
MHz DirectDrive NMR スペクトロメー
タを使用しました。各実験前に、キャ
リブレーション標準にあわせてプロー
ブをチューニングしました。

分析パラメータ

各機器に用いたパラメータを表 1 に
示しています。 

実験手法

標準と試薬

Sigma-Aldrich からイブプロフェンを
購入し、DMSO-d6 (重水素原子 6 個を
含むジメチルスルホキシド) を用いて
濃度 200.00 mg/mL (969.5 mM) で原
液を作成しました。この原液を希釈し、
濃度 515 µM までの 9 種類のサンプ
ルを作成しました。サンプルセットに
は、DMSO-d6 溶媒のみを含むブラン
クサンプルも含まれています。Sigma-
Aldrich からカフェインを購入し、D2O 
を用いて 52.11 mM の原液を作成しま
した。D2O を用いて原液を希釈した溶
液を作成しました。

定量 NMR は、多くの分析ラボでルー
チン定量ツールとして使用するために
必要な確度と精度を備えています。内
部標準による化学参照テクニックは
正確な定量が可能ですが、このテク
ニックは時間がかかるうえに、サンプ
ルの汚染も生じます。確度と精度の
高い定量結果を得るために、ERETIC 
(Electronic Referencing to access in 
vivo Concentrations)、PIG (Pulse Into 
Gradient)、ARTSI (Amplitude-corrected 
Referencing Through Signal Injection)、
QUANTAS (Quantification by Artificial 
Signal) といった複数の電気シグナル
を標準にするアプローチも報告され
ています。しかし、これらのメソッドは、
対象範囲やエラー発生率などの面で
制約があります3-7。

確度と精度の高い小分子有機化合物
の qNMR は、外部濃度標準と 1D スペ
クトルの積分値のみを用いて、容易に
実現できます。ただしそのためには、
安定性と直線性の優れた NMR プラッ
トフォームが必要となります。この
アプリケーションノートでは、Agilent 
NMR システムの独自機能を用いれば、
ほぼすべての有機化学サンプルにお
いて、簡単で正確な絶対定量が可能に
なることを紹介します。Agilent VnmrJ 
3.1 ソフトウェアと OneNMR プローブ、
DirectDrive コンソールを用いて小分
子有機化合物の定量をおこなう方法
を説明します。OneNMR プローブは、
溶媒や誘電性に加え、サンプル液高の
変化に対する耐性がきわめて優れて
います。1 回のキャリブレーション測
定のみで、96.98～102.12 % という確
度 (実際濃度の %)と、0.59～1.07 % と
いう精度 (% 標準偏差) が得られます。 
一連測定の一部としてキャリブレー
ションデータを採取し、ラボ環境の微
細な変化を考慮に入れれば、さらに
高い確度と精度 (99.48～100 % および 
0.35～0.60 %) が得られます。

表 1. Agilent NMR スペクトロメータ条件
シングルキャリブレーション

機器 Agilent Direct Drive 500 MHz NMR、5 mm OneNMR™  
プローブ搭載

励起パルス 12.1 µs @ 57 dB; 90°ティップアングル
レシーバゲイン 各サンプルで自動調整

スキャン回数 1
動作周波数 499.86 MHz 
取り込み時間 3.0 秒
フーリエ数 256k
アポダイゼーション 指数関数、0.3 Hz 線幅広がり

マルチキャリブレーション

機器 Agilent Direct Drive 400 MHz NMR、5 mm OneNMR™  
プローブ搭載

励起パルス 11.5 µs @ 59 db; 90°ティップアングル
レシーバゲイン 20 dB
スキャン回数 1
動作周波数 399.92 MHz 
取り込み時間 4.0 秒 
フーリエ数 256k
アポダイゼーション 指数関数、0.3 Hz 線幅広がり
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の積分領域の値を手動で設定します。
その後、qEstimate コマンドを用いれ
ば、未知サンプルの濃度測定に必要な
すべてのパラメータをプローブファイ
ルに導入できます。 

これらの値がプローブファイルに導入
されたら、キャリブレーションが完了
し、クリック 1 回でサンプル濃度にア
クセスできるようになります。キャリ
ブレーションプロセスの詳細な説明に
ついては、VnmrJ 3.1 オートメーション
ユーザーガイドの定量ツールの章に記
載されています。

きます。サンプルには、他のすべての
シグナルと良好に分離できる適度な
シャープさのシグナル、またはシグナル
グループが含まれている必要がありま
す。また、キャリブレーションに使用さ
れるシグナル原子核の総数が既知でな
ければなりません。その後、90 度のパ
ルスを用いた 1 回のスキャンにより 1D 
スペクトルを採取し、キャリブレーショ
ンに使用されるシグナルを含む領域を
積分します。サンプル濃度と原子核数
の積を算出し、得られた積を Integral 
Value フィールドに入力し、Set Integral 
Value ボタンをクリックして (図 1)、こ

結果と考察

外部標準キャリブレーション

アジレントのコンソールでは、レシー
バパスでの直接シグナルデジタル化が
採用されています。この設計アーキテ
クチャにより、内部参照シグナルを使
わずに、外部標準キャリブレーション
のみを用いて、高品質の絶対定量デー
タを得るのに必要な安定性と直線性
を実現しています。

キャリブレーションには、10～100 mM 
の任意の既知濃度サンプルを使用で

キャリブレーション標準の簡単な積分

図 1. Process タブの Integration パネルにある積分領域設定用のインターフェースツール
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ルーチン qNMR 用の定期的キャリブ
レーション

新しい qNMR ツールを用いて、許容
範囲の確度と精度でサンプルを定量
するためには、最低 1 回のプローブの
キャリブレーションが必要となります 
(または、90 度パルス幅で定期的キャ
リブレーションをおこなう必要があり
ます)。積分エラーは 0.25+(100/SN)8 
という方程式により概算できるため、
積分エラーを 1 % 未満にするために
は、最低 150/1 のシグナル/ノイズ比 
(S/N) が求められます。確度と精度が
重要となる場合には、キャリブレー
ションおよび各分析に用いるスペクト
ルの S/N を考慮する必要があります。 

ルーチン qNMR におけるシングルキャ
リブレーションの利用を説明するため
に、DMSO-d6 を用いて濃度 15.17 mM 
のイブプロフェンのキャリブレーショ
ン標準を作成し、5 mm NMR チューブ
に入れました。また、濃度 132 mM～
500 µM の 9 種類のサンプルも作成し
ました。標準サンプルの濃度と 1.33 
ppm におけるメチル二重線の強度を
インプットとして用いて、qEstimate 
キャリブレーションをおこないました 
(図 2)。

プローブのキャリブレーションが完了
したのち、一連の濃度のサンプルの
自動取り込みをおこないました。シス
テムがルーチンオートロック、オート
シム、オートゲイン機能を実行したの
ち、各サンプルのシングルスキャン 1H 
NMR スペクトルを採取しました。各サ
ンプルで順番にデータを採取してか
ら、一連のサンプル全体を繰り返し分
析し、各サンプルにつき最低 20 回分
のデータを採取しました。

適切な外部標準スペクトルピークを積分するキャリブレーションステップ

ソフトウェアで簡単に濃度測定にアクセス

図 2. 表 2 で示した濃度のイブプロフェンのキャリブレーションおよび定量に
用いたイブプロフェンの 1H NMR スペクトル (下図) と、0.5～2 ppm の領域の拡
大図 (上図)。1.33 ppm でメチル二重線が、0.84 ppm まででイソブチルメチル二
重線が観測されています。イブプロフェンの構造も示しています。

図 3. Determine Concentration ボタンを用いて、Concentration ポップアップウィ
ンドウを開きます。このツールを使えば、双方向的にスペクトル内の各積分領
域の多重度を決めて、濃度の最終的な計算に含める領域を選択できます。
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図 3 は、Process タブの Integration パ
ネルにある Determine Concentration 
ボタンから Determine Concentration 
ツールにアクセスした場合に表示され
るウィンドウを示しています。スペクト
ルの各積分領域が表示されます。また、
適切な多重度を双方向的に決めたあ
とに、各積分領域を濃度計算用のリス
トに追加することもできます。単一サ
ンプルの分析の場合は、このワークフ
ローを手動で導入する方法が、シンプ
ルで簡単、かつ迅速な方法です。

今回の実験は 180 を超えるスペクトル
で構成されるため、自動処理マクロを
用いて、1.3 ppm 近傍のメチル二重線と 
0.8 ppm 近傍のイソブチル二重線にあ
たる領域を選択し、多重度 (それぞれ 
3 および 6 プロトン) をもとにこれらの
領域の積分をスケーリングし、これら 
2 つのシグナルをもとにサンプルの濃
度を算出したのち、得られた結果をカ
ンマ区切りスプレッドシート (csv) ファ
イルに書き込みました。このマクロの
例は、ソフトウェアのユーザーライブ
ラ リ (/vnmr/userlib/maclib/qEst2csv  
など) にあります。一連の測定では、
データ解析のために、各ピークを独立
した濃度測定として処理しました。

結果を表 2 に示しています。標準偏差
は濃度範囲全体で 1 % 未満でした。こ
の結果は、ほぼ 3 桁に及ぶ濃度範囲全
体で高い直線性 (R2=.9995) が得られ
ることを示しています (図 4)。

表 2. 一連の濃度のイブプロフェンの定量における確度と精度、シングルポイントキャリブ
レーションを使用

実際濃度 
(mM)

平均測定濃度 
(mM)

標準偏差 
(mM)

確度*  
(実際濃度の % )

精度 
(%SD)

0.515 0.531 0.006 96.98% 1.07%
1.03 1.049 0.008 98.13% 0.79%
2.06 2.098 0.012 98.14% 0.59%
4.12 4.171 0.024 98.77% 0.57%
8.24 8.269 0.048 99.65% 0.58%
16.49 16.571 0.103 99.51% 0.62%
32.98 33.014 0.293 99.90% 0.89%
65.97 67.813 0.492 97.21% 0.73%
131.94 129.141 1.091 102.12% 0.84%

総計 98.46% 0.74%
* きわめて高い濃度や低い濃度のサンプルでは、確度のロスが予想されることに注意してください。 
低い濃度では、取り込みにシングルスキャンを使用したため S/N 比が悪くなり、積分エラーが予想され
ます。また、きわめて高い濃度のサンプルでは、放射減衰 (radiation dumping) が影響を与える可能性が
あります。

シングルキャリブレーションを用いた定量の優れた確度と精度

図 4. 3 桁を超えるダイナミックレンジにわたる濃度で、迅速で簡単、かつ正確な
イブプロフェン測定が実現しています。実際濃度と測定濃度の相関性を示す R2 
値は 0.9995 です。
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こないました (qNMR 分析 7 回、各分
析において、外部標準を用いたオート
キャリブレーション後に 2 種類のサン
プル定量を実施)。図 5 の下図は、13Cを
ディカップルしない参照スペクトルを
示しています。13C サテライトと 12C シ
グナルが明確に分離しているのがわか
ります。図 5 の上図では、13C サテライ
トが完全にデカップリングされて、12C
メインシグナルに統合されているの
がわかります。ブロードバンド 13C ディ
カップリングに起因するノイズ/エラー
が生じる可能性があるにもかかわら
ず、定量の確度と精度は依然としてき
わめて良好でした (表 5)。

分析結果の確度や精度を悪化させず
に、サンプル液高を 35～54 mm の範
囲で変更できることを確認しました 
(表 4)。サンプル 3 では、サンプル液高 
(30 mm) が低すぎてルーチンシムを実
行できなかったため、有用なデータは
得られませんでした。

この 2 つ目の実験をサンプル 1 とサ
ンプル 2 で繰り返し、取り込み中にバ
イレベルブロードバンド 13C ディカップ
リングを用いて、13C サテライトピーク
を消去しました9。各シリーズを繰り返
すようにスペクトロメータを設定し、2 
時間ごとに 28 時間にわたって、各サン
プルについて全部で 98 回の分析をお

より高い確度と精度が得られる 
ランタイムキャリブレーション

各サンプル分析の前にキャリブレー
ションをおこなえば、より高い確度と
精度の定量が行えます。この方法で
は、ラボ環境の変化に起因する安定
性の微細な変動を補正することがで
きます。キャリブレーション標準と分
析対象サンプルで同じゲイン値を使
えば、さらなる改良が実現します。分
析対象サンプルにカフェインを用い
て、3 種類の濃度の標準を作成し、こ
の方法で確度と精度の水準が高くな
ることを証明しました。各サンプルは 
50.44 mM、51.91 mM、52.11 mM にな
るように調製しました。サンプル全体
での濃度差は、3.3 % にとどまってい
ます。3 個のサンプルの分析では、外
部標準 (D2O 中の 54.11 mM カフェイ
ン) のオートキャリブレーション後に、
各サンプルの定量をおこないました。
シリーズとして 7 回の qNMR 分析をお
こないました。このシリーズを繰り返
すように NMR コンソールを設定し、
3 時間ごとに全部で 630 回 (各濃度で 
210 回ずつ) の分析を実施しました。表 
3 に示すように、定量の全体的な確度
は 99.94 %、全体的な精度は 0.51 % で
した。この結果は、3 個のサンプルの
濃度におけるごくわずかな差を認識で
きることを示しています。

次に、NMR チューブ内のサンプル液
高が定量結果に与える影響を評価し
ました。前回の実験で用いた各チュー
ブからサンプルを除去し、各チューブ
内のサンプル液高をそれぞれ 48、35、
30 mm としました (表 4)。その後、同
じシリーズを繰り返すようにスペクト
ロメータを設定し、3 時間ごとに 16 
時間にわたって、各サンプルについて
全部で 35 回の分析をおこないました 
(qNMR 分析 7 回、各分析において、外
部標準を用いたオートキャリブレー
ション後に 3 種類のサンプル定量を
実施)。OneNMR プローブを用いれば、

表 3. 3 種類のカフェイン濃度の定量における確度と精度、複数のランタイムキャリブレー
ションを使用

実際濃度
(mM)

サンプル液高 
(mm)

平均測定 
濃度(mM)

標準偏差 
(mM)

確度 
(実際濃度の %) 精度

52.11 54 52.16 0.27 99.85% 0.52%
50.44 45 50.70 0.21 99.48% 0.42%
51.91 37 51.99 0.31 99.90% 0.60%

    総計 99.74% 0.51%

表 4. 確度と精度におけるサンプル液高の影響

実際濃度
(mM)

サンプル液高 
(mm)

平均測定 
濃度 (mM)

標準偏差 
(mM)

確度 
(実際濃度の %) 精度

52.11 48 52.13 0.19 99.96% 0.35%
50.44 35 50.44 0.17 100.00% 0.49%
51.91 30 ̶ ̶ ̶ ̶

    総計 99.98% 0.42%

表 5. 確度と精度における 13C ディカップリングの影響

実際濃度
(mM)

サンプル液高 
(mm)

平均測定 
濃度(mM)

標準偏差 
(mM)

確度 
(実際濃度の %) 精度

52.11 54 52.09 0.20 99.96% 0.37%
50.44 35 50.44 0.17 100.00% 0.49%

    総計 99.98% 0.43%
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結論

この NMR 分析は、定量測定に求めら
れるあらゆる特性を持っています。特
異性、選択性、感度、直線性、広いダ
イナミックレンジ、単位当たりの反応
係数、そしてもっとも重要である、プ
ロトンを持つあらゆる有機化合物に対
応できる汎用的な検出を備えていま
す。定量分析で NMR を用いる場合の
おもな障壁は、市販 NRM ハードウェ
アの直線性が低いことでした。サンプ
ル毎のエラーを補正することは可能で
すが、その場合は、内部標準物質の追
加か、実験データへの外部参照シグナ
ルの導入が必要となります。内部標準
は使用には手間がかかり、別の測定エ
ラーの原因となります。一方、外部標
準シグナルを用いる手法は、対象範囲
やエラー発生率などの面で大きな制約
があります。 

Agilent NMR システムは、レシーバー
のシグナルパスが完全にデジタル化さ
れた独自の設計で、幅広いサンプル濃
度で比類のないシグナル直線性を実現
します。OneNMR プローブも、溶媒や
誘電性、サンプル液高の変化に対する
耐性がきわめて高くなっています。ア
ジレントはこの高水準のハードウェア
と洗練されたソフトウェアを組み合わ
せ、定量分析用の優れたツールを開発
しました。VnmrJ 3.1 ソフトウェアと既
知濃度の外部標準による 1 回のキャ
リブレーション測定を行えば、確度と
精度の高い絶対積分による NMR 定量
を簡単かつ迅速におこなうことが可能
です。小分子有機化合物では、96.98～ 
102.12 % の確度と、0.59～1.07 % の精
度が得られます。各サンプル分析でラ
ンタイムキャリブレーションをおこな
い、ラボの環境に伴う安定性の微細な
変動を考慮に入れれば、さらに高い確
度と精度 (99.48～100 % および 0.35～ 

0.60 %) が得られます。それどころか、
この測定では、ブロードバンド 13C ディ
カップリングでさえ、エラー発生率に
大きな影響を及ぼしません。キャリブ
レーションパラメータの採取および保
存、定量分析の設定やスケジュール決
定、カスタムレポートの作成に対応す
るソフトウェア機能を使えば、この高
い水準の確度と精度を簡単かつ迅速
に実現し、レポートを作成することが
できます。

このアプリケーションノートは、プロト
ン NMR データを用いた定量について
のみ説明していますが、ここで紹介し
た新しい qNMR ツールは、周波数に依
存しない設計になっています。任意の
適当な原子核 (31P、19F、13Cなど) を用い
て同じタイプのキャリブレーションを
おこない、そうした原子核で採取した
データについて、同じワークフローを
導入することも可能です。

13C ディカップリングでも高い定量確度と精度を維持

図 5. 13C ケミカルシフト領域 240 ppm を
ディカップリングできるバイレベルブロー
ドバンド 13C ディカップリングを用いた場合 
(上) と用いない場合 (下) に得られたカフェ
インサンプル (構造も示しています)。 
いずれの実験でも、プロトン NMR 取り込
み時間を 3.6 秒としました。ディカップリン
グは、Experiment Selector の Std1D タブに
ある BilevelDEC 実験プロトコルを用いてお
こないました。
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