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はじめに1.

相対モル感度を基盤とした
HPLCによる定量分析の新展開

　クロマトグラフィー，特に高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を用いた定量分析は，その高い分離能力や多様な検出法
との組み合わせにより，医薬品開発，食品安全，環境モニタリング，材料評価など，幅広い分野の発展を支える基盤技術
として，不可欠な役割を果たしている1-4）。近年，検出器の高感度化や多様な分離用担体の開発，条件設定の自動化が進
展し，複雑なマトリックス中の様々な微量成分の分析が可能となり，各種の研究開発や品質管理は飛躍的に進展した。
　HPLC の技術的進歩は目覚ましく，例えばカラム技術においては粒子径の微小化，コアシェル型充填剤の普及，多様な
化学修飾基を持つ固定相の開発などにより，分離能と選択性が大幅に向上している5-7）。また，超高速液体クロマトグラフィー
の登場により，従来の HPLCと比較して分析時間の短縮と分離能の向上が同時に達成された8）。さらに，二次元液体クロ
マトグラフィー技術の実用化により，複雑な混合物の分離能力は飛躍的に向上している9）。しかし，HPLC で使用する検出
器の応答が測定対象物質の化学構造によって大きく異なることが知られている。例えば，紫外可視分光検出器や多波長検
出器では，測定対象物質の分子内の共役系の広がり，発色団の種類と数，置換基の電子供与性・電子吸引性など，発色
団の構造によって吸光係数が異なり10），質量分析検出器ではイオン化効率が測定対象物質ごとに大きく変動する11）。また，
蛍光検出器では発色団の蛍光量子収率の差異が検出感度に直接影響する12）。このため，測定対象物質を正確に定量する
ためには，当該物質と同一で，かつ純度が正確な定量用標品が必要である。しかし，計量学的に妥当な手順によって純度
が算出され，その不確かさが明確な認証標準物質（Certified Reference Material; CRM）は非常に少ないのが現状であ
る13, 14）。認証標準物質の開発と供給は，国際的な計量標準機関や国家計量標準機関によって行われているが，その開発
プロセスは複雑で時間を要する15）。標準物質の特性値を決定するためには，一次標準測定法による値付けや，国際比較
による同等性の確認などが必要となる。このような厳格な手順は，標準物質の信頼性を確保するために不可欠であるものの，
同時に開発コストの増加や供給の遅延につながる要因ともなっている16）。特に，複雑な化学構造を持つ天然由来の化合物
などでは，CRM の整備が追いついていない17）。このため，HPLC による定量分析では，試薬メーカーの試薬が定量用標
品として一般的に利用される。しかし，これらの試薬の純度は自社規格により保証されているものが多く，計量学的な正確
性が担保されているとは言いがたい。また，表示純度に不確かさの情報が欠如していることや表示値と実際の純度に差異
が見られることも少なくない。さらに，現在商業的に入手可能であっても，経済的な採算性から試薬メーカーが供給を終了
する場合も見受けられる。
　希少物質，新規化合物，不安定な物質などでは，商業的に試薬の入手が困難または不可能な場合があり，自ら単離・
精製したものや化学合成により調製したものを使用するケースもあるが，これらの調製には多大な労力が必要となる。また，
このように調製できたとしても，クロマトグラフィーによる面積百分率法で純度を評価した場合，検出感度の差異や無機塩や
残留溶媒といった検出されない不純物の存在により，真の純度を反映しない場合がある。特に，構造類似体を含む天然物
の場合，分離が不十分であることで，純度を過大評価するリスクが高い。従って，このような物質を定量用標品として使用
することも，結果として，分析値の信頼性を損なう可能性を否定できない。
　このように，定量用標品として使用する試薬の入手や純度に関する制約は，正確な定量分析や分析手法の確立において
大きなボトルネックとなっている。さらに，実際に分析現場では，数十以上もの測定対象物質を同時に分析する必要がある
場合も少なくなく，それぞれに対応する試薬を準備・管理することは，時間的及び経済的負担となる。例えば，食品中の残
留農薬分析や環境中の汚染物質モニタリングでは，多数の測定対象物質を一斉分析するケースがあり，すべての試薬を定
量用標品として適切に維持管理することは容易ではない17, 18）。特に，試薬の安定性は，定量精度に影響を与える重要な因
子であり，光や熱に敏感な化合物，酸化されやすい化合物，加水分解を受けやすい化合物などでは，保存中の分解が定
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　RMS 法とは，化学構造が異なる物質間の検出応答の違いを「RMS」を用いて補正することにより，測定対象物質の定量
用標品を使用せずとも，別の代替定量用標品から定量が可能な方法である。RMS 法ではこの代替定量用標品を基準物質
と定義する。
　一般に，クロマトグラフィーの検出部の応答は，検出部を通過する物質量（モル数）に比例し，下記の式で示される22, 23）：

　ここで，Z は検出部の応答，a はモル感度係数，M は溶液中の物質のモル濃度である。このうちモル感度係数は，測定
対象物質の化学構造や物理化学的特性により，物質ごとに異なる値を示すことが知られている。RMS（Vrms）は，これら物
質間のモル感度係数の比として定義され，以下の式で表される22）：

 

　ここで，Rz は測定対象物質と基準物質の検出部の応答比，Rm は測定対象物質と基準物質のモル濃度比，Zan はモル濃
度 Man の測定対象物質の検出部の応答，Zrr はモル濃度 Mrr の基準物質の検出部の応答，Man は測定対象物質のモル
濃度（mol/L），Mrr は基準物質のモル濃度（mol/L），aan は測定対象物質のモル感度係数，arr は基準物質のモル感度係
数である。
　この基準物質に対する測定対象物質の RMS が決定されると，以下の式に基づき，基準物質と RMS から測定対象物質
のモル濃度（Man）を算出することができる22）：

 

　RMS を算出するためには，純度が明確な測定対象物質を入手する必要はあるものの，一度，基準物質に対する測定対
象物質の RMS が明確となれば，RMS を算出した測定条件と同一条件を用いる限り，基準物質と RMS から測定対象物質
の継続的な定量が可能である点が RMS 法の大きな利点である。この方法は，特に，定量用標品の入手が困難な化合物の
分析において強力なツールとなり得る。また，RMS は測定条件が一定であれば安定した値を示すため，日常分析における
再現性も確保しやすい。特に，基準物質に正確な純度や不確かさが付与された CRM を用いることにより，測定対象物質
の計量トレーサビリティを確保した定量が可能となる。また，測定対象物質の物理化学的特性などに応じて CRM を1種類
または2種類のみ選択して使用すれば良いため，新たな CRM の開発は不要となる場合が多い。さらに，定量値の計量トレー
サビリティを確保できる定量 NMR（qNMR）13, 24, 25）を活用すれば，CRM を使用せずとも，分析者が使用したい基準物質の
純度を qNMR により妥当な手順で値づけすることで，正確な定量に資する基準物質としての利用も可能となる。また，基準
物質に関する利点のみならず，現在使用している装置や測定条件に分析上の問題が生じていなければ，これら既存の装置
や測定条件をそのまま利用できるため，新たな装置の導入や測定条件の変更等は不要である。従って，分析法の移行や検
証に伴うコストと時間を大幅に削減することが可能となる。これらの特徴から，RMS を用いた分析法は，特に食品分析や環
境分析など多成分を測定対象とし，かつそれらの定量用標品の入手が困難な場合の分析において強力なツールと言える。

RMS法とは2.

量精度に大きく影響しうる。このような化合物の試薬を使用する際には，適切な保存条件の設定と定期的な保存中の変化に
関する評価も必要となり，これらは分析現場では大きな負担である19-21）。
　こうした課題を解決する新たな分析手法として，近年，相対モル感度（Relative Molar Sensitivity; RMS）を用いた定量
分析法（RMS 法）が注目を集めている22）。そこで本稿では，著者が進めている測定対象物質の定量用標品を必要としない
分析法の確立や応用に関する検討の一環として，相対モル感度を用いた食品・医薬品関連成分分析に関する研究を紹介
する。
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図1　アクテオシド，ペダリイン及びMHBの化学構造

  著者は，RMS 法の特徴に着目し定量用標品の入手が困難または高価な食品成分を対象とした分析法の開発に取り組ん
でいる。その一例として，アクテオシド及びペダリインを対象とした分析法の確立について紹介する26）。著者の所属研究室
では，ゴマ（Sesamum indicum L.）葉に含まれる3種のイリドイドや8種のポリフェノールの化学的特性を解明し，それらの
1,1-ジフェニル-2-ピクリルヒドラジル（DPPH）ラジカル消去活性，酸素ラジカル消去活性，in vitro での抗糖化活性，各成
長段階における各化合物の含有量の変化，ゴマ植物におけるアクテオシドの蓄積と細胞内局在などの生物学的活性に関す
る研究に取り組んできた27-29）。同定されたポリフェノールのうち，アクテオシド及びペダリイン（ペダリチン-6-O-グルコシド）
は，ゴマの葉において，それぞれ主要なフェニルエタノールグリコシドとフラボノイドグリコシドである（図1）。特にアクテオ
シドは，パーキンソン病30）やアルツハイマー病31, 32）等の神経疾患に対する保護効果なども報告されており，この化合物は
医薬品シーズとしての可能性が期待されている28）。一般に，アクテオシドの定量には，HPLC33, 34）や LC-MS/MS35）などの
クロマトグラフィーが用いられてきた。しかし，アクテオシドの試薬は市販されているものの比較的高価であり，CRM は市
販されていない。また，ペダリインの試薬や CRM は市販されていない。そこで，両化合物の信頼性の高い定量分析を可
能とする方法として，RMS 法の適用が有用と考え，これらの分析法の確立に取り組んだ。　

  まず，測定対象物質であるアクテオシドは市販試薬を，ペダリインはゴマ葉より単離・精製したものを用い，基準物質に
は，安価で安定性が高く，RMS 法の基準物質としての利用例が多い p-ヒドロキシ安息香酸メチル（MHB）（市販試薬）を
選択した。また，RMS の算出にあたっては，図2に示すステップに基づき，基準物質に対する正確な RMS の算出及びそ
の正確性の評価を行った。まず，ステップ1として，測定対象物質の試薬や単離品の純度を明確にするため，qNMR のうち，
1H 核を利用した1H-qNMR を活用することとした。1H-qNMR は測定対象物質の絶対純度を評価できる方法の一つであり，
CRM を内部標準物質として用いることで，測定対象物質の信頼性の高い絶対純度の算出が可能である13, 24, 25）。この手法
により各測定対象物質及び基準物質の試薬や単離品の純度を決定した後，ステップ2として，MHB に対するアクテオシド
及びペダリインの RMS の算出に関する検討を行った。RMS の算出については，測定対象物質及び基準物質の HPLC に
おけるピーク面積比を用いる方法36）や測定対象物質及び基準物質の検量線の傾きの比から求める方法37）があるが，本検
討では後者（図3）を採用した。具体的には，
　① 1H-qNMR で決定した純度に基づき各濃度の検量線用標準溶液の調製
　② 標準溶液の HPLC 分析
　③ 得られたデータに基づき原点を通る各検量線の作成・直線性の評価（図4）
　④ 検量線の傾きの比から RMS の算出
の順に実施し，MHB に対するアクテオシド及びペダリインの RMS は，表1に示す値を得た。HPLC 条件の詳細は，既報26）を
ご覧いただきたい

RMS法を用いたゴマ葉などに含まれるアクテオシド及びペダリイン分析法の確立3.

アクテオシド ペダリイン MHB
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図2　RMSの算出及び正確性評価の流れ

図3　測定対象物質及び基準物質の検量線の傾きの比から求めるRMS

図4　アクテオシド，ペダリイン及びMHBの検量線

ステップ１　測定対象物質，基準物質の試薬の正確な純度の明確化
　　　　　　  ■1H-qNMRなどによる純度の算出
　　　　　　  ■認証標準物質の使用

ステップ2　 基準物質に対する測定対象物質のRMSの算出
　　　　　　  ■HPLCにおけるピーク面積比
　　　　　　  ■検量線の傾きの比

ステップ3　RMSの正確性の評価　
　　　　　　  ■従来法との定量値の比較による評価
　　　　　　   ・既知濃度の測定対象物質を添加したモデル試料による評価
　　　　　　   ・測定対象物質を含む実試料による評価

基準物質の検量線
y =Bx

測定対象物質の検量線
y =Ax

RMS = 測定対象物質の検量線の傾き
基準物質の検量線の傾き

アクテオシド

y = 4671.3x
R2: 0.9999

y = 14431x
R2: 0.9999

y = 6428.0x
R2: 0.9999

MHB

ペダリイン
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図5　アクテオシド及びペダリインを含有する食品試料の代表的なクロマトグラム
上段：乾燥ゴマ若葉粉末（検体1），下段：青汁粉末（検体1）

　次に，ステップ3として得られた RMS の正確性を評価するため，3種類の乾燥ゴマ葉粉末と2種類の青汁粉末を試料と
して，RMS 法及び従来の絶対検量線法（測定対象物質の定量用標品を用いる方法）におけるアクテオシド及びペダリイン
の定量値を比較した。試料のうち乾燥ゴマ葉粉末（検体1）及び青汁粉末（検体1）の代表的なクロマトグラムを図5に示す。
その結果，表2に示すように，すべての試料において，両法による定量値に大きな差は認められず，得られた RMS の正確
性が実証された。このように，本検討により，MHB を基準物質として用いることで，アクテオシド及びペダリインの計量トレー
サビリティを確保した正確な定量分析法を確立できた。本検討では，MHB の純度算出において1H-qNMR を利用したが，
MHB の CRM は市販されているため，これを活用することにより，1H-qNMR を行わずとも効率的なアクテオシド及びペダ
リインの定量が可能となる。また，本検討で確立した分析法は，アクテオシドやペダリイン以外の類縁化合物等の分析にも
応用可能であると考えられる。これらの化合物について適切な RMS を決定することにより，ゴマ葉に含まれる多様な機能
性成分の網羅的分析が効率的に実施できるようになると期待される。

表１　MHBに対するアクテオシド及びペダリインのRMS

アクテオシド 0.727

基準物質

ペダリイン 2.25

MHB

アクテオシド

アクテオシド

ペダリイン

ペダリイン
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（B）

乾燥ゴマ若葉粉末（検体１）
試料 ペダリイン含量（µg/kg）

RMS 法 従来法

9.9

2.6
10.7

1.8
2.4

ペダリイン含量（µg/kg）
10.0

2.6
10.8

1.8
2.4

RSD（%）
0.3

1.5
3.3

0.5
0.2

RSD（%）
0.2

1.5
3.2

0.5
0.2

乾燥ゴマ若葉粉末（検体３）
乾燥ゴマ若葉粉末（検体２）

青汁粉末（検体1）
青汁粉末（検体2）

　著者は，株式会社日立ハイテクアナリシスとの共同研究において，治療薬物モニタリング（TDM）対象薬物をはじめとする，
医薬品関連成分の血中薬物濃度測定への RMS 法の応用に関する検討も進めている38）。薬物療法における薬物の有効性
や副作用は，個々の患者間で異なる場合がある39）。同一投与量であっても，体重，年齢，基礎疾患，併用薬など，各患
者に特有の要因による血中薬物濃度の違いから，異なる効果が生じ得る。特に，有効かつ安全な濃度域（治療域）が狭い
薬物は，TDM を通じて血中薬物濃度を適切に維持管理する必要がある40）。TDM では，個々の患者に対して効果的かつ
安全な薬物療法を提供するために，血中薬物濃度を測定し，投与された薬物の治療効果と副作用を評価する39, 40）。この
情報は，各患者のために投与量や投与方法を最適化するために非常に重要である。血中薬物濃度は，主に酵素結合免疫
吸着法（ELISA）41, 42），蛍光偏光免疫測定法（FPIA）43），及び酵素増幅免疫測定法（EMIT）44）などの免疫学的手法によっ
て測定されることが多い。しかし，これらの方法では，分析対象物質に対する抗体が市販されていない場合，測定が困難
である。また，少量の検体ではキットの効率的な使用が難しいという課題もある。一方で，HPLC は，様々な医薬品関連
化合物に対して高い分析精度を提供する迅速かつ簡便な技術であり，最適化された HPLC 条件により，生体試料中の医
薬品，化学物質，及びそれらの代謝物の分離が可能となる45-51）。また，株式会社日立ハイテクアナリシスは，医療機関に
おける血中薬物濃度測定に特化した高速液体クロマトグラフ（LM1010）を開発し，この HPLCシステムは従来法との比較
等によりその有用性が報告されている50-53）。この HPLCシステムは，通常の HPLCと比較し，分析前のコンディショニング
から測定，データ解析までが自動化されており，オペレーターの知識や経験に左右されずに安定した測定結果を提供する
ことが可能である。また，測定時間は1検体あたり約7分と迅速であり，カラム洗浄・再平衡化時間を含めても効率的な
分析が可能である。この装置により，医療機関では血中薬物濃度を迅速に評価できるようになり，薬物濃度測定における
HPLC の重要性はさらに増していくものと予想される。ただし，希少または高価な標準物質の使用は，使用者にとって経済
的負担となる場合がある。また，不安定な薬物では，標準物質自体が保存中に分解するリスクがあり，標準物質の管理・
供給や分析自体の信頼性に問題が生じ得る。このような課題に対しRMS法が適用できれば，複数の高価な標準物質の購入・
管理が不要となり，医療機関の経済的負担を大幅に軽減でき，測定可能な分析対象の拡大にも資すると考えられる。つまり，
LM1010と RMS 法の組み合わせは，医療機関における血中薬物濃度測定の精度，効率性，及び経済性を大幅に向上させ，
患者個々に最適化された薬物療法の実現に貢献すると期待される。
　著者は，血中薬物濃度測定の信頼性と効率性を向上させるために，カルバマゼピン，フェニトイン，ボリコナゾール，ラ
モトリギン，メロペネム，ミコフェノール酸，リネゾリド，バンコマイシン，及びカフェイン（図6）を対象とし，RMS 法による
これらの定量分析法の確立に向けて検討を行った。なお，本検討では，CRM の入手が可能であり安定なカルバマゼピン
及びカフェインを基準物質として選択した。RMS 算出や正確性の評価にあたっては，図2のステップに従って実施すること
とし，測定対象物質及び基準物質の CRM の認証純度に基づいて調製された各検量線用標準溶液を，既定の測定条件に
よりLM1010（評価機）で分析した。その後，各検量線を作成し，その傾きの比（測定対象物質 / 基準物質）から各基準物
質に対する測定対象物質の RMS を算出した結果，表3に示す値を得た。また，得られた RMS の正確性評価については，

RMS法の医薬品関連成分分析への応用4.

表2　RMS法及び従来法における食品試料中のアクテオシド（A）及びペダリイン（B）含量の比較
（A）

乾燥ゴマ若葉粉末（検体１）
試料 アクテオシド含量（µg/kg）

RMS 法 従来法

125

13.9
76.5

13.8
12.5

アクテオシド含量（µg/kg）
125

13.9
76.5

13.8
12.5

RSD（%）
1.5

3.2
1.3

0.7
0.3

RSD（%）
1.5

3.1
1.3

0.7
0.7

乾燥ゴマ若葉粉末（検体３）
乾燥ゴマ若葉粉末（検体２）

青汁粉末（検体1）
青汁粉末（検体2）
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図6　測定対象物質9種の化学構造

表3　各基準物質に対する測定対象成分9種のRMS

メロペネム

カルバマゼピン

ミコフェノール酸

フェニトイン

リネゾリド

カフェイン

ボリコナゾール

バンコマイシン

ラモトリギン

カルバマゼピン 1.00

0.666

0.881

1.59

0.917

2.44

1.45

0.826
0.212

4.72

3.15

4.16

7.53

4.33

11.53

6.84

3.90
1.00

フェニトイン

ラモトリギン

ミコフェノール酸

バンコマイシン

ボリコナゾール

メロペネム

リネゾリド

カフェイン

カルバマゼピン
基準物質

カフェイン

カルバマゼピン，フェニトイン，ボリコナゾール，メロペネム，ミコフェノール酸，リネゾリド，及びバンコマイシンを対象に，
1点または2点の既知濃度で個別に添加したコントロール血清中の各薬物濃度を測定し，従来の絶対検量線法で得られた
結果との比較により検証した。結果の詳細は既報38）をご覧いただきたいが，これらの検証により，基準物質及びこれに対
応する RMS は正確であることが明らかとなり，カルバマゼピンまたはカフェインを基準物質とすることにより，RMS 法を用
いて測定対象物質の正確な定量が可能であることが示された。
　LM1010 HPLCシステムは，救急や集中治療のような医療現場で活用されつつあり，TDM や薬物中毒に対する迅速な
診断等において，その有用性がさらに高まるものと予想される。その際に，1つの安定かつ正確な純度が付与された基準
物質からあらゆる測定対象物質の測定を可能とする RMS 法が適用できれば，測定対象物質ごとの検量線の作成は不要で
あるため，分析工程の簡略化や総分析時間の短縮化を図りつつ，信頼性の高い定量値に基づく薬物投与量の適切な調整
が可能となり，薬物治療の有効性や安全性の更なる向上に貢献すると期待される。
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