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The internal standard methods are known to compensate for the errors from sample preparation and injection into
an analytical instrument. However, recent HPLC apparatuses have injectors of excellent repeatability and it is dubious
whether the cancellation of injection error can lead to substantial improvement in the precision of analysis. This paper
answers the above question experimentally and theoretically. The HPLC analysis of butylscopolamine bromide is taken
as an example. The relative standard deviations (RSD) of measurements in the internal standard method and absolute
calibration curve method are compared and the advantages of these methods are discussed. The measurement RSD is
shown to be well estimated by the (function of mutual information) (FUMI) theory without repeating measurements.
This report also demonstrates simple equations for calculating the measurement RSD at an arbitrary concentration of
analyte and for selecting the better method between the internal standard method and absolute calibration curve method
under speciˆc experimental conditions.
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緒 言

内標準法では，分析対象物質の測定値と内標準物

質の測定値の比をとることにより，試料溶液の調製

誤差と分析機器への注入誤差を大幅に低減できるこ

とはよく知られている．内標準法が調製誤差を相殺

するための有効な手段であることは，実験的・理論

的に証明されている．1)しかし，最近の HPLCの注

入精度は非常に優れているため，注入誤差を相殺す

ることが内標準法の分析精度の向上につながるかど

うかは疑問である．

本研究では，分析精度を基準にして，注入誤差に

対する内標準法の有効性を検討する．実験計画によ

り調製誤差を除き，注入誤差だけに焦点を当てる．

有効性の判断基準としては，分析値の RSD（相対

標準偏差）を用いる．分析法の設計では多くの場

合，調製誤差，注入誤差，測定誤差を見積もり，絶

対検量線法又は内標準法を選択するであろう．本論

文は，繰り返し実験なしに，それぞれの方法の定量

精度を見積もる簡便な方法を提供する．

副交感神経遮断薬である臭化ブチルスコポラミン

（ブスコパン）の HPLC 分析を例として取り上げ

る．内標準物質を添加した臭化ブチルスコポラミン

溶液に対して繰り返し HPLC測定（n＝8又は 7）

を行い，測定値の比の RSDを求める．いくつかの

濃度で対応する絶対検量線法の RSDと比べ，上の

疑問に答える．

分析対象の濃度に対する繰り返し実験結果

（RSD）のプロットを精度プロットと言う．精度プ

ロットを描くことにより，広い濃度範囲での内標準

法と絶対検量線法の精度の比較が可能となる．しか

し，精度プロットを繰り返し実験によって描くこと

には，次の 2つの重大な問題がある：1) 繰り返し

実験から精度プロットを作成するには，各濃度で十

分な数の繰り返し実験が必要であり，多くの時間，
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エネルギー，試薬などを費やす；2) 少数の繰り返

し実験から求めた RSDの信頼性は低いため，精度

プロット上で RSDの変化を確実に示すには，多数

の実験が必要である．

特に，2)は重要である．F検定（0.1％の危険率）

によれば，7 回の繰り返し実験から求めた RSD

（厳密には SD）は，3倍以上異なっている場合に限

り，有意に差があると言える．一方，30回の繰り

返し実験では，1.5倍以上が有意差の条件である．

7回の実験から求めた RSDに 3倍の違いがあった

としても，確実に言えることは 2つの RSDが同じ

ではないことであり，必ずしも 3 倍違うことでな

い．一方，1 つの RSDを知るために，同じことを

30回も繰り返すのは効率のよい実験とは言えない．

上記の欠点を補うために，本研究では，FUMI理

論（Function of Mutual Information)1)を用いる．

FUMI理論では，繰り返し測定なしに，1つのクロ

マトグラムのシグナルとノイズから，測定値の

RSD が得られる．この RSD の信頼性は，30―50

回の繰り返し測定からの RSDの信頼性に匹敵する

が，FUMI理論には誤差の確率論的モデルが必要で

ある．精度プロットは，濃度の関数として曲線で表

示できる．

本文中で，FUMI理論に基づき，任意のサンプル

濃度で内標準法の RSDを計算する方法，絶対検量

線法と内標準法の中で精度の高い方を選ぶ簡便な方

法，貴重な内標準物質（例えば，同位体置換体）の

必要最低量を計算する方法などを示す．機器分析一

般の精度を理論的に扱った本1,2)はあるが，HPLC

の精度に関する論文3―9)は多くはない．特に，

HPLCにおける内標準法の精度を扱った論文10―12)

は少ない．本研究の理論は文献 12に基づいている．

実 験

臭化ブチルスコポラミン及び p-ヒドロキシ安息

香酸ブチル（内標準物質）は和光純薬工業株式会社

製を用いた．その他の試薬は市販特級品を使用した．

HPLCは以下の条件とした．装 置：Agilent社

製 SERIES1100，検出器：紫外吸光光度計（測定

波長：220 nm），カラム：資生堂 CAPCELL PAK

UG (4.6 mmI.D.×250 mm），カラム温度：40°C，

移動相：ラウリル硫酸ナトリウム 1.0 gに水 350 ml

及びメタノール 650 mlを加えて溶かし，リン酸で

pH 3に調節する，流速：0.8 ml/min．

臭化ブチルスコポラミン溶液の濃度は，3.68 mg/

l, 1.84 mg/l, 0.92 mg/l, 0.552 mg/l, 0.184 mg/lとし

た．内標準溶液の濃度は，5.33 mg/l, 0.267 mg/l,

0.107 mg/lとした．この臭化ブチルスコポラミン溶

液 5 mlと内標準溶液 3 mlを混合し，計 15 種類の

溶液を作った．オートインジェクターによりこの混

合溶液 10 mlを HPLCに注入して，それぞれの溶液

につき 8又は 7個のクロマトグラムを得た．上記の

溶液の濃度は，FUMI理論に基づいて求めた検出限

界1)を参考にして設定した．内標準法の RSD 推定

と検出限界の算出には，FUMI 理論の市販ソフト

MAY2000（ヤザワ）を用いた．

理 論

内標準物質を既に加えてある試料を HPLCで繰

り返し測定すると，調製誤差は存在しないと考えら

れる．この場合の絶対検量線法では，分析対象にな

っている物質の測定値（面積など）の RSDは次式

のように与えられる．

( 分析対象

測定値の RSD)
2

＝( ノイズによる

分析対象測定値の RSD)
2

＋(注入量の RSD)2 (Eq.1)

一方，内標準法では，分析対象となる物質と内標準

物質の注入誤差が相殺されるため，これらの測定値

の比の RSDは Eq. 2で表せる：

( 分析対象測定値内標の測定値
の RSD)

2

＝( ノイズによる

分析対象測定値の RSD)
2

＋( ノイズによる

内標測定値の RSD)
2

(Eq.2)

注入誤差が相殺される代わりに，分析対象物質と内

標準物質の測定誤差が内標準法の最も重要な誤差と

なる．

内標準法が絶対検量線法より精度が高いことを，

RSDを用いて表現すると

( 分析対象

測定値の RSD)
2

( 分析対象測定値内標の測定値
の RSD)

2

(Eq.3)
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となる．Eqs. 1と 2を Eq. 3に代入すれば，内標準

法の精度が高い条件は，

(注入量の RSD)2( ノイズによる

内標測定値の RSD)
2

(Eq.4)

となる．調製を含む一般的な分析における条件は

Eq. 8で示す．

絶対検量線法の精度プロットでは，分析対象の濃

度を変化させるため，Eq. 1を Eq. 5のように少し

変形して用いる：

( 分析対象

測定値の RSD)
2

＝( ノイズによる分析対象測定値の SD
分析対象測定値 )

2

＋(注入量の RSD)2 (Eq.5)

内標準物質の精度プロットでは，内標準物質の量は

一定とするが，分析対象の濃度を変化させるため，

Eq. 2を Eq. 6のように少し変形して用いる：

( 分析対象測定値内標の測定値
の RSD)

2

＝( ノイズによる分析対象測定値の SD
分析対象測定値 )

2

＋( ノイズによる

内標測定値の RSD)
2

(Eq.6)

検量線を使って，測定値を濃度に変換すれば，Eqs.

5と 6の左辺を濃度の関数として計算できる．

一般的には，絶対検量線法は調製誤差を含むの

で，分析対象の測定値の RSDは Eq. 7となる：

( 分析対象

測定値の RSD)
2

＝( ノイズによる

分析対象測定値の RSD)
2

＋(注入量の RSD)2＋( 分析対象の

調製誤差の RSD)
2

(Eq.7)

上と同じ考察により，内標準法の RSDが絶対検量

線法の RSDより小さくなる条件は Eq. 8となる：

(注入量の RSD)2＋( 分析対象の

調製誤差の RSD)
2

( ノイズによる

内標測定値の RSD)
2

(Eq.8)

内標準法と絶対検量線法の精度の差は，調製・注入

時の誤差とノイズに起因する測定誤差の相対的大き

さで決まる．

結 果 と 考 察

Figure 1Aは内標準物質（保持時間約 9.5分）の

濃度が濃いとき（5.33 mg/l）のクロマトグラムで

あり，Fig. 1Bはこの濃度が薄いとき（0.107 mg/l）

のクロマトグラムである．臭化ブチルスコポラミン

（保持時間約 13分）の濃度はどちらでも同じである．

Figure 1Bの内標準のピークは小さく，ノイズの影

響を受けやすいため，測定値の誤差（RSD）は大

きいと考えられる．分析の基準となるピークの測定

誤差が大きければ，内標準法の測定値の RSDも大

きくなると容易に想像できる．以下で，このような

精度に関する事実を検証する．

内標準法の RSDは Eqs. 2又は 6，絶対検量線法

の RSDは Eqs. 1又は 5で記述できる．まず，これ

らの理論式が現実に合うことは，Fig. 2の内標準法

と絶対検量線法の精度プロットから分かる．左側

（A, B, C）はピーク高さ測定であり，右側（A′, B′,

C′）は全面積測定である．A, B, Cの順に内標準物

質の濃度が低くなっている．どの条件においても，

内標準法の RSD（o：実験，Q：理論（Eq. 6））も

絶対検量線法の RSD（：実験，―：理論（Eq. 5））

も理論と実験がよく一致している．B′と C′は理論

と実践が異なっているように見えるかもしれないが，

n＝8の場合，RSD推定値（○又は●）の 95％信頼

区間は約±50％であるので，誤差範囲内で理論と実

践は一致していると言える．Figure 2の理論曲線は

実験結果に対するフィッティングではない．1つの

クロマトグラムから FUMI理論に基づいて計算し

た結果である．

Figure 2のすべての精度プロットには共通する点

がある．

：分析対象の濃度が高くなるに従って，分析値の

RSDは小さくなる（Q と―），

：絶対検量線法の精度（又は―）を比べると，

高さ測定の RSD の方が，全面積測定の RSD より

小さい，

：内標準物質の濃度が最も高いとき（Aと A′）

は，内標準法と絶対検量線法の RSDはほとんど等

しい（Qと―は重なっている）が，この濃度が低く

なると（C と C′），内標準法の RSDの方が大きく

なる．

共通点 Aは，大部分の機器分析で成り立つこと
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Fig. 1. Chromatograms of Butylscopolamine Bromide with Internal Standard of DiŠerent Concentrations
The concentration of butylscopolamine bromide is 0.552 mg/l for A and B. That of the internal standard is 5.33 mg/l for A and 0.107 mg/l for B.

352 Vol. 123 (2003)

が知られている．1) HPLCでは，ノイズの性質によ

り，高さ測定が優っている場合が多い．1)共通点 C

より，分析対象のピークの大きさとは無関係に，内

標準物質のピークは高い方が測定精度が高いことが

分かる．注入誤差を相殺する目的で，内標準法を使

っても RSDは小さくならないと判断できる．理由

は，最近の HPLC は注入精度が高いからである

（約 0.3％RSD）．

HPLC分析の RSDを，繰り返し測定なしに計算

で予測することは不可能であると長く思われてい

た．しかし，Fig. 2の理論曲線を得るのは簡単であ

る．絶対検量線法の RSD（Eqs. 1 又は 5）は

FUMI理論（実際にはソフト MAY2000）から直接

計算できる．1つのクロマトグラム中の分析対象の

ピーク，内標準のピークをそれぞれマウスで囲み，

面積と高さ測定値を得る．次に，ベースラインノイ

ズを解析すると，ノイズによる分析対象測定値の

SD と RSD が計算・表示される．すると，注入量

の RSDが分かれば，Eqs. 1と 5の右辺が計算でき

る．

内標準法では，Eq. 2により，ノイズによる分析

対象測定値の RSD とノイズによる内標測定値の

RSDが分かれば，測定値の比の RSDは計算できる．

Equation 2 の右辺の第 1 項と第 2 項は，上と同様

にMAY2000で計算できるので，この実験条件での

測定値の RSDは分かる．

濃度による RSD の変化を知るときには，Eq. 6

を用いる．ここでも，1つのクロマトグラムだけで

計算が可能である．MAY2000により，分析対象物

質のピークからノイズによる測定値の SD（右辺第

1項の分子）が得られる．この SD値は，分析対象

の濃度を変えても一定である．なぜならば，ノイズ

はピークの大きさ（つまり濃度）とは無関係だから

である．ノイズによる内標測定値の RSDは定数で

あり，これも MAY2000から求まる．すると，Eq.

6の右辺第 1項の測定値を検量線で濃度に変換すれ

ば，RSDを分析対象の濃度の関数として記述でき

る．

内標準法か絶対検量線法かを選ぶときの基準は，

Eqs. 4 又は 8 である．Equation 4 によれば，ノイ
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Fig. 2. Precision Plots for Internal Standard Method and Absolute Calibration Curve Method in HPLC Analysis of Butylscopola-
mine Bromide

o and Q : RSD estimates for internal standard method. and―: RSD estimates for absolute calibration curve method. o and : RSD estimates by repeated
measurements (n＝8 or 7). Q and―: theoretical RSD estimates by the FUMI theory. Left side (A, B and C): peak height measurement, right side (A′, B′and C′):
whole area measurement. A and A′: internal standard of high concentration (5.33 mg/l), B and B′: internal standard of middle concentration (0.267 mg/l), C and
C′: internal standard of low concentration (0.107 mg/l).

353No. 5

ズによる内標準物質の測定値の RSDが，注入量の

RSDより小さければ，内標準法は有効である．し

かし，本研究（Fig. 2）では，実行したすべての実

験条件で内標準法が有効ではないと言う結果が得ら

れた．そこで，調製誤差も考慮した判定基準（Eq.

8）を以下で考察する．

Equation 8の各項は次のように求まる．

（注入量の RSD)：通常は約 0.3％RSD であるが，

カタログ値．繰り返し測定などからも分かる，

（分析対象の調製誤差の RSD)：絶対検量線法での

繰り返し実験から求まるが，経験的にも推定できる，

（ノイズによる内標測定値の RSD)：FUMI 理論
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（実際はMAY2000）で求まる．

10％RSD は IUPAC の定量下限の定義である．

そこで，調製誤差が 10％RSDの場合を考察する．

この条件で得たクロマトグラム中の内標準物質の

ピークを FUMI 理論で解析すれば，ノイズによる

内標測定値の RSDが得られる．例えば，この RSD

を 1％とする．注入の RSDは小さいので無視する

と，Eq. 8の左辺は 100，右辺は 1となり，内標準

法の優位性は際だっている．

内標準物質と分析対象がほとんど同じ挙動を示す

ことが前提条件であるが，一般に調製誤差が 1％

RSD以上である実験では，内標準法を使う意味が

あると思える．もちろん，ノイズによる測定値の

RSD（Eq. 8の右辺）が，調製の RSD（Eq. 8の左

辺）よりかなり小さくなるように，FUMI理論を参

照して，内標準物質の濃度を定める必要がある．

ここまでは調製誤差を対象にしたが，次は測定誤

差を論じる．HPLCの測定誤差が 10％RSDくらい

の低濃度サンプルでは，内標準法は効果的ではない．

Equation 8 から，内標準法が絶対検量線法より有

利であったとしても，内標準法の RSDは Eq. 2か

ら推定する．ノイズによる内標測定値の RSDを 10

％とすると，Eq. 2の右辺第 1項は（分析対象物質

のピークがいくら大きくても）正であるので，左辺

の RSDは 10％以上になる．IUPACの定量分析の

基準は RSDが 10％以下であるから，この内標準法

は定量分析としては誤差が大きすぎると判断される．

貴重な内標準物質の必要最低量を知ることも興味

深い．上の結果から，内標準物質の濃度を低くする

と，内標準法の RSDは大きくなる（共通点 C）の

で，許容できる最大 RSDで，内標準物質の最低濃

度を求めることが問題である．分析対象の予想最低

濃度における測定値の RSDが 2％，内標準法の許

容できる RSD が 3％の場合を想定する．Equation

2より 32－22＝( 5 )2となり，ノイズによる内標測

定値の RSDが 5となるような濃度が最低濃度で

ある．この濃度は次の式から求められる：

( ノイズによる

内標測定値の RSD)
＝( ノイズによる内標測定値の SD

内標測定値 )
(Eq.9)

上で議論したように，右辺の分子（ノイズによる

内標測定値の SD）は，MAY2000 により，内標の

ピークから直接得られる．左辺を 5とし，式を解

けば，内標測定値が求まる．検量線を使って，この

測定値に対応する濃度を計算すれば，これが求めて

いる内標準物質の最低濃度である．

絶対検量線法（Eq. 7）と比べると，内標準法の

RSD（Eq. 2）は調製と注入による誤差を含まない

代わりに，内標準物質のノイズによる測定誤差を含

む．そのため，ノイズによる内標準物質の RSDが

小さい方がこの方法の RSDは小さい．これは，サ

ンプルに加える内標準物質の濃度は高い方が有利で

あることを示している．実際には分析対象物質と同

じくらいのピークになるように内標準物質の量を決

定することが多い．これは，解析の容易さ，縦軸の

スケールなどの理由が考えられる．これらの条件が

満たされれば，精度の点からは内標準物質の濃度は

高い方がよい．

1 ml の HPLC 注入で同様な実験も行った．ただ

し，10 倍濃い溶液を使用した．しかし，その結果

は 10 mlの結果（共通点 AC）とほぼ同じであった．

1 ml注入の精度も十分に高いことが分かる．

結 論

本研究の結論として，

用いた HPLC の注入精度は高く，注入誤差を相

殺する目的で内標準物質を使っても，分析精度は向

上しない；

内標準物質のピークが小さいと，内標準法の

RSDが，対応する絶対検量線法の RSDより大きく

なることがある；

が得られた．最初の結論は，内標準物質を測定の直

前（調製の最後）に加えるのは意味がないことを示

している．

FUMI 理論を用いると，繰り返し測定なしに，

HPLC における内標準法の RSD を推定できる．

Equation 8 により，内標準法と絶対検量線法のう

ちで精度の高い方を選ぶことができる．また，実験

計画の助けにもなると考えられる．
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