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脂肪酸分析 は意外 と簡単

市原　謙
一

　生命科学 の 領域 で 仕事をして い る 人 で あ れ ば，タ ン パ

ク質 や 核酸 の 分析 は な じみ 深 い もの で あ り，身近 に 感 じ

られ る こ と で あ ろ う．そ の よ うな水 溶 性 の 生 体物質 を研

究対象 に して い る 人 が 仕事の な り行 きか ら脂 質や 脂肪酸

の 分析 が 必要 に な っ た時，や や もす る と取 りかか る こ と

に 躔躇 され る の で は な い だ ろ うか ．実際 生体 の 主 要構

成成分 とい っ て も脂質や 脂肪酸は扱 っ た こ とが ない とい

う人が ほ と ん ど で あ ろ う．しか し，脂質や 脂肪酸 の 分析

は 水溶性物質 を 扱 っ て い る研 究 者 ・技術者 が 敬遠す る ほ

ど扱 い に くい もの で は な い し，対象に よ っ て は きわめ て

単純 な操作で す ませ る こ とが で きる．た とえば，サ ラ ダ

油の 脂肪酸組 成 を 分 析 す る場合 で あ れ ば，油を試薬 と混

合す る だ け で グ リ セ リ ド脂肪酸 を脂肪酸 メ チ ル に 誘導

し．ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ （GC ）に かけて 組成 を調べ る

こ と が で き る．こ の よ う に 脂肪酸分析 に は 設備 と し て

GC を必要 とす る が，分析の ポ イ ン トは GC 分析 の 前処

理 と して 脂肪酸メ チ ル を調製す る段 階 で あ る．GC を装

備 し な い 研 究 室 で も，脂肪酸 メ チ ル が 調製 で きれ ば，

GC を持つ ほ か の研 究室 や 研究機関 に 分析 を依 頼 した り

GC を使わ せ て もら うこ とはで きる だ ろ うが ，脂肪酸メ

チ ル の 調 製 まで 頼 め る こ と は まれで あろ う．

　本稿 で は，脂質を専門分野 としな い 方 々 が，脂肪酸分

析 の 必 要 に 迫 られた ときに 強い 抵抗感な し に取 りか か れ

る き っ か け を提供 した い ．分析法の 詳細 は 実験 書
T・2），
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　脂質を大別す る と，脂肪酸 を含む 脂質と含まない 脂質

（カ ロ チ ノ イ ドな ど） に分類 さ れ る．脂肪酸 を含む脂質

の 存在形態 と して は，（a ）共有結合 して い ない 遊離の 脂

肪酸，（b） グ リセ ロ ール と の エ ス テ ル （ト リ ア シ ル グ

リセ ロ
ー

ル や グ リ セ ロ リ ン 脂質），（c）グ リ セ ロ ール 以

外 の ア ル コ ー
ル との エ ス テ ル （ス テ ロ

ー
ル エ ス テ ル，ワ ッ

ク ス ），（d）ア ミ ド結合 した脂肪酸 をもつ ス フ ィ ン ゴ 脂

質 に分類 で きる．こ こ で は，脂質 （a）〜（c） を構成 して

い る脂肪酸の 分析法に つ い て 解説す る．

　オ
ー

ソ ドッ ク ス な脂肪酸分析 の 流 れ は，（1）試料 か ら

脂質 を有機溶媒で 抽出す る，（2）溶媒 を留去 し て 総脂

↓

GC 分析

質を得る，（3）総脂質か ら薄層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ （TLC ）

な ど で 目的 の 脂質を分画 ・単離す る，（4）得 ら れ た 脂

質か ら脂肪酸メ チ ル を調 製す る，（5）脂肪酸 メ チ ル を

GC で 分析する，とな る （表 1，手順 A ）．しか し，常 に

すべ て の 操作が 必要 とい うわ けで は な く，総脂質の 脂 肪

酸組成 を求め る時 は操作 （3）は不要 と なり，総脂質に対

して 誘導体化反応を施 せ ば よ い （表 1，手順 B ）．また，試

料が ポ テ トチ ッ プ ス や きな 粉 の よ うに乾 燥 し て い れ ば 抽

出操作 は 必要で ない し，最近 で は血 液 や菌体ペ レ ッ トの

ように水が主成分 で あ る よ うな試料で も，抽出操作 を省

い て直接誘導体化 し て 総脂質 や 膜 リ ン 脂 質 の 脂肪酸組成

を求め る こ とが で きる よ うに な っ て きた （表1，手順 C ）．

要す る に，試料 や 目的に よ っ て は，誘導体化試薬を加え

て 穏 や か な温 度 条 件 で 撹拌す る か 放置 して お くだ けで 脂

肪酸 メ チ ル を調製し，GC に供す る こ とが で き る．

　抽出　　工場レベ ル で ダイズ などの 油糧種子 か ら ト リ

ァ シ ル グ リセ ロ ール を 主成分 とす る 食用油脂 を抽出す る

と きに は ヘ キ サ ン が 用 い ら れ るが ，研究室 で 脂質 を 分析

す る場 合 に は，優 れ た 抽出効率 を示す ク ロ ロ ホ ル ムーメ

タ ノ
ール 混合 溶液が 用 い ら れ る．しか し最近 で は，毒性

や 環境 汚 染 の 観点か ら 1司等 の 抽 出 効率 を もつ tert一ブ チ ル

メ チ ル エ
ー

テ ルーメ タ ノ
ー

ル 系 が 提案さ れ て い る
5）．tert一

ブ チ ル メ チ ル エ
ー

テ ル は，ソ ッ ク ス レ
ー抽 出などで 使わ

れ る ジ エ チ ル エ
ー

テ ル に 比 べ て 沸点が 高 い （55°C） の で

引火 の 危険性が緩和 され る こ と に加えて，過酸化物を生

成 しに くい と い う安全性 の 利点が あ る．また，分層操作

の 時に 有機層が 上 層 と な る の で ，水層 の 下 に 来 る ク ロ ロ
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ホ ル ム の 場合 よ り回 収操作 が 容易で あ る．抽 出溶媒 に

は．試料に含まれ る 多価不飽和脂肪酸 の 自動酸化を 防 ぐ

た め，あ らか じめ o．oo1％程度 の 抗酸化剤 BHT （2，6−di−

tert−butyl−p −creso1 ）を加 えて お くの が 望 まし い が，　 GC

分析 で 中鎖脂肪酸 メ チ ル の 近傍 に 溶出す る の で 注意 が 必

要 で あ る．

　広 く使 わ れ て い る Bligh−Dyer 抽出法 の 概略は 以 下 の

とお りで あ る．「試料 に 含 まれる水 分を考慮 して ，ク ロ

ロ ホ ル ム 〆メ タ ノール f水 の 体積比が 1：2：0．8 とな る よ う

に溶媒 を 試 料 に 加 え て 混合す る．液相 は ，メ タ ノ ール が

多い の で ク ロ ロ ホ ル ム と水 が分離す る こ とな く1層とな

る．次 い で 上 記体積 比 が 2：2：L8 と な る よう に ク ロ ロ ホ

ル ム と水 を加 え て 撹 拌 し
．
濾過す る ．2 層 に 分離 した溶液

の 上 層 （水一メ タ ノール 層）を取 り除 き．脂質 を含 む ク

ロ ロ ホ ル ム 層 を回 収する」

　溶媒 の 留去　　抽 出 溶 液 は ロ ータ リー
エ バ ボ レータ ー

を用 い る か，窒素ガ ス を吹きつ けて 濃縮
・
乾固す る．完

全 に 乾固す る ため に は．減圧 デ シ ケーター
（2kPa ） で

さ ら に 20 分以．ヒ乾燥 さ せ る．得 ら れ た 総脂質 を 少量 の

ク ロ ロ ホ ル ム な ど に 溶か して 一20°C で 保存す る，こ こ に

含ま れ る 脂肪酸 の 組成は総脂質の 脂肪酸組成 と な る．

　分画
・単離　　抽出 した 総脂質 か ら大 き く，中性脂 質

リ ン 脂 質 な ど に分画す る 場合 と，よ り細 か く中性脂質 の

ス テ ロ ール エ ス テ ル ，トリア シ ル グ リセ ロ ール，遊 離脂

肪酸，ス テ ロ ー
ル ，リ ン 脂質 の ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ

ー

ル ア ミ ン，ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン，ス フ ィ ン ゴ ミエ リ ン

な ど各脂質を単離する 場合 とが あ る．シ リ カ ゲ ル を充填

し た 固相抽 出 カ ラ ム は 微妙 な 単離操作 に は 向か な い が ，

カ ラ ム に 溶液を流す だ け で あ るの で 簡単 に 分画が 行える
5）．

つ ぎに 具体例を示 し た シ リ カ ゲ ル TLC は どち らに も使

える．

　TLC ガ ラ ス プ レ ート 〔横 5cm ，縦 10　cm ，シ リ カ ゲ

ル 厚 0，25mm ） に，総脂質の ク ロ ロ ホ ル ム 溶液 を帯状

に 着点す る．試料 ス ポ ッ トの 横 に混ざ らな い よ うに 標準

品をス ポ ッ トし て お い て もよ い が，あ らか じめ 単離 した

い 脂質の 移動度を確 認して おけば，単離時に標準脂質 を

用 い る 必 要 が な く．混入の 危険は防げ る．こ の と き空気

中や 呼気の 水分 が シ リ カ ゲ ル に吸着す る と本来の 吸 着力

が落ちて リ ン 脂質な ど極性脂質 で は展開 が 乱 れ る の で ，

着点後 10分程度減圧 デ シ ケ
ー

タ に 入 れ て 乾燥す る．中

性脂質の 展開 に は こ の 乾燥操作 は 必 要 な い ．展 開 槽 と し

て イ ン ス タ ン トコ ーヒ ー
の 空 ビ ン など密栓 で きる広 ロ ビ

ン 〔無色透明の ビ ン が 展開を観察 しや す い ） に プ レート

が 5mm 程度浸 る よ うに展開溶媒 を人れ る．中性脂質 を

ス テ ロ
ー

ル エ ス テ ル ，トリ ア シ ル グリセ ロ
ー

ル ，遊離脂

肪酸 な どに 分離す る ときは，ヘ キ サ ン ftert一ブ チ ル メ チ

ル エ
ー

テ ル ！酢酸 （85：15：0．5，体積比）な ど，リ ン脂質

をホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ール ア ミ ン や ホ ス フ ァ チ ジ ル コ

リ ン な どに 分け る ときは，ク ロ ロ ホ ル ム ノメ タ ノ ー
ル ！

ア ン モ ニ ア 水 （65：35：5，体積 比）な ど を用 い る，展 開

は 10〜15分 で 終了す る．数分 問 ドラ フ トあ る い は減 圧

デ シ ケ
ータ で 溶媒 を蒸発 させ て か ら，0．001％ プ リム リ

ン の メ タ ノ ー
ル また は エ タ ノ

ー
ル 溶液 を軽 く噴霧する．

暗所，365nm の 紫外線 ラ ン プ下 で 蛍光 を検 出 し て 鉛 筆

で 印 をつ けて お き，目的 とす る シ リ カ ゲ ル の バ ン ドを削

り取 る．この と き刃先 の 鋭敏 な専用 の プ レ ートス ク レ
ー

パ ーか安全 カ ミ ソ リ 刃な ど を用 い ない とシ リ カ ゲ ル が 飛

び散る こ と に な る．シ リカ ゲ ル に 吸着 した脂質は そ の ま

ま脂肪酸メ チ ル に 誘導す る こ と がで きる
S）．

　脂肪酸メ チ ル の 調製　　脂肪酸 メ チ ル は，脂質試料 を

酸ま た は塩 基触媒を含む メ タ ノ
ー

ル に溶解 さ せ て 合成す

る．酸と して は HCI，硫酸 BF3 ，塩基 として は ナ ト リ

ウ ム メ トキ シ ド，KOH な どが 用 い られ る．　 KOH の メ タ

ノール 溶液 で は．生 成す る カ リウ ム メ トキ シ ドが 触媒作

用 を担 っ て い る と考え られ る．

　酸触媒 は，（a） エ ス テ ル 脂質とメ タ ノ
ー

ル と の エ ス テ

ル 交換反応 （メ タ ノ リ シ ス ），な ら び に （b）遊離脂肪酸

の メ チ ル 化 の 両反応 を触媒す る．一
方，塩基触媒存在

．
ド

で は （c） エ ス テ ル 脂質の メ タ ノ
ー

ル と の エ ス テ ル 交換

反応 の み が 進行する．遊 離脂肪酸の メ チ ル 化はで きな い ．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　H
．

（a）RCOOR ’
＋ CH30H 　

− 一一
＞ 　RCOOCH3 ＋ R ’OH

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　H
−

（b）RCOOH ＋ CHr．OH 　
− 一一

＞ RCOOCH3 ＋ 1．120

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 CH30
−

（c ） RCOOR ’
＋ CHr，OI　1 → 　RCOOCH3 ＋ R ’OH

　酸触媒に よ る遊離脂肪酸 の メ チ ル 化反応 は エ ス テ ル 交

換 反 応 よ り も速 い の で ，外見 上 エ ス テ ル 交換反応 とみ ら

れ る 脂肪酸 メ チ ル 合成反応 （a ）は，実際 に は微量混在

す る 水 に よっ て エ ス テ ル が そ の 酸触媒 の 存在下 に加水分

解 されたあ と［RCOOR ’
＋ H20 → RCOOH ＋ R ’OH ］，

遊離脂肪酸 の メ チ ル 化反応 （b）が 起 こ っ た結果 で あ る

と い う可能性 もあ る．

　酸触媒 と し て 作 用 す る H
』
に 対 し て ，メ チ ル エ ス テ ル

合 成 に 機能す る 塩基触媒は実質的 に は メ トキ シ ドイオ ン

CH30
一
で あ る．そ の た め，金属ナ ト リ ウ ム を無水 メ タ

ノ
ー

ル に 溶解す る こ とに よ っ て 無 水状態 で 調製 で きる ナ

ト リ ウ ム メ トキ シ ドの メ タ ノ ール 溶液 が，メ タ ノ リシ ス

の 反応 溶液 と し て 用 い られ て き た．一方，KOH や
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NaOH を用 い た場合 で は，解離 に よ り生成する水酸化物

イ オ ン OH が エ ス テ ル に作用 し，ケ ン 化反応 に よ り遊

離脂肪酸 （セ ッ ケ ン ） を 生 じ る と考え られ る．しか し，

こ れ らア ル カ リ金属 の 水酸化物を メ タ ノール に溶解する

と，平衡 ［CH30H ＋ OH
−
⇒ CH30

−
＋ H20 ］は メ トキ

シ ドイ オ ン の 生 成 に 偏 る た め ，こ の 溶液 に エ ス テ ル が 存

在す る とメ トキ シ ド イオ ン との 反応 （メ タ ノ リ シ ス）が

水酸化物 イ オ ン との 反 応 （ケ ン 化）よ りも 1000倍以上

早 く進行す る．した が っ て，反 応 時 間 な どの 条件設定を

誤 らなけれ ば KOH や NaOH の メ タ ノール 溶液を メ チ ル

エ ス テ ル 合成に 用 い て も実用上 は 問題 な い ．市 販 の

KOH や NaOH に は 水 が含 ま れ て お り，さ らに メ タ ノ ー

ル に溶解 させ る と メ トキ シ ドイ オ ン とともに水が 生成す

る こ と に な っ て 水酸化物イ オ ン が 増加する が，手軽 に 試

薬調製 で き る こ と もあ っ て 最 近 で は 広 く使 わ れ る よ うに

なっ て きた
6・7）．それ で も微量副生する 遊離脂肪酸も含め

て 分析 した い 場合や，もとの 試料 に 無視 で きない 量 の 遊

離脂肪酸 が 含 まれ て い る場合 に は，そ れ らを メ チ ル エ ス

テ ル に変換す る 必 要が あ る．遊 離脂肪酸の メ チ ル 化 は 酸

触媒 を 必要 と す る の で ，塩基条件で 反応 させ た後 に 中和

量 以 上 の 酸触媒 を加 え て 遊 離 脂 肪酸 を反応 させ る．こ の

操作 は 条件設定が 面倒 で あ り，場合 に よ っ て は危険 で も

あ る が ，エ ス テ ル 交換反 応 を含 め て こ の
一

連 の 操作を簡

便 か つ 効率的 に 行 う こ と が で き る試薬 キ ッ トも市販 され

て い る，市販 キ ッ ト も原 理 的 に は 同 じで あ る が 凍結乾

燥 した大腸菌や酵母．ラ ッ ト肝臓 などか らその まま脂質

抽 出 操作 をす る こ と な く脂肪酸 メ チ ル エ ス テ ル が 調製で

きる な ど，さ まざまな試料 に適用 で きるように最適化 さ

れ て い る
8〕．表 2に 酸触媒 と塩基触媒 の 特徴 を 比 較 し た．

　GC 分 析　　脂肪酸 メ チ ル を GC で 炭素数 二 重結合

の 数と位置な どの 違 い に よ っ て 分離す る た め，30〜50

m の 高極性キ ャ ピ ラ リ
ー

カ ラ ム ，た と え ば （50％ シ ア ノ

プ ロ ピ ル ）一メ チ ル ポ リ シ ロ キサ ン （商品名DB −23）など

が 用 い られ る．こ の ような高極性 カ ラ ム を用 い る と，脂

表 2．酸触 媒 と塩 基触 媒 の 特徴

塩基 触 媒

肪酸 メ チ ル は 炭素数 （気化 しや す さ） の 順番 に，同じ炭

素数 で あれば二 重結合数 の 少ない もの （極 1生の 低 い もの ）

か ら順 に 溶出す る．脂肪酸種 の 多い 試料 で 30分程度 の

分析時間 で あ る．定量 に は，脂肪酸 メ チ ル 1 ピーク あ た

り0．lpg くらい が適量 で あ る．定 量分析 に 広 く使 わ れ

て い る水素炎 イ オ ン 化検出器 で 得 られ た各脂肪酸 メ チ ル

の ピーク 面積 の 割合 は，ほぼ重量百分率 を表 して い る．

酸触媒

脂肪酸メ チ ル 調製 の 実験例

比 較項 目

エ ス テ ル 交換反 応

遊 離脂 肪
．
酸 の メ チ ル 化

処理 で きる 試料 量

遊 離脂 肪 酸の 副 生

遅 い 　 　 　 　 　 速 い
a

進 行す る　　　　進行 し ない

少 な い 　　　　 多い b

起 こ りに くい 　 起 こ りや す い

tl トリ ア シ ル グ リ セ ロ
ール か ら 脂肪 酸 メ チ ル を合 成 す る に は，

酸触 媒 で は 100°C，1時間の 条件 が必 要 で あ り，塩 基 触 媒 で

は 室温，2分で 完了する．
b塩 基触媒を含む メ タ ノ

ール 溶液 は，酸 触 媒 の 溶 液 よ り少 な く

と も 10倍の エ ス テ ル 処 理 能力が あ る．

　脂肪酸 メ チ ル の 調製 が 対象試料 に よ っ て は ど れ くらい

雌純か とい うこ とを，天 ぷ ら油 と血 液脂質の 脂肪酸組成

を求 め る 手順 を具体例 と して 示 し て み よ う．

　塩基触媒を用 い た脂肪酸メチ ル の 調製
6の 　　小 試験

管 に天 ぷ ら油 1滴 を取 り，ヘ キ サ ン 2ml と2MKOH の

メ タ ノ
ー

ル 溶液 0．2ml を加え て ，試験管撹拌機 で 2分間

撹拌す る．こ れで グ リセ リ ド脂肪酸は メ チ ル エ ス テ ル に

変換 され る．上 層 の ヘ キ サ ン 層を 10倍 くら い 希釈 して

1 μ1を GC に 注 入 す る．

　 こ の 反応系 で は，上 層 に ヘ キ サ ン ，下層 に KOH 一メ タ

ノ
ー

ル 溶液 の 2層が 形成さ れ る．試料の 天 ぷ ら油 ト リ ア

シ ル グ リセ ロ ー
ル は疎水性で ある た め 大部分 は ヒ層 の ヘ

キサ ン 層 に 分配す る が ，触媒が存在し て い て 反応 の 場で

あ る メ タ ノー
ル 層 に溶解 し た

一
部の ト リ ア シ ル グ リセ

ロ ー
ル は 室 温 で 速 や か に 反 応 して 脂肪酸 メ チ ル とな る．

ヘ キ サ ン 層 の トリ ア シ ル グ リ セ ロ ール は 撹拌 に よ っ て

次 々 と メ タ ノール 層 に 移行 して メ タ ノ リ シ ス を受 け る．

生成 し た 脂肪酸 メ チ ル は トリ ア シ ル グリセ ロ
ー

ル よ りも

さ らに疎水性が 強 い の で ，す ぐに ヘ キ サ ン 層 に 分配す る．

そ の た め，微量 の 水が メ タ ノ
ー

ル 層 に 混入 して い て も，

基質 トリア シ ル グリセ ロ
ー

ル や反応産物 で あ る脂肪酸メ

チ ル は ケ ン 化反応を受け に くい と考 え られ る．極性脂 質

で あ る グ リ セ ロ リ ン 脂質 は メ タ ノー
ル に 溶けや す い の で

反応はさらに速 く，15秒 で 完了す る．

　 こ の よ うに 塩基触媒 に よ るエ ス テ ル 交 換 反 応 は 速 い の

で，水が混入す る 条件 で も膜 の 極性脂質で あ る グ リ セ ロ

リ ン脂質 か ら脂肪酸メ チ ル を合成する こ とが で きる．筆

者 の 研究 室 で は，大腸 菌 の 培養液か ら遠心分離 で 得 た 菌

体 ペ レ ッ トを湿 っ た ま ま，塩基触媒溶液 と混合す る だ け

で 膜 リ ン脂質脂肪酸を メチ ル エ ス テ ル に 変換す る 方法 も

開発 し て い る （未発表）．酵 母 に も類 似 の 手法 が 適用 で

きる が，細胞壁 を 持 っ て い る た め もう1段階処理 が 必要

で あ る．そ れ で も試験管 で 混合，イ ン キュ ベ ー
ト，遠心

分離す る とい うご く単 純 な操作 で あ り，熟練 を要す る よ

うな技術は 必 要ない ．

　大腸菌 は シ ク ロ プ ロ パ ン環構造を有す る 脂肪酸 を持 っ
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て い る が 　こ の 環構造 は加熱酸性条件下 で は分解す る．

また，制が ん作用 が 注 目され て い る 共役
．
重 結合 を持 っ

た脂肪酸 も酸性条件 で 異性化す る．こ の よ うな酸 に 不安

定なグ リセ リ ド脂肪酸を メ チ ル エ ス テ ル に 変換す る に は

塩基触媒が適 して い る．

　酸触媒 を用 い た脂肪酸 メ チ ル の 調製
9）
　 抗酸化剤を

含ませ た 濾紙 の 小片に 血液 1滴を着点し，乾燥 させ て ネ

ジ ロ 試験 管 に 入 れ る． ト ル エ ン O．2ml ，メ タ ノ ー
ル

L5　m1 ，8％ HCI を含む 85％ メ タ ノ ー
ル 0．3　ml を加え，

45 °C で
…一．

　wt放置す る．ヘ キ サ ン 1ml と水 0．2　ml を加 え

て 脂肪酸 メ チル をヘ キサ ン 層 に転溶する．血 液に含まれ

る コ レ ス テ ロ
ー

ル エ ス テ ル ， トリ ア シ ル グ リ セ ロ ー
ル ，

遊 離脂肪酸，グ リセ ロ リ ン 脂質の 脂肪酸成分 が メ チ ル エ

ス テ ル と して ほ ぼ 定量的 に 回収 で きる．

　こ の 血 液脂肪酸 の 分析例 で は，脂質抽出 の 操作を省い

て 直接脂肪酸 メ チ ル の 合成反応 を行 っ て い る．ま た，こ

の 反応系 で は 触媒 として 市販 の 濃塩酸を メ タ ノール に 溶

解 し た もの を 用 い て お り，一
晩 45°C に放置する だけで

特別 な 器具 や 手間が 不要 で あ り，事故 の 起 こ る危険性も

少ない ．なお，ス フ ィ ン ゴ 脂質の ア ミ ド結合 し た脂肪酸

をメ チ ル 化す る に は 100 °C の 加熱が必要 と な る．

　 メ タ ノール へ の 脂質 の 溶解性 と塩酸　 　反応 は メ タ

ノ ール 溶液中で 起 こ る の で ，当然脂質はメ タ ノ
ー

ル に 溶

解 して い なけれ ばな ら な い ．ス テ ロ ー
ル エ ス テ ル は対象

とす る 脂肪酸 エ ス テ ル の 中 で も最 も疎水性 が 強 く，メ タ

ノ
ー

ル に は 溶け に くい ．そ の こ とが ス テ ロ ー
ル エ ス テ ル

の 反応が遅 い 原因で もあ る．そ こ で ヒ記 血 液脂質 の 反応

系 で は トル エ ン を加えて 溶解 度 を上 げ て い る．こ れ まで

酸触媒 を用 い る 場合 は そ の 無水溶液調製法 と して，（a）メ

タ ノー
ル に HCI ガ ス を吸収 さ せ る．（b＞メ タノ ー

ル に 塩

化ア セ チ ル を 加 え る （HCI と酢酸 メ チ ル が 生 成 す る ），

（c） メ タ ノ
ー

ル に 硫酸 を溶解す る，と い う方法が あ る．ま

た，HCI 一メ タ ノー
ル 溶液 や BF3 一メ タ ノ

ー
ル 溶液 は市販

され て い る．しか し い ずれ も
一

長
一

短 で あ る．た と え ば，

HCI と メ タ ノー
ル は 保存中 に 求核 置換反応を起 こ して ク

ロ ロ メ タ ン と水 を生 成する の で，市販 の HCI一メ タ ノー

ル 溶液は 購 入 時点 で HCI 濃度 が か な りF が っ て い る こ

とが 多 い ．当 然 水 も生 成 して い る．また，1回 分 1m1 の

ア ン プ ル 1本 700円以 上 と，単純 な試薬 で あ る の に 案外

高価 で あ る．一
方．市販 濃塩酸は 65 ％ が 水 で あ る の で，

触媒 と して は 用 い ら れ て こ な か っ た，わ れ わ れ の 研究室

で ，その 濃塩酸を用 い て脂肪酸メチ ル の 調製を研究 して

い た大学院生が， トル エ ン ，メ タ ノ
ー

ル ，濃塩酸 を脂質

試料 に 加 える と，温 和 な 温 度 条件で も遊 離脂肪酸 とす べ

て の エ ス テ ル 脂質 をほ ぼ完全 に メチ ル エ ス テ ル 化 で きる

こ とを見 い だ した．とこ ろ が ，そ の 大学院生 が 卒業 した

の ち論文投稿 の た め に追試を し た と こ ろ，か な りの ス テ

ロ ール エ ス テ ル と トリ ア シ ル グ リセ ロ ー
ル が 未反 応 の ま

まで 残 っ て しまっ た．修士論文を見る と完全 に 反応 が 進

行 して い る の が確認 で きる．何度繰 り返 して も結果 は 同

じで あっ た の で ，自分 も混ぜ る だ け の 操作す ら満足 に で

きな くな っ たかと思 っ たが，幸 い そ うで は なか っ た．白

煙がた つ 濃塩酸 を試料試験管 1本ずつ に 入 れ る作業は，

た と え ドラ フ トを使 っ て も気持 ちの い い もの で は な い の

で ，濃塩酸 を トル エ ンーメ タ ノ ール 溶液に混合 して 試料

に加 えた こ と が原因で あっ た．遊離脂肪酸 や リ ン 脂質は

直接 こ の 酸触媒溶液 を加 えて も溶解 ・反 応す る が ，疎水

性 の 強い 脂質は濃塩酸 に 含まれ て い る水の た め に
一

部が

溶解 せ ず反応 が ス ム
ーズ に進行 しない とい う こ とが判明

した．院生 は トル エ ン，メ タ ノ ール ，濃塩酸 を そ の 順番

で 加 えて い たの で，後 か ら濃塩酸 を加え て も トル エ ンー

メ タ ノ
ー

ル に溶解 した状態がその まま保たれ て い た もの

と思 わ れ る ．それ で も濃塩酸 原 液 をそ の ま ま試薬 と して

使 うの は，分析方法 の 論文 として は情 けない の で ，そ れ

を 改善 して よ うや く投稿論文 を書 くこ とが で きた
P）．脂

質の 溶解性 を見落 と し て い た わ けで は な い が ，甘 く見 て

い た こ と は確 か で 専門家 と して は失格 で あ っ た．

おわ りに

　脂質研究者は，核酸や タ ン パ ク 質など他分野の 研 究者

か ら脂肪酸 の GC 分析を依頼 され た りGC 装置 の 借用 を頼

まれれば，脂質 の 重要性が 認知さ れ た と 感 じて 自身 の 存

在感を ア ピール す る た め に も，た ぶ ん 二 つ 返事 で OK す

る はずで あ る．本稿で は脂肪酸分析 に 関 わ る 反応 と その

原理 の
一

部を解説 したが，GC 分析 の 試料前処理 は上 記の

よ うに 混 ぜ れ ばで きあが りとい う簡単 な操作 で す む こ と

も多い の で，機会があ れ ば気楽に 試 して い た だ きた い ．
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