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　An　ana 且
ア
sis 　of 　the　long・cha 孟n　fatty　adds 　in　some 　sapon 重fied　vegetable 　oils （olive ，　rice 　bran　and 　linseed

oils ＞and 　salmon 　roe 　ph〔）sphQlipids 　was 　carried 　out 　using 　capillary 　zone 　electrophoresis （CE）with 　indirect

UV 　detection　at 　254　nnl ．　 Adenosine 　monophosphate （AMP ）was 　uscd 　as 　an 　indireα UV 　detection

reagent ．　 The 　electroly 〔e 　consisted 　of 　4  mM 　Tris　buHセr　and 　2，5　mM 　AMP 　in　N 一methylformamide ／diox−

ane ／water （5 ：4 ： 1，v ／v ／v ，　fbr　vegetabLe 　oil　fatty　acids ；4 ：6 ： lf〈）r　fisll　oil　fatty　acids ）．　 A 　satis止actory 　sep

aration 　of 　an 　approxinla 巳ely 　20　fmol　mixture 　of 　palmitic（16 ：0），stearic （18 ：0），oleic （18 ： ln−9），linoleic

（18 ： 2n−6） and 　linolcnic 　（18 ： 3n −3） acids 　 from 　vegetab ｝e　 oils 　 was 　 achieved 　within 　25　min ．

Icosapelltaenoic　acid （20： 5n−3｝and 　docosahexaenoic　acid （22 ：6n−3）were 　also 　completeiy 　resolved 輌 thin

50min ，　although 　solne 　peak　ovcrlappillgs 　were 　observed 　in　the 　fish　saInple ．　 The　fatty乱cid 　compositions

（mol ％）obtained 　by　GE 　wcre 　in　good　agreement 　with 　thc ）se 　determined 　by　HPLG 　Thus，　the　CE 　method

emplo ＞
，ed 　in　this　study 　would 　be　usefU1 　for　determining 山 e　compositi   n 　of 　saturated 　arid 　unsatura 〔ed 　fatty

acids 　from 　biological　samples ・

Kaywor（ls ： capillary 　electrophorcsis ；vegetable 　oil ；icosapentacnoic 　acid ；docosahexaenoic　acid ；

　　　　　 fatty　acid 　co   position．

1 緒
二謡
口

　脂肪酸 は動植物油 の 主な構成成分 で あ り，中で も魚油は

ドコ サ ヘ キ サ エ ン 酸 （DHA ，22 ：6n−3） や イコ サペ ン タ

エ ン 酸 （EPA ，20 ： 5n−3） な どの 高度不 飽 和脂肪酸を多 く

含 む ため に複雑 な組成 を示 す
ll
．

　脂 肪 酸 組成 を気液 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー （GLC ＞ や 高速

液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（HPLC ） を用 い て 分 析 す る 方 法

は，こ れ まで 数多 く報告 さ れ て い る
1〕− J’）．しか し，GLC

で は 揮発性 を高 め る た め に，また HPLC で は 検出 を 容易

に す る た め に，サ ン プ ル の 前処理 や 誘導体化 を必 要 と し，

分析時間は魚油の 脂肪酸 の 場合，通常 1時問 を超 え る．

　 キ ャ ピ ラ リ
ー電 気泳動 （GE ）法 は電 場中 に お け る 溶質

の 移 動 度 の 差 を利 用 した分 析 技 術 で あ り，分 離 に 関 す る メ

カ ニ ズ ム が ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーと異 な る た め，ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ーの 相補 的な 役割を果 たす こ とが 期待 で きる．CE

は 分 離 性能が 高 く，通 常 サ ン プ ル の 誘導体化 の 必要 が な

く，また試薬 の 消費量 や 廃液量 が 極め て 少 な い な ど多くの

特長を有す る こ とか ら，近年様 々 な分野へ の 応用が 広が り

つ つ あ る
6〕
− 10〕．脂肪酸分析 へ の 適用 も種 々 検討 され て い

る が ， 標準品 を使 用 して の 研 究例 が 多 く， 今 日 GLC や

HPLG で 日常的 に行 わ れ て い る 動植物油脂肪酸 の 組成分析

（定 量 分 析 ） は，CE で は ほ と ん ど実 施 さ れ て お らず ，こ

れ ま で ヤ シ 油の 飽和脂肪酸
ll）

や 水素添加魚油脂肪酸
2）

な ど

の 分析 に 限 られ て い る ．また，高度不飽和脂肪酸 を多 く含

む 魚油 の 脂肪酸分析 も報告 さ れ て い な い ．こ の た め ，本研

究で は CE を用 い て 植物油 と魚油 の 脂肪酸 の 組成分析 を 行

い ，HPLC で 得 られ た結果 と比 較す る こ とで ，　 CE の 有効

性 を 明 らか に す る こ と を試 み た．
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2　実 験

　 2・1 泳動液

　植物 油脂肪 酸 の 分 析 に は ，N 一メ チ ル ホ ル ム ァ ミ ド

（NMF ）（東京化成製）／ジ オ キ サ ン （Mcrck ）／水 （関 東化学）

（5 ； 4 ： 1，v ／v／v）に 40　mM トリス ア ミ ノ メ タ ン （関東化

学製） と 2．5mM ア デ ノ シ ンー1一リ ン 酸 （AMP ）（Sigma 製）

を 溶解 した もの
1’1｝，及 び 50mM 　AMP −1　M ホ ウ 酸 （関東 化

学製）水溶液を メ タ ノール で lo倍 に 希釈 し て 得 られ た 5

mM 　AMP −100　mM ホ ウ 酸溶液
］4〕

の 2種類 の 泳動液 を用 い

た．また，高度不飽 和脂肪酸 を含 む魚油 の 脂 肪 酸 分 析 に は，

NMF ／ジ オ キ サ ン ／水 〔4 ： 6 ： 1，　 v ／v／v） に 40　mM トリ ス

ア ミ ノ メ タ ン と 2．5mM 　AMP を溶解 した泳動液を用 い た．

使用前 に ，こ れ らの 泳 動 液 を孔 径 o．45 μln の PTFE フ ィ ル

ターに通 して脱 気 した．

　 2・2 試　料

　ア マ ニ 油，米ぬ か 油 ， オ リブ油 及 び サ ケ卵 リ ン 脂質
15）
を

常法に よ りけん 化 して 脂肪酸 を得 た．脂肪酸標準品 と して

9．　igmu 製 の パ ル ミ チ ン 酸 （16 ： 0），ス テ ア リ ン 酸 （18 ：0），

オ レ イ ン 酸 （18 ： ln−9），リ ノ
ー

ル 酸 （18 ： 2n−6），リ ノ レ

ン 酸 （18 ： 3n−S）（以 上 ，純度 99％ ） と 日本 化 学 飼 料製の

20 ： 5n−3 （純度 90％ ） 及 び 22 ；6n−3 （純度 98％）を用い

た．こ れ らの 脂肪酸 を，NMF ／ジ オ キ サ ン ／水 の 泳動液 を

用 い る と きは NMF ／ジ オ キ サ ン （4 ： 1，　 v ／v ） に 溶解 し，

メ タ ノ
ー

ル ／水 の 泳動液 を用 い る ときは メ タ ノ ール ／水

（9 ： Lv ／v ） に 溶解 して 試料 溶 液 と した．また，2，5 μg の

脂肪酸 に 0．01 ％ 9一ア ン ス リ ル ジ ア ゾ メ タ ン （ADAM ，フ

ナ コ シ製）／メ タ ノール 溶液 を 100　pl加 え，室 温，暗所 に

て 60 分 問 反 応 さ せ て 9一ア ン ス リ ル メ チ ル エ ス テ ル

（ADAM ）誘導体を調製 し，こ れを逆相 IIPLC で 分析 して

脂肪酸組成を求 め た
16｝．

　2・3 分 析条件

　キ ャ ピ ラ リー電 気泳動装 置に は Waters 製 Quanta　4000E
を 使用 した．キャ ピラ リ

ーは，ジー
エ ル サイエ ン ス 社 か ら

購 入した 内面未処理 の 溶融 シ リ カ 管 （内径 50 μm と 75

pm ，長 さ 60　cm と 80　cm ） で ，分 析 前 に lMNaOII ，次

い で 0．1MNaOH ，そ して蒸留水 で 内壁を洗浄 して か ら使

用 し た．検出波長を 254nm ，印可電圧を 22 ．5〜30　kV に

設定 し，重 力法で 旦〜io 秒 間，試料溶液 を注人 し た ．

3 結 果 と考察

　3・1 脂 肪酸標準品 の 分 析

　脂肪酸 は c2eo
　mn 付 近 に 弱 い 吸収 を もつ が ，低紫外

（UV ）波 長 領 域 を 利 用 す る 直接 検 出 法 で は 感度が 限 ら れ

る．こ の た め 本 研 究 で は，間接 UV 検 出 法
IU −・1／1）］T）

を適 用

した．間接 UV 検出試薬 と して AMP を 用 い て ．254　nm

で 脂 肪 酸 を検出 した ，キ ャ ビ ラ リーサ イ ズ と印加電 圧 を変

え て 飽 和及 び不 飽和脂 肪 酸標準品 （16 ： 0，1810 ， 18 ： 1，
18 ： 2 及び 18 ：3） を分 析 した 結果，高電圧 （3  kV） を印

加 し た 場 合 は泳 動 液 の 流 れ が 速 くな り ， 18 ：3 と t6 ： 0 は

移動度 に 差 が 生 ず る 前 に 溶出 し ， 良い 分 離 は得 られ なか っ

た．印加電圧 が 低 い （22．5kV ）場合 ，又 は キ ャ ピ ラ リー

が 長 い 場合 （80 ・cm ＞ も良い 分離 は得 られ なか っ た が ，
こ

れ は 溶質がキ ャ ピラ リー内に 長 くと ど まる た め に ジ ュ
ール

熱 の 影響を受けた り，キ ャ ピラ リ
ー

内に 吸着 して し ま う こ

と が 原 因
ア 凶

と考 え ら れ た ．結局，本研究 で は ， 内径 50

μm ，長 さ 60cm の キ ャ ピ ラ リ
ー

に 25　kV を印加 す る こ と

に よ り，脂 肪酸標準品 の 混合物 は 最 も よ く分 離 さ れ た

（Fig．　 lA）．こ の 条件 で，高度不飽和酸 （20 ； 5 及び 22 ： 6）

を含 む 4 種の 脂肪酸標準 品 の 混 合 物 を NMF ／ジ オ キ サ ン ／

水 （5 ： 41Lv ／v／v ） を用 い て 分析 した と こ ろ ，20 ： 5 と

22 ： 6 は完全 に分 離 さ れ た が，18 ： 1 と 22 ； 6 及 び 20 ：5

と 16 ：0 の ピー
ク は 重 な っ て ，そ れ ぞ れ 】つ の ピーク と

して 検 出 さ れ た （エ レ ク ト ロ フ ェ ロ グ ラ ム は 示 さ な い ）．

こ の た め，泳動液の 組成を NMF ／ジ オ キ サ ン ／水 （4 ：6 ：

Lv ／、
・
／v ） に 変えて 分 離 を検 討 した，そ の 結 果，4 成 分 を

相互 に 明 りょ うに 分 離 す る こ と はで きなか っ た が，18 ： 1

と 22 ：6 の 分離 は大 き く改 善 され た （Fig．1B ）．

　適 用 した 条 件 下 で ，脂 肪酸 は 炭素数 と不 飽和度 に従 っ て

移 動 した．すなわ ち，炭索数の 大 きい 脂肪酸 ほ ど， また不

飽 和度の 低い 脂肪酸 ほ ど早 く移動 した．こ れ は，脂肪酸 の

炭素数が 大きく，二 重結合の 少 ない 脂 肪 酸 ほ ど電気泳動移

動度が小 さ く，結局，電気浸透流 に よっ て 急 速 に陰 極 （検

出器）側に 流 され て しま うた め と考え られ る．同様の 現象

は 他 の 研 究 者 らに よ っ て も観察 され て い る
11卜 1蹄 ，．

　3・2　植物油脂肪酸の 分析

　脂肪酸標準品の 分析 で 得 ら れ た 最適条件 で ， ア マ ニ 油 ，

米ぬ か 油及び オ リプ 油の 構成脂肪酸を分析 した 結果，各脂

肪酸 は 泳動 開 始後 25 分 以 内 に 明 り ょ う に分 離 さ れ た ，

Fig，2 に ア マ ニ 油脂肪酸 の 分 析例 を示 す．検 出 され た 脂肪

酸量 は 約 20fln  ［で あ っ た．米 ぬ か 油 や オ リブ 油 の よ うに

18 ： 3 を含 ま な い 試 料 に つ い て は，ホ ウ 酸 泳動 液 を 用 い て

約 15 分 で 良好 な分 離 が 得 られ た．HPLC で は，こ れ らの

脂肪酸を明 りょ うに分離す る た め に 40 分 以 上 を 要 した こ

と か ら，GE は 脂肪酸 の 迅 速 微 量 分 析 法 と して 有 効 で あ る

こ とが 認め られ た．

　Table 　 1 に ，　 GE と HPLC （ADAM 誘導体）で 得 られ た

ア マ ニ 油，米ぬ か 油 及 び オ リ ブ 油の 脂肪酸組成 を比 較 して

示す，こ れ ら 3種 の 植物油 は，それぞれ 18 ： 9，18 ： 2 及

び 18 ： 1 を多 く含 み，脂肪酸組成 は 大きく異 な る が ，い

ず れ の 試料 に つ い て も GE で 求 め た 組 成 は HPLG で 得た 値

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

ノ ート 忠 海，遠藤，赤川，板橋 ： 間接 紫外検 出 キ ャ ピ ラ リ
ー電気泳動法に よる脂肪酸 の 組成分析 849

’゚
b
『
X

　 4、40 」

　　　　
e 　l
94．20 」
　　　　1

　　 1
　　1
　　］
　　 14
，00

　ri
　　彳
　　」

　　 9
　　「
3．80→

A

1．18：0

2．48：f

3．48：2

4 ．18 ：3

5．16：0 45

ザ ー一一
「
ny一一「一一〒一

「「 Pt
一冖一一一一

t、38

　 　 1．36

望
91 ．34

弾

9
　 　 1、32X

1．30

1．28

20．0 22．0　　　　　 24．O

Time ！min

22．O 24．0

Time ！min26

．0

ω

＝

o
＞

マ

O
甲
X

2．B2

2．81

40．OTime

！m ｝n45

．0

Fig．　l　Electropherograms 　of （A ）amixture 　of 　l8 ： 0，
18 ；1，18 ：2，18 ：3and　l6 ：0 止atty　acid 　standards 　and

（B ）amixture 　of 　16 ：0，18 ： 1，20 ： 5and 　22 ：6fattア
acid 　standards

Fused 　sihca 　capil ］ar｝
・
： 50 μm 　i．d．× 60　cm ．　 Buffer：

（A ）NMF ／dioxane／H20 ＝5 ：4 ： 1 （v／v ／v），2．5　mM

AMP 　 and 　40　mM 　Tris； （B）NMF ／dioxane／H20 ≡4 ：

6 ： i （v／v／v），2．5mM 　AMP 　and 　40　mM 　Tris，　 Apphed

・ ・lt・g・ ・ 25　kV ；t・ mp … mre ・ 25℃ ；w ・vel ・ ngth ・ 2ら4
nm ；両 ectioI1 ： h

ア
drostatics，　l　s．　 Fatty　acids （A ，30

pg ；B ，
20　pg＞dissQlved　in　O．5　ml 　NMF ／dioxane （4 ： 1，

v ／v ）were 　analyzed ．

と よ く
．
救 し，HPLC と比 べ て 幾 分 大 きい 標準偏差 を示 し

た もの の 再現性 も良好で あ っ た．R．−Assad　and 　Gareilm は，

ヤ シ 油 を構成す る 飽和脂肪酸 （8 ： 0〜18 ：0） を CE で 分

析 した結 果，各成 分は 互 い に 完全 に 分離 され ， そ の 組 成 は

GLC で 得 られ た 値 と よ く
一
致す る こ と を報告 し て い る．

本研 究で 適 用 した CE 法は ，定量 性も良好 で あ り，飽 和 脂

肪酸 ば か りで な く，不 飽 和 脂 肪 酸 を 含む種 々 の 植物油の 脂

Fig．2　Elcctropherogram　of 　linseed（⊃il　fatty　a ⊂ids

Bu 丘せr ； NMF ／dioxane／H20 ＝5 ： 4 ： 】 （v ／v ／v），2，5
mM 　AMP 　and 　40　mM 　Tris．　 Fattγ acids （100 μg）dis−

solved 孟n 　O，5　ml 　NMF ／dioxane （4 ；1，v／v ）were 　 ana ．

lyzed，　Other　CE　colldltions 　as　given　in　Fig．1．

肪 酸 組 成 分析 法 と して 日常 的 に 十 分 使 用 で き る と考 え られ

る．

　3 ・3　魚油脂肪酸の 分析

　サ ケ 卵 リ ン脂質の 脂肪酸を Fig．1B と 同 じ条件で 分 析 し

て 得た 結果を Fig．3 に示す．キ ャ ピ ラ リー
　GLC 分析 で は，

微 量 成 分 や 「 重 結合位置異性体 を含 め て 15種 の 脂肪酸が

同定 さ れ て い る
IJ’1．　 IIPLG で は，キ ャ ピ ラ リ

ーGLG ほ ど

の 良 い 分離 は 得 ら れ な い が ，約 10 ピーク が 検出 さ れ た

（ク ロ マ トグ ラ ム は 省略）．本研究 で 検討 し た CE 法で は，

少量成分や 異性体 の 分 離 は 困難 で ，7 ピー
ク の み が 標準品

との 移 動 時 問 の 比 較 に よ り同 定 さ れ た．GLC や HPLC と

同様に，魚油の 特徴的成分 で ある 22 ： 6 と 20 ：5 は，標準

試料 の 分析で も見 ら れ る よ うに （Fig，1B），完 全 に分 離 さ

れ た ．しか しな が ら ， 20 ：5 は 16 ； O と重 な っ た た め に，

そ れ ぞ れ の ピーク面積を CE で測 定す る こ とは で きな か っ

た．Table　 2 に，　CE と HPLC で 求め た 脂 肪酸組成 （mo1 ％ ）

を比 較 して 示す．ザケ 卵 リ ン 脂質 の 主 な脂肪酸は，16 ；0，

18 ： 0，18 ： ユ，20 ：5，22 ： 5 及び 22 ： 6 で あ り，こ れ ら

脂肪酸の 総量 は 総脂肪酸 の 80％ を超え る こ とが 知 られ て

い る
lt’｝．本研究で も同様 の 結果 が 得 ら れ た．植 物 油 脂 肪酸

（Table 　 D と 同様 に ，　 GE で 得 られ た組成 は HPLG で 求 め

た結果 と比 較的 よ く
一

致 し，再 現 性 も良好 で あ っ た．した

が っ て ，CE は魚油 の 脂肪酸組成分析 に も十分 使用 で きる

可 能性 を有す る と考 え られ る ．今後，CE で の 分離 が 改善

さ れ て ，キ ャ ピ ラ リ
ーGLC に 匹敵す る ほ ど の 分 離 が 得 ら

れ る よ うに な れ ば，CE は 簡便な脂肪酸組成分析法 と して
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Table　 lComparison 　of 　fatty　acid 　c   mpositions 　of 　some 　vegetable 　oils　by　CE 　and 　HPLC （mol ％ ）
“1

Fatty　acid
Linseed　oil Rice　bran　oil 01ive　oil

GE HPLG CE HPLC CE Hp 正1：
18 ：018

： 1n−918
： 2n−618
： 3n−316
： 0

3．23 ± 1．32
18．19 ± 1．52
17．19 ± 1．32
58．07 ± 2．15
4．07 ± 0．81

2．80 ± 0．09
18．46 ± 0、71
17．24 ± 〔，．18
57．20 ± 0，39
4．30 ± 0，11

1．65 ± 0、28
46．44 ± 1．93
32．80 ± 1．62

18．52 ± 0．71

2．28 ± 0．40
44．lS ± 0．14
33．49 ± 0．23

20．1〔｝± 0．24

4．42 ± O．96
73．50 ±　1．65
8．23 ± 1．17

13．86 ± L86

S．8S ± 0、16
75．01 ± 0．42
7，02 ± 0．23

14．14 ± 0．20

a）Mean ± SD ．（n ＝4｝

望
o

〜
b

妄

2．86

2．86

2、86

5

Table　2　Comparison　of 　fatty　acid 　compositions 　 of

　　　　　 salmon 　roe 　phospholipids　by　CE 　and 　HPLC

　　　　　 （m ・ 1％ ）
と゚

Fatt｝
・acid GE HPI 、C

　 　 　 22 ：5

　 　 　 　18 ：0

　 　 　 　18 ： 1

　 　 　 22 ： 6

16 ；（1＋ 20 ：5

　 　 　 16 ： l

　 　 　 l4 ：0

6．37 ± 1．04
8．82 ± 1．00
12．5S 土 0．72
28．56 ± 1．25
．37．28 ± 2．38
2．70 ±   ，42
3．75 ± 0．64

6．34 ± 0．ll
9．73 ± 0．08
13，80 ± 0ユ8
30．60 ± 0．37
3S．28 ± 〔，．20b）

2．46 ± 〔｝．03
3．83 ± 0．64

一

40．G　　　　　　45．0　　　　　　50、O

　　　Time ！min

Fig．3　Ele⊂tropherogram 　of 　the　fatty　acids 　of 　salmon

roe 　phospholipids

Buffer： NMF ／dioxane／H20 薈4 ： 6 ： 豆 （v ／v／v ），2．5
mM 　AMP 　and 　40　mM 　Tris．　 Injection；hydrostatics，8
s，Fatty　acids （50 μg）dissolved　in　O，5　ml 　NMF ／diox−

ane （4 ： 1，　v ／v）were 　analyzed ．　 Other　CE 　conditions

as　given　irl　Fig，　1．

広 く利 用 され る と思 われ る．

　EPA と DHA を提 供 して い た だ い た 日本 化 学 飼料 （株）穂 刈 勝 利

氏 に 感謝 し ます．
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