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1． は じ め に

　魚油 は炭素数，二 重 結 合数，　 重 結 合位 置 ，ア シ ル 基

位置 な ど の 異 な る 多 数 の 異 性 体 と同 族 体 の 混 合物 で あ

り，極 め て 複雑 な 組成 を 有 し て い る。こ の た め ，分 析機

器 や 分析法 の 発達 した 今 日 で あ っ て も，分析 が 困難 な た

め に 生理 作用 も機能 も不 明 な成 分 が 多数存在 す る。一
般

に 構造 や組 成 の わ ず か な 相違 で も代謝 や生 理 作用 が 大 き

く異 な る と考 え られ る こ と か ら，類 似 した 成 分 を 分 離

し，構造 と組成 の詳細 を 明 らか に す る こ とは 魚油や そ の

他 の 脂質 を取扱 うす べ て の 分野 に お い て 必要不 可 欠で あ

り ， 古 くか ら重要な研究課題 に な っ て い る。著者 は ク ロ

マ トグ ラ フ ィ
ーと質量 分析法 （MS ） が こ の 課題 に 応 え

得 る 主 な手 段 で あ る と考 え，こ れ ま で ガ ス ク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ー （GLC ） と高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー（HPLC ）

を 用 い て 分離の 困 難な 成分の 分離 を 可能 に し，MS を併

用 して 水産動物，藻類 お よ び 微生物脂質の構造解析 と組

成分析，油脂食品の 成分分 析な ど の 研 究を 行 っ て きた。

本稿 で は，そ の 主 な成 果の 概略 を述 べ た い 。

2． 肌 C に よ る海 産 油 脂 成 分 の 精 密 分析

　従来 GLC で は 不 飽和度別の 分 離分析 が 困 難で あ っ た

ワ ッ クス エ ス テル （WE ） な どの 高沸点脂質成分を強極

性 を 有す る シ ア ノ プロ ピ ル シ ロ キ サ ソ 液相を使用す る こ

とに よ り， 炭素数別
・不 飽和度別 に 分離す る こ とに成 功

した 。

1−5｝
こ の 分析 法 を 鯨 油 の 特 徴 的 成 分 で あ る WE に

適 用 し，構成 成 分 で あ る 脂 肪酸 と脂 肪 ア ル コ
ー

ル が ラ ン

ダム な組合わ せ で結合 して い る こ とを炭素数 と不飽和度

の 両 面 か ら明 らか に した。3） 一
方，魚類 の 脂質を 構成 す

る 約 80種 類 の 脂肪酸 を一一・
斉分析 す る た め に キ ャ ピ ラ

リ
ーGLC 法 を 検討 し，そ の 基礎的 技術 を 確立 し た。6）

こ れ に よ り，従来分離 の 困 難で あ っ た 脂肪酸 の二 重 結 合

位 置 異 性 体 の 精密 な 分析 が 可 能 とな っ た。こ の 方法 に

MS と NMR を 併 用 し て ，水 産動 物 や 植 物 に 存在 す る 特

異 な 脂 肪 酸 （5一オ レ フ ィ ン 酸 ，トラ ン ス 酸，共 役 酸 ，

超長鎖脂肪酸） の 構造，分 布 お よ び 組 成 の詳細 を 明 らか

に し，そ の 生 合成経路 を示 し た 。7
−16〕図 1 に ウ ニ 脂質 を

構成 す る脂肪酸の 分析例を示 す。ウ ニ は海藻 を主食 とす

る た め，ア ラ キ ドン 酸 （20 ：4n−6） と EPA （20 ： 5n−3）

を 多 く含む が，DHA （22 ： 6n−3）は 少 な い
。

9・11〕 ま た，

魚類や海藻 に はまれ な 5 位や 7 位 に 二 重結合 を 有す る

特異な脂肪酸 （5−20 ：1，5，11−20 ；2，5，13−20 ：2，7，15
−22 ：2 な ど） を含有 す る た め，脂肪酸組成 は 魚油 よ り

も複 雑 で あ り，そ の 分析 に は高分解能 キ ャ ピ ラ リ
ーカ ラ

ム の 使 用 が 不 可 欠 で あ る。図 1 は 分 析 法 を 確立 した 当

時 （1980 年）の ク ロ マ トグ ラ ム で あ るが ，充填 カ ラ ム

で は 分離 の不 可 能 なモ ノ エ ン 脂 肪 酸 の二 重 結 合位置 異 性

体 が 良好 に 分離 さ れ て い る。現在 で は カ ラ ム 性 能 が 格 段

に 向上 し，分析条件 も見 直さ れ て 史に 良い 異性体分離 が

達 成 され て い る。キ ャ ピ ラ リーGLC は，今 日 で は脂 質

の 分析 に広 く利 用 さ れ て い る が ，当時 は カ ラ ム 作製 の 技

術的な 難 し さ や GLC 装置 の 操作性 の 問題 な ど か らご く

限 られた 研究室 で行 わ れ て い た に す ぎな か っ た。著者 ら

の 研究 は 国内 で は 最初 の 試 み で あ り，6）キ ャ ピ ラ リ
ー

GLC の 普及 に 貢献 で きた と思 っ て い る 。

3． HPLC に よ る魚油成分 の光学分割

　EPA や DHA な ど通常 の 脂肪酸は光学 不 活性 で あ る

が，こ れ らが グ リ セ リ ン と結合 した ア シ ル グ リ セ ロ ー
ル

や リ ン 脂 質 に は 光 学 異 性 体 が 存 在 す る 。著 者 ら は

HPLC に よ る光学異性体の 分析技術 を脂質化学 の 分 野
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図 1 　キ ャ ピラ リ ーGLC に よ る ウ ．二 脂肪酸の 分 析正D

　 　 カ ラ ム，Silar　5CP 塗布 ガ ラ ス キ ャ ど ラ リ ー一（67　m 　x 　O．25　mm 　l．D ，〕； カ ラ ム 温 度，200 ℃ ；キ ャ リ ヤ
ー一ガ ス ，窒 素 1　ml ／

　 min ； ス プ リ ヅ ト注入

に 初め て 導入 し，従来分離 の 不 可能で あ っ た 脂質成分 の

光学異性体を短時間で 完全に 分離 で きる 高感度精密分析

法を 確立 した 。

18−25｝ こ の 方法は 脂質成 分の ヒ ドロ キ シ 基

を 3，5一ジニ トロ フ ェ ニ ル ウ レ タ ン （3，5−DNPU ） や 2一

ア ン ス リル ウ レ クン 誘導体 に変換 し，（R）
−1−（1一ナ フ チ

ル ）エ チル ア ミン などを不 斉部位 とする キ ラ ル 固定相を

用 い て 光学異性体 を分離す る もの で ある 。図 2 に ，マ

グ ロ 眼窩油 ト リア シ ル グ リセ ロ ー
ル （TAG ）か ら Grig−

nard 分解 に よ っ て 調 製し た sn
−1，2

一
お よび sn

−2，3一ジ ァ

シ ル グ リ セ ロ
ー

ル （DAG ）の 分 離 を示 す 。ク ロ マ トグ

ラ ム は 単純 で あ る が ，分離 さ れ た 両光学 異 性 体 は そ れ ぞ

れ 種 々 の 分于 種 か ら構成 さ れ て い る。光学 異 性 体 は 分 子

中 の 3，5−DNPU 基 と キ ラ ル 固 定 相 間 で 形 成 さ れ る ジ ア

ス テ レ オ メ リ ッ ク な π
一

π 相 互 作 用，水 素 結 合 お よび 双

極 子
一
双 極 子 相 互作 用 に よ り分 離 され る と考 え ら れ る 。

従 っ て ，3，5−DNPU 誘導体は 単 に 検 出 を 容易 （λmax
　226

nm ，ε一33，000）に する だ け で な く，キ ラ ル 分離 を 可能

に す るた め に 調製 さ れ る 。
こ の キ ラ ル HPLC 法 に MS

や キ ャ ピ ラ リーGLC を 併 用 す る こ と に よ り，TAG や

リン 脂質を 構成 す る DAG 光学 異 性 体の 分 子 種 の 精密分

析が 可 能 とな り，21
−24）また ，グ リセ ロ 脂質の 代謝 に関 る

酵素 （リ パ ーゼ ，ア シ ル トラ ン ス フ ェ ラ
ー

ゼ ）の 位置 お

よび 立 体特異 性 の 決定 ，26
−29）

糖脂質の グ リ セ ロ
ー

ル 部の

絶 対 配置 の 決 定，30 〕サ メ類 に 存 在 す る ア ル キ ル グ リ セ

ロ
ー

ル の 分子中 に お け る エ
ー

テ ル 結合 の 位置決定，31〕

TAG の 立 体特異 分析
32133）

お よ び 酸性 リ ン 脂質 の 立 体異

性 体 分 析
24 ｝が ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ーを使用 し な い 従来法

よ りも格段 に 高 い 感 度 で 正 確 に ，か つ 簡単 に で き る よ う

に な り，脂 質 の 構 造 分 析 に 新 しい 道 を 開 く こ とが で き

1
，
2

141

6

18

　 min

図 2　 キ ラ ル HPLC よる マ グ ロ 眼 窩油由来 1，2　C2，3）一ジア

　 　シル グ 1Jセ ロ
ール （3，5−DNPU 誘 導 休 〕 σ）光 学 異 性

　 体 分 離
20 ／

　 　 カ ラ ム ，YMCA −KO3 （25cmx4 ．6mrnI ．D ．）；移動

　 相，n一ヘ キ サ ン 11，2一ジ ク ロ ロ エ タ ン f−T一タ ノ
ー

ル

　 　（40 ： 30 ： 1，1ml ！min ｝； 検出，254　nm

た 。な お，キ ラ ル HPLC とそ の 脂質分 析 へ の 応 用 に つ

い て は 解説お よ び 総説 と し て 報告 した。／S4−36）

4．グ 1丿セ ロ 脂 質 の reverse 　isomer の 分 離

　光学 異 性 体の 分 離 と並 び長 年 の 未 解決 課 題 で あ っ た グ

リセ ロ 脂質の reverse 　isomer （ア シ ル 基 ぴ）結 含位 置 が逆

転 した 異 性 体 ） の 分 離 を キ ラ ル ，逆相 お よ び 銀 イ オ ソ
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HPLC を 用 い て 詳細 に 検討 した。；17）

そ の結 果，魚 油 の リ

ン 脂質や 藻類の 糖脂質 を は じ め ，種 々 の 動 植物脂質中 に

存 在 す る と推測 さ れ て い る 高度不 飽和酸 を 含む reverse

isomer の 分析 が 可能 に な 一．）た。371／ 図 3 に グ リ セ ロ 脂質

を 構 成 す る 1
，
2−DAG の 3，5−DNPU 誘導体 の reverse

isomer の 分 離例 を 示 す。使 用 した 何 れ の HPLC で も，

2 つ の 構成 脂肪酸 が不 飽和 度 また は 鎖長 に お い て 大 き く

異な る 場合，異性体 は完全に 分離 された 。し か し，こ の

差：が 小 さ くな る に つ れ て 分離は 徐 々 に 低 ドし，16 ：0−

18 ： 2，18 ： 1−18 ： 2，18 ： 1−18 ： 3 な ど の 1，2−DAG で

は 異 性 体ピーク は 完 全 に 重 な っ た。逆 柑 HPLC で の 分

離 の 限界 は 鎖 長 差 6 ，不 飽 和 度 の 差 は 3 で あ っ た 。

Reverse　isomer の 分 離 に は 高 理 論 段 数 を 有 す る カ ラ ム

が 必 要 で あ り，充填剤 の 粒径が 4μ m の カ ラ ム は 5μ m

カ ラ ム に 比 べ て 明 ら か に 良 い 分離 を 示 し た 。銀 イ オ ン 含

浸 シ リ カ カ ラ ム を用 い る HPLC で は 移動相 の 選択 が 特

に 重要で あ り，キ ラ ル HPLC で 用い た 移動相 （図 2 参

照 ） で は 良好 な 分 離 は得 ら れず ，明瞭 な分離 を得 るた め

には ア セ トニ ト リル の 使 用 が不 可 欠で あ っ た。興 味深 い

こ とに，何れ の HPLC に お い て も，　 sn
−2 位 に高度 不 飽

和脂肪酸 また は 短 鎖脂肪酸 を 有す る 極性の よ り小さな異

性体 が強 く保持 され た。こ の 観察は，分離の メ カ i： ズム

を 明 らか に し，短 時間 で更 に 良 い 分離 を得 るた め の 分 析

法 の 改良 に お い て 役 立 つ と考 え ら れ る。ま た ，LCIMS

で の 分 析法 も 検討 し，DAG の ニ コ チ ネート誘導体 が

reverse 　isomerを 区 別 し得 る フ ラ グ メ ン トイ オ ン を与 え

る こ と を 見出 した 。3S） こ れ らの 結果 は ，複雑 な組 成 を 有

す る reverse 　isomer混合物の 精密 な 分析 も 卩丁能 で あ る

161・｛野ぜ
゜

1100

5101
1110 幽

115 　 　 min

図 3　逆 相 HPLC に よ る 1，2（2，3）
一
ジ ア シ ル グ リセ ロ ー

ル

　 （3，5−DNPU 誘導体） の reverse 　isomerの 分離
37 ）

　 カ ラ ム ，ODS （25　cm × 4．6　rnm 　E．D．）；移動 相，ア セ

　 　トニ ト リル （0．5ml ，／min ｝；検 出，254 　nm

こ と を 示 す 。 生 体膜脂質 に お け る reverse 孟somer の 分

布，機能，代謝に つ い て は ほ とん ど何 も分 っ て い な い 。

木 研 究 に よ り，魚 類 や 藻 類 に 存在 す る と推測 さ れ る

reverse 　isomer の 分 析が 町能 となった こ とか ら，今後 こ

の 異性体に 関す る研究が 進展 す る もの と期待 され る 。

5．分析法 の 高感度化，ダ ウ ン サ イズ 化

　魚 油 の 分 析に 限 らず，生 体 成 分 の 分析法 の 高感度化 と

ミク ロ 化は 微量成分分 析の た め だ け で な く，実 験 に 使 用

す る 試薬や 有害物質 を最小限に 抑え て 実験者の 健康 と環

境を 守 り，また 実験 コ ス ト を 削減す る た め に も必 要 で あ

る。こ の よ うな 観点 か ら ，著者 ら は 蛍光検 出 HPLC に

よ る魚 滴 リン 脂 質分 子種 の 高 感 度 精密分析法の 確立 とキ

ャ ピ ラ リーHPLC に よ る脂 質 光 学 異 性 体 分 離法 の ミ ク

ロ 化に 取 り組 ん だ 。前 若の 目的 の た め に 新 規 蛍 光 ラ ベ ル

化試薬 （1一お よ び 2一ア ン ス リ ル イ ソ シ ア ネート） を 開

発 した。2s，／s9・　）図 4 に，魚油 リ ン 脂質分子 種の 逆相 HPLC

オ5 よび LCIESI （エ レ ク トロ ス プ レ
ー

イオ ン 化）1MS に

よ る分 析 例 を 示 す 。 多数 の 分 子種を 微量 成分を 含め て 明

瞭に 分 離す るた め に，ホ ス フ ァ チ ジル コ リン を ホ ス ホ リ

パ ーゼ C で 加水分解 し て 得 ら れ た sn
−1，2−DAG を 2一ア

ン ス リル イソ シア ネ
ー

トと反応 させ て 対応す るウ レ タ ン

誘導体 に 変換 し，蛍 光検出 HPLC で 分析 した。微量成

分 を 同定 す る た め に は LCIMS の 使 用 が 不 可 欠 で あ っ

た。本 誘 導体の 蛍光 HPLC で の 検 出 限 界 は 1 成 分 に つ

い て 約 1fmol （S！N 比 311 ） で あ り，極 め て 高 い 感 度

で の 分 析が 可 能 とな っ た 。また ．本 誘 導体 は 脂 質 光 学 異

性体 の 高感度 キ ラ ル 分 析 に も 台 用 で あ る こ と を 示 し

た。25｝

　内 径 1mm 以 下 の カ ラ ム を 用 い る キ ャ ピ ラ リ
ー

HPLC は 従来 の HPLC に比 べ て 移 動相 と固 定 相 の 必 要

量：が 少な い こ と，質量感度 が 増 大す るた め 微量 分析 に 有

効で あ る こ と，温 度勾配 溶 離が 容易 で あ る こ と，移 動 相

流量が 少な い た め 質量分析計や 赤外検出器へ の 直結が 容

易で あ る ， な どの 利点 を 有す る。著者 らは，キ ラ ル 固定

相 を 含む 担 体 を ス ラ リー充 填 した キ ャ ピ ラ リーカ ラ ム

（内 径 0．32mm ，長 さ 40　cm ） と容 量 0．05 μ1の 検 出 器

セ ル を 自作 し，こ れ ら を 用 い て ユ，2一ジオー
ル 脂 質 や 2一

ヒ ドロ キ シ脂 肪 酸 の 光 学 分 割 を 検 討 した。その 結 果 ，移

動柑使 用 量 は 従来 の lf250，固定 相使用 量 は 11100 と

な り，さ らに ，感度 は 約 10倍 向 」．，し て ，従来の HPLC

に ほ ぼ匹 敵 す る光 学 異 性 体 分 離 が得 られ，分析 法 の ダ ウ

ン サ イズ 化 が達成 さ れ た 。

40’41）脂 質の 研 究 で は，脂質抽

出 か ら 口的成 分 の 分 離 ・精製，誘導体 の 調 製，そ し て

HPLC 分析 に 至 る 過程で 多 量の 有機溶剤 を 使用 す る 。

有機溶剤の 健康 へ の 悪 影響 や 廃 液の 環境汚染 を考 え る場

合，そ の 使 用 を で き る限 り少 な くす る こ とが 望 まれ る。

今後，ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

の ミク ロ 化が 加速 す る と予 測
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図 4　 逆 相 HPLC 及 び LC ！ESIIMS に よ るサ ケ 卵 ホ ス フ ァ チ ジル コ リン （2一ア ン ス リル ウ レタ ン 誘 導 体 ） の 分 子 種 分 析
39 ／
・

　 　 　（上 ） 蛍 光 検 iti，265 （ex ）f426（em ）nm ； （中 ） 「M ＋ Na ］
＋

イ オ ン ク ロ マ ］・グ ラ ム ； （下 ）マ ス ス ペ ク トル 。カ ラ ム ，　 ODS
　 　（25cm 　x 　4．6mm 　l．D ．）；移動相，ア セ トニ トリル 12一プロ パ ノール （75 ；25，0．5rnl！min ）

さ れ る こ とか ら，本研究 で 得 られ た結果 は魚油 を含む 種

々 の 脂 質 の 研究 に役 立 つ と考 え ら れ る 。

6． お わ り に

　魚油を含む脂質 の化学の 進展は ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

や

分析機器の 発展 と軌 を一
に す る とい っ て も過言で は ない 。

TLC ，　 GLC ，　 GC ／MS ，　 HPLC ，そ して LCIMS へ と新 し

い 技 術 が開 発 され ，そ れ を使 用 し て 新 し い 分 析 法 を確 立

す る こ とに よ っ て ，従来 よ りも少量 の 試料 で，迅 速 に，

そ して 正 確 に脂 質 の構造 を決 定 し，組 成 を 明 ら か にす る

こ と が 可 能 と な っ た 。今後 は キ ャ ピ ラ リー電 気 泳 動

（CE ） や MSn ，　GCn な どの 新 し い 手法 が 取 り 人 れ ら れ

て ，更 に 高 感 度 化 ，ダ ウン サ イ ズ化，精 密 化 が 進 み，脂

質 研 究 が 発 展 す る もの と思 わ れ る 。
こ う し た 流 れ の 中

で ，水 産脂質成分の 新 しい 分 析法の 開 発 とそ の 応用 に 関

す る研究 に取 り組 んで い きた い と考 えて い る。

　本研究 を行うに あた り， ご指導頂い た 高木　徹北海道

大 学 名 誉 教 授 ，Arnis　Kuksis トロ ン ト大 学教授，な ら

び に共 同研究者の 皆様 に厚 くお 礼申し上 げ る。
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