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1 緒 言

　1，2一ジア シ ルーsn一グ リセ 1コ ール （1，2−DAG ） は，グ リセ ロ

脂質 （リ ン 脂質や トリ ア シ ル グ リセ ロ ール ）の 骨 格 を形 成

す る代謝 中 間体 と して ， ま た ， プ ロ テ イ ン キ ナーゼ G を

活性化 す る セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ
ー分 子 の

一つ と して 生体

に お い て 重 要 な役割 を果 た して い る
1〕
一一S）．

　生 物由来 1，2−DAG は 2 つ の ア シ ル 基 の 組 み 合 わ せ の 異

な る種 々 の 分子種か ら構成 さ れ て い るた め，組成 は極 め て

複雑で ある ．多 くの 分子種 の 中 で ，特 に sn −1 位 と sn −2位

の ア シ ル 基が入れ替 わ っ た位置異性体 は reverse 　isomers

（Fig．1） とい わ れ る が，ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ る そ の

分離 は 大変困難で あ り，
こ の 異性体 の 生体内で の 分布 や異

性体 間 の 生理機能の 差異 は こ れ まで ほ とん ど明 らか に され

て い ない ．こ の た め 両異性体を区別 して 分析す る簡便 な方

法 の 開発が 望 まれ て き た．著者 らは先に，高度 にエ ン ドキ

ャ ッ プ 処理 し た オ ク タデ シ ル シ リ カ （ODS ）カ ラ ム を装

備 した 逆 相高速液体ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー （HPLC ）を用 い

て 1；2−DAG の reverse 　isomers の 分離 を 詳細 に 検討 し，2
つ の ア シ ル 基 の 鎖長 や 不飽和 度 が 大 き く異 な る 場合
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 り よ う

（4 ：0／16 ：0，16 ：0／22 ：6 な ど），両異性体 は 明瞭 に 分離

され る が，2 つ の ア シ ル 基が類似 した場合 （16 ： 0／18 ：0，

18 ：1／18 ： 2 な ど ），そ の 分離 は 困難で あ る こ と を報告 し

た
4，）5）．

　ODS カ ラ ム の 固 定相 は オ ク タ デ シ ル 基 （C 、BHs7 ）で 修

飾 され て お り，そ の 疎水性が 試料 との 基本的 な相互 作用 に

な っ て い る．ODS 固 定相 の 残存 シ ラ ノ ール が 塩基性化 合

物 な どの ピーク形状や 保持挙動 に 影響を与える た め ， そ の

影響を取 り除 く処理 と して 現在の カ ラ ム の 大 半は ODS 充

填 剤 の 合 成 工 程 にお い て エ ン ドキ ャ ッ プ 処 理 を施 して い

る．しか し なが ら，シ ラ ノー
ル が 静電 的 相互 作用 に よ っ て

溶質の 保持
・
分離 に 影響 を 及ぼ す可能性 の あ る こ とか ら，

本研究 で は，シ ラ ノ
ー

ル 含量 の 異 な る ODS カ ラ ム を用 い

＊
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て 種 々 の reverse 　isomers を 分 析 し ， 残 存 シ ラ ノ ール の 分

離 に 及 ぼ す 影響 を調 べ た．そ の 結果 ， 残存 シ ラ ノ ール は 分

離 に大 きな 影響 を及 ぼ さ な い が，溶出時間 を著 し く短 縮 す

る こ とが 認 め られ，非 エ ン ドキ ャ ッ プ ODS カ ラ ム の ほ う

が エ ン ドキ ャ ッ プ ODS カ ラ ム よ りも reverse 　isomer 分析

に適 して い る こ とが 明 らか とな っ た の で 報告す る．

2 実 験

　2・1 試　薬

　以 下の 試薬 を用 い た．カ プ リル 酸 （8 ： 0）， リ ノール 酸

（18：2），リノ レ ン酸 （18 ：3）， 1一オ レ オ イルーrac一グ リセ ロ

ー
ル ，1一リ ノ レ オイルーrac一グ リセ ロ

ー
ル ，1一リ ノ レ ノ イル ．

rac 一グ リ セ ロ ール ，1，2一ジ パ ル ミ トイ ルーrac一グ リセ ロ ール ，

1一モ ノ パ ル ミ トイ ルーrac一グ リセ ロ ール （Sigma 製）；4 ジ メ

チ ル ア ミ ノ ピ リ ジ ン （DMAP ），無水硫酸 ナ ト リ ウ ム ，

N ，N
「一ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド （DGC ） （ナ カ ラ

イ テ ス ク 製）；3M 臭化エ チ ル マ グ ネ シ ウ ム （東京化成製）；

乾燥ク ロ ロ ホ ル ム ，乾燥工
一

テ ル ，乾燥 トル エ ン，乾燥 ピ

リジ ン ，酢酸 （関東化学製）；ア ラ キ ドン 酸 （20 ：4），エ

イ コ サ ペ ン タエ ン酸 （20 ： 5）（日本化学飼料製）．3，5一ジニ

トロ フ ェ ニ ル イ ソ シ ア ネ
ー

ト （DNPI ） は ，ア セ トニ トリ

ル 中で
， 3，5一ジ ニ トロ ア ニ リ ン に トリ ホ ス ゲ ン を 60℃ で

30 分間反応させ て合成 した
6）．

　2・2　 トリア シル グリセ ロ ール （TAG ）の合成

　乾燥 ク ロ ロ ホ ル ム （3mL ＞ に溶解 し たモ ノー及 び ジ ア シ

ル グ リ セ ロ ール （0．045mol ） に ，脂 肪 酸 （O．lmol ），

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　　　　　　　 ll　　 　　 　　　 Iト
　 lH ：

詈
一 ゜− c− R／ 1 萼

一 −゚ c』R2
　 ’n−1p °siti°n

R2− c− o − ⊂ qH
　　　　　　　　　R、− c− D ）一．c − H　　　　　　　　　　sn −2　posi巨on

　 　 　 　 H2c− OH 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H2c
− OH 　　　　　　　　　　　　　　　　　　sn

−3　posjしiOn

R
，⊥

R
’

RI −［
R2

Fig・　1　　Structures　of 　l，2−diaCy1−sn −glycerol　revcrse 　iso−
mers （R1 ≠ R2＞
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Fig・2　Preparation　 of 　the　3，5−dinitrophenylurethane
derivatives　of 　l，2−diac｝・1−sn −glycerols

DMAP （0．02　mol ）及び DCG （0，ユ2　mol ）を加 え，か くは

ん し な が ら 20℃ で 約 20 時間反応 さ せ た．反応 終了後，

窒素気流下で 溶媒 を 除去 し，残査 に 少量 の ヘ キサ ン を加え

て 激 しくか くは ん した．こ の ヘ キサ ン可溶物からシ リカゲ

ル 薄層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー （TLG ） ｛Merck 製 シ リカ ゲ ル

60　F・2，4 （厚さ 0，5mm ，20　cm 　×　20　cm ｝ を用 い て TAG を

単離 した．晨 開溶媒 に は ヘ キサ ン ： ジエ チ ル エ
ー

テ ル

（70 ：30，v／v ） を使用 した．晨 開 後，0．2％ 2，，71一ジ ク ロ ロ

フ ル オ レ セ イ ンーエ タ ノール 試薬を噴霧 して紫外線 （UV ）

照射 下 で 分離成分を検出 し，ジエ チ ル エ ー
テ ル を用 い て

TAG を抽 出 した．

　2・3　Grignard 分解

　1
，
2−DAG は TAG を 部分的 に Grignard 分解 し て 得 た

7）．

すな わ ち，乾燥 工
一

テ ル qmL ） に 溶解 した TAG （10

mg ） に ，1M の 臭化 エ チ ル マ グ ネ シ ウ ム （0．25　mL ） を加

えて 25 秒間か くは ん し なが ら反応 させ た．そ の 後 ， 乾燥

工
一

テ ル ：酢酸 （9 ：1，v ／v） （lmL ）を加えて 30 秒間か

くは ん して 反 応 を 停止 さ せ た．反 応混合物 に エ
ー

テ ル

（2，5mL ）と蒸留水 （0．5　mL ）を加 え て 2 分 間か くは ん し

た 後，水層 を除 去 し，エ ーテ ル 層 を 2％ 炭酸水素ナ ト リ

ウ ム （0．25mL ） で 1 回，水 （0．25　mL ） で 2 回 洗 浄 した．

そ の 後，適量 の 無水硫酸 ナ トリ ウ ム を加 え て 脱水 し，窒素

気 流 下 で 溶媒 を 除去 して 1，2−DAG を 含 む 反応 混合物 を得

た．

　2・4 　誘導体の 調製

　3，5一ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル ウ レ タ ン （DNPU ）誘導体 の 調製

は Itabashi　and 　Kuksisの 方法
s〕
に 従 っ て 行 っ た （Fig．2）．

1，2−DAG （約 0，5　mg ）を含む試料 に ， 乾燥 トル エ ン （500

pL） に 溶解 した DNP 工 （5　mg ） と 乾燥 ピ リ ジ ン （30 μL）

を加 え ， か くは ん し なが ら 30℃ で 3 時 間反 応 させ た．反

応終 了 後，窒素気流 下 で 溶媒 を 除去 して 得られ た残査 を少

量 の ク ロ ロ ホ ル ム に溶解 し，TLC ｛Merck 製 シ リ カ ゲ ル

60F254プ レ
ート （厚 さ 0．25　mm ，2  cm × 20　cm ），移 動

相 ： ヘ キ サ ン ージ ク ロ ロ メ タ ン ーエ タ ノ
ー

ル （40 ： 10 ： 3，

v ／v／v ）｝ を 用 い て 1，2−DAG の DNPU 誘導体画分 を 分離 し

た．UV 照射下 で 誘導体 に 相当す る バ ン ド （Rf＝O．45） を

確認 し，エ
ー

テ ル を用 い て 回 収 した．こ の 画分 を再度

TLG ｛移動相 ： ク ロ ロ ホ ル ムーア セ トン （99 ；1，　 v ／v）｝ で

精製 し （Rf ≡O．26），
ほ ぼ 純粋な DNPU 誘導体を得 た ．

　2・5 逆相 HPLC 分析

　逆 相 HPLG 分 析 に は ，
　 Imtakt 製 の 内径 4．6　mm ， 長 さ

25cm ，粒径 3 μm ，細孔径12nm の エ ン ドキ ャ ッ プ 処理

ODS （Cadenza 　CD −Cl8 ） と シ ラ ノ
ー

ル 制御 型 ODS

（Gadenza 　Gレ G ユ8）及 び Merck 製 の 内径 4．O　mm ，長 さ 25

cm ，粒径 4pm ，細孔径 10nm の エ ン ドキ ャ ッ プ 処理

ODS （Superspher　100　RP −18　e，炭素量 21．6％，表面被度

4．09　pmol／m2 ） と非 エ ン ドキ ャ ッ プ処理 ODS （Superspher

lOO　RP −18，炭素量 21％，表面被度 3，6ユpmol ／m2 ） の 4種

類 の カ ラ ム を用 い た ．Gadenza カ ラ ム を装備 した HPLC

分析 に は，LC −20AD ポ ン プ （島津 製），
カ ラ ム 恒温槽

Cool　Pocket （Thermo 　Fisher　Scientific製），　 SPD −10A　UV

検 出器 （島 津 製 ） 及 び ク ロ マ トパ ッ ク C−R8A （島 津 製 ）

を使 用 した．Superspher カ ラ ム を装備 した HPLC 分析に

は，D−7000 ポ ン プ （日立製），カ ラ ム 恒温槽 GTO −10Asvp

（島津 製 ）及 び L−7455　Diode 　Array検 出 器 （日立 製 ） を使

用 し た ．試料 （DNPU 誘導体 ） は 2一プ ロ パ ノ
ー

ル に

1mg ／mL の 濃 度 に な る よ うに 溶解 し，そ の 5 μL を

Rheodyne 製 イ ン ジ ェ ク タ
ー

（Model 　7725） を用 い て カ ラ

ム に注入した．カ ラ ム 死容量 （VQid 　volume ）の 測定 に は，

試料溶剤 を注入 して 現 れ た ピー
ク の 保持容量を用 い た ．移

動相 に は ア セ トニ ト リル （和光純薬工 業製 HPLC 用）の

み を用い て 0．5mL ／min の 流量で 送液 し，溶出 した成分を

254nm で検 出 した．

3 結果 と考察

　本 研 究 で 使 用 し た ODS カ ラ ム の 残 存 シ ラ ノ
ー

ル 含 量

は，Cadenza　CD −GI8 ＝Superspher　lOO　RP −18e〈 Cadenza

GL −Gl8 ＜ Superspher 　100 　RP −18 の 順 に 高 い と推定 され

る
9〕⊥m ．CD −C18 と RP−18e は今 日広 く使用 され て い る他 の

ODS カ ラ ム と 同様 に 高度 に エ ン ドキ ャ ッ プ処理 し たカ ラ

ム で あ る ．一
方，CVCI8 はエ ン ドキ ャ ッ プ工 程をコ ン ト

ロ ール す る こ と に よ り意図的 に少量の シ ラ ノ ール を残存 さ

せ た シ ラ ノール 制御型 カ ラ ム で あ り ， CD −Cl8 と は残存 シ

ラ ノール 量の み が 異なる こ とか ら，両 カ ラ ム は残存 シ ラ ノ

ール 量 の 分 離 に及 ぼ す影響を比 較す る の に 適 して い る
9〕．

Superspher　lOO　RP −18 は エ ン ドキ ャ ッ プ処理 を施 さな い カ

ラ ム で あ り，Superspher　lOO　RP −18e と は炭素量 や 表面被

度な ど仕様が 幾分異なっ て い る （2・5 参照）．
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Fig．3　Reversed−phase　HPLC 　resolution 　of 　the　reverse 　isomcrs　of 　l，2−diacア1−rac −glycerols　as　3，5−dinitro−

phenylurethanes　on 　fUlly　endcapped 　and 　contro1 亘ed 　endcapped 　ODS 　phases

Peak　iden面 cation （from 　left　to　right ）： 1−eicosapentaenoyl −2−oleoyl −rac −glycerol（20 ：5／18 ：1），1−oleoy1 −

2−eicosapentaenoyl −rac −9夏｝厂cero1 （18 ：1／2  ：5），
ユーcapryloyl −2−palrnitoア1

−rac −glycero1（8 ：0／16 ：0）and 　l−

palmitQyl−2−capryloyl −rac −glアcerol （16 ：0／8 ：0）．　 （A ）and （B），　controlled 　endcapped 　ODS 　column

（Cadenza 　Cレ Cl8
，
250　x 　4，6　mm 　i，d．〉； （C ）and （D ），fully　endcapped 　ODS 　column （Cadenza 　GD −G18

，

250 × 4．6mm 　i．d．）．　 Column 　temperature ，10℃，　 Mobile 　phase，　acetonitrile 　lOO％．　 Flow 　rate ，0．5
mL ／lnin ．

　 3・1　 シ ラ ノ ール 制 御 型 ODS カ ラム に よ る 位 置 異 性 体

（reverse 　isomers）の分離

　 ODS カ ラ ム に 残存す る シ ラ ノ
ー

ル の 分離へ 及 ぼ す影響

を 検討す る た め に，高度 に エ ン ドキ ャ ッ プ 処理 した ODS

（Gadenza 　GD −Cl8 ） とシ ラ ノ
ー

ル を少量残存させ た シ ラ ノ

ー
ル 制御型エ ン ドキ ャ ッ プ ODS カ ラ ム （Gadenza 　GLCI8 ）

を 用い て ，飽和及 び不飽和脂肪酸 か ら構成 さ れ た 1，2−DAG

の reverse 　isomers （DNPU 誘導体）の 分離を検討 した．1一

エ イ コ サ ペ ン タエ ノ イ ル ー2一オ レ オ イ ル ーrac 一グ リ セ ロ
ー

ル

（20 ： 5／18 ：1） と そ の reverse 　isomer （18 ： lf20 ：5）及 び

1一カ プ リ ロ イ ル ー2一パ ル ミ ト イ ル ーrac 一グ リ セ ロ ール

（8 ：0／16 ：0） とそ の reverse 　isomer （16 ：0／8 ：0） の ク ロ

マ トグ ラ ム を Fig．3 に示す．高度 に エ ン ドキ ャ ッ プ処 理

し た CD −C ユ8 カ ラ ム で 完全 な 分離 を得 る た め に は ，

20 ：5／18 ：1 と 18 ：1／20 ：5 の 不 飽 和 reverse 　isomersに つ

い て は約 205分，8 ： 0／16 ： 0 と 16 ：0／8 ； 0 の 飽和 reverse

isomers につ い て は約 120 分の 分析時間を要 した が （Fig．

3，C ＆ D ），適度 に シ ラ ノ ール を残 し た CLC18 カ ラム で

は 分析時間が大幅 に 短縮され，それぞれ ユ55分 と 80分 ほ

どで ほ ぼ完全な分離が得られた （Fig．3，　 A ＆ B）．一
般 に，

残存 シ ラ ノ ール が 溶質 と イ オ ン 的 ， 水素結合的相互 作用 を

した 場合 ， シ ラ ノール を残 し た カ ラ ム は 十分 にエ ン ドキ ャ

ッ プ処 理 した カ ラ ム に比 べ て 溶 質 を強 く保 持 す る．しか し

なが ら，本研究で は逆 に，十分 にエ ン ドキ ャ ッ プ 処理 した

カ ラ ム の 方 が 溶質 （DNPU 誘導体） を 強 く保持 し た．こ

の こ とは，極性の 小 さ い 溶質 と残存 シ ラ ノ
ー

ル 間の 相互作

用 は弱 く，逆 に シ ラ ノ
ー

ル を封 じた カ ラ ム の ア ル キル 基 と

溶質 問 で よ り強 い 疎水性相 互 作用 の 起 こ る こ と を示唆す

る．

　2 種 の カ ラ ム を用い て得 られ た標準品 の 保持容量 （Vr），

保持 係 数   ，分 離 係 数 （α ），分 離 度 （R 、）及 び 理 論段

数 （N ）を Table　 l に示 す．保持係数 は CD −Cl8 が GL −18

よ りも大 きい 値を示 した が，分 離係数は 両 カ ラ ム で 同一

（LO3 ） で あ っ た．こ の こ と は，溶 質 の 保 持 に 影 響 を 与 え

る 相互 作用 の サ イ トが エ ン ドキ ャ ッ プ 処 理 カ ラ ム （GD −

Gl8 ）よ りもシ ラ ノー
ル を残 した カ ラ ム （Cレ C ユ8）に多い

こ とを 示唆す る．エ ン ドキ ャ ッ プ処理 する こ とで 導入 され

る トリメ チ ル シ リル （TMS ）等 の 置換基 は シ ラ ノ
ー

ル 基

よ りもかさ高い た め，ODS の ア ル キル 鎖 は絡 まりあわ ず

に 均
一

に 伸 びて い る が
， 非エ ン ド キ ャ ッ プ カ ラ ム の ア ル キ

ル 鎖 は 動きや す く，シ リ カ 表面は不均
一

で あ る と い われ て

い る
11）．また，水系 の 移動相中で は ODS の ア ル キル 鎖は

互 い に 絡 ま りあ っ た 構造 を と る が ， 有機溶剤量 （メ タ ノー

ル ）の 増加 で よ り伸 び た 状態 に な る と考 え られ て い る
12 ）．
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Table　 lChromatographic 　parameters　of 　the　reverse 　isomers 　of 　saturated 　and 　unsaturated 　12 −diacylglycerols　as　their

3，5−dinitrophenylurethanes　on 　Cadenza 　CIンG18and 　CLGI8columns 　
a ）

Dia⊂ylgly⊂ erol Cadcnza　GD −C18 Cadenza 　GL−G18

sn −1（3）　 sn・2 v，
b） k

⊂｝
ord

） R ，
e ｝

ND k α Rs N

20 ：5　　 18 ：1

18 ：1　　 20 ：5

8 ；0　 　 ユ6 ；D

16 ：08 ：0

94．8697

．8752

．9654

．62

30．5681

．5313

．221S

．64

1．03

1．03

1．47

1．31

42700335003SlOOS160069，8471

．9934

．4435

．60

21．2921

．9410

．87U

．23

1．03

1．03

1．4正

1．36

39900355003250032700

a ）Golumn 　temperature ，10℃．　 Other 　HPLC 　conditions 　as 　given　in　text，　 b）V，．＝retention 　vo 正ume （mL ）corrected 　by　subtractillg

the　column 　void 　volume （CD −C18 ，　3ユO　mL ；CL−Cl8，3．28　mL ）．　 c ＞h ＝retention 　factor．　 d）α reparation 　factor．　 e ）K ＝
peak

resolution ．　 R 。＝1．18 （tr2
−

tr1）／（w 匚＋ w2 ），where 　w
＝

pcak　half　width （min ）．　 f）N ＝theoretica夏platc，　 N ＝5．54 ｛tr （min ）／w

（min ＞12．

A

0．03A

C

16

0、02AU

1　　　 i　　　 I　　 I

lO5　110　　115　　120

　 　 Timetmin

16・・｛
’8：218

・2｛
’6：°

B

0．002A

D

18、3｛
’6：°

k〜
I　　　 I　　　 I　　　 l　　　 I　　　 I

6S　　　70　　　75　　
．
80　　　85　　　9D

　 　 　 　 　 Timetmin

。．。2Aul6
・・｛

［　　 I　　 l　　　 l　　　 ！

120　125　130　135　 140

　 　 　 　 Timetmin

｛
’6：°

I　　 I　　 I　　 I　　 l

115120　125　130　135

　 　 Time！min

Fig．4　Reversed−phase　HPLC 　resolution 　of 　the 　reverse 　isomers　of 　l
，
2−diacyl−rac −glycerols　as 　3

，
5−dinitro−

phenylurethanes　on 　fUlly　endcapped 　and 　nontndcapped 　ODS 　phases
Peak 　identification （from　left　to　right ）； 1−linoleoア1−2−palmitoyl−rac −glアcerol （18 ；2／16 ：0），1−palmitoア1−2−
linoleo

ア
1−rac −glycero旦（18 ：2／16 ： 0＞，1−linolenoyl−2−palmitoyl−rac −glycerol（18 ： 2／16 ：0）and 　1−palmitoyl−

2−linolenoy1 −rac −g1アcerol （16 ： 0／18 ：2），（A ） and （B ），　non −endcapped 　ODS 　column （Superspher　100

RP −18 ，250　x　4．OmIn 　i．d．）；（C ）and （D ），f田 y　endcapped 　ODS 　column （Superspher 　100 　RP −18e ，25  ×

4．Omm 　i，d，）．　Golumn　temperature ，18℃．　 Mobile　phase ，　acetonitrile 　lOO％ ．　 Flow 　rate ，0．5
mL ／min ．

本研究 で は 移動相 に ア セ トニ トリル の み を用 い た が，メ タ

ノ
ー

ル を使 用 した 場合 で も，異性体 の 分離 は 低下 する もの

の ，シ ラ ノ
ー

ル を残 した CL −Cl8 カ ラ ム の ほ うが 誘導体 を

早 く溶出した．したが っ て ，ODS の ア ル キ ル 基 は ア セ 1・

ニ トリル 中で も十分伸 び 出 して い る もの と推測 さ れ る ．こ

れ ら の こ とか ら
，

シ ラ ノ ール を封 じ た カ ラ ム （CD −C18 ）

の ア ル キ ル 鎖 の 方が ア セ トニ トリル 中で よ り均
一に立 ち上

が っ て い て 疎水性相 互 作用 を受けや す く，こ の こ とが 溶質

（DNPU 誘導体） を よ り強 く保持す る 要因で あ る と考 え ら

れ る．

　以 上 の 検討に よ り，エ ン ドキ ャ ッ プ処理 の 有無 は 異性体

の 分離 に 影響 を 及ぼ さ ず，溶出時間 に 大きな影響 を与 え る
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A

0，  05A

C

0．004A

I　 　 I　 　 I　　 l　　 I

135　140　　145　 150　　15S
　 　 　 Timetmin

8：0

B

0，002AU

D

18・E2
  ：4

… 4［
18：1

l　　 I　 　 l　 　 l　　 l　　 I

160　165　　170　　175　180　　185

　 　 　 　 　Time！min

0．004A

l　　 I　　 I　 　 I　　 I

70　　75　　 80　　85　　　90

　 　 　 Time！min

18・｛ 18：1

l　　 I　　 l　　 I

l25　 130 　 135　　140
　 Timeimin

Fig．5　Reversed−phase　HPLC 　resolution 　of 　the 　reverse 　isomers　of 　1，2−diacア1−rac −glycerols　as　．3，5−dinitro−

phenア1urethanes　on 　fUlly　endcapped 　and 　non −endcapped 　ODS 　phases
Peak　identificadon（from　left　to　right ）： 1−arachidonoyl −2−stearoyl −rac −glycerol（20 ：4／18 ：0），1−stearoyl −

2−arachidono ア1
−rac −glアcerol （ユ8 ：0／20 ：4），1−arachidonoyl −2【oleoyl −rac −glycerol（20 ：4／18 ： 1）and 　1−

oleoyl −2−arachidonoyl −rac −glycerol（18 ： 1／20 ：4），　（A ） and 　（B ），　 non −endcapped 　ODS 　 co 且u 皿 n

（Superspher　lOO　RP−18， 250 × 4、O　mm 　i．d，）； （G ）and （D ），
fUlly　endcapped 　ODS ⊂ olumn （Superspher

100RP −18e ，250 × 4．O　mm 　i，d．）．　 Golumn 　temperature ，18 ℃ ．　 Mobile 　phase，　acetonitrile 　lOO ％ ．
Flow　rate ，　O．5　mL ／min

こ とが明瞭に な っ た．すなわ ち，高度に エ ン ドキ ャ ッ プ処

理 した ODS カ ラム よ りも適度 に シ ラ ノ
ー

ル を残存 さ せ た

ODS カ ラ ム の ほ うが 分析時間が 短 く，reverse 　is・ mer 分析

に適す る こ とが 認め られ た．

　3・2　非 エ ン ド キ ャ ッ プ処 理 ODS カ ラ ム に よ る位 置異

性体 （reverse 　isomers）の分 離

　1，2−DAG の reverse 　isomers （DNPU 誘導体 ） を残 存 シ ラ

ノ
ー

ル 含 量 の 高 い 非 エ ン ドキ ャ ッ プ 処 理 ODS カ ラ ム

（Superspher　100　RP −18） を 用 い て 分析し，そ の 溶 出 挙動

を高廉に エ ン ドキ ャ ッ プ処理 した カ ラ ム （Superspher　100

RP −18e） と比較した．1一リノ レ オ イ ルー2一パ ル ミ トイル ーrac一

グ リ セ ロ
ー

ル （18 ： 2／16 ； 0） と そ の reverse 　isomer

（16 ： 0／18 ： 2）及 び 1一リ ノ レ ノ イ ルー2一パ ル ミ トイ ル ーrac 一

グ リ セ ロ ール （18 ：3／16 ：0） と そ の reverse 　isomer

（16 ： 0／18 ： 3） の ク ロ マ ト グ ラ ム を Fig ．4 に 示 す．

Cadenza 　ODS カ ラ ム と 同様 に ， 残存 シ ラ ノ ール をそ の ま

ま残した RP −18 カ ラ ム の ほ うが，よ り短い 時間 で 成分 を

溶 出 した．RP −18 カ ラ ム は 2 つ の ア シ ル 基 の 類 似 した （炭

素数 の 差 及 び 不 飽 和 度 の 差 の 小 さ い ）18 ： 2／16 ： 0 と

16 ：0／18 ；2 に つ い て ，RP −18e カ ラム よ りも幾分良 い 分離

を 示 した （Fig．4，　 A ＆ G）．2 つ の ア シ ル 基 が 大 き く異な

る 1一ア ラ キ ドノ イ ルー2一ス テ ア ロ イル ーrac 一グ リ セ ロ
ー

ル

（20 ：4／18 ：0）とそ の reverse 　isomer （18 ：0／20 ：4）及 び

1一ア ラ キ ド ノ イ ル ー2一オ レ オ イ ル ーrac 一グ リ セ ロ ール

（20 ：4／18 ：1）と そ の reverse 　isomer （ユ8 ：1／20 ：4） の ク

ロ マ トグ ラ ム を Fig．5 に示す．　 Fig．4 の ク ロ マ トグ ラ ム

と同 様 に ，
エ ン ドキ ャ ッ プ未処 理 カ ラム はエ ン ドキ ャ ッ プ

処 理 カ ラ ム よ りも短い 溶出時間で良好な reverse 　isomer 分

離 を示 した．

　 2 種 の カ ラ ム を用 い て 得 られ た 分 離 パ ラ メ
ータ （Vr，　 k，

α ，R ，，　 N ） を Table 　 2 に 示す ．　 RP −18 カ ラ ム で は ，

16 ：0／18 ：2 と 18 ；2／16 ：0 の α は 1．02 （R 、≡O．72）で あ

り，部分的 な分離が 得 ら れ た が ，RP −18e カ ラ ム で は シ ョ

ル ダ
ーピー

ク として 保持時間の シ フ トが認められた に過 ぎ

な か っ た．16 ；0／18 ： 3 と 18 ：3／16 ：0 の α は 両 カ ラ ム と

も 1．02 で あ っ た が，RP −18e カ ラム で の Rs は O．85 で あ り，

RP −18 カ ラ ム で の R 、

ニ0．97 に比 べ て 幾分小 さい 値が得 ら

れ ，非 エ ン ドキ ャ ッ プ ODS カ ラ ム の ほ うが よ り良い 分 離

を示 し た．20 ：4／18 ：0 と 18 ：0／20 ：4 の reverse 　isomers
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Table　 2Chromatographic 　parameters　of 　the　 reverse 　isomers　of 　1，2−diacylglycerols　containing 　polyunsaturated　acyr

chains 　as　their 　B，5−dinitrophenylurethanes　on 　Superspher　100　RP −18e　and 　100　RP・ISa＞

Diacylglycerol Superspher 　100　RP −18e Superspher 　100　RP −18

sn −1（3）　 sn −2 v．　
b｝ hC）

α
d） R ，

c） NO k α R、 N

18 ；2　　 16：0

工6 ：0　　 ユ8 ：2

18 ： 3　　 16 ：0

16rO 　　 18 ：3

20 ：4　　 18 ；0

18 ：0　　 20 ：4

20 ：4　　 ユ8 ：1

18 ：1　　 20 ；4

66．92　　　 27．84

57．Ol　　　 23、94

58．26　　　 24．49

85．08　　　S5．67

88．12　　　36．98

58，89　　　25．76

6G，46　　　　26，45

1．02

1．04

1．02

0．85

1．39

0．94

256002500022500

21800

54．7955

．7837

．5538

，3972

．0674

．8639

、7540

．74

21．4521

，8614

．14

14．4828

．5829

．6816

，2416

．67

1．02

1，02

1．04

1．03

O．72

0，97

1．68

1．06

2680030200

30900308003150028500

28500

a ）Column 　temperature718 ℃．　 Other 　HPLC 　conditions 　as 　given　in　tex し 　b）V，・＝retention 　voiume （mL ）corrected 　by　subtracting

the　column 　void 　volume （RP −18e，2．29　mL ；RP −18，2．22　mL ），　 c）k ＝retention 　factor．　 d）α
＝

separation 　factor、　 e ）凡
＝

peak　resQ −
lution．　 R ，＝1．18 （tr！

−
tr1）／ （wl ＋ w2 ），where 　w ＝

peak 　halfwidth （min ）．　 f）N ＝theoredcal 　plate，　 N ＝5．54 ｛tr （min ）／w （min ＞｝
2，

につ い て も同様 に α は そ れ ぞ れ 1．04 で あ っ たが ，R 、 は

1，68 と 1．39 で あ り，分離 に 大 きな違 い が 認 め られ た．

20 ：4／18 ： 1 と 18 ：1／20 ：4 の reverse 　isomers につ い て も

同様 の 傾 向が 認 め ら れ た ．い ずれ の カ ラ ム に お い て も ，

Gadenza カ ラ ム と 同様 に，　 sn −1 位 に不 飽和度 の 高い ア シ ル

基 を もつ 極性 の 大 きな reverse 　isomer が，　 sn −2位 に 不飽和

度の 高 い ア シ ル 基 を もつ 極性 の よ り小 さ い reverse 　isomer

よ りも先 に 溶出 した．

　 上 述 した よ うに，Cadenza　CD −C18 と GレG18 カ ラ ム は

残存 シ ラ ノ
ー

ル 量が異なる だ けで シ リカ ゲ ル 基材や ODS

導入量 は 全 く同 じ で ある の に 対 し て ，Superspher　RP −18e

と RP −18 カ ラ ム は ODS の エ ン ドキ ャ ッ プ処 理 の 有無の 他

に炭素量 や 表面被度 も幾分異なっ て い る．両 カ ラ ム の 理 論

段数 を比 較す る と，CD −Cl8 と CL −G18 は測 定 し た す べ て

の reverse 　isomersに つ い て お お む ね等しい 値を示 した が ，

RP −18 で 得 られ た値 は RP −18e め そ れ よ りも 明 らか に 大 き

く，カ ラ ム 効 率 の 高 い こ と が 認 め ら れ た．し た が っ て ，

R？−18 カ ラ ム で 得 られ た よ り良 い 分離 に は，残存シ ラ ノ
ー

ル よ りも カ ラ ム 効率が 大 き く関与 して い る と考 え ら れ る ．

な お ，2 つ の ア シ ル 基 が 類 似 し た revcrse 　 isOmers

（16 ： 0／18 ： 0，18：1／18 ： 2な ど） の 分離 は今回使用 した

い ず れ の カ ラ ム を用 い て も困難で あっ た．

　最近 の HPLG 用 ODS 充填剤 は
， 残存 シ ラ ノ

ー
ル の 影響

を減 らすために エ ン ドキ ャ ッ プ処理を施 したもの が ほ とん

どで あ るが ，本 研 究に お い て エ ン ドキ ャ ッ プ 有無の 分 離 に

及 ぼ す影響を検討した 結果 ， 残存 シ ラ ノ ール をそ の まま残

した ODS カ ラ ム の 方が エ ン ドキ ャ ッ プ処理 した カ ラ ム で

得 られ る 分離 を維持 し なが ら reverse 　isolnersの 1容出時間
．

を 大 幅 に 短 縮 す る こ とが 明 らか に な っ た．以 上 の 結 果 か

ら ， 1，2−DAG の reverse 　isomers の 分 析 に は 高度 に エ ン ド

キ ャ ッ プ処 理 した ODS カ ラ ム よ りもエ ン ドキ ャ ッ プ未処

理 ODS カ ラ ム の ほ うが 適 して い る と結論 され た．

　Reverse　isomer 分析に つ い て コ メ ン トを頂い た 高橋是太 郎教授

（北 海道 大 学）に感謝 い た し ます，
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Reversed-Phase HPLC  Separation of  1,2-Diacylglycerol Regioisomers
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 We  investigated the separation  of  the regioisomers  (reverse isomers) of  1,2-diacyl-rac-glycerols
by reversed-phase  HPLC  on  colurnns  containing  endcapped  and  non-endcapped  ODS  phases.
The  reverse  isomers of  1,2-diacylglycerols, having various  pairs of  acyl  groups including saturated
and  unsaturated  chains,  were  chromatographed  as  8,5-dinitrophenylurethanes <DNPU) using

acetonitorile  as  the  mobile  phase. Baseline separations  were  achieved  fbr the  reverse  isomers of
very  different pairs of  acyl  groups, such  as  caprylate/palmitate  and  stearate/arachidonate,  on

both  endcapped  and  non-endcapped  ODS  columns,  which  retained  longer  less-polar isomers

with  a  lower degree  of  unsaturation  or  shorter  chain  at  the  sn-1(8)  position, The  latter
columns,  however,  markedly  shortened  the  elution  times of  the derivatives compared  to the  fbr-

mer  columns.  Most  commercially  available  ODS  columns  are  fu11y endcapped  so  as  to decrease

any  undesirable  infiuence of  residual  silanol, The  present study,  however,  demonstrates  that

non-endcapped  ODS  phases are  more  suitable  fbr reverse  isomer separation  than  fu11y end-
capped  ones,

Kayworcls :1,2-diacylglycerols;  reverse

HPLC  ; non-endcapped  ODS,isomers
 ; S,5-dinitrophenylurethanes; reversed-phase
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