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略語一覧 

 

略語 日本語 英語

APCI 大気圧化学イオン化 Atmospheric pressure chemical ionization

DAG ジアシルグリセロール Diacylglycerol

FFA 遊離脂肪酸 Free fatty acid

GC ガスクロマトグラフィー Gas chromatography

HPLC 高速液体クロマトグラフィー High performance liquid chromatography

HUFA 高度不飽和脂肪酸 Highly unsaturated fatty acid

LDL 低密度リポタンパク質 Low density lipoprotein

MAG モノアシルグリセロール Monoacylglycerol

MCFA 中鎖脂肪酸 Medium chain fatty acid

MS 質量分析 Mass spectrometry

MS/MS エムエスエムエス（または、タンデム質量分析）
Mass spectrometry / Mass spectrometry (or

Tandem mass spectrometry)

ODS オクタデシルシリル Octadecylsilyl

Rs 分離度 Resolution

SIM 選択イオンモニタリング Selected ion monitoring

SRM 選択反応モニタリング Selected reaction monitoring

TAG トリアシルグリセロール Triacylglycerol

TF テーリングファクター Tailing factor

TLC 薄層クロマトグラフィー Thin layer chromatography

UV 紫外吸光光度検出器 Ultraviolet absorption detector

UV-VIS 紫外可視吸光光度検出器 Ultraviolet-visible absorption detector  

 

 

略語 日本語 英語 炭素数：不飽和度

C8 カプリル酸 Caprylic acid C8:0

C10 カプリン酸 Capric acid C10:0

C12 (La） ラウリン酸 Lauric acid C12:0

C14 ミリスチン酸 Myristic acid C14:0

C16 (P) パルミチン酸 Palmitic acid C16:0

C18 (St) ステアリン酸 Stearic acid C18:0

O オレイン酸 Oleic acid cis -9-C18:1

El エライジン酸 Elaidic acid trans -9-C18:1

L リノール酸 Linoleic acid cis,cis -9,12-C18:2

E (EPA, E) エイコサペンタエン酸 Eicosapentaen acid cis,cis,cis,cis,cis -5,8,11,14,17-C20:5

D (DHA, D) ドコサヘキサエン酸 Docosahexaenoic acid cis,cis,cis,cis,cis,cis-4,7,10,13,16,19- C22:6

S (SFA) 飽和脂肪酸 Saturated fatty acid

U (UFA) 不飽和脂肪酸 Unsaturated fatty acid  
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第一章 緒言 

 

脂質は、炭水化物、タンパク質と並ぶ三大栄養素の一つであり、生物にとって非常に重

要な栄養素、すなわちエネルギー源である。トリアシルグリセロール（TAG）は天然界に

最も多く存在する脂質の存在形態であり、食用油脂の主成分として知られている。TAG は

グリセリンに 3 分子の脂肪酸がエステル結合した構造を持ち 1)、TAG の構造を Fischer 投

影式で図 1.1 のように示した場合、脂肪酸の結合位置を上から順に sn-1、sn-2、sn-3 位と

称して区別している 2)。‘sn-’は stereospecific numberingの意味である。また、sn-1,3位を

α位、sn-2 位を β位とも称する。図 1.1 に示した例は 1,2-dipalmitoyl-3-oleoyl-sn-glycerol

であり、2分子のパルミチン酸（P）と 1分子のオレイン酸（O）が sn-1、sn-2、sn-3位に

表記順に結合した TAGを示している。これは、sn-PPOのように 3 つの脂肪酸の略号を用

いて略記することができる。sn-1,3 位に異なる脂肪酸が結合している場合、sn-2 位の炭素

原子は不斉中心となり、sn-PPOに対して結合順が逆の sn-OPPは鏡像異性体となる。これ

らの鏡像異性体を区別しない場合は β-PPO と表記することができ、これは β（sn-2）位の

脂肪酸のみが固定され、sn-PPO/sn-OPP 比は任意であることを示す。β（sn-2）位の脂肪

酸がオレイン酸（O）である β-POP（=sn-POP）は β-PPO とは位置異性体の関係にある。

‘β’を用いた表記は位置異性体を議論する場合に便利である。このような構造の TAG中の脂

肪酸の結合位置はランダムではなく、TAG の生合成経路に存在する酵素により厳密に制御

されているため、TAGの組成はそれぞれの生物および組織に固有のものとなる。 

このような脂質の特徴を調べるために一般的に広く用いられているのは脂肪酸組成分析

である 3)。これには主にガスクロマトグラフィー/水素炎イオン化検出（GC/FID）が用いら

れ、全脂質、あるいは、目的の脂質クラスから調製した脂肪酸メチルエステルを、極性カ

ラムを用いて分離・検出する。油脂を構成する脂肪酸の種類、その存在比から、油脂の種

類、物性などを推測でき、非常に便利な方法である。しかしながら、前述のごとく油脂の
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主成分は TAGであり、脂肪酸の種類のみならずその組合せ、さらには、結合位置が油脂の

物理的、栄養学的な性質に影響を及ぼしているため、脂肪酸組成のみで油脂を特徴づける

ことには限界がある。油脂の構造的な特徴をより詳しく知るために、立体特異的分析 

(Stereospecific analysis)と呼ばれるグリセロール骨格上の結合位置ごとに脂肪酸組成を求

める手法が開発され、様々な油脂の分析に用いられてきている。1965年、Brockerhoffは、

sn-1、sn-2、sn-3 位を識別し、それぞれの結合位置ごとの脂肪酸組成を求める立体特異的

分析を開発した 4)。この方法では、リパーゼあるいはグリニャール反応により TAGを部分

的に加水分解し 1,2 (or 2,3)-ジアシルグリセロール（DAG）を得た後に、1,2 (or 2,3)-ホス

ファチド誘導体とし、（ホスホリパーゼ A2）PLA2により 1,2-ジアシルホスファチドの sn-2

位の脂肪酸を加水分解することにより、1-アシルリゾホスファチドから sn-1 位の、PLA2

により得られた遊離脂肪酸から sn-2位の脂肪酸組成を求めることができる。sn-3位の脂肪

酸組成は油脂（すなわち TAG）全体の脂肪酸組成から sn-1,2位の脂肪酸組成を減じること

によって求めることができる。また、1986 年に板橋らは、油脂の部分加水分解により得ら

れた 1 (or 3)-モノアシルグリセロール（MAG）に 3,5-ジニトロフェニルイソシアネートを

結合させてそれぞれをビス-3,5-ジニトロフェニルウレタン(DNPU)誘導体として、キラル高

速液体クロマトグラフィー（HPLC）で分離する方法を考案し、立体特異的分析に応用した

5)。脂肪酸の種類が異なっていても、1-MAGと 3-MAGの DNPU誘導体はそれぞれがまと

まった時間に溶出する。これらの画分をメチルエステル化後に GC/FID で分析することに

より立体特異的分析が可能である。後に 1,2 (or 2,3)-DAGの DNPU誘導体も同様にキラル

HPLCで分離できることが報告され、こちらも油脂の立体特異的分析に応用されている 6)。

これらの方法により、植物油、動物脂、乳脂、魚油等のグリセロール骨格上の sn-1,2,3 位

ごとの脂肪酸組成が明らかにされた 7-12)。例えば、一般に植物油は sn-1,3 位に飽和脂肪酸

が多く、sn-2 位に不飽和脂肪酸が含まれている傾向がある。また、魚類は高度不飽和脂肪

酸（Highly unsaturated fatty acid, HUFA）が sn-2位に、アザラシなどの海獣類は sn-1,3
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位に偏在することなどが報告されている。このような立体特異的分析は、油脂全体の脂肪

酸の結合位置を知ることができる優れた方法であるが、非破壊で TAG分子種を測定するこ

とはできない。 

TAG の組成、すなわち、3 つの脂肪酸の“組合せ”である TAG 分子種の分析には GC、

HPLCがともに用いられてきた。GCで TAGを分析するためには、高温で気化させる必要

があり、試料注入口、カラムは 350˚C程度に設定される場合が多い。このため、TAG分析

に用いる分析用カラムは高温に耐える必要があり、また、TAG 自身も分析中に分解されて

はならない。こうした制約はあるものの、GC/FID法は定量性に優れた方法であり、以下の

分離モードで使用されている 13)。一般に無極性カラムを使用すると、TAGは総アシル炭素

数の順に溶出する。また、極性カラムを使用すると総アシル炭素数の順に溶出し、さらに

同じ炭素数であっても二重結合数の多い分子種の方が強く保持される。GC による TAG 分

析では主に炭素数の違いによる分子種の分布を知ることが可能であるが、前述の TAG中の

脂肪酸の結合位置の異なる位置異性体や鏡像異性体（図 1.1）は分離されない。 

HPLCについても TAG分子種分析のために種々の分離モードが開発されてきた。広く用

いられる分離モードは（非水系）逆相 HPLC、銀イオン HPLC である。検出器には、UV

検出器、示差屈折率検出器、質量分析計(MS)、蒸発光散乱検出器(ELSD)、荷電粒子検出器

(Corona CAD)などが用いられるが、それぞれ感度や選択性が異なるため分析の目的によっ

て使い分ける必要がある。TAGの逆相HPLCにはOctadecylsilyl (ODS)カラムが用いられ、

移動相にはアセトン、2-プロパノール、アセトニトリル、メタノール、エタノール、ジクロ

ロメタン、クロロホルム、テトラヒドロフラン、ヘキサンなどから数種類の溶媒を組み合

わせて用いる場合が多い 14)。一般的な手法は固定相として ODSカラムを用い、アセトニト

リルとアセトンを移動相としたイソクラテックモード、あるいはグラジエントモードでの

溶出である。この場合、TAG 分子種の溶出順は総アシル炭素数と二重結合の数に従い、

Partition number (PN＝TAG 中の総アシル炭素数－二重結合数×2)という数値が小さい順
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に溶出する(ECN：Equivalent carbon numberと呼ばれる場合もある)15)。例えば、トリラ

ウリン(LaLaLa, PN=36)はトリパルミチン(PPP, PN=48)より先に溶出する（ラウリン酸：

La, パルミチン酸：P）。また、不飽和脂肪酸をもつトリオレイン (OOO)、ジオレオイルパ

ルミトイルグリセロール (OOP) (※TAG 分子種では TAG での脂肪酸の組合せだけを考慮

し、結合位置は考慮に入れない)、ジパルミトイルオレオイルグリセロール (PPO)はいずれ

も PN=48で PPPと同じであるが、この場合、二重結合数の多いものから先に溶出する（O：

オレイン酸）。逆相 HPLC には ODSカラムの他に C22、C30といった長鎖アルキル基を固

定相としたカラムも用いられ、一般に ODSよりも保持が強くなる傾向があるため、多くの

TAG分子種を分離しなくてはならない場合は有利である 16-18)。一般的な逆相 HPLC条件で

は、TAG分子種は PNに依存して分離するが、脂肪酸結合位置の異なる TAG位置異性体（2

種類以上の脂肪酸から成る TAGで β位の脂肪酸を固定して区別される異性体）、TAG鏡像

異性体（2種類以上の脂肪酸から成り sn-1,2,3位の結合順を区別した異性体）は分離されな

い。TAG 分子種としての 3 つの脂肪酸の組合せとその結合位置を同時に分析するというこ

とは TAG異性体分析に他ならない。近年、TAG分子種の同定にはマススペクトルが用いら

れ、TAGのプロトン付加分子（[M+H]
+
）、アンモニウムイオン付加分子（[M+NH4]

+
）など、

さらにここからアシル基が１つ脱離した[M–RCOO]
+
イオン（DAG イオン）の質量電荷比

(m/z)の値から TAG の脂肪酸組成が推定できるようになった 19–23)。また、イオン源でアシ

ル基が脱離する際に sn-1,3位のアシル基が脱離しやすい（1,3-DAGイオンが生じにくい）

という特徴があるため、TAG 位置異性体の間で異なる DAG イオン比が得られる 21)。クロ

マトグラム上で TAG 位置異性体が重なっていても、そのピークの DAG イオン比からもと

の TAG位置異性体比を求めることも可能であり、植物油、動物油の分析にも応用されてい

る 22-24)。 

逆相 HPLC以外の手法で TAG 位置異性体を分離するためには銀イオン HPLC が用いら

れる 25)。これは固定相の銀イオンが TAG上の不飽和脂肪酸の二重結合の数や位置を認識で
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きることに基づいている。溶出順は、SSS<SSM<SMM<SSD<MMM<SMD<MMD<SDD 

~SST<SMT~MDD<MMT<SDT~DDD<MDT~STT<DDT<MTT<DTT<TTT（S：飽和脂肪

酸，M：モノ不飽和脂肪酸，D：ジ不飽和脂肪酸，T：トリ不飽和脂肪酸）となり、位置異

性体の場合は sn-1,3 位の二重結合が多いものがより保持される。このため

β-StOSt<β-StStO、β-StOO<β-OStO のような溶出順となる（St：ステアリン酸、O：オレ

イン酸）。 

一般的なODSカラムを用いた逆相HPLCでは TAG位置異性体を分離することはできな

いが、逆相モードであってもカラムの種類や分離条件を変更することによって TAG位置異

性体を分離できる例も報告されている。Momchilovaらは、残存シラノール基の量の異なる

数種の ODS カラムを用いて、飽和脂肪酸（S）であるパルミチン酸２つと、不飽和脂肪酸

（U）（リノール酸、リノレン酸、アラキドン酸、エイコサペンタエン酸、ドコサヘキサエ

ン酸）からなる TAG 位置異性体（β-SUS 型/β-SSU 型）の分離条件を検討し、残存シラノ

ール基が分離に寄与していると述べている 26)。また、著者らは残存シラノール基だけでは

なく、ODS 固定相の結合密度が高く、平面・非平面分子の違いを認識できるポリメリック

構造も分離に寄与することを示し、リサイクル HPLC システムと併用して β-POP/β-PPO、

β-OPO/β-OPO を分離した 27)。リサイクル HPLC とは、カラムの出口の流路をポンプの入

り口に戻して、分析種が十分に分離するまでカラムを循環させる機能をもつ HPLC システ

ムである。ポリメリック型 ODSカラムの特徴は β-SUS型/β-SSU型のみならず、β-USU型

/β-UUS 型も分離できる点にある。このカラムは温度を下げることにより TAG の保持を強

めることができる一方、ピークの対称性は悪化する。しかし、汎用性、耐久性に優れる逆

相カラムでの TAG位置異性体分析は大いに検討の余地があると考えられる。 

 そこで本研究では、TAG 位置異性体、鏡像異性体分析法の開発と、天然油脂に含まれる

TAG 異性体存在比の分析を目標として以下の実験を行った。第二章、第三章ではポリメリ

ック ODSカラム、C28カラムを用いた逆相HPLCによる TAG位置異性体分析法を開発し
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た。さらに、第四章ではキラル HPLC を用いて TAG 鏡像異性体の直接分離を開発し、第

五章では第二章、第四章で開発した分析法を使って、特徴的な脂肪酸の分布を持つと考え

られる魚類、海獣類の脂質に含まれる TAG 位置異性体・鏡像異性体分析を試みた。また、

第六章では乳脂の TAG位置異性体分析を試みた。得られた結果を従来の立体特異的分析に

よる脂肪酸分布と比較することで、新たに開発した分析法の有用性を評価するとともに、

天然油脂を構成する TAGの生合成経路に関しても考察を行った。 



例） 1,2-dipalmitoyl-3-oleoyl-sn-glycerol ＝ sn-PPO
“sn-”の後の表記順にパルミチン酸とオレイン酸がグリセロール骨格のsn-1,2,3位に結合している。
P=パルミチン酸、O＝オレイン酸

位置異性体

sn-1

sn-3

sn-2
* HO

O

O

O

O
O

図図図図 1.1 トリアシルグリセロールの構造と表記法

β-POP (=sn-POP)

sn-PPO sn-OPP
鏡像異性体

β-PPO

“β-”はsn-2位の脂肪酸が固定されたことを表すため、

β-PPOは、sn-PPO, sn-OPPの任意の比の混合物を表す

Fischer投影式

異性体の表記例 α位＝sn-1,3位

β位＝sn-2位

* 不斉中心
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第二章 ポリメリック型 ODS カラムを用いた逆相 HPLC による食用油脂中の

トリアシルグリセロールの位置異性体分析法の開発 

 

第一節 緒言 

TAG はグリセロールと 3 つの脂肪酸から成り、食用油脂の主成分である 1)。その組成は

油脂の物性、栄養に影響を及ぼすため、油脂の特徴を捉えるためにはその組成分析する必

要がある。TAG の分子種の HPLC 分析に用いられる分離モードは主に逆相 HPLC と銀イ

オン HPLC である。逆相 HPLC では TAG はアシル基と ODS 等を固定相とする逆相カラ

ムのアルキル鎖との疎水性相互作用により保持され、総アシル炭素数と不飽和度から計算

される PN 15)が大きい程、また、不飽和度が小さいほど保持が強くなる。一般に逆相 HPLC

ではグリセロール骨格上で脂肪酸の結合位置が異なる位置異性体を分離することはできな

い。一方、銀イオンHPLC 28-30)では不飽和度に従って分離し、二重結合数が多いほど保持

が強くなる。また、分離条件によっては位置異性体の分離も可能な優れた分離モードであ

る。しかし、銀イオン HPLC ではヘキサンに少量のアセトニトリルを加えた移動相を用い

るため、アセトニトリルがカラムにコーティングされている銀を徐々に溶出させてしまう。

このため、カラムの寿命が縮まり再現性の低下につながる。以上の点から、銀イオンカラ

ムを用いた TAG 分子種分析、位置異性体分離には難点が多く、位置異性体の分離可能で、

かつ、耐久性のあるカラムや分離モードの開発が求められている。 

近年、感度、選択性の高い分析を行うため質量分析計が多用されている。TAG 分析にお

いても、大気圧化学イオン化-質量分析装置（APCI-MS）を用いられ、位置異性体分析の研

究にも応用されている。APCI法は試料を脱溶媒ガスで加熱気化し、コロナ放電によって試

料をイオン化する方法である。APCI 法では、TAG のプロトン付加分子、アンモニウムイ

オン付加分子、ナトリウムイオン付加分子、DAGフラグメントイオン（TAGからアシル基

が脱離したイオン）等が検出され、その質量電荷比（m/z）を解析することで分子種の同定
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が可能である。Mottram（1996）らは β-AABおよび β-ABA型 TAG位置異性体をクロマト

グラフィーで分離せずにその存在比を DAG フラグメントイオンから求める方法を発表し

た 21)。TAGはイオン化の際に、「sn-1,3位の脂肪酸が sn-2位の脂肪酸と比べて脱離しやす

い」という経験則に基づいて DAG+イオンを生成する。x 軸に TAG 位置異性体の比率、y

軸に 2 種類の DAG イオン（[AA]+および [AB]+）のマスクロマトグラムのピーク面積比を

プロットし、検量線を作成することで位置異性体存在比を測定することを可能とした。こ

の方法は植物油や動物脂において TAG 位置異性体の分析に応用されている 22-24)。しかし、

このように生成したフラグメントイオンを利用する方法が行われる一方で、この手法には

分析する TAGの脂肪酸の炭素鎖や二重結合数の違いによって、イオン化率やフラグメンテ

ーションパターンが異なるという問題点が存在する。また、Mottram らが提唱した経験則

が、二重結合数の多い不飽和脂肪酸には当てはまらないこともわかっており 31)、魚油のよ

うに HUFAを多く含む天然油にこの手法を適応することには問題がある。また、この法則

とは矛盾する結果も報告されている 32–35)。 

前述のとおり、逆相 HPLC による TAG 分子種分析では、ODSカラム等が用いられるこ

とが一般的であり、多くのこれまでの研究では TAG位置異性体の分離に逆相系のカラムは

適していないと考えられてきた。しかし、近年ではカラム技術の発達により、逆相 HPLC

による TAG 位置異性体分析が可能であることがいくつか報告されている。Momchilova 

(2004)らは、4種の ODSカラムを用いて β-POP/β-PPO の分離を検討し、TAG位置異性体

の分離を行う上で、カラムと移動相選択の重要性を示した 36)。この研究に続き、彼らは 2006

年に、エンドキャップ処理をしていない ODSカラムを用いることで、パルミチン酸 2分子

と 2～6 の二重結合を持つ不飽和脂肪酸 1 分子から構成された 5 つの TAG位置異性体ペア

の一斉分離を可能にした 26)。その後、著者ら（2008）は、ポリメリック ODS カラムとリ

サイクルHPLCシステムを併用することで、β-POP/β-PPOまたは β-OPO/β-OOPを個々の

位置異性体に分離することに成功した 27)。リサイクル HPLCとは、一度カラムから溶出し
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たピークを再びポンプの入り口に戻して同じカラムに試料を繰り返し循環させることので

きるシステムで、１本のカラムでカラム圧を上げることなく高理論段数を得ることができ

る技術である。主に分取 HPLC で使われてきたものだが、最近は分析用のシステムも市販

されるようになった。ここで用いたポリメリック ODS カラムとは、アメリカの National 

Institute of Standards and Technology (NIST)の標準物質（Standard reference material, 

SRM）869b 37)の benzo[a]pyrene (BaP)と 1,2:3,4:5,6:7,8-tetrabenzonaphthalene (TBN)

の分離係数（αTBN/BaP）によって規定され、αTBN/BaP＜1のときポリメリック型、1＜αTBN/BaP

＜1.7のときインターミディエート、1.7＜αTBN/BaPのときモノメリック型という。一般にポ

リメリック型の方が平面分子と非平面分子の認識能が高いとされている。ポリメリック

ODS カラムについて、いくつかの TAG 位置異性体の分離が確認されているが、ポリメリ

ック ODS カラムの TAG の保持の特性は未だ明らかになっていない。天然の油脂に含まれ

る TAG位置異性体を分析するためには、ポリメリック ODSカラムが認識できる TAG位置

異性体の特徴を知る必要がある。 

本章では、数種類の TAG 位置異性体を用いて、ポリメリック ODS カラムで分離可能な

TAG 位置異性体を明らかにし、カラムの分離特性を精査することを目的として以下の実験

を行った。中鎖脂肪酸であるカプリル酸(C8)が 2 分子、および飽和脂肪酸（C10~C18）が 1

分子結合する TAG位置異性体、β-C8C10C8、β-C8C8C10、β-C8C12C8、β-C8C8C12、β-C8C14C8、

β-C8C8C14、β-C8C16C8、β-C8C8C16、β-C8C18C8、β-C8C8C18、β-C8DC8、β-C8C8D、HUFA

である DHA(D)が 2 分子、および飽和脂肪酸（C10~C18）が 1 分子結合する TAG 位置異性

体、β-DC10D、β- DDC10、β-DC12D、β-DDC12、β-DC14D、β-DDC14、β-DC16D、β-DDC16、

β-DC18D、β-DDC18を用意し、ポリメリック ODSカラムを用いてHPLCでの分離挙動を調

べた。 

 

第二節 材料と方法 
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第一項 標準品 

TAG標準品は自社（月島食品工業株式会社）製品を用いた。以下に示す各 TAG位置異性体

ペアを 1:1で混合し、2-プロパノールを用いて約 200 ppmに濃度を調整した。最終的に 11

種類の TAG位置異性体ペアを用意した（表 2.1）。 

β-C8C10C8 +β-C8C8C10 β-C8C12C8 +β-C8C8C12 β-C8C14C8 +β-C8C8C14  

β-C8C16C8 +β-C8C8C16 β-C8C18C8 +β-C8C8C18 β-C8DC8 +β-C8C8D  

β-DC10D +β-DDC10 β-DC12D +β-DDC12 β-DC14D +β-DDC14  

β-DC16D +β-DDC16 β-DC18D +β-DDC18 

 

第二項 LC/APCI-MSによる TAG位置異性体ペアの分離 

試料をリサイクル HPLCシステム（ジーエルサイエンス(株)）に 20 μL 注入し、カラム

を通過させて APCI-MSへ導入した。まず、カラムを 1回通過させる分析を行い、分離の不

可能だったものに対してはリサイクル分離を行った（図 2.1）。カラムは Intersil ODS-P（5 

μm, 250 mm×4.6 mm I.D., ジーエルサイエンス(株)）を二本直列につなぎ使用した。移動

相はアセトニトリル / 2-プロパノール＝6：4 (v/v)、流速 0.8 mL/min、カラム温度は試料に

よって 18˚C～30˚Cの間で変更した。検出には四重極型質量分析装置Waters ZMD（Waters 

Corporation, Milford, MA）を用いた。このとき、移動相にアセトニトリルを用いているこ

とが原因で、通常の APCI-MSで検出されるプロトン付加分子よりもアンモニウムイオン付

加分子がより多く検出されたため、感度の問題からアンモニウムイオン付加分子をモニタ

リングイオンとして分析を行った。 

 

【リサイクルHPLCシステムの構成】 

ポンプ：PU611C（ジーエルサイエンス(株)） 

カラムオーブン：MO706（ジーエルサイエンス(株)） 
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UV検出器：UV702（ジーエルサイエンス(株)） 

リサイクルバルブ：HPV-Rc（ジーエルサイエンス(株)） 

インジェクター：Model 7725（50 μLサンプルループ付）（Rheodyne LLC, Rohnert Park, 

CA） 

 

【APCI-MS分析条件】 

コロナ電圧：3.5 kV  コーン電圧：40 V 

APCIプローブ温度：400˚C  ソースブロック温度：135˚C 

スキャン時間：1.0 s 

モニタリングモード：選択イオンモニタリング(Selected ion monitoring, SIM)モードで

[M+NH4]+に相当するm/zのイオンを選択した。 

β-C8C10C8 +β-C8C8C10：m/z 516 β-C8C12C8 +β-C8C8C12：m/z 545 

β-C8C14C8 +β-C8C8C14：m/z 573 β-C8C16C8 +β-C8C8C16：m/z 601 

β-C8C18C8 +β-C8C8C18：m/z 629 β-C8DC8 +β-C8C8D：m/z 673  

β-DC10D +β-DDC10：m/z 885 β-DC12D +β-DDC12：m/z 913  

β-DC14D +β-DDC14：m/z 941 β-DC16D +β-DDC16：m/z 969  

β-DC18D +β-DDC18：m/z 997 

 

第三項 分離度およびテーリングファクターの算出 

得られたクロマトグラムから、分離度（Rs）およびテーリングファクター（TF）を算出

した。Rsは TAG 位置異性体ペアに対して算出し、Rs=1.5 以上でベースライン分離と判断

できる。TFは各 TAGに対して算出し、TF=1.0以上になることでピークがテーリングして

いることを示し、数値が増すごとにピーク対称性が失われていることを指す。 
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第三節 結果と考察 

第一項 ポリメリック ODSカラムによる TAG位置異性体の分離 

 図 2.2 に 2 分子の C8および１分子の飽和脂肪酸が結合する TAG 位置異性体のクロマト

グラム（リサイクルを使用していない）を示した。C14（ミリスチン酸）、C16（パルミチン

酸）、C18（ステアリン酸）が結合した TAG 位置異性体の分離が可能であったが、C10（カ

プリン酸）と C12（ラウリン酸）が結合した TAG 位置異性体の分離は不可能であった。こ

れらに対してリサイクルシステム（図 2.1）を使用したところ、C10が結合した TAG位置異

性体は分離されなかったが、C12が結合した TAG 位置異性体は分離可能であった。分離度

(Rs)およびテーリングファクター(TF)を算出した結果を表 2.2に示した。Rs>1.5においてベ

ースライン分離と判断される。分離可能な TAG 位置異性体ペアに関しては全て Rs>1.0 と

なり、C16が結合した TAG位置異性体（β-C8C16C8 +β-C8C8C16）で Rs＝1.88となり最大で

あった。TFはいずれも 2.0以下であった。 

同様に図 2.3 に 2 分子の DHA および１分子の飽和脂肪酸が結合した TAG位置異性体の

クロマトグラム（リサイクルを使用していしない）を、また、表 2.3に Rsと TFを示した。

C12～C18が結合した TAG 位置異性体の分離が可能であったが、C12は Rs=0.22 と十分な分

離ではなかった。分離できなかった C10を結合した TAG 位置異性体にリサイクルを使用し

たが分離することはできなかった。C16を結合した TAG位置異性体（β-DC16D +β-DDC16）

のときに Rsは 2.11であり、β-C8C16C8 +β-C8C8C16と同様に C16のときに最も高い分離度を

示した。2 分子の DHA と C16が結合した TAG 位置異性体では、2 分子の C8と C16が結合

した場合と比べて TF が大きく、2 分子の DHA と C18 が結合した TAG 位置異性体では

TF=2.0を示す結果となった。この実験に用いたポリメリックODSカラムは炭素量が多く、

長鎖飽和脂肪酸を含む TAG位置異性体の分離に適している一方で、長鎖飽和脂肪酸とポリ

メリックODS固定相との疎水的相互作用が強くテーリングを引き起こしてしまうものと考

えられる。 
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これまでの結果から、ポリメリックODSカラムがTAG位置異性体を認識するためには、

長鎖の飽和脂肪酸が必要と考えられた。そこで、DHA2 分子とオレイン酸もしくはエライ

ジン酸が結合した TAG 位置異性体について、ポリメリック ODS カラムでの分離の可否を

調べた。オレイン酸とエライジン酸は共に炭素 18のモノ不飽和脂肪酸であるが、オレイン

酸は cis型であるのに対し、エライジン酸は trans型である。エライジン酸が結合した TAG

位置異性体はリサイクルによりカラム通過回数 6 回目以降、徐々に分離していく傾向が見

られたが、オレイン酸が結合した TAG 位置異性体は 14 回カラムを通過させても分離され

なかった（図 2.4）。すなわち、ポリメリック ODSカラムはエライジン酸の結合位置は認識

できるが、オレイン酸の結合位置は認識できず、ポリメリック ODS カラムが TAG 位置異

性体を認識するには少なくとも１分子の一定の鎖長と直線構造を持つ脂肪酸が必要である

ことが示唆された。 

以上の結果から、ポリメリック ODS カラムとリサイクル HPLC と併用することで、炭

素鎖 12以上の飽和脂肪酸が結合するTAG位置異性体の分離が可能であることが示された。 

 

第二項 ポリメリック ODSカラムの TAG位置異性体分離メカニズムに関する考察 

前項でポリメリック ODS カラムにおける TAG 位置異性体の分離は、飽和脂肪酸の炭素

鎖の長さが影響していることが示唆された。リサイクルを用いずに十分な分離度を得るに

は、少なくとも炭素鎖 14以上の飽和脂肪酸１分子が必要である。我々は以前の研究で、ポ

リメリック ODS固定相における TAG位置異性体の保持機構について考察している 27)。ポ

リメリック ODS 固定相は、モノメリック等他の種類の ODS 固定相よりアルキル鎖が密に

配列されているため、飽和脂肪酸が密なアルキル鎖の中に深く入り込むことで、保持され

TAG位置異性体が識別される。また、移動相も TAGの保持に影響を与える。例えば、カラ

ム内の ODS固定相はテトラヒドロフランを含んだ移動相と溶媒和することで膨張し、それ

ぞれの ODS 群が上向きに立ってしまう可能性がある。このため、ポリメリック ODS 固定
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相のアルキル鎖の間の狭い空間が消失し、TAG 位置異性体の溶出能力が無くなると考えら

れている。本実験で用いたアセトニトリルと 2-プロパノール（6：4 , v/v）の移動相の場合

は、アルキル鎖の間の狭い空間が保たれ、TAG 位置異性体の分離が達成されたと考えられ

る。このことから、移動相中の TAG 位置異性体の溶解度、ポリメリック ODS 固定相のア

ルキル鎖の結合密度と移動相中での密な構造がTAGの構造と同様に位置異性体分離が達成

されるために重要な要素となっていると考えられる。 



COOH

パルミチン酸 (C16)  ステアリン酸 (C18)  

COOH

COOH

ラウリン酸 (C12)  ミリスチン酸 (C14)  

COOHCOOH

カプリル酸 (C8)  カプリン酸 (C10)  

COOH

ドコサヘキサエン酸 （DHA：D）

COOH

オレイン酸 (cis-C18:1:O)  

COOH

エライジン酸 (trans-C18:1:El)

COOH

β-DDC12 β-DC12Dβ-C8C8C12 β-C8C12C8

β-DDC14 β-DC14Dβ-C8C8C14 β-C8C14C8

β-DDC16 β-DC16Dβ-C8C8C16 β-C8C16C8

β-DDC18 β-DC18Dβ-C8C8C18 β-C8C18C8

β-DDO β-DODβ-C8C8D β-C8DC8

β-DDEl β-DElD

表表表表2.1 分析に用いたTAG位置異性体

表2.1に記載されたTAGの構成脂肪酸の略記

CO

O

OC

O

OC

O

β位

α位

α位

(C8)  

(C8)  

(C16)  

β-C8C8C16

例)
β-C8C8C10 β-C8C10C8 β-DDC10 β-DC10D

Pump

UV detector

Column

Recycle valve

Eluent

Column oven

Autosampler

Injection valve

図図図図2.1 リサイクルHPLCシステムの流路図
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図図図図2.3 ２分子のDHAおよび１分子の飽和脂肪酸が

結合したTAG位置異性体の分離挙動

図図図図 2.2 ２分子のカプリル酸および１分子の飽和

脂肪酸が結合したTAG位置異性体の分離挙動

Table 2 Rs and TF Means for Pairs of TAG-PI Containing two C8s without Recycle Runs (n=3)

Pair of
TAG-PI
(Column 

temperature)

β-C8C8C10

+
β-C8C10C8

(at 18 oC)

β-C8C8C12

+
β-C8C12C8

(at 18 oC)

β-C8C8C14

+
β-C8C14C8

(at 18 oC)

β-C8C8C16

+
β-C8C16C8

(at 22 oC)

β-C8C8C18

+
β-C8C18C8

(at 30 oC)

Rs Not Separated Not Separated 1.02 1.88 1.05
TAG-PI β-C8C8C10 β-C8C10C8 β-C8C8C12 β-C8C12C8 β-C8C8C14 β-C8C14C8 β-C8C8C16 β-C8C16C8 β-C8C8C18 β-C8C18C8

TF - - - - 1.12 1.10 1.34 1.23 1.88 1.60 

Table 3 Rs and TF Means for Pairs of TAG-PI Containing two C8s without Recycle Runs (n=3)
Pair of

TAG-PI
(Column 

temperature)

β-DDC10

+
β-DC10D
(at 18 oC)

β-DDC12

+
β-DC12D
(at 18 oC)

β-DDC14

+
β-DC14D
(at 18 oC)

β-DDC16

+
β-DC16D
(at 22 oC)

β-DDC18

+
β-DC18D
(at 30 oC)

Rs Not Separated 0.22 1.82 2.11 1.36
TAG-PI β-DDC10 β-DC10D β-DDC12 β-DC12D β-DDC14 β-DC14D β-DDC16 β-DC16D β-DDC18 β-DC18D

TF - - 1.03 1.10 1.73 1.42 2.17 1.53 1.97 2.00 

表表表表2.2 ２つのカプリル酸(C
8
)を含むTAG位置異性体ペアの分離度(Rs)とテーリングファクター(TF)

表表表表2.3 ２つのドコサヘキサエン酸(D)を含むTAG位置異性体ペアの分離度(Rs)とテーリングファクター(TF)
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TAG-PI：TAG positional isomer

TAG-PI：TAG positional isomer



図図図図2.4 β-DOD/β-DDO（上段）とβ-DElD/β-DDEl（下段）のリサイクル分離
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第三章 C28カラムを用いた逆相HPLCによる食用油脂中のトリアシルグリセ

ロールの位置異性体分析法の開発 

 

第一節 緒言 

 前述の如く、食用油脂の主成分はトリアシルグリセロール（TAG）である。TAG はグリ

セロール骨格に脂肪酸が 3つ結合した構造であり 1)、食用油脂はそれぞれ固有の脂肪酸組成、

および、TAG 組成をもち、これらがそれぞれの油脂の物性や栄養機能に寄与している。油

脂の特徴をとらえるために一般的に行われるのは GC による脂肪酸組成分析である。さら

に、グリセロール骨格上の結合位置別に脂肪酸組成を測定する方法も用いられている 7–12)。

膵リパーゼにより α 位、β 位の脂肪酸組成を、また、ホスホリパーゼやキラル HPLC を利

用して sn-1,2,3 位の結合位置別に脂肪酸組成を測定する方法は、油脂全体の脂肪酸の分布

から油脂全体の構造を知る上で非常に有用である。しかし、こうした手法は油脂の主成分

である TAG を直接分析しているわけではないため、実際にどのような TAG 分子種がどの

ような比率で存在しているかを知ることができない。このため、GC、HPLCを使った TAG

分子種を直接分析する方法が開発されてきた。GCでは総炭素数、あるいは、総炭素数と不

飽和度に従った分離が可能であるが 13)、TAG位置異性体、鏡像異性体を分離することはで

きない。このような異性体分析法は、現在のところ HPLCのみで可能であり、これは TAG

の脂肪酸の組み合わせと同時にその結合位置を明らかにできる分析法に他ならない。 

 HPLCによる TAG分析で広く用いられるのは逆相 HPLCである。固定相として ODSカ

ラムが用いられる場合が多く、移動相にはアセトン、アセトニトリル、クロロホルム、2–

プロパノール、エタノール、メタノール、テトラヒドロフランなどの有機溶剤を組み合わ

せて溶出させる 14)。最も一般的なのは、アセトン/アセトニトリルの混合溶媒でのイソクラ

テック溶出、グラジエント溶出である。各種 TAGは、TAGの総アシル炭素数–2×二重結合

数で導かれる Partition number（あるいは Equivalent carbon number）の順に従って溶出
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する 15)。この場合 TAG位置異性体、鏡像異性体は分離されない。しかし、逆相 HPLCで

あっても、条件によっては位置異性体を分離できる場合もある。近年の ODSカラムはエン

ドキャップ処理が施されたものが多いが、Momchilovaらはエンドキャップ処理を施してい

ない ODSカラムの残存シラノール基がパルミチン酸 2分子、不飽和脂肪酸 1分子を持つ

TAG位置異性体分離に寄与していることを示した 26)。我々はさらに、残存シラノール基に

加え、固定相の ODSがポリメリック型であることも位置異性体分離に影響を及ぼすことを

示した 27)。1,3-dipalmitoyl-2-oleoylglycerol (sn-POP) / 1,2-dipalmitoyl-3-oleoyl-rac- 

glycerol (rac-PPO)、あるいは、1,3-dioleoyl-2-palmitoylglycerol (sn-OPO) / 1,2-dioleoyl- 

3-palmitoyl-rac-glycerol (rac-OOP)をエンドキャップ処理されていないポリメリック型

ODSカラムとリサイクルHPLCシステムを用いて分離することができたが、一般的なエン

ドキャップ処理されたモノメリック型 ODSカラム、あるいは、エンドキャップ処理をして

いないモノメリック ODSカラムを同条件で用いても分離することはできなかった。いずれ

の分離方法も逆相条件で TAG位置異性体を分離できる方法であるが、分析時間が長い、ピ

ークテーリングが大きいなどの問題を抱えていた。ここで TAG位置異性体分離が達成され

る要因の一つとしてポリメリック型 ODS固定相が考えられる。しかし、ポリメリック型の

場合は ODS固定相合成の段階からその結合密度が高くなる傾向があり、パルミチン酸のよ

うな飽和脂肪酸を含むTAGとの相互作用が強く、テーリングを引き起こしてしまう。近年、

逆相HPLC用カラムで、ポリメリック ODSカラムのような炭素量が比較的大きいものの

他にも、保持が強く、異なる選択性を示すカラムが市販されている。炭素数 18の ODSの

代わりに C28, C30などの長鎖アルキル基を結合させた逆相 HPLC用カラムである。これ

らはポリメリック ODSに比べ、アルキル鎖の結合密度が低くなるため、テーリングを引き

起こさずに位置異性体分離を達成できる可能性が考えられた。そこで、本章では C28カラ

ムを用い、sn-POP/rac-PPO等の TAG位置異性体分離を検討した。 
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第二節 材料と方法 

第一項  

a. 試薬  トリアシルグリセロール標準品（sn-POP, rac-PPO, sn-OPO, rac-OOP, 

rac-POSt, rac-OPSt, rac-PStO, sn-PDP, rac-PPD, sn-DPD, rac-DPD, sn-PEP, rac-EEP, 

sn-PC10P, rac-PPC10）は、自社製品を用いた（表 3.1）。他の試薬は和光純薬工業(株)より

購入し、HPLCの溶離液に用いたアセトン等の有機溶媒は全て HPLC用以上のグレードの

ものを使用した。 

b. 装置     HPLC システム：Alliance e2695 (Waters Corporation, Milford, MA)、 

UV-VIS検出器：2489 (Waters Corporation)、 カラム：Sunrise C28 (5 μm, 4.6 × 250 mm 

I.D., （株）クロマニックテクノロジーズ)、 大気圧化学イオン化タンデム形質量分析装置

（APCI-MS/MS, Quattro micro API, Waters Corporation)、オペレーションソフトウェ

ア：MassLynx Ver. 4.1(Waters Corporation)。 

 

第二項 β-POP/β-PPO, β-OPO/β-OOPの分離 

 TAG位置異性体のペア(β-POP/β-PPO, β-OPO/β-OOP)を２-プロパノールに溶解し、それ

ぞれが 100 μg/mL となるように濃度を調整した。試料溶液 5 μL を HPLC に注入し、

APCI-MS/MSで検出した。カラム温度は 25、20、15、10˚Cでそれぞれ分析を行った。そ

の他のHPLC条件は以下のとおりに設定した。溶離液：アセトン 100%，流量：1.0 mL/min, 

検出：UV 205 nm。APCI-MS/MSのイオン源、測定条件は以下のとおりとした。イオン源：

APCI ポジティブモード, コロナ電流：3.0 μA, ソースブロック温度：120˚C, 脱溶媒温度：

450˚C, コーンガス流量：50 L/h （窒素ガス）, 脱溶媒ガス流量：200 L/h （窒素ガス）, MS

分析モード：Selected reaction monitoring (SRM)モード, SRM トランジッション：m/z 

834>578 （PPO検出用）, m/z 860>578 （OOP検出用）, コーン電圧：40 V, コリジョン

エネルギー：24 eV。 
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第三項 β-POSt/β-OStP/β-StPOの分離 

 β-POSt、β-OStP、β-StPOをそれぞれ 2-プロパノールに溶解し、濃度を 1000 μg/mL に

なるように調整して標準液とした。 β-POSt/β-OStP/β-StPO 、 β-POSt/β-OStP 、

β-OStP/β-StPO、β-StPO/β-POSt 混合液はそれぞれの標準液を等量ずつ混合して調製し、

それぞれ 10 μLを上記 LC-MS/MSシステムに注入し分析を行った。HPLC条件はカラム温

度を 15˚Cとした以外は第二項と同じ値を用いた。MSはフルスキャンモードに設定し、m/z 

300–1000の範囲をコーン電圧 20 Vでスキャンした。Scan timeは 0.5 sとした。 

 

第四項 β-PDP/β-PPD, β-DPD/β-DDP, β-PEP/β-PPE, β-EPE/β-EEP, β-PC10P/β-PPC10の分

離 

 β-PDP, β-PPD, β-DPD, β-DDP, β-PEP, β-PPE, β-EPE, β-EEP, β-PC10P, β-PPC10をそれぞ

れ 2-プロパノールに溶解し、濃度を 1000 μg/mL になるように調整して標準液とした。

β-PDP/β-PPD, β-DPD/β-DDP, β-PEP/β-PPE, β-EPE/β-EEP, β-PC10P/β-PPC10混合液はそれ

ぞれの標準液を等量ずつ混合して調製し、それぞれ 5 μL を上記 LC-MS/MSシステムに注

入し分析を行った。HPLC条件はカラム温度を15˚Cとした以外は第二項と同じ値を用いた。

β-PDP/β-PPD, β-DPD/β-DDP, β-PEP/β-PPE, β-EPE/β-EEPの検出にはUV 205 nmを用い

たが、β-PC10P/β-PPC10の検出には UV 吸収が弱いため、APCI-MS を用いた。MS 条件は

SRMモード（m/z 724>522, コーン電圧：15 V, コリジョンエネルギー：20 eV）を用いた。 

≪分離度の計算≫ 以下の式を用いて分離度を計算した。 

Rs = 2(tR2–tR1)/(W1+W2)  

 tR1：初めのピークの保持時間，tR2：次のピークの保持時間 

W1：初めのピークのピーク幅，W2：次のピークのピーク幅 

Rs＝1.0を 98％分離、Rs=1.25をベースライン分離（99.5％分離）、Rs>1.5を完全分離とす
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る。 

 

第三節 結果と考察 

 アセトンを移動相として TAG位置異性体の分離検討を行った。これは、アセトンは TAG

の溶解性が高く、逆相HPLC のカラム圧を比較的低く保つことができるからである。また、

アセトンは TAG位置異性体を短時間に溶出、分離させるという本研究の目的に合致してい

た。初めに、4つのカラム温度（25, 20, 15, 10˚C）で β-POP/β-PPOの分離条件を検討した。

結果を図 3.1 に示す。カラム温度を低く設定するにつれて、β-POP、β-PPO ともに保持時

間は徐々に大きくなった。25˚Cのときは β-POP/β-PPOは全く分離しなかったが、20˚Cで

は部分的に分離し、カラム温度 15、10˚Cで十分に分離することが分かった。溶出時間はカ

ラム温度 15˚C のときは 22 min、10˚C では 32 min であり、C28 カラムにおける

β-POP/β-PPO の分離に際しては 10～15˚C が最適なカラム温度であることが分かった。図

3.2 に他の TAG 位置異性体ペアのクロマトグラムを、また、これらの分離度を表 3.2 に示

した。これらの結果から、C28 カラムは飽和脂肪酸を２つ、不飽和脂肪酸を１つもつ TAG

位置異性体ペアを分離できることが分かった。しかし、ポリメリック型ODSカラム（Inertsil 

ODS-P, (株)ジーエルサイエンス）、銀イオンカラムでは β-OPO/β-OOPのような不飽和脂肪

酸を２つ、飽和脂肪酸を１つもつ TAG 位置異性体のペアを分離することはできるが、C28

カラムでは β-OPO/β-OOPを分離できなかった(データは示さない)。また、この C28カラム

はカカオ脂に含まれる対称型 TAG の一つでもある β-POSt を非対称型の β-OStP、β-StPO

と分離できることが分かった。非対称型である β-OStPと β-StPOを分けることはできなか

った（図 3.3）。これらの結果から、パルミチン酸を２つ含む TAG位置異性体ペアの分離が

達成されるためには、分子内の他の脂肪酸の鎖長、二重結合の数や位置などの構造がパル

ミチン酸と大きくことなっている必要があることを示唆している。C28 固定相がパルミチ

ン酸やステアリン酸のような長鎖飽和脂肪酸と強い相互作用をもつと仮定すれば、飽和脂
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肪酸を２つ含む TAG異性体のペアの分離機構を説明できるかもしれない。C28カラムは２

つの不飽和脂肪酸と１つの飽和脂肪酸からなるTAG位置異性体のペアを分離することがで

きないことから、C28カラムによる TAG位置異性体の分離機構は銀イオンカラムやポリメ

リック ODS カラムとは異なると考えられる。銀イオンカラムは TAG のアシル基の二重結

合の数や位置を認識できるため、β-OPO/β-OOP を分離することができる。ポリメリック

ODSカラムの場合は”slot model”と言われる保持機構で TAG位置異性体の分離が説明され

る 27)。C28 と ODS の違いの一つはアルキル基の長さである。これにより、C28 カラムは

パルミチン酸やステアリン酸のような飽和脂肪酸に対して強い疎水性相互作用を示し、さ

らに C28アルキル基であれば１つのアルキル鎖で β-PPOのような α位、β位に存在する２

つのパルミチン酸を同時に強く保持できる可能性がある（図 3.4）。このような相互作用は

C28と β-POPの１つのパルミチン酸のとの相互作用よりも強いのであろう。こうした C28

アルキル基のTAG位置異性体との疎水性相互作用の違いが保持時間に差を生み出し分離を

可能にしていると考えられる。 

 β-POP/β-PPOの分離に関しては、ポリメリック ODSのときよりも C28の方がピークテ

ーリングが起こりにくくなる。すなわち、C28 の方がカラムへの試料負荷量を増やすこと

できるため分析、特に、分取の場合は有利な固定相である。同様に銀イオンカラムもピー

ク形状は良好であるが二重結合数に従った溶出順となる。逆相モードの C28 カラムの方が

TAGは PNに従って溶出するため、溶出順が分かりやすいというメリットもある。 
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図図図図3.3 C28カラムによるβ-POSt/β-OStP/β-StO、β-POSt/β-OStP、 β-OStP/β-StPO、

β-POSt/β-StPOのクロマトグラム
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表表表表3.2 各種TAG位置異性体の分離度 (n=3)

N.S.: Not Separated

TAG-PI: TAG positional isomer

Pair of
TAG-PI

β-PPO
+

β-POP

β-OOP
+

β-OPO

β-POSt
+

β-StPO

β-POSt
+

β-OStP

β-OStP
+

β-StPO

β-PPSt
+

β-PStP

β-PPC10

+
β-PC10P

β-PPD
+

β-PDP

β-PDD
+

β-DPD

β-PPE
+

β-PEP

β-PEE
+

β-EPE

Rs 0.94 N. S. 1.00 1.12 N. S. N. S. 0.87 1.05 N. S. 1.09 N. S.

図図図図3.4 β-POPとβ-PPOのC28カラムの固定相への保持機構の違い

１鎖長での疎水性相互作用

２鎖長での疎水性相互作用

β-POP

β-PPO
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第四章 食用油脂中のトリアシルグリセロールの鏡像異性体分析法の開発 

 

第一節 緒言 

 前章で述べたように TAGはグリセロール骨格に 3つの脂肪酸が結合した構造 1)をもつ食

用油脂の主成分であり、その脂肪酸の結合位置によっては位置異性体、鏡像異性体を生じ

る。第二章、第三章では逆相 HPLC による位置異性体分離方法について述べたが、逆相

HPLCでは非対称型 TAGの中に含まれる鏡像異性体を直接分離することは不可能である。 

 立体特異的分析により油脂の脂肪酸組成を sn-1~3位の結合位置ごとに調べることによっ

て油脂全体の特徴を知ることができる 7–12)。前章で述べたように植物油は sn-2 位に不飽和

脂肪酸が多く結合した対称型の構造をしている場合が多いが、非対称型の分布を特徴とす

る脂肪の存在も確認できる。牛乳に代表される反芻動物の乳脂肪は短鎖および中鎖脂肪酸

が sn-3 位に多く結合している傾向がある 10)。海獣油は魚油と異なり、HUFA を sn-1,3 位

の両方あるいはいずれか一方に結合している 11,12)。こうした油脂にはキラルな非対称型の

TAG分子種が存在することが示唆されるが、具体的に TAG鏡像異性体がどのような存在比

で入っているかを調べるためには非対称型TAGをクロマトグラフィーにより直接的にキラ

ル分離することが必要ある。しかし、最近までこうした分離を達成した報告は存在しなか

った。唯一の例外は、岩崎らの多糖誘導体型キラルカラムを用いた sn-DC8C8/sn-C8C8D, 

sn-EC8C8/sn-C8C8E のキラル分離の報告である。38) この方法は TAG 鏡像異性体をキラル

HPLCで直接分離した最初の報告であるが、ここで用いた TAGはリパーゼを使って合成し

たもので、sn-1,3 位の鎖長、不飽和度に大きな差があり、キラル HPLC で分離しやすい構

造であった。このため、この方法は天然の油脂に含まれる炭素数 16-18 の飽和脂肪酸、不

飽和脂肪酸からなるような TAG分子種の分析に応用されることはなかった。 

HPLC の技術は近年著しく発展しており、粒子径の小さな充填剤の開発、装置の高耐圧

化等により分離能の向上、分析の高速化などが可能である。キラルカラムも例外ではなく、
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岩崎らが使用したカラムと同じタイプのものも充填剤の粒子径が 10 μmから 5 μm、3 μm

と小さくなり、分離度、耐久性などが大幅に向上し、キラル固定相の種類も増えて選択性

の幅も拡がってきている。本研究では、このようなキラルカラムを利用して天然の油脂に

含まれる TAG鏡像異性体の分離方法を開発するために、天然の油脂の多く含まれるパルミ

チン酸、オレイン酸からなる非対称 TAG のモデルとして rac-PPO を選択してキラルカラ

ムのスクリーニングを行った。また、より高い分離能を得るために前章でも述べたリサイ

クルHPLCシステムを併用した。さらに、スクリーニングにより得られたHPLC条件をパ

ーム油中の sn-OOP/sn-POO比の分析へ応用した。 

 

第二節 材料と方法 

第一項 材料 

 1,2-ジパルミトイル-sn-グリセロール (sn-1,2-PP)、1,2-ジパルミトイル-rac-グリセロール 

(rac-1,2-PP)、1,2-ジオレオイル-sn-グリセロール (sn-1,2-OO)、1,2-ジオレオイル-rac-グリ

セロール (rac-1,2-OO)、1,3-ジパルミトイル-2-オレオイルグリセロール (sn-POP)、1,3-ジ

オレオイル-2-パルミトイルグリセロール (sn-OPO)、1,2-ジオレオイル-3-パルミトイル

-rac-グリセロール  (rac-OOP)、1,2-ジオレオイル -3-リノレオイル -rac-グリセロール 

(rac-OOL)、パルミチン酸、ステアリン酸、オレイン酸、リノール酸はジグマ–アルドリッ

チ社 (St. Louis, MO)より、1-(3-ジメチルアミノプロピル)-3-エチルカルボジイミド塩酸塩 

(EDC)、4-ジメチルアミノピリジン (DMAP)は東京化成工業(株)より購入した。パーム油は

市販品を用いた。その他の試薬は分析グレードの物を和光純薬工業(株)より購入して用いた。

HPLC用キラルカラム—CHIRALPAK IA, IB, IC (4.6 mm i.d. × 250 mm, 5 μm, (株)ダイセ

ル); CHIRALPAK AD-H, AS-H, AY-H, CHIRALCEL OD-H, OJ-H, OZ-H (4.6 mm i.d. × 

250 mm, 5 μm, (株)ダイセル); CHIRALPAK AD-RH, AS-RH, OD-RH, OJ-RH (4.6 mm i.d. 

× 150 mm, 5 μm, (株)ダイセル)—を rac-PPOの分離条件のスクリーニングに用いた。HPLC
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の溶離液に用いたメタノール等の有機溶媒は全て HPLC 用以上のグレードのものを使用し

た。 

 

第二項 非対称型 TAGの合成 (sn-PPO, rac-PPO, sn-OOP, rac-PPSt, rac-PPL) 

sn-1,2-PP, オレイン酸, EDC, DMAP, N-エチルジイソプロピルアミンを各 0.2 mmolず

つ、ジクロロメタン中、アルゴンガス存在下、0°C で 12 時間反応させた。39) 溶離液にヘ

キサン/酢酸エチル(90/10, v/v)を用いて、反応生成物をフラッシュシリカゲルクロマトグラ

フィーで精製し、sn-PPOを収率 83％で得た。これらの構造はマススペクトルで確認した。

検出されたイオンの質量電荷比 m/z 834、578、552 はそれぞれ[PPO+H]+、[PO]+、[PP]+

に相当する。APCI-MS/MSのイオン源のパラメーターは以下（第四項 a）に示す。rac-PPO、

sn-OOP、rac-PPSt、rac-PPLも sn-PPOと同様に合成、精製した。rac-PPOは rac-1,2-PP

とオレイン酸、sn-OOPは sn-1,2-OOとパルミチン酸、rac-PPStは rac-1,2-PPとステアリ

ン酸、rac-PPL は rac-1,2-PP とリノール酸を用いて合成した。これらの TAG の構造はマ

ススペクトルで確認した。 

 

第三項 キラルカラムのスクリーニング 

a. 順相モード 

順相モードでのスクリーニングには以下の装置で構成される HPLC システムを用いた。

オンライン脱気装置(DGU-20A5, (株)島津製作所)、ポンプ(LC-20AB, (株)島津製作所)、オ

ートサンプラー(SIL-20A, (株)島津製作所)、カラム恒温槽(CTO-20AC, (株)島津製作所)、

UV-VIS 検出器(SPD-20A, (株)島津製作所)。rac-PPO をヘキサンに溶解し、濃度を 1.7 

mg/mL に調整し、キラルカラム（CHIRALPAK IA, IB, IC, AD-H, AS-H, AY-H, 

CHIRALCEL OD-H, OJ-H, OZ-H）で分析した。溶離液にはヘキサン/エタノール (100/0.5, 

v/v)、あるいは、ヘキサン/2-プロパノール (100/0.5, v/v) を用いた。流量、検出波長、カラ
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ム温度, 注入量は、それぞれ 1.0 mL/min, 210 nm, 25°C, 10 μLとした。 

 

b. 逆相モード 

HPLC システムは 2.1 と同じものを使用した。rac-PPO をメタノールに溶解し濃度を 1.2 

mg/mLに調整し、キラルカラム（CHIRALPAK IA, IB, IC, AD-RH, AS-RH, CHIRALCEL 

OD-RH, OJ-RH）で分析した。溶離液にはメタノール (100%)、あるいは、アセトニトリル 

(100%)を用いた。流量、検出波長、カラム温度, 注入量は、それぞれ 0.5 mL/min、210 nm、

25°C、10 μLとした。 

 

第四項 リサイクルHPLC の条件 

a. TAG鏡像異性体の分離 

分離検討に用いたリサイクルHPLCシステム(図 2.1)は、リサイクルポンプ (PU712R, ジ

ーエルサイエンス(株))、 オートサンプラー (GL-7420, ジーエルサイエンス(株))、カラム

恒温槽 (CO705C, ジーエルサイエンス(株))、 UV-VIS検出器 (UV702, ジーエルサイエン

ス(株))、２つの自動切換バルブ (VALVE UNIT 401, (株)フロム)から構成される。リサイク

ル HPLC システムは、リサイクルバルブにより目的物が十分分離するまでカラムを繰り返

し循環させる機構をもつ。もう１つのバルブはリサイクル運転中にカラム外容積となるオ

ートサンプラーの流路を切り離すために使用した。リサイクル HPLC の制御ソフトウェア

には EZChrom Elite (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA)を用いた。検出には

APCI-MS/MS (Quattro micro API, Waters Corporation, Milford, MA)を用い、MassLynx 

Ver. 4.1 (Waters Corporation)でリサイクルHPLCシステムと連動させた。TAG鏡像異性

体分離用のカラムには CHIRALCEL OD-RH (4.6 mm i.d. × 150 mm, 5 μm)に専用のガー

ドカートリッジ(CHIRALCEL OD-RH, 4.0 mm i.d. × 10 mm, 5 μm)を付けたもの用い、カ

ラム温度を 25°Cに設定し、溶離液としてメタノール(100%)を流量 0.5 mL/minで送液した。
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注入量は 20 μLとし、リサイクル運転中の分離度の変化をUV 205 nmでモニターした。非

対称型 TAG (図 4.1C–F; rac-PPO, sn-POO, rac-OOP, sn-OOP)を 2-プロパノールに溶解し

て濃度を 1000 μg/mL に調整し標準溶液として用いた。rac-PPO/sn-PPO（あるいは

rac-OOP/sn-OOP) 混合溶液をそれぞれ等量のrac-PPO標準溶液とsn-PPO標準溶液 (ある

いは rac-OOP標準溶液と sn-OOP標準溶液)を混合して調製し、溶出順の確認のために用い

た。rac-PPL、rac-OOL、rac-PPSt (図 4.1G–I)をそれぞれ 2-プロパノールに溶解し濃度を

それぞれ 500、1000、250 μg/mLに調整して標準溶液とした。20 μLの各標準溶液をオー

トサンプラーから注入し、カラムと UV 検出器を通過した分析種のピークをリサイクルバ

ルブを経由してポンプ入口に戻すことにより、分析種が十分分離するまで繰り返しカラム

を循環通過させた。標準溶液として調製した分析種のキラル分離の可否は UV クロマトグ

ラムで確認した。また、ピークが十分分離した後にリサイクルバルブを元に戻し、

APCI-MS/MSで検出した。イオン源のパラメーターは以下のとおりである。イオン化モー

ド：APCI ポジティブ, コロナ電流：3.0 μA, ソースブロック温度：120°C, 脱溶媒温度：

450°C, コーンガス流量：50 L/h, 脱溶媒ガス流量：200 L/h, データ取得モード：スキャン

m/z 500–1000, スキャン時間：0.5 s, コーン電圧：20 V。 

b. TAG位置異性体の分離 

上記aで用いたリサイクルHPLCシステムをTAG位置異性体(sn-POP/rac- (or sn-) PPO, 

sn-OPO/rac- (or sn-) OOP)分離にも用いた。TAG位置異性体のペア sn-POP/rac-PPO (1/1

混合物)、rac-PPO、sn-PPO、sn-OPO/rac-OOP (1/1 混合物)、rac-OOP、sn-OOP を 2-プ

ロパノールに溶解し、それぞれの濃度が 1000 μg/mLになるように調整して標準溶液とした。

2本連結したノンエンドキャップ ODSカラム (Inertsil ODS-P, 4.6 mm i.d. × 250 mm, 5 

μm，ジーエルサイエンス(株))を用い、カラム温度は sn-POP/rac-PPO 分離の場合は 25°C

に、sn-OPO/rac-OOP 分離の場合は 10°C に設定した。アセトニトリル/2-プロパノール/ヘ

キサン (3/2/1, v/v/v)を移動相とし、流量 1.0 mL/minで送液した。オートサンプラーの注入
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量は 10 μL、UV-VIS検出器の波長は 205 nmに設定した。APCI-MS/MSのパラメーター

は、コーン電圧を除き TAG鏡像異性体分離と同じ条件とした。イオン源での衝突誘起解離

(collision-induced dissociation, CID)により DAGイオンの生成を促進するため, コーン電

圧を 40 Vに設定した。 

 

第五項 パーム油中の sn-OOP/sn-POO比の分析 

a. 逆相 HPLCによる β-OOPの分画 

パーム油をアセトンで希釈し濃度を 0.5%に調整した。これをカラム温度 10°Cに設定し

たポリメリック ODSカラムとリサイクル HPLCシステムを用いて β-OPOと β-OOPを分

離し、β-OOPに相当するピークを分取した。オートサンプラーの注入量は 20 μLとした。

HPLC、MS/MSの条件は第四項 bと同じ条件を用い、リサイクル運転によるカラムの通過

回数は 4回とした。分取した β-OOPはエバポレーターで減圧濃縮した。  

 

b. β-OOPのキラル分離 

第五項 aで濃縮乾固した β-OOP画分を 200 μLの 2-プロパノールに溶解し、そのうち 20 

μL をキラル HPLC 分析に供した。分離にはリサイクルシステムを使用し、検出には

APCI-MS/MSを用いた。分析条件は第四項 aに従った。sn-OOPと sn-POOを選択的に検

出するために SRMモードを使用した。プレカーサーイオンに[M+H]+に相当するm/z 860、

プロダクトイオンに[M–RCO2]+に相当するm/z 578を設定した。コーン電圧は 20 V、コリ

ジョンエネルギーは 26 eV に設定した。 

 

第三節 結果と考察 

第一項 キラルカラムスクリーニング 

 初めに rac-PPO のキラル分離を指標として、キラルカラムのスクリーニングを行った。
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スクリーニングに用いた多糖誘導体型キラルカラムの中で、CHIRALCEL OD-RH のみが

rac-PPO を sn-PPO と sn-OPP にわずかに分離させることができた。この分離は移動相と

してメタノール(100%)を用いたときにのみ達成されたが、アセトニトリル(100%)ではどの

カラムを用いても rac-PPO を分離することができなくなった。分離度を上げるためメタノ

ール、あるいは、アセトニトリルに蒸留水を 20％添加した移動相用いるとピークは溶出し

なくなった。岩崎らは CHIRALCEL OD-H、OD-RH と同種のキラル固定相を持つ順相モ

ード用の CHIRALCEL ODで sn-EC8C8/sn-C8C8Eまたは sn-DC8C8/sn-C8C8Dの分離を達

成しているが 38)、本研究では順相モード用の CHIRALCEL OD-Hは rac-PPOを分離する

ことはできなかった。CHIRALPAK IA, IB, AD-RH は CHIRALCEL OD-RH と同じ

3,5-dimethylphenylcarbamate を多糖の置換基として採用しているが、いずれのカラムも

rac-PPOを分離することはできなかった。特に、CHIRALPAK IBは CHIRALCEL OD-RH

と同じセルロースであるが、シリカゲル担体に多糖誘導体が化学結合により固定化されて

いる点が異なっている。おそらく、この化学結合処理がキラル固定相の立体構造に影響を

及ぼし分離能を損ねていると考えられる。CHIRALPAK AD-RHは CHIRALCEL OD-RH

と同様にコーティング型のキラル固定相を採用しているがアミロースを骨格とするキラル

固定相を採用している。 CHIRALCEL OJ-RH はセルロース骨格の置換基が

4-methylbenzoate である以外は CHIRALCEL OD-RH と同じである。これらはいずれも

CHIRALCEL OD-RHと共通の要素を持つが rac-PPOを分離することはできなかった。 

これらの結果から、rac-PPOの分離にはキラルカラムの構成要素である多糖の種類、置換

基の種類、キラル固定相の固定化方法の組合せが不可欠であり、CHIRALCEL OD-RHの

cellulose tris (3,5-dimethylphenylcarbamate)がコーティングされたシリカゲルがキラル

固定相として最適であることが分かった。移動相として用いたメタノールも rac-PPOのキ

ラル分離に必要な要素であり、これは CHIRALCEL OD-RHのキラル固定相がメタノール

中で sn-PPO/sn-OPPの認識に必要な高次構造を取ることが理由の一つとして考えられる。 
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故に、我々はカラムに CHIRALCEL OD-RH、移動相にメタノールを採用し、以降の TAG

鏡像異性体分離の研究を行った。また、さらに高い分離能を得るためにリサイクル HPLC

システムも併用した。  

 

第二項 TAG鏡像異性体の溶出順  

図 4.2Aは CHIRALCEL OD-RHによる rac-PPOのリサイクル分離を示した UVクロマ

トグラムである。rac-PPO が繰り返しカラムを通過することにより、徐々に sn-OPP と

sn-PPOに分離していく様子を示している。ベースラインレベルが徐々に上がっているのは、

rac-PPOのUV吸収がベースラインの上昇を無視できるほど十分に大きくないためである。

分離後、これらのピークを APCI-MS/MS へ導入しマススペクトルを得た。図 4.3A, 4.3B, 

4.3C は PPO のプロトン化分子に相当する m/z 834 の抽出イオンクロマトグラム(Extract 

ion current chromatogram, EICC)である。図 4.3Aは図 4.2Aに示した rac-PPOのリサイ

クル分離後の EICCを示している。sn-PPOと sn-OPPの溶出順を確認するため、rac-PPO

と sn-PPO を同時に分析した。図 4.3B, 4.3C はそれぞれ sn-PPO、sn-PPO/rac-PPO 混合

物の EICCを示している。これらの結果から、sn-PPOは sn-OPPの後に溶出することが分

かった。これらの非対称型TAGのマススペクトルは全て同一であった（データは示さない）。

さらに、この分離が rac-PPOのキラル分離を確認するために、rac-PPOや sn-PPOの中に

位置異性体である sn-POP (図 4.1A)が混入しているかどうかを調べた。rac-PPOや sn-PPO

の合成中に原料である rac-1,2-PP（あるいは sn-1,2-PP）からアシル転移反応 40)により

sn-1,3-PPが生じていれば、rac-PPOや sn-PPOの中に sn-POPが副生成物として含まれる

可能性があるからである。図 4.4Aは非エンドキャップ型ポリメリック ODSカラム 37)とリ

サイクル HPLC システム 27)を用いて位置異性体の標品である sn-POP と rac-PPO を分離

したクロマトグラムである。この手法で、キラル分離に用いた rac-PPO、sn-PPOを分析し

たところ、これらに sn-POPの混入がないことが確認された（図 4.4B, 4.4C）。このとき分
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離を達成するために必要なカラム温度は 25°C であるが、この温度は分析に用いた TAG の

結晶化開始点に近い温度である。この分析に用いたポリメリック ODSカラムは炭素量が他

の一般的なモノメリック ODS カラムよりも多く、このように TAG の結晶化開始点付近の

カラム温度で分析を行うとテーリングを引き起こしてしまう問題もある。しかし、不純物

として可能性のある sn-POP は、rac-PPO（あるいは sn-PPO）よりも先に溶出するため、

テーリングの影響を受けずに検出されるはずである。rac-PPO と sn-PPO のマススペクト

ル（図 4.5C, 4.5D）を標品である sn-POP/rac-PPOを HPLCで分離した rac-PPO（図 4.5B）

と比べると、m/z 552, 578（[PP]+と[PO]+に相当する）のイオン比が同一であり、このこと

も rac-PPOと sn-PPOには sn-POP（図 4.5A）の混入のないことを裏付けている。 

 rac-PPO の場合と同様に、図 4.2B のクロマトグラムは rac-OOP のそれぞれの鏡像異性

体である sn-OOP/sn-POOへのキラル分離を示している。図 4.6A, 4.6B, 4.6C は OOPのプ

ロトン化分子に相当するm/z 860の EICCであり、図 4.6Aは図 4.2Bに示した rac-OOPの

リサイクル分離後の EICC を示している。sn-OOP と sn-POO の溶出順を確認するため、

rac-OOP と sn-OOP を同時に分析した。図 4.6B, 4.6C はそれぞれ sn-OOP、

sn-OOP/rac-OOP 混合物の EICC を示している。これらの結果から、sn-OOP は sn-POO

の前に溶出することが分かった。これらの非対称型 TAGのマススペクトルは全て同一であ

った（データは示さない）。さらに、この分離が rac-OOPのキラル分離を確認するために、

rac-OOP や sn-OOP の中に位置異性体である sn-OPO が混入しているかどうかを調べた。

カラム温度を10°Cとし、非エンドキャップ型ポリメリックODSカラムとリサイクルHPLC

システムを用いて、rac-OOP、sn-OOP を分析したところ、これらに sn-OPO の混入がな

いことが確認された。このときの、rac-OOP, sn-OOPのピークの前に sn-OPOは検出され

ず、rac-OOP、sn-OOPのマススペクトルのm/z 578、603（[PO]+と[OO]+に相当する）の

イオン比も同一であった。 
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第三項 パーム油中の sn-OOPと sn-POOの存在比の分析 

 前述の分析法を用いて、パーム油中の sn-OOP/sn-POO の存在比を調べた。このキラル

分離を行う前に、逆相HPLCを用いてパーム油中の sn-OOPと sn-POOを含む画分（β-OOP

画分と同義）を分画する必要があった(図 4.7)。これはキラル HPLCで SRMモードにより

sn-OOP/sn-POOを検出する際に、位置異性体である sn-OPO（β-OPOと同義）がほぼ同じ

保持時間に溶出してピークが重なってしまうためである。逆相HPLCにより非対称型 TAG

である β-OOP を分画し、これをキラル HPLC で分析した結果、パーム油中の

sn-OOP/sn-POO比は、およそ sn-OOP/sn-POO＝3/2であることが分かった(図 4.8)。個々

の鏡像異性体の物理的性質は等しく、イオン源でのイオン化やフラグメンテーションの起

こり方に差はないと考えられるため、SRMクロマトグラムのピーク面積比をそのまま存在

比とみなした。 

 

第四項 キラル分離が可能な TAGの構造 

 CHIRALCEL OD-RH で分離可能な非対称型 TAG の構造的特徴を調べるために、

rac-PPL、rac-OOL、rac-PPSt がこのカラムで分離が達成されるかどうかを調べた。その

結果、rac-PPL (図 4.9A)はそれぞれの鏡像異性体に分離されたが、rac-OOL、rac-PPStは

分離されなかった(図 4.9B, 4.9C)。これらの結果は、rac-PPO、rac-OOP (図 4.2A, B)が分

離されることからも、sn-1,3 位にパルミチン酸のような飽和脂肪酸とオレイン酸、リノー

ル酸のような不飽和脂肪酸をともに持つことがキラル分離が達成されるために必要な構造

であることを示している。これらのキラル認識機構は“three-point attachment model”と呼

ばれるにより説明できる可能性がある。これはキラル認識の原則を説明するために一般的

に引用されるモデルである 41-42)。このモデルでは、キラル受容体とキラルな基質（分析種）

との間に少なくとも 3 種類の相互作用が働くことが必要であるとされている。この場合、

sn-PPO のような非対称型 TAG では、sn-1 位と sn-2 位に結合した２種類のパルミチン酸
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とキラル固定相の間に２種類の疎水的相互作用が働き、sn-3 位に結合したオレイン酸とキ

ラル固定相の間に π電子相互作用が働いているため、sn-PPOと sn-OPPでは保持に差が生

まれるのではないかと考えられる。これらが rac-PPO のキラル分離が可能な理由と考えら

れる。同じように、このモデルを使えば rac-OOP、rac-PPL のキラル分離も説明できる。

本研究では、パルミチン酸、オレイン酸、リノール酸から成る TAG とキラル固定相の

“three-point attachment model”を仮定して実験を行ったが、アシル基の鎖長、二重結合

の数、位置等が異なる非対称型 TAGがキラル固定相と 3つの異なる相互作用を形成するこ

とができるか否かも調べる必要がある。今後、短鎖、中鎖、長鎖の飽和脂肪酸から構成さ

れる非対称型 TAG、モノ不飽和脂肪酸、多価不飽和脂肪酸、およびこれらの異性体を含む

ような非対称型 TAGのキラル分離について研究を進めていく予定である。 

 

結論 

本研究により、cellulose tris (3,5-dimethylphenylcarbamate)がコーティングされたシリ

カゲルを固定相とする CHIRALCEL OD-RHをリサイクル HPLCと併用することで、非対

称型 TAGのラセミ体である rac-PPO、rac-OOP、rac-PPLを個々の鏡像異性体にキラル分

離できることが明らかとなった。我々の開発した新しいキラル HPLC法を APCI-MS/MS

と組み合わせることによって、パーム油中の sn-OOP/sn-POO存在比を直接測定すること

ができた。これは天然に存在する非対称型 TAGの初めてのキラル HPLCによる直接分離

である。今後、この手法が多価不飽和脂肪酸、トランス脂肪酸、鎖長差のある飽和脂肪酸

などから成る非対称型 TAGを認識できるかどうか明らかにしていくことが必要である。キ

ラル固定相により認識される TAGの構造を調べていくことにより、さらに詳細なキラル認

識メカニズムが分かっていくであろう。また、この手法は天然の非対称型 TAG分析に応用

することができ、これにより脂質代謝や食用油脂の物性の研究に新たな知見が得られるで

あろう。 



表表表表4.1 rac-PPOのキラル分離のスクリーニングを行った多糖誘導体型キラルカラムの特徴

多糖の種類 置換基 順相 逆相

CHIRALPAK IA Amylose 3,5-Dimethylphenylcarbamate 固定化 不可 不可

CHIRALPAK IB Cellulose 3,5-Dimethylphenylcarbamate 固定化 不可 不可

CHIRALPAK IC Cellulose 3,5-Dichlorophenylcarbamate 固定化 不可 不可

CHIRALPAK AD-H
or AD-RH

Amylose 3,5-Dimethylphenylcarbamate コーティング 不可 不可

CHIRALPAK AS-H
or AS-RH

Amylose (S)-α-Methylbenzylcarbamate コーティング 不可 不可

CHIRALPAK AY-H Amylose
5-Chloro-2-

methylphenylcarbamate コーティング 不可

CHIRALCEL OD-H
or OD-RH

Cellulose 3,5-Dimethylphenylcarbamate コーティング 不可
可

(OD-RH)
CHIRALCEL OJ-H

or OJ-RH
Cellulose 4-Methylbenzoate コーティング 不可 不可

CHIRALCEL OZ-H Cellulose
3-Chloro-4-

methylphenylcarbamate コーティング 不可

rac -PPOのキラル分離

カラム名
シリカゲル上の

キラル固定相の

状態

キラル固定相

(E) rac-PPO
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図図図図4.1 分析に用いた対称型、非対称型TAGの構造
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第五章 魚油および海獣油中のトリアシルグリセロールの位置・鏡像異性体分析 

 

第一節 緒言 

 天然の油脂の特徴を知るための脂肪酸組成を分析する場合が多い。しかし、前述のご

とく油脂の主成分は TAG 1)であり、油脂全体の脂肪酸組成のみでは、油脂の物性や栄養に

寄与する TAGとしての組成を知ることはできない。TAGの組成、すなわち、3つの脂肪酸

の“組合せ”としての TAG 分子種は逆相 HPLC を用いれば分離することができるが、前

章までに述べた分離モードを除き、汎用性が高く一般に用いられることの多いモノメリッ

ク型の ODS カラム等では TAG 異性体を分離することはできなかった。このため、

Brockerhoff、板橋らにより開発された立体特異的分析 4-6)により、植物油、動物脂、乳脂、

魚油等のグリセロール骨格上の sn-1,2,3位毎に脂肪酸組成が明らかにされてきた 7-12)。グリ

セロール骨格上の脂肪酸の結合位置は TAG全体の構造を反映するものであるため、個々の

TAG と同様に油脂の物性や栄養に影響を及ぼす。特に魚油等に含まれる EPA、DHA など

HUFA は脂質代謝等に影響を及ぼす生理活性 43,44)をもっており、その結合位置を調べる意

義は大きい。例えば、魚類は HUFA が sn-2 位に、アザラシなどの海獣類は sn-1,3 位に偏

在することが報告されている 11)。このような立体特異的分析は、油脂全体の脂肪酸の結合

位置を知ることができる優れた方法であるが、非破壊で TAG分子種を測定することはでき

ない。油脂を構成する TAG の特徴を全てとらえるには、脂肪酸結合位置を区別した TAG

分子種分析が必要である。これまでこのような分析は技術的に困難であったため行われて

こなかったが、これまでに述べてきた第二章、第三章の TAG位置異性体分析法、第四章の

鏡像異性体分析法を組み合わせれば、TAG を構成する脂肪酸に制約はあるものの、魚油や

海獣油の立体特異的分析から予想される具体的なTAGの構造や組成を分析できると考えら

れる。第四章では、逆相HPLCを用いてパーム油の β-OOP画分を分取し、これをリサイク

ルシステムを備えたキラル HPLC で分離することによりパーム油の sn-OOP/sn-POO比を
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測定することに成功している。 

そこで本研究では、魚油、海獣油を構成する脂肪酸の中の HUFAと主要な飽和脂肪酸で

あるパルミチン酸からなる TAG分子種をターゲットとして、これらの位置異性体・鏡像異

性体分析を試みた。初めに、ポリメリック ODSカラムを用いた逆相 HPLCにより TAG位

置異性体存在比を分析した。その中から非対称型 TAG を分画し、キラル HPLC によりそ

の鏡像異性体存在比を分析した。これらの TAG異性体存在比を既に報告されている立体特

異的分析によるHUFAのグリセロール骨格上の分布 11,12)と比較した。 

 

第二節 材料と方法 

第一項 材料 

表 5.1に実験に用いた TAGを示した。これらはすべて自社製品である。他の HPLCの移動

相などの試薬は全て和光純薬工業(株)の HPLC 用以上のグレードのものを用いた。魚類は

東京都内のスーパーマーケットで購入した。タテゴトアザラシ油は東京都内の健康食品販

売店からカプセルを購入し抽出した。トド肉は兵庫県たつの市の食肉店より通販にて購入

した。 

 

第二項 脂質の抽出と TAGの分画 

 魚肉およびトド肉から Bligh & Dyer法 45)で脂質を抽出した。タテゴトアザラシ油はカプ

セルから取り出した。得られた脂質をそれぞれヘキサンに希釈し、シリカゲル薄層クロマ

トグラフィー（Thin layer chromatography, TLC）プレートにスポットし、TLCプレート

を石油エーテル/ジエチルエーテル/酢酸(80:20:1, v/v/v)で展開した。トリオレインを標準品

として同時に展開し、同じ Rf 値を示すバンドをかき取りクロロホルム/メタノール(20:1, 

v/v)で TAG を抽出した。抽出した TAG 画分はロータリーエパボレーターで減圧乾固させ、

秤量後 2-プロパノールに溶解させた。分析するまでの間、これらの試料溶液はスクリュー
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キャップ付バイアル瓶にアルゴンガスを封入し–40Cで保管した。 

 

第三項 TAG画分中の β-DPD/β-DDP、β-EPE/β-EEPの部分精製 

 試料である TAG 画分中の β-DPD/β-DDP、β-EPE/β-EEP は非常に少ないため、LC/MS

分析（第二節 第四項）の前に部分精製を行なった。HPLCには、ポンプ(LC-10AD, (株)島

津製作所)、UV-VIS検出器(SPD-10A, (株)島津製作所)、200 Lサンプルループを備えたイ

ンジェクションバルブ (Model 7725, Rheodyne LLC, Rohnert Park, CA)、ODSカラム 

(Inertsil ODS, 250 mm × 10 mm i.d., 10 μm, ジーエルサイエンス(株))から構成されるシ

ステムを用いた。TAGを 2-プロパノールで濃度を約 1％に調整し、セミ分取用逆相 HPLC

により精製した。HPLC条件を以下に示す。移動相：アセトニトリル/2-プロパノール(70:30, 

v/v)、流量：3.0 mL/min、検出波長：215 nm、カラム温度：25C、注入量：100 μL、試料

溶液： TAGで 2-プロパノールで濃度を 1%に調整したもの。β-DPD/β-DDPと β-EPE/β-EEP

が保持時間 11 min付近に溶出することを標準品を用いて確認し、このピークを分取した（デ

ータは示さない）。この画分を濃縮し、濃度を 1000 μg/mLに調整した。 

 

第四項 TAG位置異性体分析 

 8種類の TAG異性体 rac-PPD、β-PDP、rac-PPE、β-PEP、rac-PDD、β-DPD、rac-PEE、

β-EPE を標準品として用いた。これら標準品を全て等量ずつ混合し、2-プロパノールでそ

れぞれの濃度が 1000、500、250、100、50 μg/mLになるように調整し、LC/MSの SIMモ

ードで検量線作成に用いた。装置の構成、分析条件を以下に示す。LC/MS は、ポンプ

（PU-611C, ジーエルサイエンス(株))、UV-VIS検出器 (UV-702, ジーエルサイエンス(株))、

カラム恒温槽 (MO-706, ジーエルサイエンス(株))、50 μL サンプルループを備えたインジ

ェクションバルブ (Model 7725, Rheodyne LLC), APCI-MS (ZMD, Waters Corporation, 

Milford, MA)、ポリメリック型 ODS カラム (Inertsil ODS-P, 250 mm × 4.6 mm, i.d. 5 m, 
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ジーエルサイエンス(株)、2 本直列に連結して使用)でシステムを構成した。β-PDP/β-PPD

または β-PEP/β-PPEの分離の場合、カラム温度：18°C、移動相：アセトニトリル/2-プロパ

ノール/ヘキサン (3:2:1, v/v/v)、流量：0.8 mL/min、注入量：20 μLとした。β-DPD/β-PDD

または β-EPE/β-PEE の分離の場合、カラム温度：22°C、移動相：アセトニトリル/2-プロ

パノール (3:2, v/v)、流量：0.8 mL/min、注入量：20 μLとした。質量分析計のイオン源は、

イオン化モード：APCIポジティブ、キャピラリー電圧：3.5 kV, コーン電圧：40 V、ソー

スブロック温度：135°C、脱溶媒温度：400°C、脱溶媒ガス流量：500 L/hに設定した。SIM

モードにおけるモニタリングイオンは m/z 871、897、917、969 に設定した。これらはそ

れぞれ、β-PEP/β-PPE、β-PDP/β-PPD、β-EPE/β-PEE、β-DPD/β-PDD のアンモニウムイ

オン付加分子に相当する。第二項、第三項で調製した TAG試料溶液を上記の標準溶液と同

じように分析し、測定は 3回繰り返した。それぞれの標準品の SIMクロマトグラムから得

られたピークエリアから検量線を作成し、TAG位置異性体間の傾きの比を補正係数として、

試料中のTAG位置異性体の応答強度の差を補正することによりそれぞれの存在比を求めた。 

 

第五項 魚油、海獣油中の TAG中の非対称型 TAGの分画 

 第四項の方法に従って、非対称型 TAG（β-PPD, β-PPE, β-DDP, β-EEP）の分画を行った。

魚油、海獣油の TAG画分の濃度を約 1 mg/mLに調整し、20 μLずつ分取を行った。それ

ぞれの保持時間は標準品の SIMクロマトグラムを用いて確認した。得られた画分は窒素気

流化で濃縮し、2-プロパノールに再溶解させて濃度を約 100 μg/mLに調整した。 

 

第六項 リサイクルシステムを付したキラル HPLCによる TAG鏡像異性体分析 

 第五項で分画した非対称型 TAG 画分をキラル HPLC によりそれぞれの鏡像異性体に分

離してその存在比を求めた。分離に用いたリサイクル HPLC システムは、第四章第四項 a

と同じものを使用した。キラルカラムは、sn-PPD/sn-DPP、sn-DDP/sn-PDD、または、 
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sn-PPE/sn-EPPを分離するためには CHIRALCEL OD-RH (4.6 mm i.d. × 150 mm, 5 μm，

(株)ダイセル)に専用のガードカートリッジ(CHIRALCEL OD-RH, 4.0 mm i.d. × 10 mm, 5 

μm，(株)ダイセル)をつけたものを用い、sn-EEP/sn-PEEを分離するためには CHIRALCEL 

OZ-3R (4.6 mm i.d. × 150 mm, 3 μm，(株)ダイセル)に専用のガードカートリッジ

(CHIRALCEL OZ-3R, 4.0 mm i.d. × 10 mm, 3 μm，(株)ダイセル)をつけたものを用いた。

カラム温度を 25°Cに設定し、溶離液としてメタノール(100%)を流量 0.5 mL/minで送液し

た。注入量は10 μLとし、リサイクル運転中の分離度の変化をUV 205 nmでモニターした。

非対称型 TAGの標準品 rac-PPD、rac-PPE、rac-DDP、rac-EEPを 2-プロパノールに溶解

して濃度を 1 mg/mLに調整し標準溶液として用いた。10 μLの各標準溶液をオートサンプ

ラーから注入し、カラムと UV 検出器を通過した後のピークをリサイクルバルブを経由し

て再びポンプ入口に戻すことにより、分析種が十分分離するまで繰り返しカラムを循環通

過させた。また、TAG 鏡像異性体のピークが十分分離した後にリサイクルバルブを元に戻

し、APCI-MS/MS の SRM モードで検出した。イオン源のパラメーターは以下のとおりで

ある。イオン化モード：APCIポジティブ, コロナ電流：3.0 μA, ソースブロック温度：120°C, 

脱溶媒温度：450°C, コーンガス流量：50 L/h, 脱溶媒ガス流量：200 L/h, データ取得モー

ド：SRM モード（SRM トランジッションは sn-PPD/sn-DPP、sn-PPE/sn-EPP、

sn-DDP/sn-PDD、sn-EEP/sn-PEE の検出のために、それぞれ m/z 880>625、854>597、

952>625、900>597に設定した）。上記の条件で、分画した非対称型 TAG画分を分析した。

測定はそれぞれ3回ずつ行った。各TAG鏡像異性体の溶出順はsn-PPD、sn-PPE、sn-DDP、

sn-EEP の標準品とそれぞれのラセミ体の溶出パターンを比較して確認した。TAG 鏡像異

性体存在比は SRMクロマトグラムのピーク面積比をそのまま用い、これを第四項で求めた

非対称型の存在比に乗じて全ての異性体の存在比を求めた。 

 

第三節 結果と考察 
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第一項 TAG位置異性体分析 

 本研究では、トド、タテゴトアザラシ、キハダマグロ、カツオ、ゴマサバ、サケ、サン

マ、イワシ、マアジの筋肉に含まれる TAG 位置異性体、β-PDP/β-PPD、β-PEP/β-PPE、

β-DPD/β-DDP、β-EPE/β-EEP を分析対象とした。初めに、TAG 位置異性体の標準品を用

いたクロマトグラムを図 5.1に示した。いずれの TAG位置異性体のペアにおいてもベース

ライン分離が確認された。これらの TAG は HUFA をもつため UV 検出器でも検出できる

が、β-PDP/β-PPD と β-PEP/β-PPE、および、β-DPD/β-DDP と β-EPE/β-EEP はそれぞれ

保持時間が非常に近いため APCI-MS による検出が必要であった。用いた HPLC 条件では

いずれもアセトニトリルを使用しており、TAG のプロトン付加分子よりもイオン源でアン

モニウムイオン付加分子が多く生成するため、アンモニウムイオン付加分子をモニタリン

グイオンとして選択した。全ての TAG位置異性体について、原点を通過する一次式（直線）

として検量線を作成した（表 5.2）。いずれも相関係数は 0.97以上であった。TAG位置異性

体間でイオン源でのアシル基の脱離仕方が異なるため SIM クロマトグラムから得られるピ

ーク面積比は実際の存在比と異なっている。この応答強度の差を補正するために検量線の

傾きの比をもとめ、これを補正係数として各TAG位置異性体の存在比を求めた（表 5.3, 5.4）。

魚油と海獣油の TAG 位置異性体分離の代表的なクロマトグラムを図 5.2 に示した。表 5.3

は、魚油、海獣油の２分子のパルミチン酸と 1 分子の HUFA から成る TAG 位置異性体存

在比である。海獣油では２分子のパルミチン酸と 1分子のHUFAから成る TAGの場合は、

HUFAが位に結合した β-PPD、β-PPEのみが検出され、対称型の β-PDP、β-PEPは検出

されなかった（検出下限 4 ng, 定量下限 12 ng）。魚油ではサンマ、サケで β-PDPが多い傾

向が見られたが、その他は極端にいずれか一方に偏る傾向は見られなかった。また、1分子

のパルミチン酸と 2 分子の HUFA から成る TAG の場合は（表 5.4）、海獣油と魚油で全体

的な傾向の違いが見られ、海獣油では β-DPD、β-EPEのような位に２つの HUFAが結合

した異性体が多く、魚油では β-PDD、β-PEEのような位 β位に 1分子ずつ HUFAが結合
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した異性体が多いという結果となった。このような違いは魚類と海獣類の TAGの生合成経

路にある酵素の選択性に起因すると考えられる。TAG は主に 2 つの経路で生合成されるこ

とが知られている。例えば、食事由来の TAGは十二指腸で膵リパーゼにより 2-モノアシル

グリセロール（MAG）と 2 分子の遊離脂肪酸（FFA）に加水分解される。2-MAG と FFA

は小腸で吸収され、小腸粘膜の中で TAGに再合成される。これはモノアシルグリセロール

経路 46)として知られ、小腸粘膜にのみ存在する。再合成された TAGは小腸粘膜でカイロミ

クロンに取り込まれリンパ系に分泌され、血流に入る 47)。この経路では食事由来の TAGの

β 位に結合している脂肪酸は再合成後の TAG の β 位に残る可能性が高い。トドとタテゴト

アザラシの主食は魚であり、魚類のHUFAはα位と β位の両方に結合している（表5.3, 5.4）。

カイロミクロン中の再合成されたTAGはリポ蛋白質リパーゼにより血流の中でカイロミク

ロンレムナントになる。レムナントは LDLレセプタ―を介して筋肉や脂肪組織に取り込ま

れる。この場合 β 位に HUFA を結合した TAG が蓄積すると考えられる。しかし、海獣類

の場合、パルミチン酸 2 分子と DHA または EPA から成る TAG は、ほとんどが β-PPD、

β-PPE であった。もう一つの TAG の生合成経路はグリセロール-3-リン酸経路 46)であり、

これは Kennedy 経路とも呼ばれる。この経路では、sn-グリセロール-3-リン酸アシルトラ

ンスフェラーゼによりグリセロール-3-リン酸の sn-1 位に脂肪酸（アシル-Co-A）が結合す

る。このアシルトランスフェラーゼは基質として飽和脂肪酸を好む。この反応の後、1-アシ

ル-sn-グリセロール-3-リン酸の sn-2位は 1-アシル-sn-グリセロール-3-リン酸アシルトラン

スフェラーゼによりさらにエステル化を受けて 1,2-ジアシル-sn-グリセロール-3-リン酸と

なる。この酵素は基質として不飽和脂肪酸を好む。1,2-ジアシル-sn-グリセロール-3-リン酸

（ホスファチジン酸）は TAGのみならず、ホスファチジルコリンやホスファチジルエタノ

ールアミン等のリン脂質の前駆体でもある。これらのアシルトランスフェラーゼの特徴の

ため、リン脂質は主に sn-1位に飽和脂肪酸、sn-2位に不飽和脂肪酸を持つものが多い。ホ

スファチジン酸はホスファチジン酸ホスホヒドロラーゼにより 1,2-ジアシル-sn-グリセロ
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ールとなり、ジアシルグリセロールアシルトランスフェラーゼによりさらに sn-3位がエス

テル化を受けて TAG となる。生体内の組織や器官に蓄積しているほとんどの TAG はこの

グリセロール-3-リン酸経路により生合成されると考えられている。海獣類においてもこの

機構で TAGが生合成されているとしたら、組織中に見られる TAGは β位に HUFAを持つ

傾向があるはずである。しかし、実際の結果は逆になっていた。この理由として、1つはグ

リセロール骨格のsn-1, sn-2位にアシル基を導入するsn-グリセロール-3-リン酸アシルトラ

ンスフェラーゼ、1-アシル-sn-グリセロール-3-リン酸アシルトランスフェラーゼの選択性が

通常と逆で、sn-1に不飽和脂肪酸、sn-2位に飽和脂肪酸を好む可能性がある。もう一つは、

sn-3 に最後にアシル基を導入するジアシルグリセロールアシルトランスフェラーゼが

HUFA を基質として好む可能性である。これまでの結果から、HUFA は魚油の β 位に、海

獣油の α 位に多く存在ことが分かったが、TAG の生合成経路を考えた場合、グリセロール

骨格に最初に導入されるアシル基がパルミチン酸と HUFA のいずれであるかを知る必要が

ある。これは非対称型TAGがどちらの鏡像異性体なのかを調べることに他ならない。故に、

海獣油のHUFAの結合位置に注目し、我々の開発したキラル HPLC法を用いて魚類・海獣

類の非対称型 TAGの鏡像異性体存在比を測定した。 

 

第二項 TAG鏡像異性体分析 

 初めに、CHIRALCEL OD-RHを HUFAを含む非対称型 TAG（β-PPD，β-PPE，β-DDP，

β-EEP）の鏡像異性体分離に適用できるかどうかをラセミ体の標準品を使って確かめた。

rac-PPD、rac-PPE、rac-DDP についてはリサイクルシステムを使用してカラムを 5 回通

過させることによりそれぞれの鏡像異性体に分離することができた。溶出順は第四章と同

様の方法で確認し、sn-1 位に不飽和脂肪酸をもつ鏡像異性体の方が先に溶出することが分

かった。CHIRALCEL OD-RH のキラル固定相は cellulose tris (3,5-dimethylphenyl 

carbamate)がシリカゲルにコーティングされたものであり、広範囲のキラル化合物の分離
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に適用できることが知られている 48)。しかし、rac-EEPについては CHIRALCEL OD-RH

では十分な分離が達成できなかった。多糖誘導体型キラル固定相は規則的ならせん構造を

持ち、これがキラル化合物に対する不斉認識能を示す。キラル認識のメカニズムの説明の

ために、“three-point attachment model” 41,42)というモデルが用いられる場合がある（第四

章参照）。このモデルではキラル基質とキラル受容体の間で少なくとも 3種の相互作用が働

くことが必要であるとされている。非対称型 TAG の場合、キラル固定相によって sn-1,3

位の脂肪酸の違いが認識され、sn-1,3位に飽和脂肪酸と不飽和脂肪酸を持つ TAGはキラル

分離が可能であることは第四章で述べたとおりである。しかし、CHIRALCEL OD-RH に

より rac-PPEはキラル分離が可能であったが、rac-EEPは、rac-PPEと同様に sn-1,3位に

パルミチン酸と EPA を持っているにも関わらず、ほとんど分離することができなかった。

これとは対照的に、rac-PPDと rac-DDPについてはどちらも同様に CHIRALCEL OD-RH

によりキラル分離が可能であった。これらの結果から、rac-EEP の sn-2 位の EPA が

CHIRALCEL OD-RHのキラル認識を妨げたことが示唆される。すなわち、非対称型 TAG

は sn-1,3位の脂肪酸の違いのみでキラル認識がなされるのではなく、sn-2位に結合する脂

肪酸の種類もキラル固定相と非対称型TAGのキラル認識に寄与しているということを示し

ている。rac-EEP のキラル分離のために、別のキラル固定相を持つ CHIRALCEL OZ-3R

を選択した。このキラル固定相は tris (3-chloro-4-methylphenylcarbamate)がコーティン

グされたシリカゲルである。CHIRALCEL OZ-3R により rac-EEP は十分に分離させるこ

とができたが、興味深いことに溶出順が CHIRALCEL OD-RHの場合とは逆で sn-3位に不

飽和脂肪酸を持つ鏡像異性体 sn-PEEが先に溶出した（図 5.3）。CHIRALCEL OD-RHの

フェニル基に結合している置換基は 2 つのメチル基であり、これらは電子供与性がある。

一方、CHIRALCEL OZ-3Rのフェニル基の置換着は１つの塩素原子と 1つのメチル基であ

る。塩素は電子吸引性があり、フェニル基の電子密度が TAG鏡像異性体の溶出順に影響を

及ぼしたのかもしれない。岩崎らの報告においても、1-eicosapentanoyl-2,3-dicapryloyl- 
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sn-glycerol (sn-EC8C8)と 1,2-dicapryloyl-3-eicosapentanoyl-sn-glycerol (sn-C8C8E)の溶出

順にキラルカラムの種類が影響を及ぼすことが示されている 38)。我々が使用した

CHIRALCEL OD-RH の順相用カラムに相当する CHIRALCEL OD（ Cellulose 

tris(3,5-dimethylphenylcarbamate)をシリカゲル担体にコーティングした固定相）を使用

した場合の溶出順は sn-EC8C8<sn-C8C8E（sn-EC8C8が先に溶出）となり、CHIRALCEL OF

（Cellulose tris(4-chlorophenylcarbamate)をシリカゲル担体にコーティングした固定相）

の場合は sn-C8C8E<sn-EC8C8（sn-C8C8E が先に溶出）となる。我々の結果と同様に、塩

素を置換したキラルカラムを使用したときに sn-3位に不飽和脂肪酸をもつ鏡像異性体が先

に溶出している。多糖誘導体型キラルカラムにおいて、フェニルカルバメート誘導体の置

換基はフェニル基の電子密度に影響を与え、TAG 鏡像異性体の分離度や溶出順に大きな影

響を及ぼすと考えられる。 

 これらのキラルカラムを使用して、魚油、海獣油の中から、トド、タテゴトアザラシ、

カツオ、イワシ（図 5.3）について、sn-PPD/sn-DPP、sn-PPE/sn-EPP、sn-DDP/sn-PDD、

sn-EEP/sn-PEE の存在比を測定し、先に示した非対称型 TAG に乗じて、

sn-PPD/PDP/sn-DPP、sn-PPE/PEP/sn-EPP、sn-DDP/DPD/sn-PDD、sn-EEP/EPE/sn-PEE

の存在比を求めた（表 5.5、5.6）。パルミチン酸 2 分子と HUFA1 分子から成る TAG の場

合、海獣油は PDP、PEPを含まないが、海獣油も魚油も sn-PPD/sn-DPP、sn-PPE/sn-EPP

の存在比は同じ傾向であり、主に sn-3位に HUFAを結合していた。パルミチン酸 1分子と

HUFA2分子から成る TAGの場合、海獣油は対称型の β-DPD、β-EPEが多いが、非対称型

TAG は海獣油も魚油も HUFA は sn-2,3 位に結合していた。これらの結果から、組織中に

蓄積している TAGはグリセロール-3-リン酸経路で生合成されるが、海獣類の 1-アシル-sn-

グリセロール-3-リン酸は魚類と異なりHUFAを基質として好まないこと、また、ジアシル

グリセロールアシルトランスフェラーゼは海獣類も魚類もsn-3にHUFAを結合させる傾向

が強いことが示唆された。sn-2 位に結合する脂肪酸の種類は生物のホメオスタシスの維持
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に極めて重要である。細胞膜のリン脂質の sn-2に結合している脂肪酸はホスホリパーゼ A2

により加水分解される 49)。ここで生じた遊離脂肪酸は局所ホルモンであるプロスタグラン

ジンやロイコトリエン、トロンボキサン等のエイコサノイドの産生に使われる。これらの

基質となるのはアラキドン酸や EPAであり、これらの HUFAはリン脂質の sn-2位に存在

しているはずである。しかし、海獣類の TAG の sn-2 位の存在比は小さかった。前述のよ

うに、TAGもリン脂質もグリセロール骨格の sn-2位に存在する脂肪酸は同じアシルトラン

スフェラーゼに制御されている。海獣類のリン脂質の sn-2 位の脂肪酸組成がどのようにな

っているのかを調べることは非常に興味深く、今後の研究課題としたい。 



COOH

パルミチン酸 (P)  ドコサヘキサエン酸（DHA：D）

COOH

表表表表5.1 分析に用いたTAG異性体

表5.1にしめしたTAGを構成する脂肪酸の略記

CO

O

OC

O

OC

O

sn-1 (α)位

(P)  例) sn-PPD

sn-PPD: 1,2-dipalmitoyl-3-docosahexaenoyl-sn-glycerol β-PDP: 1,3-dipalmitoyl-2-docosahexaenoyl-sn-glycerol 

エイコサペンタエン酸（EPA：E）
COOH

(P)  

sn-3 (α)位

sn-2 (β)位

(D)  

sn-PPE: 1,2-dipalmitoyl-3-eicosapentaenoyl-sn-glycerolrac-PPD: 1,2-dipalmitoyl-3-docosahexaenoyl-rac-glycerol

β-PEP: 1,3-dipalmitoyl-2-eicosapentaenoyl-sn-glycerol rac-PPE: 1,2-dipalmitoyl-3-eicosapentaenoyl-rac-glycerol

β-DPD: 1,3-didocosahexaenoyl-2-palmitoyl-sn-glycerol sn-DDP: 1,2-didocosahexaenoyl-3-palmitoyl-sn-glycerol

rac-DDP: 1,2-didocosahexaenoyl-3-palmitoyl-rac-glycerol sn-EEP: 1,2-dieicosapentaenoyl-3-palmitoyl-sn-glycerol 

β-EPE: 1,3-dieicosapentaenoyl-2-palmitoyl-sn-glycerol rac-EEP: 1,2-dieicosapentaenoyl-3-palmitoyl-rac-glycerol

（注）‘β-’はsn-2位の脂肪酸のみを固定した表記法である。例えば、β-PPDと表記した場合は

sn-PPDとsn-DPPの任意の比の混合物を表す。

β-PDP β-DPD
β-DDP

β-PEP β-PPE β-EPE

β-EEP

図図図図5.1 TAG位置異性体ペアのマスクロマトグラム（APCI-MS, SIMモード）
(A) β-PDP/β-PPD, (B) β-PEP/β-PPE, (C) β-DPD/β-DDP, (D) β-EPE/β-EEP

β-PPD
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図図図図5.2 タテゴトアザラシ(A)~(D)とマアジ(E)~(H)に含まれるTAG位置異性体ペア
のマスクロマトグラム（APCI-MS, SIMモード）

β-PDP

β-PPD β-PDP

β-PPD

β-PEP β-PPE

β-DPD

β-DPDβ-PDD

β-PDD

β-EPE

β-PEE
β-EPE

β-PEE

タテゴトアザラシ マアジ

β-PEP

β-PPE

表表表表5.2 TAG位置異性体の検量線と傾きの比

検量線 (#R2) 傾きの比

β-PDP y=401.9x (0.99)
β-PDP / β-PPD =0.80

β-PPD y=505.2x (0.99)

β-PEP y=391.8x (0.99)
β-PEP / β-PPE =0.81

β-PPE y=484.4x (0.99)

β-DPD y=356.6x (0.94)
β-DPD / β-PDD =0.92

β-PDD y=389.4x (0.95)

β-EPE y=329.1x (0.98)
β-EPE / β-PEE =0.98

β-PEE y=336.0x (0.98)
#R2:相関係数
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Table 3 Actual Ratios of TAG-PIs consisted of two palmitic acids and one HUFA in Marine Mammaals and Fishes (%) 

 Steller Sea Lion Harp Seal Tuna Skipjack Tuna Southern Mackerel Salmon Saury Sardine Jack Mackerel 

β-PDP / β-PPD 000 / 100 000 / 100 33.9 / 66.1 43.8 / 56.2 45.3 / 54.7 70.6 / 29.4 89.7/ 10.3 64.9 / 35.1 64.8 / 35.2 

β-PEP / β-PPE 000 / 100 000 / 100 42.2 / 57.8 26.6 / 73.4 28.8 / 71.2 48.6 / 51.4 66.9 / 33.1 49.0 / 51.0 33.6 / 66.4 

(Average Value, n=3) 

Table 4 Actual Ratios of TAG-PIs consisted of one palmitic acid and two HUFAs in Marine Mammals and Fishes (%) 

 Steller Sea Lion Harp Seal Tuna Skipjack Tuna Southern Mackerel Salmon Saury Sardine Jack Mackerel 

β-DPD / β-PDD 89.2 / 10.8 70.5 / 29.5 05.8 / 94.2 05.9 / 94.1 03.0 / 97.0 05.5 / 94.5 10.8 / 89.2 06.6 / 93.4 02.8 / 97.2 

β-EPE / β-PEE 84.1 / 15.9 77.8 / 22.2 15.9 / 84.1 17.3 / 82.7 15.2 / 84.8 15.2 / 84.8 08.8 / 91.2 17.8 / 82.2 21.2 / 78.8 

(Average Value, n=3) 

トド ﾀﾃｺﾞﾄｱｻﾞﾗｼ ｷﾊﾀﾞﾏｸﾞﾛ カツオ ゴマサバ サケ サンマ イワシ マアジ

トド ﾀﾃｺﾞﾄｱｻﾞﾗｼ ｷﾊﾀﾞﾏｸﾞﾛ カツオ ゴマサバ サケ サンマ イワシ マアジ

表表表表5.3 魚類、海獣類の2分子のパルミチン酸と1分子のHUFAをもつTAG位置異性体の存在比（％）

表表表表5.4 魚類、海獣類の1分子のパルミチン酸と2分子のHUFAをもつTAG位置異性体の存在比（％）

sn-PDD

sn-DPP

sn-DDP

sn-PPD

sn-PPE

sn-DPP

sn-PEE

sn-EEP

図図図図5.3 イワシ油中のTAG鏡像異性体のマスクロマトグラム

（APCI-MS, SRMモード）
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Table 2 Actual ratios of TAG-PIs and TAG-E consisted of two palmitic acids and one HUFA in marine mammals  

and fishes (%). 

 Marine Mammals  Fishes 

 Steller Sea Lion Harp Seal  Skipjack Tuna Sardine 

sn-DPP / PDP / sn-PPD 13.6 / 0 / 86.4 13.6 / 0 / 86.4  2.8 / 43.8 / 53.4 8.6 / 64.9 / 26.5 

sn-EPP / PEP / sn-PPE 0 / 0 / 100 15.3 / 0 / 84.7  11.2 / 26.6 / 62.2 18.1 / 49.0 / 32.9 

(Average Value, n=3) 

Table 3 Actual ratios of TAG-PIs and TAG-E consisted of one palmitic acid and two HUFAs in marine mammals 

and fishes (%). 

 Marine Mammals  Fishes 

 Steller Sea Lion Harp Seal  Skipjack Tuna Sardine 

sn-DDP / DPD / sn-PDD 0 / 89.2 / 10.8 5.3 / 70.5 / 24.2  4.6 / 5.9 / 89.5 13.5 / 6.6 / 79.9 

sn-EEP / EPE / sn-PEE 0 / 84.1 / 15.9 0 / 77.8 / 22.2  4.7 / 17.3 / 78.0 9.8 / 17.8 / 72.4 

(Average Value, n=3) 

表表表表5.5 魚類、海獣類の2分子のパルミチン酸と1分子のHUFAをもつTAG位置

異性体および鏡像異性体の存在比（％）

表表表表5.6 魚類、海獣類の1分子のパルミチン酸と2分子のHUFAをもつTAG位置

異性体および鏡像異性体の存在比（％）

トド ﾀﾃｺﾞﾄｱｻﾞﾗｼ カツオ イワシ

トド ﾀﾃｺﾞﾄｱｻﾞﾗｼ カツオ イワシ

海獣類 魚類

海獣類 魚類
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第六章 乳脂肪中のトリアシルグリセロールの位置異性体分析 

 

第一節 緒言 

 牛乳は 100ｇあたり 3.5–5 g程度の脂質を含んでおり、その主成分はトリアシルグリセ

ロール（TAG）である 50)。牛乳の TAGには短鎖、中鎖脂肪酸（C4:0～C10:0）が含まれ

ている特徴があり、これらは主にグリセロール骨格の sn-3 位（α 位）に結合しているこ

とが知られている。ヒトの母乳の場合も、sn-3位に中鎖脂肪酸であるカプリン酸（C10:0）

が存在する。栄養学的観点から見た場合、この結合位置は重要な意味がある。新生児の

舌リパーゼは、遊離型の短鎖、中鎖脂肪酸を得るために sn-3位（α位）のアシル基を sn-

１位（α 位）の場合の 2 倍の速度で加水分解できる 51,52)。この短鎖、中鎖脂肪酸は直ち

に口腔粘膜に吸収され、細胞内でアシル-CoA に変換される。長鎖脂肪酸と異なり短鎖、

中鎖脂肪酸のアシル-CoAはアシルカルニチンに変換されなくともミトコンドリア内膜を

通過できるため迅速にエネルギーとなる 53,54)。新生児は乳脂から効率的にエネルギーを

得られるのはこのような巧妙な仕組みを持っているからである。さらに、ヒトの母乳は

sn-2 位（β 位）にパルミチン酸を持つという特徴があることが知られている 55)。この結

合位置は小腸における脂質の消化吸収の際に有利である 56)。これは膵リパーゼにより加

水分解される α位の脂肪酸は消化管内で乳に含まれるカルシウムと塩（石鹸）を形成し、

吸収されにくくなるからである 57)。このように乳脂の脂肪酸の結合位置は乳児栄養に重

要な役割を果たしているが、TAGを構成する脂肪酸の組合せ、すなわち、TAG分子種も

また乳脂の物性に影響を及ぼしている。TAG 分子種は乳脂の物性、特に融点に影響を及

ぼし、乳中の乳脂の安定分散に寄与している。Brown らは乳脂の平均的な融点は 27°C

である報告している 58)。Winter らによりヒトの乳脂を構成する主な TAG 分子種は

Dipalmitoyloleoylglycerol (PPO, 脂肪酸の組合せのみを表記している )11.8%、

Linoleoyloleoylpalmitoylglycerol (LOP)10.0%、Dioleoylpalmitoylglycerol (OOP)4.4%で
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あると報告されており 59)、これらの TAG分子種が乳脂の融点に影響していると考えられ

る 60)。乳脂 TAGを構成する脂肪酸の組合せのみならずその結合位置は栄養や物性に大き

な影響を及ぼしているが、脂肪酸結合位置を考慮した TAG分子種分析、すなわち、位置

異性体に関する研究はない。例えば、ヒトの母乳の中で PPO は主要な TAG 分子種であ

るが、1,2 (or 2,3)-Dipalmitoyl-3 (or 1)-oleoyl-sn-glycerol (β-PPO)と 1,3-Dipalmitoil-2- 

oleoyl-sn-glycerol (β-POP)の存在比について報告がない。第二章、第三章では、ポリメリ

ック ODS カラムや C28 カラムを用いた TAG 位置異性体分析法を開発した。本章では、

これらの手法を用いて、ウシ等の反芻動物、ヒト、ラット乳中の TAG位置異性体を分析

した。対象とした TAG は、ヒトの母乳中にも存在する中鎖脂肪酸であるカプリン酸が 1

分子とパルミチン酸 2分子が結合する β-PPC10、β-PC10P、およびオレイン酸とパルミチ

ン酸から構成される β-PPO、β-POP、β-POO、β-OPOである。第五章と同様に補正係数

を求めるための検量線を作成した後、TAG位置異性体の相対存在比を求めた。 

 

第二節 材料と方法 

第一項 

a 試薬 

以下の標準品 TAG 位置異性体 β-PC10P、β-PPC10、β-POP、β-PPO、β-OPO、β-POOは

自社製品を使用した（表 6.1）。オキシトシンは Sigma-Aldrich Corporation (St. Louis, Mo)

より購入した。HPLC の移動相には国産化学（株）、和光純薬工業(株)の HPLC グレード以

上の規格のものを用いた。 

b 試料乳脂 

 牛乳、水牛由来のイタリアンモッツァレラチーズ、ヤギ由来のシェーブルチーズ、羊由

来のオッソー・イラティチーズ、乳牛由来の日本のプロセスチーズは東京都内のスーパー

マーケットにいて購入した。ヒトの母乳は本研究への協力を承諾していただいた授乳期の
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日本人女性から提供していただいた。ラット乳は日本エスエルシー(株)から購入した 12 週

齡の初産の F344/Nラットから採取した。ラットを用いた実験は東京海洋大学の倫理委員会

が定める東京海洋大学動物実験等取扱規則に従って実施した。ラットは AIN-93G飼料（オ

リエンタル酵母工業(株)）で自由摂食下で飼育した。ラットはおがくずを敷いたプラスチッ

クケージで個飼いとし、23±2°C、12時間の明暗サイクルで飼育した。全てのラットは妊娠

21 日目で出産した。出産から 2 日後に新生仔ラットを母ラットから離した。仔ラットを離

してから 4.5 時間後に、母ラットに 2 I.U.のオキシトシンを皮下注射し、セボフルラン

（Mylan Inc., Canonsburg, PA）吸入による麻酔をかけた。オキシトシン注射から 15分後

に乳を採取した。 

 

第二項 TAGの分画 

a 牛乳、ヒトの母乳 

牛乳とヒトの母乳は Folch法にて脂質を抽出した 61)。試料を水で 10倍に希釈し、クロロ

ホルム：メタノール＝2:1 (v/v)溶液を 2倍量加えよく攪拌し、遠心分離 (1,500 ×g, 10 min)

を行った。同様に 2 回繰り返し、クロロホルム-メタノール層を丸底フラスコに移してエバ

ポレーターで溶媒を除去し全脂質とした。これをヘキサンで希釈後、シリカゲルの薄層ク

ロマトグラフィー（TLC）にスポットし、石油エーテル/ジイソプロピルエーテル/酢酸

（80:20:1, v/v/v）で展開した。TAGに相当するスポットをかき取り、クロロホルム-メタノ

ール（20:1, v/v）で抽出した。 

 

b ラット乳 

 ラット乳を 4°Cで 1,500 ×g, 10 min遠心分離して、浮遊してきた脂質をラット乳脂とし

た。これを aと同様に TLCで TAG画分を精製した。 
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c 水牛、ヤギ、羊のチーズ 

Bligh & Dyer法 45)により脂質の抽出を行った。方法は第五章第二項と同様である。 

 

 a、bで得られた各 TAG画分はロータリーエバポレーターで減圧乾固し、秤量後、2-プロ

パノールに溶解させ、濃度を 2 mg/mLに調整した。試料溶液は分析を実施するまでの間ア

ルゴンガスを封入したスクリューキャップバイアル瓶に入れて–40°Cで保存した。 

 

第三項 LC/MSによる TAG位置異性体分析 

パルミチン酸が 1 分子結合した TAG 位置異性体はポリメリック ODS カラムとリサイク

ル HPLC を併用して TAG 位置異性体の相対存在比を求めた。パルミチン酸 2 分子が結合

した TAGでは C28カラムで TAG位置異性体の相対存在比を求めた。 

 

a β-OPO、β-POOの分析 

第四章第三節第四項 b と同じポリメリック ODS カラムとリサイクル HPLC システムを

使用した。初めに β-OPO, β-POOの標準品を用いてUV 205 nmのクロマトグラムをモニタ

ーしながらリサイクル運転時の分離挙動を確認し、リサイクル運転の開始時間と終了時間

を決定した（リサイクル終了と共に試料はMS/MSへ導入される）。リサイクルは 4回に設

定した（カラム通過回数：5回）。第二項で調製した試料溶液 20 μLを同システムに注入し、

APCI-MS/MSの SRMモードにて検出した。SRMはプレカーサーイオンに TAGのアンモ

ニアイオン付加分子[M+NH4]+を、プロダクトイオンには TAG からアシル基がイオン源で

１つ脱離した DAGイオンを用いた。分析を 3回繰り返した。 

 

APCI-MS/MSのイオン源の条件 

コロナ電流：3.0 μA、ソースブロック温度：120°C 
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脱溶媒温度：450°C、コーンガス流量：50 L/h、 

脱溶媒ガス流量：200 L/h 

 

SRMトランジッション 

β-OPO, β-POO：m/z 877>578 [OOP+NH4]+>[PO]+ 

 

b β-POP、β-PPO、β-PC10P、β-PPC10、β-PDP、β-PPDの分析 

第三章第二節に示したものと同じ C28カラムと HPLCシステムを使用した。HPLCにカ

ラム温度 15°C、移動相はアセトン 100%、流速は 1.0 mL/min の条件で分析を行った。第

二項で調製した試料溶液 20 μLを同システムに注入し、APCI-MS/MSの SRMモードにて

検出した。SRM はプレカーサーイオンに TAG のプロトン化分子を、プロダクトイオンに

TAG からアシル基がイオン源で１つ脱離した DAG イオンを用いた。分析を 3 回繰り返し

た。 

 

APCI-MS/MSのイオン源の条件 

コロナ電流：3.0 μA、ソースブロック温度：120°C 

脱溶媒温度：450°C、コーンガス流量：50 L/h、脱溶媒ガス流量：200 L/h 

 

SRMトランジッション 

β-PC10P, β-PPC10：m/z 724>468 [PC10P+H]+>[PC10]+ 

β-POP, β-PPO：m/z 834>578 [POP+H]+>[PO]+ 

β-PDP, β-PPD：m/z 880>552 [PPD+H]+>[PP]+ 

 

第四項 それぞれの TAG位置異性体の検量線の作成 
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TAG位置異性体（例 β-OPO と β-POO）を等量ずつ混合し 2-プロパノールで標準溶液の

濃度を 50、100、200、400 μL/mLに調整した。前項と同様にそれぞれのHPLCシステム

に標準溶液を 20 μL 注入し、濃度を x 軸に、得られた SRM クロマトグラムのピーク面積

を y 軸にプロットして検量線を作成した。検量線は原点を通過する一次式とした。試料の

乳脂の TAG 位置異性体存在比をそれぞれの SRM クロマトグラムと検量線から求めた。検

出限界と定量限界はシグナル/ノイズ比（S/N比）で定義し、それぞれ S/N=3, 10とした 62)。 

 

第三節 結果と考察 

 本章では、反芻動物の乳の中鎖脂肪酸、ヒトの母乳の DHAのような特徴的な脂肪酸を持

つ ABA/AAB型 TAG位置異性体を分析対象とした。さらにパルミチン酸、オレイン酸から

なる主要な TAG位置異性体も対象とした。図 6.1～6.4にそれぞれの TAG位置異性体ペア

（標準品）代表的な SRM クロマトグラムを示した。全ての TAG 位置異性体の分離は達成

できたが、β-OPO/β-POO を分離するためにはポリメリック ODS カラムによるリサイクル

運転が必要であった（カラム通過回数：5回）。また、いずれの TAGも検出限界、定量限界

はおよそ 4 ng、12 ngであった。β-ABA/β-AAB型 TAG位置異性体の検量線の傾きとその

比を表 6.2に示した。この比を補正係数として、SRMクロマトグラムのピーク面積比から、

各乳脂 TAG位置異性体の存在比を求めた（表 6.3）。本研究を実施するにあたり、水牛、ヤ

ギ、羊の乳については、日本で乳の状態での入手が困難だったため、チーズを試料として

使用した。チーズの乳脂は一部がリパーゼにより加水分解を受けるはずであるが 51,52,63,64)、

牛乳とそのチーズとの間でそれぞれのTAG位置異性体存在比はほぼ同一であった（表6.3）。

この結果から、今回用いたチーズのリパーゼによる脂肪酸の加水分解は、TAG 位置異性体

存在比に影響する程のものではないことが示唆された。故に、乳とチーズから得られた他

の結果も、その形態を考慮せずに直接的に比較できるものと考えられる。 

 短鎖、中鎖脂肪酸は反芻動物の乳脂の sn-3 位（α 位）に存在し、新生仔の口腔内に特異
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的にみられる舌リパーゼにより加水分解されると報告されてきた 53,54)。これらは短鎖、中

鎖脂肪酸が新生仔のエネルギー源として重要であることを意味している。本研究において、

中鎖脂肪酸であるカプリン酸（C10:0）を分析対象としたのは、ヒトの乳に C8:0 よりも短

い脂肪酸が含まれないからである 55)。ヒトの母乳の β-PC10P/β-PPC10存在比は反芻動物と

異なり、β-PC10Pが半分以上を占める結果となった（表 6.3）。中鎖脂肪酸は sn-3位に存在

する 55,65)と報告されてきたが、我々の結果とは一致していない。 

 乳脂 TAGは乳腺組織内でグリセロール-3-リン酸経路（第五章 第三節第一項を参照）に

より生合成される 66,67)。このためグリセロール骨格上での脂肪酸の分布も各段階のアシル

トランスフェラーゼの基質特異性を反映していると考えられる。TAG 分子種もこれらの影

響を強く受けるはずである。ヒトと反芻動物の乳脂における β-PC10P/β-PPC10存在比の差も

こうした点に帰するはずであるが、何故異なる結果となったかについては現在のところ不

明である。 

 2分子のオレイン酸と 1分子のパルミチン酸からなる TAG位置異性体では、パルミチン

酸は主に β位に存在し、異性体内での β-OPOの存在比はヒトの母乳の場合は 73%、ラット

乳の場合は 73%であった。この結果は Breckenridge68)らの報告に一致しており、α位のオ

レイン酸が非常に重要であるとも解釈することができる。これは、β-POP/β-PPO 存在比を

見たときに、種を超えて β-PPO が主な位置異性体であることとも一致している。実際、β

位のパルミチン酸の重要性は多くの乳児栄養の研究者らに提唱されていることである 56,57)。

結果的に、β-OPOが主な異性体であるという結果は彼らの仮説を裏付けるものであるが、α

位のオレイン酸というものはその副次的な影響なのかもしれない。TAG はルーメンで膵リ

パーゼにより２つの遊離脂肪酸と 2-モノアシルグリセロール（MAG）に加水分解される。

遊離脂肪酸と 2-MAGはミセルを形成し、小腸で吸収される 69)。ここで 2-MAGとして存在

する脂肪酸は遊離脂肪酸よりも効率良く小腸から吸収される。つまり、重要なエネルギー

源であるパルミチン酸は、効率的に吸収されるようにヒトの母乳の TAGの β位に存在して
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いるのである。ヒトはパルミチン酸を生合成できるが、反芻動物のようにカプリン酸のよ

うな中鎖脂肪酸を多く生合成することはできない。こうした点を考慮すると、ヒト、反芻

動物などの乳脂では効率的なエネルギー源となるような脂肪酸が選択されているのではな

いかと考えられる。 

 反芻動物の乳のTAGの中の β-OPO/β-POO存在比は、β-POOが水牛で 65%, ヤギで 80%、

羊で 63%となっており、非反芻動物とは逆である。これは反芻動物の β 位のオレイン酸が

重要なのではないかと解釈できるが、全ての動物種で β-POP/β-PPO の中では β-PPO が主

要な位置異性体であった。これらの結果を考えると、反芻動物の β 位のオレイン酸は、ヒ

トの β 位のパルミチン酸や反芻動物の α 位の短鎖、中鎖脂肪酸ほどの意義はないのかもし

れない。こうした可能性を検証していくにはさらなる研究が必要である。DHA の結合位置

も調べたが、ヒトとラット大きな差は認められなかった。 

 新生仔の栄養にとって、乳脂の脂肪酸結合位置は非常に重要であると考えられる。特に

ヒトの母乳のパルミチン酸、反芻動物の乳の短鎖、中鎖脂肪酸は特徴的に重要なエネルギ

ー源である。本研究では、sn-1,3 位を区別したキラル HPLC による鏡像異性体分離は行な

っていないが、乳脂の TAG もグリセロール-3-リン酸経路で生合成されることを考えると、

こうした酵素の基質特異性や乳脂の構造をTAG分子種レベルでより良く理解するためには、

TAG位置異性体分析と鏡像異性体分析を同時に分析する必要があるだろう。 
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表表表表6.1 分析対象とした乳脂中のTAG位置異性体
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図図図図6.1 β-PDPとβ-PPDのマスクロマトグラム（APCI-MS/MS, SRMモード）
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図図図図6.4 β-OPOとβ-OOPのマスクロマトグラム（APCI-MS/MS, SRMモード）

TAG SRMトランジッション 検量線 (#R) 傾きの比

β-PC10P
722.6 > 467.4

y = 130.5x (0.89)
β-PCP/β-PPC = 1.28

β-PPC10 y = 101.6x (0.95)

β-POP
833 > 577.5

y = 364.9x (0.94)
β-POP/β-PPO = 1.49

β-PPO y = 244.5x (0.96)

β-PDP
878.7 > 552

y = 223.4x (0.98)
β-PDP/β-PPD = 0.82

β-PPD y = 183.1x (0.99)

β-OPO
876.8 > 577.5

y = 3069x (0.99)
β-OPO/β-POO = 1.78

β-POO y = 1723x (0.99)

表表表表6.2 TAG位置異性体の検量線と傾きの比

#R: 相関係数
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表表表表6.3 乳およびチーズ中のTAG位置異性体の存在比（％）

乳

ウシ ヒト ラット

β-PC10P/β-PPC10 28.9 ± 2.1 / 71.1 ± 2.1 67.4 ± 0.7 / 32.6 ± 0.7 16.2 ± 1.2 / 83.8 ± 1.2

β-OPO/β-POO 56.8 ± 1.1 / 43.2 ± 1.1 74.9 ± 0.5 / 25.1 ± 0.5 73.4 ± 1.2 / 26.6 ± 1.2

β-POP/β-PPO 12.4 ± 2.6 / 87.6 ± 2.6 2.7 ± 0.6 / 97.3 ± 0.6 2.9 ± 0.4 / 97.1 ± 0.4

β-PDP/β-PPD N.D. 55.6 ± 3.6 / 44.4 ± 3.6 43.5 ± 1.3 / 56.5 ± 1.3

チーズ

ウシ バッファロー（水牛） ヤギ ヒツジ

β-PC10P/β-PPC10 29.2 ± 0.6 / 70.8 ± 0.6 30.7 ± 1.6 / 69.3 ± 1.6 16.4 ± 1.0 / 83.6 ± 1.0 29.0 ± 1.1 / 71.0 ± 1.1

β-OPO/β-POO 58.4 ± 1.5 / 41.6 ± 1.5 34.8 ± 0.5 / 65.2 ± 0.5 20.0 ± 0.5 / 80.0 ± 0.5 37.0 ± 0.4 / 63.0 ± 0.4

β-POP/β-PPO 9.0 ± 0.6 / 91.0 ± 0.6 15.6 ± 0.5 / 84.4 ± 0.5 8.6 ± 0.3 / 91.4 ± 0.3 23.2 ± 0.3 / 76.8 ± 0.3

β-PDP/β-PPD N.D. N.D. N.D. N.D.
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総括 

 

 油脂の主成分は TAGであるが、これまでの多くの分析例は脂肪酸組成、あるいは、立体

特異的分析によるグリセロール骨格上での脂肪酸分布により行われたものであった。TAG

分子種分析も GC、HPLCの種々の分離モードで検討されてきたが、脂肪酸の結合位置を区

別した TAG位置異性体、鏡像異性体の分離を達成できているものはほとんどなかった。そ

こで本研究では、このような TAG異性体分析法を確立するとともに、天然油脂分析への応

用を試みた。その結果、以下の分離モードを確立し、天然油脂中に実在する TAG位置異性

体・鏡像異性体の存在比を明らかにすることができた。 

 

1. ポリメリック型 ODS カラムを用いた逆相 HPLC により、少なくとも１つ C12以上の

鎖長の飽和脂肪酸を持つ TAG 位置異性体ペアを分離することが可能となった。また、

β-SUS/β-SSU、β-USU/β-UUS 型 TAG 位置異性体ペアの分離が可能であった（S：飽

和脂肪酸、U：不飽和脂肪酸）。（第二章） 

2. C28カラムを用いた逆相HPLCにより、パルミチン酸（P）、ステアリン酸（St）のよ

うな長鎖飽和脂肪酸 2 分子と不飽和脂肪酸 1 分子が結合した TAG 位置異性体ペア

（β-SUS/β-SSU）を短時間で分離することが可能となった。β-PC10P/β-PPC10（C10：

カプリン酸）のような飽和脂肪酸同士でも鎖長差のある TAG位置異性体にも適用する

ことが可能であった。（第三章） 

3. 多糖誘導体型キラルカラムとリサイクル HPLC により、sn-1,3 位に C16-18 の飽和脂

肪酸と不飽和脂肪酸をもつTAG鏡像異性体のペアを初めて分離することが可能となっ

た。（第四章） 

4. ポリメリック ODS カラムによる逆相 HPLC と多糖誘導体型キラルカラムを用いたリ

サイクルHPLCにより、パルミチン酸と HUFA を含む魚油、海獣油の TAG位置異性



 72 

体、鏡像異性体存在比を初めて明らかにした。海獣油は HUFA を sn-3 位に、魚油は

HUFAを sn-2位に結合させる傾向が強いことが明らかになり、立体特異的分布による

脂肪酸分布の結果と一致していた。（第五章） 

5. C28 カラムとポリメリック ODS カラムを用いたそれぞれの逆相 HPLC により、乳脂

の中でエネルギー源として重要なパルミチン酸を含むTAG位置異性体の存在比を求め

た。ヒトの母乳ではパルミチン酸は β位に存在し、カプリン酸はラット、反芻動物で α

位に結合している傾向が強いことが明らかとなった。（第六章） 

 

 本研究で開発した TAG 位置異性体、鏡像異性体分析法は、分離可能な TAG 分子種に制

約はあるものの、油脂全体の構造を代表しているような脂肪酸から構成される TAG分子種

に注目して、その異性体存在比を解明することができた。これにより、TAG の生合成経路

であるグリセロール-3-リン酸経路の中の各段階のアシルトランスフェラーゼがどのような

基質特異性を持つかについても考察することができた。まだ分離が達成できていない脂肪

酸の組合せからなる TAG位置異性体、鏡像異性体の分離法を確立していくことが課題であ

るが、我々の開発した TAG 異性体分析法は、他の様々な生物や食品等に含まれる TAG 分

子種の構造と機能の関係を解明するために有用であると考えられ、今後、油脂産業、脂質

栄養等の分野の発展に役立てていきたい。 
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