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1. はじめに

C25お よび C30HBI(highly branched isoprenoid)

は,地質試料および現世の海洋堆積物や海水中か

ら広 く検出される(Rowland and RObson,1990)。

また,複数の海生珪藻,″αsルα οs″οαγJα および

Rん jzοsοルπjα sοιjgerα から特徴的に抽出されてい

ることから,海生珪藻起源のバイオマーカーとし

て有 効 で あ る (V01kman et al.,1994)。 近 年

GC/MSと NMRを 組み合わせた分析によつて
,

C25HBIの 3か ら5不飽和,C30HBIの 5お よび

6不飽和の二重結合の位置が決定された(Belt,et

al.,2000;Belt et al.,2001)。 これらの研究結果を

参照 して,深海堆積物から検出された C25お よび

C30HBIの GC/MS解析結果を報告する。

2.試 料

本研究に用いた試料は,「 しんかい2000」 第821

潜航 で東 海沖竜洋海底谷 (北 緯 34° 12′ ,東 経

137°46′)の 水深1093mよ り採取 した柱状採泥試

料である。潜航地点の海底谷の中央部は,泥で完

全に覆われ平坦であるが,西側斜面に近い谷底で

はシロウリガイコロニーや変色域が斜面とほぼ平

行に分布 しているのが確認された (Ashi et al.,

1996)。 コロニー付近には長径 5m以上に達する

白色の変色域が多数認められた。これらは海底表

層堆積物に繁殖 したバクテリアによるものとみら

れ,自 色の変色に加え部分的に赤褐色になってい

る所もある。研究に用いた採泥は,こ のような変

色域において行った。採取 した柱状試料は16cmで

あり,こ れを4分割 し最表層の0～ 4 cmを 本研究

に用いた。

3.分析方法

凍結乾燥 した粉末試料 3gを 丸底 フラス コ

(100mι )￨こ とり,こ れに lM―KOH/メ タノール (約

20 mι )を加え,ジ ムロー ト冷却管を装着 し2時間

還流 した。冷却後,試料と溶媒を遠沈管に移し,

遠′し、分離 した。抽出残澄はベンゼン/メ タノール

(6/4)30m`を 用いて超音波抽出した。ナスフラ

スコに集めた抽出溶媒は,ロ ータリーエバポレー

ターを用いて約10mι まで濃縮 した。これを純水

100 mι中に投入し,ヘ キサン/エ ーテル (9/1)50mι

を用いて中性成分を抽出した。抽出溶媒は,ロ ー

タリーエバポレーターおよび窒素ガス気流下にて

濃縮 した。得られた中性成分は,シ リカグルカラ

ムクロマ トグラフイーによって,脂肪族炭化水素

画分(Nl),多環芳香族炭化水素画分(N-2),極

性画分に分画した。カラムにはパスツールピペッ

トを用い,ま た 3wt%H20に 調整 したメルク社製

シリカグル (grade 10180,70-230mesh)を 用いた。

N-1画分はヘキサン4 mι ,N-2画分はヘキサン :

ジクロロメタン(2:1)4 mι ,極性画分はジクロロ

メタン :メ タノール(1:1)7 mι を用いて分画 した。
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GC/MS測定には ThermOQuest社 製 Voyager

を使用 した。試料はオンカラム注入法,使用カラ

ムは HP 5(内径0.25mm,長 さ30m,膜厚0.25μ m)

であった。GC昇温条件は40℃ で 1分保持 し,4℃

/分で300℃ まで昇温 した後,30分保持 した。質

量分析計は全イオンスキャンモー ド(π//z50-520),

イオン化電圧は70eVに 設定 した。

GC/MS分析には,内部標準 として C24D50を 添

加 した。また,C13か らC33ま での π_ア ルカン混

合試料に C24D50を 添加 して同条件で分析を行っ

た。GC保持指数 (Retention lndex)は ,各 HBI

の保持時間の前後に湧出するη_ア ルカンの保持

時間を比例配分 して求めた。すなわち,保持指数

=[HBIの 直前に湧出するη_ア ルカンの炭素数十

(HBIの 保持時間一直前に湧出するπ_ア ルカンの

保持時間)/(HBIの 直後に湧出するπ－アルカンの

保持時間一直前に湧出するη－アルカンの保持時

間)]× 100で ある。 また,HBI保持指数測定の

GC条件は, 4℃ /分で昇温であった。

4.分析結果

Fig。 1に N-2画分の分析結果(TIC;ト ータルイ

オンクロマ トグラム)を 示す。N-2画 分からは
,

一連の C25HBI(4不 飽和 3種, 5不飽和 2種)お

よび C30HBI(5不 飽和 3種, 6不飽和 3種)が検

出された。

Fig。 2に 同定 した C25HBIの GCピーク番号,

マススペク トルおよび構造を示した。また,保持

指標,文献値 との比較,文献データと共通 した特

徴的なフラグメントイオンをTable lに 示 した。

C25HBIの 同定および構造決定は,Belt et al.

(2000)で 示された保持指標およびマススペクトル

と対比 して行った。本研究で同定 した C25HBIは
,

Fig.1中 で示 したGCピ ークN。 .1か らNo.5ま で

の 5種である。 ピークN。 .1か らN。 .5ま での異

性体は,そ れぞれ,Belt et al.(2000)中 のXV,XH,
XVⅡ,XVIH,Xと 一致する。ただし,ピ ークN。 .4

のマススペク トルは XVHIの それとわずかに違

いがある。XVHIで は πん 275,289が N。 .4の

場合よりも明瞭に認められる。

Fig.3に 同定 した C30HBIの ピーク番号,マ ス

スペク トルおよび構造を示 した。また,Table 2

に C30HBIの 保持指標および文献値 を示 した。

C30HBIの 同定は,GC/MSに よる保持指標 とマ

ススペクトルをVOlkman et al.(1994)で 示された

保持指標とマススペクトルと比較 した。これによ

ると,本研究の GCピークNO.6,No.7,No.9,

N。 .10,No.11は ,それぞれ V。 lkman et al.(1994)

の Rl,R2,R3,R4,R5に 相当する。Volkman

et al.(1994)で は,C30HBIの 構造決定は行われず,

Belt et al.(2001)に よって NMRを 用いた C30HBI

の詳細な構造決定が行われた。Fig.3に 示 した

C30HBIの 構造決定は,Belt et al.(2001)で 示さ

れた保持指標との比較,お よび得られた質量スペ

ヽ
〓
ｏ
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Fig. I Total ion chromatogram of N-2 fraction isolated from Ryuyo Canyon off

Tokai. Sample: Shinkai 2K, Dive 821, Water depth 1093 m, N-2 fraction.
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深海堆積物中の高分枝イソプレノイド炭化水素 :C25HBIと C30HBIの GC/MSに よる解析

Mass spectra of Czs highly branched alkenes.
No.l-No.5: GC peak number, I-V: Compound names given in Table 1.
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Table l. Identification of C25 and C30 HBI

Formula  MOlecular

Peak no.* HBI**           weight  This study

Retention index
Reference

Base peak    Diagnostic

m/z   fragmentions(m/z)

1

2

3

4

5

6

7

I   C25H“(C25:4)   344    2082(Hp-5)

H  C25H42(C25:5)  342   2125(HP-5)

III  C25H44(C25,4)  344   2130(HP-5)

IV  C25H44(C25:4)  344   2134(HP-5)

V  C25H12(C25:5)  342   2174(HP-5)

VI  COoH52(C30:5)  412   2516(HP-5)

VII  C30H52(C30:5)  412   2555(HP-5)

2083(HP-5)***

2126(HP-5)***

2130(HP-5)***

2136(HP-5)***

2172(HP-5)***

2519(HP-5)****

no data

69     163

69    218

69    123

69(55)  109

69    259

69    135

55     231

69    260

69     137

69     189

69    191

233 289

273 299

163 231  289

180 220 301

273 299

231 299 357

259 315 327

286 328 868

191 299 357

259 273 313

217 273 341

2502(HP-1>****

2550(HP-1>****

no data

2560(HP-1)*****

2581(HP-1)*****

2600(HP-1)*****

8    VIH  C30H60(C30:6)  410   2562(HP-5)2565(HP-5)****

9     1X  C30H52(C30:5)  412   2571(HP-5)2574(HP-5)****

10     X  C30H5。 (C30:6)  410   2593(HP-5)   no data

ll    XI  C30H50(C30:6)  410   2617(HP-5)2617(HP-5)****

*Peak numbers refer to the chromatogram in Fig.1

**I:(5E,8Z)-3,9,13-trimethyl-6(1,5-dimethylhexyl)tetradeca-1,5,8,12-tetraene

Ⅱ:(5E,8Z)-3,9,13-trimethyl-6-(1,5-dimethylhex-4-enyl)tetradeca-1,5,8,12-tetraene

Ⅲ:(5E,8E)-3,9,13-trimethyl-6-(1,5-dimethylhexyl)tetradeca-1,5,8,12-tetraene

Ⅳ :(5E,8E)-3,9,13-trimethy1 6(1,5-dimethylhex-4-enyl)tetradeca-1,5,8,12-tetraene

V:3,9,13-trimethyl-6-(1-methylene-5-methylhex-4-enyl)tetradeca-1,8,1 2 triene

Ⅵ :(5E,8Z)-3,9,13,17-tetraethy1 6(1,5-dimethylhexyl)octadeca-1,5,8,12,16-pentaene

Ⅶ :unknOwn

Ⅷ :(5E,8Z)-3,9,13,17-tetraethy1 6-(1,5-dimethylhex-4 enyl)octadeca-1,5,8,12,16-pentaene

Ⅸ :(5E,8E)-3,9,13,17-tetraethyl-6-(1,5-dimethylhexyl)octadeca-1,5,8,12,16-pentaene

X:unk■ own
測 :(5E,8E)-3,9,13,17-tetraethyl-6-(1,5-dimethylhex-4-enyl)octadeca-1,5,8,12,16-pentaene

***Belt et al.(2000),****Belt et al.(2001)and*****Volkman et al.(1994).

Table 2. Level of identification of HBI

Level in
Peak no.十  HBI** Level*** reference   Reference

****

1      1     1       l    Belt et al.,(2000)

2     11     1       l    Belt et al,(2000)

3     111     1       l    Belt et al.,(2000)

4    1V    l      l   Belt et al.,(2000)

5     V     l      l    Belt et al.,(2000)

6     V1    2      1   Belt et al.,(2001)

8    VIH    2      1   Belt et al,(2001)

9     1X     2      1    Belt et al,(2001)

1l    X1    2      1    Belt et al,(2001)
*Peak numbers refer to the chromatogram in Fig.1

**Compound numbers refer to Table l and Figs.2 and 3.

***1:The mass spectrum and GC retentiOn index are

identical to those in reference;

2:N7101ecular ion in mass spectrum and GC reteion

index are identical to those in reference

****1:Identification was done by its mass and NMR spectra.

クトルの分子イオン (分子量)を手がか りにして

行つた。GCピークN。 .6,No.8, No.9,No.H

に相当する C30HBIの 異性体は,Belt et al.(2001)

中の C30HBI異性体の4, 2, 3, 1と GC保持

指標 と分子量が一致する。Table lに 示 した C30

HBIに ついての特徴的なフラグメン トは,Belt

et al.(2001)で はマススペク トルは示されていな

いため,VOlkman et al.(1994)の データと比較 し

た結果である。GCピークNo.6,No.7,No.9,

No.10,No.11の マススペ ク トルは,そ れぞれ

Volkman et al.(1994)`D Rl, R2, R3, R4, R5と

よく一致するが,ピ ークNo.7に見られるπ/2242

は,R2に は見られない。R5に 見られるπ/2246

は, ピークNo.11に は欠如するなどの僅かな差異

が認められた。

5。 考 察

これまでの研究では,C25お よび C30HBIの不

飽和は培養 した海生珪藻から検出され,構造につ

いての報告がなされた。

Belt et al.(2000)は ,底生珪藻 P′θπγοsjgπα j"－

ιermeaJ2π から不飽和 C25HBIの分析を行い, 3

不飽和 2種, 4不飽和 4種, 5不飽和 2種を記載

した。本研究で検出された4不飽和 4種, 5不飽

和 2種 をBelt et al.(2000)の 結果と比較すると
,

本研究では 3不飽和 2種 とXVI(4不 飽和)を 欠

くが, 4不飽和 3種 と5不飽和 2種の構造が一致
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深海堆積物中の高分枝イソプレノイド炭化水素 :C25HBIと C30HBIの GC/MSに よる解析

21r$ 25922s 2gs s29
50        100       150       200 m/2 250       300       350       400

Fig. 3 Mass spectra of Cso highly branched alkenes.
No.6-No.11: GC peak number, VI-XI: Compound names given in Table 1.

Vil(C30:5)

369  397412
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した。Allard et al.(2001)は ,4種の ″αs′aα を培

養 しC25HBIに ついて 2不飽和 2種, 3不飽和 2

種,4不飽和 5種, 5不飽和 4種, 6不飽和 1種

を検出し,さ らにNMRを用いて構造を明らかに

した。これを本研究の結果と比較すると,本研究

のNo.2(5不 飽和),No.5(5不 飽和)は ,それ

ぞれ Allard et al.(2001)の XH,VIHと 一致する

が, 4不飽和については構造が一致する異性体は

見られなかった。

C30HBIに ついては,Volkman et al.(1994)が 培

養 した R.saljgerα から5不飽和 3種 と6不 飽和

2種を報告 したのに対 して,Shinninghe Damst6

et al.(1999)で は同種の培養試料から C30HBIは

検出されなかった。また,Belt et al.(2002)で は

R.sθ ιjgeraか ら5不飽和 2種, 6不飽和 2種 を報

告 している。Volkman et al.(1994)で 報告された

C30HBIの 5種のうち,Rl,R3,R5は ,Belt et

al.(2002)の 7, 9,10にそれぞれ相当する。また,

Volkman et al.(1994)の R2と R41ま , Belt et al.

(2002)か らは報告されず,逆に Belt et al。 (2002)

の 8は Volkman et al.(1994)か らは未検出である。

本研究で見出された C30HBIは 5不飽和 3種, 6

不飽和 3種であり,こ れは Volkman et al.(1994)

とBelt et al.(2002)が報告 した合計 6種 と一致す

る。また,Rowland et al.(2001)は ,培養 したR.

scι Jgerα からC30HBIは 5不飽和 3種, 6スト飽禾ロ

3種検出した。これを本研究と比較すると,本研

究の GCピ ークNo.6,No.8,N。 .9,No.11が ,

それぞれ Rowland et al.(2001)の IX,VII,ⅥH,

VIに 相当する。また,Rowland et al.(2001)が 構

造不明とした C30HB1 5不 飽和, 6不飽和は,そ

れぞれ本研究の N。 .7(5不飽和)お よび No.10(6

不飽和)に 相当す る と考 え られる。ただ し,

Rowland et al.(2001)は ,GCク ロマ トグラムを示

したのみで,こ れらの化合物のマススペクトルお

よび保持指標のデータは示されていないため正確

な対比を行うことはできなかった。このように,

本研究で扱った試料は,こ れまで報告された C30

HBIは 5不 飽和 3種, 6不飽和 3種 を全て含む

試料である。

m/z
Fig. 3 (continued)
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