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海藻中の不飽和脂肪酸の GC/MSに よる解析 :

不飽和度別分画と不飽和位置の同定*

力石嘉人 **。
奈良岡浩

***

(2005年 6月 20日 受付,2005年 8月 23日 受理)

1.は じめに

脂肪酸は,生物の細胞膜を構成する主要な脂質

分子であ り, また土壌や堆積物などの環境試料中

にも普遍的かつ多量に見いだされるため,最 も有

用なバイオマーカーの 1つ として多 くの研究で用

いられている。不飽和脂肪酸は,同 じ炭素数の飽

和脂肪酸に比べて低い融点を示 し,こ の傾向は一

般に不飽和度が大 きくなるにつれ顕著になる。そ

のため不飽和脂肪酸は,生物が生育環境 (温度)

に適応 した細胞膜を作るために非常に重要であり,

様々な生物は多種多様な不飽和脂肪酸を持ってい

る (Harwood,1994な ど)。 さらに,不飽和脂肪

酸の不飽和度や不飽和位置には生物特異性があ り,

この特徴は生物の化学分類法などに利用されてい

る。有機地球化学においても,不飽和脂肪酸の分

布や同位体比情報の有用性は古 くから指摘 され,

これまでにも多 くの研究が活発に行われてきた

(Meier_Augenstein,2002な ど)。

筆者 らは,Chikaraishi α αJ.(2004a)で ,海
藻に含まれる飽和・不飽和脂肪酸を不飽和度別に

分画 し,分子 レベル安定水素 。炭素同位体比を報

告 した。本報では,こ の論文中で用いた不飽和脂

肪酸の不飽和度別分画法と不飽和位の同定法を詳

しく報告する。

2.不飽和脂肪酸の表記

脂肪酸の名称 と簡略式をリノール酸を例 として

Fig.1に 示す。脂肪酸は慣用名で呼ばれることが

多 く,ま た様々な簡略式で表記 される。本報では,

一般的な表記に習い,1不飽和及び1,4-ジ エ ン型

の脂肪酸は簡略式 aで ,そ れ以外は簡略式 bで

表記 した。

3.試  料

神奈川県湯河原町の相模湾沿岸で採取 した紅藻

(カ エルデグサ,3れgλα
“
″

`α

′ゎ′″θα,2001年

2月 採取)か ら抽出した飽和・不飽和脂肪酸 (メ

チルエステル誘導体化物,以下 FAMEsと 記述 )

を用いた (詳 しい抽出法・メチルエステル誘導体

化法については, Chikaraishi`′ α′.(2004b)を

参照)。

4.分析方法

4.1.硝酸銀シリカゲルの調製

シリカゲル (100メ ッシュ粉末)を 450°Cで 3

時間加熱 し,含有する有機物・水分を完全に除去

した。乾燥 シリカゲルに対 して10 wt%の硝酸銀

を等量の蒸留水 (予め有機溶媒で十分に洗浄 して

お く)に溶解 し,シ リカゲルに分散 して加えた。

1時 間ほど激 しく振 り十分に混合 した後,110° C
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で 2時間加熱乾燥 した。乾燥後,シ リカゲルは

“
ヘキサン (予 め超音波で十分に脱気 してお く)

中で遮光保存 した。

4。 2.飽和 。不飽和 FAMEsの不飽和度別分画法

FAMEsは ,直径 6mmの パスツールピペ ット

を用いた硝酸銀シリカゲルカラムクロマ トグラフ

イーにより不飽和度ごとに分画 した (Fig.2)。

まず,長 さ4cmのカラムで,飽和 FAMEs(9
ml,κ ヘキサ ン/ジ クロロメタン,4/1,v/v)
と不飽和 FAMEs(4 ml,ジ クロロメタン/酢酸

エチル,4/1,v/v)|こ 分画 した。次 に不飽和

FAMEsを長さ6cmのカラムを用いて,1不飽和

FAMEs(4 ml,ジ クロロメタン/酢酸エテル
,

49/1,v/v),2不飽和 FAMEs(4 ml, ジクロロ

メ タン/酢 酸エチ ル,49/1,v/v),3不 飽和

FAMEs(4 ml,4ヘ キサ ン/酢酸エチル,4/1,

v/v),4不飽和 FAMEs(5 ml,κ ヘキサン/酢
酸エチル,4/1,v/v),5不 飽和 FAMEs(2 ml,
ジクロロメタン酢酸エチル,3/1,v/v+5 ml,
4-ヘキサン/酢酸エチル,4/1,v/v)に 分画 した。

4.3.不飽和位置の同定のための誘導体化 :1不

飽和 FAMEs
l不飽和 FAMEsの不飽和位置の同定には, ジ

メテルジスルフィド (dimethly disulphide,以 下

DMDSと 記述)誘導体化法を用いた。これは ,

FAMEsの不飽和位 (C=C二 重結合)に 2つ のメ

チルスルフィド基 (SCH3)を導入する誘導体化

法であ り (Fig.3),1不飽和 FAMEsの不飽和位

置の同定のみに用いることができる。これまで ,

Leonhardt and DcVilbiss(1985), Nichols ι′α′.

(1986),Scribe`′ α′.(1988)な どの報告例が

ある (Table l)。

l mlア ンプルに50μ lの 1不解 田FAMEs/κ―ヘ

キサ ン溶液 ,100μ lの DMDS,12滴 の 6 wt%

ヨウ素/ジエチルエーテル加え,ア ンプル内の空

気 を窒素ガスに置換 したのち封管 し,50° Cに て

48時 間反応 させた。室温まで自然に冷却 した後 ,

反応液 を10 ml遠 沈管 に移 し,l mlの 5 wt%チ

オ硫酸水溶液を添加 した。12 mlの
“

ヘキサ ン

/ク ロロホルム (4/1,v/v)で 4-5回抽出 し,

FAMEs― DMDS誘 導体化物を得た。

4.4.不飽和位置の同定のための誘導体化 :多不

飽和 FAMEs

多不飽和 FAMEsの不飽和位置の同定には, ジ

メチルオキサ ゾリン (dimethy10xazoline,以 下

DMOXと 記述)誘導体化法を用いた。これは ,

FAMEsに 2-ア ミノー2-メ チルプロパノール (2

O①
　
ｎ．

@2 ro3 ro4

n-2 n-3 n-3 ...

18  17  16

↑
n or (D terminal

1

↑
carboxyl terminal

Systematic name:

Trivial name:

Shorthand designation

9, l2-Hexadecadienoic acid

Linoleic acid

a: l8:2(n-6)

b: l8:2(Ae,l2)

c:18:3106

d: 18:2(9,12)

and shorthand designations of Linoleic acid.
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amino-2-methylpropanol)を 反応させ,不飽和位

に対応 した特徴的なイオンフラグメントを持つ

DMOXを 生成させる誘導体化法である (Fig.4)。

これまで, Fay and Richli(1991), Luth五 a and

Sprecher(1993),Christic(1998)な どの報告例

がある (Table l)。

l mlア ンプルに,多不飽和 FAMEsを 入れ,

窒素ガス気流化で濃縮・乾固し,75°Cに温めて

おいた 2-ア ミノ 2-メ チ ルプロパ ノール を約

200-5∞μl添加 した。アンプル内の空気 を窒素ガ

スに置換 したのち封管 し,180° Cに て24時間反応

させた。 75° Cま で自然 に冷却 した後,500 μlの

75°Cの蒸留水 を加えた。反応液を10 ml遠沈管に

移 し,1 2mlの れ―ヘキサン/ジ クロロメタン (2/3,

v/v)で 4-5回抽出し,FAMEs‐ DMOX誘 導体化

物を得た。

わ
】∽口
ｏヨ
】
０
日い

Saturated FAMEs

14:0

Monounsaturated FANIEs

1,16:lcn_7)

Diunsaturated FAMEs

3,16:2Kn‐ 4)

T五unsaturated FAMEs

8, 2o:31as,rr,u1 
9' 20:3(n-6)

｀、 1 110,20:3(n‐ 3)

12,20:4(n‐ 6)

13,20:4Kn‐ 3)

Pentaunsaturated FANIEs 14,20:5(n‐ 3)

Before separation (B - califu rnica F ANIEs fraction)

Retentiontime ----------+

Gas chromatograms (total ion chromatogram, TIC, on GC/MS analysis) of FAMEs
in B. caWrnica.

Tetraunsaturated FAMEs 11,18:4(n‐ 3)

Fig。 2.
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4.5.ガ ス ク ロマ トグラ フ ィー/質 量 分析 :

GC/MS
マススペク トルの測定は,Hcwlctt_Packard社

(現 。Agilent社)製 ,HP 6890ガ スクロマ トグ

ラフ/HP MSD 5972A質 量分析計を用いた。分

析 カラムは,J&W DB-5MS(30m長 ,0.25 mm

内径,0.25μm膜厚)を使用し,オーブン温度は,

50°Cで 2分保持 し,120° Cま で30°C/分で昇温 し,

120°Cか ら310°Cま で 5°C/分 で昇温 した後 ,

310° Cで 8分間保持 した。

OCH3

力石嘉人・奈良岡浩

(cH3)2s2

FA゛ИEs

FAMEs

12

FAMEs―DMDS de五vativc

Fig.3. DMDS derivatization of FAMEs

FAMEs-DMOX derivative

Fig.4. DMOX derivatization of FAMEs

Table l. Identification level of unsaturated fatty acids.

Ｈ
２
Ｎ

　

　

Ｈ。

∝ H3

Peak
No* Systematic name Trivial name

Shorthand
designation

ldentification level**

This study Reference Reference paper

Monounsaturated

1 9-Hexadecenoic acid

2 9-Octadecenoic acid

Diunsaturuted

3 9,t2-Hexadecadienoic acid

4 g,Iz-Octadecadienoic acid

5 11,l4-Eicosadienoic acid

Triunsaturated

6 6,9,7?-Octadecatrienoic acid

7 9,72,75-Octadecatrienoic acid

8 5,11,l4-Eicosatrienoic acid

9 8,11,l4-Eicosatrienoic acid

10 11,14,l7-Eicosatrienoic acid

Tetraunsaturated

11 6,9,12,l5-Octadecatetraenoic acid

12 5,8,11,14 Eicosatetraenoic acid

13 8,11,14,17-Eicosatetraenoic acid

Pentaunsaturated

14 5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic acid

Palmitoleic acid

Oleic acid

Linoleic acid

7-Linoleic acid

a-Linoleic acid

Dihomo-y-linoleic acid

Dihomo-alinoleic acid

Arachidoic acid

Eicosapentaenoic acid (EPA) 20 : 5 (n-3)

Nichols ι′α′(1986)

Scribe ι′αJ(1988)

Fay and Richli(1991)

Fay and Richli(1991)

Fay and Richli(1991)

Fay and Richli(1991)

Fay and Fuchli(1991)

Fay and Fuchli(1991)

Fay and Richli(1991)

Fay and Richli(1991)

Fay and Richli(1991)

16: 1(n-7)

18:1(n-9)

16:2(■ -4)

18:2(n-6)

20:2(n-6)

18:3(n-6)

18:3(n-3)

20:3(△ `11‐

4)

20:3(n-6)

20:3(n-3)

18:4(n-3)

20:4(n-6)

20:4(n-3)

2

4

1

4

2

4

4

2

2

2

2

1

1

4

4

4

4

4

4

4

* Peak numbers refer to chromatogram in Fig.2, and mass spectra in Fig. 5.
** 1. Interpretation of mass spectral data.

2. Coincidence in mass spectral data in a reference.

3. Coincidence in mass spectral and retention time data in a reference.

4. Coincidence in mass sDectrum and GC retention time with that of authentic standard.
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5.マススペク トル

5.1.1不飽和 FADIR‐DMDS誘 導体

1不飽和 FAMEs― DMDS誘 導体 は, メチ ルス

No.1,16:1(n-7)‐ DMDS

No. 2, l8:l(n-9)-DMDS

ルフイ ドが付加 した位置 (す なわち, もとの

FAMEsの不飽和位)で,非常に特徴的な強いイ

オンフラグメントを示す。これにより1不飽和

FAMEsの不飽和位置は,ほ ぼ100%正 確に同定

236    196

*
*

む
∽口
ｏ署
Ｈ

*  *

No. 5,20:2(n-6)-DMOX

ltF

″2-→

Fig。 5。 Mass spcctra of FAMEs‐ DMDS and― DMOX dc五vativcs.(No.l No.5)

２４
　

　

　

＊

＊

凛

No.3,16:2佃 -4)‐DN10X

No. 4, 18:2(n-6)-DMOX
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される (Fig.5,No.12)。 例えば,16:1(n-7) 持つ。また,18:1(n9)の マススペクトルも同

のマススペクトルは,DMDS誘 導体の親イオン  様に,DMDS誘導体の親イオンが
“
/z390で あ

が
“
/z362で あり,n7位に帰属される2つ の主  り,n9位に帰属される2つの主要なイオンフラ

要なイオンフラグメント
“
/z145と

“
/z217を   グメント

“
/z173と

“
/z217を持つ。

* *

No.9,20:3(n‐ 6)‐DMOX

〃ケー→

Fig.5。 (continucd)MasS Spectra of FAMEs‐ DMDS and― DMOX dcrivatives.(No.6-No 10)

お
】∽口
ｏ日
【

No. 6, l8:3(n-6)-DMOX

No.7, l8:3(n-3)-DMOX

No.8,20:3(△ 5,H,14)_DMOX

No.10,203cn-3)― DMOX
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5.2.多不飽和 FAMR¨DMOX誘導体

多不飽和 FAMEs‐ DMOX誘導体のマススペク

トルもまた不飽和位に対応 した特徴的なイオンフ

ラグメントを示す (Fig.5,No.3-14)。 しかし,

不飽和位が, カルボキシル基末端に近 くなると正

確な不飽和位置の同定が困難になる場合もある。

多不飽和 FAMEs‐ DMOX誘導体の一般的なマス

スペクトルは,親イオン (M)に対 して, まず15

ダル トン小さいイオンフラグメント (M-15)が

得られ,その後不飽和位まで14ダル トン間隔でイ

オンフラグメントが得られる。そして不飽和位で

は,12ダル トンの間隔でイオンフラグメントが得

られる。また,不飽和位がカルボキシル基末端に

近 くなると13ダル トンの間隔が,2重結合の位置

を示す場合 もある。

例 えば, 18:2(n6)(Fig.5, No.4)で は ,

DMOX誘 導体の親イオンが
“
/z333で あ り,14

ダル トンの間隔で,滋/z318→ 304(nl位 ),

304→ 290(n2位 ),290→ 276(n3位 ),276
→ 262(n-4位 ),262→ 248(n5位)の イオン

フラグメン トを持つ。そ して,n-6位 (△
12位

)

で 滋/z248-236と 12ダ ル トンの間隔を持ち,1

む
一∽●
ｏ日
】

No. 13,20:4(n-3)-DMOX

m/z 
-

Fig.5. (continued) Mass spectra of FAMEs-DMDS and -DMOX derivatives. (No.11-No.14)

No.H,18:4(n-3)― DMOX

No 12,20:4(n‐ 6)¨DMOX

No. 14,20:5(n-3)-DMOX

―-29-―



つ目の不飽和位が n6位であることを示す。
“
/z

236→ 222(n7位 ),222→ 208(n8位 )と 14

ダル トンの間隔のあ と,n9位 (△
9位 )で

“
/z

208→ 196と 12ダ ル トンの間隔を持ち,2つ 目の

不飽和位が n9位 であること示す。その後は ,

“
/z196→ 182(n-10位),182→ 168(n-11位 )

と再び14ダル トンの間隔を持つ。

また, 20:3(△
5.11・)(Fig.5, No.8)で は ,

DMOX誘 導体の親イオンが
“
/z359で あ り,14

ダル トンの間隔で,4/z344→ 330(nl位 ),330
→ 316(n2位 ),316→ 302(n3位 ),302→
288(n4位 ),288→ 274(n5位)のイオンフラ

グメ ン トを持つ。そ して,n-6位 (△
14位 )で

″/z274→ 262と 12ダ ル トンの間隔を持ち,1つ
目の不飽和位が n-6位であることを示す。

“
/z

262→ 248(n7位 ),248→ 234(n8位 )と 14ダ

ル トンの間隔のあと,n-9位 (△
n位)で

“
/z234

→ 222と 再び12ダル トンの間隔を持ち,2つ 目の

不飽和位が n9位であることを示す。
“
/z222→

208(n-10位 ),208→ 194(n ll位 ),194-180
(n12位 ),180→ 166(n-13位 )は 14ダ ル トン

の間隔であ り,最後に n-14位 で
“
/z166-153

と13ダル トンの間隔を持つ。これは,3つ 日の不

飽和位が n15位 (△
5位)であることを示す。
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