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1.はじめに

飽和脂肪酸は，細胞膜の主要な構成成分であ
り，またエネルギー源として蓄積および代謝され
る（松久ら，2002）。不飽和脂肪酸は飽和脂肪酸に
比べて融点が低いため，生物が生育環境（温度）
に適応した細胞膜を作るうえで重要であり，不飽
和の数（不飽和度）や位置（不飽和位）の生物特異
性は，生物の化学分類法などにも利用される。従
属栄養生物（動物）においては，自ら生合成でき
る非必須脂肪酸（例えば，パルミチン酸）と，合
成できない必須脂肪酸（例えば，リノール酸，リ
ノレン酸）が存在し，栄養状態や病理疾患などと
密接な関係がある（松久ら，2002）。有機地球化学
においても，生物試料や土壌，堆積物などといっ
た環境試料中の飽和・不飽和脂肪酸の分布や同位
体比情報は古くから注目され，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きた
（例えば，Evershed et al., 2007；新村・沢田 , 2010）。
飽和・不飽和脂肪酸の一般的な分析法は，試

料から脂質成分を有機溶媒で抽出し，シリカゲル
クロマトグラフィー等を用いた脂肪酸成分の分画

と誘導体化（メチルエステル化）の後，GC/MS や
GC/FIDによる同定・定量や，GC/IRMSによる安
定同位体比の測定を行うというものである（例え
ば，Fang et al., 1993; Meier-Augenstein, 2002; Fang et 
al., 2006）。しかし，一般的に GCの分離カラムを
して用いられている無極性（例えば，Agilent社製
の HP-1）あるいは微極性（例えば，Agilent社製の
HP-5）の GCカラムでは，クロマトグラム上で個々
の飽和・不飽和脂肪酸の分離がよくない。これは
無極性カラムでは，主に各化合物の蒸気圧の差を
利用して分離するので，似たような構造を持つ不
飽和脂肪酸では，分離能を稼ぎにくいという本質
的な欠点があるためである。実際，力石・奈良岡
（2005）が報告しているように，海藻に含まれる脂
肪酸では，とくに炭素数 18の不飽和脂肪酸につい
て，不飽和度や不飽和位の異なるものが非常に近
い時間で溶出する。そのため，このようなクロマト
グラムから個々の脂肪酸を正確に同定，定量する
ことは難しい場合が多く，また，個々の脂肪酸の安
定同位体比を得ることはほとんど不可能である。
力石・奈良岡（2005）は，海藻に含まれる飽和・
不飽和脂肪酸を硝酸銀シリカゲルカラムクロマト
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グラフィーにより不飽和度別に分画し，ジメチル
ジスルフィド（dimethyl disulphide：DMDS）誘導体
化法とジメチルオキサゾリン（dimethyloxazoline：
DMOX）誘導体化法を用いて，不飽和度・不飽和
位を決める分析法を報告した。この方法は，従来
の研究では同定することが難しかった不飽和度と
不飽和位を正確に決めることができる。また，分
画後の試料を用いて分子レベルの水素・炭素安定
同位体比分析が行える点で画期的であった（Chi-
karaishi et al., 2004）。しかし，硝酸銀シリカゲルカ
ラムクロマトグラフィーによる不飽和度ごとの分
画は，熟練した技術（再現性良く，常に高い回収
率でクロマトグラフィーを行う技術）を必要とす
るうえ，硝酸銀シリカゲルを均一に再現性良く作
製することが難しいという問題点があった。
この問題の解決策として，硝酸銀シリカゲルカ

ラムクロマトグラフィーによる分画を行う代わり
に，GCの分離カラムに極性カラム（例えば，Agi-
lent 社製の DB-23，HP-88，HP-INNOWAX，HP-
FFAPなど）を用いる方法がある。極性カラムで
の分離は，各化合物の蒸気圧に加え，カラム固定
相への親和性の差を用いて行われる。例えば，同
炭素数の脂肪酸は，飽和，1不飽和，2不飽和，3
不飽和，4不飽和と不飽和度が小さいものから溶
出し，これらの分離・同定が容易になる。本稿で
は，無極性カラムと極性カラムによる分析結果を
比較しながら，極性カラムによる迅速かつ簡易な
飽和・不飽和脂肪酸の同定法を紹介する。

2.�不飽和脂肪酸の表記

リノール酸を例として，脂肪酸の名称と簡略式
を 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。本稿で
は，一般的な表記に習い，簡略式 aで表記した。

3.�試料と分析法

試料と脂肪酸の抽出
試料として，茨城県沖（北緯 36度 35.1分，東経

142度 3.7分）で捕獲されたキタオットセイ（Cal-
lorhinus ursinus，2008年 2月 7日捕獲）の筋肉組
織を用いた。クロロホルム：メタノール（2:1, v/v）

による超音波抽出で脂質成分を抽出し（15分× 4
回），アルカリ加水分解（0.5 M KOH/MeOH/5wt% 
H2Oで，80℃，2時間）を行った後，液 -液抽出
で酸性画分を分離した。酸性画分はメチルエステ
ル化を行った後，シリカゲルクロマトグラフィー
によって A-1画分（ヘキサン溶出成分：モノカル
ボン酸）と A-2画分（メタノール溶出成分：ジカ
ルボン酸およびヒドロキシカルボン酸）に分画し
た。本稿では，この A-1画分を脂肪酸メチルエス
テル（FAMEs）として扱う。

不飽和位置の同定のための誘導体化（DMOX誘導体化）
本稿では，不飽和位置の同定のための誘導体化
法として，DMOX化を用いた。1 mlアンプルに
FAMEsの溶液を入れ，窒素ガス気流化で濃縮・
乾固し，75℃に温めておいた 2-アミノ-2-メチル
プロパノールを適量（約 200-500 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℃で 24時間反応させた。75℃まで自然に
冷却した後，約 75℃の蒸留水を 2 ml加えた。反
応液を 10ml遠沈管に移し，1-2 mlの n-ヘキサン
/ジクロロメタン（2/3, v/v）で 4-5回抽出した。得
られた抽出溶媒に硫酸マグネシウムを加えて脱水
し，ガラスウールを詰めたパスツールピペットで
濾過した。窒素ガス気流下で乾固させた後，適量
（約 200-500 μl）のジクロロメタンに再度溶かして

DMOX誘導体溶液を得た。
なお，DMOX誘導体化の方法やマススペクト

ルは，すでに，Fay and Richli（1991），Luthria and 
Sprecher （1993），Christie （1998），力石・奈良岡
（2005）などに詳細に記載されているので，それらを

Fig. 1, Naito et al.
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参照して頂きたい。また，不飽和位の同定のための
誘導体化には，DMDS誘導体化（1不飽和脂肪酸の
みに利用可能），ピロリジン（Pyrrolidine）誘導体化，
ピコリニルエステル（Picolinyl esters）誘導体化など
もある。詳しくは，Andersson and Holman （1974），
Kawaguchi et al. （1983），Leonhardt and DeVilbiss 
（1985），Nichols et al. （1986），Christie et al. （1987），

Scribe et al. （1988）などを参照して頂きたい。

GC/MS分析
GC/MS分析は，Agilent社製，HP 6890N GC/5973A 

MSDを用いた。導入法は PTV 法を用い，50℃で
0.2 分間保持し，350℃まで 600℃ /分で昇温した
後，350℃で 10 分間保持した。分析カラムは，従
来法で使われている無極性（微極性）カラムの代
表として，HP-5MS（30 m 長さ，0.25 mm内径，
0.25 μm膜厚）を，極性カラムの代表として DB-23
（30 m 長さ，0.25 mm内径，0.25 μm膜厚）使用し

た。オーブンの昇温条件は，HP-5MSについては，
40℃で 2分保持し，120℃まで 30℃ /分で昇温し，
120℃から 320℃まで 6℃ /分で昇温した後，320℃
で 20分間保持した。また，DB-23については，
40℃で 2分保持し，120℃まで 30℃ /分で昇温し，
120℃から 250℃まで 3℃ /分で昇温した後，250℃
で 12分間保持した。

4.不飽和度と不飽和位の同定

Fig. 2にオットセイの脂肪酸の TIC（total ion chro-
matogram）を，Table 1にその同定レベルを示す。オッ
トセイには，主な飽和脂肪酸として，14:0，16:0，18:0
が含まれており，主な不飽和脂肪酸として，16:1（n-
7），18:1（n-7），18:1（n-9），18:1（n-13）， 18:2（n-6），20:1
（n-9），20:1（n-11），20:4（n-6），22:1（n-11），22:1（n-13）
などが含まれていた。
脂肪酸の質量数と不飽和度は FAMEsの保持時

Fig. 2, Naito et al.
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Fig.�2. �TIC of FAMEs and DMOX derivatives of northern fur seal (C. ursinus) on HP-
5MS and DB-23 columns. Numbers correspond to fatty acids listed in Table 1.
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間とマススペクトルの親イオンから容易に求めら
れるが，それらの情報（FAMEsの保持時間とマ
ススペクトル）から不飽和位の情報を得ることは
困難である（Figs. 3a, 3c, 3e）。一方，DMOX誘導
体のマススペクトルは，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ことから，不飽和
位の決定が容易である（Figs. 3b, 3d, 3f）。一般的
に，DMOX誘導体のマススペクトルは，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。
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。ただし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 1つ
先の炭素位での 2重結合の位置を示す場合もある
（力石・奈良岡，2005）。
例えば，18:1（n-7）の場合（Fig. 3b），親イオン
が m/z 335であり，14ダルトンの間隔で，m/z 320 
→ 306（n-1位），306 → 292（n-2位），292 → 278
（n-3位），278 → 264（n-4位），264 → 250（n-5位），

250 → 236（n-6位）のイオンフラグメントを持つ。
そして n-7位（Δ11位）で m/z 236 → 224と 12ダル
トンの間隔を示し，不飽和位が n-7位である。そ

の後は，m/z 224 → 210（n-8位），210 → 196（n-9
位）と再び 14ダルトンの間隔を示す。
また，20:4（n-6）の場合（Fig. 3f），親イオンが m/z 

357であり，14ダルトンの間隔で，m/z 342 → 328
（n-1位），328 → 314（n-2位），314 → 300（n-3位），

300 → 286（n-4位），286 → 272（n-5位）のイオン
フラグメントを持つ。そして n-6位（Δ14位）で m/z 
272 → 260と 12ダルトンの間隔を示し，1つ目の不
飽和位がn-6位である。そして，m/z 260 → 246（n-7
位），246 → 232（n-8位）と 14ダルトンの間隔のあ
と，再び n-9位（Δ11位）で m/z 232 → 220と 12ダ
ルトンの間隔を示し，2つ目の不飽和位が n-9位で
ある。さらに，m/z 220 → 206（n-10位），206 → 192
（n-11位）と 14ダルトンの間隔のあと，n-12位（Δ8

位）で m/z 192 → 180と 12ダルトンの間隔を示し，
3つ目の不飽和位が n-12位である。最後に，m/z 
180 → 166（n-13位）と 14ダルトンの間隔のあと，
n-14位で m/z 166 → 153と 13ダルトンの間隔が示
され，4つ目の不飽和位が n-15（Δ5位）位である。

Fig. 2に示すように，FAMEsとDMOX誘導体は，
保持時間は異なるが，基本的にほとんど同じ順序で
溶出するため，両者のクロマトグラムを比較するこ
とで，FAMEsの個々の脂肪酸の同定も可能になる。

Table�1.  Identification level of saturated and unsaturated fatty acids extracted from northern fur seal (C. ursinus).

Peak  
No.* Systematic name Trivial name Shorthand  

designation

Retention time (min) Identification level**

FAMEs 
(DB-23)

DMOX 
(DB-23)

FAMEs 
(HP-5MS)

DMOX 
(HP-5MS)

This 
study Reference paper

1 Tetradecanoic acid Myristic acid 14:0 12.07 15.17 11.02 13.94 4 Chikaraishi and Naraoka (2005)

2 Hexadecanoic acid Palmitic acid 16:0 16.32 19.59 14.09 16.94 4 Chikaraishi and Naraoka (2005)

3 9-Hexadecenoic acid Palmitoleic acid 16:1 (n-7) 16.86 20.08 13.71 16.57 2 Chikaraishi and Naraoka (2005)

4 Octadecanoic acid Stearic acid 18:0 20.81 23.98 17.05 19.75 4 Chikaraishi and Naraoka (2005)

5 5-Octadecenoic acid 18:1 (n-13) 21.11 24.10 - - 1

6 9-Octadecenoic acid Oleic acid 18:1 (n-9) 21.26 24.32 16.65 19.35 4 Chikaraishi and Naraoka (2005)

7 11-Octadecenoic acid 18:1 (n-7) 21.42 24.53 16.72 19.44 4 Chikaraishi and Naraoka (2005)

8 9,12-Octadecadienoic acid Linoleic acid 18:2 (n-6) 22.27 25.29 16.52 - 4 Chikaraishi and Naraoka (2005)

9 9-Eicosenoic acid 20:1 (n-11) 25.56 28.38 19.42 21.94 1

10 11-Eicosenoic acid Gondoic acid 20:1 (n-9) 25.67 28.53 19.54 22.00 2 Fay and Richli (1991)

11 5,8,11,14-Eicosatetraenoic acid Arachidonic acid 20:4 (n-6) 27.59 30.20 18.81 21.36 2 Fay and Richli (1991)

12 9-Docosenoic acid 22:1 (n-13) - 32.24 22.10 - 1

13 11-Docosenoic acid 22:1 (n-11) - 32.35 22.04 24.42 1

   * Peak numbers refer to chromatograms in Fig. 2 and Fig. 3.
 ** 1. Interpretation of mass spectral data.
  2. Coincedence in mass spectral data in a reference.
  3. Coincedence in mass spectral and retention time data in a reference.
  4. Coincedence in mass spectrum and GC retention time with that of authentic standard.
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Fig.�3. �Mass spectra of a) 18:1(n-7)-FAME, b) 18:1(n-7)-DMOX, c) 18:1(n-9)-FAME, 
d) 18:1(n-9)-DMOX, e) 20:4(n-6)-FAME, and f) 20:4(n-6)-DMOX derivatives.
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5.GCカラムの比較

従来の研究で用いられてきた無極性や微極性の
GCカラムでは，個々の飽和・不飽和脂肪酸をきれ
いに（ベースラインで）分離することが難しい。そ
のため，無極性や微極性の GCカラムを用いて飽
和・不飽和脂肪酸の正確な同定を行うためには，力
石・奈良岡（2005）で報告されているように，GC/MS
での測定前に硝酸銀シリカゲルカラムクロマトグラ
フィーを用いて，飽和・不飽和脂肪酸をあらかじめ
不飽和度別に分画するなどの必要がある。
一方，DB-23などの極性カラムを用いると，飽和・
不飽和脂肪酸の混合溶液をそのまま測定しても，ク
ロマトグラム上で個々の脂肪酸をある程度きれいに

（少なくともGC/MSで同定ができるレベルで）分離
することができる。実際に，HP-5では，炭素数 18の
不飽和脂肪酸のうち，18:1（n-9）と 18:3（n-3），18:1
（n-9）と 18:1（n-13）はほとんど同じ時間で溶出し，
両者のピークは完全に重なってしまうが（Figs. 4c, 
4d），DB-23では，これらの不飽和脂肪酸のピークを
全て完全に分離することができる（Figs. 4a, 4b）。こ
のように，極性カラムを用いることで，従来の硝酸
銀シリカゲルカラムクロマトグラフィーを用いた分
析法に比べて，非常に迅速かつ簡単に飽和・不飽和
脂肪酸を同定することが可能である。

6.今後の課題

一般的に，極性カラムの使用温度限界は無極性
または微極性カラムに比べて著しく低い（例えば，
本稿で用いた DB-23は 250℃であり，HP-5MSは
325℃である）。これは，極性カラムでは高分子の
脂肪酸（炭素数 26以上）の分析ができないことを
意味する。すなわち，炭素数 26以上の脂肪酸をほ
とんど含まない植物プランクトンやバクテリア，
一般的な捕食動物を試料とする場合には問題にな
らないが，炭素数 26以上の脂肪酸が含まれている
陸上植物や土壌，堆積物などの環境試料を分析す
る場合には注意が必要である（例えば，GCの導入
口の温度条件を使用する GCカラムの限界温度と
同じにして，高分子化合物が GCカラム内に導入
されないようにする。あるいは，高温でも使用す
ることのできる中・極性カラムを検討する，など）。
また，このような極性カラムを使ってGC/IRMSで
安定同位体比を測定する場合には，その再現性や
安定性を確かめる必要がある。特に，DOMX誘導
体で同位体比を測定する場合には，誘導体化時の
同位体分別の有無も調べる必要がある。
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