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略語一覧 
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AOAC 公認分析化学者協会 Association of Official Analytical Chemists 
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APCI 大気圧イオン化 Atmospheric pressure chemical ionization 

CLA 共役リノール酸 Conjugated linoleic acid 

CM カイロミクロン Chylomicron 

FID 水素炎イオン化検出器 Flame ionization detector 

GC ガスクロマトグラフィー Gas chromatography 
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HPLC 高速クロマトグラフィー High performance liquid chromatography 
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LDL 低比重リポタンパク Low-density lipoprotein 
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SFA 飽和脂肪酸 Saturated fatty acid 

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 

VLDL 超低比重リポタンパク Very low-density lipoprotein 

 

略語 日本名 英名 

C4:0 (Bu) 酪酸 Butyric acid 

C16:0 (P) パルミチン酸 Palmitic acid 

C18:0 ステアリン酸 Stearic acid 

cis-C18:1 (O) オレイン酸 Oleic acid 
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第一章 緒言 

 

脂質は、タンパク質、炭水化物と並ぶ三大栄養素の一つであり、生物にとっ

て非常に重要なエネルギー源である。天然界に存在する脂質の大部分は、トリ

アシルグリセロール（TAG）の形態であり、食用油脂の主成分として広く知ら

れている。TAGの構造は、グリセロールの 3箇所の水酸基に 3つの脂肪酸がそ

れぞれエステル結合した化学構造を有しており（Fig.1-1）1)、脂肪酸の結合位置

は、Fischerの投影図に基づいた立体特異的番号によって sn-1、sn-2、sn-3位と

区別される。また、単純にグリセリンの両脇の水酸基を α位、中心の水酸基を

β位とも定義される。各結合位置に存在する脂肪酸は、ランダムに結合してい

るわけではなく、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お

り、それぞれの生物種に固有のものである。例えば、パーム油の TAGは、飽和

脂肪酸であるパルミチン酸（C16:0）やステアリン酸（C18:0）が sn-1,3位に結

合し、不飽和脂肪酸であるオレイン酸（C18:1）やリノール酸（C18:2）が sn-2

位に結合している 2,3)。このような傾向は、大豆油やココアバターなどの植物油

に見られる共通の特徴である。一方、ウシを代表とする反芻動物の乳脂肪は、

酪酸（C4:0）、カプロン酸（C6:0）、カプリル酸（C8:0）などの短鎖脂肪酸を豊

富に含んでおり、これらが sn-3位に選択的に結合する特徴を持っている 4-6)。

これは、仔牛の Pregastric lipaseが sn-3位の短鎖脂肪酸に選択性を持っており、

短鎖脂肪酸が仔牛への効率の良い栄養源として重要な意味を持っていると考え

られる。 

TAGの構造と栄養に関しては、今までに数多くの研究が行われてきており、

sn-1,3位と sn-2位に結合している脂肪酸は、異なる消化・吸収経路を持つこと

が明らかとなってきた 7)。一般に、TAGの sn-1,3位に結合している脂肪酸は、
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小腸内で加水分解を受け、遊離脂肪酸となるため、その一部がカルシウムと石

鹸を作り、吸収されにくい 8)。しかし、sn-2位に結合している脂肪酸は、2-モ

ノアシルグリセロール（2-MAG）として存在し、カルシウムと石鹸を作ること

はないため、sn-1,3位に結合している脂肪酸と比べ、吸収されやすい。ヒトに

とって重要なエネルギー源である C16:0は、ヒト母乳において sn-2位に特異的

に結合しており、乳児体内に効率良く吸収させることができる 9,10)。また、TAG

の構造は、食用油脂の物性にも大きな影響を与える。チョコレートの原料であ

るココアバター中の主要な TAGは、C16:0や C18:0などの飽和脂肪酸が sn-1,3

位に結合し、C18:1などの不飽和脂肪酸が sn-2位に結合している。チョコレー

トの清涼感のある口溶けは、これらの TAGがシャープな融解挙動をとることに

起因する 11)。さらに、近年では個々の脂肪酸が有する生理機能が、TAGの結合

位置によって影響を受けることが明らかとなってきた。例えば、魚油や海獣油

に含まれるエイコサペンタエン酸（EPA）やドコサヘキサエン酸（DHA）など

の n-3系高度不飽和脂肪酸（n-3HUFA）は、肝臓における TAG合成阻害効果 12)

や β-酸化の亢進効果 13)、また、これら効果に起因する血中および肝臓中の TAG

およびコレステロール濃度の低下効果 14-16)などの様々な生理機能を有すること

が知られている。この n-3HUFAの TAGにおける結合位置は、魚油と海獣油で

は異なっており、魚油の n-3HUFAは TAGの β（sn-2）位に結合し、海獣油の

n-3HUFAは TAGの α（sn-1,3）位に多く結合する 17)。近年、これらの結合位置

の違いが、n-3HUFAの機能性に大きな影響を与えることが様々な研究により明

らかとなってきた 18-21)。Yoshidaおよび Ikedaらは、魚油または海獣油をラット

に投与し、両者の生理機能の違いを比較した。その結果、海獣油投与群は、魚

油投与群と比べ、血中および肝臓中 TAG濃度が有意に低下することを報告した

19-21)。このような研究は、TAGの構造と栄養機能の関係を評価するうえで価値
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のある研究である。しかしながら、魚油と海獣油を直接比較したこれらの結果

から、個々の EPAおよび DHAの生理機能が TAG結合位置により、どのような

影響を受けるのか判断することは困難である。このように、TAGにおける脂肪

酸の結合位置と脂質代謝の関係性を調査した研究は、人体に良い効果をもたら

す n-3HUFAについて研究が進んでいるが、人体に悪影響を及ぼすと言われるト

ランス（型）脂肪酸が TAGのどの位置に結合しているのかを精査した研究例は

少ない。 

トランス脂肪酸は、植物油等に水素添加して半固体または固体状の油脂に作

り変える工程（部分水素添加）、または、反芻動物（ウシ、ヤギ、ヒツジなど）

の第一胃内に存在する微生物による生体内水素添加反応（Biohygrogenation）に

よって生成するため、部分水素添加油（部分水添油）および反芻動物由来の油

脂に含まれている。近年では、部分水添油由来のトランス脂肪酸の過剰摂取は、

心疾患のリスクを高めることが明らかになってきており 22,23)、世界中で関心が

高まっている。トランス脂肪酸の結合位置を精査したいくつかの研究によると、

ウシの乳脂肪中のトランス脂肪酸は、sn-2位に結合すると報告されている 24-26)。

しかしながら、これらの研究は、乳脂肪中に存在するトランス脂肪酸の「位置

異性体」を考慮していない。トランス脂肪酸には、炭素数と二重結合数が同じ

脂肪酸であっても、トランス型二重結合の位置によって様々な「位置異性体」

が存在する。例えば、部分水添油に含まれるオクタデセン酸（C18:1）には、13

種類（trans-4-C18:1から trans-16-C18:1まで）の位置異性体が存在する（Fig. 1-2）

27)。この位置異性体は、部分水添油および乳脂肪ごとにその分布が異なり、部

分水添油は、エライジン酸（trans-9-C18:1）が主成分であり、次いで、trans-6

～8、trans-10、trans-11-C18:1などの位置異性体が多く含まれる 28)。一方、乳脂

肪中のトランス脂肪酸は、大部分がバクセン酸（trans-11-C18:1）によって占め
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られる 29,30)。このようなトランス脂肪酸位置異性体は、異性体ごとに人体に異

なる影響を及ぼすと考えられている。いくつかの疫学調査によると、部分水添

油由来のトランス脂肪酸は心疾患と正の相関性を示すが、反芻動物由来のトラ

ンス脂肪酸は影響がないと報告している 31-33)。これらの研究から、反芻動物由

来のトランス脂肪酸は、部分水添油由来のトランス脂肪酸よりも健康への影響

が小さいと考えられている。しかしながら、このような疫学調査は、部分水添

油と乳脂肪を比較したものであり、これらの油脂に数多く存在するトランス脂

肪酸の位置異性体のうち、どの異性体が人体に悪影響を及ぼすのかを評価した

結果ではない。このようにトランス脂肪酸の研究が進まない原因として、従来

のトランス脂肪酸分析法では、食用油脂に含まれる数多くの位置異性体の分

離・定量が困難であることが挙げられる。 

一般に、油脂の脂肪酸組成は、ガスクロマトグラフ-水素炎イオン化検出器

（GC-FID）によって分析されている。中でも、トランス脂肪酸の表示を行って

いる諸外国で広く利用されている分析方法は、「AOAC 996.06」34)と「AOCS Ce 

1h-05」35)があり、日本では、日本油化学会が作成した「基準油脂分析試験法

2.4.4.3-2013」36)が知られている。これらの分析方法に使用されるカラムは、様々

な種類が販売されており、分析用途によって使い分けられている。近年では、

技術力の進展により、従来の分析カラムよりも優れた性能を持つカラムが開発

されてきている。現在までに、数多くの研究者が、食用油脂に含まれる様々な

種類の脂肪酸種を分離・定量する方法を検討してきたが、トランス脂肪酸のよ

うに数多くの異性体を持つ脂肪酸を分離することは困難であった。 

一方、TAGにおける脂肪酸の結合位置の分析には、酵素（リパーゼ）を用い

た手法が広く用いられている 37-39)。これは、リパーゼが TAGの sn-1,3位に結合

する脂肪酸を選択的に加水分解する特性を利用した方法であり、これによって、
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TAGの sn-1,3位と sn-2位の脂肪酸組成を分析することができる。これらの手法

を用いて、乳脂肪の TAGにおけるトランス脂肪酸の結合位置について調査した

研究がいくつか報告されているが 25,26)、前述のとおり、トランス脂肪酸異性体

を分離・定量する手法が確立されていないため、乳脂肪 TAGにおけるトランス

脂肪酸異性体の結合位置については研究が進んでいない。このように、油脂を

構成する脂肪酸の種類およびそれらの TAG結合位置に関する研究は、解決すべ

きいくつかの問題点を残していた。 

そこで本研究では、従来の TAG解析での種々の問題点を解決する新しい分析

法を構築するため、以下の実験を行った。第二章では、TAG結合位置ごとの

n-3HUFAの生理機能を明らかにするため、個々の EPAまたは DHAの機能性が

TAGの結合位置によって、どのような影響を受けるのかを精査した。第三章で

は、従来の分析技術では分離することが困難であったトランス脂肪酸位置異性

体を分離・定量する分析手法を開発した。第四章では、第三章で開発した分析

手法とリパーゼによる脂肪酸結合位置分析を組み合わせ、食用油脂におけるト

ランス脂肪酸位置異性体の結合位置を精査した。また、第五章では、乳脂肪に

特異的に含まれている TAGを利用して、食品に使用されている乳脂肪含有量を

迅速に測定する方法を開発した。 
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Figure 1-1 

Chemical structure of triacylglycerol. 
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Figure 1-2 

Isomeric distribution of trans-octadecenoic acid (C18:1) in edible fats and oils. 
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第二章 トリアシルグリセロールにおける n-3 系高度不飽和

脂肪酸の結合位置と生理機能 

 

緒言 

魚油や海獣油に多く含まれる n-3HUFA は、TAG における結合位置によって

その生理機能が変化することが様々な研究により明らかとなってきた。Ikeda

ら 19)および Yoshida ら 20, 21)は、魚油または海獣油をラットに投与し、TAG にお

ける結合位置ごとの n-3HUFA の生理機能を比較した。その結果、海獣油は、魚

油と比べ血中および肝臓中 TAG 濃度を有意に低下させる効果を持つと報告し

た。さらに、Mayer ら 40)および Mann ら 41)は、海獣油をヒトに投与した場合に

おいても血中 TAG 濃度の低下効果があることを確認した。魚油に含まれる

n-3HUFA は TAG の sn-2 位に多く、一方、海獣油に含まれる n-3HUFA は TAG

の sn-1,3 位に多く結合していることから、sn-1,3 位に結合した n-3HUFA は、sn-2

位に結合した n-3HUFA と比べ、優れた保健効果を有すると考えることができる。

しかしながら、海獣油は、n-3HUFA の一つであるドコサペンタエン酸（DPA）

が、魚油と比べ豊富に含まれている 40-43)。Gotoh らは、EPA、DPA、DHA の生

理機能を比較した結果、DPA は EPA と DHA と同等の脂質代謝改善効果を有す

ることを確認した 44)。そのため、魚油と海獣油を比較する際、EPA や DHA の

結合位置だけでなく、DPA の存在も考慮に入れなくてはならない。以上のこと

から、TAG 結合位置ごとの n-3HUFA の生理機能を評価するためには、TAG 標

準品を用いるのが望ましいと考えられる。 

本章では、TAG における EPA または DHA の結合位置が、それぞれの生理機

能にどのような影響を及ぼすのかを精査するため、EPAまたはDHAを含むTAG

標準品を用いた C57BL/6J マウスへの投与試験を行った。 
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実験材料および方法 

実験材料 

投与試験には、脂肪酸の組成は同一であるが、脂肪酸の結合位置の異なる

TAG（TAG 位置異性体）を用いた（Fig. 2-1）。EPA の生理機能の比較試料には、

パルミチン酸 2 分子と EPA から構成される TAG 位置異性体ペアである

1,2(2,3)-Dipalmitoyl-3(1)-eicosapentaenoyl glycerol（β-PPE）および

1,3-Dipalmitoyl-2-eicosapentaenoyl glycerol（β-PEP）を用い、DHA の評価には、

パルミチン酸 2 分子と DHA から構成される TAG 位置異性体ペアである

1,2(2,3)-Dipalmitoyl-3(1)-docosahexaenoyl glycerol（β-PPD）および

1,3-Dipalmitoyl-2-docosahexaenoyl glycerol（β-PDP）を用いた。また、全試料の

コントロールとして、パルミチン酸 3 分子から構成される TAG（Tripalmitoyl 

glycerol、PPP）を採用した。これらの試薬は、月島食品工業株式会社にて合成

し、NMR、GC、HPLC により構造確認を行っており、それぞれの化学純度は

99%以上である。 

 

飼料の調製 

 試験食の組成を Table 2-1 に示す。TAG 標準品の添加量は食餌中 3%とした。

また、マウスを高脂血症になりやすくするため、ラードを 12%添加し、食餌中

の合計脂質量を 15%に調製した。食餌中の脂肪酸組成を Table 2-2 に示した。 

 

動物試験 

本実験は、「高知県立大学における動物実験等に関する規程」に従って試験計

画を策定し、実施した。 

試験動物は、4 週齢の雄 C57BL/6J マウス（日本クレア）を用いた。各マウス
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は、室温 23±2℃、明暗サイクル（7:00-19:00）の環境下、CE-2（日本クレア）

を用いて 7 日間予備飼育を行った。予備飼育後、マウスを 6 匹ずつ 5 群（PPP、

β-PPE、β-PEP、β-PPD、β-PDP 投与群）に分け、ケージ内にて試験食を 6 週間

自由摂取させた。 

マウス体重は、飼育期間中毎週測定した。飼育最終日に 9 時間絶食させた後、

終体重を測定し、エーテル麻酔下において心臓採血により屠殺を行った。肝臓

および脂肪組織は、重量を測定した後、液体窒素にて凍結した。血液は、遠心

分離（1,750×g、15min、4℃）にかけた後、血清を回収した。すべての試料は、

分析するまで、-80℃にて保管を行った。 

 

血清脂質分析 

 血清中の主要なリポタンパクであるカイロミクロン（CM）、超低比重リポタ

ンパク（VLDL）、低比重リポタンパク（LDL）、高比重リポタンパク（HDL）

中の TAG およびコレステロール濃度は、TSKgel LipopropakXL カラム（300 mm 

 7.8 mm; Tosoh, Tokyo, Japan）を二本連結させたゲル浸透クロマトグラフィー

にて測定した（スカイライト・バイオテックへの依頼分析）。 

 

肝臓脂質分析 

 肝臓脂質は、Folch 法に従って抽出を行った 45)。肝臓中の TAG 濃度は、Fletcher

らの方法 46)によって測定し、リン脂質濃度は Rouser らの方法 47)によって測定

した。また、肝臓中のコレステロール濃度は、コレステロール E-テスト（和光

純薬）を用いて測定した。 
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肝臓の脂質代謝関連酵素活性の測定 

肝臓をホモジナイス後、遠心分離にかけ、ミトコンドリア画分およびサイト

ゾル画分を得た。各画分のタンパク質量は、Lowry法により測定した 48)。脂肪

酸合成酵素（FAS）活性およびグルコース 6-リン酸脱水素酵素（G6PDH）活性

は、Kellyらの方法 49,50)を用いて測定した。リンゴ酸酵素（ME）活性、カルニ

チンパルミトイルトランスフェラーゼ（CPT）活性およびペルオキシソーム β-

酸化活性は、Ochoa らの方法 51)、Markwell らの方法 52)、および Lazarow らの方

法 53)を用いて、それぞれ測定を行った。 

 

肝臓の mRNA発現量の測定 

肝臓の総 RNA は、RNeasy lipid tissue kit（Qiagen）を用いて抽出した。

Complementary DNA（cDNA）は、TaqMan Reverse-Transcription 試薬（Applied 

Biosystems）を用いて調製した。mRNA 発現量は、ABI Prism 7000 Sequence 

Detection System（Applied Biosystems）によるリアルタイム RT-PCR 法を用いて

測定した。 

 

エイコサノイド産生量の測定 

プロスタサイクリン（PGI2）産生量は、約 15 mg の大動脈を Krebs-Henseleit 

biscarbonate 緩衝液（pH 7.4）中でインキュベート（25℃、30min）し、PGI2の

安定な代謝産物である 6-keto-prostaglandin F1αを 6-keto-prostaglandin F1α enzyme 

immunoassay kit（Cayman Chemical）を用いて測定した。 

血液 1 mLを遠心分離（3,000rpm、4℃、10min）し、上清を得た。トロンボ

キサン A2（TXA2）産生量は、その安定な代謝産物である Thromboxane B2を

Thromboxane B2 enzyme immunoassay kit（Cayman Chemical）を用いて測定した。 
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肝臓および脂肪組織の脂肪酸組成分析 

 肝臓および脂肪組織からの脂質抽出は、Folch 法に従った 45)。抽出した脂質

は、三フッ化ホウ素メタノール溶液にてメチルエステル化を行った後、GC-FID

にて脂肪酸組成分析を行った。 

 

【分析条件】 

分析機器：GC-14B（島津製作所） 

検出器：水素炎イオン化検出器 

分析カラム：Omegawax320（30 m×0.25 mm i.d., 0.25 μm; Sigma-Aldrich） 

注入口温度：250℃ 

検出器温度：260℃ 

カラム温度：175℃→（1℃/min）→225℃（20min 保持） 

キャリアーガス：ヘリウム（1 mL/min） 

スプリット比：80：1 

 

統計解析 

データは、平均値±標準誤差で示した。各項目の統計解析は、一元配置分散分

析を行い、有意差（P<0.05）が生じた場合、Tukey-Kramer の多重比較検定を行

った。 
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結果 

体重および組織重量 

 投与試験後の C57BL/6J マウスの体重、摂食量、および、各組織重量を Table 

2-3 に示した。投与を行った 5 群間の体重、摂食量に有意な差は認められなか

った。同様に、5 群間の各組織重量においても、有意差はなかった。 

 

n-3HUFA投与による血清脂質および肝臓脂質への影響 

投与試験後の C57BL/6J マウスの血清および肝臓脂質濃度を Table 2-4 に示し

た。PPP（コントロール）投与群と比較すると、β-PDP（TAG の sn-2 位に結合

した DHA）投与群でのみ、血清 TAG 濃度が有意に減少した。これは、β-PDP 投

与によって、VLDL の TAG 濃度が減少したことに起因した。TAG 結合位置間

の生理機能を比較すると、TAG の sn-2 位に結合した DHA（β-PDP）は、sn-1,3

位に結合した DHA（β-PPD）よりも、血清 TAG 濃度を有意に減少させた。また、

両 EPA 含有 TAG（β-PPE、β-PEP）投与は、血清 TAG 濃度に影響を及ぼさなか

った。血清コレステロール濃度は、すべての n-3HUFA 含有 TAG（β-PPE、β-PEP、

β-PPD、β-PDP）投与によって有意に減少した。結合位置間の生理機能を比較す

ると、血清 TAG 減少効果と同じく、TAG の sn-2 位に結合した DHA（β-PDP）

は、sn-1,3 位に結合した DHA（β-PPD）よりも、血清コレステロール濃度を減

少させた。一方、EPA 含有 TAG（β-PPE、β-PEP）投与による血清コレステロー

ル濃度低下能は、結合位置間に有意な差は認められなかった。 

肝臓 TAG 濃度は、β-PDP（TAG の sn-2 位に結合した DHA）投与群でのみ有

意に減少した。肝臓コレステロール濃度は、β-PPE（TAG の sn-1,3 位に結合し

た EPA）および β-PDP（TAG の sn-2 位に結合した DHA）投与群で有意に減少

した。 



14 

 

n-3HUFA投与による脂質代謝関連酵素活性への影響 

肝臓における脂質代謝関連酵素活性を Table 2-5 に示した。脂肪酸合成に関連

する酵素（FAS、ME、G6PDH）の活性は、すべての n-3HUFA 含有 TAG（β-PPE、

β-PEP、β-PPD、β-PDP）投与によって有意に減少した。また、n-3HUFA の結合

位置間の生理機能に有意な差は認められなかった。 

 

n-3HUFA投与による肝臓 mRNA発現量への影響 

肝臓の mRNA 発現量を Table 2-6 に示した。脂質代謝の転写因子である Sterol 

regulatory element binding protein-1（SREBP-1）は、β-PDP（TAG の sn-2 位に結

合した DHA）投与群でのみ有意に減少した。脂肪酸合成酵素（FAS、Stearoyl-CoA 

desaturase）の mRNA 発現量は、すべての n-3HUFA 含有 TAG（β-PPE、β-PEP、

β-PPD、β-PDP）投与によって有意に減少した。また、コレステロール関連酵素

では、LDL receptor の mRNA 発現量が β-PPE、β-PDP 投与群で有意に減少した。

一方、HMG-CoA reductase は、n-3HUFA 含有 TAG（β-PPE、β-PEP、β-PPD、β-PDP）

投与による影響は受けなかった。 

 

n-3HUFA投与によるエイコサノイド産生量への影響 

C57BL/6J マウスの PGI2および TXA2産生量を Table 2-7 に示した。PGI2産生

量は、すべての n-3HUFA 含有 TAG（β-PPE、β-PEP、β-PPD、β-PDP）投与によ

って有意に増加した。一方、TXA2産生量は、β-PPE（TAG の sn-1,3 位に結合し

た EPA）投与群でのみ有意に減少した。PGI2/TXA2比は、0.206 ± 0.011（コント

ロール）、0.545 ± 0.031（β-PPE）、0.367 ± 0.013（β-PEP）、0.428 ± 0.019（β-PPD）、 

0.382 ± 0.012（β-PDP）であった。PGI2/TXA2比は、すべての n-3HUFA 含有 TAG

（β-PPE、β-PEP、β-PPD、β-PDP）投与によって有意に増加し、中でも β-PPE（TAG
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の sn-1,3 位に結合した EPA）投与群で最も高い値となった。 

 

n-3HUFA投与による脂肪酸組成への影響 

投与試験後の肝臓および脂肪組織の脂肪酸組成を Fig. 2-2、Fig. 2-3 に示した。

コントロールと比較して、n-3HUFA 含有 TAG（β-PPE、β-PEP、β-PPD、β-PDP）

投与群の肝臓中 C18:1 およびアラキドン酸（C20:4）濃度は、有意に減少した。

一方、肝臓中 C16:0 および n-3HUFA（EPA、DPA、DHA）濃度は、n-3HUFA 含

有 TAG（β-PPE、β-PEP、β-PPD、β-PDP）投与により、増加した。同様の傾向

は、脂肪組織でも確認された。 
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考察 

 海獣油（sn-1,3 位に結合した n-3HUFA）と魚油（sn-2 位に結合した n-3HUFA）

の生理機能を比較した過去の研究では、海獣油は、魚油よりも優れた保健機能

を有することが報告された 19-21,40,41)。すなわち、n-3HUFA は、sn-1,3 位に結合

した際に優れた効果を発揮すると考えることができる。しかしながら、海獣油

には、n-3HUFAの一つである DPAが魚油と比べ豊富に含まれている 40-43)。Gotoh

らは、EPA、DPA、DHA を C57BL/KsJ-db/db マウスに投与し、それぞれの生理

機能を比較した。その結果、DPA は、EPA や DHA と同等の脂質代謝改善効果

を有することを明らかにした 44)。以上のことから、魚油と海獣油を比較した研

究から、n-3HUFA の生理機能が結合位置によって、どのような影響を受けるの

か精査することは困難である。そこで本章では、n-3HUFA を含む TAG 標準品

を用いて、TAG における EPA または DHA の結合位置が、それぞれの生理機能

にどのような影響を及ぼすのかを精査した。 

血清脂質および肝臓脂質の結果（Table 2-4）より、TAG の sn-2 位に結合した

DHA（β-PDP）は、sn-1,3 位に結合した DHA（β-PPD）よりも、血清および肝

臓 TAG 濃度を減少させることが判明した。EPA、DHA などの n-3HUFA は、脂

肪酸や TAG 合成の阻害効果、β-酸化の促進効果、および、肝臓からの VLDL 産

生阻害効果を持つことが報告されており 12,13,54,55)、本章においても、n-3HUFA

含有 TAG（β-PPE、β-PEP、β-PPD、β-PDP）投与によって、脂肪酸合成酵素の

活性および mRNA 発現量が低下した（Table 2-5、Table 2-6）。しかしながら、こ

れらの低下能は、結合位置（sn-1,3 位と sn-2 位）間で有意な差が認められなか

った。Ikeda ら 19)は、魚油または海獣油の投与がラット肝臓の脂肪酸組成に及

ぼす影響を比較した結果、sn-2 位に結合した n-3HUFA は、sn-1,3 位に結合した

n-3HUFA よりも肝臓 TAG 中の n-3HUFA 濃度を増加させることを報告した。本
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章においても、肝臓中の DHA 濃度は、β-PPD 投与よりも、β-PDP 投与によって

増加する傾向が見られたが、有意差は認められなかった（Fig. 2-2）。以上のこ

とから、本章では、sn-2 位に結合した DHA（β-PDP）は、sn-1,3 位に結合した

DHA（β-PPD）よりも、血清および肝臓 TAG 濃度を減少させることが明らかと

なった。しかしながら、そのメカニズムについて明確することは困難であり、

今後さらなる研究が求められる。 

血清コレステロール濃度（Table 2-4）は、すべての n-3HUFA 含有 TAG（β-PPE、

β-PEP、β-PPD、β-PDP）投与によって有意に減少した。また、肝臓コレステロ

ール濃度は、β-PPE（TAG の sn-1,3 位に結合した EPA）および β-PDP（TAG の

sn-2 位に結合した DHA）投与群で有意に減少した。しかしながら、肝臓におけ

るコレステロール関連酵素の mRNA 発現量（Table 2-6）に大きな違いは見られ

なかった。Ikeda ら 55)、Roach ら 56)、Frøyland ら 57)、Kim ら 58)の研究によると、

n-3HUFA は血清コレステロール濃度を減少させることが報告されているが、そ

のメカニズムについては明らかになっていない。そのため、コレステロールと

n-3HUFA の関係については、今後さらなる研究が必要であると考えられる。 

個々のエイコサノイド産生量（Table 2-7）では、PGI2産生量は、すべての

n-3HUFA 含有 TAG 投与群において増加しており、これは Saito らの過去の報告

59)と一致した。また、TXA2産生量は、β-PPE（TAG の sn-1,3 位に結合した EPA）

投与によって減少した。Ikeda ら 19)や Murphyら 60)の研究では、海獣油（sn-1,3

位に結合した n-3HUFA）は、魚油（sn-2 位に結合した n-3HUFA）と比べ、TXA2

産生量を低下させると報告している。このメカニズムとして、sn-1,3 位に結合

した n-3HUFA は、組織中の C20:4 量を効果的に減少させると考えられている。

本章では、n-3HUFA 投与は、C20:4 合成に関与する Δ6-desaturase 発現を阻害し

（Table 2-6）、組織中の C20:4 量が減少することが確認できたが（Fig. 2-2、Fig. 
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2-3）、n-3HUFA 結合位置（sn-1,3 位と sn-2 位）間に有意差は認められなかった。

PGI2/TXA2比の増加は、血小板凝集や血小板機能異常のリスクを低減させるこ

とが知られている。本章では、sn-1,3 位に結合した n-3HUFA は、sn-2 位に結合

した n-3HUFA よりも、PGI2/TXA2比を増加させることが判明した（Table 2-7）。 

以上のことから、sn-1,3 位に結合した n-3HUFA は、sn-2 位に結合した n-3HUFA

と比べ、血栓性疾患に有効であると考えられる。 
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Figure 2-1 

Structure of triacylglycerol positional isomers. 
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Table 2-1 

The composition of experimental diets (g/kg). 

Ingredient PPP β-PPE β-PEP β-PPD β-PDP 

Cornstarch 449 449 449 449 449 

Casein 200 200 200 200 200 

Lard 120 120 120 120 120 

Sucrose 100 100 100 100 100 

Cellulose 50 50 50 50 50 

AIN-93G-MIX 35 35 35 35 35 

TAG standard 30 30 30 30 30 

AIN-93G-VX 10 10 10 10 10 

L-cystine 3 3 3 3 3 

Choline bitartrate 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 

tert-butylhydroquinone 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014 
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Table 2-2 

Fatty acid composition of dietary fats (wt%). 

Fatty acid PPP β-PPE β-PEP β-PPD β-PDP 

C14:0 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 

C14:1 0.2
 

0.2
 

0.2
 

0.2
 

0.2
 

C15:1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 

C16:0 41.4 34.8 34.8 34.8 34.8 

C16:1 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 

C17:0 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 

C17:1 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 

C18:0 9.7 9.7 9.7 9.7 9.7 

C18:1n-9 34.0 34.0 34.0 34.0 34.0 

C18:2n-6 7.8 7.8 7.8 7.8 7.8 

C18:3n-3 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 

C20:0 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50 

C20:1 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

C20:4n-6 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 

C20:5n-3 － 6.7 6.7 － － 

C22:6n-3 － － － 6.7 6.7 
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Table 2-3 

Effect of experimental diets on growth parameters in C57BL/6J mice. 

 PPP β-PPE β-PEP β-PPD β-PDP 

Initial body weight (g) 17.4 ± 0.4 17.3 ± 0.2 18.0 ± 0.2 17.5 ± 0.3 18.0 ± 0.1 

Final body weight (g) 25.6 ± 0.8
 

25.7 ± 0.4
 

25.9 ± 0.5
 

26.0 ± 0.2
 

26.0 ± 0.3
 

Average food intake (g/day) 3.00 2.99 2.98 3.01 2.98 

Liver (g/100 g BW) 3.36 ± 0.12 3.35 ± 0.06 3.22 ± 0.10 3.43 ± 0.09 3.16 ± 0.11 

Epididymal fat (g/100 g BW) 2.22 ± 0.22 2.18 ± 0.20 2.22 ± 0.21 2.51 ± 0.15 1.92 ± 0.18 

Each value represents mean ± SE of six mice. 
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Table 2-4 

Effect of experimental diets on serum and hepatic lipid in C57BL/6J mice. 

 PPP β-PPE β-PEP β-PPD β-PDP 

Serum lipid concentration (mg/dL) 

Triacylglycerol 

Total 106 ± 8 88.8 ± 7.5
bc

 105 ± 11
ab

 130 ± 10
a
 67.6 ± 6.0

c*
 

CM 3.49 ± 0.76 2.07 ± 0.47
b
 4.90 ± 1.13

ab
 5.80 ± 0.95

a
 1.95 ± 0.48

b
 

VLDL 81.5 ± 6.6 63.2 ± 5.8
b
 73.9 ± 9.2

abc
 94.9 ± 8.0

a
 46.5 ± 4.8

b*
 

LDL 19.0 ± 1.4 20.9 ± 1.5
ab

 23.8 ± 2.4
ab

 26.1 ± 2.3
a
 17.2 ± 1.0

b
 

HDL 2.38 ± 0.24 2.65 ± 0.20
ab

 2.59 ± 0.33
ab

 3.58 ± 0.22
b*

 1.96 ± 0.14
a
 

Cholesterol 

Total 126 ± 3 97.2 ± 2.0
a*

 98.6 ± 4.3
a*

 94.9 ± 4.2
a*

 77.0 ± 2.6
b*

 

CM 0.243 ± 0.053 0.142 ± 0.024
a
 0.328 ± 0.070

ab
 0.383 ± 0.046

b
 0.167 ± 0.027

a
 

VLDL 8.94 ± 0.48 7.25 ± 0.57
ab

 8.27 ± 0.82
ab

 9.98 ± 0.90
a
 6.11 ± 0.37

b*
 

LDL 14.7 ± 0.9 13.0 ± 0.5
ab

 12.6 ± 1.8
ab

 11.4 ± 0.8 9.39 ± 0.60
*
 

HDL 102 ± 3.0 76.8 ± 1.2
a*

 77.4 ± 3.6
a*

 73.2 ± 3.0
a*

 61.3 ± 2.4
b*

 

Hepatic lipid concentration (mg/g liver) 

Triacylglycerol 88.3 ± 7.5 85.1 ± 8.6
ab

 79.4 ± 7.6
ab

 94.3 ± 4.7
a
 62.5 ± 2.5

b*
 

Cholesterol 4.14 ± 0.11 3.53 ± 0.15
*
 3.76 ± 0.11 3.87 ± 0.12 3.49 ± 0.10

*
 

Phospholipid 31.2 ± 0.3 28.6 ± 1.6 28.7 ± 0.8 29.1 ± 0.8 29.9 ± 0.5 

Each value represents mean ± SE of six mice. 
abc

Different superscript letters show significant difference at P<0.05.
 

*
P<0.05. (PPP group vs. n-3HUFA group). 
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Table 2-5 

Effect of experimental diets on actives of hepatic lipogenic and lipolytic enzymes. 

 PPP β-PPE β-PEP β-PPD β-PDP 

 (nmol/min mg protein) 

FAS 7.13 ± 0.68 1.69 ± 0.17
*
 1.54 ± 0.23

*
 2.09 ± 0.26

*
 1.28 ± 0.20

*
 

ME 82.4 ± 8.5 48.2 ± 3.1
*
 44.2 ± 6.7

*
 48.5 ± 2.4

*
 42.0 ± 3.4

*
 

G6PDH 8.91 ± 1.30 3.37 ± 0.14
*
 3.44 ± 0.51

*
 3.56 ± 0.10

*
 2.93 ± 0.08

*
 

CPT 5.01 ± 0.25 5.59 ± 0.24
ab

 4.98 ± 0.15
a
 6.46 ± 0.48

b*
 5.80 ± 0.18

ab
 

Peroxisomal β-oxidation 1.72 ± 0.10 1.78 ± 0.06 1.66 ± 0.04 1.94 ± 0.16 1.74 ± 0.03 

Each value represents mean ± SE of six mice. 
ab

Different superscript letters show significant difference at 

P<0.05. 
*
P<0.05. (PPP group vs. n-3HUFA group). 

FAS, fatty acid synthase; ME, malic enzyme; G6PDH, glucose 6-phosphate dehydrogenase; CPT, 

carnitinepalmitoyl transferase. 
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Table 2-6 

Effect of experimental diets on expression relative levels of hepatic mRNA in C57BL/6J mice. 

 PPP β-PPE β-PEP β-PPD β-PDP 

 (arbitrary unit) 

SREBP-1 100 ± 10 72.7 ± 8.7 67.2 ± 8.6 73.6 ± 10.3 56.6 ± 9.0
*
 

FAS 100 ± 10 61.1 ± 6.5
*
 42.0 ± 5.9

*
 54.0 ± 4.9

*
 53.2 ± 7.4

*
 

ACC-1 100 ± 13 72.6 ± 7.1 64.0 ± 6.3 101 ± 12 61.1 ± 10.2 

ACC-2 100 ± 12 74.0 ± 15.0 55.0 ± 9.3
*
 57.4 ± 6.6 48.5 ± 6.5

*
 

stearoyl-CoA desaturase 100 ± 14 21.5 ± 4.1
*
 19.9 ± 2.6

*
 30.1 ± 5.0

*
 16.8 ± 3.4

*
 

Δ6-desaturase 100 ± 4.6 53.4 ± 4.5
ab*

 46.5 ± 6.1
ab*

 71.5 ± 11.0
a*

 37.4 ± 3.8
b*

 

CPT-1 100 ± 7.7 70.1 ± 7.9
a
 67.8 ± 11.2

a
 117 ± 9.1

b
 64.1 ± 9.1

a
 

HMG-CoA reductase 100 ± 15 78.6 ± 5.0 88.8 ± 11.4 108 ± 16 69.9 ± 5.2 

LDL receptor 100 ± 8.3 57.0 ± 5.9
b*

 66.6 ± 9.6
b*

 96.1 ± 12.1
a
 54.0 ± 8.9

b*
 

Each value represents mean ± SE of six mice. 
ab

Different superscript letters show significant difference at 

P<0.05. 
*
P<0.05. (PPP group vs. n-3HUFA group). 

SREBP-1, sterol regulatory element binding protein-1; FAS, fatty acid synthase; ACC, acetyl-CoA 

carboxylase; CPT, carnitine palmitoyl transferase; HMG-CoA reductase, hydroxymethylglutaryl-CoA 

reductase. 
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Table 2-7 

Effect of experimental diets on production of prostacyclin (PGI2) and thromboxane A2 (TXA2) 

 PPP β-PPE β-PEP β-PPD β-PDP 

PGI2 (ng/mg aorta) 1.98 ± 0.11 2.58 ± 0.15
ab*

 3.02 ± 0.11
b*

 2.51 ± 0.11
a*

 2.45 ± 0.08
a*

 

TXA2 (ng/mL serum) 9.62 ± 1.11 4.73 ± 1.01
*
 8.24 ± 0.95 5.86 ± 1.18 6.41 ± 1.04 

Each value represents mean ± SE of six mice. 
ab

Different superscript letters show significant difference at 

P<0.05. 
*
P<0.05. (PPP group vs. n-3HUFA group). 
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Figure 2-2 

Comparison of the distribution of main fatty acids in liver. Values represent mean ± SE. 
abcd

Different superscript letters show significant difference at P<0.05. 
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Figure 2-3 

Comparison of the distribution of main fatty acids in epididymal fat. Values represent 

mean ± SE. 
abcd

Different superscript letters show significant difference at P<0.05. 
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第三章 食用油脂中のトランス脂肪酸位置異性体の分析法

の開発 

第一節 SP-2560 カラムを用いたトランス脂肪酸分析 

 

緒言 

先述のとおり、TAG における脂肪酸の結合位置は、脂質の生理機能に大きな

影響を及ぼす。第二章では、n-3HUFA 含有 TAG 標準品を用いることで、人体

に良い効果を与える n-3HUFA の生理機能が、TAG 結合位置ごとにどのような

影響を受けるのかを評価した。このような TAG 標準品を用いた試験は、従来の

天然油脂同士を比較した試験では結論付けることが困難であった個々の脂肪酸

の機能性を評価することできる。しかしながら、動物試験に使用する TAG 標準

品を揃えることは容易ではない。また、トランス脂肪酸に関しても、標準品を

用いて個々のトランス脂肪酸を評価した研究は少なく、部分水添油と乳脂肪を

比較することで、部分水添油由来のトランス脂肪酸が人体に有害であると報告

されている 31-33)。そのため、これらの研究は油脂に存在するトランス脂肪酸の

位置異性体を考慮していない。この原因の一つとして、トランス脂肪酸位置異

性体の分離・定量が困難であったことが挙げられる。 

現在、食品中のトランス脂肪酸を分析する方法には、「AOAC 996.06」34)、

「AOCS Ce 1h-05」35)、「基準油脂分析試験法 2.4.4.3-2013」36)などが広く用いら

れている。これらの方法はすべて、シアノプロピル固定相を使用した長さ 50 m

または 100 m のキャピラリーカラム（Sigma-Aldrich 製の SP-2560 や Agilent 

Technologies 製の CP-Sil88 など）を用いた GC-FID によって分析されている。

このシアノプロピル固定相は、トランス型二重結合よりも、シス型二重結合を

保持する特性を持つため、食品中に多く含まれるシス型脂肪酸であるオレイン
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酸（cis-9-C18:1）とトランス脂肪酸であるエライジン酸（trans-9-C18:1）を分離

するのに適している。しかしながら、シアノプロピル固定相を用いても、シス

型脂肪酸とトランス脂肪酸の完全分離は困難であることから、トランス脂肪酸

を正確に定量するためには、前処理として銀イオン薄層クロマトグラフィー30)

または銀イオン固相抽出カートリッジ 61)を用いて、油脂中のトランス脂肪酸を

単離後に GC-FID にて分析する必要がある。また、シアノプロピル固定相は、

分析温度によって、脂肪酸の保持傾向が大きく変動することから 62)、個々のシ

ス型およびトランス脂肪酸の位置異性体の溶出順を判定するのが困難という問

題点もあった。 

そこで本章では、シス型脂肪酸およびトランス脂肪酸の位置異性体の標準品

を用いて、現在、世界中で広く利用されている分析公定法の一つである AOCS 

Ce 1h-05 法におけるシス型およびトランス脂肪酸位置異性体の分離特性を評価

した。また、銀イオン固相抽出カートリッジによる前処理の有無によって食用

油脂中のトランス脂肪酸の定量値がどのような影響を受けるのかを精査した。 
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実験材料および方法 

実験材料 

分析標準品には、シス型オクタデセン酸位置異性体のメチルエステル（cis-4

～cis-16-C18:1-ME）およびトランス型オクタデセン酸位置異性体のメチルエス

テル（trans-4～trans-16-C18:1-ME）を用いた（Fig. 3-1-1）。また、内部標準物質

には、ヘンエイコサン酸メチルエステル（C21:0-ME）およびトリヘンエイコサ

ン（C21C21C21）を用いた。これらの試薬は、月島食品工業株式会社にて合成

し、NMR、GC、HPLC により構造確認を行っており、それぞれの化学純度は

99%以上である。食用油脂は、部分水添菜種油および乳脂肪を用いた。脂肪酸

標準品および食用油脂は、自社製品（月島食品工業株式会社）である。 

 

AOCS 1h-05 法における cis-/trans-C18:1 位置異性体の分離特性 

 各種 cis-C18:1-ME および trans-C18:1-ME をヘキサンにて希釈し、試料溶液を

調製した。試料溶液には、内部標準物質として C21:0-ME を添加した。AOCS Ce 

1h-05 法 35)に準拠した分析条件にて、試料溶液を分析した。各種 cis-C18:1 およ

び trans-C18:1 位置異性体のレスポンスファクター（RF）は、次式より算出した。 

 

●レスポンスファクター（RF）の計算式 

RF = PSCA / PACS 

PA：分析対象のピーク面積、PS：内部標準物質のピーク面積 

CA：分析対象の濃度、CS：内部標準物質の濃度 
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【分析条件】 

分析機器：TRACE GC ULTRA（Thermo Fisher Scientific） 

検出器：水素炎イオン化検出器 

分析カラム：SP-2560（100 m×0.25 mm i.d., 0.20 μm; Sigma-Aldrich） 

注入口温度：250℃ 

検出器温度：250℃ 

カラム温度：180℃（定温分析） 

キャリアーガス：ヘリウム（1 mL/min） 

スプリット比：100：1 

 

各種分析温度における cis-/trans-C18:1 位置異性体の溶出順 

 調製した cis-C18:1 および trans-C18:1 位置異性体の試料溶液を、170～190℃

までの 5 つの分析温度にて分析し、それぞれの溶出順を精査した。 

 

【分析条件】 

分析機器：TRACE GC ULTRA（Thermo Fisher Scientific） 

検出器：水素炎イオン化検出器 

分析カラム：SP-2560（100 m×0.25 mm i.d., 0.20 μm; Sigma-Aldrich） 

注入口温度：250℃ 

検出器温度：250℃ 

カラム温度：170、175、180、185、190℃（定温分析） 

キャリアーガス：ヘリウム（1 mL/min） 

スプリット比：100：1 
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食用油脂の分析 

直接分析によるトランス脂肪酸分析 

 部分水添菜種油および乳脂肪は、内部標準物質である C21C21C21 を添加後、

AOCS Ce 1b-89法に従って、メチルエステル化を行った 63)。誘導体化後は、AOCS 

Ce 1h-05 法の分析条件にて GC-FID 分析を行い、各種脂肪酸の定量を行った。 

 

【分析条件】 

分析機器：TRACE GC ULTRA（Thermo Fisher Scientific） 

検出器：水素炎イオン化検出器 

分析カラム：SP-2560（100 m×0.25 mm i.d., 0.20 μm; Sigma-Aldrich） 

注入口温度：250℃ 

検出器温度：250℃ 

カラム温度：180℃（定温分析） 

キャリアーガス：ヘリウム（1 mL/min） 

スプリット比：100：1 

 

銀イオン固相抽出カートリッジを用いたトランス脂肪酸分析 

調製した食用油脂メチルエステルを銀イオン固相抽出カートリッジ 61)に負荷

し、cis-C18:1 画分および trans-C18:1 画分に精製した。各画分は、AOCS Ce 1h-05

法の分析条件のもと、GC-FID 分析を行った。 
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【分析条件】 

分析機器：TRACE GC ULTRA（Thermo Fisher Scientific） 

検出器：水素炎イオン化検出器 

分析カラム：SP-2560（100 m×0.25 mm i.d., 0.20 μm; Sigma-Aldrich） 

注入口温度：250℃ 

検出器温度：250℃ 

カラム温度：180℃（定温分析） 

キャリアーガス：ヘリウム（1 mL/min） 

スプリット比：100：1 

 

 

統計解析 

分析は 3 回（n=3）実施し、分析値は平均値±標準偏差で示した。統計解析は、

Student’s t-test で行った（P<0.05）。 
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結果 

AOCS 1h-05 法における cis-/trans-C18:1 位置異性体の分離特性 

 AOCS Ce 1h-05 法の分析条件にて、trans-4～trans-16-C18:1 の 13 種類の位置

異性体混合品および cis-4～cis-16-C18:1 の混合品を分析した（Fig. 3-1-2）。

trans-C18:1 位置異性体は、trans-4-C18:1 から trans-16-C18:1 の順で溶出した。

しかしながら、本分析条件では、trans-6-C18:1、trans-7-C18:1、trans-8-C18:1 の

位置異性体の分離が困難であった。また、trans-13-C18:1、trans-14-C18:1 の位

置異性体ペアも共に溶出した。一方、cis-C18:1 位置異性体の場合、cis-4-C18:1

と cis-5-C18:1 が共に溶出するほか、cis-6-C18:1、cis-7-C18:1、cis-8-C18:1 の位

置異性体の分離が困難であった。 

 cis-C18:1 および trans-C18:1 位置異性体のレスポンスファクター（RS）を Fig. 

3-1-3 に示した。trans-4～trans-16-C18:1 のレスポンスファクターの平均値は、

1.031 ± 0.040 であり、cis-4～cis-16-C18:1 のレスポンスファクターの平均値は、

0.990 ± 0.032 であった。trans-C18:1 のレスポンスファクターが cis-C18:1 よりも

大きい値となったが、有意な差は認められなかった。 

 

各種分析温度における cis-/trans-C18:1 位置異性体の溶出順 

5 種類の分析温度（170、175、180、185、190℃）における cis-C18:1 および

trans-C18:1 位置異性体の溶出順を Table 3-1-1 に示した。今回採用した 5 種類の

分析温度では、「trans-6-C18:1、trans-7-C18:1、trans-8-C18:1」、「trans-13-C18:1、

trans-14-C18:1」、「cis-4-C18:1、cis-5-C18:1」、「cis-6-C18:1、cis-7-C18:1、cis-8-C18:1」

の位置異性体は分離できなかった。また、分離することができない脂肪酸種は、

Table 中の点線の枠で示した。 
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食用油脂中の trans-C18:1 位置異性体 

銀イオン固相抽出カートリッジの有無による食用油脂中のトランス脂肪酸量

の比較を Table 3-1-2、Table 3-1-3 に示した。分離することが困難な「trans-9-C18:1、

cis-4-C18:1、cis-5-C18:1」および「trans-13-C18:1、trans-14-C18:1、cis-6-C18:1、

cis-7-C18:1、cis-8-C18:1」は、トランス脂肪酸とみなした。一方、「trans-15-C18:1、

cis-9-C18:1」は、シス型脂肪酸とみなした。前処理なしで直接分析した際のト

ランス脂肪酸量は、部分水添菜種油で 28.01 g/100 g 油脂、乳脂肪で 3.62 g/100 g

油脂であった。一方、前処理ありの場合は、部分水添菜種油で 23.03 g/100 g 油

脂、乳脂肪で 2.78 g/100 g 油脂であり、直接分析よりも小さい値となった。 
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考察 

食品中のトランス脂肪酸分析手法としては、「AOAC 996.06」34)、「AOCS Ce 

1h-05」35)、「基準油脂分析試験法 2.4.4.3-2013」36)などが広く用いられている。

トランス脂肪酸を定量するためには、脂肪酸ごとに異なるレスポンスファクタ

ーを用いて分析値を補正し、トランス脂肪酸量を算出する。このレスポンスフ

ァクターは、脂肪酸の構造から理論値を計算することが可能である。そのため、

AOCS Ce 1h-05 法では、cis-C18:1 および trans-C18:1 のレスポンスファクターと

して、計算から求めた理論値（1.0155）を採用している 35)。しかしながら、仮

に cis-C18:1 および trans-C18:1 位置異性体ごとにレスポンスファクターが異な

る場合、食品中のトランス脂肪酸量を正しく測定できない危険性がある。本章

では、脂肪酸標準品を用いてレスポンスファクターを実測した結果、cis-C18:1

および trans-C18:1 位置異性体ごとのレスポンスファクターは、わずかに異なる

ことが判明した（Fig 3-1-3）。しかしながら、いずれの値も AOCS Ce 1h-05 法の

理論値（1.0155）と近い値であることが判明した。そのため、従来の理論値を

使用する方法でも大きな問題はないと考えられる。 

従来のトランス脂肪酸分析法 34-36)は、シアノプロピル固定相を使用したキャ

ピラリーカラム（Sigma-Aldrich製の SP-2560やAgilent Technologies製のCP-Sil88

など）を使用するが、シアノプロピル固定相の極性は、分析温度によって大き

く変動する。Thompson ら 62)は、分析温度を変えることで、cis-C18:1 および

trans-C18:1 位置異性体の溶出が変動することを確認したが、個々の cis-C18:1

および trans-C18:1 位置異性体がどのような分離挙動を持つのかについては不

明な点が多かった。本章では、5 種類の分析温度（170、175、180、185、190℃）

における cis-C18:1および trans-C18:1位置異性体の溶出順を精査した結果（Table 

3-1-1）、各位置異性体の溶出順は、分析温度によって変動することが判明した。
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中でも、トランス脂肪酸と比較して、シス型脂肪酸の保持時間は、分析温度に

よる影響を受けやすいことが明らかとなった。また、本章で、用いた 5 種類の

分析温度（170、175、180、185、190℃）では、「trans-6-C18:1、trans-7-C18:1、

trans-8-C18:1」、「trans-13-C18:1、trans-14-C18:1」、「cis-4-C18:1、cis-5-C18:1」、

「cis-6-C18:1、cis-7-C18:1、cis-8-C18:1」の位置異性体は分離できなかった。位

置異性体の分離には、分析カラムの極性が求められる。そのため、すべての位

置異性体を分離するためには、シアノプロピル固定相よりも高い極性を持つ分

析カラムが必要と考えられる。 

従来の分析手法 34-36)は、cis-C18:1 および trans-C18:1 のすべての位置異性体を

分離することが困難であることから、トランス脂肪酸を正確に定量するために

は、前処理として銀イオン薄層クロマトグラフィー30)または銀イオン固相抽出

カートリッジ 61)を用いて、油脂中のトランス脂肪酸を単離後に GC-FID にて分

析する必要がある。そこで本章では、銀イオン固相抽出カートリッジによる前

処理の有無によって食用油脂中のトランス脂肪酸の定量値がどのような影響を

受けるのかを精査した。部分水添菜種油および乳脂肪中のトランス脂肪酸量の

結果（Table 3-1-2）より、前処理を行った際のトランス脂肪酸量は、直接分析

した際のトランス脂肪酸量よりも小さい値となった。これは、直接分析では、

トランス脂肪酸のピークとオーバーラップするシス型脂肪酸を、トランス脂肪

酸とみなして合算していることが原因と考えられる。例えば、本章では、

cis-6-C18:1 から cis-8-C18:1 のピークを trans-13-C18:1、trans-14-C18:1 のピーク

と合わせて、トランス脂肪酸とみなしている。前処理を行って脂肪酸を個別定

量した場合の cis-6-C18:1 から cis-8-C18:1 は、部分水添菜種油で 2.44 g/100 g 油

脂、乳脂肪で 0.24 g/100 g 油脂であり、決して小さい値ではない。このため、直

接分析では、トランス脂肪酸量が大きくなってしまったと考えられる。 
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COOCH3
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Figure 3-1-1 

Structures of cis- and trans-octadecenoic acid (C18:1) positional isomers. 
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Figure 3-1-2 

Resolution of trans- and cis-C18:1 isomers using an SP-2560 column. 
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Figure 3-1-3 

Response factors of trans- and cis-C18:1 isomers (mean ± SD, n=3). The dotted line 

(1.0155) shows the theoretical value obtained by the AOCS official method Ce 1h-05. 
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Table 3-1-1 

Elution orders of trans- and cis-C18:1 isomers at 5 kinds of analysis temperatures. 

Earlier

Later

E
lu

tio
n

 o
rd

er

170ºC

trans-4

trans-5

trans-6,7,8

cis-4,5

trans-9

trans-10

trans-11

trans-12

cis-6,7,8

trans-13,14

cis-9

cis-10

trans-15

cis-11

cis-12

cis-13

trans-16

cis-14

cis-15

cis-16

175ºC

trans-4

trans-5

trans-6,7,8

cis-4,5

trans-9

trans-10

trans-11

trans-12

cis-6,7,8

trans-13,14

cis-9

trans-15

cis-10

cis-11

cis-12

cis-13

trans-16

cis-14

cis-15

cis-16

180ºC

trans-4

trans-5

trans-6,7,8

cis-4,5

trans-9

trans-10

trans-11

trans-12

trans-13,14

cis-6,7,8

cis-9

trans-15

cis-10

cis-11

cis-12

cis-13

trans-16

cis-14

cis-15

cis-16

185ºC

trans-4

trans-5

trans-6,7,8

trans-9

cis-4,5

trans-10

trans-11

trans-12

trans-13,14

cis-6,7,8

trans-15

cis-9

cis-10

cis-11

cis-12

cis-13

trans-16

cis-14

cis-15

cis-16

190ºC

trans-4

trans-5

trans-6,7,8

trans-9

cis-4,5

trans-10

trans-11

trans-12

trans-13,14

cis-6,7,8

trans-15

cis-9

cis-10

cis-11

cis-12

cis-13

trans-16

cis-14

cis-15

cis-16
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Table 3-1-2 

Contents of cis- and trans-C18:1 in PHVO (g/100 g oil). 

 PHVO 

 
Without Ag With Ag 

 
Total trans cis 

trans-4-C18:1 0.12 ± 0.00 0.13 ± 0.00 
 

trans-5-C18:1 0.23 ± 0.00 0.23 ± 0.00 
 

trans-6,7,8-C18:1 4.09 ± 0.01 3.75 ± 0.01 
 

cis-4,5-C18:1 
5.34 ± 0.13  

0.21 ± 0.00 

trans-9-C18:1 4.42 ± 0.01 
 

trans-10-C18:1 5.13 ± 0.15 3.92 ± 0.00 
 

trans-11-C18:1 5.05 ± 0.08 3.43 ± 0.00 
 

trans-12-C18:1 2.62 ± 0.02 3.14 ± 0.01 
 

trans-13,14-C18:1 
4.62 ± 0.01 

2.52 ± 0.00 
 

cis-6,7,8-C18:1 
 

2.44 ± 0.06 

cis-9-C18:1 
15.92 ± 0.01  

24.27 ± 0.25 

trans-15-C18:1 0.68 ± 0.00 
 

cis-10-C18:1 1.11 ± 0.01 
 

1.53 ± 0.00 

cis-11-C18:1 2.04 ± 0.01 
 

2.29 ± 0.03 

cis-12-C18:1 3.69 ± 0.00 
 

3.69 ± 0.00 

cis-13-C18:1 0.76 ± 0.00 
 

0.69 ± 0.01 

trans-16-C18:1 0.80 ± 0.01 0.80 ± 0.00 
 

cis-14-C18:1 0.46 ± 0.00 
 

0.48 ± 0.01 

cis-15-C18:1 0.47 ± 0.01 
 

0.96 ± 0.03 

cis-16-C18:1 0.54 ± 0.00 
 

0.86 ± 0.00 

∑trans-C18:1 28.01 23.03 
 

Each value represents mean ± SD (n=3). PHVO, partially hydrogenated vegetable oil. 

Without Ag: Ag cartridge column was not used for the separation of cis- and 

trans-fatty acids before analysis. 

With Ag: Ag cartridge column was used for the separation of cis- and trans-fatty acids 

before analysis. 
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Table 3-1-3 

Contents of cis- and trans-C18:1 in milk fat (g/100 g oil). 

 Milk fat 

 
Without Ag With Ag 

 
Total trans cis 

trans-4-C18:1 0.01 ± 0.01 0.01 ± 0.00 
 

trans-5-C18:1 0.01 ± 0.00 0.01 ± 0.00 
 

trans-6,7,8-C18:1 0.14 ± 0.01 0.08 ± 0.00 
 

cis-4,5-C18:1 
0.19 ± 0.02  

0.18 ± 0.03 

trans-9-C18:1 0.08 ± 0.00 
 

trans-10-C18:1 0.15 ± 0.01 0.07 ± 0.00 
 

trans-11-C18:1 1.81 ± 0.05 1.23 ± 0.00 
 

trans-12-C18:1 0.20 ± 0.01 0.19 ± 0.00 
 

trans-13,14-C18:1 
0.74 ± 0.00 

0.56 ± 0.00 
 

cis-6,7,8-C18:1 
 

0.24 ± 0.03 

cis-9-C18:1 
21.09 ± 0.03  

19.23 ± 0.13 

trans-15-C18:1 0.19 ± 0.00 
 

cis-10-C18:1 0.00 ± 0.00 
 

0.00 ± 0.00 

cis-11-C18:1 0.48 ± 0.01 
 

0.43 ± 0.02 

cis-12-C18:1 0.18 ± 0.01 
 

0.18 ± 0.00 

cis-13-C18:1 0.07 ± 0.01 
 

0.07 ± 0.00 

trans-16-C18:1 0.36 ± 0.00 0.36 ± 0.00 
 

cis-14-C18:1 0.00 ± 0.01 
 

0.02 ± 0.01 

cis-15-C18:1 0.12 ± 0.01 
 

0.08 ± 0.00 

cis-16-C18:1 0.08 ± 0.01 
 

0.07 ± 0.00 

∑trans-C18:1 3.62 2.78 
 

Each value represents mean ± SD (n=3). 

Without Ag: Ag cartridge column was not used for the separation of cis- and 

trans-fatty acids before analysis. 

With Ag: Ag cartridge column was used for the separation of cis- and trans-fatty acids 

before analysis. 
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第三章 食用油脂中のトランス脂肪酸位置異性体の分析法

の開発 

第二節 SLB-IL111 カラムを用いたトランス脂肪酸分析 

 

緒言 

前節では、トランス脂肪酸分析に広く用いられているシアノプロピル固定相

における cis-C18:1 および trans-C18:1 位置異性体の分離挙動を精査した。その

結果、シアノプロピル固定相を使用した分析法では、どのような分析条件にお

いても、分離困難な位置異性体が存在することが判明した。この位置異性体を

分離するためには、シアノプロピル固定相より性能の高いカラムが必要と考え

られる。そのような背景のもと、我々は、近年開発されたカラム（Sigma-Aldrich

製の SLB-IL111）に注目した。SLB-IL111 カラムは、イオン液体を固定相に使

用しており、これは、シアノプロピル固定相よりも高い極性を持つと言われて

いる。このカラムを用いて、これまでに部分水添油 64)、乳脂肪 65)、魚油 66)が分

析されており、イオン液体固定相は、シアノプロピル固定相よりも優れた位置

異性体の分離能を持つことが判明しているが、個々のシス型脂肪酸およびトラ

ンス脂肪酸位置異性体の分離挙動については精査されていなかった。 

そこで本章では、cis-C18:1 および trans-C18:1 位置異性体の位置異性体の標準

品を用いて、新しく開発されたイオン液体固定相（SLB-IL111）カラムにおける

位置異性体分離能を精査した。また、SLB-IL111 カラムを用いて、食用油脂中

のトランス脂肪酸位置異性体の定量を行った。 
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実験材料および方法 

実験材料 

分析標準品は、前章で使用したシス型およびトランス型オクタデセン酸位置

異性体のメチルエステルを用いた（Fig. 3-1-1）。食用油脂には、AOCS 標準品の

部分水添大豆油を購入し、乳脂肪は自社製品（月島食品工業株式会社）を用い

た。 

 

SLB-IL111 カラムでの cis-/trans-C18:1 位置異性体の分離特性 

 SLB-IL111カラムの分析温度における cis-C18:1および trans-C18:1位置異性体

の分離特性を評価するため、Ackman らの方法 67)に従って、cis-C18:1 および

trans-C18:1 位置異性体の Equivalent chain length（ECL）値を測定した。分析温

度は、120～170℃までの 5 つの条件を検討した。 

 

【分析条件】 

分析機器：TRACE GC ULTRA（Thermo Fisher Scientific） 

検出器：水素炎イオン化検出器 

分析カラム：SLB-IL111（100 m×0.25 mm i.d., 0.20 μm; Sigma-Aldrich） 

注入口温度：250℃ 

検出器温度：250℃ 

カラム温度：120、140、150、160、170℃（定温分析） 

キャリアーガス：ヘリウム（1 mL/min） 

スプリット比：100：1 
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食用油脂の分析 

直接分析によるトランス脂肪酸分析 

 部分水添大豆油および乳脂肪は、内部標準物質である C21C21C21 を添加後、

AOCS Ce 1b-89 法に従って、メチルエステル化を行った 63)。誘導体化後は、

GC-FID 分析を行い、各種脂肪酸の定量を行った。 

 

【分析条件】 

分析機器：TRACE GC ULTRA（Thermo Fisher Scientific） 

検出器：水素炎イオン化検出器 

分析カラム：SLB-IL111（100 m×0.25 mm i.d., 0.20 μm; Sigma-Aldrich） 

注入口温度：250℃ 

検出器温度：250℃ 

カラム温度：170℃（定温分析） 

キャリアーガス：ヘリウム（1 mL/min） 

スプリット比：100：1 
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銀イオン固相抽出カートリッジを用いたトランス脂肪酸分析 

調製した食用油脂メチルエステルを銀イオン固相抽出カートリッジ 61)に負荷

し、cis-C18:1 画分および trans-C18:1 画分に精製した。その後、GC-FID 分析を

行った。 

 

【分析条件】 

分析機器：TRACE GC ULTRA（Thermo Fisher Scientific） 

検出器：水素炎イオン化検出器 

分析カラム：SLB-IL111（100 m×0.25 mm i.d., 0.20 μm; Sigma-Aldrich） 

注入口温度：250℃ 

検出器温度：250℃ 

カラム温度：120℃および 160℃（定温分析） 

キャリアーガス：ヘリウム（1 mL/min） 

スプリット比：100：1 

 

統計解析 

 分析は 3 回（n=3）実施し、分析値は平均値±標準偏差で示した。 
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結果 

SLB-IL111 カラムでの cis-/trans-C18:1 位置異性体の分離特性 

5 種類の分析温度（120、140、150、160、170℃）における cis-C18:1 および

trans-C18:1 位置異性体の ECL値を Fig. 3-2-1 に示した。各位置異性体における

ECL直線は、高い直線性を持つことが判明した（r
2
 > 0.999）。全 cis-C18:1 位置

異性体の ECL 直線の傾きは、2.39 × 10
-3から 9.17 × 10

-3℃-1、全 trans-C18:1 位置

異性体の ECL 直線の傾きは、0.90 × 10
-3から 4.04 × 10

-3℃-1の範囲であったこと

から、cis-C18:1 位置異性体は、trans-C18:1 位置異性体と比べ、分析温度による

影響を受けやすいことが判明した。 

従来から使用されている SP-2560カラムと比較すると、SLB-IL111カラムは、

170℃にて分析を行った際、cis-C18:1 と trans-C18:1 の分離に優れることが判明

した。前節にて、SP-2560 カラム（AOCS Ce 1h-05 法）では、「trans-15-C18:1

と cis-9-C18:1」が分離困難であることが確認できたが、SLB-IL111 カラムでは、

分離可能であった。 

本研究では、様々な分析温度にて、trans-4～trans-16-C18:1 の 13 種類の位置

異性体混合品および cis-4～cis-16-C18:1 の混合品を分析した。その結果、

SLB-IL111 カラムは、分析温度 120℃で cis-C18:1 異性体 13 種類をすべて分離す

ることができた（Fig. 3-2-2）。また、trans-C18:1 に関しても trans-6, 7-C18:1 ペ

アを除く異性体の分離が可能であった。また、trans-6, 7-C18:1 ペアは分析温度

160℃において部分的に分離を達成した（Fig. 3-2-3）。つまり、分析温度 120℃

と 160℃を併用することで、食用油脂中のすべての trans-C18:1 位置異性体の分

離が可能であることが判明した。 
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食用油脂中の trans-C18:1 位置異性体 

銀イオン固相抽出カートリッジによる前処理なしで、部分水添大豆油と乳脂

肪を直接分析した際の脂肪酸組成を Table 3-2-1 に示した。分析温度は、cis-C18:1

と trans-C18:1 のピーク重複が抑えられる 170℃にて行った。直接分析の総

trans-C18:1 量は、部分水添大豆油で 38.02 g/100 g 油脂、乳脂肪で 3.90 g/100 g

油脂であった。一方、前処理を用いた際の総 trans-C18:1 量は、部分水添大豆油

で 37.25 g/100 g 油脂、乳脂肪で 2.48 g/100 g 油脂であった。SLB-IL111 カラムを

用いても、直接分析では、トランス脂肪酸量が多くなったが、その差は SP-2560

カラムを用いた場合よりも小さい値となった。 

また、今回確立した cis-C18:1 および trans-C18:1 の全位置異性体の分離条件

（120、160℃の併用）を用いて、部分水添大豆油および乳脂肪中の trans-C18:1

位置異性体を定量した（Table 3-2-2）。部分水添大豆油の主要な trans-C18:1 位置

異性体は、trans-10-C18:1、trans-11-C18:1、trans-9-C18:1 であり、一方、乳脂肪

の主要な trans-C18:1 位置異性体は、trans-11-C18:1 であった。 
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考察 

従来のトランス脂肪酸分析法である「AOAC 996.06」34)、「AOCS Ce 1h-05」

35)、「基準油脂分析試験法 2.4.4.3-2013」36)では、シアノプロピル固定相を用い

た分析カラムを用いる。ところが、Thompson ら 62)、Sidiskyら 68)、Martin ら 69)

の報告では、シアノプロピル固定相は分析温度によって、その極性が大きく変

動することが確認された。本章では、シアノプロピル固定相よりも高い極性を

持つ SLB-IL111 カラムの温度依存性を評価した。ECLは、脂肪酸の分析条件を

評価するのに最適のツールである。そこで、SLB-IL111 カラムを用いて、5 種類

の分析温度における cis-C18:1 および trans-C18:1 位置異性体の ECL値を測定し

た結果、cis-C18:1 位置異性体は、trans-C18:1 位置異性体と比べ、分析温度によ

る影響を受けやすいことが判明した（Fig. 3-2-1）。これは、過去に確認されたシ

アノプロピル固定相の特徴と一致した 62,68,69)。シアノプロピル固定相の極性は、

分析温度により変化することから、SLB-IL111 カラムのイオン液体固定相も分

析温度によって極性が変化すると考えられる。 

Delmonteらは、cis-C18:1と trans-C18:1のピーク重複を最小化するためには、

分析温度 168℃が最適であると報告した 64)。本章では、cis-C18:1 と trans-C18:1

のピークの重なりを抑えるためには、170℃が最も好ましいことが判明し、

Delmonte らの報告と同様の結果となった。しかしながら、170℃にて分析した

場合においても、いくつかの cis-C18:1と trans-C18:1のピークが重複するため、

正確なトランス脂肪酸の定量のためには、銀イオン固相抽出カートリッジなど

を使用することが好ましいと考えられる。 

シアノプロピル固定相を用いた従来のトランス脂肪酸分析法 34-36,70)では、

「trans-6-C18:1、trans-7-C18:1、trans-8-C18:1」、「trans-13-C18:1、trans-14-C18:1」、

「cis-4-C18:1、cis-5-C18:1」、「cis-6-C18:1、cis-7-C18:1、cis-8-C18:1」の位置異
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性体の分離が困難であった。分離を改善するために、Precht らは、分析温度を

120℃に下げた条件下にて SP-2560 カラムを用いて、「 trans-13-C18:1、

trans-14-C18:1」の位置異性体を分離しているが 30)、その他の位置異性体の分離

は報告されていない。本章では、SLB-IL111 カラムを用いて、分析温度 120℃と

160℃を併用することで、すべての cis-C18:1 および trans-C18:1 位置異性体の分

離が可能となった。SLB-IL111 カラムに使用されているイオン液体固定相は、

シアノプロピル固定相よりも高い極性を持つため、すべての cis-C18:1 および

trans-C18:1 位置異性体を分離することができたと考えられる。しかしながら、

SLB-IL111 カラムを用いても、すべての cis-C18:1 および trans-C18:1 位置異性体

のピークをきれいに分離することは困難であることから、今後、さらに高い極

性を持った分析カラムが必要であると考えられる。 

本分析法を用いて、部分水添大豆油および乳脂肪を分析した結果、従来の分

析法では分離できなかった「 trans-6-C18:1、 trans-7-C18:1、 trans-8-C18:1」、

「trans-13-C18:1、trans-14-C18:1」は、部分水添大豆油および乳脂肪中に異なる

比率で存在することが判明した。また、部分水添大豆油の主な trans-C18:1 の位

置異性体は、trans-10-C18:1、trans-11-C18:1、trans-9-C18:1 であった（Fig. 3-2-3）。

本結果は、Wolffが報告した部分水添油の trans-C18:1組成と近い値であった 28)。

部分水素添加は、植物油中の不飽和脂肪酸に水素を添加することで、飽和脂肪

酸またはトランス脂肪酸を生成する工程であるため、植物油中の不飽和脂肪酸

含有量が多いほど、生成されるトランス脂肪酸の位置異性体の種類は多岐に渡

る 71)。本研究で用いた部分水添大豆油の原料である大豆油は、リノール酸を多

く含むため、様々な種類のトランス脂肪酸位置異性体が生成したと考えられる。

一方、乳脂肪の主要な trans-C18:1 位置異性体は trans-11-C18:1 であり、次いで、

trans-16-C18:1 であった（Fig. 3-2-3）。Precht らも、乳脂肪の主要なトランス脂



53 

 

肪酸として trans-16-C18:1 を検出した 30)。しかしながら、trans-16-C18:1 は、

trans-11-C18:1 と比べるとあまり注目されていないトランス脂肪酸である。今後、

これらの位置異性体の生理機能を精査する必要があると考えられる。 
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Figure 3-2-1 

Equivalent chain length (ECL) values of cis- and trans-C18:1 positional isomers on an 

SLB-IL111 column at different column temperatures. ECL values of trans-4, cis-4, 

cis-15, and cis-16-C18:1 are not shown because these are eluted as single peaks. 
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Figure 3-2-2 

Resolution of trans- and cis-C18:1 isomers using an SLB-IL111 column at 120ºC. 
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Figure 3-2-3 

Resolution of trans- and cis-C18:1 isomers using an SLB-IL111 column at 160ºC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 

 

 

Table 3-2-1 

Fatty acid composition of PHVO and milk fat (g/100 g oil). 

Fatty acids PHVO Milk fat 

ΣC4:0–8:0 n.d. 3.30 ± 0.17 

C10:0 0.02 ± 0.00 2.96 ± 0.10 

C12:0 0.19 ± 0.01 3.55 ± 0.18 

C14:0 0.19 ± 0.03 11.19 ± 0.63 

C16:0 12.45 ± 0.62 28.74 ± 1.10 

cis-C16:1 0.05 ± 0.00 1.45 ± 0.11 

C17:0 0.17 ± 0.01 0.78 ± 0.05 

C18:0 7.92 ± 0.41 10.22 ± 0.51 

cis-C18:1 30.43 ± 2.51 20.44 ± 1.76 

trans-C18:1 38.02 ± 1.91 3.90 ± 0.19 

cis-C18:2 2.66 ± 0.18 1.32 ± 0.04 

trans-C18:2 1.12 ± 0.08 0.70 ± 0.04 

cis-C18:3 0.15 ± 0.01 0.50 ± 0.02 

trans-C18:3 0.20 ± 0.01 0.10 ± 0.01 

C20:0 0.33 ± 0.02 0.29 ± 0.01 

cis-C20:1 0.08 ± 0.00 0.11 ± 0.01 

C22:0 0.31 ± 0.02 0.06 ± 0.00 

Each value represents mean ± SD (n=3). n.d., not detected (<0.01/100 g oil). 

PHVO, partially hydrogenated vegetable oil. 
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Table 3-2-2 

Contents of cis- and trans-C18:1 in PHVO and milk fat (g/100 g oil). 

Double bond 

position 

cis-X-C18:1 trans-X-C18:1 

PHVO Milk fat PHVO Milk fat 

X = 4 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.14 ± 0.00 0.02 ± 0.01 

5 0.00 ± 0.00 0.01 ± 0.00 0.29 ± 0.00 0.02 ± 0.00 

6 0.38 ± 0.01 0.06 ± 0.00 0.45 ± 0.01 0.02 ± 0.01 

7 0.89 ± 0.02 0.03 ± 0.00 1.10 ± 0.03 0.02 ± 0.02 

8 1.28 ± 0.01 0.11 ± 0.00 3.73 ± 0.00 0.04 ± 0.00 

9 16.35 ± 0.07 19.50 ± 0.12 4.33 ± 0.01 0.10 ± 0.01 

10 1.33 ± 0.02 0.00 ± 0.00 8.45 ± 0.08 0.21 ± 0.05 

11 1.78 ± 0.01 0.36 ± 0.02 7.30 ± 0.02 0.89 ± 0.01 

12 3.40 ± 0.01 0.13 ± 0.00 4.24 ± 0.01 0.19 ± 0.00 

13 0.57 ± 0.00 0.04 ± 0.01 3.60 ± 0.00 0.22 ± 0.00 

14 0.34 ± 0.00 0.07 ± 0.02 1.80 ± 0.01 0.26 ± 0.03 

15 0.82 ± 0.01 0.10 ± 0.00 0.95 ± 0.00 0.18 ± 0.00 

16 0.91 ± 0.01 0.60 ± 0.00 0.88 ± 0.01 0.30 ± 0.00 

Total 28.04 20.55 37.25 2.48 

Each value represents mean ± SD (n=3). PHVO, partially hydrogenated vegetable oil. 
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第四章 トリアシルグリセロールにおけるトランス脂肪酸

位置異性体の結合位置の解明 

 

緒言 

第二章で述べたとおり、TAG における結合位置は脂肪酸の生理機能に異なる

影響を及ぼすと考えられる。しかしながら、食用油脂におけるトランス脂肪酸

の結合位置はあまり知られていない。Woodrow らは、乳脂肪におけるトランス

脂肪酸の結合位置を調査し、乳脂肪から調製した 2-MAG にはトランス脂肪酸

がほとんど含まれていないことを確認した 24)。同様に、Barbono ら 25)および

Parodi
26)らは、乳脂肪中のトランス脂肪酸は sn-1,3 位に結合することを報告して

いる。これらの研究は、トランス脂肪酸の位置異性体まで言及しておらず、ト

ランス脂肪酸をより詳細に研究するためには、まず位置異性体の分析法が必要

であった。そこで、第三章では、部分水添植物油および乳脂肪に含まれるすべ

てのトランス脂肪酸位置異性体を分析する手法を確立した。 

TAG における脂肪酸の結合位置分析は、sn-1,3 位特異的加水分解能を有する

リパーゼを用いた手法が一般的である 37,38)。しかしながら、リパーゼの有する

基質特異性のため、リパーゼによる分析手法は、短鎖脂肪酸やHUFAを含むTAG

に利用することができなかった。ところが近年、Watanabe らによって、上記 TAG

にも利用可能な固定化 Candida Antarctica Lipase B（CALB）を用いた新しい分

析手法が確立された 39)。 

そこで本章では、第三章で確立したトランス脂肪酸位置異性体分析法と

CALB を用いた sn-2 位脂肪酸組成分析法を併用し、食用油脂におけるトランス

脂肪酸異性体の結合位置の総合的な分析法の確立について検討した。 
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実験材料および方法 

実験材料 

食用油脂として、菜種油、部分水添菜種油、乳脂肪、牛脂（月島食品工業株

式会社製）を用いた。固定化 CALB（Chirazyme L-2 C4）は、和光純薬より購入

した。 

 

食用油脂における総脂肪酸の位置特異的分析 

総脂肪酸組成分析 

菜種油、部分水添菜種油、乳脂肪、牛脂は、内部標準物質である C21C21C21

を添加後、AOCS Ce 1b-89 法に従って、メチルエステル化を行った 63)。AOCS Ce 

1h-05 法 35)に準拠した分析条件にて GC-FID 分析を行い、各種脂肪酸の定量を

行った。 

 

【分析条件】 

分析機器：TRACE GC ULTRA（Thermo Fisher Scientific） 

検出器：水素炎イオン化検出器 

分析カラム：SP-2560（100 m×0.25 mm i.d., 0.20 μm; Sigma-Aldrich） 

注入口温度：250℃ 

検出器温度：250℃ 

カラム温度：180℃（定温分析） 

キャリアーガス：ヘリウム（1 mL/min） 

スプリット比：100：1 
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sn-2 位置の脂肪酸組成分析 

 CALB による TAG の sn-1,3 位特異的加水分解反応は、Watanabe らの方法 39)

に従って行った。反応液中の 2-MAG は、Sep-Pak Silica cartridge（Waters 

Corporation）にて精製した後に、メチルエステル化を行い、GC-FID にて分析を

行った。 

 

【分析条件】 

分析機器：TRACE GC ULTRA（Thermo Fisher Scientific） 

検出器：水素炎イオン化検出器 

分析カラム：SP-2560（100 m×0.25 mm i.d., 0.20 μm; Sigma-Aldrich） 

注入口温度：250℃ 

検出器温度：250℃ 

カラム温度：180℃（定温分析） 

キャリアーガス：ヘリウム（1 mL/min） 

スプリット比：100：1 

 

食用油脂における trans-C18:1 位置異性体の位置特異的分析 

trans-C18:1 位置異性体分析 

調製した食用油脂メチルエステルを銀イオン固相抽出カートリッジ 61)に負荷

し、trans-C18:1 を精製した。その後、GC-FID にて trans-C18:1 位置異性体分析

を行った。 
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【分析条件】 

分析機器：TRACE GC ULTRA（Thermo Fisher Scientific） 

検出器：水素炎イオン化検出器 

分析カラム：SLB-IL111（100 m×0.25 mm i.d., 0.20 μm; Sigma-Aldrich） 

注入口温度：250℃ 

検出器温度：250℃ 

カラム温度：120、160℃（定温分析） 

キャリアーガス：ヘリウム（1 mL/min） 

スプリット比：100：1 

 

sn-2 位置の trans-C18:1 位置異性体分析 

調製した 2-MAG メチルエステルを銀イオン固相抽出カートリッジ 61)に負荷

し、trans-C18:1 を精製した。その後、実験 2.3.1 と同様に GC-FID にて trans-C18:1

位置異性体分析を行った。 

 

【分析条件】 

分析機器：TRACE GC ULTRA（Thermo Fisher Scientific） 

検出器：水素炎イオン化検出器 

分析カラム：SLB-IL111（100 m×0.25 mm i.d., 0.20 μm; Sigma-Aldrich） 

注入口温度：250℃ 

検出器温度：250℃ 

カラム温度：120、160℃（定温分析） 

キャリアーガス：ヘリウム（1 mL/min） 

スプリット比：100：1 
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TAGにおける脂肪酸結合位置の評価方法 

 脂肪酸の sn-2 位への結合しやすさは、次式より算出した。本章では、「sn-2

位への結合傾向」が 33.3 mol% であった場合、脂肪酸が sn-1,2,3 位に均等に分

散すると定義した。そのため、対象脂肪酸の「sn-2 位への結合傾向」が 33.3 mol%

よりも高い場合は、対象脂肪酸は sn-2 位に結合しやすく、33.3 mol%よりも低

い場合は、sn-1,3 位に結合しやすいと判断した。 

 

●sn-2 位への結合傾向の計算式 

sn-2 位への結合傾向（mol%）= FAsn-2 / (3×FATotal)×100 

FATotal：総脂肪酸組成分析による対象脂肪酸の含有量（g/100 g 油脂） 

FAsn-2：sn-2 位脂肪酸組成分析による対象脂肪酸の含有量（g/100 g 油脂） 

 

統計解析 

 分析は 3 回（n=3）実施し、分析値は平均値±標準誤差で示した。統計解析は、

Student’s t-test で行った（P<0.05）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



64 

 

結果 

食用油脂における総脂肪酸の位置特異的分析 

菜種油、部分水添菜種油、乳脂肪、牛脂の総脂肪酸組成分析および sn-2 位脂

肪酸組成分析の結果を Table 4-1、Table 4-2に示した。食用油脂中の trans-C18:1、

trans-C18:2、trans-C18:3 含有量は、すべての位置異性体の合算値として算出し

た。分析の結果、菜種油には、トランス脂肪酸がほとんど含まれていなかった。

また、総脂肪酸組成分析の結果より、食用油脂中の主要なトランス脂肪酸であ

る trans-C18:1 の含有量は、部分水添菜種油で 46.1 g/100 g 油脂、乳脂肪で 3.0 

g/100 g 油脂、牛脂で 1.5 g/100 g 油脂であった。一方、sn-2 位脂肪酸組成分析の

trans-C18:1 含有量は、部分水添菜種油で 50.5 g/100 g 油脂、乳脂肪で 2.0 g/100 g

油脂、牛脂で 0.7 g/100 g 油脂であった。このように、部分水添油は sn-2 位にト

ランス脂肪酸が多く、反芻動物脂は sn-2 位にトランス脂肪酸が少ない傾向が見

られた。 

食用油脂における各種脂肪酸の sn-2 位への結合傾向を Fig. 4-1 に示した。菜

種油の主要な脂肪酸である cis-9-C18:1（51.0 g/100 g 油脂）の「sn-2 位への結合

傾向」は 32.7 mol%（33.3 mol%と有意差なし）であることから、cis-9-C18:1 は

sn-1,2,3 位に均等に結合することが判明した。また、cis-C18:2 および cis-C18:3

の「sn-2 位への結合傾向」は、それぞれ 48.96 mol%および 46.55 mol%（P<0.05, 

vs. 33.3 mol%）であるため、これらは sn-2 位に多く結合することが明らかとな

った。部分水添菜種油に多く含まれる脂肪酸である trans-9-C18:1（46.1 g/100 g

油脂）の「sn-2 位への結合傾向」は、36.51 mol%（P<0.05, vs. 33.3 mol%）であ

ったが、33.3 mol%と大きな差がないため、trans-9-C18:1 は sn-2 位に多く結合す

るが、sn-1,3 位にもある程度結合することが判明した。 

反芻動物脂における脂肪酸の sn-2 位への結合傾向（Fig. 4-1）を見てみると、
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乳脂肪の短鎖脂肪酸（<C10:0）、C18:0、trans-C18:1は、sn-1,3位に結合した（P<0.05, 

vs. 33.3 mol%）。一方、牛脂の C16:0、C18:0、trans-C18:1 は、sn-1,3 位に結合し

た（P<0.05, vs. 33.3 mol%）。さらに、共役リノール酸（CLA）であるルーメン

酸（cis-9,trans-11-C18:2）は、乳脂肪および牛脂では、その結合位置が異なって

おり、乳脂肪では sn-1,3 位に結合し、牛脂では sn-2 位に結合することが判明し

た（P<0.05, vs. 33.3 mol%）。 

 

食用油脂における trans-C18:1 位置異性体の位置特異的分析 

今回分析を行った部分水添菜種油、乳脂肪、牛脂における trans-C18:1 位置異

性体の分布を Fig. 4-2 (A)に示した。部分水添菜種油の主要なトランス脂肪酸位

置異性体は、trans-9-C18:1（21.4%）であり、次いで、trans-10-C18:1（21.3%）、

trans-8-C18:1（15.3%）、trans-11-C18:1（13.2%）であった。このような位置異性

体比率は、部分水添菜種油の sn-2 位における trans-C18:1 位置異性体の分布と

一致した（Fig. 4-2 (B)）。一方、乳脂肪では、trans-11-C18:1（37.2%）が主要な

トランス脂肪酸であり、その他少量ではあるが、 trans-16-C18:1（11.1%）、

trans-14-C18:1（10.0%）、trans-10-C18:1（8.5%）が含まれていた（Fig. 4-2 (A)）。

また、牛脂中のトランス脂肪酸の半数を占める位置異性体は、trans-11-C18:1

（31.5%）と trans-10-C18:1（22.8%）であった。興味深いことに、牛脂の sn-2

位における主要なトランス脂肪酸は、 trans-10-C18:1（35.7%）であり、

trans-11-C18:1 よりも多く含まれていた（Fig. 4-2 (B)）。 

食用油脂における trans-C18:1位置異性体の sn-2位への結合傾向を Fig. 4-3に

示した。部分水添菜種油の主要な脂肪酸である trans-9-C18:1 と trans-11-C18:1

は、33.3 mol%よりも有意に高く、sn-2 位に主に結合することが判明した。一方、

反芻動物脂中のほとんどの trans-C18:1 位置異性体は、33.3 mol%よりも有意に
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低い値となり、中でも反芻動物脂の主要なトランス脂肪酸である trans-11-C18:1

は、sn-1,3 位に結合することが判明した。また、反芻動物脂では、trans-C18:1

位置異性体ごとに sn-2 位への結合傾向が異なっており、脂肪酸のカルボシキル

基から奇数番目に二重結合があるトランス脂肪酸は、sn-1,3 位に優先的に結合

する傾向が見られた。 
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考察 

食用油脂の脂肪酸組成（Table 4-1）および sn-2 位への結合傾向（Fig. 4-1）の

結果では、部分水添油は sn-2 位にトランス脂肪酸が多く、反芻動物脂は sn-1,3

位にトランス脂肪酸が多い傾向が見られた。本章で使用した部分水添菜種油は、

菜種油を原料に製造したため、両者の脂肪酸組成（Table 4-1）を比較すること

で、部分水素添加によってどの脂肪酸が変化したのかを知ることができる。今

回、部分水素添加によって増加した脂肪酸は trans-C18:1、 trans-C18:2、

trans-C18:3、C18:0 であり、一方、減少した脂肪酸は cis-C18:1、cis-C18:2、cis-C18:3

であった。すなわち、シス型脂肪酸が部分水素添加によって、飽和脂肪酸およ

びトランス脂肪酸に変化したと考えられる。また、脂肪酸の結合傾向を分析し

た結果（Fig. 4-1）、菜種油中の cis-C18:2 および cis-C18:3 は、sn-2 位に結合する

傾向があり、このシス型脂肪酸がトランス脂肪酸へと変化したため、部分水添

菜種油の trans-C18:1 も sn-2 位に多く存在すると示唆された。一方、反芻動物

脂の sn-1,3 位にトランス脂肪酸が多い理由としては、反芻動物体内における

TAG 合成経路が関与していると考えられる。一般に、反芻動物体内の TAG は、

グリセロール-3-リン酸経路によって合成されることが知られている 72,73)。この

際、脂肪酸は、様々な酵素の働きによって、sn-1 位、sn-2 位、sn-3 位の順に結

合されるが、これらの酵素には脂肪酸選択性があると言われている。以上のこ

とから、トランス脂肪酸は、TAG 合成経路における sn-1 位または sn-3 位に脂

肪酸を結合させる際に、優先的に使用されると考えられる。 

反芻動物脂における脂肪酸の結合位置に関しては、今までに様々な研究が行

われている。Parodi らは、乳脂肪の脂肪酸結合位置を分析した結果、C18:0 は

sn-1 位、ミリスチン酸（C14:0）は sn-2 位、そして、短鎖脂肪酸は sn-3 位に結

合すると報告した 26)。一方、Brockerhoff らの報告によると、牛脂は sn-1 位に
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C16:0、sn-2 位に cis-9-C18:1、sn-3 位に C18:0 が選択的に結合すること明らかと

なった 74)。また、トランス脂肪酸の結合位置についても、いくつかの報告例が

あり、Woodrow ら 24)、Barbano ら 25)、Parodi ら 26)は、乳脂肪中のトランス脂肪

酸は sn-1,3 位に結合すると報告した。残念ながら、本章で用いた分析手法は、

sn-1 位と sn-3 位を区別することはできないが、本章における脂肪酸の結合位置

は、過去の研究と同様の傾向が見られた。興味深いことに、本章では、CLA の

一つである cis-9,trans-11-C18:2 は、乳脂肪では sn-1,3 位に結合し、牛脂では sn-2

位に結合することが判明した。CLA は、反芻動物の第一胃内に存在する微生物

によって、不飽和脂肪酸が水素添加されることで生成するため、乳脂肪には 0.3

～1.0 g/100 g 油脂、牛脂には 0.1～0.7 g/100 g 油脂含まれると言われている 75)。

CLA は、様々な生理機能を有することが知られており、Chardingnyらは、TAG

の sn-1,3 位に結合する CLA は、sn-2 位に結合した CLA と比べ、体内への吸収

速度が速く、β-酸化されやすいと報告している 76)。牛脂と乳脂肪の存在意義を

推察すると、牛脂は蓄積脂質としての TAG、乳脂肪は仔牛への栄養源としての

TAG と考えることができる。このことから、乳脂肪において CLA が sn-1,3 位

に結合する理由は、CLA には仔牛への栄養源としての役割があると考えられる。 

食用油脂における trans-C18:1 位置異性体分布（Fig. 4-2）および sn-2 位への

結合傾向（Fig. 4-3）の結果では、部分水添菜種油の主要なトランス脂肪酸であ

る trans-9-C18:1 と trans-11-C18:1 は、sn-2 位に主に結合することが判明した。

また、trans-4-C18:1 を除く、その他の位置異性体も sn-2 位に主に結合する傾向

が見られた。一方、乳脂肪および牛脂の主要なトランス脂肪酸である

trans-11-C18:1 は、sn-1,3 位に多く結合することが判明した。また、乳脂肪およ

び牛脂では、trans-C18:1位置異性体ごとに sn-2位への結合傾向が異なっていた。

以上のことより、反芻動物体内では、各 trans-C18:1 位置異性体を区別して TAG
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合成を行っている可能性が考えられる。Lawson らは、二重結合が偶数位に存在

する trans-C18:1 は、二重結合が奇数位に存在する trans-C18:1 よりも、肝臓の

ミトコンドリアにおいて、迅速に β-酸化されると報告している 77)。また、

Gunstone らは、二重結合が偶数位に存在する trans-C18:1 は、二重結合が奇数位

に存在する trans-C18:1 よりも、融点が高いと報告している 78)。このような

trans-C18:1 位置異性体ごとの代謝能および物性の違いが、反芻動物体内の TAG

合成に影響を及ぼすと考えられる。 
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Table 4-1 

Total fatty acid composition in edible fats and oils (g/100 g oil). 

 Total fatty acid 

 CO PHCO MF BT 

<C10:0 － － 7.7  0.2 － 

C10:0 － － 4.2  0.1 － 

C12:0 － － 4.3  0.2 － 

C14:0 － － 12.2  0.5 2.8  0.1 

C16:0 4.6  0.1 5.0  0.1 30.3  0.9 24.6  0.9 

C16:1 0.2  0.0 0.1  0.0 1.5  0.1 2.8  0.0 

C18:0 2.0  0.1 11.0  0.3 9.6  0.3 16.5  0.6 

trans-C18:1 － 46.1  1.8 3.0  0.3 1.5  0.1 

cis-9-C18:1 51.0  1.8 22.0  0.9 17.9  0.6 40.8  1.2 

cis-11-C18:1 4.0  0.1 2.4  0.2 0.5  0.1 1.8  0.1 

trans-C18:2 0.2  0.0 0.5  0.1 0.4  0.0 0.1  0.0 

cis-C18:2 20.2  1.0 0.1  0.0 1.3  0.1 1.9  0.0 

trans-C18:3 0.1  0.0 0.2  0.0 － － 

cis-C18:3 9.2  0.8 0.1  0.0 0.4  0.0 0.1  0.0 

CLA － － 0.5  0.0 0.2  0.0 

C20:0 0.6  0.1 0.7  0.1 0.1  0.0 0.1  0.0 

C20:1 0.6  0.1 0.7  0.1 0.2  0.0 0.2  0.0 

Value shows mean ± SE (n=3). Contents lower than 0.1 g/100 g oil are not shown. 

CO, canola oil; PHCO, partially hydrogenated canola oil; MF, milk fat; BT, beef 

tallow. 
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Table 4-2 

Fatty acid composition at sn-2 position of edible fats and oils (g/100 g oil). 

 sn-2 position 

 CO PHCO MF BT 

<C10:0 － － 1.3  0.0 － 

C10:0 － － 3.5  0.0 － 

C12:0 － － 5.5  0.1 － 

C14:0 － － 20.4  0.6  4.1  0.2 

C16:0 0.4  0.0 0.5  0.0 36.0  0.9  7.3  0.1 

C16:1 0.2  0.0 0.1  0.0 2.1  0.1 4.3  0.0 

C18:0 0.4  0.1 7.7  0.1 5.2  0.2  5.5  0.3 

trans-C18:1 － 50.5  1.5 2.0  0.1 0.7  0.0 

cis-9-C18:1 50.0  1.3 24.2  0.1 15.1  0.5 64.4  1.8 

cis-11-C18:1 1.6  0.1 2.4  0.0 0.5  0.0 1.6  0.1 

trans-C18:2 0.2  0.0 0.9  0.1 0.3  0.1 0.1  0.0 

cis-C18:2 29.6  0.9 0.2  0.0 1.5  0.1 4.2  0.2 

trans-C18:3 － － － － 

cis-C18:3 12.7  0.5 － 0.4  0.0 0.2  0.0 

CLA － － 0.4  0.0 0.4  0.0 

C20:0 － － － － 

C20:1 － － － 0.1  0.0 

Value shows mean ± SE (n=3). Contents lower than 0.1 g/100 g oil are not shown. 

CO, canola oil; PHCO, partially hydrogenated canola oil; MF, milk fat; BT, beef 

tallow. 
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Figure 4-1 

Regiospecificity of fatty acids at the sn-2 position of triacylglycerol (mean ± SE) in 

canola oil (CO), partially hydrogenated canola oil (PHCO), milk fat (MF), and beef 

tallow (BT). The dotted line at 33.3 mol% indicates the regiospecific value at which 

the fatty acid is equally distributed. *Significant difference from 33.3 mol% (P<0.05). 
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Figure 4-2 

Relative proportion of trans-octadecenoic acid (trans-C18:1) positional isomers (wt% 

of total trans-C18:1) in (A) triacylglycerol (TAG) and (B) 2-monoacylglycerol 

(2-MAG) for PHCO, MF, and BT. 
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Figure 4-3 

Regiospecificity of trans-octadecenoic acid (trans-C18:1) positional isomers at the 

sn-2 position of triacylglycerol (mean ± SE) in PHCO, MF, and BT. The dotted line at 

33.3 mol% indicates the regiospecific value at which the fatty acid is equally 

distributed. *Significant difference from 33.3 mol% (P<0.05). 

 



75 

 

第五章 乳脂肪トリアシルグリセロールの構造と食品中の

乳脂肪含有量の迅速分析方法の開発 

 

緒言 

第三章および第四章において、部分水添油および乳脂肪に含まれるトランス

脂肪酸位置異性体の分布を精査した結果、両者は各位置異性体の存在割合が異

なってはいるが、構成するトランス脂肪酸位置異性体は同じであることが判明

した。このことから、仮に食品中にトランス脂肪酸が多く含まれていた場合、

これが部分水添油由来または乳脂肪由来なのかを判断し、部分水添油または乳

脂肪がどの程度使用されているのかを評価することは困難であると考えられる。 

食品中の乳脂肪含有量を測定する方法としては、乳脂肪に特異的に含まれる

酪酸（C4:0）を GC-FID にて分析する手法がある 79)。しかしながら、酪酸は、

水溶性や揮発性が高いため、油脂中の酪酸量を正確に測定するためには、試料

の前処理時に繊細な操作が必要となる。このような問題点を解決するため、

Buchgraber らは、脂肪酸の誘導体化を必要としない簡便な乳脂肪の定量法を開

発した 80)。この分析法は、乳脂肪に特異的に含まれる TAG を指標として、こ

れを GC-FID にて測定する手法であり、現在、AOCS の分析公定法となってい

る 81)。しかしながら、GC-FID にて高沸点の TAG を分析する際には、TAG が

GC 内に正しく導入されているのか、分析中に TAG が分解していないかを精査

する必要がある。GC-FID と比較すると、HPLC は試料を揮発させる必要がない

ため、乳脂肪の分析に適していると考えられる。 

そこで本章では、LC-MS/MS を用いて、乳脂肪に特徴的に含まれる TAG を測

定する方法を確立し、食品中に乳脂肪がどの程度使用されているのかを評価す

る方法について検討を行った。 
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実験材料および方法 

実験材料 

乳脂肪の指標として、パルミチン酸 2 分子と酪酸から構成される TAG である

1,2-Dipalmitoyl-3-butyroyl-glycerol（PPBu）を採用した（Fig. 5-1）。また、PPBu

の TAG 位置異性体である 1,3-Dipalmitoyl-2-butyroyl-glycerol（PBuP）と内部標

準物質としてトリデカン酸 3 分子からなる TAG（C13C13C13）を用いた。これ

らの試薬は、月島食品工業株式会社にて合成し、NMR、GC、HPLC により構造

確認を行っており、化学純度は 99%以上である。乳脂肪を含む食品としては、

バター、バター含有マーガリン（乳脂肪 15%使用）、バタークッキー（乳脂肪

10%使用）をスーパーマーケットにて購入した。 

 

PPBu および PBuP の分析 

 PPBu および PBuP を等量ずつ混合した後、2-プロパノールにて溶解させ、試

料溶液とした。試料溶液には、内部標準物質として C13C13C13 を添加した。試

料溶液は、下記条件にて LC-MS/MS にて分析を行った。 

 

【分析条件】 

分析機器：Alliance e2695（Waters Corporation） 

分析カラム：Sunrise C28（4.6 mm i.d. × 250 mm, 5 μm; ChromaNik Technologies） 

カラム温度：15℃ 

移動相：アセトン/アセトニトリル = 80/20（v/v）、流速：1.0 mL/min 

質量分析計：Quattro micro API（Waters Corporation） 

イオン化方法：大気圧化学イオン化法（APCI） 

モニタリングモード：選択反応モニタリング（SRM）モード 
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バター中の PPBu 含有量の測定 

バターからの脂質抽出は、Folch 法に従って行った 45)。抽出した油脂は、2-

プロパノールにて希釈し、5 mg/mLの濃度に調製した。また、試料溶液には、

内部標準物質として C13C13C13 を 10 μg/mL の濃度で添加した。調製した試料

溶液は、下記の条件にて、LC-MS/MS 分析を行った。 

 

【分析条件】 

分析機器：Alliance e2695（Waters Corporation） 

分析カラム：Sunrise C28（4.6 mm i.d. × 250 mm, 5 μm; ChromaNik Technologies） 

カラム温度：15℃ 

移動相：アセトン/アセトニトリル = 80/20（v/v）、流速：1.0 mL/min 

質量分析計：Quattro micro API（Waters Corporation） 

イオン化方法：大気圧化学イオン化法（APCI） 

モニタリングモード：選択反応モニタリング（SRM）モード 

 

PPBu を指標とした乳脂肪含有食品の分析 

バター含有マーガリンおよびバタークッキーからの脂質抽出は、Folch 法に従

って行った 45)。抽出した油脂は、2-プロパノールにて希釈し、5 mg/mL の濃度

に調製した。また、試料溶液には、内部標準物質として C13C13C13 を 10 μg/mL

の濃度で添加した。調製した試料溶液は、前項と同様の条件にて、LC-MS/MS

分析を行った。 
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従来の C4:0 分析法と本 PPBu 分析法の比較 

乳脂肪混合油脂の調製 

バターから抽出した油脂（BO）およびマーガリンから抽出した油脂（MO）

を任意の割合（BO/MO = 100/0、80/20、50/50、20/80、5/9、50/100）で混合した。 

 

PPBu 分析法による乳脂肪含有量の測定 

乳脂肪混合油脂を、2-プロパノールにて希釈し、5 mg/mLの濃度に調製した。

また、試料溶液には、内部標準物質として C13C13C13 を 10 μg/mL の濃度で添

加した。調製した試料溶液は、下記条件にて、LC-MS/MS 分析を行った。 

 

【分析条件】 

分析機器：Alliance e2695（Waters Corporation） 

分析カラム：Sunrise C28（4.6 mm i.d. × 250 mm, 5 μm; ChromaNik Technologies） 

カラム温度：15℃ 

移動相：アセトン/アセトニトリル = 80/20（v/v）、流速：1.0 mL/min 

質量分析計：Quattro micro API（Waters Corporation） 

イオン化方法：大気圧化学イオン化法（APCI） 

モニタリングモード：選択反応モニタリング（SRM）モード 

 

C4:0 分析法による乳脂肪含有量の測定 

乳脂肪混合油脂は、反応溶液をメタノールからブタノールに変更した AOCS 

Ce 1b-89 法に従って、ブチルエステル化を行った 63)。その後、下記分析条件に

て GC-FID 分析を行った。 
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【分析条件】 

分析機器：HP6890（Agilent Technologies） 

検出器：水素炎イオン化検出器 

分析カラム：CP-WAX 52 CB（30 m×0.25 mm i.d., 0.25 μm; Agilent Technologies） 

注入口温度：250℃ 

検出器温度：250℃ 

カラム温度：80℃（5 min 保持）→（5℃/min）→ 150℃ →（10℃/min）→ 250℃ 

キャリアーガス：ヘリウム（1 mL/min） 

スプリット比：50：1 

 

統計解析 

分析は 3 回（n=3）実施し、分析値は平均値±標準偏差で示した。統計解析は、

Student’s t-test で行った（P<0.05）。 
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結果 

PPBu および PBuP の分析 

PPBu および PBuP の分析結果を Fig. 5-2 に示した。本分析条件により、PPBu

とその TAG 位置異性体である PBuP を分離することが可能であった。また、そ

れぞれの検量線は、1～250 μg/mLの範囲で高い直線性をもつことが判明した（r
2
 

> 0.99）。シグナル/ノイズ比（s/n）より、検出限界（LOD, s/n>3）および定量下

限（LOQ, s/n>10）を求めた結果、PPBu の LOD は 0.11 μg/mL、LOQ は 0.33 μg/mL

であり、PBuP の LOD は 0.11 μg/mL、LOQ は 0.34 μg/mLであった。 

 

バターおよび乳脂肪含有食品の分析 

 LC-MS/MS にてバターを分析した結果、乳脂肪中には PBuP が含まれていな

いことが判明した（Fig. 5-2）。また、PPBu を定量した結果、乳脂肪中の PPBu

含有量の平均値は、3.9 g/100 g 油脂であった。この値を基準として、食品中の

PPBu 含有量の分析値から、食品中の乳脂肪含有量を推定した結果を Table 5-1

に示した。本実験にて使用した食品中の乳脂肪含有量は、包装箱の表示を参照

にすると、バター含有マーガリンで 15%、バタークッキーで 10%であり、PPBu

含有量から推定した値と一致した。 

 

従来の C4:0 分析法と本 PPBu 分析法の比較 

バター抽出油脂およびマーガリン抽出油から調製した乳脂肪混合油脂を試料

として用いて、従来の C4:0 を指標とした乳脂肪含有量の測定法（C4:0 分析法）

と今回開発した PPBu を指標とした乳脂肪含有量の測定法（PPBu 分析法）を比

較した（Table 5-2）。その結果、両分析法は、正確に乳脂肪含有量を測定できる

ことが判明した。 
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考察 

食品中の乳脂肪含有量の測定には、乳脂肪に特異的に含まれる脂肪酸または

TAG を指標として、これらを GC-FID を用いて分析する方法が用いられている。

脂肪酸を指標とする場合は、酪酸などの短鎖脂肪酸を分析するが 79)、これらは

水溶性や揮発性が高いため、誘導体化の際に損失する危険性がある。そのため、

Buchgraber らは、脂肪酸の誘導体化を必要としない TAG を指標とした分析法を

開発した 80,81)。しかしながら、GC-FID にて高沸点の TAG を分析する際には、

TAG が GC 内に正しく導入されているのか、分析中に分解していないかを精査

する必要がある。そこで本章では、HPLC を用いて、食品中の乳脂肪含有量を

測定する方法について検討を行った。 

本研究では、乳脂肪に特徴的に含まれるパルミチン酸 2 分子と酪酸 1 分子か

らなる TAG である PPBu および PBuP を指標として LC-MS/MS 分析を行った。

我々は、過去の研究において、飽和脂肪酸 2 分子、不飽和脂肪酸 1 分子からな

る TAG 位置異性体同士を、C28 カラムを用いた逆相 HPLC にて分離する条件を

検討し、1,3-dipalmitoyl-2-oleoyl glycerol（POP）および 1,2-dipalmitoyl-3-oleoyl 

glycerol（PPO）の分離を達成した 82,83)。本研究においても、その条件をもとに

分析条件を検討した。その結果、C28 カラムを用いることで、TAG 位置異性体

同士である PPBu と PBuP を分離することが可能となった（Fig. 5-2）。Kalo ら 84)

は、順相条件下の LC-ESI-MS/MS を用いて、これらの TAG 位置異性体を分離

した。彼らの方法と比較すると、本分析法は LOD や LOQ の結果が優れている

ことから、本分析法は、高い感度で乳脂肪の検出が可能であると考えられる。 

バター含有マーガリンおよびバタークッキーの乳脂肪含有量を PPBu 値から

推定した結果、本分析法は、高い精度で食品中の乳脂肪含有量を推定できると

ことが示唆された（Fig. 5-3）。また、乳脂肪混合油脂を用いて、従来の C4:0 分
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析法と今回開発した PPBu 分析法を比較した結果（Table 5-2）、PPBu 法は、従

来の方法と同様に、食品中の乳脂肪含有量を正確に測定できることが判明した。

従来の食品中の乳脂肪含有量を GC-FID を用いて測定する方法は、酪酸を指標

とする場合は酪酸を損失しない操作が必要であり、また、TAG を指標とする場

合は TAG を損失しない操作が必要となる 79-81)。本方法は、HPLC を使用してい

るため、従来法よりも指標を損失するリスクは小さいと考えられる。 

本研究では、バター中には PBuP が含まれていないことが判明した（Fig. 5-2）。

バターの脂肪酸結合位置を調査した過去の研究においても、酪酸は、そのほと

んどが TAG の sn-3 位に結合しており、sn-2 位には結合していない 26)。そのた

め、仮に、酪酸が sn-2 位に結合していた場合、バターにエステル交換反応が行

われている可能性が高いと考えられる。エステル交換反応は、油脂の物性や栄

養機能を調製するために使用される油脂加工技術であり、TAG の脂肪酸結合位

置を意図的に変えることができる。すなわち、天然のバターに存在しない PBuP

は、乳脂肪のエステル交換の有無を判断する指標として用いることが可能であ

ると考えられる。 
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PBuP (1,3-Dipalmitoyl-2-butyroyl-glycerol)

TAG positional isomer
Bu: Butyric acid (C4:0)

P: Palmitic acid (C16:0)

PPBu (1,2-Dipalmitoyl-3-butyroyl-glycerol)

〈Marker compound〉

 

 

Figure 5-1 

Chemical structure of triacylglycerol. 
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Figure 5-2 

Chromatograms of triacylglycerol (TAG) standards and milk fat. Separation of PBuP 

(r.t., 15.7min) and PPBu (r.t., 17.4min) using a C28 column with LC-APCI-MS/MS 

([M+NH4]
+
 at m/z 656 and [M-ROOO]

+
 at m/z 383). 
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Table 5-1 

Milk fat contents in butter-blended foods. 

 Milk fat content 

Butter-blended margarine (Milk fat content 15%) 14.76 ± 0.26% 

Butter cookies (Milk fat content 10%) 9.64 ± 0.42% 

Each value shows mean ± SD (n=3). 
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Table 5-2 

Comparison of milk fat contents in blends of butter and margarine determined by the 

PPBu and C4:0 methods. 

Actual milk fat 

content (%) 

Experimental milk fat content (%) 

PPBu method C4:0 method 

5% 4.92 ± 0.12 4.74 ± 0.05 

20% 19.15 ± 0.58 19.76 ± 0.09 

50% 50.16 ± 0.86 49.80 ± 0.12 

80% 80.28 ± 1.25 79.88 ± 0.40 

Each value shows mean ± SD (n=3). 

PPBu method: method developed using LC-APCI-MS/MS in this study. 

C4:0 method: conventional method using GC-FID. 
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第六章 総合考察 

 

油脂における脂肪酸結合位置は、ランダムではなく、油脂種によって異なっ

ている。過去の知見では、脂肪酸の機能性は TAG の結合位置によって影響を受

けることが明らかとなってきた。しかしながら、従来の研究は天然油脂を比較

したものが多く、個々の脂肪酸の機能性を厳密に評価したわけではなかった。

そこで本研究では、TAG および脂肪酸の標準品を用いて、個々の脂肪酸の生理

機能を評価し、従来の分析手法では困難であった脂肪酸の分離条件を検討する

ため、次のような研究を行った。 

第二章では、TAG における結合位置が n-3HUFA の生理機能にどのような影

響を及ぼすのかを精査した。海獣油と魚油を比較した過去の研究では、sn-1,3

位に結合した n-3HUFA は、sn-2 位に結合した n-3HUFA と比べ、優れた保健効

果を有すると考えられてきた 19-21,40,41)。しかしながら、海獣油には、EPA や DHA

と同等の脂質代謝改善効果を有する DPA が含まれている 44)。そのため、本章で

は TAG 標準品を用いて、脂肪酸の生理機能を厳密に評価することにした。その

結果、TAGの sn-2位に結合したDHAは、sn-1,3位に結合したDHAと比較して、

マウス血清および肝臓中の TAG およびコレステロール濃度が減少させること

が明らかとなった。一方、EPA は、TAG の sn-1,3 位に結合した際に、肝臓のコ

レステロール濃度を有意に減少させることが判明した。これは、TAG における

n-3HUFA の結合位置は、これらの生理機能に大きな影響を及ぼすと考えられる。

しかしながら、n-3HUFA 投与によるコレステロール濃度減少のメカニズムにつ

いては不明な点が多く、今後さらなる研究が求められる。 

第三章では、cis-C18:1 および trans-C18:1 位置異性体の標準品を用いて、シア

ノプロピル固定相（SP-2560）カラムの性能を評価した。シアノプロピル固定相
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は、トランス脂肪酸分析公定法である「AOAC 996.06」34)、「AOCS Ce 1h-05」

35)、「基準油脂分析試験法 2.4.4.3-2013」36)などで広く用いられているが、cis-C18:1

および trans-C18:1 位置異性体の標準品を用いて、それらの分離挙動を検討した

研究は、ほとんど存在しなかった。本章では、シアノプロピル固定相を用いて、

様々な分析温度で位置異性体の分離を試みたが、シアノプロピル固定相では、

いくつかのシス型脂肪酸およびトランス脂肪酸位置異性体が分離できないこと

が判明した。また、このようにシス型脂肪酸とトランス脂肪酸のピークが重な

ることで、食用油脂中のトランス脂肪酸量を大きく見積もってしまうリスクが

あることが判明した。これらの結果を踏まえて、シアノプロピル固定相よりも

極性の高いイオン液体固定相（SLB-IL111）カラムの性能を評価した。その結果、

SLB-IL111 カラムは、分析温度 120℃および 160℃を併用することで、cis-C18:1

および trans-C18:1 のすべての位置異性体を分離できることが判明した。また、

今回確立した cis-C18:1および trans-C18:1の全位置異性体の分離条件を用いて、

部分水添大豆油および乳脂肪中の trans-C18:1 位置異性体を分析した結果、従来

の手法では分析不可能であった食用油脂中の trans-6, 7, 8-C18:1位置異性体およ

び trans-13, 14-C18:1 位置異性体の組成を明らかにすることができた。今後は、

本分析手法を利用して、これらの位置異性体の生理機能を評価する必要がある。

また、SLB-IL111 カラムを用いても、すべての cis-C18:1 および trans-C18:1 位置

異性体のピークをきれいに分離することは困難であることから、今後、さらに

高い極性を持った分析カラムの開発が期待される。 

第四章では、sn-1,3 位特異的リパーゼを用いた sn-2 位脂肪酸組成分析法とト

ランス脂肪酸分析法を併用し、食用油脂 TAG におけるトランス脂肪酸異性体の

結合位置を精査した。その結果、部分水添菜種油の主要なトランス脂肪酸であ

る trans-9-C18:1 と trans-11-C18:1 は sn-2 位に結合し、反芻動物脂の主要なトラ
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ンス脂肪酸である trans-11-C18:1 は、sn-1,3 位に結合することが判明した。すな

わち、TAG におけるトランス脂肪酸位置異性体の結合位置は、油脂の種類によ

って異なり、また位置異性体ごとに TAG への結合傾向が異なると考えられる。

Woodrowら 24)、Barbanoら 25)、Parodiら 26)は、乳脂肪中のトランス脂肪酸は sn-1,3

位に結合すると報告しているが、個々のトランス脂肪酸位置異性体の結合位置

を解明したのは本研究が初めてである。TAG における脂肪酸の結合位置は、脂

質代謝に影響を及ぼすことが第二章でも明らかとなっていることから、トラン

ス脂肪酸も TAG の結合位置によって、何らかの影響を受けると考えられる。ト

ランス脂肪酸が人体に及ぼす影響を明らかにするため、今後、さらなる研究が

求められる。 

第五章では、LC-MS/MS を用いて、乳脂肪に特徴的に含まれる TAG を測定す

ることで、食品中の乳脂肪含有量を簡便に測定する方法を確立した。その結果、

PPBu を指標として用いることで、高い精度で食品中の乳脂肪含有量を推定する

ことが可能となった。また、PBuP は、エステル交換の有無を判断する指標とし

て利用できると考えられる。従来から用いられている食品中の乳脂肪含有量の

測定法には、乳脂肪に特異的に含まれる脂肪酸 79)または TAG
80,81)を指標として、

これらを GC-FID を用いて分析する方法が用いられているが、誘導体化や分析

条件の最適化を行う必要があった。そのため、PPBu を指標とした本分析法は、

従来法よりも簡便に乳脂肪含有量を測定できる方法であると考えられる。 

本研究で得られた知見は、真に人体に悪影響を及ぼすトランス脂肪酸位置異

性体を特定し、食用油脂の安全性を保障するための重要な基盤となると考えら

れる。今後は、食用油脂 TAG におけるトランス脂肪酸位置異性体の分布をより

詳細に解明し、TAG におけるトランス脂肪酸位置異性体の結合位置を考慮に入

れた動物試験の実施が必要である。今回、構築した分析技術を利用し、油脂業
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界および乳業業界の発展に役立てていきたい。 
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