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論 文 内 容 要 旨

緒 言

リノール酸や リノレン酸は,必 須脂肪酸と して栄養上不可欠な脂肪酸だが,空 気中の酸素によ

り酸化 されやすく,酸 化すると不快な臭いを発す ると共に毒性さえ呈す るようになる。

不飽和酸の自動酸化反応については,既 に多くの研究があるが,不 飽和油脂の主酸化生成物は,

分子中に一〇〇H基 を1コ 有するモノヒドロペルオキシド(HPO)で,こ れがまず最初に生成する

ことはよく知 られている。また,HPO量 は酸化の進行につれ 増大す るが,あ る程度蓄 積 す

ると,分 解や重合反応などを起 こし,各 種二次生成物を生ずる。これ ら二次生成物は極めて複雑

な組成を有するため,構 造,生 成機構等不明な点が多い。この うち,低 分子成分については,機

器分析の発達によりかなり解明されている。一方,二 量体を始めとする重合物の構造はほとんど

明 らかにされていない。

脂質の酸化反応は一定期間(誘 導期)を 経た後,脂 質 ラジカルを生 じ,こ れに分子状酸素が結

合してHPOを 生ずるが,酸 化の初期である誘導期には,ラ ジカルの生成は起 こちないとされて

いる。 しか し,誘 導期に関する研究は殆んどな くその実態は不明である。

本研究は,誘 導期において もラジカルが生成 し,こ れらラジカルが 且POと なることな く,ラ

ジカル同士の結合により二量体を形成 し,そ の結果,HPOの 連鎖生成が起 こらないことを見 い

出 したものである。

第1章 リ ノ ー ル 酸 メ チ ル(ML)の 自動 酸 化 反 応 経 過

サフラワー油か ら分離精製 したMLに30℃ で乾燥空気を吹き込み自動 酸化 させた。 酸化の進

行は,TLC,過 酸化物価(POV)測 定により,ま た酸化生成物の量的変化 はデンシトメーター

によ り,そ れぞれ追跡 した。その結果,Fig.1に 示すように,酸 化開始時には未変化のMLの

スポ ットのみが検出されたが,酸 化開始24時 間後POV=0.6と いう酸化初期に,ML以 外の新

たな3ス ポット 〈A1,A2,A3)が 出現 した。これ らスポットのうち,A3は 標品の リノール酸メ

チルヒドロペルオキシ ド(MLHPO)と の比較か ら,MLHPOと 同定された。また,各 スポット

の量的変化をデンシ トメーターにより測定 したところ(Fig.2),A1は 酸化開始24時 間後に最大

値を示 し,そ の後はい くぶん減少 した。一方,A2は72～96時 間後にかけて増大 したが,以 後は

あまり変化 しなか った。A1+A2のMLHPOに 対する比は酸化開始24時 間後に最大値を示 し,

これ ら高極性物質(A1+A2)が 自動酸化の初期に相当量生成す ることが明らかとなった。

第2章 自 動 酸 化MLに 生 成 した 二 量 体

POV=0.6と いう酸化初期に生成 したA1,A2の 本態を知 るには,こ の試料からA1,A2を
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分 離 し,構 造 を 調 べ るの が最 もよ い が,あ ま りに微 量 の た め,POV=16ま で 酸化 した もの を 用

いTLCで 検 討 した と ころ,A1,A2と 同 じス ポ ッ トと思 わ れ る もの が 得 ら れ た の で,こ れ を

試 料 と した。 す な わ ち,前 試 験 同 様MLを120時 間 酸 化 させ,POV二16と な った もの を ゲ ル ロ

過 カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィー に よ り,2圧 分(Fr,一1,FL-2)に 分 画 した(Fig。3)。 これ らの

平 均 分子 量(MMW)は 恥 一1:602,翫 一2:298で あ り,FL-1の 流 出 位 置 は標 品 のgly-

ceroltrilaurate(分 子 量:639)と ほぼ 一 致 した。MLの 分 子 量 ば294で あ る こ とか ら,Fr.

一1は 二 量 体
,Fr.一2は 単 量 体 で あ る と思 わ れ た。 ま た,二 量 体 区 分(Fr.一1),単 量 体 区 分(Fr,

一2)
,お よ び 分画 前 の 酸化MLをTLc上 で比 較 した と ころ(Fig.4),二 量 体 区 分 は,A1,A2

圧 分 と ほ ぼ同 位 置 に展 開 され,単 量 体 区 分 に は,ML,MLHPOの み が見 い 出 され た。 した が っ

て,酸 化 の ご く初 期 に 生 成 す るA1,A2区 分 は 二 量 体 で あ る と思 わ れ た。

次 に,ゲ ル ロ過 カ ラム ク ロマ トグ ラ フ ィー で分 別 した二 量体 区 分 をSep-PakCartridge

Silicaに よ りAl,A2区 分 に 大別 し,さ らにHPLCを 用 い て,A2-1～4お よ びA2-1～4に

そ れ ぞ れ 分画 した。Table1に 示 す よ うに,A1-1～4は 分子 量(MW)の 値 よ り,ML2moIと

酸 素6molか らな って い る こ とが 推 測 され た 。A1-1～4二 量 体 の結 合様 式 は 一C-O-0-C一 で

あ る と考 え られ るか ら,酸 素 の う ち2molは 結 合 に あ ずか り,残 りの4molは 官 能 基(一 〇〇H

2コ)を 形 成 して い る と思 われ た。 一方,A2-1～4は 官 能 基 と して 一〇〇Hを1コ 有 し,ML2

molが 一C-O-0-C一 結 合で 重 合 した二 量 体 で あ る と考 え られ た。

ま た,塩 化 第1ス ズを 用 い て各 区 分 の 一C-0-O-C一 結 合お よ び 一〇〇H基 を還 元 した の ちTMS

化 し,GC-MSに よ り分析 した所(Fig:5),A1-1～4か らは,monohydroxy誘 導 体(PL1,

2:methyl9-and/dr13-hydroxyoctadecadienoateのTMS誘 導 体)とtrihydroxy誘

導 体(p-4:methyl9,10,13-and/or9,12,13-trihydroxyoctadecenoateのTMS誘

導 体)が,A2-1～4か ら はmonohydroxy誘 導体(p-1,2:上 述)とdihydroxy誘 導 体

(p-3:methyl9,13-dihydroxyoctadecenoateのTMS誘 導 体)が 検 出 さ れ た。A1-1～

4に お け るmonohydroxy誘 導 体 とtrihydroxy誘 導 体 お よ び,A2-1～4に お け るmonohydroxy

誘導 体 とdihydroxy誘 導 体 の ピー ク面 積 は い ず れ も1:1で,こ れ らの 誘導 体 が そ れ ぞ れA1-1

～4お よ びA2-1～4の 一C-0-O-C一 結 合 の 切 断 に よ り生 じた もの と思 わ れ た。

さ らに,A1-1～4の 一〇〇H基 をtriphenylphosphineで 一〇H基 に還 元 後,(triphenyl

phosphineは 一C-O-O-C一 に は作 用 しな い 。)こ の 一〇H基 を ア セ チ ル 化 し,つ い で,一C-0-

O-C一 結 合 を塩 化 第1ス ズ で還 元 し,TMS化 してGC-MSで 分 析 した と こ ろ(Fig.6),mo-

nohydroxyのTMS誘 導 体 と図 の よ うな,trihydroxyのTMS・ ア セ チ ル 誘 導 体 が 得 られ,A1

-1～4の 一C-O-O-C一 結 合 は
,ML残 基 のC:9な い しC:13に 位 置 す る もの と推 測 され た 。

以 上 の 結 果 よ り,A「1～4お よ びA2-1～4はFig.7の よ うな構 造 で あ る と考 え られ た 。

A1-Dimer(A1-1～4)とA2-Dimer(A2-1～4)の 量 比 は1:4で,こ の酸 化 段階 で は

A2-Dimerの 方 が 主 成 分 で あ る と考 え られ た。
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第3章 不 飽 和 酸 の 酸 化 初 期 に 生 成 す る 二 量 体

Fig,2で 示 した よ うに,POV=0.6と い うご く初 期 酸 化 の 段 階 で,MLHPOと ほ ぼ同 量 の 高

極 性 区 分 が 出 現 したが,POV=16の 試 料 を用 い た第2章 の実 験 結 果 よ り,こ れ ら は 二 量 体 で あ

る と推 定 され た 。 そ こで,本 章 で は,こ れ ら二 量 体 が 初 期 酸 化 の 段 階 で 生成 す る もの と同一 物 で

あ るか ど うか を 確 認 す る た め,POV=2の 酸 化MLよ り高 極 性 区 分 を 分取 し,そ の 性 状 を分 析 し

た。

酸 化ML(1.2Kρ,POV=2)か ら,ケ イ酸 カ ラ ムク ロマ トグ ラ フ ィー に よ り未 変 化 めMLを 除

去 した の ち,極 性 区 分 をゲ ル ロ過 カ ラム ク ロマ トグ ラ フィ ーに よ り分 別 した と ころ,二 量 体 区 分

と単 量 体 区 分 とに分 画 さ れ た。TLCに よ り両 区 分 を 比 較 す る と,二 量 体 区分 に は,A1,A2区 分

が 検 出 さ れ.単 量 体 区 分 に はMLHPOの み が 検 出 され た 。 した が ってPOV=2の 酸 化MLに 生成

す る高 極 性 区 分 は二 量 体 で あ る と思 われ た。 この 段 階 にお け るA1-DimerとA2-Dimerの 比 は

8:2でPOV=16の 段 階 と異 な り,二 量 体 の 主 成 分 はA1-Dimerで あ った 。ま た,IR,UV,

HPLCに おけ る保 持 時 間,還 元物 のGC-MS等 によ り,A2-DimerはPOV=16の 段 階 で 生 成 し て.

い るもの と同 一 と思 わ れ た が,A1-Dimerは,233nmのUV吸 収 が弱 い 点 でPOV=16の もの とは

異 な ってい た。そこで,POV=2の 酸 化MLに 生 成 す るA1-Dimerに つ い て そ の 構造 を検 討 した。

TabIe2に 示 す よ うに,POV=2の 酸 化MLに 生 成 す るA1-Dimerは,POV嵩16の そ れ と,

UV吸 収 以 外 は ま った く同 じで あ った 。 さ らに塩 化 第1ス ズ に よ る還 元 に よ り,圭 と してdihy-

droxyoctadecenoateが 生 成 した(Fig8)。 した が っ て,POV=2の 段階 で 生 成 す るA1-

Dimerの 主 成 分 はFig.9に 示 す よ うに,POV=16のMLに 生 成 す るA1-Dimerの 位 置 異 性 体

で あ る と考 え られ た。

以 上 よ り,酸 化 の ご く初 期 に お い て,官 能 基 と して 一〇〇Hを1～2コ 有 し,一C-O-0-C一 結

合 に よ り重 合 した二 量 体 がMLHPOに 匹 敵 す る量 生 成 す る こ とが明 らか とな った。 この よ うに,

ラ ジカル 同 士 が 重 合 し二 量 体 とな る こ と に よ り,MLHPOの 連 鎖 生 成 が抑 制 され,誘 導 期 が 出 現

す る こ とが 推 察 さわ た。

第4章MLHPOの 通 気 に よ り生 成 す る 二 量 体

本章ではMLの 自動酸化初期に生ずる二量体が,MLHPOを 経たのち生成するかどうかを知る

ため,高 純度のMLHPOを 調製 し,MLHPOか らの二量体の生成にっいて検討 した。

自動酸化ML(POV=1929)か らケイ酸カラムクロマ トグラフィー,ド ラィカラムクロマ ト

グラフィーによりMLHPOを 調製 した。得 られたMLHP6のPOVは6138で 理論値(6135)

とほぼ一致 し,TLC,HPLCの 分析結果からも,不 純物がほとんど含まれていないことを確認

した。このMLHPO(7の に乾燥空気を30℃ で吹き込んだところ,吹 き込み直後からMLHPO

より極性の高い物質が生成 し,そ の量は時間 と共に増加 した(Fig.10)。 一方,共 役 ジェン量は
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逆 に 減 少 し(Fig.10),MLHPOが 非 共 役 の高 極 性 化 合物 に 変 化 して い く こ とが 示 唆 され た 。

ま た,平 均 分 子 量(MMW)は 吹 き込 み後90分 ま で は急 増 した が,そ の 後 は増 加 せ ず,390分 後

に は逆 に 減 少 した(Fig.10)。90分 後 と390分 後 の試 料 を ゲ ル ロ過 カ ラ ム ク ロマ トグ ラフィ ー に

よ り分 画 す る と,90分 後 の もの は単 量 体 と二 量 体 の み に 分別 さ れ た が(Fig.11),390分 後 の も

の か らは,三 量 体,低 分 子 分解 物 も得 られ た(Fig.12)。 ま た,90分 後 の試 料 か ら得 られ た単 量

体 区 分(Fr.一2)と,二 量 体 区分(FL-1)をTLC上 で比 較 す る と ・(Fig.工3),単 量 体 区 分 は

MLHPOの み で あ り,二 量体 区 分か らは,極 性 の 高 い 成 分(D1,D2)が 検 出 され た。 これ らの

結 果 か ら,MLHPOに 空気 を吹 き込 む と,初 期 に お い て 二 量化 反 応 が 急 速 に進 行 し,低 分 子 分解

物 や 高極 性 単 量体 等 の生 成 は,そ の 後 に起 こ る こ とが 示 唆 され た 。

次 に,90分 後 の試 料 よ り得 られ た二 量 体 の 構 造 に つ い て検 討 した 。 二量 体 はSep-PakCart-

ridgeSilicaお よ びHPLCに よ り,D1-1,2とD2-1,2,3の5主 成 分 に 分 別 され た 。各 成

分 に つ い て,IR,uv,FD-MS,CI-MS。GL-EI-MS等 で構 造 を解 析 した 所,Fig.14に 示

した構 造 で あ る ことが 明 らか とな った 。 この うち,量 的 に 多 か ったD「2とD2-3は そ れ ぞ れ,

自動 酸 化ML(POV=16)の 二 量 体 の 主 成 分 で あ るA1-Dimer,A2-Dimerと そ の構 造 が 一 致

し,MLの 自動 酸 化 初 期 に生 ず る二 量 体 はMLHPOあ る い は ペ ル オ キ シ ラ ジカ ル 同士 間 の相 互 反

応 に よ り生 成す る こ とが 推 察 され た。

第5章 二 量 体 の 分 解

MLの 自動 酸 化 初 期 に生 ず る二 量 体 は,構 造 上,そ れ程 安 定 な もの とは 考 え に く く,分 解 して

各 種 の ラ ジカ ル を生 成 し,そ れ らに よ り酸 化 反 応 が 急 速 に進 行 す る こ とが予 想 され る 。 そ こで,

自動 酸 化ML(POV=4)か ら得 られ たA1-Dimer(5㎎)を 流 動 パ ラ フ ィ ン(400㎎)に 溶 解

し,30℃ で乾 燥 空 気 を45時 間 吹 き込 ん だ と ころ,Fig.15に 示 した よ うに,二 量 体 は分 解 して,単

量 体,低 分 子 成 分へ と変 化 した 。 ま た,90分 空 気 吹 き込 み'MLHPOか ら分 取 した二 量 体 区分 は,

MLの 自動 酸 化 初 期 で生 成 す る二 量体 を 主 成 分 とす るが,こ の 区 分(60π の を流 動 パ ラ フ ィ ン

(1.58)に 溶 解 し,30℃ で乾 燥 空 気 を24時 間吹 き込 ん だ と こ ろ,Taわle3に 示 す よ うに,二 量

体 は さ らに重 合 して 三 量 体,四 量 体 を 形 成 す る他,分 解 して,単 量 体,低 分子 成 分 等 が 生 じた 。

こ の単 量 体 区 分(Fr.一5)お よ び低 分 子 成 分(Fr.一6)を 還 元 後,適 当 な誘 導 体 と し,GC-MSで

分 析 した と こ ろ,Table4,5に 示 した構 造 の もの が 主 成 分 と して含 ま れ る と考 え られ た。 空 気

吹 き 込 み 以 前 の 二 量 体 の主 成 分 の構 造 はFig.14に 示 した とお りで あ る か ら,こ れ ら分 解 物 は

Fig.16に 表 わ した ス キ ムに よ り生 じて く る と考 え られ た。 す な わ ち,単 量 体 区 分(M-1～5)

は二 量 体 中 の ペ ル オ キ シ ド結 合 の 開裂 で 生 じたア ル コキ シ ラ ジカ ル よ り,ま た,低 分 子 成 分 は ペ

ル オ キ シ ド結 合の 両 側 の炭 素 一炭 素 結 合 の切 断 に よ り,そ れ ぞ れ生 成 す る と思 わ れ た 。 この よ う

に,分 解 に関 与 す る の は,主 に,ペ ル オ キ シ ド結 合 を有 す る二 量 体(D1-2,D2-3)で あ り,エ

ー テ ル結 合 に よ り重 合 した二 量 体(D1-1
,D2-1,2)は 分 解 しに くい と考 え られ た 。D「2,
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D2-3は それぞれMLの 酸化初期に生ずるA1-Dimer,A2-Dimerと 同一の構造であるから,

MLの 自動酸化初期に見い出された二量体 も,あ る程度酸化が進行すると分解 して,さ まざまな

二次生成物を生ずると考え られた。なお,Table5に 示 した低分子成分中,量 的に最も多かった

L-3は,油 脂の酸化生成物中,特 に毒性の高いとされる物質で,二 量体がこれら二次酸化生成物

の中間体となりうることが示唆された。

Fig.17は 自動酸化におよぼすA1-Dimerの 影響を示 したものである。A1-Dimerを 添加す

ると,MLHPO量 はContro1に 比べて急速に上昇するが,こ れは,A1-Dimerが 分解 してラジ

カルを生 じ,こ れがきっかけとなってMLの 酸化が促進 され るためと思われた。

以上の結果より,初 期に生成する二量体はそれ程安定なものではなく,分 解 してさまざまな二

次生成物に変化することが明 らかとな った。この分解により生 じたラジカルの水素引き抜きによ

りMLHPOの 連鎖生成が促進されることも推測された。

総 括(Fig」8参 照)

1.従 来,MLの 自動酸化において,二 量体等の重 合物は酸化後期にのみ生成するとされていた

が,本 研究により 誘導期の段階ですでに極性の高い二量体の生成することが明らかとなった。

2.こ れ ら二量体は 一C-0-0-C一 結合で重合し,官 能基 として 一〇〇H基 を1～3コ 有 していた。

3.MLHPOに 空気を吹き込んだ際に も同様の構造の二量体が他の生成物より先ん,じて生ず るこ

とより,MLの 自動酸化初期で見い出された二量体はペルオキシラジカル同士の反応により生

成す ると考え られた。 したが って,従 来,ラ ジカルの生成が起 こらないとされていた誘導期に

おいてもペルオキ シラジカル等のラジカルが生ずると推定 された。 ラジカルが存在するにもか

かわらず誘導 期においてPOVが 上 昇 しないのは,こ れ'らラジカル同士が二量 体とな り,ML

HPOの 連鎖生成が抑制されるためと考えられた。

4.こ れ ら二量体は構造上不安定なため,分 解 して低分子成分等を生成することも明らかとなっ

た。この分解で生 じた ラジカルにより,誘 導期に続 く酸素吸収期におけるMLHPOの 連鎖生

成が促進 されることも推測された。
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審 査 結 果 の 要 旨

リノール酸や リノレン酸などのポリエン酸は不飽和結合を含むため空気中の酸素により酸化 されや

すいが,そ れでも二重結合にはさまれたメチレンよりの水素の離脱には多くのエネルギーを要す

るため,こ れからポリエン酸の自動酸化反応には誘導期が存在 し,そ の後水素の引抜きによりア

ルキルラジカルが生成 し,こ れに分子状酸素がついてペルオキシラジカルとなり,次 いで他の脂

肪酸より水素を奪いヒドロペルオキシド(HPO)を 生ずるとされていた。ところが,本 論文の著

者はラジカルが生成 しないとされている誘導期においてラジカルの生成を認め,こ れがHPOと

なることなくラジカル同志の結合による二量体が生成することを見出 し,従 来の誘導期に対する

考え方を大きく変えた。

本論文は5章 より成っているが,ま ず,第1章 においては精製 リノール酸メチルに30℃で乾燥

空気を吹込んだ場合,POV=α6と いう誘導期内といえる時期に早 くも2種 の二量体が生成する

ことを見出 した。これ ら2種 の二量体の極性はい く分異なっていた。

第2章 においては,第1章 で得た二量体があまり微量のため,POVを16ま で上げその性状を調

べ構造を明らかに した。また第3章 において第2章 で構造を明 らかにした二量体が第1章 で述べ

た微量二量体と同一構造を有するかどうかを検討 し,こ れ らは同一の ものであることを明らかに

した。その結果,誘 導期中に生成する二量体は官能基として一〇〇Hを1コ 又は2コ 有 し一C-O

-0-C一 結合により重合 した二量体を主 とすることが明 らかとなった。

第4章 においては,こ れら二量体の生成経路を解明するためリノール酸メチルHPOの 純 品を

つ くり,こ れに乾燥空気を吹き込んだ ところ,時 間の経過と共に三量体なども生 じたが,空 気吹

込み90分(30℃)程 度の段階では第2,3章 に述べた二量体と同様のものが生成 した。以上の結果

によると,誘 導期に生成 したアルキル ラジカル,ペ ルオキシラジカルの大部分は二量体形成に使

われ,一 部生成 したHPOも 過酸化物価を上昇させることな く,二量体形成へ使われ るといえた。

第5章 においては,従 来,当 教室で見出した もっとも栄養価の劣るヒドロペルオキシアルケナ

ールが二量体の分解により生成することも見出した。

以上を要するに本研究は従来,ま った く知 られていなか った不飽和酸自動酸化初期における変

化を始めて解明 した ものであり,油 脂化学,食 品化学の分野あるいは生化学の分野において も貢

献するところが大きいと考えられ農学博士の学位を与えるに充分な価値があると判定 した。
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