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論 文 内 容 要 旨

油脂の変敗 は臭気 の発生,着 色,風 味 の劣 化な どの現象 として観察 され,そ れ らに伴 って栄養

価の低 下,毒 性の発現 な どが認 め られてお り,油 脂類 の変敗劣化は食品衛隼上の問題 となること

が多い。

常温 に瘡け る油脂の変敗は不飽和脂肪酸か らハイ ドロパー オキサイ ドが生成する ラジカノヒ反応

を主体 としてい る。 この ようにして生成,蓄 積 したパーオキサ イドは2次 酸化,分 解,重 合など

の反応 を行 ない,カ ルボニル化 合物,エ ポキサイ ド,ハ イ ドロキシ化合物,カ ルボン酸,重 合体

な ど種 々の物質 に変化す る。現在 までに確認 された トリグ リセライ ドあるいは不飽和脂肪酸 の自

動酸化 生成物 は非常に多種 に澄よんでいる。油脂の酸化程 度の化学的判定 には この よ うな複雑多

肢 にわたる酸化生成物の うちのある特定 の物質 の検 出法 または定量法が用い られる ことが多 く,

現 在協定法 な どとして広 く使用 されてい る方法を列記する と,ハ イ ドロパーオキサイ ドを主 とす

る過酸化物 を定量す る過酸化物価,第2次 生成物で ある カルボニル化 合物 を測定 するカルボニル

価,カ ルボニル類 中で特 にmalonaldehyde(MA)に 焦点 を絞 った チオバル ビツール酸法

(TBA法),ア ルデ ヒ ドの酸化等 によって生 ずる遊離酸 を定量する酸価な どがある。 しか しな

がら これ らの方法 における標的物質 の酸化過程 中での生成量,生 成機序,舞 性 との関連性 な どに

ついては不明な点が多 い。

2、一thiobarbituricacidを 試 薬 とする比色法(TBA法)は これ らの 中で も特に

標的物質,発 色機構,生 成機序等 につき問題点が多い方法 と思われるので,本 研究に澄いては こ

れ らの諸点κついて検 討を加 え,あ わせて本試験法 の油脂に対する酸化 指標 としての評価,毒 性

との関連挫 について も検討 した。

TBAは アルデ ヒ ド類 と縮 合物を作 る ことが知 られているので,変 敗油脂に関係 の ある アルデ

ヒ ドを中心にい くつかの物質 との縮 合物 を合成 した。一方酸化 させた ダイズ油をTBAと 加 熱 し

て赤 色の沈澱を得た5こ れ と先 に合成 した縮 合物 との可視吸収 スペ ク トルを比べ た結果,ダ イズ

油由来 の着 色物 と同 じ スペク トル(入max.532mμ)を 示す ものは,実 験 した11種 のアルデ

ヒ ド中では,MAと の縮 合物だけで あった。な於酸化油脂中か ら広 く検 出されている脂肪属 アル

デヒ ドとの縮 合物は黄 色(入max.453mμ)を 呈す る ものが多 か った。

つ ぎにこの2種 の赤 色の化合物を同定 する 目的でそれ らの イオン解離定数 を測定 し,MA碧BA

縮 合物 についてpk1=9.40・pk2=10.37,pk3=13。35,ダ イズ油 よりの ものについ て

pk1=9.36,pk・=10.32,pk3=13.35と い う値 を得た。 この結果 からこれ ら2物 質は

互 いに同 じもので あることが明 らかにな った。また この縮 合物 は,窒 素含量 澄よび連続変化法に
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よる反応比 の潰i掟影もは・MAlk:対 してTBA2の 比率 で縮合 した もので あるとは 矛盾はない。

続 いてこの ようなMA-TBA縮 合物が脂肪酸組成,自 動 酸化条件,酸 化の進 行程度等の差異

に関係 な く常 にTBA試 験 時に生成するか否か について調 ぺた。その結果 ダイズ油,methy1

1inolea斡,methyl亘1皿o豆ehateの 酸 化物 中には,酸 化程度,酸 化条件(温 度,電

磁波の種類)の 違 レ～に関係 な く(も ちろん量的 な変動は認 め られたが),常 に見出された。

.以上 のような諸実験に よってTBA試 験 法の標的物質はMAで あ り,試 験法 で比色 している物

質 はMA1分 子 とTBA2分 子 が縮 合した物質 であることが明 らか となった。

ついでMAの 生成量 が 自動酸化の条件の違 い,脂 肪酸の種類,酸 化 の程度 などによりどの よう

な影響 を受 けるか,す なわちTBA試 験法 の衛生化学的評価について調べ た。酸化条件 の影 響に

関 してはmethyllinoleロateを3つ の条件(散 光下,紫 外線照 射,γ 線照射)で 自動酸

化させ て調 べ,脂 肪酸 の種類 に よる影響 を見るためにmethylli註deate,methyl

ii孕 ・1…t…1k・1
.ii吊 ・m・ ・izedm・thyll三 ・・1・ ・t・(共 段 ジエン酸)

の3種 の不飽和酸 を同一条件で酸化 させた。 これ らの実験 中経時的 にTBA価 を測定 し,さ らに

平行 して過酸化物価,共 役 ジエン量,カ ルボニル価等の変化 も測定 した結果,こ れ ら全てめ酸化

指標 は酸化条件や脂肪酸 の種類 の影響を受け,同 一酸化程 度において もそれ らの数値は大 き く変

っていた。 このことはこれ らの酸化指標 の数値 の大小 に よるのみで油脂の変敗程 度を知るこ とは

で きないことを示 してい る。'、

瑚ethy18-for1ηyloctanoate(MFO)はmethylllnoleateの カルボキ

シル基 に最 も近い二重結 合を酸化的に切断 する ことに より生成 するアルデ ヒト酸 エステルで ある。

これは ガスクロマ トグ ラフ ィーで容易 に測定 で きるため,カ ルボニル価 の代 りに一部の実験 で採 「

用 したが,こ の消長パ ター ンはmethylli蹴01eateの 酸 化過程 に涛いてTBA価 と大変

よく似 ていた。そ して共役 ジエン量誇 よび過酸化物価の酸化過程 にむける変化か ら推測す ると,

この2種 のアルデヒ ドはハ イドロパーオキサ イ ドが さらに酸化 した状態 で生成 する もの と思われ

る。さ らにMFOに 関 して は遊離の形以外 に何か熱分解性の前駆体様 の形態の存在が疑わμた。

これ らの事実はMAやMFOひ い ては他 の アルデ ζ ドの生成機 序に関係す る重要 な点であろ うと

考え られ るので,以 下 に澄いて検討 を加 えた。-

自動酸化 したmcthylHnoleateか ら未酸化物や第2次 葭化生成物 をほ とん ど含まな

い純methyllinoleatehydroperoxide(ML-HPO)を 分 離 した。 これは9澄 よ

び13-hydroperoxyoctadeca一(conlugated)一dienoateの 等量 混合物であ

った。 このML。HPOを 空 気 中あるいは窒素 中に放置 して分解 させた ところ,窒 素 中で分解 した

ものか らはわずかのMA,MFIoが 検 出されたに過 ぎなか ったのに反 し,空 気 中での分解物 中か

らは これ らが多量 に確認 できた。 この ような結果が得 られたので,こ の酸素の必要 性を より詳 し
そ
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く知るために,ML-HPOの 酸 素吸収量 とMAお よびMFOの 生 成量 との関係 を調 べた ところ,こ

れ らの間にはほぼ比例す る関係が認 められた。すなわちこれらの アルデヒ ドはMh-HPOか ら直接

生成す ることは な く(あ った として も少量 である),こ れがさらに酸化 した場 合に生ず ることが明

らかとな った。 さらにこの2種 の化 合物 はML-HPOを 還 元 して得 られるhydroxyoctadec-

a'一(conlugated)一dienoateを 同様 に酸化 させた ものか ら も検出された。 この結果は

ML-HPOの9位 あるいは13位 の炭素 についているHOO基 の 存在はこれ らカルボニル類 の生成

にとって必要条件 でないことを示 してい る。 これ らの事実は広 く知 られているハイ ドロパーオキサ

イ ドからアルデ ヒドの生成 する機構,す なわ ち

OOHO・
i】

R-CH-R一 一一一》R-CH-R一 一→ 』}も 一CHO十 ・R

以 外 の機構,澄 そ らくはHOO基 あ るいは水酸基 の結 合 している炭素の隣 の不飽和炭素 の酸化 と,

そ れに引続 く炭素間の結 合の解裂 とい う機構が あることを示す もの と考 えられる。

つぎに前述 したMFOの 熱 分解性前駆 体について,カ ルボニル生 成の機序に関連 があると考えら

れ るので,若 干 の検 討を試みた。

単離 した純ML-HPOを 短 時間に自動酸化 させ,酸 化物 を カラムク ロマ トグラフ ィーによって分

画 した。得 られ た区分 のうちの主要 区分は50%以 上 を 占め,ガ スクロマ トグラフ ィーにより多量

(11%)のMFOを 含 む ことが認 め られたが,薄 層 クロマ トグラフ ィーで分析 した ところほ とん

ど検 出できなか ったので,遊 離 のMFOは ほ とん ど含 まれていないこ とが明 らか とな った。それ故

にこの区分 は熱分解性 のMFO前 駆 体で ある ことがわかる。 この前駆体 の平 均分子量 は約620で

あ り,2個 のmethyllinoleateの 骨格 がパーオキシ基,一 〇・0一,で 結 合 したダイマー

で,水 酸基,HOO基,孤 立「Trans二 重 結 合等 の官能基 を右 していた。赤外吸収 スペク トルか ら

上記以外 にα 三不飽和2級 アル コール ・ケ ト基 ・エポキシ基等 の存在 する可能性 も示された。さら

にこの ダイマーはMFOと 同 じ ようにMAに 関 して も熱分解性 の前駆体である ことがわか った。

以上の結果 を総 含するとmethylj/inoleaeに つ いて次式に示す ような酸化経路が考え

られる。.、

02

Methyllinoleate____→>Methylhnoleatehydroperoxide一

∴ ・一d竺 ヨlilii撫 ∵㏄　
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TBA試 験 はこの ようにして生成 したMA量 を測定 して油脂 の変敗 を判定 する方法 であること

が判明 した。また変敗油脂 中に検 出され ている多種 のアルデ ヒ ド中にはこの ような経路 に よって

生 成 している ものがかなりある もの と考 え られる。

変敗油脂の毒性の一因 として第2次 酸化生成物があげ られているので,こ こで得た酸化 ダィマ

ーについて も毒性を調ぺた。

まず生体 内で過酸化物 の解毒に重要 な役割 をはた しているglutathio鉦eに 対する作用 を

調べた結果,と の ダイマーはg1utathioneSH基 を非酵素的に破壊することを認め鵡 特

に比較 のために用いたML-HPOよ り も活性酸素量 が少 ないにもかかわらず,そ の作用 は強 かっ

た。 このことはダイマーのSH基 破壊作用が単に活性酸 素に よる酸化 のたあ ではな く,何 か他の

フ ァクターが働 いていることを示 している もの と考え られる。'

invitroに 澄 ける酵素活性 に対 するダ イマーの作用 は,trypsinに 対 して非特異的

タン白変性に よる ものと考え られる弱い阻害作用 を示 し,SH酵 素 として知 られ てい る肝 ミトコ

ン ドリア由来 のsuccinatedehydrogenaseに 対 しては タン白変性作用 をSH破 壊作

用 との複 合 した もの と考 えられ る強い阻害力 を示 した。 これらの酵素に対す る作用の強 さはダイ

マー とML-HPOと はほぼ等 しか った。

マ ウスに対す る経 口急性毒性 を調 ぺた ところ,体 重増加抑制作用で比較す ると酸化 ダイマーと

ML-HPOと は 同じ程 度の毒性 を示 した。投一与後 の症状は運動量 の減少,立 毛,摂 飼量の減少等

が見 られたが,こ れ らの症状 は一過性で投与後24、48時 間 でほ とん ど回復 した。死 亡個体の

解劇処見 では消化器 官,特 に 胃,十 二指腸,回 腸上部 に充血,粘 膜は く離 などの病変 が認め られ

た。

以上 で明 らかな ように,!nethylH録01eateの 第2次 酸化生成物で ある酸化 ダイマー

は第1次 酸化物 であるML-HPOと 同 じような毒悸 を示す ことか ら,過 酸化物の蓄積 が ピークを

過 ぎた ような古 い変敗油脂 の毒性 には本物質 のよ うな化 合物の関与 が大 きい もの と思あれ る。
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審 査 結 果 の 要 旨

食用油脂の変敗度の指標 と して,こ れ まで チオバル ビッール酸価(TBA価),過 酸 化物価,

共 役 ジエ ン量,カ ルボニ ル価な どが用い られてい る。本論文は先ず変敗度の正確 な 把握 とその定

量的表示法 の検討につい て述べ てい る。 即ちTBA価 を現わす呈色物 質が,油 脂材 料の如何 にか

か わ らず マ甲ンアルデ ヒ トであ ることを確 認 し,つ いで上 記諸指標 が曲脂の変敗程度,酸 化条件

によつて一定 の相互 関係 を示すかを調べた ところ,そ の変動は各指標毎 にまち まちで,い ずれ も

一つを以 て正 しく変敗度 を示 し得な いこと を知つた。

各指標の うちカルボニル価は,変 敗の進行 と共 に増大 し,し か もいわゆる変敗 油脂 の毒性 と も

平行するよ うにみえ る。筆者は この カルボニル価 を示 す物質 は,主 と して8一 ホル ミルオ クタ ン

酸(お よびマ ロ ンアルデ ヒ ド♪であ る こ とを見 出 した。

8一 ホル ミルオ クタ ン酸 は,ガ スクロマ トグラフイ ーによつて,感 度,精 度良 く定量 分析 され,

しか もカル ボル価の変化 と平行 して増減す るので,酸 化変敗油脂の試験 として適 当な対象 といえ

よ う。

次に筆者 は,8一 ホル ミル オク タン酸の生成機 序を検討 した。既存 の知識か らすオしば,過 酸化

物質が直接 分解 して アルデ ヒ ドを作 るのが当然 と考 え られ る ところであるが,実 験の結果過 酸化

物 か らの,8一 ホル ミルπクタ ン酸の生成 には分子状 酸素が必要 であ り,も う一段階の 酸化過程

が含 まれ ていることが明 らか となつた。 さ らに過酸化 物の還 元体 すなわち飽和水酸化体 か らも,

酸 素の存在下 で8ホ ル ミルオ クタ ン酸が生成す る。

リノール酸 の過酸化物が,更 に酸化 され たものは,い ろ いろな検討の結果2モ ルの リノール酸

が過酸化結合(一 〇一 〇一)で 結合 した2量 体で あ り,こ れ をガ スクロマ トグラフに よつ て分析

すると,熱 分解で定 量的 に8一 ホル ミル オク タ ン酸 を生 じで検出 され るのであ ることが証明され

た。

上記2量:体 はグル タチオ ンな どの 一SHを 破壊す る。 したがつ てSH酵 素に対 しては阻害 作用

を示 した。 これ まで変敗油脂 の毒性 の本体 は過 酸化物 とされ ていたが,そ の他 にこの2量 体 の影

響も見逃せ ない と ころである。

以上本論 文は,変 敗 油脂の変敗 度試験 につき新 らしい考 え方 を導入 し,さ らに過 酸化 脂質 の変

化過程 について新知見 を もた らし,油 脂性食品の衛生化学的取扱いにつ いて貴重 な貢献 をな し得

た もので,学 位論 文と しての価値 あ るものと認める。
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