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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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