
緒 言

脂肪酸の分析は、逆相 HPLC（Reversed−phase HPLC、
以下 RP−HPLC）による方法、特に９−アンスリルジアゾメ
タン試薬により蛍光ラベル化することで高感度に分析可能
な９−アンスリルメチルエステル（以下、脂肪酸 ADAM誘
導体）を用いる分析法が生体試料などの分析に広く使用さ
れている１―１２）。分析の移動相にはメタノールやアセトニト
リルが使用されているが、脂肪酸 ADAM誘導体の溶出順
は移動相により異なっている。我々が行った赤潮プランク
トンの分析７）で Palmitoleic acid（炭素数１６、二重結合数１、
以下 C１６：１と表記）、Myristic acid（C１４：０）、Linoleic

acid（C１８：２）の ADAM誘導体の溶出順は、メタノール：
水（９８：２v/v）移動相で C１６：１、C１４：０、C１８：２で
あったのに対し、アセトニトリル：水（９８：２v/v）移動
相で C１６：１、C１８：２、C１４：０と異なっていた。これら
の溶出順について、Yoshidaらはメタノール：水（９０：１０
v/v）移動相で C１６：１、C１４：０、C１８：２２）の順に、Roemen

らはアセトニトリル：水（９３：７v/v）移動相で C１４：０、
C１６：１、C１８：２３）の順に溶出することを報告している。
このようにいくつかの脂肪酸 ADAM誘導体の溶出順は移
動相により異なることが示されている。しかし、いずれの
論文でもこの溶出順について詳細な検証はなされていない。
今回、我々は、脂肪酸 ADAM誘導体の RP−HPLC保持挙
動について検討を行ったところ若干の知見を得ることがで
きたので以下に報告する。

方 法

１．試薬

脂肪酸標準品は、動植物に含まれているものを中心に以

下の１２種類を使用した。Myristic acid（C１４：０）、Palmitic

acid（C１６：０）、Stearic acid（C１８：０）、Palmitoleic acid

（C１６：１）、Oleic acid（C１８：１）、Linoleic acid（C１８：２）、
α −Linolenic acid（C１８：３）は富士フイルム和光純薬（株）
製を、Myristoleic acid（C１４：１）、Octadecatetoraenoic acid

（C１８：４）、Aracinoenoic acid（C２０：４）、Eicosapentaenoic

acid（C２０：５）、Docosahexisaenoic acid（C２２：６）はシ
グマ社製を用いた。各脂肪酸はメタノールに溶解して２０００
μg/mL の標準原液とし、適宜希釈、混合して使用した。
蛍光誘導体のうち ADAM誘導体はフナコシ製９−アンス

リルジアゾメタン試薬を用い、Nimuraらの方法１）に従い
誘導体化を行った。４−ヒドロキシメチル−７−メトキシクマ
リン（HCM）誘導体は東京化成工業（株）製 HCM、富士
フイルム和光純薬（株）製４−ジメチルアミノピリジン、N ,

N−ジシクロヘキシルカルボジイミドを用い、戸塚らの方
法１３）に従い誘導体化を行った。いずれの試験液もメタノー
ルで１mL とした。
メタノール、アセトニトリル、ジクロロメタン、蒸留水

は富士フイルム和光純薬（株）製 HPLC用を使用した。
２．HPLC分析条件

日立製作所製 L−７１００/L−７１００高圧グラジエントシステ
ムを用いたポンプによる移動相混合を行い、アイソクラ
ティック分析を行った。移動相組成は、メタノール：アセ
トニトリル（１００：０、７５：２５、５０：５０、２５：７５、０：１００v

/v）、メタノール：水（１００：０、９８：２、９６：４、９４：６v/v）、
アセトニトリル：水（１００：０、９８：２、９６：４、９４：６v/v）
とした。カラム温度は４０℃、分析カラムは、Superspher

RP−１８（関東化学２５０×４．６mm、４μm）、流速０．５mL/min、
注入量は１０μ L とした。検出には ADAM誘導体は蛍光検
出器を用い励起波長３６５nm、蛍光波長４１２nmで、HCM

誘導体は紫外吸光検出器を用い２５４nm、遊離脂肪酸は２１０nm

で分析を行った。
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結 果 と 考 察

１．移動相の有機溶媒組成による影響

はじめに移動相に用いる有機溶媒の種類と組成が与える
影響について検討を行った。移動相組成メタノール：アセ
トニトリル（１００：０、７５：２５、５０：５０、２５：７５、０：１００v/v）
で得られた脂肪酸 ADAM誘導体の溶出順を表１に示す。
RP−HPLCによる分析でトリアシルグリセロール、リン脂
質など脂肪酸関連物質は Equivalent Carbon Number（ECN

＝炭素数－２×二重結合数）に従って溶出することが知ら

れており１４―１６）、脂肪酸 ADAM誘導体も同じ規則に従うと
考えられている。実際、メタノール：アセトニトリル（０：
１００v/v）移動相では、ECNに従った溶出順（表１）を示
していた。しかし、メタノール：アセトニトリル（１００：０
v/v）移動相では、二重結合の多い C２０：５（ECN＝１０）
や C２２：６（ECN＝１０）が ECN順ではなく ECN＝１２の脂
肪酸 ADAM誘導体の間に溶出していた。移動相組成によ
る溶出順の逆転が ADAM誘導体に固有の現象かを確認す
るために、HCM誘導体と遊離脂肪酸（C１４：１、C２０：５）
を用い、メタノール：アセトニトリル（１００：０、０：１００v

/v）移動相で比較を行った。その結果、ADAM誘導体と
同様に溶出順が逆転しており（図１）、溶出順逆転は誘導
体部分ではなく、脂肪酸部分により引き起こされていると
考えられた。次にメタノール：アセトニトリル混合比を変
え測定した結果を図２に示す。脂肪酸 ADAM誘導体の保
持時間（RT）は移動相組成の変化に伴いいずれも RT が
減少傾向から増加傾向に変化し、飽和脂肪酸の RT は、ア
セトニトリル含量２５％付近、不飽和脂肪酸の RT は２５～
５０％付近で最小の値を示していた。また、飽和脂肪酸は
不飽和脂肪酸に比べ、アセトニトリル割合が高い RT の増
加幅が大きいなど脂肪酸の二重結合数の違いが RT 変化に
影響していた（図２（D））。また炭素数の違いでも同様の
影響が認められた（図２（A））。その結果 C１４：１（ECN

＝１２）と C２０：５（ECN＝１０）をはじめとする脂肪酸の溶
出順逆転が複数認められた（図２、表１）。このように一部
の脂肪酸で溶出順が逆転する理由として以下の相互作用を
考えた。逆相 HPLCでは移動相に用いる有機溶媒の極性
に従いメタノールよりもアセトニトリルの方が一般的に溶
出力は大きいとされる１７，１８）。移動相中のアセトニトリル含
量が増加することで移動相全体の極性が減り、飽和脂肪酸
ではアセトニトリル含量２５％、不飽和脂肪酸では２５～５０％
付近までの RT 減少に影響していると考えられた。一方、
RT が増加に転じる理由として、カラムの固定相に対する
移動相の溶媒和の違いが影響していると考えた。Grittiら１９）

や長江は２０，２１）、固定相に移動相有機溶媒の一部が溶媒和し
固定相として働くことを報告している。この溶媒和はメタ
ノールよりアセトニトリルの方が大きく、移動相中のアセ
トニトリル含量が増加するとオクタデシル（ODS）基表
面で固定相として働く溶媒和が増え、固定相と構造が似た
炭素数の脂肪酸がより強く影響を受け、その RT 増加が大
きくなると考えた。これらが複雑に作用した結果、RT が
近く、炭素数、二重結合数の違いが大きい脂肪酸の間で溶
出順の逆転が引き起こされていると推察した。しかしこの
仮説を明確に証明するには、さらなる検討が必要と考えら
れた。
２．移動相中の水含量による影響

次に我々は、移動相中の水含量が溶出に及ぼす影響につ
いて検討を行った。メタノール：水（１００：０、９８：２、９６：
４、９４：６v/v）、アセトニリル：水（１００：０、９８：２、９６：
４、９４：６v/v）移動相による溶出順を表２に RT曲線を図３

図１ 誘導体の違いが溶出順に与える影響
（C１４：１とＣ２０：５の比較）

標準品混合比（C２０：５/C１４：１）＝２/１（wt/wt）
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メタノール：アセトニトリル（v/v）

溶出順 １００：０ ７５：２５ ５０：５０ ２５：７５ ０：１００

１ C１８：４（１０） C１８：４（１０） C１８：４（１０） C１８：４（１０） C１８：４（１０）

２ C１４：１（１２） C２０：５（１０） C２０：５（１０） C２０：５（１０） C２０：５（１０）

３ C２０：５（１０） C１４：１（１２） C１４：１（１２） C１４：１（１２） C１４：１（１２）

４ C１８：３（１２） C２２：６（１０） C２２：６（１０） C２２：６（１０） C２２：６（１０）

５ C２２：６（１０） C１８：３（１２） C１８：３（１２） C１８：３（１２） C１８：３（１２）

６ C２０：４（１２） C２０：４（１２） C２０：４（１２） C２０：４（１２） C２０：４（１２）

７ C１４：０（１４） C１６：１（１４） C１６：１（１４） C１６：１（１４） C１６：１（１４）

８ C１６：１（１４） C１４：０（１４） C１４：０（１４） C１８：２（１４） C１８：２（１４）

９ C１８：２（１４） C１８：２（１４） C１８：２（１４） C１４：０（１４） C１４：０（１４）

１０ C１６：０（１６） C１８：１（１６） C１８：１（１６） C１８：１（１６） C１８：１（１６）

１１ C１８：１（１６） C１６：０（１６） C１６：０（１６） C１６：０（１６） C１６：０（１６）

１２ C１８：０（１８） C１８：０（１８） C１８：０（１８） C１８：０（１８） C１８：０（１８）

図２ 移動相組成が脂肪酸ADAM誘導体保持時間に与える影響
（Ａ）飽和脂肪酸 ADAM誘導体（１８：０、１６：０、１４：０）
（Ｂ）一価不飽和脂肪酸 ADAM誘導体（１８：１、１６：１、１４：１）
（Ｃ）多価不飽和脂肪酸 ADAM誘導体（１８：２、１８：３、１８：４、２０：４、２０：５、２２：６）
（Ｄ）オクタデカン酸系列 ADAM誘導体（１８：０、１８：１、１８：２、１８：３、１８：４）

表１ 移動相組成による脂肪酸ADAM誘導体溶出順変化

括弧内は ECN値
ECN＝炭素数－２×二重結合数
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に示す。メタノール、アセトニトリルともに水含量の増加
に伴い RT が急激に増加した。飽和脂肪酸、炭素数が多い
脂肪酸の RT 増加がやや大きく、メタノール：水またはア
セトニトリル：水（１００：０v/v）の移動相で RT が近く、
脂肪酸炭素数の差（もしくは二重結合数の差）が大きい脂
肪酸 ADAM誘導体間で溶出の逆転が認められた。しかし
移動相組成をメタノールからアセトニトリルへと変化させ
た図１と比較すると RT の変化は増加方向のみであること、
水含量が４％を越えるあたりからメタノール系移動相より
もアセトニトリル系移動相の RT が短いものが多くなるな
ど水含量が増加することによる移動相の極性、親水性が与
える影響が支配的になると考えた。また移動相中における
水含量が１％異なると特に飽和脂肪酸でその RT が大きく
変わることも判明し、移動相の調製には水の影響に対する
細心の注意が必要と考えられた。

３．脂肪酸ADAM誘導体の溶出時間の推定

移動相中の水含量と脂肪酸 ADAM誘導体の RT を近似
プロットし水含量１２％まで外挿したグラフを図４に示す。
水含量の増加に伴い各ピークの間隔は広くなるが分析時間
も大きく増加するため、グラフから１２種の脂肪酸 ADAM

誘導体が相互に分離できると予測されるメタノール：水
（９１：９v/v）移動相が最適と考えた。そこでこの移動相条
件で実際の分析を行ったところ、グラフから求めた RT と
実際に測定した RT が良く一致し（表３）、各ピークのベー
スライン分離が概ね達成できた（図５）。

本研究で得られた結果は、脂肪酸 ADAM誘導体の分離
条件検討、各種天然物の脂肪酸組成分析に応用可能である
ほかに、多くの ODSカラム分析条件検討の一助になると
考える。

メタノール：水（v/v）

溶出順 １００：０ ９８：２ ９６：４ ９４：６

１ C１８：４（１０） C１８：４（１０） C１８：４（１０） C１４：１（１２）

２ C１４：１（１２） C１４：１（１２） C１４：１（１２） C１８：４（１０）

３ C２０：５（１０） C２０：５（１０） C２０：５（１０） C２０：５（１０）

４ C１８：３（１２） C１８：３（１２） C１８：３（１２） C１８：３（１２）

５ C２２：６（１０） C２２：６（１０） C２２：６（１０） C２２：６（１０）

６ C２０：４（１２） C１４：０（１４） C１４：０（１４） C１４：０（１４）

７ C１４：０（１４） C２０：４（１２） C１６：１（１４） C１６：１（１４）

８ C１６：１（１４） C１６：１（１４） C２０：４（１２） C２０：４（１２）

９ C１８：２（１４） C１８：２（１４） C１８：２（１４） C１８：２（１４）

１０ C１６：０（１６） C１６：０（１６） C１６：０（１６） C１６：０（１６）

１１ C１８：１（１６） C１８：１（１６） C１８：１（１６） C１８：１（１６）

１２ C１８：０（１８） C１８：０（１８） C１８：０（１８） C１８：０（１８）

アセトニトリル：水（v/v）

溶出順 １００：０ ９８：２ ９６：４ ９４：６

１ Ｃ１８：４（１０） Ｃ１８：４（１０） Ｃ１８：４（１０） Ｃ１８：４（１０）

２ Ｃ２０：５（１０） Ｃ２０：５（１０） Ｃ２０：５（１０） Ｃ２０：５（１０）

３ Ｃ２２：６（１０） Ｃ１４：１（１２） Ｃ１４：１（１２） Ｃ１４：１（１２）

４ Ｃ１４：１（１２） Ｃ２２：６（１０） Ｃ２２：６（１０） Ｃ２２：６（１０）

５ Ｃ１８：３（１２） Ｃ１８：３（１２） Ｃ１８：３（１２） Ｃ１８：３（１２）

６ Ｃ２０：４（１２） Ｃ２０：４（１２） Ｃ２０：４（１２） Ｃ２０：４（１２）

７ Ｃ１６：１（１４） Ｃ１６：１（１４） Ｃ１６：１（１４） Ｃ１６：１（１４）

８ Ｃ１８：２（１４） Ｃ１４：０（１４） Ｃ１４：０（１４） Ｃ１４：０（１４）

９ Ｃ１４：０（１４） Ｃ１８：２（１４） Ｃ１８：２（１４） Ｃ１８：２（１４）

１０ Ｃ１８：１（１６） Ｃ１８：１（１６） Ｃ１８：１（１６） Ｃ１８：１（１６）

１１ Ｃ１６：０（１６） Ｃ１６：０（１６） Ｃ１６：０（１６） Ｃ１６：０（１６）

１２ Ｃ１８：０（１８） Ｃ１８：０（１８） Ｃ１８：０（１８） Ｃ１８：０（１８）

表２ 移動相中水含量の違いによる脂肪酸ADAM誘導体溶出順変化

括弧内は ECN値
ECN＝炭素数－２×二重結合数
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図３ 移動相中の水含量が脂肪酸ADAM誘導体保持時間に与える影響
（Ａ）飽和脂肪酸 ADAM誘導体（１８：０、１６：０、１４：０）
（Ｂ）一価不飽和脂肪酸 ADAM誘導体（１８：１、１６：１、１４：１）
（Ｃ）多価不飽和脂肪酸 ADAM誘導体（１８：２、１８：３、１８：４、２０：４、２０：５、２２：６）
（Ｄ）オクタデカン酸系列 ADAM誘導体（１８：０、１８：１、１８：２、１８：３、１８：４）
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