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研究成果の概要（和文）：動物プランクトンの餌資源を推定するために、簡便かつ少量の試料で必須脂肪酸（多
不飽和脂肪酸）の分子レベルでの炭素安定同位体比分析を可能にする方法を確立することを目的とした。その結
果、第一に期待されたTMAH-GCMS法では多不飽和脂肪酸の分析はできないことが明らかになった。そこで次に
TMSH-GCMS法をOnline法およびInjector法で検討した結果、従来から行われてきた溶媒抽出法による多不飽和脂
肪酸と同程度の分析が遜色なく行えることが分かった。特に、可動式のInjector-TMSH法は多不飽和脂肪酸の炭
素安定同位体比の測定に最も適した方法と考えられる。

研究成果の概要（英文）：In order to estimate zooplankton food resources, we aimed to establish a 
simply method which enables analyses for compound specific stable carbon isotope ratios of essential
 fatty acids (polyunsaturated fatty acids) using small amounts of samples. However, unfortunately, 
it became clear that analysis of polyunsaturated fatty acids cannot be performed by the expected 
TMAH-GCMS method. As the next examination, TMSH-GCMS method was examined with Online and Injector 
methods. Consequently, it has been found that the TMSH method can sufficiently perform an analysis 
of polyunsaturated fatty acids with the same degree as the conventional method by the solvent 
extraction. In particular, the mobile Injector-TMSH method is considered to be the most suitable 
method for measuring the carbon stable isotope ratio of polyunsaturated fatty acids.

研究分野： 有機地球化学、生物地球化学

キーワード： 炭素・窒素安定同位体比　必須脂肪酸　多不飽和脂肪酸　動物プランクトンの餌資源

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
サンゴ礁の動物プランクトンを中心とした食物網を明らかにすることは、サンゴ礁を破壊するオニヒトデの成長
を阻害する方法を考えるうえでも重要である。本研究では、動物プランクトンの餌資源を推定する第一歩とし
て、必須脂肪酸の分子レベルでの炭素安定同位体比測定を簡便かつ少量の試料で分析できる方法の基礎的な検討
を行い、Injector-TMSH法として確立した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

栄養塩に乏しい熱帯・亜熱帯域に分布するサンゴ礁では、食物連鎖の起点である植物プラン

クトンの一次生産量が少ないにも関わらず、動物プランクトンを含む高次栄養段階の生産量が非

常に高いという、栄養構造上の未解決の課題（Darwinʼs Paradox）がある。その課題を解決する

ためにはまず動物プランクトンの食物網を解析する必要がある。 
動物の体内で合成できない典型的な化合物として必須アミノ酸や必須脂肪酸（多不飽和脂肪

酸：PUFA）が知られている。フェニルアラニンなどの必須アミノ酸やエイコサペンタエン酸な

どのPUFAは、動物プランクトンの体内で合成できない化合物で、いずれも餌資源から直接引き

継がれるものである。しかし動物プランクトン中に含まれるこれらのアミノ酸や脂肪酸を分析す

るだけでは、その起源を特定することはできない。これらの化合物の窒素同位体比や炭素同位体

比は、餌資源から引き継がれている、いわばこれらの化合物のラベルであり、これらの同位体比

を求めることで、餌資源をある程度特定できると考えられる。これまでアミノ酸の窒素同位体比

を分析する技術はすでに可能になっているが、PUFAの炭素同位体比を測定する簡便な方法はこ

れまで確立されていない。 
 

２．研究の目的 
本研究では、動物プランクトンの食物網を明らかにするために、まず①動物プランクトン中

のPUFAの炭素同位体比を分析する方法を確立し、②特定の植物プランクトンで培養した動物プ

ランクトン中のPUFAの炭素安定同位体比と必須アミノ酸の窒素安定同位体比から、餌資源を特

定する指標を確立することである。基本的にはできるだけ簡便な方法で、かつ少量の試料量で分

析できる方法を確立することが重要になる。 
 

３．研究の方法 
本研究では、簡便な PUFA を含む脂肪酸分析法の確立が第一の目標である。 

(1) PUFA の分析方法の検討―１：溶媒抽出法と TMAH 法（水酸化テトラメチルアンモニウム

を試料に添加して、加熱することで、加水分解と同時にメチル誘導体化をする方法） 
従来から行われている溶媒抽出による脂肪酸分析法を２種―ケン化抽出法および溶媒抽出法、

簡便な分析法として従来から本研究で長年検討を重ねてきたTMAH法を検討する。 
しかしながら、TMAH法ではPUFAの分析できないことが明らかになったことから、次の段

階として、TMSH法の検討を行うことにした。 
(2)  PUFA の分析方法の検討―２：溶媒抽出法と TMSH 法（水酸化トリメチルスルホニウム

を試料に添加して、加熱することで、TMAH 法と同様に加水分解と同時にメチル誘導体化をす

る方法） 
(3) 簡便な方法として PUFA を含む脂肪酸分析法を確立した後に、分子レベルでの脂肪酸分析

法を検討し、動物プランクトンや他の試料に対する分析方法を確立する。 
(4) アミノ酸の分子レベルでの窒素同位体比測定の組み合わせにより、本研究の最終的な目標

を達成する予定であったが、ガスクロマトグラフ・安定同位体比質量分析計(GC/IRMS)のトラ

ブルおよびキャリアーガスのヘリウムが入手困難になり研究方法(3)の段階で研究遂行が困難

になった。 
 
４．研究成果 

 (1) PUFA の分析方法の検討―１：溶媒抽出法と TMAH 法 
従来から行われている溶媒抽出による脂肪酸分析法を２種―ケン化抽出法および溶媒抽出



法、簡便な分析法として従来から本研究で長年検討を重ねてきた TMAH 法を検討した。 
①溶媒抽出法１―ケン化抽出法 

試料を 0.5N 水酸化カリウムーメタノール/5%水、80℃、3 時間環流によりケン化後、ヘキ

サン/ジエチルエーテル(9:1)による中性成分および酸性成分の溶媒抽出、トリメチルシリル化

剤による TMS 化、あるいは BF3/MeOH によるメチル化を行った。 
②溶媒抽出法２―有機溶媒による超音波抽出法 

有機溶媒としてクロロホルム/メタノール/水（1:1:1）を用い、超音波抽出（50Hz、５分、

３回）した後、内部標準を加え、BF3/MeOH 法によりトランスメチレーションを行った。 
③TMAH 法１-Online-TMAH 法 

TMAH 法は内部標準とともに水酸化テトラメチルアンモニウム（TMAH)を試料に添加し加

熱することで、エステル結合やエーテル結合を加水分解し、同時に生成物のメチル化を行う方

法（熱化学反応）である。この方法には GC-MS 装置に直結した熱分解装置（日本分析工業製

キューリーポイントパイロライザーJHP-3 型）内で熱化学反応を行い、生成物を直接 GC-MS
装置に導入、分析する Online-TMAH 法とガラスアンプル管を用いて熱化学反応を行い、有機

溶媒による抽出後、GC-MS 分析を行う Offline-TMAH 法がある。Online 法では反応生成物を

全量 GC-MS に導入することから、GC-MS 分析に要する１回分の試料を用いることから、極

めて少量の試料で分析できること、また試料の加熱はキューリポイント法によるため加熱温度

を Fe, Ni などの強磁性体の混合比を変えることでさまざまな温度のパイロホイルを使用でき

ることが大きな特徴である。実際には、販売しているパイロホイルを利用するため、280, 315, 
358, 445, 500, 590, 670℃のものを用いた。本研究では簡便な脂肪酸分析法を求めていること

から、Online-TMAH 法を用いて検討した。 
④TMAH 法２-Injector-TMAH 法 

Injector-TMAH 法では、今回新たに導入した Injector 方式の熱分解装置（日本分析工業製

キューリーポイントインジェクターJCI-55）を用いる方法である。Injector 方式の熱分解装置

は持ち運びが可能であり、GC-MS 装置への試料の導入は Injector のシリンジを通して行われ

る。原理的には Online 方式の TMAH 法と同様である。 
 

植物プランクトン（ Thalassiosira sp. 、
Isochrysis sp.など）、や様々な堆積物試料を用い

て、脂肪酸分析の方法の検討をおこなった。Fig. 1
に代表的な結果を示したように、明確になったこ

とは TMAH 法では PUFA の分析はできないこと

であった。 
 
(2) PUFA の分析方法の検討―２：溶媒抽出法と TMSH 法 

簡便な方法で PUFA を分析できる方法を種々検討した結果、TMSH 法を検討することにし

た。TMSH 法は、TMAH 法と同様に、試料に水酸化トリメチルスルホニウム（TMSH）を添

加し、加熱することで、加水分解と同時に生成物のメチル化を行う方法である。この方法は、

これまで PUFA 分析法としては詳細な検討は行われていないことから、基礎的な条件から検討

することにした。 

①TMSH 法による生成物と加熱温度の検討 
②加熱方式の検討―Online 方式および Injector 方式の検討 
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③溶媒抽出法との比較 
 
①Fig. 2 に Online-TMSH 法の条件を変えた

PUFA の分析 結果を示す。 用いた試料 は

Isochrysis sp. 、加熱温度は 280〜670℃、加熱時

間を 5, 10, 15 秒と変化させた。Fig. 2 に示したよ

うに、TMSH 法では TMAH 法と異なり PUFA の

分析が可能であること、また PUFAs の総量は、

加熱温度が 280〜358℃で高く、445℃以上では生

成量は少ないことを示している。また 358℃、15
秒において PUFA の総量が最も高くなった。これらの結果は、TMSH 法では TMAH 法と異な

り PUFA の分析が可能であること、また最適な加熱温度は 358℃、15 秒であることがわかっ

た。 
②Online-TMSH 法と Injector-TMSH 法の比較検討、また③溶媒抽出法１や溶媒抽出法 2 と

TMSH 法との比較検討を行った。Fig. 3 に Thalassiosira sp.を用いて、有機溶媒抽出法 2、
Online-TMAH 法、Online-TMSH 法および Injector-TMSH 法（358℃、15 秒）における比較

の結果を、また Fig. 4 に Thalassiosira sp.を用いた溶媒抽出法１、溶媒抽出法２と

Online-TMSH 法における比較の結果を示した。  
上記およびFig. 3に明らかなようにTMAH法ではC18:1 およびC18:2 FAの分析はできるが、

C18:3FA などの典型的な PUFA は分析できないことを示している。また Online-TMSH 法、

Injector-TMSH 法では、溶媒抽出法２の結果と概ね一致した結果が得られることを示している。

一方、Fig.4 には、溶媒抽出法１および溶媒抽出法２と Online-TMSH 法（358℃、15 秒）の

分析結果を TIC クロマトグラムとして表している。いずれの方法においても C18:1, C18:2, C18:3, 
C20:4, C20:5および C22:6の PUFA が同程度分析できることを示している。 

以上のことから、Online-TMSH 法と Injector-TMSH 法では分析結果にほとんど違いはない

こと、また本研究に最適な PUFA の分析法は、Injector-TMSH 法で、加熱温度 358℃、加熱時

間 15 秒であることを示している。 

  
(3) PUFAs 分析法としての Injector-TMSH 法の応用―海水中懸濁態有機物（POM）とオニヒ

トデ幼生の分析 
Injector-TMSH 法の応用として、海水中植物プランクトンを含む POM および動物プラン
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クトンとして人工的に飼育したオニヒトデ幼生（Acanthaster planci）やオニヒトデ雌成体の卵

巣の PUFAs を含む脂肪酸の分析を行った。POM は粒径<20μm と<5μm、またこれらに栄養

塩を添加して植物プランクトンを増殖したもの、さらにこれら 4 種の POM を餌として培養し

たオニヒトデ幼生を試料として分析した。 
分析結果を Fig. 5 に示したように、主に植物プランクトンからなる POM および動物プラン

クトンとしてのオニヒトデ幼生の期待された脂肪酸組成を示しており、PUFAs を含む脂肪酸分

析が十分に可能なことを示している。 
 
(4) Injector-TMSH法によるPUFAsの炭素同位体比測

定の検討 
①分子レベルでの炭素安定同位体測定では、GC にお

けるベースライン分離が要求される。Injector-TMSH
法による PUFAs を含む脂肪酸分析では、Fig. 4 に幾つ

かの例を示したように、基本的に脂肪酸が優先的に分

析され、ほとんど他の化合物が含まれないため概ねベ

ースライン分離が達成できている。 
②誘導体化におけるメチル基の導入による同位体効果を、C14, C16, C18の飽和脂肪酸、C18:1, C18:2, 
C18:3, C20:4, C20:5の不飽和脂肪酸を用いて検討した。その結果、C16, C18:3脂肪酸の同位体効果が

他の脂肪酸の同位体効果と異なる値を示したため、今後更なる検討が必要になった。そこで誘

導体化に伴う同位体効果の詳細な検討を行っている最中（2018 年暮れ）、ガスクロマトグラフ

燃焼同位体比測定装置（GC/IRMS）がトラブルに見舞われ、さらにはキャリアーガスとして

のヘリウムガスの入手が困難になったため、残念ながら更なる検討が不可能になった。 
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