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研究成果の概要（和文）：微量の血清中に含まれる脂肪酸の定量分析を、その存在状態も区別しながら行う迅速
分析法を開発した。方法論としては、これまで申請者が開発・改良に関わってきた「反応熱分解分析法」に、反
応性の異なる各種メチル化試薬との多段階反応を採り入れた「マルチステップ反応熱分解法」を利用した。この
新規分析法の開発により、数マイクロリットルのごく微量の血清中に含まれるドコサヘキサエン酸（DHA）やエ
イコサペンタエン酸（EPA）などの多価不飽和脂肪酸を、30分以内の短時間で簡便に分析することに成功した。

研究成果の概要（英文）：A new technique was developed in order to analyze a series of fatty acids in
 a few micro litters of human serum samples with discriminating free and esterified fatty acids. 
Here, we used a new type of reactive pyrolysis-gas chromatography (reactive Py-GC) improved by 
adopting two-step reactions with different organic alkalis. By applying this technique, a series of 
highly saturated fatty acids (PUFAs), such as EPA and DHA, were determined rapidly (less than 30 
min) and precisely.

研究分野： 分析化学

キーワード： 多価不飽和脂肪酸　血清　高感度分析　DHA　EPA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DHAやEPAなどの多価不飽和脂肪酸は様々な疾病に対して予防効果を発揮したり、疾病リスクを知らせる指標とし
て利用できる。従って、血中のPUFAの種類や量を分析することにより、将来の疾病発症リスクを把握し、その予
防をはかるために欠かせない情報が得られる。本研究では、微量の血清中に含まれるPUFA成分を迅速かつ簡便に
分析する技術開発に成功した。この技術を集団検診での血清分析に応用すれば、脂肪酸の分析結果を基にして誰
もが疾病リスクに関する豊富な情報を得ることができ、ひいては健康長寿社会の実現に貢献できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
脂肪酸の中には様々な疾病に対して予防効果を発揮したり、疾病リスクを知らせる指標とし

て利用できたりするものが存在する。例えば、ドコサヘキサエン酸（DHA）やエイコサペンタ
エン酸（EPA）などの脂肪酸（二重結合を複数個含むため多価不飽和脂肪酸：PUFA と呼ばれる）
は、心筋梗塞や大動脈瘤などの重篤な疾病に対して高い予防効果をもつ [Lee, A. et.al., Nutr. 
Dietary Suppl. 2011, 3, 93-100]。さらに、それらの脂肪酸の存在状態（図 1 参照）も重要な因
子である。例えば、インスリンの分泌
量が減ると、血中の遊離型の脂肪酸
（酸のままの状態）が増えるため、そ
の型の脂肪酸量は糖尿病のリスクマ
ーカーとして利用できる [Karpe, F. 
et. al., Diabetes 2011, 60, 2441-
2449]。従って、血中の PUFA を含む
脂肪酸の種類や量を存在状態別に分
析することにより、将来の疾病発症リ
スクを把握し、その予防をはかるため
に欠かせない情報が得られる。 
こうした中で申請者は、集団検診の検査項目に血清中の脂肪酸の種類、量や存在状態を加えれ

ば、誰もが疾病リスクに関する豊富な情報を得ることができ、ひいては健康長寿社会の実現に貢
献できることに着眼した。しかしながら、現在用いられている血清中の脂肪酸の分析法では、数
時間に及ぶ長い試料前処理操作が必要であるだけでなく、多量（数 mL）の血清試料が必要であ
り、被験者への身体的負担も大きい（健康診断での採血を苦手とする人は少なくない）。そのた
め、血清中の脂肪酸を集団検診の検査項目に加えるためには、以下の 1)～3）の要求を満たした、
脂肪酸の状態ごとの分析法の開発が不可欠である。 
1) 多検体分析に求められる迅速性と簡便性を実現すること。 
2) 被験者の肉体的負担の軽減を図るため、微量の血清試料を使って分析可能とすること。 
3) 重要な健康因子である脂肪酸の存在状態の情報も得られること。 
 
２．研究の目的 
本研究では、微量の血清中に含まれる脂肪酸の定量分析を、その存在状態も区別しながら行う

迅速分析法を開発することを目的とする。方法論としては、これまで申請者が開発・改良に関わ
ってきた「反応熱分解分析法」に、反応性の異なる各種メチル化試薬との多段階反応を採り入れ
た「マルチステップ反応熱分解法」を新たに考案し、これを利用する。さらに、この方法を、高
速分離カラムを搭載したガスクロマトグラフィー（GC）と連結し、この計測システムの精度や
正確さの評価試験を行う。これらの実施により、以下の３条件を満たし、集団検診において血清
中の脂肪酸分析法として実際に利用できる分析法の開発とその性能評価を期限内に行うことを
目指す。 
1) 最短で 30 分以内で血清中の脂肪酸の存在状態別の定量を可能にする。 
2) 数 µLのごく微量の血清で分析可能とする。 
3) 脂肪酸の量だけでなく、存在状態についての情報も獲得できる方法を構築すること。。 
 
３．研究の方法 
3.1. マルチステップ反応熱分解システムの開発 
 図 2に示すように、血清
試料と試薬の入った試料
カップをミクロ反応炉内
に導入した後、脂肪酸のメ
チル化/気化を、まず遊離
型（Step 1）、次いでエステ
ル結合型（Step 2）の順で
行える反応系を構築する。
ここでは、Step 1 の遊離型
の反応ではメチル化のみ
行う試薬（四級アンモニウ
ム塩など）を、また Step 2
のエステル型の反応では
加水分解とメチル化の両
方を引き起こす試薬（有機
強塩基など）を使用する。
これにより、脂肪酸成分を
その存在状態（遊離型また
はエステル型）を区別しな
がら分析することを可能

 
図 1 脂肪酸の存在状態（R は炭化水素基） 
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図 2 遊離型とエステル結合型脂肪酸の連続反応システム 



にする。 
 
3.2. 高速ガスクロマトグラフィー（高速 GC）システムとの連結 
 マルチステップ反応系を、内径の細い高速分離カラムを搭載した GC 装置と連結して、反応熱
分解の各ステップで生じた脂肪酸メチルをオンラインで高速 GC 分離できるシステムを構築する。
さらに、GC の昇温プログラムやキャリアーガス流量等を適正化して、30 分以内で一連の脂肪酸
類の分析を完了できる分離条件を確立する。 
 
3.3. マルチステップ反応熱分解 GCシステムの性能評価 
開発した計測法により実際の血清試料中の脂肪酸を分析し、内部標準法を利用してそれらの

定量分析を行う。さらに、本手法により得られる結果を、従来法による値と比較して、開発した
分析法の正確さや精度の評価を行う。 
 
４．研究成果 
4.1. マルチステップ反応熱分解法による脂肪酸成分の形態別解析 
まず、脂肪酸成分を存在状態（遊離型またはエステル型）ごとに分析可能な、マルチステップ

反応熱分解法の各種条件の検討を行った。ここでは反応試薬としては、ステップ 1では、遊離脂
肪酸のメチル化のみを引き起こす酢酸テトラメチルアンモニウム（TMAAc）を、また、ステップ
2 ではエステル結合の加水分解とそれに引き続くメチル化反応の双方を有機できる水酸化テト
ラメチルアンモニウム（TMAH）を選択した。装置構成としてはミクロ反応炉を備えたガスクロマ
トグラフ/質量分析計（熱分解 GC/MS）を使用した。測定手順としては、まず、TMAAc 存在下で試
料成分を一旦反応熱分解GC測定し、試料中の遊離脂肪酸成分を一旦分析し（以上がステップ1）、
次いで、試料カップ中に TMAH を添加した後、再度反応熱分解 GC測定し、今度はエステル結合型
の脂肪酸成分の検出を行う（以上がステップ 2）方策を採用した。各ステップにおける反応条件
（反応温度および反応時
間）を最適化した結果、ス
テップ 1 では 300℃におい
て 10 秒間、ステップ 2では
400℃下での反応を通じて
脂肪酸成分が最も高効率に
対応するメチル化体に変換
されることを見出した。こ
れらの条件下で脂質試料を
2 段階方式で反応熱分解
GC/MS 測定して得られたク
ロマトグラム上には、それ
ぞれ遊離型およびエステル
型の脂肪酸成分が選択的か
つ高感度に観測された。以
上のように、遊離型および
エステル型の 2 種類の脂肪
酸成分を区別しながら定量
できる、２段階反応系を構
築することができた。 
 
4.2. 脂肪酸成分の反応熱分解効率の向上についての検討 
各種の脂質標準試料を用いて、反応熱分解における脂肪酸の反応効率の評価試験を行った。そ

の結果、今回開発した化学反応場は、一部の PUFA 成分については加水分解およびメチル化をま
ったく引き起こせないことが判明した。具体的には、遊離型、トリグリセリド型およびリン脂質
型の PUFA 成分については反応熱分解を誘起できるが、コレステリルエステル型については全く
反応を引き起こせないことが明らかになった。 
そこで、コレステリルエステルについても作用する、新しい化学反応場の構築を試みた。具体

的には、1) 様々な化学試薬の探求、2)反応温度や試薬の導入量などの反応条件至適化、および
3) キャリアーガス流量や注入口条件などの GC関連条件の最適化を行った。その結果、反応試薬
として高い有機効果と共鳴効果を併せ持つアンモニウム塩型の有機アルカリを選択し、温度お
よび導入量をそれぞれ 300℃および 2000 倍（試料成分に対する試薬の物質量比）に設定したと
ころ、コレステリルエステル中の脂肪酸成分を 50%以上の回収率でもって分析できることを見出
した。 
 
4.3. 血清中の PUFA 成分の高感度分析 
4.2.にて新たに構築した化学反応場を高分解能 GC と連結し、その計測システムを利用して実

際の血清試料（1 µl）の分析を行った。その結果得られたクロマトグラムを図 4に示す。このク
ロマトグラム上には、パルミチン酸やステアリン酸などの飽和脂肪酸に加えて、アラキドン酸

 

図 3 脂質混合試料のクロマトグラム 



（C20:4）、エイコサペン
タエン酸（EPA）および
ドコサヘキサエン酸
（DHA）のような PUFA 成
分も約 30 分以内の測定
時間でもってはっきり
と観測された。そこで、
これらのピーク強度か
ら、n-3 と n-6 系列の
PUFA の比率（n-6/n-3
比）を算出した。得られ
た測定値は従来法によ
る値と非常に良好な相
関（決定係数は 0.9994）
を示した。さらに、本手法によるデータの相対標準偏差は 7 %以下（n = 5）となり、検体間で
の脂肪酸組成の差異を評価するにあたって十分な再現性を得ることができた。以上のように、本
手法により、わずか 1 µlの血清に含まれる EPA や DHA などの PUFA 成分の化学組成を約 30分と
いう比較的短時間で簡便に分析することを可能にした。 
さらに、この方法論に、初年度に開発した 2段階式の反応熱分解を採用することにより、脂肪

酸類を形態別に検出することも試みた。上述したように、反応試薬としてステップ 1では、遊離
脂肪酸のメチル化のみを引き起こす酢酸テトラメチルアンモニウム（TMAAc）を、また、ステッ
プ 2 ではエステル結合の加水分解とそれに引き続くメチル化反応の双方を誘起できる水酸化テ
トラメチルアンモニウム（TMAH）を選択した。その結果、糖尿病のマーカーとして利用が期待さ
れる、遊離型の脂肪酸成分をエステル型の成分を区別して、検出することに成功した。さらに、
得られたピーク面積を基にして、一連の脂肪酸成分を形態別に定量することも可能になった。 

 

図 4 血清試料のクロマトグラム 
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