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研究成果の概要（和文）：水産物の品質は様々な指標によって評価されているが、水産物は酸化

し易い高度不飽和脂肪酸を多く含むことから、この酸化物に由来する物質を指標とすれば、正

確な評価が期待できる。本研究は脂質酸化物の一つであるアルデヒド類に注目し、蛍光-高速液

体クロマトグラフィー(HPLC)で分析する方法を開発する。また、品質指標は可視化されると汎

用性が高いため、この HPLC での技術を応用し目視で判断できる簡易的な方法を開発する。 

 

研究成果の概要（英文）：The quality of the marine product is estimated by various indicator. Since a 

marine product contains many poly unsaturated fatty acids which oxidize easily, the substance resulting 

from oxidized lipid will exactly evaluate quality of a marine product. This research develops the 

procedure of analyzing with a fluorescence-high liquid chromatography (HPLC) for the aldehyde which 

are one of the lipid oxides. Moreover, this research develop the simple procedure of visualized aldehyde 

applying the technology in this HPLC. 
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１． 研究開始当初の背景 

一般に水産物の品質評価法の一つと
して、ATP 関連物質の分解を測定した K

値が使用されているが、これは死後の経
過を客観的に見る指標であり、生存中の
魚体の健康状態を評価しているもので
はない。生存中の魚体の健康状態が、死
後の品質に影響を与えるため、それらを
評価する手法が必要である。K 値だけで
判断する品質評価に加え、新規の評価法

が必要不可欠であり、これを利用するこ
とにより、水産物の正確な品質評価が可
能となる。本研究では、水産物の特徴で
ある高度不飽和脂肪酸を多く含む脂質
が酸化することによって生じるアルデ
ヒド類に着目する。特に不飽和脂肪酸の
酸化より生じる 4-hydroxy-2-alkenals が
食品化学だけではなく生化学分野から
も注目されている。これらには、n-6 系
不飽和脂肪酸より生じる 4-hydroxy- 
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2-nonenal (HNE)、 n-3 系不飽和脂肪酸よ
り生じる 4-hydroxy-2-hexenal (HHE)が代
表的なアルデヒドである。現在、これら
の ア ル デ ヒ ド は 2,4-dinitrophenyl- 

hydrazine で誘導体化し紫外可視検知器
を搭載した HPLC による分析、または、
HNE、HHE 抗体による分析が行われて
いる。しかし前者においては誘導体化処
理が煩雑で、紫外可視による検知のため
感度が低く、他のアルデヒドとの区別が
難しい。また、後者はターゲットを絞る
ことは可能であるが、抗体作成のための
煩雑さや、作成にあたってのコストが高
いため汎用性が低いなどの短所が挙げ
られる。 

本研究では、水産物中のアルデヒド類
をより感度の高い蛍光試薬で修飾し高
速液体クロマトグラフィー(HPLC)によ
る分離を行う。また、HPLC による検出
だけではなく、この技術を応用し迅速・
正確に目視で判断できる簡易的な方法
を開発し、水産現場での応用を目指す。
この技術を利用し、生魚の健康状態なら
びに水産物の保蔵中における HHE 含量
の変化を測定し、他の健康評価指標なら
びに品質評価法との相関性を検証する
ことによって新規の水産物の品質指標
への提案を行う。 

 

２．研究の目的 

水産物の品質は様々な指標によって
評価されているが、水産物は酸化し易い
高度不飽和脂肪酸を多く含むことから、
この脂質の酸化物に由来する物質を指
標とすることによって、正確な評価が期
待できる。本研究は脂質酸化物の一つで
あるアルデヒド類に注目するが、化学的
に不安定でかつ微量であることから正
確な分析が難しい。そこで、水産物中の
アルデヒド類を蛍光物質で修飾し高速
液体クロマトグラフィー(HPLC)で分析
する方法を開発する。また、品質指標は
可視化されると汎用性が高くなる。この
HPLC での技術を応用し目視で判断でき
る簡易的な方法を開発し、水産現場での
応用を目指す。 

 

３. 研究の方法 

(1) アルデヒドの分析条件の検討 

① 蛍光試薬の検索 

アルデヒドの分析は様々な方法が用
いられているが、本研究では蛍光標識に
よるアルデヒドの分析を試みる。ここで、
ホルムアルデヒドやアセトアルデヒド
の蛍光標識分析について多くの報告が
あり、これらの報告を参考に HHE と高
い反応性を持つ蛍光物質を検索する。 

② 蛍光標識化アルデヒドの分析条件
の検討 

試料中には様々なアルデヒドが混在
しているため、標識化操作によって様々
な蛍光化アルデヒドが存在する。これを
分析するために、蛍光検知器を接続した
HPLC を使用するが、その分離条件につ
いて検討する。特に HHE に注目し他の
アルデヒドの分離ならびに検出を目指
す。 

③ HHE の簡易分析法の開発 

上述の①、②の方法で開発された技術
を参考に簡易分析法の開発を行う。上述
の HPLC を主体とした分析方法は、高精
度の分析は可能であるが、一度に一試料
の分析しか行うことができず、高額で、
専門知識を必要とし、有機溶媒などの使
用を必要とする。従って、即時性ならび
に安全性が要求される水産現場には不
向きであることから、新たな簡易的な方
法が要求される。本研究では、薄層クロ
マトグラフィー(TLC)を利用した、多検
体分析に対応する方法を開発する。 

(2）アルデヒドを指標とした生魚の健康評価 

① 人為的ストレス負荷魚の評価 

人為的に酸化ストレスを与えたコ
イ（肝臓疾患を誘因する四塩化炭素
の投与）におけるアルデヒド量の変
化を観察し、健康指標の基準を作成
する。 

② 自然発生した病魚の評価 

養殖現場にて発生した病魚をサン
プリングしアルデヒド含量の測定を
行い、その指標の有効性を検証する。 

③ 生体内構成成分への影響の評価 

脂質酸化、ヒドロキシ脂質、脂肪酸
組成、脂溶性ビタミン、アミノ酸、
核酸関連物質などの分析を行い、ア
ルデヒドとの関連性について考察し、
新たな健康指標を提案する。 

(3) アルデヒドを指標とした加工品の評価 

海藻食品・発酵食品に着目し HHE を
利用した品質評価を行う。また、HHE

の分析に限定せず、エキス成分に含まれ
るアミノ酸、核酸関連物質、有機酸など
の成分も同時に測定し、総合的に品質評
価を行い HHE の品質評価指標としての
有効性を検証する。  

 

４．研究成果 

(1) アルデヒドの分析条件の検討 

① 蛍光試薬の検索 

本研究では蛍光標識によるアルデ
ヒドの分析を試みた。なお、着目す
るアルデヒドとして水産物に多く含
まれる n-3 系脂肪酸の酸化によって
生じる 4-hydroxy-2-hexenal(HHE)に注



図 1. CHD-アルデヒドのHPLCクロマト 

目し、既報の dansylhydrazine など 4

種の蛍光試薬を検討した結果、
1,3-cyclohexanedione (CHD)による蛍
光標識による分析が最適であった。 

② 蛍光標識化アルデヒドの分析条件 

蛍光標識化された CHD-アルデヒ
ドを HPLC によって分離する方法を
検討した結果、汎用の ODS カラムを
利用した逆相 HPLC により分離が可
能となり、HHE をはじめとして、ホ
ルムアルデヒド、アセトアルデヒド、
プロパナールなど主要なアルデヒド
の分離分析が可能となった。（図 1） 

③ HHE の簡易分析法の開発 

この HPLC の条件を参考にし、ア
ルデヒドの可視化ならびに簡易的な
分析方法を検討した結果、薄層クロ
マトグラフィー(TLC)の利用が有効
であった。TLC 法は、安価、同時に
多検体の分析が可能であり、目視で
の判定が可能である。はじめに、TLC

の固定相を検討した結果、HPLC では
逆相クロマトでの分離が最適であっ
たが、TLC 法では順相シリカゲルに
よる分離が最適であり、分析コスト
も安価となった。また、可視化の観
点から、CHD-アルデヒドの励起なら
びに蛍光波長はそれぞれ、385 nm、
450 nmであることから、汎用的な UV

照射ランプ（励起波長 350 nm）の照
射によって、450 nm の蛍光が確認さ
れ、無色であるアルデヒド類が蛍光
標識により可視化された。（図 2） 

(2）アルデヒドを指標とした生魚の健康評価 

① 人為的ストレス負荷魚の評価 

コイに四塩化炭素を腹腔内に注射
することにより人為的にストレスを
与えた。四塩化炭素の投与によって、
肝臓の脂質含量の増加、過酸化物価
の上昇、我々がストレス指標として
使用している脂質酸化物由来のヒド
ロキシ脂質の増加がそれぞれ確認さ
れた。この結果は、既報と同様な結
果を示した。そして、今回着目して
いるHHEも有意に増加したことから、

新たな指標となり得ることが示唆さ
れた。また、同時に分析可能な他の
アルデヒドについて検討したところ
ストレスによるHHEの増加はプロパ
ナールとの相関性が高かった。 

 

② 自然発生した病魚の評価 

養殖現場で発生した病魚をサンプ
リングし、人為的酸化ストレスモデ
ルと同様にアルデヒドの分析を行い、
病気の種類、魚種との関連性につい
て検討した。今回分析した魚種なら
びに病気の種類は、トラフグ（ピセ
リオ、トリコディナの寄生虫に感染）、
ヒラメ（連鎖球菌に感染）、ブリ（黄
疸菌に感染）、カンパチ（類結節症原
因菌に感染）について分析を行った。
この結果、魚種ならびに病気の種類
に関係なく、四塩化炭素の投与と同
様に病気魚の肝臓中のHHEならびに
プロパナールが増加したことから、
これらの指標はストレスに反映する
ことが示唆された。 

③ 生体内構成成分への影響の評価 

アルデヒドの生成は、臭いなどの
品質劣化を引き起こすだけではなく、
他の生体内構成成分にも影響をおよ
ぼす。そこで、その影響について考
察する必要があるため、上記①②の
実験について、アルデヒド以外の他
の成分を検討した結果、タンパク加
水分解由来のアミノ酸の減少が確認
された。 

(3)アルデヒドを指標とした加工品の評価 

海苔の等級格付けは専門の海苔検査委員
による「目利き」ならびに｢食味検査」によ
る官能評価によって評価されている。この
評価によって分別された海苔の品質評価を
アルデヒド、特に HHE を指標とした場合、

図 2. CHD-アルデヒドの TLC 



高品質の海苔は HHE の値が低かった。他の
成分においては、核酸関連物質、α-Toc、EPA

の含量が高い値を示し、海苔の品質と相関
していた。また、発酵食品として、「くさや」
について分析を行ったところ、HHE が高含
量含まれていた。 

＜総括＞ 

水産加工品の品質評価においては、品質劣
化に伴う脂質酸化によって生成される二次
酸化物のアルデヒド類に着目した。特に不飽
和脂肪酸より生じ反応性が著しく高い HHE

に注目し、分析方法の確立およびこれらを指
標とした水産加工品の簡易的な品質評価法
の提案を行った。さらに、本方法を指標とし
て水産加工品の高品質化を目指した様々な
水産加工品の製造方法・処理方法についての
提案を行った。今後は生魚の健康状態の評価
への応用を目指しているが、本研究では、生
魚の健康状態を評価する際、代謝活性の高い
肝膵臓を利用していたが、この方法では簡易
性は乏しく、健康状態の経時的な変化を観察
することはできない。そこで、血液を利用し
た簡易評価法の開発を行う。 
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