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研究成果の概要（和文）：トランス脂肪酸を分析するための公定法は既に定められているが，試料の前処理およびGC測
定に時間を要する欠点がある。そこで，前処理の改良さらには高速GCを適用することによる迅速化を目指した。得られ
た成果としては，室温で約10分反応させるのみでGCへ直接注入が可能なメチルエステル化剤を見出し，高極性イオン液
体のカラムを用いた高速GCと組み合わせることで，迅速なトランス脂肪酸測定法の開発に成功した。国内の市場で流通
している様々な食用油脂の市販調査を行った結果，トランス脂肪酸含量は過去の報告と比較して明確に減少しており，
流通している食品中のトランス脂肪酸の低減化は順調に進行していることが裏付けられた。

研究成果の概要（英文）：A simple and rapid methyl esterification technique for edible oils and a high-thro
ughput procedure for the separation and quantification of fatty acid methyl esters including cis/trans iso
mers by fast GC using a highly polar ionic liquid column have been established. The developed method was s
uccessfully applied to the determination of trans fatty acid contents in commercially available edible oil
s, such as margarine, fat spread, shortening, olive oil, rapeseed oil, salad oil, and sesame oil. Combinin
g the developed methyl esterification and fast GC techniques reduced the time required for the analysis of
 one edible oil specimen to less than 30 min; thus, the analysis time was shortened substantially to less 
than one-third that required in the existing official methods such as those of AOCS and JOCS. The contents
 determined by the developed method agreed with those determined by the existing official methods, thus co
nfirming the reliability of the fast GC method.

研究分野：

科研費の分科・細目：

農学

キーワード： 食品分析　トランス脂肪酸　クロマトグラフィー　高速GC　メチルエステル化　質量分析

農芸化学　食品化学
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１．研究開始当初の背景 
近年、トランス脂肪酸の摂取がもたらす人

体への悪影響について多数報告されている。
トランス脂肪酸の過剰な摂取は、悪玉コレス
テロールとも呼ばれる LDL コレステロール
の増加につながり、冠状動脈性心疾患のリス
クを高めることが懸念されている。日本では
諸外国と比較して、食生活におけるトランス
脂肪酸の平均摂取量は低いため健康への影
響は少ないとされるが、食の欧米化が進み、
とりわけ成年男性では肥満率が大幅に増加
している現状を考慮すると、決して無関係と
はいえない。アメリカやカナダをはじめとす
る世界各国において、食品にトランス脂肪酸
の含量を表示することが義務づけられてお
り、また、その摂取を低減するための取り組
みが進められている。しかしながら、厳格な
法規制を行うためには、科学的な根拠はもち
ろんのこと、信頼性の高い分析法もまた必要
不可欠である。 
トランス脂肪酸の測定には、ガスクロマト

グラフィー（GC）あるいは赤外分光（IR）
法が利用されている。IR 法は孤立トランス二
重結合を検出する方法であり、前処理などが
非常に簡便で迅速に孤立トランス脂肪酸の
総量を測定可能といった長所を有するもの
の、一方で、検出感度が低く、また、総量の
みの測定であり、炭素鎖長やトランス二重結
合の位置・数に関する情報は得られないなど
の短所を有している。一方で、GC 法では、
トランス脂肪酸を測定する際の公定分析法
として、アメリカでは公的分析化学者協会
（AOAC）による AOAC 996.06、アメリカ
油化学会（AOCS）による AOCS Cs 1f-96 や
Ce 1h-05 などが、また、我が国では日本油化
学会（JOCS）による基準油脂分析試験法 暫
17-2007（その後、2013 年に暫定法から一般
試験法 2.4.4.3-2013 に格上げされた）などが
挙げられるが、これらではガスクロマトグラ
フィー－水素炎イオン化検出法（GC–FID）
を利用している。しかしながら、炭素鎖の長
さ、二重結合の数およびその位置を考慮する
と、トランス脂肪酸の種類は膨大である。加
えて、標準品もほとんど整備されておらず、
市販されていない。ましてや、一次標準測定
法の 1 つである同位体希釈質量分析法
（IDMS）による厳密な測定は、現状では不
可能である。 
また、GC による分析の際には、高極性カ

ラムを用いて cis/trans 異性体の分離を行っ
ているが、このような特殊なカラムを用いて
も分離は不完全であり、また、GC の検出器
に質量分析計（MS）を用いても位置異性体
である cis 体と trans 体では分子量が等しい
ため、同定することが困難である。高極性カ
ラムの場合、二重結合数が多い異性体の保持
が強くなり、同一炭素数の異性体溶出時間範
囲が広がり、より炭素数の大きな飽和成分、
二重結合が 1ヵ所の異性体と保持時間が重な
り、分離を阻害する要因の 1つとなる。なお、

天然の炭素数 18 の不飽和脂肪酸は 9 位付近
に二重結合を持つ成分が多く見られるが、水
素添加により二重結合位置が移動するため、
硬化油では広い範囲に分布する。二重結合位
置が 9位から離れる成分ほど確率論的に量は
減少するが、メチル基末端側に二重結合を有
する trans 体とカルボキシル基側に二重結合
を有する cis 体が分離できないため、存在比
によっては定量値の誤差が大きくなる。さら
には、GC による分離後の検出に公定法では
FID が利用されているが、得られる定量値は
感度係数により補正したあくまで概算値で
あり、必ずしも精確な値ではない。事実、ト
ランス脂肪酸の情報開示に関する指針（消費
者庁）で許容される誤差範囲は、分析精度に
ばらつきがあることを理由に、プラス 20%と
極めて大きな値が設定されているゼログラ
ム表示についても、原則として、食品 100 g
当たりの含有量が 0.3 g である場合にはゼロ
グラムと表示しても差し支えないとしてい
る。このようなことからも、トランス脂肪酸
分析の分析精度をさらに高めることは重要
であり、必要に応じては公定分析法の改訂も
求められることとなる。 
また、トランス脂肪酸による心臓疾患のリ

スクの大きさは二重結合の位置によって異
なるものと推測されている。乳脂肪などの天
然油脂とマーガリンやショートニングなど
の加工油脂では、含有するトランス脂肪酸の
位置異性体の組成が異なることから、これま
でのようにトランス脂肪酸の総量ばかりで
はなく、それぞれの位置異性体を定量的に評
価することが重要視されてきている。しかし
ながら、油脂を構成する多種多様な脂肪酸を
分離分析するのは非常に困難であり、新たな
分析法の開発が求められている。 
 
２．研究の目的 
食品からの過剰摂取が問題となっている

トランス脂肪酸を測定するための公定法は、
これまでに国内外で定められているが、トラ
ンス脂肪酸の種類が膨大なこともあり、必ず
しも精確な分析法は確立されていない。本研
究では、第 1 に、現行の公定分析法よりも迅
速で高精度な分析法を確立することを目指
す。さらには、トランス脂肪酸の総量のみで
はなく、位置異性体ごとの含有量を定量する
ことが可能な分析法の開発に着手する。そし
て、現行の公定法との比較を行うことで、そ
の整合性をはじめて明らかにする。さらには、
実試料中に含まれるトランス脂肪酸の位置
異性体ごとの含有量を明確にし、過剰摂取と
の関連が指摘されている心臓疾患のリスク
評価などに役立てることを目指す。 
 
３．研究の方法 
高速 GC–FID および通常の GC–FID 測定

には Agilent 7890A GC（アジレント・テク
ノロジー製）を使用した。 
高速 GC 測定の際には、SLB-IL111（75 m 
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× 0.18 mm i.d., 膜厚 0.18 μm; スペルコ製）
をカラムに用いた。キャリアガスにはヘリウ
ムを用い、流速を 1.5 mL/min に設定した。
カラム温度は 171°C に設定し、恒温分析によ
る測定を行った。注入口および検出器の温度
は 250°C に設定した。試料注入量は 0.5 μL、
スプリット比は 50:1 である。 
通常の GC 測定の際には、SP-2560（100 m 

× 0.25mm i.d., 膜厚 0.20 μm; スペルコ製）
をカラムに用いた。カラム温度は 180°C に設
定し、恒温分析による測定を行った。試料注
入量は 1 μL、スプリット比は 100:1 であり、
その他の測定条件は高速 GC の際と同じ条件
である。 
 
４．研究成果 
(1)油脂試料の新規前処理法の開発と迅速化
などに関する検討 
食品中に含まれるトランス脂肪酸の分析

には基準油脂分析試験法（JOCS 法）や AOCS
法などの公定分析法が広く用いられている
が、これらの方法では試料の前処理（メチル
エステル化）および GC–FID による測定に時
間を要するといった欠点がある。そこで、本
研究では、メチルエステル化法の改良および
メチルエステル化に替わる新規誘導体化法
の開発、さらには高速 GC を適用することに
より、脂肪酸類の測定の大幅な迅速化を目指
した。 
本研究により得られた成果としては、試料

の誘導体化法を改良し、メチルエステル剤と
して、従来用いられている BF3-メタノールに
替え，3-(Trifluoromethyl)phenyltrimethyl- 
ammonium hydroxide (m-TFPTAH)を適用
することより、室温で約 10 分反応させるの
みで GC への直接注入が可能な効果的なメチ
ルエステル化剤を見出し、非常に簡便な前処
理を実現した（図 1）。 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
図 1 m-TFPTAH によるメチルエステル化
反応のタイムコース 
 
また、m-TFPTAH による誘導体化ばかり

ではなく、脂肪酸試料のメチルエステル化に
替わる新規誘導体化に関する検討を行った。
様々な方法を検討した結果、2-アミノ-2-メチ
ルプロパノールを利用したジメチルオキサ
ゾリン誘導体化法は、GC の検出器に MS を
用いることで脂肪酸の不飽和位に関する情
報まで得られるなど、優れた誘導体化法であ
ることが確認された。しかしながら、BF3-メ
タノール法などと比較して、誘導体化に要す

る反応時間、反応率、加熱温度の高さやその
他の操作が非常に困難であり、飽和脂肪酸や
トランス脂肪酸などの定量に適用には至ら
ず、今後、さらなる検討および改良が必要で
ある。 
さらには、GC ばかりではなく、脂肪酸分

析を目的とした LC/MS 測定用のブロモキノ
リン誘導体化試薬の開発に成功している。こ
れにより、LC/MS 測定における検出感度を
向上させるばかりではなく、脂肪酸の同定能
力を高めることが可能であった。だが、残念
なことに、食品中に多く含まれている炭素鎖
が長い脂肪酸（炭素数が 16～18 個程度）の
分析に適用することは、LC による異性体分
離の観点からも困難であり、研究期間内に測
定法の確立には至らなかった。しかしながら、
開発した誘導体化試薬は、以下の成果の一部
に応用することが可能であったことを付け
加えたい（Y. Mochizuki, S. Inagaki et al., J. 
Sep Sci. 36 (2013) 1883.）。 
 
(2) 高極性イオン液体のカラムを利用した高
速 GC による食用油中トランス脂肪酸の迅速
な分析 

m-TFPTAH によるメチルエステル化を高
極性イオン液体のカラム（SLB-IL111）を使
用した高速 GC と組み合わせることで、脂肪
酸メチルエステル類の cis/trans 異性体を含
む分離を達成することに成功した。図 2 にク
ロマトグラムの一例を示す。なお、これは従
来のシアノプロピルシロキサンを固定相と
したカラム（SP-2560 や CP-Sil 88 などが代
表的）を用いた際よりも迅速な分離が達成さ
れており、既存の方法よりも迅速なトランス
脂肪酸測定法を開発することに成功した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 高速 GC による脂肪酸メチルエステル
類の迅速分析 
 
本研究で開発した高速 GC 法による定量値

は既存の公定法とほぼ同等であり、また、再
現性も良好であった。高速 GC 法における 1
検体の測定に要する時間は、メチルエステル
化の操作を含めて 30 分以内であり、従来の
方法と比較して 3 分の 1 以下と大幅に時間を
短縮することが可能であった。高速 GC 測定
における脂肪酸メチルエステル類のピーク
面積は、広い濃度範囲で良好な直線性を示し、
また、検出感度も実試料の測定に十分耐えう
るものであった。 
図 3 に、一例として、ショートニングおよ

びファットスプレッドの測定を行った際の
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表 1 AOCS, JOCS および高速 GC 法による食用油中トランス脂肪酸 

含量の比較 

 トランス脂肪酸含量（g/100 g, mean ± SD, n = 3） 

 AOCS JOCS 高速 GC 

ナタネ油 

オリーブ油 

サラダ油 

ゴマ油 

ショートニング 

ファットスプレッド 

マーガリン 

2.440 ± 0.030 

0.561 ± 0.003 

2.100 ± 0.010 

0.924 ± 0.019 

1.370 ± 0.020 

0.710 ± 0.010 

1.840 ± 0.030 

2.530 ± 0.010 

0.571 ± 0.005 

2.080 ± 0.030 

0.875 ± 0.015 

1.400 ± 0.010 

0.743 ± 0.005 

1.900 ± 0.050 

2.560 ± 0.020 

0.534 ± 0.013 

2.080 ± 0.010 

0.866 ± 0.004 

1.350 ± 0.010 

0.720 ± 0.011 

1.850 ± 0.050 

    
 

クロマトグラムを示す。 
 

図 3 高速 GC 法および既存の公定法による
食用油中トランス脂肪酸の分析 
（A–C）ショートニング、（D–F）ファットス
プレッド 
 
高速 GC 法により得られたトランス脂肪酸

含量について、JOCS 法および AOCS 法によ
る値と比較したところ、ほぼ同等の値を得る
ことが可能であった（表 1）。 
これらの結果から、高速 GC 法は、食品中

のトランス脂肪酸分析に有効であり、非常に
簡便でかつ信頼性が高い分析法であると判
断された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、実際に、開発した方法により、国

内の市場で流通しているマーガリンやファ
ットスプレッド、ショートニング、サラダ油、
ナタネ油、ゴマ油、オリーブ油など様々な食
用油脂の市販調査を行った。 
その結果、食用油中のトランス脂肪酸含量

は過去の報告と比較して明確に減少してい
た。その要因として、油脂の製造工程でトラ
ンス脂肪酸が生じる部分水素添加に替わる
技術の実用化をはじめとする食用油脂を製
造する企業の自主的な努力が挙げられる。本
研究による調査結果は、現在、国内で流通し

ている食用油脂中のトランス脂肪酸の低減
化が順調に進行していることを裏付けるも
のであった。 
本研究により開発された方法は、今後、油

脂製品の品質管理や我々の日常におけるト
ランス脂肪酸摂取の迅速なスクリーニング
などに活用されることが期待される。 
これらの成果は、研究期間内に学術論文と

して掲載されることはかなわなかったが、現
在、投稿中であり、2014 年中の受理および
掲載が見込まれることを付け加えたい。 
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