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略号 

SFC ; Supercritical fluid chromatography 

SFC/MS ; Supercritical fluid chromatography/mass spectrometry 

SFC/QqQ MS ; Supercritical fluid chromatography/triple quadrupole mass spectrometry 

GC/MS ; Gas chromatography/ Mass spectrometry 

LC ; Liquid chromatography 

LC/TOF MS ; Liquid chromatography/time of flight mass spectrometry 

LC/QqQ MS ; Liquid chromatography/ triple quadrupole mass spectrometry 

MRM ; Multiple reaction monitoring 

CID ; Collision Indusion Detection  

CP ; Chloropropanol 

CPFAE ; Chloropropanol fatty acid ester 

MAG ; Monoacylglycerol 

DAG ; Diacylglycerol 

TAG ; Triacylglycerol 

ODS ; Octa Decyl Silyl  

POHCl ; rac-1-palmitoyl-3-chloropropanediol 

OHPCl ; rac-2-palmitoyl-3-chloropropanediol 

PClOH ; rac-1-palmitoyl-2-chloropropanediol 

OOHCl ; rac-1-oleoyl-3-chloropropanediol 

OHOCl ; rac-2-oleoyl-3-chloropropanediol 

OClOH ; rac-1-oleoyl-2-chloropropanediol 

PPCl ; rac-1,2-di palmitoyl-3-chloropropanediol 

PClP ; 1,3-di palmitoyl-2-chloropropanediol 
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OOCl ; rac-1,2-di oleoyl-3-chloropropanediol 

OClO ; 1,3-di oleoyl-2-chloropropanediol 

PLCl ; rac-1-palmitoyl-2-linoreoyl-3-chloropropanediol 

PSCl ; rac-1-palmitoyl-2-stearoyl-3-chloropropanediol 

OLCl ; rac-1-oleoyl-2-linoreoyl-3-chloropropanediol 

PPCl-d5 ; rac-1,2-di palmitoyl-3-chloropropanediol-d5 

POCl ; rac-1-palmitoyl-2-oleoyl-3-chloropropanediol 

SOCl ; rac-1-stearoyl-2-oleoyl-3-chloropropanediol 
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第一章. 緒論 

1-1. はじめに 

 本章では，本研究の背景，目的について述べる．まずはじめに，パーム油脂

及び分析対象化合物であるクロロプロパノール脂肪酸エステルの概論について

述べる．本概論の中で，クロロプロパノール脂肪酸エステルがなぜ注目されて

いるのかについても併せて解説する．続いて，クロロプロパノール脂肪酸エス

テルに関する研究の現状，及び問題点について述べ，最後に，本研究の目的を

説明する． 

 

1-2. パーム油脂 

ヤシ科アブラヤシ属に属するギニアアブラヤシ (Elaeis guineensis)，アメリカ

アブラヤシ (Elaeis oleifera）の果実には脂質が豊富に含まれており，それらを搾

油することによって得られる油脂がパーム油脂である．パーム油脂の主要構成

脂肪酸は，オレイン酸，パルミチン酸，リノール酸，ステアリン酸の 4 種であ

り，その割合は表 1 の通りである．また，飽和脂肪酸が約 49% 含有されてお

り，融点が高く常温で固体である (1)． 

 

 

表 1  パーム油脂中の構成脂肪酸 

構成脂肪酸 (%) 

パルミチン酸 43.5 

ステアリン酸 4.3 

オレイン酸 36.6 

リノール酸 9.1 
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パーム油脂は，分別や硬化等の加工工程を経ることで，融点や結晶性等の物

性を任意に変化させることができる．そのためパーム油脂は，石鹸や潤滑油等

の工業用途だけでなく，フライ油，マーガリン，ショートニング，チョコレー

ト用油脂等の食用油脂としても利用されている．そのためパーム油脂は，2013-14

年では全世界で 5800 万トン生産され，現在世界で最も生産されている油脂源と

なっている (2) (表 2) 

 

 

表 2  主要油脂の生産量 

2008/09 2009/10 2010/11 2011/12 2012/13 2013/14

パーム油 44586 46421 49516 52466 55947 58462

大豆油 35997 38866 41345 42215 42140 43782

菜種油 21412 23958 24059 24434 25035 25687

ひまわり油 12818 12631 12400 15259 13571 15637

綿実油 4822 4451 4793 5146 4994 4860

落花生油 4313 4134 4270 4098 3856 4107

とうもろこし油 2305 2389 2526 2690 2898 2999

オリーブ油 2888 3298 3384 3630 2586 3440

ヤシ油 3099 3621 3090 3123 3451 3210

(千トン)  

 

 

搾油されたパーム油脂はカロテノイドを豊富に含んでおり，そのままでは食

用に適さない．そのため搾油されたパーム油脂 (パーム原油 ; Crude Palm Oil) 

は精製工程を経ることで，その商品価値を高めている (図 1)．パーム油の精製

工程は主に脱ガム，脱酸，脱色，脱臭の 4 つの操作にて構成されている (3) (図 

2)．まず脱ガム操作では，搾油された Crude Palm Oil を 60℃ に加温した後，

リン酸等の酸を加え撹拌を行う．撹拌後，温水を添加し Crude Palm Oil を洗浄

する．本操作により，リン脂質やテルペノイドから成る不ケン化物が除去され

る．続く脱酸操作では，アルカリを用いて油脂中に存在している遊離脂肪酸を
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石鹸にし，油脂から除去する．脱色操作では，活性白土を用いて油脂中の色素

成分を除去する．パーム油脂はカロテノイドを豊富に含んでいる為，搾油直後

の色調は赤い．脱色操作ではこのカロテノイドを油脂から除去する．最後に脱

臭操作では，減圧，高温下においた油脂に水蒸気を吹き込み，脱酸操作で取り

除けなかった遊離脂肪酸や香気成分の除去を行う．一般的な脱臭操作時の脱臭

装置内の圧力は 2-5 mmHg 以下であり，温度は 230-260℃とされている (3-5)．

以上の精製工程を経ることで品質が安定し，無味・無臭の良質なパーム油脂を

得ることができる． 

 

 

図 1  精製前後でのパーム油脂の外観 

 

 
図 2  パーム油脂の精製工程 
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1-3. クロロプロパノール脂肪酸エステル 

クロロプロパノール脂肪酸エステル (Chloropropanol Fatty Acid Ester ; CPFAE) 

とは，3-chloropropane-1,2-diol (3-MCPD)， 2-chloropropane-1,3-diol (2-MCPD)，

1,3-dichloropropanol (1,3-DCP)， 2,3-dichloropropanol (2,3-DCP) に脂肪酸が 1 つな

いし 2 つエステル結合した化合物である (図 3)．CPFAEs の脂肪酸が結合して

いない Chloropropanol (CP) については，1970 年代に植物性たん白を塩酸で加水

分解して製造されるたん白加水分解物 (Hydrolyzed Vegetable Protein) において

その存在が確認された (6)．これは、原料である植物性たん白中のリン脂質等の

残存脂質が，塩酸と高温で反応して生成されることが知られている (6)．この製

造工程において 3-MCPD の他にも，1,3-DCP も微量ではあるが生成される．こ

のように，CP については過去から一部の食品中でその存在が確認されていた．

そして 2007 年，ドイツ連邦リスク評価研究所 (Bundesinstitut für Risikobewrtung; 

BfR) はパーム油脂を原料にした育児粉乳中に， 3-MCPD 脂肪酸エステル及び

その位置異性体である 2-MCPD 脂肪酸エステルが存在していると報告した (7)．

各食用油脂中の CPFAEs をモニタリングした結果，CPFAEs は精製パーム油脂

中に比較的高い濃度で存在していることが明らかになった (表 3) (8-12)． 

併せて，CPFAEs の毒性に関する研究も行われた．Liu らはパルミチン酸が一

つ，ないし二つ結合した CPFAEs をマウスに経口摂取させ CPFAEs の毒性評

価を行った．その結果，パルミチン酸が一つ結合した CPFAEs の LD 50 は 

2676.81 mg/kg とされ，パルミチン酸が二つ結合した CPFAEs の場合は， LD 50 

は 5000 mg/kg と結論付けた (13)．このように，一部の研究グループが CPFAEs 

の毒性に関する研究を行っているが (14, 15)，現在ある報告のみで CPFAEs の

毒性に関する評価を結論付けるには知見が少ないとされており，後述する 

CODEX や EFSA が CPFAEs に関する研究を推奨しているのが現状である． 
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図 3  CPFAEs の構造 

 

表 3  各食用油脂に存在している CPFAEs 量 (9) 

  
試料 

点数 

定量限界 

未満の点数 
最小値 最大値 平均値 

パーム油 5 0 2.8 3.8 3.3 

亜麻仁油 1 1 < 0.3 < 0.3 0.0 

オリーブ油 5 5 < 0.3 0.4 0.1 

エキストラバージンオリーブ油 5 2 < 0.3 < 0.3 0.0 

ココヤシ油 3 3 < 0.3 0.3 0.2 

ごま油 20 20 < 0.3 < 0.3 0.0 

こめ油 24 0 0.3 1.0 0.5 

紅花油 4 3 < 0.3 0.3 0.1 

大豆油 3 3 < 0.3 < 0.3 0.0 

とうもろこし油 12 8 < 0.3 0.9 0.2 

菜種油 4 4 < 0.3 < 0.3 0.0 

ひまわり油 4 4 < 0.3 < 0.3 0.0 

     
(mg/kg) 
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本報告を受けて，CODEX 委員会食品汚染物質部会は 2008 年，3-MCPD 脂肪

酸エステルを汚染物質及び毒素の優先評価リストに掲載することで合意した 

(16)．一方，EFSA (European Food Safety Authority) 科学委員会は 2009 年，3-MCPD 脂

肪酸エステルに関する調査研究を共有するためにデータベースを開設した．さ

らに CPFAEs のヒトの健康に対するリスク評価を行う為に， 3-MCPD 脂肪酸エ

ステルに関する動態研究を推奨している (17)．日本国内においても，農林水産

省が食品安全行政を推進するうえで必要な基礎的知見を充実するため，食品中

の 3-MCPD 脂肪酸エステルの低減法開発及び食品中の 3-MCPD 脂肪酸エステ

ルの分析法開発に関する研究の推進を求めている (18)．以上のように，食品中

の CPFAEs 量の規格化を念頭に置いた措置が，日本を含めた世界各国で実施さ

れている．CPFAEs に関する規格が設定される前に，食品中，特にパーム油脂

中の CPFAEs の実態把握及び低減法開発が求められた． 

 

1-4. これまでの CPFAEs に関する研究とその課題 

これまでに多くの研究グループが，CPFAEs に関する研究を行ってきた．

Franke らは，CPFAEs の一種である 3-MCPD 脂肪酸エステルは，パーム油脂

精製工程中で高温，真空化で水蒸気蒸留を行う脱臭操作にて主に生成されるこ

とを見出した (19)．さらに，3-MCPD 脂肪酸エステルは，脂質を塩素化合物と

共存させ，高温に供することで生成することが明らかになった (20-23)．一方で 

Nagy らは，パーム原油中には CaCl2, MgCl2, FeCl2, FeCl3 といった無機塩素化合

物のほかに，様々な有機塩素化合物が存在していると報告している (24)．以上

の研究の結果から，CPFAEs は食用油脂の製造工程中で生成し，さらに CPFAEs 

は脂質と塩素化合物が高温条件下で反応することによって生成することが明ら

かになった． 
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上記の結果を踏まえて，Crude Palm Oil から塩素化合物を取り除くことにより，

生成する CPFAEs 量の低減が試みられた．Matthäus ら (25) 及び Craft ら (26) 

は，Crude Palm Oil を精製工程に供する前に，水もしくはエタノールでパーム原

油を洗浄することで，Crude Palm Oil 中に存在している無機塩素化合物または親

水性の有機塩素化合物の除去を行った．Crude Palm Oil の洗浄の結果，精製工程

後に生成する CPFAEs 量は，洗浄を実施しない場合と比較して約 20-30% 減少

した．このように，塩素化合物の除去による CPFAEs 低減は一定の効果を示し

たが，さらなる低減を実現するためには，塩素化合物の除去とは異なる思想の

手法による低減が必要であった．そのためには，CPFAEs の前駆体の把握，及

び CPFAEs に至るまでの生成機構に関する詳細な知見を得ることが求められ

た． 

CPFAEs の生成に関しては，これまで複数の報告が存在する．清水らは，mono 

acyl glycerol (MAG)， di acyl glycerol (DAG)， tri acyl glycerol (TAG) の各脂質に

塩素化合物として Tetra butyl ammonium chloride を添加し 240℃で加熱後，生成

した CPFAEs の定量を GC/MS にて実施している (21)．ただし本研究では，分

析前に CPFAEs に結合している脂肪酸を加水分解し，遊離した CP の内 

3-MCPD のみを定量している．一方で，Destaillats らも同様の研究を行っている 

(27)． 彼らは MAG, DAG, TAG に塩素化合物として FeCl2 及び lindane を添

加し，235℃で加熱後，生成した CPFAEs の定量を LC/MS にて実施している．

本研究では，脂肪酸の加水分解は実施せず分析が行われているが，分析対象化

合物は mirystic acid, palmitic acid, oleic acid, heptadecanoic acid を脂肪酸側鎖に持

った CPFAEs のみである．このように，これら研究の中では 2-MCPD, 1,3-DCP, 

2,3-DCP の各脂肪酸エステルが未評価であり，3-MCPD についても全ての脂肪

酸分子種が評価されていない．よって，得られた知見は限定的なものであった．
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CPFAEs 生成に関する詳細な知見を得るためには，パーム油脂中の CPFAEs を

精密に評価できる分析系が求められた． 

 

1-5. CPFAEs 分析系 

CPFAEs 分析系として，これまでに複数の研究グループが CPFAEs に結合し

ている脂肪酸を加水分解し，生じた遊離体を GC/MS にて定量する手法につい

て開発を行っている (28-38)．これらの手法は，油脂中に存在している CPFAEs 

の総量を把握することができるため，油脂中の CPFAEs の実態調査に主に用い

られている． 

GC/MS を用いた手法は，加水分解の手法の違いにより複数種類報告されてい

る．まず初めに開発された手法は，Weißhaar らにより報告された手法である 

(28)．本手法はナトリウムメトキシドを使用して加水分解を行い，生じた遊離体

をフェニルボロン酸にて誘導体化した後，GC/MS を用いて定量を行う (図 4) 

(28)．ただし本手法では，食塩水を用いて塩析を行う際にグリシドールから 

3-MCPD が生じる．グリシドールとは，2,3-epoxy-1-glycerol のことであり，グ

リセロール骨格内にエポキシ環を有した化合物である．食用油脂では，このグ

リシドールに脂肪酸がエステル結合したグリシドール脂肪酸エステルが存在す

ることが報告されている (39)．グリシドール脂肪酸エステルは，油脂中の MAG 

や DAG が高温にさらされることで生成することが明らかになっており，油脂

の精製における脱臭工程で生成するとされている (40)．グリシドール脂肪酸エ

ステルは精製後のパーム油脂中に 0.1-数 ppm 程度存在している (39)．そのため，

Weißhaar らにより報告された手法 (28) を用いた場合， 3-MCPD 脂肪酸エステ

ルとグリシドール脂肪酸エステルの合算値が得られることになり，本手法を用

いた 3-MCPD 脂肪酸エステルの正確な定量は行うことができなかった．よって



11 

 

改良法として，グリシドールのエポキシ環を開環し，生じた水酸基をプロピル

化することで，塩析におけるグリシドールから 3-MCPD への変換を防ぐ手法が

開発された (図 5) (29)．以上の 2 種の手法は共に複数の研究機関間での妥当性

試験が実施された後，DGF standard method として登録され，現在では CPFAEs 

の評価を行う際に最も一般的に使用されている手法となっている．一方で，宮

崎らが報告した手法では，リパーゼを用いて加水分解を行っている (30)．本手

法も複数の研究機関間での妥当性試験が実施され，その正確性が確認された分

析法である (31)． 

これら  GC/MS を使用した分析系は前述の通り，油脂中に存在している 

CPFAEs の総量を把握できることが利点である．しかし CPFAEs の脂肪酸を加

水分解する為，油脂中の CPFAEs の存在形態を把握することができない．

CPFAEs の生成に関する知見を得るためには，加水分解を行わず CPFAEs の脂

肪酸分子種を個々に定量出来る分析系が求められた． 
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図 4  DGF standard method (assay A) のスキーム 

 

 

図 5  DGF standard method (assay B) のスキーム 
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CPFAEs の脂肪酸分子種を個々に定量出来る分析系は，逆相 LC を分離系に

据えた LC/MS が分析装置として用いられた．初めに Haines らが，イオン化法

として エレクトロスプレーイオン化法 (Electro Spray Ionization; ESI) を用いた 

LC/ESI MS を分析装置として，CPFAEs の脂肪酸分子種を個々に分析する手法

を構築した (41)．ただし彼らが構築した手法は，油脂を有機溶媒に希釈するの

みで分析を実施していた．また CPFAEs は ESI においてナトリウム付加体を

形成しやすいという性質を有している．そのため移動相には，検出感度向上の

為添加剤として不揮発性の塩であるギ酸ナトリウムを使用していた．ESI は質

量分析計の試料導入部で脱溶媒を行うが，不揮発性の塩を添加剤に使用した場

合，揮発しない塩が質量分析計の試料導入部に析出する．析出し試料導入部に

堆積した不揮発性の塩は，質量分析計の検出感度低下を招く原因となる．以上

のように本分析系は分析装置に大きな負荷をかけるものであり，サンプル中の 

TAG 等の低極性化合物や不揮発性の塩によるカラムや質量分析装置のインタ

ーフェースの汚染の結果，連続してサンプルを分析することができなかった．

以上の問題点を踏まえ，以後報告された分析系では，油脂は固相抽出を用いて

低極性の夾雑物の除去を行い，移動相には揮発性の塩であるギ酸アンモニウム

が使用されるようになった． 

固相抽出を用いたサンプルの精製と揮発性の塩を使用した分析系は，これま

でに複数報告されている (42-47)．山崎ら (42) と Dubois ら (43) は，二種類の

固相抽出法を用いて，サンプルの精製を行っている．一つは C18 カートリッジ

とシリカゲルカートリッジを用いて精製を行う手法で， CP 脂肪酸モノエステ

ルを分析する際に用いられる．他方はシリカゲルカートリッジのみを用いる手

法で，こちらは CP 脂肪酸ジエステルを分析する際に用いられる手法である．

二種類の固相抽出法を用いるのは， CP 脂肪酸モノエステルと CP 脂肪酸ジエ
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ステルの極性が大きく異なり，単一の固相抽出法で夾雑物を除去したうえで CP 

脂肪酸モノエステルとジエステル両方を回収することが困難であったためであ

る． 

一方で MacMahon らは，固相抽出だけでなく分離条件についても CP 脂肪酸

モノエステルを分析する手法 (44) と，CP 脂肪酸ジエステルを分析する手法 

(45) をそれぞれ考案した．分離系においても CP 脂肪酸モノエステル，ジエス

テルそれぞれに特化した条件に設定することにより，各ピークの分離かつ形状

が良好になり，60 ng/g 以下の検出感度を有した分析系を構築することができて

いる．このように，固相抽出法を用いることでサンプルから低極性の夾雑物で

ある TAG を除去することにより，サンプルによる質量分析計の汚染を低減さ

せている．その結果，検出感度向上に加え，連続でサンプルの分析を行うこと

ができる． 

 LC/ESI MS を分析装置として用いた分析系では，CPFAEs の脂肪酸分子種を

個々に評価できることが利点である．ところが，CPFAEs の内，脂肪酸が 1 つ

結合したモノエステルと，脂肪酸が 2 つ結合したジエステルでは，その極性が

大きく異なるため，逆相 LC では単一の分析系で良好に分析を行うことは困難

であった．例えば，各ピークの形状を良好にしようとした場合，モノエステル

各分子種，及びジエステル各分子種の分離が不十分となってしまう．反対に，

モノエステル各分子種，及びジエステル各分子種をそれぞれ良好に分離しよう

とした場合，溶出ピークがブロードになる．加えて，固相抽出によるサンプル

の精製も，モノエステルとジエステルの極性が大きく異なるために 2 種類の抽

出法を用いる必要があった．さらに，固相抽出を用いることで，定量結果の再

現性が悪化するという問題も抱えていた． 

また，サンプルの希釈溶媒の組成についても問題になる．LC にて分析を行う
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際は，一般的にサンプルの希釈溶媒の組成は LC 移動相の初期溶媒組成と同じ

か，もしくは溶出力の弱い溶媒組成にすることが望ましいとされている．上記

の条件でない希釈溶媒を使用した場合，つまり，移動相の食溶媒組成よりも溶

出力の強い希釈溶媒を使用した場合，分析対象化合物がカラムの固定相に保持

されない．その結果，ピークがブロードになる．加えて，分析対象化合物がカ

ラムの導入部で濃縮されないため，検出感度の低下を招くことになる．LC を分

離系に使用した CPFAEs 分析系では，移動相の初期溶媒はメタノール，アセト

ニトリル，水を任意の割合で混合した組成であるのに対し，サンプルの希釈溶

媒にはイソプロパノールやジクロロメタン等が使用されてきた．CPFAEs の内，

CP ジエステルはメタノールやアセトニトリルには溶解しない為，上記のような

組成の希釈溶媒を使用せざるを得ない．このように，サンプルの希釈溶媒の組

成と LC の移動相の組成のギャップが生じ，ピークの形状の悪化を引き起こし

ている． 

2011 年に初めて報告されてから改良がおこなわれてきた LC/ESI MS による 

CPFAEs 分析法であるが，上記のような LC の原理上克服することのできない

問題点を残したままとなっている．このような問題点を解決するためには，LC 

とは異なる手法による分離法が必要であった． 
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分析装置
分析対象とした

CPFAEs
RSD (%)

検出限界
(mg/kg)

注入量
(ml)

サンプル溶液
濃度 (mg/ml)

固相抽出
参考文献

番号
出典

1 LC-ToF MS Mono and Di-Ester - < 1.69 5 20.0 - 41 J. Am. Oil Chem. Soc., 88, 1-14 (2011)

Mono-Ester 15.5 < 0.08 10 10.0 +

Di-Ester 13.5 < 0.07 10 10.0 +

Mono-Ester 30.6 < 0.05 2 16.0 +

Di-Ester 17.1 < 0.02 2 16.0 +

4 LC-QqQ MS Mono-Ester 7.9 < 0.06 5 40.0 + 44 J. Agric. Food Chem., 61, 4737-4747 (2013)

5 LC-QqQ MS Di-Ester 10.7 < 0.01 5 40.0 + 45 J. Agric. Food Chem., 61, 4748-4757 (2013)

3 LC-ToF MS J. Chromatogra. A, 1236, 4748-4754 (2012)

2 LC-QqQ MS Food Addit. Contam., 28, 1492-1500 (2011)42

43

 

図 6  既報の CPFAEs 分析法の比較 

 

 

1-6. 超臨界流体クロマトグラフィー 

超臨界流体とは，ある物質を臨界点以上の温度，圧力下においた状態のこと

をいう．この状態となった物質は気体様の拡散性と液体様の溶解性を併せ持つ

ようになる．多くの物質の中でも，二酸化炭素は臨界温度 31.1℃，臨界圧力 7.38 

MPa で容易に超臨界状態にすることができ (図 7)，無毒性，無反応性，取り扱

いの簡便さのため，抽出・有機合成・材料合成などの分野で応用されている． 

  

 

図 7  二酸化炭素の三態図 
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近年，脂質の分析において，移動相に超臨界二酸化炭素 (Supercritical carbon 

dioxide ; SCCO2) を用いている超臨界流体クロマトグラフィー (supercritical 

fluid chromatography: SFC) が適用されている．SCCO2 は低粘性，高拡散性とい

うクロマトグラフィーの移動相として好適な性質を有しており，高流速分析に

おいても高い分離能を示すことから，SFC の移動相としてよく用いられる．さ

らに，SCCO2 は極性がヘキサンに近い為，疎水性化合物をよく溶かすことから，

低極性化合物の分析に適している (48-50)．さらに，移動相にメタノールなどの

高極性の有機溶媒を用いることが可能である．つまり，1 分析上でヘキサンと

同程度の極性を有する SCCO2 から，メタノールまで移動相の極性を大幅に変

化させることが可能である．加えて SCCO2 は，液体に比べ拡散性が高く粘性

が低い (表 4) ．そのため，LC よりも短時間で高い分離能を得ることができ，

カラムにかかる圧力も LC に比べ小さいことから，カラム長延長により分離能

を向上させることが可能である．拡散性が高いことから，サンプルの希釈溶媒

が速やかに移動相と混和する．そのため，クロマトグラフィーの性能がサンプ

ルの希釈溶媒の組成に影響されることも少ない (図 8)．SFC を用いることによ

り，逆相 LC では困難であった低極性化合物の高速分離が可能である．これま

での研究では，大豆中の脂質のプロファイリング (図 9) や血中の酸化脂質の分

析等，低極性化合物に関する分析系が考案されている (51-59)．さらに，広範な

極性を有する農薬の網羅分析系 (60) や，乳化剤であるショ糖脂肪酸エステルの

分離にも SFC が適用されている (61)． 
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表 4  気体，超臨界流体，液体の密度・拡散係数・粘度 

物性 密度 [kg/m
3
] 拡散係数 [10

-9
 m

2
/s] 粘度 [10

-5
 Pa/s] 

気体 0.6－2 1000－4000 1－3 

超臨界流体 300－900 20－700 1－9 

液体 700－1600 0.2－2 200－300 

 

 

 

 

図 8 分離カラム中の化合物，希釈溶媒の分離挙動   

(A) LC における CPFAEs の分離挙動，(B) SFC における CPFAEs  

の分離挙動の概要を示している．サンプルの希釈溶媒が移動相よりも 

溶出力が強く，かつ移動相と混和しにくいため，CPFAEs がカラムの 

導入部で濃縮されず，ピークがブロードになる．対して SFC の場合は， 

移動相に使用している SCCO2 が低粘度，高拡散性を有す 

るため，希釈溶媒が速やかに移動相と混和し，CPFAEs がカラムに保 

持される． 
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図 9 大豆油中の TAG 分析 (42) 

クロマトグラフ上の小文字アルファベットはそれぞれ次の化合物を表す．

(a)SOS (b) SSO, (c) SOP, (d) SPO , (e) SLnP ,(f) SPLn , (g) POP, (h) PPO, (i) 

PLP, (j) PPL, (k) PLnP, (l) PPLn. 
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1-7. 本研究の目的 

以上を踏まえ，本研究ではパーム油脂中に存在する CPFAEs の精密分析法の

構築を試みた．前述の通り，CPFAEs は結合している脂肪酸の数，及び種類に

よりその極性が大きく変化する．加えて，油脂の主要構成成分である TAG を

同時に分析系に供する必要がある．以上のことから本分析系で用いる分離系は，

低極性化合物の分離に優れ，さらに幅広い分離モードを選択することのできる 

SFC を用いることとした．第二章では，食用油脂中の CPFAEs 分析における超

臨界流体クロマトグラフィー/質量分析 (SFC/MS) の適用について検討した．本

章では，定量結果の再現性悪化の原因となる固相抽出を用いることのない分析

系の構築を目指した．さらに，これまでの研究において報告されてきた，逆相 LC 

を分離系に用いた CPFAEs 分析法との比較を行い，CPFAEs 分析における SFC 

の有用性について述べた．続いて第三章では，MAG, DAG, TAG に塩素化合物

として FeCl2 を添加し 250℃で加熱後，生成した CPFAEs のプロファイリング

を構築した精密分析系を用いて実施し，CPFAEs 生成に関する新たな知見の取

得を試みることで，構築した分析系の有用性を示した．最後に第四章では，第

二章，第三章で得られた結果を踏まえて，本研究の総括及び CPFAEs に関する

研究における本研究の意義を述べた． 
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第二章 超臨界流体クロマトグラフィー/質量分析を用いた CPFAEs 精密分析

系の開発 

2-1. 緒言 

第一章で述べたとおり，CPFAEs の分析はこれまで LC/MS が分析装置として

利用されてきた．ところが，CPFAEs の内，脂肪酸が 1 つ結合したモノエステ

ルと脂肪酸が 2 つ結合したジエステルでは，その極性が大きく異なる．さらに，

サンプルの希釈溶媒がクロマトグラフィーの性能に及ぼす影響が大きい．よっ

て，サンプルの希釈溶媒の影響がなく，CP モノエステル，ジエステルの良好な

分離を LC にて行うことは困難であった．そのため CPFAEs の分析系構築のた

めには，LC とは異なる分離手法が求められた． 

脂質の分析において，移動相に超臨界流体二酸化炭素を用いている超臨界流

体クロマトグラフィー (SFC) が適用されている． SFC を用いることにより，

逆相 HPLC では困難であった低極性化合物の高速分離が可能である．これまで

の研究では，大豆中の脂質のプロファイリングや血中の酸化脂質の分析等，低

極性化合物に関する分析系が考案されている (51-59)．さらに，広範な極性を有

する農薬の網羅分析系にも SFC が用いられている (60)．以上の事から，幅広い

極性を有する CPFAEs に関しても，SFC を適用することにより高速・高分離

分析が可能であると考えられる．以上のことから本項では， SFC/MS を用いた 

CPFAEs 分析系の構築を試みた． 
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2-2. 実験方法 

2-2-1. 試薬 

rac-1-palmitoyl-3-chloropropanediol (POHCl), rac-2-palmitoyl-3-chloropropanediol 

(OHPCl), rac-1-palmitoyl-2-chloropropanediol (PClOH), 

rac-1-oleoyl-3-chloropropanediol (OOHCl), rac-2-oleoyl-3-chloropropanediol (OHOCl), 

rac-1-oleoyl-2-chloropropanediol (OClOH), rac-1,2-di palmitoyl-3-chloropropanediol 

(PPCl), 1,3-di palmitoyl-2-chloropropanediol (PClP), rac-1,2-di 

oleoyl-3-chloropropanediol (OOCl), 1,3-di oleoyl-2-chloropropanediol (OClO), 

rac-1-palmitoyl-2-linoreoyl-3-chloropropanediol (PLCl), 

rac-1-palmitoyl-2-stearoyl-3-chloropropanediol (PSCl), 

rac-1-oleoyl-2-linoreoyl-3-chloropropanediol (OLCl), rac-1,2-di 

palmitoyl-3-chloropropanediol-d5 (PPCl-d5) は Toront research chemicals Inc. (ON, 

Canada) より入手した． rac-1-palmitoyl-2-oleoyl-3-chloropropanediol (POCl),  

rac-1-stearoyl-2-oleoyl-3-chloropropanediol (SOCl) は月島食品工業 (Tokyo, Japan) 

より入手した．メタノール，アセトニトリル，イソプロパノール，ヘキサン，

超純水，クロロホルム，ギ酸，ギ酸アンモニウムは和光純薬 (Osaka, Japan) よ

り入手した． FeCl2 は東京化成工業 (Tokyo, Japan) より入手した． 

  

2-2-2. CPFAEs スクリーニングに用いた油脂サンプル 

Crude Palm Oil は PALMAJU EDIBLE OIL Sdn. Bhd. (Johor, Malaysia) より分与

頂いたものを使用した．この Crude Palm Oil の MAG, DAG, TAG の組成比はそ

れぞれ MAG <1%， DAG 6.9%， TAG 93.1% であった．この組成比は示差屈折

検出計 (Refractive Index Detector) を検出計に備えた LC-RI を用いて分析を行

った．YMC-Pack ODS-A (250 mm × 4.2 mm i.d., 5 mm, YMC Co., Ltd., Kyoto, 

Japan) を分離カラムに使用し，カラムオーブン温度は 25℃ に設定した．アイ
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ソクラティックによる分離を行い，流速は 0.9 mL/min とした．LC-RI の移動相

はアセトン/アセトニトリル = 8/2 (v/v) とした．  

 

2-2-3. 油脂サンプルの加熱処理方法 

100 mg/mL の濃度の FeCl2 -メタノール溶液を調製した．本溶液を Phyrex ア

ンプルに 10 mL 添加した後，メタノールを蒸発させた．続いて，この Phyrex ア

ンプルに Crude palm oil を 10 mg 添加し，N2 ガスでヘッドスペース部を置換

した後，ガスバーナー (Style Index CO., LTD., Tokyo, Japan) を用いて封管した．

封管した Phyrex アンプルはマッフル炉 (NITTO KAGAKU CO., LTD., Aichi, 

Japan) を用いて 250℃ にて 90 分間加熱処理を行った．処理した油脂サンプル

は 0.5 mL のクロロホルムを用いて溶解し，ヘキサンにて 2 倍希釈したものを

試験用液とした．検液中の脂質濃度は 10 mg/mL となる． 

 

2-2-4. CPFAEs スクリーニングに用いた LC/TOF MS の分析条件 

LC には Ultimate 3000 (Dionex corporation, CA, USA) を用いた．分離カラムに

は，カラムサイズが 150 mm × 4.6 mm i.d., 5 mm の L-column ODS (Chemicals 

Evaluation Research Institute, Tokyo, Japan) を用いた. カラムオーブンの温度は

40°C とした．移動相 A にはメタノール/アセトニトリル/水 (19/19/2, v/v/v)， 移

動相 B にはイソプロパノールを用いた．それぞれの移動相には添加剤として 

ギ酸アンモニウムとギ酸を加えた．各添加剤の濃度はギ酸アンモニウム; 20 mM， 

ギ酸; 5 mM とした．流速は 0.5 mL/min に設定した．化合物の分離にはグラジ

エントを用いた．グラジエント条件は次の通り; 10% (0 - 3 min)， 10–100% (3 - 19 

min)， 100% (19 - 39 min)， 100–10% (39 - 40 min)， 10% (40 - 45 min)．インジ

ェクション量は 10 mL とした．  
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検出器として用いた質量分析計には，飛行時間型質量分析計 (Time of flight 

mass spectrometer; TOF MS) である MicrOTOF II (Bruker Daltonics Inc., MA, 

USA) を使用した．イオン化法はエレクトロスプレーイオン化法 (Electrospray 

ionization; ESI) を選択し，陽イオンモード (Positive ion mode) による分析を行っ

た．質量分析計の各種分析パラメーターは次のように設定した．  Capillary 

voltage; 4.5 kV, dry temperature; 200°C, dry gas flow; 8.0 L/min. acquisition scan rate; 

20 spectra/s, mass range; 50 to 1200. 取得した全てのデータは  Data analysis 

(Bruker Daltonics Inc.) を用いて解析を行った. スクリーニングは 表 5 に示し

た m/z にて実施した． 

 

2-2-5. CPFAEs の定量に用いた SFC/MS の分析条件 

SFC には Analytical Method Station SFC system (Waters, MA, USA) を用いた．

分離カラムにはカラムサイズが 4.6 mm i.d. × 250 mm, 5 mm の YMC Carotenoid 

(YMC Co., Ltd.) と，Inertsil ODS-4 (GL science, Tokyo, Japan) を使用した． 

分離カラムに YMC Carotenoid を用いた場合の分析条件は次のように設定し

た．カラムオーブンの温度は 40°C に設定した．また，背圧は 10 MPa とした．

移動相には二酸化炭素 (99.99 %) を用い，加えてギ酸アンモニウムを 0.1 % 添

加したメタノールをモデフィファイヤーとして用いた．流速は分析中に下記の

ように変化させた; 2 mL/min (0-7 min), 3 mL/min (7-22 min)， 2 mL/min (22-25 

min)．モディファイヤーの濃度は次のように変化させた; 6% (0 - 1 min)，6–10% (1 

- 5 min)，10% (5 - 7 min)，10–30% (7 - 11 min)，30% (11 - 22 min)，6% (22 - 25 min)．

インジェクション量は 5 mL とした. 

分離カラムに Inertsil ODS-4 を用いた場合の分析条件は次のように設定した．

カラム温度は 35°C，背圧は 10 MPa に設定した. 移動相には高純度二酸化炭素 



25 

 

(99.99 %) を使用し，移動相の流量は 3 mL/min に設定した．モディファイヤー

として，メタノール (添加材としてギ酸アンモニウムを 0.1% 添加したもの) と

イソプロパノールを使用した． 分析対象化合物の分離を行う際は，移動相中の 

0.1% ギ酸アンモニウム含有メタノールの濃度を変化させることで実施した．モ

ディファイヤーのグラジエントは次のように変化させた． 5% (0 - 2 min), 5% 

–30% (2 - 7 min), 30% (7 - 8.2 min)．分析対象化合物が全て溶出した後，イソプロ

パノールをモディファイヤーとして添加することで，カラム内の洗浄を行った．

移動相中のイソプロパノール濃度は 30% に設定し，洗浄は分析時間が 8.2 min 

から 14 min まで実施した．最後に，カラムのコンディショニングを 0.1% ギ酸

アンモニウム含有メタノールを使用して実施した．移動相中の 0.1% ギ酸アンモ

ニウム含有メタノール濃度は 5% に設定し，洗浄は分析時間が 14 min から 16 

min まで実施した． 

検出器には三連四重極型の質量分析計である Xevo TQ (Waters, MA, USA) を

用いた．イオン化法には ESI を選択し，ポジティブイオンモードでの分析を行

った．質量分析計の各種分析条件は次の通り; capillary voltage, 3.0 kV; cone 

voltage, 30 V; desolvation temperature, 600℃; desolvation gas flow, 800 L/h; cone gas 

flow, 60 L/h．得られた全データは Mass Lynx (Waters) を用いて解析を行った． 

 

2-2-6. 添加回収試験  

Crude Palm Oil 1 kg あたり CPFAEs 標準品を 5 mg，50 mg，500 mg それぞれ

添加し，分析に供した． 
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2-3. 結果・考察 

2-3-1. LC/TOF MS を用いた分析対象化合物の選定 

CPFAE の各脂肪酸エステル分子種を各々に定量出来る分析系を構築する場

合，分析対象化合物が多岐にわたる点が問題となる．例えば，パーム油脂中の

主要脂肪酸であるパルミチン酸，ステアリン酸，オレイン酸，リノール酸を脂

肪酸側鎖に持った CPFAEs は 46 種存在する．  

そこで本研究では，まず分析対象化合物の選定を行った．2-2-3 にて示した手

法にて Crude Palm Oil を処理し，生成した CPFAEs のスクリーニングを行った．

スクリーニングには，精密質量分析が可能な TOF MS を検出計として選択した．

また，分離にはこれまでに CPFAEs の分析実績のある逆相 LC を用いた．スク

リーニングの対象化合物は，パーム油脂中の主要脂肪酸であるパルミチン酸，

ステアリン酸，オレイン酸，リノール酸を脂肪酸側鎖に持った CPFAEs とし，

各化合物のプロトン付加体，アンモニウム付加体，ナトリウム付加体の 3 種の

イオンの m/z にてスクリーニングを実施した．表 5 に，スクリーニングを実施

した CPFAEs の分子量，各イオン付加体の m/z を記載している．  

スクリーニングの結果， m/z が 604.46, 632.49, 630.48, 628.46, 658.51, 656.50, 

654.48, 366.23, 392.25 の Extracted Ion Chromatogram にてピークが確認された．

一方で，塩素原子が  2 つ結合した  1,3-DCP 及び  1,2-DCP 由来の  m/z の

Extracted Ion Chromatogram では，ピークが確認されなかった．以上の結果を踏

まえて， 表 6 に示した 15 種の化合物を分析対象化合物とし，標準品の準備

を行った． 
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表 5  CPFAEs スクリーニング時に設定した m/z 

H
+

NH4
+

Na
+

C16:0 / C16:0 / Cl 586.46 587.46 604.46 609.46

C16:0 / C18:0 / Cl 614.49 615.49 632.49 637.49

C16:0 / C18:1 / Cl 612.48 613.48 630.48 635.48

C16:0 / C18:2 / Cl 610.46 611.46 628.46 633.46

C18:0 / C18:0 / Cl 642.52 643.52 660.52 665.52

C18:0 / C18:1 / Cl 640.51 641.51 658.51 663.51

C18:0 / C18:2 / Cl 638.49 639.49 656.49 661.49

C18:1 / C18:1 / Cl 638.50 639.50 656.50 661.50

C18:1 / C18:2 / Cl 636.48 637.48 654.48 659.48

C18:2 / C18:2 / Cl 634.46 635.46 652.46 657.46

C16:0 / OH / Cl 348.23 349.23 366.23 371.23

C18:0 / OH / Cl 376.26 377.26 394.26 399.26

C18:1 / OH / Cl 374.25 375.25 392.25 397.25

C18:2 / OH / Cl 372.23 373.23 390.23 395.23

C16:0 / Cl / Cl 366.20 367.20 384.20 389.20

C18:0 / Cl / Cl 394.23 395.23 412.23 417.23

C18:1 / Cl / Cl 392.22 393.22 410.22 415.22

C18:2 / Cl / Cl 390.20 391.20 408.20 413.20

グリセロール骨格に結合している
脂肪酸側鎖と塩素

m/z
分子量
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表 6  スクリーニングの結果分析対象化合物として選択した CPFAEs と 

MRM 条件，バリデーション結果 

Q1 ion (NH4
+
) Q3 ion

Cone

voltage

Collision

energy
Retention time LOD LOQ

(m/z ) (m/z ) (V) (V) (min) (nmol/g) (nmol/g)

366.1 239.2 10 12

366.1 349.1 10 8

366.1 239.2 12 8

366.1 349.1 10 12

366.1 239.2 12 12

366.1 349.1 12 8

392.1 265.1 14 8

392.1 375.1 10 12

392.1 265.1 12 8

392.1 375.1 10 12

392.1 265.1 10 10

392.1 375.1 14 14

604.4 331.1 22 20

‐ ‐ ‐ ‐
604.4 331.1 24 18

‐ ‐ ‐ ‐
656.4 357.1 24 20

‐ ‐ ‐ ‐
656.4 357.1 22 18

‐ ‐ ‐ ‐
628.5 331.4 10 12

628.5 355.3 10 8

654.5 355.2 12 8

654.5 357.2 10 12

630.5 331.2 12 12

630.5 357.2 12 8

658.5 357.2 14 8

658.5 359.5 10 12

632.5 331.2 12 8

632.5 359.3 10 12

sn -1 or

sn -3

sn -1 or

sn -3
sn -2 Symbol

0.75C16:0 C18:0 Cl PSCl 16.37 ± 0.14 0.22

0.66

C18:0 C18:1 Cl SOCl 15.50 ± 0.11 0.22 0.71

C16:0 C18:1 Cl POCl 13.78 ± 0.08 0.20

0.65

C18:1 C18:2 Cl OLCl 13.36 ± 0.07 0.24 0.83

C16:0 C18:2 Cl PLCl 13.20 ± 0.07 0.19

0.87

C18:1 Cl C18:1 OClO 14.21 ± 0.05 0.08 0.25

C18:1 C18:1 Cl OOCl 13.97 ± 0.04 0.25

0.96

C16:0 Cl C16:0 PClP 14.03 ± 0.04 ‐ ‐

C16:0 C16:0 Cl PPCl 14.03 ± 0.04 0.28

‐

C18:1 Cl OH OClOH 8.16 ± 0.03 0.38 1.32

OH C18:1 Cl OHOCl 8.16 ± 0.03 ‐

2.48

C18:1 OH Cl OOHCl 7.91 ± 0.03 0.79 2.65

C16:0 Cl OH PClOH 8.09 ± 0.02 0.75

3.52

OH C16:0 Cl OHPCl 7.96 ± 0.02 ‐ ‐

C16:0 OH Cl POHCl 7.78 ± 0.03 1.03

 

LOD ; 検出限界 (Limit of detection) 
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2-3-2. 三連四重極型質量分析計の分析条件検討 

各分析対象化合物の標準品を使用してインフュージョン分析を実施し，三連

四重極型質量分析計 (QqQ MS) の分析条件の検討を実施した．  

インフュージョン分析を行う際は，各標準品を 100 ng/mL の濃度に希釈し実

施した．希釈溶媒には 0.1% ギ酸アンモニウム含有メタノールを使用した．こ

れは，各化合物をアンモニウム付加体として検出する為である．過去の報告で

は， CPFAEs はナトリウム付加体として検出されやすいとされている (41, 47)．

そのため，検出感度向上の為，移動相に酢酸ナトリウムやギ酸ナトリウムを添

加して分析を行っている報告もある．しかし酢酸ナトリウムやギ酸ナトリウム

といった，ナトリウム付加体を検出しやすくするための添加剤は不揮発性の塩

である．その為，質量分析計のインターフェースが汚染され，検出感度に悪影

響を及ぼす．一方で，アンモニウム付加体の生成を促すために移動相に添加す

るギ酸アンモニウムは，揮発性の塩である．揮発性の塩を添加剤に使用するこ

とで，不揮発性の塩を使用した場合のような問題を排除することができる．以

上のことから本研究では，添加剤には揮発性の塩であるギ酸アンモニウムを使

用し，分析対象化合物とした CPFAEs は全てアンモニウム付加体として検出す

ることとした．ポジティブイオンモードによるインフュージョン分析の結果，

各 CPFAEs のアンモニウム付加体を検出することができた (表 6)．本実験にて

得られたアンモニウム付加体を，後述の分析条件検討の際のプリカーサーイオ

ンとして選択した． 

続いて，各標準品を用いて質量分析計の分析条件の検討を行った．これまで

の報告から，食用油脂中に含まれる各 CPFAEs の濃度は 1 mg/kg 程度と推察さ

れた (47)．よって，CPFAEs 分析系構築においては，少なくとも 1 mg/kg 程度

の CPFAEs を定量出来る検出計が求められた．そこで本研究では，高感度・高
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選択性が特徴の Multiple Reaction Monitoring (MRM) による分析系の構築を試み

た．各  CPFAEs の標準品を個々にインフュージョン分析に供し Collision 

Indusion Detection (CID) を行った．前述の試験にて取得したプリカーサーイオン

から得られるプロダクトイオンスペクトルの確認後，最も強度の高いプロダク

トイオンを Q3 イオンとして選択した．各 CPFAEs は，結合している脂肪酸が

解離したものがプロダクトイオンとして検出された． 

続いて，プリカーサーイオンと，Q3 イオンとして選択したプロダクトイオン

の強度が最も強くなるように，コーン電圧とコリジョンエネルギーの最適化を

行った．コーン電圧は 10 V から 40 V まで 2 V 刻みで測定を行い，プリカー

サーイオンの強度の確認を行った．コリジョンエネルギーは，9 V から 23 V ま

で 2 V 刻みで測定を行い，プロダクトイオンの強度の確認を行った．設定した

各 3-MCPD 脂肪酸エステルの MRM トランジション，最適化されたコーン電

圧及びコリジョンエネルギーを表 6 に示す． 

 

2-3-3. SFC を用いた CPFAEs の分離条件検討 

検出計の分析条件検討に続いて，SFC による CPFAEs の分離条件の検討を実

施した．まずは分離に用いるカラムの選定を行った．CPFAEs の分離には逆相モ

ードを用いることを選択した．逆相モードを用いることで，MAG, DAG, TAG 等

の脂質の脂肪酸分子種の違いによる分離が行える．CPFAEs の場合も，逆相モー

ドを用いることにより各分子種を分離することが出来ると考えられた．分離に

使用した逆相系のカラムは，残存シラノール基をエンドキャップ処理したオク

タデシルシリル (ODS) シリカカラム (Inertsil ODS-4) を選択した．またモディ

ファイヤーにはメタノールを選択した．SFC を用いた分析系では，移動相に用

いている超臨界流体にメタノールやイソプロパノールといった有機溶媒を任意
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の割合で添加することにより，各化合物の保持力を変化させることができる．

本研究においても，移動相におけるモディファイヤーの割合を変化させること

により，分子種により極性が大きく異なる CPFAEs を良好に分離できると考え

た．モディファイヤーにはメタノールを使用した．これは，SFC を用いて多種

の農薬の分離を試みた研究において，分離にメタノールをモディファイヤーと

して使用していた為である．農薬は，その化学構造の違いから種類によって極

性が大きく異なる．前述の研究において，そのような極性が大きく異なる農薬

を，メタノールをモディファイヤーに使用し良好に分離していたことから，本

研究においてもメタノールをモディファイヤーとして使用することが好適であ

ると考えた． 

 ODS カラムを分離カラムに使用し，メタノールをモディファイヤーとした

場合，CPFAEs の各分子種を 9 分以内に溶出させることが出来た．さらに，固

相抽出を用いず分析を実施している為，スキャンモードにて同時に分析を行う

ことで CPFAEs の他に DAG や TAG を同時に検出することが出来た (図 10)．

ところが，POCl，OOCl のクロマトグラムにおいて問題が生じた．図 11 に，

POCl と PLCl の標準品混合溶液を分析した際に得られた MRM クロマトグラ

ムを示しているが，POCl (630.1 > 357.2) のピークの前に POCl とは異なるピー

クが確認できる．このピークは PLCl アンモニウムイオン付加体の同位体由来

のピークである．POCl のアンモニウムイオン付加体は m/z = 630 を有する．一

方，PLCl のアンモニウムイオン付加体は m/z = 628 を有するイオンであり，

m/z = 629，630 の同位体イオンを有する．この m/z = 628 の同位体イオンを 

POCl の MRM トランジションにて検出した結果，図 11 の POCl (630.1 > 

357.2) にあるようなピークとなったと考えられる．CPFAEs を分析する場合，

分子構造にハロゲンを含んでいる為 2 番目の同位体イオンの強度が高くなる
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ことから (図 12)，同位体イオンの影響を無視することができない．そこで，SFC 

上での各化合物のベースライン分離を試みた． 

 

 

 

図 10  DAG，TAG のクロマトグラム 

パルミチン酸，オレイン酸を脂肪酸側鎖に有した DAG，TAG の 

クロマトグラムを示している． 
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図 11  PLCl，POCl の MRM クロマトグラム 

クロマトグラム上の矢印で示したピークが，PLCl アンモニウムイオン 

付加体の同位体イオン由来のピークである． 
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図 12  POCl アンモニウムイオン付加体 (m/z = 630.50) と PLCl アンモニウ

ムイオン付加体 (m/z = 628.48) のマススペクトル 
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前述の試験を踏まえ，シリカに C30 の炭素鎖を化学結合基に有する YMC 

Carotenoid を二本直列に連結させ CPFAEs の分離を試みた．C30 カラムは，

ODS カラムよりも化学結合基の鎖長が長い．C30 カラムを用いることで，疎水

性の高い CP ジエステルを強く保持させ，かつ二本直列につなぎ理論段を高く

することにより，各化合物のベースライン分離が可能と考えた．さらに本カラ

ムはカラム固定相の残存シラノール基のエンドキャップ処理を施していない．

そのため，分子構造内に OH 基を有する CP モノエステルをエンドキャップ処

理を施しているカラムと比較して強く保持できると考えた．C30 カラムを用い

て分離を行った結果を図 13 に示している．各 CPFAEs がベースライン分離で

きており，かつ他の化合物の同位体イオン由来のピークと供溶出することのな

い分離系が構築できた． 

今回の分析系では，サンプルの希釈溶媒にヘキサンを用いている．既存の 

CPFAEs 分析系を用いて本サンプルを分析した場合，化合物の保持やピークの形

状に影響を与える．ところが，SFC を分離系に据えた本分析系では，ピークの

形状に影響なく，分離を行うことが出来ている． 
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図 13  各標準品の混合溶液を新たに構築した分析系にて分析して 

得られた MRM クロマトグラム (100 ng/mL) 

 



37 

 

さらに本検討では，脂肪酸分子種ごとの分離と同時に塩素の結合位置による

分離も試みた．塩素の結合位置の違いによる分離は，POHCl, OHPCl, PClOH, 

OOHCl, OHOCl, OClOH, PClP, PPCl, OOCl, OClO の化合物を用いて検討した．

図 14 に OOHCl, OHOCl, OClOH の分離を示したクロマトグラムを，図 15 に 

OCO, OOCl の分離を示したクロマトグラムをそれぞれ示している． 

 

 

図 14  OOHCl, OHOCl, OClOH の MRM クロマトグラム 

クロマトグラム上の数値は，各ピークのリテンションタイム (min)  

を示している． 
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図 15  OClO, OOCl の MRM クロマトグラム 

クロマトグラム上の数値は，各ピークのリテンションタイムを 

示している．  

 

 

OOHCl と OHOCl，OClOH の分離に関して，二位に OH 基が結合した OOHCl 

と三位に結合した OHOCl と OClOH の分離は出来たが，OH 基が同じ三位に結

合した OHOCl と OClOH の分離出来なかった．本分析系においては，OH の

結合位置が化合物のカラムへの保持に影響を与えていると考えられる．本研究

で使用した C30 カラムは，エンドキャップを施していない．そのためシリカ表

面の残存シラノール基と分析対象化合物中の OH 基が水素結合を形成する．OH 

基が化合物の構造の外側に配置される OHOCl と OClOH は，シリカ表面の残

存シラノール基とより強く相互作用を形成し，その結果，今回のような分離挙

動を示したと考えられる．POHCl と OHPCl，PClOH についても，同様の現象

が生じた結果，図 13 に示した分離挙動となったと考えられる． 
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PPCl と PClP は分離出来なかった一方で，OOCl と OClO については，ベー

スライン分離を行うことが出来た．これら化合物の分離挙動の違いも，選択し

たカラムの特性が影響している．C30 カラムは，カロテノイドの幾何異性体を

分離するために設計されたカラムであり，分子構造内の二重結合を認識する．

分子構造内に二重結合を有する OOCl と OClO の場合は，カラム担体と疎水性

相互作用に加え，上記の相互作用が働く．そのため，カラム担体が認識しやす

い一，三位に不飽和脂肪酸を側鎖として有する OClO と，カラム担体が認識し

やすい一位と，カラム担体が認識しにくい二位に不飽和脂肪酸を有する OOCl 

が分離できたと考えられる．一方で，側鎖にパルミチン酸を有する  PPCl と 

PClP の場合は，分子構造内に二重結合を持たない．そのため，カラム担体と分

子構造内二重結合との相互作用がなく，カラム担体との疎水性相互作用のみで

の分離であったことから，PPCl と PClP の分離が十分行われなかったと考えら

れる．以上のことから，側鎖に二重結合を持たない PPCl と PClP の分離は出

来なかったが，側鎖に二重結合を持つ OOCl と OClO の分離は行うことが出来

たと考えられる． 

上記のようなカラムの分離特性が顕著に得られた背景として，分離に SFC を

適用したことが挙げられる．緒論において言及したとおり，SFC の移動相に使

用している SCCO2 は， LC の移動相に使用している液体溶媒と比較して拡散

性が高い．そのため，カラムの化学結合基が速やかに立ち上がり，分析対象化

合物が化学結合基の根元に存在している残存シラノールと直ちに相互作用でき

るようになると考えられた．さらに，LC と比較して移動相に使用する極性溶媒

量が少ない．そのため，カラムに残存しているシラノール基と CPFAEs が有す

る OH 基の相互作用が LC の場合と比較して強くなる．このように，SCCO2 を

移動相に使用する SFC は，LC と比較して使用するカラムの特性が分離挙動に
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強く現れるという性質を有している．本研究にて選択した C30 カラムは疎水性

化合物を強く保持する，化合物の立体構造の違いを認識する，残存シラノール

との相互作用による OH 基認識能といった特性を有している．これら特性を利

用することにより，分析対象化合物として選択した 15 種の CPFAE 分子種を

良好に分離できたと考えられる．  

これまで述べてきたように，本分析系では一部の化合物で位置異性体の分離

を行うことが出来た．位置異性体を分離出来る本分析系を用いることで，CPFAEs 

の生成経路に関する研究遂行の一助になると考えられる．例えば，TAG から 

R1R1Cl, R1ClR1 が生成する場合を考える．TAG からの R1R1Cl, R1ClR1 生成は，

TAG 各分子種から直接 R1R1Cl, R1ClR1 が生成し，さらに生成した R1R1Cl, 

R1ClR1 が異性化するという経路が考えられる．TAG から直接 R1R1Cl, R1ClR1 

が生成する場合，R1R1Cl の前駆体は R1R1R1 と R1R1R2 の 2 種となる (図 16 

中の反応経路 1 に相当)．一方，R1ClR1 の前駆体は R1R1R1 と R1R2R1 の 2 種

となる (図 16 中の反応経路 2 に相当)．この場合，R1R1X は R1ClR1 の前駆体

にはならず，R1R2R1 は R1R1Cl の前駆体にはならない．ただし，R1R1Cl 及び 

R1ClR1 が生成した後異性化が生じた場合 (図 16 中の反応経路 3 に相当)，

R1R1Cl, R1ClR1 の前駆体は R1R1R1, R1R1R2, R1R2R1 となる．R1R1Cl と R1ClR1 

を分離・分析することのできる本分析系を用いれば，TAG から CPFAEs が生成

するところで反応が止まるのか，異性化まで進行するのか判断することが出来

ると考えられる． 
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図 16  脂質から CPFAEs への予想生成経路 

R1, R2 :脂肪酸側鎖  

1 : TAG から 3-MCPD 脂肪酸エステルへの反応経路 

2 : TAG から 2-MCPD 脂肪酸エステルへの反応経路 

3 : 異性化経路 
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2-3-4. 構築した分析系の性能検証 

最適化した各分析条件を用いて，各 CPFAEs の標準品を分析することで，各

化合物の溶出時間の確認と再現性の確認を行った．さらに，検出限界と定量限

界の確認も合わせて実施した．分析により得られた各バリデーションの結果を

表 6 に示す．まず溶出時間であるが，各化合物とも分離できていることが見て

取れる．さらに，10 回分析した際の溶出時間の相対標準偏差が 0.7 % 以下であ

り，再現性も良好であった． 

本分析系における検出限界であるが，0.08 – 0.19 mg/kg であった．検出限界は 

S/N = 3 となる点としている．この検出感度は既存の分析系と同程度である． 

添加回収試験は Crude Palm Oil に各標準品を一定量添加することで実施した．

添加した濃度は 5 mg/kg, 50 mg/kg, 500 mg/kg の 3 濃度とした．検討の結果得ら

れた回収率は 69% - 109% であった (表 7)． 

 

表 7  添加回収試験結果 

POHCl 69.50 ± 8.18 68.01 ± 14.32 72.79 ± 9.05

PClOH + OHPCl 70.33 ± 3.22 73.46 ± 14.98 76.83 ± 9.66

PPCl + PClP 106.57 ± 2.38 98.58 ± 9.47 102.94 ± 19.54

OOHCl 85.87 ± 9.75 78.63 ± 15.56 88.11 ± 4.04

OHOCl + OClOH 87.04 ± 18.83 76.12 ± 17.37 88.78 ± 11.88

OOCl 101.67 ± 6.09 98.35 ± 3.36 109.34 ± 12.70

OClO 96.00 ± 5.92 98.44 ± 8.96 105.87 ± 12.01

PLCl 90.96 ± 9.05 94.75 ± 3.53 73.27 ± 3.40

OLCl 99.91 ± 9.91 102.67 ± 8.01 109.43 ± 26.15

POCl 105.39 ± 2.63 102.44 ± 4.08 109.28 ± 20.40

SOCl 97.99 ± 5.34 97.43 ± 2.51 101.95 ± 4.19

PSCl 99.70 ± 7.01 96.89 ± 6.32 87.98 ± 2.32

(%)

5 mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg

 

 



43 

 

2-4. 小括 

これまでの CPFAEs 分析系では，分離系には逆相 LC を適用していた．加え

て，サンプルの精製に固相抽出を用いていた．これは，油脂中に夾雑物として

含まれる TAG 等の低極性化合物を除去する為である．固相抽出を用いない場

合，夾雑物の影響により分析系が汚染される．さらに，サンプルの希釈溶媒に

は移動相の初期溶媒組成よりも溶出力の強い溶媒を使用する必要があった．そ

の結果，化合物の保持に影響が生じ，ピークの形状の悪化が生じていた．そこ

で本章では，固相抽出の有無やサンプルの希釈溶媒に影響されず，連続分析が

可能な分析系を構築すべく検討を実施した．分離系として低極性化合物の分

離・分析に有用な SFC の適用を試みたところ，既存の分析系と同程度の検出感

度を有し，かつ固相抽出の有無やサンプルの希釈溶媒に影響されない分析系が

構築できた．加えて，既存の分析系では CP モノエステル，CP ジエステルそ

れぞれ個別の抽出法を設定しないと分析不可であるのに対し，本分析系は固相

抽出を要することなく分析が可能である．よって，これまで報告されてきた逆

相 LC を用いた分析系と比較して定量結果の再現性が良い (図 17)．固相抽出

を用いない本分析系は， CPFAEs の精密分析を行う上で有用であると言える． 

これまで構築されてきた LC/ESI MS を用いた分析系では，固相抽出によりサ

ンプル中の夾雑物の除去を行った後，分析を実施するのが一般的である．これ

は Haines ら (41) の検討を踏まえ，CPFAEs 以外の化合物，特に低極性化合物

である TAG を除去することが，LC/ESI MS を用い安定的に CPFAEs の定量を

行う上で重要とされてきたためである．ところが，TAG をはじめとした中性脂

質を夾雑物として除去した場合，これらの情報が失われるという欠点がある．

前述の通り，CPFAEs は中性脂質と塩素が共存した状態で，これら化合物を高

温で処理することにより生成するとされている．CPFAEs の生成メカニズムを
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明らかにするうえで，生成した CPFAEs の分子種及びその生成量だけでなく，

反応前後の TAG をはじめとした中性脂質の挙動も把握することは極めて重要

である．固相抽出によるサンプルの精製を行うことなく分析を実施できる本分

析系は，CPFAEs だけでなくその前駆体である MAG, DAG, TAG の評価も同時

に行うことができる可能性を秘めたものである． 

以上，本章における検討の結果から，CPFAEs 分析系に SFC を分離系として

適用できることが確認された．加えて，既存の分析系に使用されている逆相 LC 

ではできなかった，CPFAEs とその前駆体である MAG, DAG, TAG の同時分析

を行うことができる可能性も示すことができた．  

 

 

 

分析装置
分析対象とした

CPFAEs
RSD (%)

検出限界
(mg/kg)

注入量
(ml)

サンプル溶液
濃度 (mg/ml)

固相抽出
参考文献

番号
出典

1 LC-ToF MS Mono and Di-Ester - < 1.69 5 20.0 - 41 J. Am. Oil Chem. Soc., 88, 1-14 (2011)

Mono-Ester 15.5 < 0.08 10 10.0 +

Di-Ester 13.5 < 0.07 10 10.0 +

Mono-Ester 30.6 < 0.05 2 16.0 +

Di-Ester 17.1 < 0.02 2 16.0 +

4 LC-QqQ MS Mono-Ester 7.9 < 0.06 5 40.0 + 44 J. Agric. Food Chem., 61, 4737-4747 (2013)

5 LC-QqQ MS Di-Ester 10.7 < 0.01 5 40.0 + 45 J. Agric. Food Chem., 61, 4748-4757 (2013)

6 SFC-QqQ MS Mono and Di-Ester 8.2 < 0.19 5 1.0 - 本研究

3 LC-ToF MS J. Chromatogra. A, 1236, 4748-4754 (2012)

2 LC-QqQ MS Food Addit. Contam., 28, 1492-1500 (2011)42
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図 17  過去に報告された分析法との比較 
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第三章. 油脂中の CPFAEs 分析による構築した分析系の有用性の検証 

 

3-1. 緒言 

第二章にて，SFC/MS を用いた CPFAEs 分析系の構築を行うことが出来た．

そこで第三章では，構築した分析系の有用性を示すために，構築した分析系を

用いて CPFAEs 生成に関する新たな知見の取得を試みた．これまでも CPFAEs 

の生成に関する研究が試みられてきた．ただし，これまでの研究はいくつかの

問題点を抱えたものであった．一つは，CP の総量，もしくは一部の CPFAEs の

増減のみを評価し考察を行っている点，そしてもう一つは，多様な化合物が様々

な濃度で混在している複雑な系である食用油脂をサンプルに用いている点であ

る．そこで本研究では，より単純な試験系で検討を行うことで，CPFAEs の生成

に関する知見を得ようと試みた．つまり，本研究では各脂質と塩素化合物を高

温で処理することで生成する CPFAEs のプロファイリングを行うこととした．

CPFAEs は，パーム油脂の製造工程における脱臭操作時に生成することが，過去

の研究にて明らかになっている (19)．よって本研究ではまず，脱臭操作時の環

境を再現した in vitro でのサンプル調製法の構築を試みた．続いて，構築したサ

ンプル調製法を用いて，単一の脂質と塩素源を反応させた場合に生成する 

CPFAEs のプロファイリングを行った．試験に用いた脂質として，MAG として

モノパルミチン，モノオレイン，DAG としてジパルミチン，ジオレイン，TAG 

としてトリパルミチン，トリオレイン の 6 種の脂質標準品を用いた．最後に，

Crude Palm Oil をサンプル調製法にて処理し，生成した CPFAEs のプロファイ

リングを行った．本研究では，塩素化合物は過去の研究で Destaillats らが用い

た FeCl2 を用いた (27)． 
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3-2. 実験方法 

3-2-1. 試薬 

トリオレイン，トリパルミチンは和光純薬より入手した．モノオレイン, ジオ

レイン, モノパルミチン, ジパルミチン は Sigma-Aldrich Corporation (MD, USA) 

より入手した． FeCl2 は東京化成工業より入手した．メタノール，ヘキサン，

クロロホルム，ギ酸アンモニウムは和光純薬より入手した． 

 

3-2-2. CPFAEs の定量を行った油脂サンプル 

Crude Palm Oil は PALMAJU EDIBLE OIL Sdn. Bhd. より分与頂いたものを使

用した．この Crude Palm Oil の MAG, DAG, TAG の組成比はそれぞれ MAG 

<1%， DAG 6.9%，TAG 93.1% であった．この組成比は LC-RI を用いて分析を

行った．YMC-Pack ODS-A (250 mm ×4.2 i.d., 5 mm, YMC Co., Ltd.) を分離カラ

ムに使用し，カラムオーブン温度は 25℃ に設定した．アイソクラティックに

よる分離を行い，流速は 0.9 mL/min とした．LC-RI の移動相はアセトン/アセ

トニトリル = 8/2 (v/v) とした．精製パーム油脂は前述の Crude Palm Oil をラボ

にて精製することで得た．Crude Palm Oil の精製条件は下記の通りである．まず 

500 g の Crude Palm Oil に対して 7.5 g の活性白土を添加し，110℃，20 mmHg 

の条件で 10 分間脱色操作を行った．脱色操作終了後，活性白土をろ紙にて除

去した油脂を全量脱臭操作に供した．脱臭操作は 2 mmHg，250℃ の条件で 90 

分間実施した．90 分の間に水蒸気を 25 g 吹き込んだ．脱臭処理が終了後，油

脂を 80℃ 以下まで冷却されたことを確認した後，真空状態を解除し油脂を回

収した． 
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3-2-3. 油脂サンプルの加熱処理 

FeCl2 を添加する試験区のサンプルは下記のように調製した．まず  100 

mg/mL の濃度の FeCl2 -メタノール溶液を調製した．本溶液を Phyrex アンプル

に 10 ml 添加した後，メタノールを蒸発させた．続いて，この Phyrex アンプル

に脂質を 10 mg 添加し，N2 ガスでヘッドスペース部を置換した後，ガスバー

ナー (Style Index CO., LTD.) を用いて封管した．封管した Phyrex アンプルはマ

ッフル炉 (NITTO KAGAKU CO., LTD.) を用いて 250℃にて 90 分間加熱処理

を行った． 

FeCl2 を添加しない試験区のサンプルは下記のように調製した．Phyrex アンプ

ルに脂質を 10 mg 添加し，N2 ガスでヘッドスペース部を置換した後，ガスバ

ーナー(Style Index CO., LTD.)を用いて封管した．封管した Phyrex アンプルはマ

ッフル炉 (NITTO KAGAKU CO., LTD.) を用いて 250℃にて 90 分間加熱処理

を行った．処理後の各脂質サンプルを 1 mL のクロロホルムに溶解した．続い

て，本希釈溶液をヘキサンにて 10 倍に希釈した．最後に，本検液に内部標準

物質として PPCl-d5 を 100 mg/mL の濃度になるよう添加した．本検液を試験用

液とした．検液中の脂質濃度は 1 mg/mL となる． 
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3-3. 結果・考察 

3-3-1. 油脂サンプルの加熱処理法の構築 

第二章にて，SFC/MS を用いた CPFAEs 分析系の構築を行うことが出来た．

そこで第三章では，構築した分析系の有用性を示すために，構築した分析系を

用いて CPFAEs 生成に関する新たな知見の取得を試みた．これまでも CPFAEs 

の生成に関する研究が試みられてきたが，これまでの研究は問題点を抱えたも

のであった．最も問題とされた点は，多様な化合物が様々な濃度で混在してい

る食用油脂をサンプルに用いている点である．そこで本研究では，より単純な

試験系で検討を行うことで，CPFAEs の生成に関する知見を得ようと試みた．つ

まり，単一の脂質と塩素化合物を高温で処理することで生成する CPFAEs のプ

ロファイリングを行うこととした．本研究では塩素化合物として FeCl2 を添加

している．これは過去の研究にて塩素化合物として使用された実績 (20) がある

ことから，本研究においても FeCl2 を塩素化合物として使用することとした． 

CPFAEs は，パーム油脂の製造工程における脱臭操作時に生成することが，過

去の研究にて明らかになっている (19)．よって検討を始める前に，本検討で用

いたサンプル調製法が，パーム油脂の製造工程における脱臭操作の環境を再現

できているかの確認を行った．再現できているかについては，塩素化合物を添

加せずに 3-2-4 で示した処理を経た Crude Palm Oil 中の CPFAEs の分析結果

が，実際の精製操作を経て製造されたパーム油脂中の CPFAEs の分析結果と一

致しているかで判断した．各サンプルの分析結果を表 8 に示す．実際の精製操

作を経て製造されたパーム油脂から検出された CPFAEs は PPCl + PClP，OOCl，

OClO，PLCl，OLCl，POCl であり，その合計量は 15.7 nmol/g であった．一方

で，3-2-4 で示した処理を経た Crude palm oil から検出された CPFAEs は PPCl 

+ PClP，OOCl，OClO，PLCl，OLCl，POCl であり，その合計量は 16.8 nmol/g で
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あった．各化合物の定量結果もほぼ同等となったことから，今回設定したサン

プル処理方法は，実際の精製工程における脱臭工程の環境を再現できていると

判断した． 

 

 

 

 

表 8  塩素化合物を添加せず 3-2-4 の処理を行った Crude palm oil と，実際の

精製操作を経て製造されたパーム油脂中の CPFAEs の分析結果 

POHCl

OHPCl + PClOH

PPCl + PClP 5.59 ± 0.15 6.23 ± 0.64

OOHCl

OHOCl + OClOH

OOCl 2.40 ± 0.08 3.16 ± 0.96

OClO 1.49 ± 0.14 1.30 ± 0.25

PLCl

OLCl

POCl 6.19 ± 0.25 6.15 ± 1.21

SOCl

PSCl

Sum

n.q. n.q.

n.q. n.q.

n.d. n.d.

(nmol/g) (n  = 3)

n.d. n.d.

15.67 16.84

n.d. n.d.

実際の精製操作を経て製造さ
れたパーム油脂

n.d. n.d.

塩素化合物を添加せずに，加熱
処理を行った Crude Palm Oil

n.d. n.d.

n.d. n.d.

 

n.d. : not detected 

n.q. : not quantitated 
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3-3-2. 単一の脂質から生成する CPFAEs の評価 

3-3-1 にて構築したサンプル処理法を用いて，単一の脂質と塩素化合物を高温

で処理することで生成する CPFAEs のプロファイリングを行った．まず始めに，

脂質標準品と塩素源を反応させた場合に生成する CPFAEs の定量を行った．用

いた脂質標準品は，MAG としてモノパルミチン，モノオレイン，DAG として

ジパルミチン，ジオレイン，TAG としてトリパルミチン，トリオレインの 6 種

を準備した．それぞれのサンプルから検出された CPFAEs の定量結果を， 表 9 

に示している． 

全ての脂質において，FeCl2 を添加して反応させた場合，添加せずに反応させ

た場合と比較して生成する CPFAEs が大幅に増加していることが確認できる．

本結果に関してはこれまで報告されてきた，CPFAEs は脂質と塩素化合物を高温

にて反応させることで生成するという結果と一致する (17,18)．一方で，生成す

る CPFAEs の分子種のプロファイルは，反応に用いた脂質の種類によって異な

る結果となった．例えば，モノオレイン，ジオレイン，トリオレインと塩素化

合物を反応させた場合に生成する CPFAEs を比較する．モノオレインからは，

CP 脂肪酸モノエステルである OOHCl，OHOCl，OClOH が主な生成物であっ

た．ジオレインの場合，同じく CP 脂肪酸モノエステルである OOHCl，OHOCl，

OClOH  が主な生成物であったが，CP 脂肪酸ジエステルである OOCl，OClO 

も生成していることが確認できる．さらにトリオレインの場合は，CP 脂肪酸ジ

エステルである OOCl，OClO が主な生成物であった．以上の結果から，MAG と

塩素化合物が反応した際は CP 脂肪酸モノエステルが，DAG が塩素化合物と反

応した際は CP 脂肪酸モノエステルと CP 脂肪酸ジエステルが，そして TAG 

が塩素化合物と反応した際は CP 脂肪酸ジエステルが生成することが明らかに

なった．この傾向は，モノパルミチン，ジパルミチン，トリパルミチンの場合
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も同様であった．CPFAEs は当初，MAG や DAG と塩素化合物が反応すること

により生成するとされてきた (21)．ところが近年報告された Zhang らの研究で

は，MAG や DAG だけでなく，TAG からも CPFAEs が生成するとしている 

(62)．本研究における結果は，Zhang らの研究の結果を支持するものである．さ

らに本研究では，Zhang らの研究で明らかになった知見に定量的な考察を加え

ることが出来ている．つまり，どの脂質からどの CPFAEs がどれだけ生成する

のかについて議論を行うことが出来ている．定量的な考察については Zhang ら

の研究では実施されていない．これは，彼らの研究で用いられた分析手法が

CPFAEs の各分子種の分析を主眼に置いたものではない為である．本研究におけ

る検討の結果，前述の通り反応させる脂質の種類により 生成する CPFAEs のプ

ロファイルが異なるということが明らかになった．図 18 に本項の検討結果の

概要を示している． 
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図 18  本項の検討結果の概要 

(A) MAG と塩素化合物が反応した場合は CP 脂肪酸モノエステルが 

主に生成する．(B) DAG と塩素化合物が反応した場合は CP 脂肪酸 

モノエステルとジエステルが共に生成する．(C) TAG と塩素化合物 

が反応した場合は CP 脂肪酸ジエステルが生成する． 
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定量の結果，モノオレインから生成された CPFAEs の合計は 0.58 mmol/g，ジ

オレインから生成された CPFAEs は 1.89 mmol/g，トリオレインから生成された 

CPFAEs は 0.79 mmol/g であった．また，モノパルミチンから生成された CPFAEs 

は 1.74 mmol/g，ジパルミチンから生成された CPFAEs は 2.23 mmol/g，トリパ

ルミチンから生成された CPFAEs は 0.80 mmol/g であった．DAG と塩素化合物

を反応させた場合が，最も CPFAEs が多く生成していた．本結果はこれまでの

結果と同様である (21)． 

トリオレインと塩素化合物を反応させた場合，OOCl と OClO が生成されて

いることが確認できた．OOCl と OClO は位置異性体の関係にある．OOCl と 

OClO の定量の結果，0.50 mmol/g と 0.28 mmol/g であり，その比率は約 2:1 で

あった．過去の研究の中で，精製後の 3-MCPD と 2-MCPD 脂肪酸エステルの

比は 2:1 であることが報告されている (63, 64)．よって本研究におけるこの結

果は，過去の研究にて報告された結果と一致するものである．  
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表 9  3-2-3 の処理を行った脂質標準品中の CPFAEs 

POHCl 375.73 ± 6.08 708.17 ± 45.45 8.09 ± 0.37

OHPCl + PClOH 141.61 ± 6.88 284.53 ± 36.15

PPCl + PClP 57.48 ± 1.60 275.41 ± 11.17 633.85 ± 47.65

OOHCl

OHOCl + OClOH

OOCl

OClO

POHCl

OHPCl + PClOH

PPCl + PClP

OOHCl 119.64 ± 3.84 475.17 ± 7.53

OHOCl + OClOH 70.13 ± 4.62 295.14 ± 22.63

OOCl 9.78 ± 1.91 14.00 ± 0.81 246.40 ± 14.16 445.91 ± 10.24

OClO 6.46 ± 0.44 6.26 ± 0.51 155.53 ± 9.80 250.88 ± 5.49

(mmol/mol) (n  = 3)

n.q. n.q.

n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

n.q. n.q.

n.q. n.q.

n.d. n.d.

n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d.

n.d. n.d.

n.d. n.d. n.d. n.d.

n.q. n.q.

n.d. n.d. n.d.

n.d. n.d.

n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d.

n.d. n.d. n.d.

添加

n.q. n.q. n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d.

添加 無添加

n.d. n.d. n.d.

n.d.

n.d. n.d. n.d.

無添加 添加 無添加

FeCl2

無添加 添加 無添加 添加 無添加

n.q. n.q. n.d.

n.q.

n.d.

FeCl2 FeCl2 FeCl2 FeCl2 FeCl2

FeCl2

モノパルミチン ジパルミチン トリパルミチン

モノオレイン ジオレイン トリオレイン

FeCl2 FeCl2 FeCl2 FeCl2 FeCl2

添加

 

n.d. : not detected 

n.q. : not quantitated 
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3-3-3. パーム油脂から生成する CPFAEs の評価 

最後に，Crude Palm Oil と塩素化合物を 3-2-4 にて示した手法にて反応させ，

生成した CPFAEs の定量を行った (図 19, 表 10)．定量の結果，生成された 

CPFAEs の 97% は CP 脂肪酸ジエステルであった．前述の MAG, DAG, TAG 

を用いた検討の結果から，MAG からは CP 脂肪酸モノエステルが，DAG から

は CP 脂肪酸モノエステルと CP 脂肪酸ジエステルが，そして TAG からは 

CP 脂肪酸ジエステルが生成することが明らかになった．Crude Palm Oil 中の 

MAG や DAG が反応して CPFAEs が生成しているのであれば， CP 脂肪酸モ

ノエステルが生成されるはずである．ところが今回の結果では，生成した 

CPFAEs 中の CP 脂肪酸モノエステルの割合は 3% であるのに対し， CP 脂肪

酸ジエステルは 97% であった．そのため，本サンプル中の CPFAEs は，Crude 

Palm Oil 中の TAG と塩素化合物が反応し生成したと考えられる．以上の検討の

結果から，実際の製造工程にて製造されたパーム油脂中の CPFAEs の多くは，

油脂中の TAG と塩素化合物が反応し生成していると考えられる． 
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図 19  3-2-3 に示した手法で処理を行った Crude Palm Oil を分析した結果得

られた MRM クロマトグラム 
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表 10  3-2-3 の処理を行った Crude Palm Oil 中の CPFAEs 

POHCl

OHPCl + PClOH

PPCl + PClP 6.23 ± 0.64 27.77 ± 5.96

OOHCl 2.64 ± 0.83

OHOCl + OClOH 1.32 ± 0.26

OOCl 3.16 ± 0.96 24.29 ± 1.98

OClO 1.30 ± 0.25 12.66 ± 1.13

PLCl 0.65 ± 0.10

OLCl 11.88 ± 2.23

POCl 6.15 ± 1.21 52.72 ± 6.20

SOCl

PSCl 2.54 ± 0.25

Sum

n.q.

n.d.

16.84 136.47

n.q.

n.q.

n.d.

n.d. n.q.

n.d.

n.d.

FeCl2 0 ppm FeCl2 100 ppm

n.d. n.q.

 

FeCl2 0 ppm : 塩素化合物を添加せずに 3-2-4 の処理を行った場合の結果 

FeCl2 100 ppm : 塩素化合物を添加して 3-2-4 の処理を行った場合の結果 

n.d. : not detected 

n.q. : not quantitated 
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3-4. 小括 

本章では構築した分析系の有用性を示すべく，脂質と塩素化合物の反応に関

する知見を得ることを試みた．そのため，パーム油脂の製造工程を再現した in 

vitro 試験にて得られた油脂サンプル中の CPFAEs のプロファイリングを試み

た．脂質標準品と塩素化合物を反応させた結果，MAG からは CP 脂肪酸モノ

エステルが，DAG からは CP 脂肪酸モノエステルと CP 脂肪酸ジエステルが，

そして TAG からは CP 脂肪酸ジエステルが生成することが明らかになった． 

さらに，Crude Palm Oil と塩素化合物を反応させると， CP 脂肪酸ジエステル

が主に生成された．この結果から，パーム油脂中に含まれている CPFAEs は，

TAG と塩素化合物が反応することで生成することが示唆された． 

これまでの研究では，CPFAEs の前駆体は MAG や DAG であるとされてき

た．これは，油脂中の CPFAEs の挙動を詳細に追うことのできない分析系を用

いて検討を行った結果である．例えば清水らの報告 (21) でも，CPFAEs の前駆

体は DAG であると結論付けられている．彼らの研究で使用されていた分析系

は，緒論で述べた GC/MS を用いたものであり，CPFAEs とグリシドールを合

わせて評価している可能性がある．本研究で得た知見は，このような誤った解

釈を正す一助になると考えられる． 
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第四章 総括 

本研究では，パーム油脂中の CPFAEs を精密分析可能な分析系構築をめざし，

種々の検討を行った．CPFAEs の精密分析系は，CPFAEs の前駆体や生成機構の

解明，代謝挙動の解明といった CPFAEs に関する検討を行う上で必要であり，

その開発を CODEX，EFSA，そして日本の農林水産省が推奨している． 

これまで構築されてきた LC/ESI MS を用いた分析系では，固相抽出によりサ

ンプル中の夾雑物の除去を行った後，分析を実施するのが一般的である．これ

は Haines らの検討を踏まえ，CPFAEs 以外の化合物，特に低極性化合物である 

TAG を除去することが，LC/ESI MS を用い安定的に CPFAEs の定量を行う上

で重要とされてきたためである．  

LC/ESI MS を分析装置として用いた分析系では，CPFAEs の脂肪酸分子種を

個々に評価できることが利点である．ところが，CPFAEs の内，脂肪酸が 1 つ

結合したモノエステルと，脂肪酸が 2 つ結合したジエステルでは，その極性が

大きく異なるため，逆相 LC では同一分析系において良好に分離を行うことは

困難であった．例えば，各ピークの形状を良好にしようとした場合，モノエス

テル各分子種，及びジエステル各分子種の分離が不十分となってしまう．反対

に，モノエステル各分子種，及びジエステル各分子種をそれぞれ良好に分離し

ようとした場合，溶出ピークがブロードになる． 

さらに，サンプルの希釈溶媒の組成についても問題になる．LC にて分析を行

う際は，一般的にサンプルの希釈溶媒の組成は LC 移動相の初期溶媒組成と同

じか，もしくは溶出力の弱い溶媒組成にすることが望ましいとされている．移

動相の溶媒組成よりも溶出力の強い希釈溶媒を使用した場合，分析対象化合物

がカラムの固定相に保持さず，ピークがブロードになる．加えて，分析対象化

合物がカラムの導入部で濃縮されないため，検出感度の低下を招くことになる．
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LC を分離系に使用した CPFAEs 分析系では，移動相の初期溶媒はメタノール，

アセトニトリル，水を任意の割合で混合した組成であるのに対し，サンプルの

希釈溶媒にはイソプロパノールやジクロロメタン等が使用されてきた．CPFAEs 

の内，CP 脂肪酸ジエステルはメタノールやアセトニトリルには溶解しない為，

上記のような組成の希釈溶媒を使用せざるを得ない．そのため，サンプルの希

釈溶媒の組成と LC の移動相の組成のギャップが生じ，ピークの形状の悪化を

引き起こしている．2011 年に初めて報告された LC を分離系に据えた CPFAEs 

分析系は，これまでに多くの改良が行われてきたが，上記の課題を克服するた

めには LC と異なる分離系が求められた．そこで本研究では逆相 LC よりも疎

水性化合物の分離に優れ，かつ幅広い分離モードを有する分離系の適用を試み

た． 

第二章ではまず，分離系として低極性化合物の分離・分析に有用な SFC を使

用した CPFAEs 分析系の構築を試みた．検討の結果，15 種の CPFAEs につい

て分析対象化合物と，他の分析対象化合物の同位体イオンが供溶出することの

ない分離系を構築することが出来た．本検討では，化学結合基に C30 を有した

カラムを二本直列に結合し分離を行った．本検討で使用したカラムの場合，化

合物の分離にはカラムの化学結合基に加えて，残存シラノールとの相互作用が

大きく影響していると考えられた．このようにカラムの分離特性が顕著に得ら

れた背景として， SFC の移動相に使用している SCCO2 の特性が挙げられる．

SCCO2 は， LC の移動相に使用している液体溶媒と比較して拡散性が高い．そ

のため，カラムの化学結合基が速やかに立ち上がり，分析対象化合物が化学結

合基の根元に存在している残存シラノールと直ちに相互作用できるようになる

と考えられた．さらに，LC と比較して移動相に使用する極性溶媒量が少ない．

そのため，カラムに残存しているシラノール基と CPFAEs が有する OH 基の相
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互作用が LC の場合と比較して強くなる．このように，SCCO2 を移動相に使用

する SFC は，LC と比較して使用するカラムの特性が分離挙動に強く現れると

いう性質を有している．本研究にて選択した C30 カラムは疎水性化合物を強く

保持する，化合物の立体構造の違いを認識する，残存シラノールとの相互作用

による OH 基認識能といった特性を有している．これら特性を利用することに

より，分析対象化合物として選択した 15 種の CPFAE 分子種を良好に分離で

きたと考えられる．さらに LC の場合，分離カラムを二本直列に連結し分析を

実施すると背圧が高くなる．一方 SFC の場合，移動相に使用している SCCO2 粘

性が低い為，分離カラムを二本直列に連結した場合でも分析が実施可能となる． 

このように，SFC の特性を活かすことにより，既存の分析系と同程度の検出

感度を有し，サンプルの希釈溶媒の影響なく，かつ固相抽出の必要がない分析

系が構築できた．本章における検討の結果から，CPFAEs 分析系に SFC を分離

系として適用できることが確認された． 

本研究では，パーム油脂で生成する CPFAEs を分析対象とし，分析系の構築

を行ったが，他の油脂種に対応した分析系を構築することも可能である．今回，

多種多様な分子種が存在する CPFAEs の内，パーム油脂から生成する CPFAEs 

のみを選定する為に，2-3-1 で示したスクリーニングを実施した．例えば，スク

リーニングを行う油脂を菜種油や大豆油等，他の油脂種に変更することで，様々

な油脂に対応した分析系を構築することが出来ると考えられる．  

続いて第三章では，構築した分析系の有用性を示すべく，脂質と塩素源の反

応に関する知見を得ることを試みた．そのため，パーム油脂の製造工程を再現

した in vitro 試験にて得られた油脂サンプル中の CPFAEs のプロファイリング

を試みた．脂質標準品と塩素源を反応させた結果，パーム油脂中に含まれてい

る CPFAEs は，TAG と塩素化合物が反応することで生成することが示唆された．
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これまでの研究では，CPFAEs の前駆体は MAG や DAG であるとされており，

本研究で得た知見は，このような誤った解釈を正す一助になると考えられる． 

最後に，CPFAEs に関する研究の中における，本研究の意義について述べる．

CPFAEs 精密分析系の開発の意義については，緒論で述べたとおりであり，日本

においても農林水産省がその開発研究を推奨している．これは CPFAEs 精密分

析系が，ヒトの体内での代謝挙動把握や，生成機構の解明等に必要不可欠であ

る為である．これまでも，複数の研究グループが上記の研究を遂行してきた．

例えば，清水ら (21) や Destaillats ら (27) は生成機構の解明を，Nagy らは前駆

体の解明，Matthäus ら (65) や Bornscheuer ら (66) は低減法の開発，そして 

Abraham ら (67) はラットを用いて CPFAEs の体内挙動解明を試みている．た

だし，これら研究の全てにおいて共通するのは，CPFAEs を分子種ごとに精密に

分析できていない点である．清水らは生成機構解明の為に検討を行っているが，

評価系は GC/MS を用いたものであり，CPFAEs の分子種に関する情報の取得

を行えていない (21)．また，Destaillats らについても同様に，生成機構に関する

検討を行っている (27)．彼らは LC/MS を用い，CPFAEs 分子種に関する情報

の取得を試みているが，標準品を用いず検討を実施している為，各 CPFAEs に

関する量の評価を行っていない．また， Abraham らは，ラットを用いた CPFAEs 

の代謝挙動の解明を試みているが，彼らの評価系も GC/MS を用いたものであ

る．さらに CP の内，3-MCPD のみ評価しており，その代謝産物については未

評価である．このように，得られた結果が限定的であるため，そこから導かれ

る結論についても限定的であった． 

本研究にて提唱した SFC を分離系として選択した分析系は，分析サンプルの

調製条件に影響されず CPFAEs を分子種ごとに精密分析できるため，上記の研

究における問題点を解消するものである．さらに本分析系では，サンプルの前
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処理を行う必要がない．これまで提唱されてきた LC を分離系に選択した分析

系では，サンプルの前処理として固相抽出により TAG をはじめとした低極性

化合物の除去を行ってきた．ところが，TAG をはじめとした低極性化合物を夾

雑物として除去した場合，これらの情報が失われるという欠点がある．前述の

通り，CPFAEs は中性脂質と塩素が共存した状態で，これら化合物を高温で処理

することにより生成するとされている．CPFAEs の生成メカニズムを明らかにす

るうえで，生成した CPFAEs の分子種及びその生成量だけでなく，反応前後の 

TAG をはじめとした脂質の挙動も把握することは極めて重要である．さらに，

代謝挙動の解明においても，CPFAEs に加えその代謝産物の分析が求められる．

本研究にて構築した分析系は固相抽出によるサンプルの精製を必要としないた

め， CPFAEs の前駆体や代謝産物の挙動も同時に評価することが出来る可能性

を秘めている．以上のことを踏まえ，本研究にて構築した CPFAEs 分析系は，

CPFAEs に関する広範な研究に適用できる，有用な分析系であると言える． 
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