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指肪按分析のための蛍光誘導体化試薬9-アントラセンメタノールの精製

端場祐介1)・安藤靖浩2)

(2∞9年 6月22日受付， 2009年 7月30B受理)

Purification of 9-Anthracenemethanol as a Fluorescent-Labeling Reagent 

for Microanalysis of Fatty Acids 

Yusuke HABA1
) and Yasuhiro AND02) 

Abstract 

A flllOrescent-labeling 1・eagent9-anthracenemethanol was pllri品edby recrystallization for use in microanalysis 

of natural oil fatty acids. A commercial reagent was dissolved in ethyl acetate at the boiling point， and allowed 

to stand a1 room temperature until the crys1als precipitated in yellow needles. The pl・Odllctgiven in the yield of 

74% was analyzed by reversed-phas巴 high日 performanceliquid chromatography. Many contaminant peaks fOllnd 

in the crllde material disappeared in the chrol11atogram， indicating succ巴:SSflllpurification of the reagent. The 

purified reagent could be llsed for fatty acid analysis of 1-5μg of natural tri乱cylglycerolsincluding those of cod 

liver/l11ackerel oil and bonito head oil. 2-Butanone was also ejfective solvent for the purification. With these 

solvents， commerci乳llyavailable 9…anthracen巴l11ethanolcan be puri自edby the simple recrystallization. 

Key words: 9-Anthracenemethanol‘Fatly acid analysis， Fish oil， Recrystallization， High…perforl11anc巴 liqllid

chromatography 

緒 ち主主r
E司

蛍光試薬である 9-アントラセンメタノールはカルボキ

シノレ基のラベ/レ化剤として有用で，持られるカルボン酸 9-

アンスリルメチルエステル誘導体は蛍光高速液体クロマト

グラフィー (HPLC)による高感度分析に供されるのι
kura et al.， 1994; Yasaka and Tanaka， 1994;九1ukherjeeand 

Karnes， 1996)。この誘導体化にエステル交換反応、が適揺さ

れた場合には，数μgといった盆の魚、油トリアシJレグリセ

ロールの脂肪額分析が可能で、ある (Andoet al.， 2(07)。

誘導体化に使う試薬の純度は脂肪酸分析の正確さに影

る。特に 9アントラセンメタノールは微量分析に使わ

れるため，不純物が蛍光 HPLCで妨害ピークとなって出現

すると分析は困難となる。筆者らの経験では，市販の 9ア

ントラセンメタノールは不純物のパターン，含有量がメ

カ一間で異なるだけでなく，向ーのメ…カーで、あっても

ロット間に顕著な差異カ滞、められる。すなわち，未精製の

まま脂肪酸分析に使用できる製品とできない製品とが存在

する。不純物の影響を軽減するために試薬または誘導体の

精裂を行うことが必要になるが，現実には微の誘導体の

精製は容易で、はなしまた試料の数だけ精製を繰り返さな

1) 北海道大学大学説水産科学院生物資源化学講座

(Chair 01 Bioresources Clzemistry， Gr，刀W吋α似Mω正dゐぬfカルIIα仰t舵eS針却ch加1ω0010ザ>/FisおM帥〉注以幼1ポ均加h
2幻)北海道大学大学院水l産室科学研究i読涜生物資源化学分野

ければならない。

本研究では試薬側の 9-アントラセンメタノーノレを再結

品により精製することとした。再結晶の溶媒として酔酸エ

チルを使用した結果， 1~5μg の動植物油・魚油のトリアシ

/レグリセロールの脂肪酸分析ができるレベルにまで精製で

きた。本報ではこの再結晶の手)1蹟とともに，得られた結晶

の純度の判定，脂訪酸分析への適用性，他の溶媒を用いた

ときの精製について報告する。

実 験

材料

市販の 9-ア ン ト ラ セ ン メ タ ノ ー ル と して Acros

Organics製 (>98%)の lロットを用いた。酢酸ヱチルは和

光純薬製(特級)を未精製のまま使用した。分析試料には

合成トリパノレミチン(>99%， Extrasynthese)， 1，3ジパルミ

チン 2ステアリン(>抑%， Sigma)，亜麻仁油(関東化

学)，ラ…ド(雪印乳業)，サパ・スケトウダラ油(日本化学

飼料)，カツオ頭部地(相模中央化学研究所)のトリアシル

グリセローノレを用いた。天然油脂のトリアシルグリセロー

ノレは層クロマトグラフィーまたはカラムクロマトグラ

(Laboratory 01 BiOl釘 'ourcesChemistlJI， F，αculty 01 Fislzeries Sciences， Hokkaido University) 
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フィーにより調製した。

再結晶

熱飽和溶液からの冷却法(仁判11ら， 1993;杉森， 2(03)に

より再結品を行った。ナス車フラスコ (2∞ ml容量)に 9

アントラセンメタノール 2.5~ 1O gをとり，冷却器を付ーけて

湯浴中で加熱還流しながら掠々に酢酸エチ/レを加えた。全

量が溶解した時点で湯浴からフラスコを取り出し，その後

室視下に静置して結晶を析出させた。吸引ろ過により結晶

を目皿ロートまたはブフナーロート上に集め，そのまま溶

媒臭が出えるまで通気乾燥した。得られた結晶の重量を測

し収率を決定した。

酢酸エチル以外の溶媒ではより小スケーノレで再結晶を

行った。スクリューキャップ付きパイアル (10ml容量)ま

たは共栓三角フラスコ (50ml容量)に 9…アントラセンメ

タノール 20か~250mg をとり，約 80T の湯浴中で時々振り

混ぜながら全量が溶解するまで溶媒を加えた。室温下で放

冷，次いで-30でで 10分間冷却して結晶を析出させたの

ち，母液をパスツールピペットで吸引除去した。パイアル

内の結品を窒素ガスでブローし乾燥させた。

HPLC分析

結晶を HPLCで分析し不純物ピークの溶出パターンを

調べた。結晶 2.7mgをスクリューキャップ付きパイアノレ

(0.6 ml容量)に採取し，シクロヘキサン 160μ1，アセトニ

トリル/水 (80:20， v/v) 160μiを加え十分に張とうした。

分離上国(主としてシクロヘキサン)10μlを逆相蛍光

HPLCで分析した。分析条件は以下の通りである。ポンプ:

Hitachi L -62∞(日立製作所)ラカラム Superspher・ l∞ 

RP-18e (25 cm x 4.6 mm内経， 4μm粒径 Merck);移動

棺:アゼトニトリル/トリエチルアミン(山0:0.1， v/v) 

からアセトニトリル/エタノーノレ/ヘキサン (30:40: 30ち

v/v/v)へのリニアグラジェント (20min)，流速 Iml/mil1‘ 

カラムオーブン Shimadzu CTO…IOASvp (島津製作所)，

IO"C;蛍光検出器 Shimadzu RF-IOAxu励起波長 365

11m，蛍光波長 41211m，セノレ 20'C;インテグレーター:

Shimadzu C-R6A。

脂肪駿9-アンスリルメチルエステルの調製とその分析

得られた結晶を箆用してトリアシルグリセロールから

脂肪駿 9-アンスリ/レメチルエステル誘導体を諜製い

HPLCで分析した。調裂にはカリウム tert-ブかトキシドを触

媒とする塩基性ヱステル交換反応 (Al1doet al.， 2(07)を適

吊した。

加熱乾燥したスクリューキャップ付きパイプル (0.6ml 

容量)に 9-アントラセンメタノーノレの結晶 60mgと1M

カリウム tert-ブトキシド/テトラヒドロフラン溶液 (AI叩

drich製)20μiをとり，これに脱水テトラヒドロフラン

2∞μ!を加えてカリウム 9-アントラセンメトキシド飽和

溶液を調製した。次いで硫酸カルシウム 40mgを添加して

i時間脱水し，遠心上清を反応試薬として用いた。

トリアシノレグリセローノレ 0.5~5μg を加熱乾燥済みのス

クリューキャップ付きパイアル (0.6ml容量)にとり，脱

水ジクロロメタン 10μ!に溶かした。上記の反応試薬 10μi

を加えてよく混合した後，室温下 10分間反応させた。酔酸

/ジクロロメタン(1:10ラv/v)2μiを注入して反応を止

め，窒素ガスでj容媒を留去した。鵠項と同様に生成物をシ

クロヘキサンに分配抽出し，その 10μlを逆指蛍光 HPLC

で分析した。

トリアシルグリセロールの試料室は，ブランクでは O

μg，トリパ/レミチン， 1，3…ジパルミチン 2ステアリンでは

0.5μg，亜麻仁油，ラードでは lμg，サパ・スケトウダラ油，

カツオ頭部油では 5μgとした。

結果と考察

結晶の収率

涼料の未精製 9アントラセンメタノール量を 2.5，3.2， 

10.1 gとして再結晶を行った際の酢酸エチルの所要最，結

晶の収量・収率，形状，虫色をすableIに示す。いす、れの場

合も酢酸エチfレの所要量は原料 1gにつき約 8.7mlであっ

た。加熱還流時の溶液は透明であったため，熱ろ過は行わ

なかった。また溶液は黄告を呈したが活性炭等による脱色

の工程は省略した。結晶の~又率は原料の量にかかわらず

74%，形状は針状，皇色は黄であった。

結晶の純度

原料9アントラセンメタノ…ルおよび得られた結品を

HPLCで分析した (Fig.I)。米精製の原料 (Fig.1いけで

は，脂肪酸分析を行う際に妨害となる溶出時間 (7 分~19

分)に多数のピークが出現した。特に II分までのピーク群

は高さ，面積ともに顕著であり，水産油胞の分析ではオク

Table l. Recrystalliz乱tionofヲanthracenemethanol什omethyl acetate 

MateriaP) Ethyl acetate required Yield 
applied 
(g) (ml) (ml/g) (g) (%) ドorm Color 

2.5 2l.5 8.6 l.8 73.6 Needles Yellow 

3.2 28.0 8.8 2.4 74.7 Needles Yellow 

10.1 87.0 8.6 7.5 74岨O Needles Yellow 

a)Commercial product of 9-anthracenemethanol (> 98%). 
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タデカテトラエン程変(l8:4n-3十 18:411-1) (8.2分)，エイコ

サペンタエン酸 (EPA， 20: 511-3) (8.6分)， ドコサヘキサ

エン酸 (DHA，22: 611-3) (8.9分)，動植物油の分析ではリ

ノレン駿(18:311-3) (9.4分)，リノーノレ酸(18:211-6) (11.0 

分)のピークに震なるものであった。この米精製の原料を

鈍って誘導体化を行った場合，生成物の HPLCでは Fig

l(a)とほぼ同様のピーク群が出現した。これらのピークに

相当する不純物の大部分は塩基性エステル交換反応を経て

も残存し，脂肪酸分析の妨害ピークとなって出現する。

一方，再結晶による精製物 (Fig.l(b))ではこれらの

ピ…クはほとんど消失した。脂肪酸ピークの溶出時間 7

~19分ではほぼ一定のベースラインが謂られ，不純物の徐

去が概ね達成されたことが明らかとなった。この結果か

ら，詐酸エチノレを捺媒とする再結晶は 9-アントラセンメタ

ノールの精製に有効な手段であると考えられる。

誘導体化試薬としての有効性

誘導体化反応のブランクおよび合成トリアシルグリセ

ロールとの反応生成物を HPLCで、分析した (Fig.2)。ブラ

ンクでは，結晶自体の分析結果以上に一定のベースライン

が得られた (Fig.2(a))。このことから，同じ条件の HPLC

(a) 

4 8 10 12 14 16 18 

mln 

、，eJ
Z
H
M
 

(
 

4 10 12 14 16 18 
mln 

Fig. l. HPLC profiles of crude and purified 9-antlト

racenemethanol. (a) 9-Anthracenemethanol of 

commercial origin: and (b) 9-anthr乱cenemethanol

recrystalliz巴dfrom巴thylac巴tate.

であれば妨害ピークのほとんどない脂肪酸分析が可能であ

ることが明らかとなった。

トリパルミチンとの反応生成物では，予想されるパルミ

チン酸(16・0)9アンスリルメチルエステノレのピークがほ

ぽ平程なベースライン上に出現した (Fig.2(b))。詞様に 1，

3ージパルミチンヲーステアリンとの反応、ではパ/レミチン酸

(16・0)とステプリン酸(18:0)のエステノレのピークが認

められた (Fig.2(c))。隠ピークの面積比は 2:1であり理論

値と同等でトあった。再結晶で得た精製物は脂肪酸 9-アンス

-)
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Fig.2. HPLC profiles 01' fatty acid 9-anthrylmethyl esters 

produc巴d from synthetic triacylglycerols. (a) 

Blank without triacylglycerols、(b)tripalmitoylg句

lycerol (0.5μg);丘nd(c) 1，3-dipalmitoyl-2叩 stear同

oylglycerol (0.5μg). 
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Tab1巴2. Recrystallization of 9-anthracenemethanol from various solvents in 200-250 mg sca1es 

Peak hight of 
major impurityb) 

(mm) 

Yie1d Solvent 
required 
(m1) 

Materia1") 
applied 
(mg) Co1or 

139.6 

167.2 

192.4 

170.9 

141.1 

72.4 
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97.7 

157.7 

1.0 

3.5 

0.4 

1.5 

2.2 

17.0 

l.7 

10.0 

0.4 
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yellow 

yellow 

yellow 

yellow 

yellow 

yellow 

yellow 

yellow 

Form 

need1es 
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needles 

needles 

needles 
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needles 

needles 

needles 

(%) 

55.8 

66.9 
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68.4 

56.4 
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68.9 
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63.1 

(mg) 
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HPLC profiles of fatty acid 9-anthry1methy1 esters produced from natural fat and oil triacy1glycero1s. (a) 

Linseed oi1 (1μg); (b) lard (lμg); (c) cod liver/mackerel oi1 (5μg); and (d) bonito head oil (5μg)τhe 

numbered peaks represent the foJlowing fatty acids: 1， 18: 4n-3十 18:4n-1;2，20:5n-3; 3，22:6n-3; 4，18: 

3n-3十 18:3n…6十 16:2十 12:0; 5‘ 20: 4n-3; 6‘ 22:5n-3; 7， 20・4n-6:8‘ 22: 5n-6; 9， 18: 2十 16:1; 10， 

14:0; 11. 17: In-8; 12，15:0; 13，18: 1; 14‘ 16: 0; 15， 17: 0; 16，20: 1; 17， 18: 0; 18‘22: 1; 19， 20: 0; 

20. 24: 1. 
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リ/レメチルエステルの読製に使用でき，さらに，生成する

ヱステルは HPLCによる脂肪駿分析に使用可能であるこ

とが示された。

各種溶媒からの再結晶

種々の滞媒で小スケールの再結品を行った結果を Table

2に示す。表中でクロロホノレム，エタノ-Jv，2-プロパノー

ルについては再結晶を 2屈繰り返した結果を示す。得られ

た結晶の収率は 56~77% であった。再結晶 2 自の場合は 18

~49% で毘当たりの収率は 43~70% に椙当する。なお

9-アントラセンメタノールはヘキサンには加熱時でも難i容
であった。

られた結晶のうち，誘導体化のブランクで HPLC分析

の妨害ピークが最も小さかったものは酢酸エチルと 2ープ

タノンからの結品であった。このほかアセトン， 1ヱージクロ

ロエタンからの結品でも比較的良好なベースラインが得ら

れた。クロロホルム(再結品 2回)の場合，結晶そのものの

HPLC分析では不純物ピークは検出されなかったが，ブラ

ンクでは 8.3分に新たな妨害ピークが出現した。!可ピーク

はエステノレ交換反応、の過程で生成したものと考えられる。

種々の溶媒を試みた結果から，本報の目的に合う 9-アン

トラセンメタノールの精製には適切な溶媒の選択が重要で

あると思われる。 Lingemanet al. (1984)はカップリング反

応によって脂肪殺を誘導体化する際，エタノ…ルから再結

晶を 2自繰り返すことによって 9アントラセンメタノー

ルの精裂を行っている。このときの不純物の状況について

は記載されていないが，本研究ではエタノール(再結晶2

間)を含めてアルコール類からの再結晶では十分な精製を

行うことはできなかった。 Tabl巴2の結果から富J:酸エチル

以外に有効と考えられる溶媒は 2ープタノン(収率 77%)で

ある。

脂肪駿分析への適用

酢酸エチルからの再結晶精製物を用いて天然油脂のト

リアシルグリセローノレの脂訪酸分析を行った。得られたク

ロマトグラムを Fig.3に示す。ほほ平らなベースライン上

に，堕誠仁油とラードでは lμg，サパ・スケトウダラ出と

カツオ頭部油では 5μgの試料室で少量成分も含めてどー

クが容易に検出された。ピーク面積比をもとに算出した脂

肪酸組成を Table3に示す。魚、油の脂肪酸組成は既報の

データ (Andoet al.ラ 2α07)に類似するものであった。

以上の結果から 9…アントラセンメタノ…ルは酢酸エチ

Table 3. Fatty acid compositions of natural fat and oil triacylglycerols (mol%) 
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Linseed oil 
(lμg) 

55.9 

16.0 

Tr 

-

A

V

也、1d
-

-

今

J

I

-

-

T

η

6

T

T

3

 

Tr 

0.8 

Lard 
(lμg) 

Cod liver/ Bonito 
mackerel oil head oil 

(5μg) (5μg) 

3.5 ト4

8.5 8.0 

7.2 29.7 

1.8 1.3 

0.9 。町7

1.4 1.6 

0.5 2.4 

0.2 1.8 

8.6 9.6 

7.5 3.7 

0.6 1.4 

0.5 0.8 

14.7 18.5 

12.9 12.1 

0.3 0.5 

12.4 1.8 

2.1 2.0 

13.5 0.7 

0.1 0.1 

1.0 0.3 

1.9 1.6 

0.6 

τr 

Tr 

11.6 

2.6 

0.5 

0.2 

40.3 

27.6 

0.5 

0.7 

14.3 

0.2 

0.9 

τr， trace amount ;一， not detected. 
a)lncludin立 18:4n-1. 

b)Including 18: 3n-6 and 12: 0 

C)Including 20: 3 and 22: 4n-6 

d)Including 20: 2n…6. 
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ルからの再結晶を i回行うことによって， 1~5μg のトリ

アシルクb リセローノレの脂肪酸分析が可能となるレベルに精

製できることが明らかとなった。本報の条件による精製は

2~ lO g あるいはそれ以上の室であっても簡便な操作で実

施できかっ比較的高収率であることから，市販の 9ーアント

ラセンメタノ…ルを微量の脂肪酸分析に利用する上で極め

て実吊的である。
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