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報 文

高速液体クロマトグラフィーによるヒト血渠中中鏡脂肪酸の定量

及びホモシステイン濃度との関連性評価

園部千賀子 1,中村真裕美 1,和田 光弘 1,中島憲一郎⑧1

はん

セミミクロカラム高速液体クロマ トグラフ (HPLC)法による簡便で汎用性の高い中鎖脂肪酸 (medium-

chainfattyacids,MCFAs)類の分析法を確立した･MCFAs は2-(4-hy聖警InOCarbonylphenyl)-4･5-diphenyl-
imidazole(HCPI)を用いて蛍光ラベル化後,HPLC分析を行った.血柴試料の前処理として,CH3CN及

びジメチルホルムアミド混液による簡便な除タンパク操作を行うのみで血紫中のMCFAs を定量可能であっ

た.C｡,cH,C川,C12,C14及びC川の6種類のラベル化したMCFAs はCH3CN と水混液によるグラジュン

ト溶出により35分以内に分離 ･定量することができた.シグナル/ノイズ比が3の場合の検出下限は7.3-

13.0fmol/5pLinjectionと高感度であった.更に本法をヒト血祭に適用し,MCFAs と冠血管疾患の独立危

険因子であるホモシステインとの関連性について,血祭濃度レベルに基づいて評価を行った.

1 緒 言

中鎖月旨肪酸 (medium-thainfattyacids.MCFAs)は,ミ

ルクやココナッツオイル′などの食品に多く含まれる天然成

分であり,未熟児及び手術後の栄養補給を目的に用いられ

ている.)2).また,その効果として,体脂肪及び体重の減

少効果や,tumornecrosisfactor-αによるフリーラジカル

形成の抑制作用及び抗菌作用などの報告がある2)～一一一) そ

のうち,体脂肪の減少作用及びそれに伴う体重の減量効果

は近年大きく注目されており,これを多く含む食用油が特

定保健用食品として市販されている.MCFAs は長鎖脂肪

醍 (long{hainfattyacids,LCFAs)に比べて脂肪組織中に

貯蓄されにくく,p-酸化を受けやすいため,エネルギー効

率の低下を誘導すると考えられ.体重や体脂肪を減少させ

ると考えられている2)3)7)

他方,肥満や生活習慣病は近年,急激な増加傾向にあり,

これらの予防に対して社会的な関心が非常に高まってい

る.動脈硬化症や糖尿病などの生活習慣痛の危険因子とし
しょう

て肥満や血柴中ホモシステイン (Hcy)濃度の上昇や.血

祭中アデイポネクチン濃度の低下などが知られている.特

に肥満は,冠動脈疾患 (coronaryarterydisease,CAD)

及び2型糖尿病の重要な危険因子となることが知られてい

る11)12) 肥満 は,血柴 中遊離脂肪酸 (freefattyacids,
しサくしサ

FFAs)濃度の著しい上昇を伴い,粥腫発生を引き起こし,

動脈硬化症の進行を促進する.更に,アデイポネクチン濃

度の低下によりインスリン抵抗性を誘発し,糖尿病を悪化
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させる.:-).よって,健常人のMCFAs 濃度レベルとその変

動を調べることで,これらを予防する上で重要な臨床的知

見を得ることができると考えられる.
はん

本研究では,より簡便で汎用性の高いMCFAs の分析法

を開発する目的で,セミミクロカラムHPLC一蛍光 (FL)

定量法を開発し,ヒト血柴に適用した.著者らはこれまで

に,蛍光ラベル化試薬,2-(4-hydrazinocarbonylphenyl)-

4,5-dipllenylimidazole(HCPl)を用いる数種の飽和脂肪

酸 惇 クリル酸 (cl2),ミリスチン酸 (C,4),パルミチン

醍 (C】h),ステアリン酸 (C.8)t14),カルニチン及びアシル

カルニチン'5)のHPLCFL及び2種の飽和脂肪酸 (C16,

C-8)の化学発光法を報告している16).HPLCFL法は,高

感度かつ装置が安価であり,汎用される方法である.これ

に加えて,セミミクロカラムを用いることで,溶離液量及

び試料量を削減することができ,環境への負荷や経費を軽

減することができる.更にヒト血祭のような採取量の限ら

れる試料を測定するのに有効な方法である.今回はセミミ

クロカラムを用いることで,廃液量の軽減及び使用血祭量

を減量することが可能であった.MCFA5及び内標準物質

(Ⅰ.S.)のHCPIラベル化体は,イソクラティツクな溶離条

件での同時溶出が困難であったため,グラジュント溶離条

件を用いて分離 ･定量を行った.更に,本法をヒト血紫に

適用し,MCFAs と冠血管疾風の独立危険因子であるHcy

との関連性について,血祭濃度レベルで評価を行った.

2 実 験

2･1 試 薬

カブロイル酸 (C6),カプリル酸 (C8)及びC-4はシグ
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マ製特級試薬を用いた.カプリン酸 (C10,特級),cl2 (特

級)及びcH3CN (HPLC分析用)は和光純薬製を用いた.

cl6 (1級)は東京化成工業から購入した.1.S.として検討

したエナント酸 (C7) 及びマーガリン酸 (C】7) はナカラ

イテスク製特級試薬を用いた.HCPlは以前報告した方法

により当研究室で合成した】4). ジメチルホルムアミド

(DMF,特級)及び1-エチルー3-(3-ジメチルアミノプロピ

ル)カルボジイミド (EDC,特級)は同仁化学より購入し

た.その他の試薬は市販特級品を用いた.

水は,蒸留水製造装置ピュアラインWL-2lp(ヤマ ト科

学) で 製 造 した精 製水 をメ ンブ レン フ ィル ター

(JGWPO4700,0.2pm,ミリポア)を用いて炉過したもの

を用いた.

MCFAs 標準品はDMFを用いて溶解 し,すべて 100

pmol/mLとなるように調製したものを保存溶液とした.

分析時には,保存溶液をDMFで適宜希釈 して使用した.

なお,C14及びC-6は長鎖脂肪酸であるが,中鎖脂肪酸に

近い長鎖脂肪酸として分析対象に含めている.

2･2 試 料

血祭試料は,住民基本健康診断の受診者から採取された

ものを用いた.検体は分析まで-30℃ 以下で保存した.

2･3 HPLCシステム及び測定条件

MCFAs の分析 に用いたHPLCシス テムは,2台 の

HPLC用送液ポンプ (LC-10AD.及びLC-20AD,島津),

SCL-10ADW,型システムコントローラー (島津),7125型

インジェクター (試料注入量,5トLL,レオダイン),CT0 -

6AS型カラムオーブン (Sら℃,島津),RF-10A.1･L型 FL検

出器 (島津)及び3066型記録計 (横河)から成る.分離

カラムには市販のODSカラム (DaisopakSP-120-5-ODS-

BP,250×2.Ommi.d.,5pm,ダイソー)を,溶離液に

はH20【MPl]及びcH3CN[MP2]を用いて.総流速0.4

mL/minで送液 した.タイムプログラムは47%MP2

(0-7min),47-62%MP2(7-16min,linear),62%

MP2(16-19min),62-95% MP2(19-31min,lin-

ear),95%MP2(31-35min)及び47% MP2(35-45

min) とした.検出波長は,Aex-335nm及びAen.-455

nmを用いた.

2･4 ヒト血策の前処理及び蛍光ラベル化

ヒト血祭 50トLLに,I.S.10pLを添加後,cH3CN/DMF

(30/70)混液 240pLを加え除タンパクを行った.30秒間
かくはん

撹拝後,1500gで 15分間遠心分離し,得られた上澄み

250い.Lをメンブレンフィルター (0.2LLm)を用いて炉過

したものを試料溶液とした.

ラベル化反応は以下に示す振作で行った.試料溶液50い.L

vd.57 (2008)

に,1.OMEDC25トLL,100/.ピリジン25pL及び30mM

HCPI50トLLを加え,室温で45分間反応させた.

2･5 メソッドバリデーション

検量線は,血祭に既知濃度のMCFAs 標準溶液を添加し,

内標準法により作成した.検出下限は,MCFAs 標準品を

用い,シグナル/ノイズ (S/N)比が3となる場合の濃度

を貸出した.正確さ,日内及び日間 (7日間内の5日)の

繰 り返し測定における精度は,既知濃度の標準添加血祭を

周いて算出した.回収率は.標準添加血祭及び未添加血祭

のMCFAs ピーク高さの差と標準品のピーク高さの比から

算出した.

2･6 血祭中Hqの定量

ヒ ト血祭中のHcy濃度の測定は,ammonium-7-nuoro-

benz0-2-oxa-1,3-diazole14-sulphonate(SBD-F)を蛍光ラベル

化試薬として用いるHPLC_FL法を改良して用いた-7)18). 分

離カラムには市販のDaisopakSP-120-5-ODS-BP(250×2.0

mmi.d.,5LLm,ダイソー)を用い,溶離液として25mMphos,

phatebuffer(pH2.0)/CH3CN (96:4)を流速0.3mL/min

で送液した.定量下限 (∫/〟- 10)は1.Onmol/mLであ

った.検体はHcy濃度を基に,<151､mOl/mLの検体を
Nol･malHcy群,≧15nmol/mLの検体をHighHcy群に

分類し,両者間でのMCFAs濃度を比較した.NormalHcy

群及びHighHcy群間のMCFAs 濃度の差の検定はstudent's

I-testを用い,P<0.05の場合に有意差ありとした.各群

での性別あるいは年齢におけるMCFAs 濃度差の検定は,

一元配置分散分析法で全体の群間の差を確認した後,有意

であった場合 (p<0.05)に,個々の群間の差をTukey法

を用いて行い,P<0.05の場合に有意差有りとした.

3 結果及び考察

3･1 メソッドバリデーション

MCFAs 標準溶液を添加したヒト血紫試料を用いて添加

検量線を作成したところ,0.1-500nmol/mLの範囲にお

いて良好な直線性 (r≧0.999)を示した.I.S.には,C7及

びC17のうち,分離のより良好であったC17を用いた.こ

れらの化合物はいずれも血祭試料から検出されなかった.

添加検量線を作成した際のクロマ トグラムをFig.1に示

す.ヒト血祭試料に添加した標準溶液濃度はそれぞれ 30

nmol/mLである.保持時間はそれぞれ 11.5min(C6),

14.5min(C7),17.Omin(C8),22.5min(C10):27.Omin

(C.2),30.5min(C14),33.3min(C1.i) 及び34.5min(C,7)
であった.各 MCFAsの回収率は98.9-107.6% であった

(Table1).

MCFAs 標準溶液を用いた場合の装置検出下限はS/N比

3のとき. 7.8pmol/mL (-13.Ofmol;C6). 5.6pmol/mL
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(-9.3fmol;C8),7.5pmol/mL (-12.5fmol;C").5.8

pmol/mL (-9.7fmol;CIL2),4.4pmol/mL (-7.3fmol;

C.4)及び5.9pmol/mL (-9.8fmol/5pLinjection;C.6)
であった.これはコンベンショナルなoDSカラムを用い

る方法14)と比較すると,同程度の検出感度 (従来法では

7-57fmol/20pLinjection;S/N-3)であり.かつ本法

では測定に必要な血祭量を1/2に減量することができた

(従来法では 100LLL).一方,検出下限値は,27.8fmol
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Fig･1 ChromatogramsorHCPトMCFAsinhtlman

plasma(A)alldthatspikedwithaStandardmixttlre
(B)

Peaks:1-CG,2-C7,3-C8,4-CIO,5-C12,6-C-4,
7-C16and8-C-7;Spikedconcentrations:30nnlOl/
mL;Retendontime:ll.5minforC6,14.5minforC7,
17.0minforC8,22.5minforCIO,27.0minfbrCI2,30.5

minforC14,33.3minforCIGand34.5minforC17

(C6),20.9fmol(C8),23.8fmol(Cl.,),17.1fmol(C12),

10.9fmol(C14)及び13.6fmol/5LLLinjection;(C.G)であ
った.室温下での3-プロモアセチルー7-メトキシクマリンを

掃いた誘導体化あるいはクロロホルムによる固相抽出を行

っている既報のHPLCFL検出を用いたMCms定量法19)2n)

における検出下限は,それぞれ0.4pmol/5トLLinjection

(S/N-3)及び10-500pmol/50pLinjection(S/N-5)

であり,本法の感度はこれらよりも高感度であった.更に

従来のコンベンショナルカラム法に比べ,移動相流速を

40% に,また試料注入量を25% に低減することができ,

環境への負荷が少ない分析法とすることができた14)

TablC2に本法の正確さ,日内及び日間の繰 り返し測定

における精度を示す.正確 さは●95.4-106.4%,精度は

R.S.D.(n-5)で日内変動は7.00/o以下,日間変動は4.60/o

Table1 CalibrationrangeandrecoveryofMCFAs in

hunlanPlasma

Calibradon

MCFAs l･allge/ γ a' Reco､′e-7,%b'
nmolmL-1

Cti

C8

Cl｡

Cl2

C1_1

CIG

0.1-50 1.000

1-500 1.000

0.I-50 1.000
1-500 0.999

0.1-50 1.000
1-500 0.999

0.I-50 1.000

I-500 1.000

0.1-50 0.999
I-500 1.000

0.I-50 1.000
I-500 0.999

99.8

98.9

107.6

102.5

99.0

101.5

a)Corl･elationcoefficient;b)Recovel70/0-peakheightof
MCFAsspikedtoplasma/peakheightofstandardX100

Table2 Accuracy,Intra-andinter-dayassayprecisionoftheproposedmethod
●

Spikedconc･/ Foundconc.(Meall±S.D.)"/ ._i__n/ Precision,0/o(R･S･D･)a)
MCFAs 〉rn-iT.7nv.vlv,-I 1〉Lll■uー〉-I.iこi'-n誌I二｢U'U'′′ AcctlraCy,%

Intra-day lntelllay

Ch

CH

C…

CI盟

CH

Cl..

1.0±0.I
489.2±30.1

1.0±0.1
487.7±27.4

1.0±0.I
481.6±31.8

1.1±0.I
491.5±21.6

1.0±0.1
496.8±19.5

1.0±0.1
505.8±18.3

a)n=5
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以下と良好であった.

3･2 中鏡脂肪酸とホモシステインの濃度レベルにおけ

る関連性の評価

あらか じめ血祭中Hcy濃度 レベルを測定 した検体 を

HighHcy群 (≧15nmol/mL)及びNormalHcy群 (<15

nmol/mL)の2群に分類 した.Hcyの基準範囲は5-15

nm｡1/mLと考えられており21),高ホモシステイン血症が

動脈硬化などの血管障害のリスクを高めることが知られて

いる22). 両群の血祭中Hcy温度レベル (平均 ±sD)は,
そ れ ぞ れ 19.9±4.2nmol/mL(n-24) 及 び 9.1±2.3

nmol/mL(n-25)であった jFig.2(A)i.この 2群間

にお い て MCFAs の血祭濃度 レベ ルの比較 を行 った

iFig.2(B).p<0.05l.HighHcy群において C.4 h4.3

±ll.6nmol/mL.(Nor)vs.7.9±5.6nmol/mL (High)i

及びC.6 桓8.0±78.4nmol/mL(Nor)vS.51.2±32.1nmol/

mL(High)iは,NormalHcy群に比べ有意に低い濃度を

示 したが,その他の脂肪酸に有意差は見られなかった.ま

た,C12ではHighHcy群において低濃度となる傾向が見

られたが,統計学的には有意差は見 られなかった j2.4±

2.Onmol/mL(Nor)vS.1.6±1.1nmol/mL (High)L

次に,両 Hcy群間で差が見られたC14及びC16について

血祭 Hcy濃度 レベル との相関性 を検討 した (n-49).

Fig.3(A)はC,4とHcy濃度間の相関性を検討した結果

である.相関係数 (r)は0.20であり,両者の間には明確

な相関は見られなかった.同様に cltiの場合にも相関は見

られなかった lr-0.ll,Fig.3(B)L

各 Hcy群において性別及び年齢別にMCFAs の血祭濃度

レベルを比較 した.年齢別の比較では,50歳代以下,60

歳代及び70歳代以上の群に分類した.

まず,両群について性別によるMCFAs の血祭濃度レベ

ルの比較を行った.cl｡において,男性のNormalHcy群

(1.5±1.Onmol/mL,n-9)と女性のHighHcy群 (2.9±

1.1nmol/mL.n-12)で有意な差が見られた (p<0.05).

このほか,C14において女性のNomalHcy群 (16.6±11.1

nmol/mL. n- 16)とHigltHcy群 (5.9±1.2nmol/mL,



報 文 園部.中村.和田,中島 :HPLCによるヒト血兼中中鎖脂肪酸の定量及びホモシステイン濃度との関連性評価 635

n-12)で有意な差が見 られた (p<0.05).今回の結果

からHcyレベルのほかに,性別による差などが特定の脂

肪酸 レベルに複合的に関与していることが示唆されたが,

より明確なものにするためには,今後検体数を増やすなど

の検討が必要であろうと考える.

次に,年齢別での両群間のMCFASの血祭濃度レベルを

比較した･cJ2,C14及びC川に関して同年代で,Higl1Hcy

群においてNormalHcy群よりも低い血祭中濃度を示す傾

向が見 られたが,いずれの場合 も有意差は見 られなかっ

た.

これまでに,脂質代謝パラメーターとHcy及びアデイ

ポネクチンの濃度レベルにおける相関性に関する幾つかの

疫学調査が行われている23)～25).FFAs を含む脂質代謝パラ

メーターとアデイポネクチンの濃度レベルには相関性があ

ることが示されておりL26),またFFAs と幾つかの脂質代謝

パラメーターとの相関性, 及びFFASとcADリスクとの

相関性を示す報告がある27)t28).更に幾つかの脂質代謝パラ

メーターとHcyの濃度レベルには相関性が示されている

が,著者らの知る限りFFAs とHcyの濃度レベルにおける

その相関性に関する報告はない23)～25). 本研究は,MCFAs

とHcyとの関連性について,血祭濃度レベルで評価を行

った初めての報告である.

4 結 言

本法は,除タンパク操作のみの簡便な前処理によるヒト

血祭中 MCFAs の定量が可能であった.また,セミミクロ

カラムを用いることで測定に必要な血祭量及び廃液量を減

量することができ,被験者及び環境への負荷の少ない分析

法とすることができた.

更に,MCFAsとHcyの血祭濃度レベルにおける関連性

について評価を行ったところ,CI4及びC川などの血祭中

存在比の大きい脂肪酸の濃度がHcy濃度レベルに影響を

与える可能性が示された.また,性別及び年齢が血祭中

MCFAs 濃度レベルに与える影響は,幾つかのMCFAs で統

計的な有意差が見られたものの,そのばらつきの大きさか

ら明確な関連性を兄いだすことはできなかった.この点に

ついては今後,検体数を増やすなど.更なる検討を行うこ

とが必要であると考える.

以上,本法は血祭中MCFAs 測定のための感度も十分で

あり,MCFAS類の分析に有用であると考える.
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Asimpleandrapidsemi-microcolumnHPLC-fluorescencemethodfol･thedeterminationof
medium-chainfattyacids(MCFAs)isdescribed. TheMCFAs involvingC6,CH,CIO,C12,C14and

C16Werelabeledwith 2-(4-hydrazinocarbonylphenyl)-4,5-diphenylimidazole(HCPI)･ Asimple
deproteinizationwithamixtureorCH3CNanddimethylfbrmamidewasemployedfbr血eextrac-

tionofMCFAsinplasma･ TheseparationorHCPI-MCFAswasachievedwithin35minona

semi-microODScolumn(Daisopak-SP-120-5-ODS-Bf1250×2･0mm,i･d･)bygradientelution
withamixtureofH20andCH3CN･ ThedetectionlimitsofMCFAs ataslgnal-to-noiseratioof3

wereintherangeofO･15-0･26pmol/5pLinjection･ Furthermore,theproposedmethodwas

appliedtodetermineMCFAs inhumanplasma･ TherelationbetweenthelevelsofMCFAs and

homocysteine,whichisconsideredtobeanindependentriskfactorforatherosclerosis,wasesd-
mated.

物 wo†血 :mediumchainfatq,acid･,homocysteine･,HPLC;fluorescencelabeling･


