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１．はじめに

　ビタミンＥ（VE）は、α－、β－、γ－、およびδ－トコトリエノール（T3）とα－、β－、
γ－、およびδ－トコフェロール（Toc）の８種の同族体からなる脂溶性のビタミン（Fig.	1）で、
強い抗酸化作用があり、生体内の不飽和脂肪酸や脂溶性成分を酸化ストレスから守ることによ
り、生体膜の機能維持や、赤血球の溶血の防止、正常な生殖機能の維持、細胞の酸化防止など
の効果が知られている。食事摂取基準では、体内に分布する主なVEであるα－Toc量で示され、
１日当たりの摂取の目安は、18歳以上の男性で6.5㎎、18歳以上の女性で6.0㎎と設定されて
いる。１）

　T3類は、米ヌカ、大麦、小麦胚芽、ヤシ油、グレープシード油など限られた食品中に含ま
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れているVEで、Toc類の数十倍といわれるほど強い抗酸化力を持つといわれ、また血圧やコ
レステロール低下、抗高脂血症、抗ガンに加え、メラニン合成阻害活性による美白などの作用
が報告されており、サプリメントとしても利用され注目されている。しかし、T3類の分布や
摂取量については十分に明らかにされていない。２）

　VEの８種の同族体の分析は、主に順相系のカラムを用い、ヘキサン／２－プロパノール、
或いはヘキサン／ジオキサン／２－プロパノール系の溶媒を用いて行われている。２－４）　ヘキ
サンやジオキサンは比較的高価で、また燃焼性が高いため、HPLC法として一般的なODSカ
ラム等を用いた逆相系の方が分析コストや安全性、汎用性の面で優れているものの、ODSカ
ラムでは、β－とγ－Tocおよびβ－とγ－T3の分離が困難なため実現されていなかった。
　一方、低温条件下による分離は、カラム効率の低下やカラム圧が高くなること、分析時間が
長くなるなどのためほとんど利用されていなかった。しかし、低温条件下では、化合物の保持
特性が室温とは大きく異なる場合があり、これまで分離が不可能と考えられてきた化合物の分
離、および天然物化合物の分析を実現してきた。５－10）　そこで今回、よりランニングコストの
低いメタノール系の溶媒を用いたVEの８種の同族体の同時分析法の確立を目的に、分離カラ
ムおよび分離温度を中心に検討した。

２．実験方法

２－１　試薬、溶媒および試料
　α－、β－、γ－、およびδ－Tocとペンタメチルクロマン（PMC,	内標準）は、ビタミンＥ
定量用標準試薬（エイザイフードケミカル）を仙台和光純薬より購入し用いた。また、α－、
β－、γ－、およびδ－T3（エイザイフードケミカル）は、東北大大学大学院農学研究科・仲
川清隆教授より提供を受けた。溶媒、および試薬類は富士フィルム－和光純薬製のHPLC用
または試薬特級を用いた。
　試料の食用植物油８種（ヤシ油、こめ油、大豆胚芽油、キャノーラ油、グレープシード油、
ひまわり油、マカデミアナッツ油、アマニ油）、および粉末状試料６種（米ぬか、小麦胚芽、
小麦全粒粉、アーモンド粉、クルミ粉、ライ麦粉）は仙台市内および名取市内で購入した。

２－２　分析標準溶液の調製
　T3およびTocの３～ 11mgをそれぞれ正確に採取し、酢酸エチル／エタノール溶液（1mg/
mLのアスコルビルパルミテートを含む）に溶解し、それぞれの濃度が50 ～ 150μ g/mLに
なるように混合した混合原液を調製し、－80℃に保存した。この原液を酢酸エチル／エタノー
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ルで適宜希釈してT3およびToc類の検量線用の試料を調製した（PMCを最終濃度が270ng/
mLとなるように添加。各T3およびTocの最終濃度は５～ 15ng/mLから 1000 ～ 3100ng/
mL）。
　
２－３　試料溶液の調製
　植物油は、試料油10 ～ 100mgを正確に採取し内標準物質（PMC：5.57µg/mL	inイソオク
タン／ 2－プロパノール／メタノール＝1：1：2,	v/v/v）100µLを加え酢酸エチル／エタノー
ル（２：１）で2mLに定容し、HPLC測定用試料とした。尚、２次元HPLC（2D－HPLC）分
析においては、試料油採取量を150 ～ 200mg正確に採取し、酢酸エチル／エタノール（２：１）
で2mLに定容し試料溶液として用いた。
　粉末状試料は、ケン化・抽出を行った後、減圧濃縮し、溶媒に溶解して試料を調製した。
50mLの遠沈管に約50 ～ 150mgの試料を正確に採取し、27.85µg/mLPMC溶液（内標準）を
100μL、エタノール400μL、１％NaCl水溶液0.50mL、３％ピロガロール／エタノール溶液
9.0mL、および60％ KOH水溶液0.5mLを加え、70℃で30分間加熱した。この混合溶液に、0.9％
NaCl水溶液22.5mL、およびヘキサン／酢酸エチル（９：１）を15mL加え、振とう抽出し、４℃、
1000gで５分間遠心分離を行った。上層を注意して取り出し、下層にヘキサン／酢酸エチル（９：
１）を15mL加え、再度振とう抽出し、４℃、1000gで５分間遠心分離を行い、上層を注意し
て取り出し、得られた上層を合わせて減圧濃縮を行い、アルゴンで破圧後10mLの酢酸エチル
／エタノール（２：１）に溶解し、HPLC分析用試料とした。

２－４　逆粗 HPLC 分析システムによるビタミンＥの一斉分析
　ポンプはELITE	LaChromL－2130（日立）を用い、移動相とし100％メタノールを用い、0.9mL	
min－1の流速で溶出した。試料は、L－2200オートサンプラー（日立）により10μL導入量した。
カラムとしてDevelosil	C30－UG－3（4.6mm	i.d.×150mm）を用い、－４℃に冷却して分離を行っ
た。検出はFP－4025蛍光検出器（日本分光）により励起波長297nmにおける325nmの蛍光
により行い、Chromatocorder	21（システムインスツルメンツ）で記録した。
　分離カラムを冷却槽（容量６L、冷媒：50％エタノール／エチレングルコール）に浸し、撹
拌機（MAZELA	Z,	東京理化）で攪拌（500rpm）しながら、Cryocool	CC100 ／ Cryotrol（い
ずれもThermo	NESLAB）を用い－４℃に調節した。

２－５　２次元 HPLC（2D－HPLC）法によるトコトリエノール（T3）類の精密分離
　ポンプ（ELITE	LaChromL－2130）を用い、移動相として90％メタノール／水を用い、0.55mL	
min－1の流速で溶出した。試料は、L－2200オートサンプラー（日立）により10μL導入量した。
１次元目のカラムとしてChromolith	Performance	RP－18e（MERCK,	4.6x	100mm）を直列で
２本つなぎ、50℃で分離した（カラム恒温槽：日立L－7300）。カラムスイッチングデバイス（東
ソー、PT－8000）を用い、Table	1 に示した時間帯の画分を２次元目の－15℃に冷却した
Develosil	C30－UG－3　（4.6mm	i.d. × 150mm）に導入した。溶出は100％メタノールにより
0.6mL	min－1、あるいは0.5mL	min－1で行い（ポンプ：日本分光PU－920）、励起波長297nm
における325nmの蛍光により検出した。尚、α－T3とδ－T3の分析では、２つ目の画分（25.9
－28.2分）をC30カラムに導入し終わると同時にメタノールでの溶出を開始した。
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３．結果及び考察

３－１　T3 および Toc の溶出挙動に与える温度の影響
　逆相HPLC分析において最も一般的に用いられているODS（C18）カラムと、より長いア
ルキル鎖を化学結合させたC30カラムによるVE同族体の分離を室温（27℃）で行った結果、
ODSカラムでは、β－Tocとγ－Toc、並びにβ－T3とγ－T3を全く分離することができな
かった（Fig.	2－A）。β－Tocとγ－Toc、並びにβ－T3とγ－T3は、それぞれクロマン環に
対するメチル基の結合位置のみが異なる構造異性体であるため分離が難しいと考えられる。
C30カラムでは不完全ながらβ－Tocとγ－Tocの分離が達成でき、β－T3とγ－T3もピーク
の先端分離が認められ、ODSに比較にC30カラムの方が同族体に対する識別能が高いことが
確認できた（Fig.	2－B）。このため、C30カラムを用いカラム温度と各T3及びTocの保持時
間の関係について検討した（Fig.	3）。カラム温度を低下させるほど保持時間が長くなり、また
各ピークの保持時間差が大きくなった。特に室温では分離不十分なβ－T3とγ－T3、および
β－Tocとγ－Tocの保持時間の差が大きくなったが、α－T3とδ－Tocの保持時間差はそれ
ほど大きくならなかった。一般に低温分離条件は、カラムの理論段数の低下を引き起こし、ピー
クの広がりにより保持時間に差があっても十分な分離が得られず、分離時間が長くなることな
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どから一般には用いられてこなかった。Fig.	4にカラム温度がα－T3ピークの理論段数に与え
る影響を示した。尚、理論段数として、温度の影響を明確に把握するため空隙容量によるピー
クの広がりを補正した値を用いた。カラム温度の低下により急激に理論段数が低下し、０℃付
近では室温の1/2以下まで低下した。保持時間が同じである場合、理論段数が1/2になると、ピー
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ク幅はおよそ1.4倍に広がる。このため、温度を下げても保持時間差があまり大きく成らなかっ
たα－T3とδ－Tocのピーク分離は－10℃では逆に低下し、－４℃で最も良い８種の同族体の
分離が得られた。
　理論段高Ｈは、１段の理論段に必要なカラムの長さで、理論段高が小さいほどカラム効率は
高く、同じ長さのカラムであれば理論段数は高くなる。理論段高とそれに影響を与える諸因子
との関係を式①に示す。11）

　　　　　　　　　H	=	B/u	+	CSu	+	CMu　　・・・①

　ここで、Ｂは「物質の拡散に関する項」、CSは「固定相への移動及び脱離に関する項」、CM
は「流路による流速の違いがもたらすピークの広がり」、uは「移動相の線速度」を表す。低
温条件では粘性の増加や分子運動の低下などによる物質の移動速度の低下や流路拡散の影響の
増大により①式における第２項のCS、および第３項のCMが大きくなるため、移動相中におけ
る移動相の流れる方向に対する拡散による第１項に比べ、第２項や第３項の方がＨの増加に対
しより大きな影響を与えることとなったと考えられた。このため、移動相の線速度uを小さく
すること、つまり移動相の流速を低下させることによりこの第２項および第３項を小さくする
ことができると考えられた。そこで、100％メタノールを移動相として用いた際の流速とα－
T3ピークの補正した理論段数の関係について検討した。その結果、流速の低下に伴い、理論
段数が上昇し、カラム効率の改善が認められた（Fig.	5）。しかし、低流速はカラム効率の向上
に有効であったが分析時間が長くなるため、相互分離が可能で、かつ分析時間の最も短くなる
最適条件としてカラム温度－４℃、流速0.9mL	min－1の条件を設定した。この条件により20
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分以内で８種の同族体をすべて完全に分離することができ（Fig.	6）、順相系での分析時間とほ
ぼ同等の時間で分析を実現することができた。100％メタノールで分析が実現したことにより、
移動相の調製の手間を省力化することができた。一方、カラムを氷水（０℃）で冷却するだけ
でも、0.6mL	min－1で溶出することにより25分以内での完全分離が達成でき、より簡便な分
析システムとして汎用性が高いと考えられる。

３－２　T3 および Toc の定量性・分析精度および添加回収
　設定した条件で分析を行った際の各VE同族体の定量性、ピーク面積の繰り返し精度、およ
び検出限界をTable	2に示した。検量線は導入量で10－10 ～ 10－7g　オーダーの広範囲にわた
り良好な直線性を示し、検出限界（S/N=3）は10 ～ 55pgで、実用性の点で十分な感度であっ
た。また、ピーク面積の繰り返し精度も0.6 ～ 3.5％で良好であった。
　食用油のヤシ油および粉末状の米ぬかを分析した際の添加回収実験の結果をTable	3に、ま
たその時のクロマトグラムをFig.7に示した。
　ヤシ油はケン化を行わず、試料油を溶解したのみで分析を行い、カラムへの試料油の導入量
は約0.5mgであった。分析の結果、４種類のT3が検出・定量され、Tocは検出されなかった（Fig.	
7－A）。また添加回収率は93 ～ 97％と非常に高く（Table	3）、大過剰に共存するトリアシル
グリセロールの影響を全く受けることなく分析することができた。また、ピーク面積のばらつ
きは、未添加ヤシ油でピークが小さかったδ－およびβ－T3で相対標準偏差がそれぞれ3.1％
および4.5％と高かったが、他はいずれも2％以内であった。一方、米ぬかをケン化し、抽出
した試料を分析した結果、全てのVE同族体が0.1 ～ 8mg ／ 100gの範囲で検出・定量され（Fig.	
7－B）、さらに米ぬかにVE同族体８種を添加しケン化・抽出・濃縮の一連の操作を行った際
の添加回収率は78.3 ～ 80.5％であった（Table	3）。ケン化の操作が加わったことにより、ピー
ク面積のばらつきがヤシ油に比べて大きく、また添加回収率も低下したが、実用範囲内であっ
た。
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３－３　食用植物油および食品中の VE の分析
　Table	4に、すでに示したヤシ油および米ぬかを除く食用油７種、粉末状の食品５種の分析
結果を、またFig.	8に代表的なクロマトグラムを示した。

　大豆胚芽油、アマニ油、キャノーラ油などの植物油からはT3類は検出されなかったが、マ
カデミアナッツ油、アーモンド粉、クルミ粉などのナッツ類や、小麦胚芽、小麦全粒粉、ライ
麦粉などからはT3類が検出・定量された。
　こめ油では、T3の溶出する時間帯に共存する成分によると思われる大きなピーク群のため
T3分析の障害となった（Fig.	8－C）。このため、Table	4に示したこめ油のT3類の値は、実
際よりも大きな値となっているものと考えられる。この様なピーク群は米ぬかには認められな
かったことから（Fig.	7－B）、こめ油製造工程の中で生成したものと考えられた。こめ油以外
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にもグレープシード油（Fig.	8－D）や小麦胚芽（Fig.	8－E）でもT3と保持時間が近い位置に
小さなピークが現れ、ピークがブロードになったことや、保持時間のずれが生じたためT3の
ピークとの識別に影響があったものと考えられる。
　ひまわり油（Fig.	8－B）では、試料油のカラムへの導入量として0.1mg程度ではT3のピー
クは検出下限以下であったが、試料濃度を10倍程度に高めて分析した結果、δ－T3の保持時
間と非常に近い位置にピークが検出され、またγ－T3とβ－T3の位置に少しブロードなピー
クを検出することができた。

３－４　2D－HPLC システムによる T3 の精密分析
　こめ油などでは共存する成分がT3類の正確な分析の障害となった。二つの異なる分離系を
オンラインで連結する2D－HPLC法は、天然物などの複雑な系中の微量成分を分析するうえ
で有効な方法の一つである。12－14）　そこで、T3類に対し異なる保持挙動を示したODSカラ
ムとC30カラムを組み合わせた2D－HPLC法について検討した。１次元目の分離をモノリス
型ODSカラムで50℃の条件下で分離を行い目的とするT3を含む画分のみを、カラムスイッ
チングデバイスを用い２次元目のC30カラムに導いた。C30カラムによる分離は、より分離が
向上する－15℃の低温条件で精密分離を行った（Fig.	9）。－10℃以下の条件では、α－T3とδ
－Tocの分離が低下するが、１次元目のカラムによりδ－TocはC30カラムに導入されていな
いため影響はない。また、低温条件でのピーク幅の増加による分離能低下を抑制するため、流
速を低く設定した。１次元目にカラム圧が非常に低いモノリス型カラムを用いることで、C30
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カラムと直列配置となった際の過度なカラム圧の上昇を抑制することができた。
　Fig.	10に標準試料、こめ油、小麦胚芽およびひまわり油を分析した際のクロマトグラムを
示した。こめ油では、共存する成分によるピークと完全に分離し、その影響を受けることなく
検出することができた。また、小麦胚芽では、保持時間からは判別が困難であったδ－T3お
よびα－T3を明確なピークとして検出することができ、極微量なγ－T3も検出することがで
きた。今回の2D－HPLC法では、α－T3とδ－T3、およびβ－T3とγ－T3の組み合わせで、
それぞれに異なる条件で分析を行う必要があった。また試料導入からピークが溶出し終わるま
でに１時間程度の時間をそれぞれに要したが、本システムにより共存する成分の影響でピーク
の帰属が困難であったこめ油やひまわり油においても、それらの影響を全く受けることなく微
量のT3を分離・検出することが可能であった。また、ODSカラムで予備分離を行うためC30
カラムを汚染したり分離に影響を与えたりすることなく、1mg程度までの試料油をシステム
に導入することができ、極微量のT3を精密分析するうえで非常に有効であった。更に、C30
カラムによる分離の間に、ODSカラムによる予備分離が可能であることから50分間隔で試料
を導入することができ、また最初のODSカラムからの画分を２つのC30カラムに分けて導入
し、同時並行的に分析することも可能で、これにより、１回の試料導入で４種のT3の精密分
析を50分程度の間隔で行うことができた。



80

尚絅学院大学紀要第 79 号

４．結論

　逆相HPLC法を用い、これまで実現でなかった８種のVE同族体の同時分析を、低温分離条
件を適用することにより、これまでの順送HPLC法と同程度の分析時間および感度で実現す
ることができた。また、比較的安価で、安全性の高いメタノールの単一溶媒系による分離・分
析の実現により、回収した溶出液を簡単な蒸留等の処理により繰り返し移動相として利用する
ことも可能で、コストの削減、および実験環境の改善とともに、環境負荷の低減にも寄与する
ものと考えられる。
　また、従来法では共存する成分の影響について十分な検討はなされていなかったが、2D－
HPLC法への展開によりその影響を明らかとすることが可能となり、試料油としてmgレベル
の大量導入も可能であったことから、T3の正確な分布を明らかとするうえで有効な方法とい
える。また、共存する成分の生成過程などの研究にも応用が期待できる。
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