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要旨

トウダイグサ科の熱帯性植物である諏 勘⑳加 α週 躍 は,種 子に重量比4σ60%の 中性脂質を含み,半

乾燥地や貧栄養土壌などの荒廃地でも生育可能であるため,近 年新たなバイオデ ィーゼル燃料の原料植物

として注 目されている。しか し,本 植物の種子には発 ガン促進物質であるphorbolesterを 始めとする種々

の毒性物質を含んでお り,そ の生産者の健康や環境への影響が懸念されている。そこで,本 研究では精油

工程で産出される廃棄物や,中 間生成物に含主れ るphorbolester類 の定量分析を行った.そ の結果,搾

油工程お よび脱ガム工程では中間生成物および廃棄物ともにphorbole呂ter類 が多く含 まれていた。一方,

脱酸工程,メ チル化工程ではphorbolester量 が減少することが見いだされた。また,最 終生産物である

バイオデ ィーゼル燃料からもphorbole呂ter類 が微量検出された。本研究の結果は,♂ α鷹 器 由来バイオ

ディーゼルの リスク評価に寄与すると期待 される。

緒論

近年,エ ネルギー需要の急激な増加 に伴う原油価格の高騰や,化 石燃料の環境 に与える負荷の大きさから,代 替

エネルギーの構築が進 められている,中 でも植物 由来のバイオ燃料は,大 気 中の二酸化炭素を固定したカーボンニュ

ートラル燃料であり,か つ再生可能な燃料であるため,大 きな期待が寄せられている。しかし,現 在代表 的なバイオ燃

料として用いられているバイオエタノールやバイオディーゼルは,そ の原料が主にトウモロコシや サトウキビなどの食用

植物であり,原料植物の競合による食糧価格の高騰や 生産地域の拡大による環境破壊など新たな社会 問題が生じて

いる。このような背景から,非 食用バイオ燃料の早期実用化が求められている。

熱帯性植物孟廓r,ρ伽 催π郎は,そ の種子 に豊富な油脂を含む非食用油脂生産植物であり,従来のバ イオ燃料作物

に替わる新たなバイオ燃料原料植物として近年注 目を集めている、∫ ご鷹 紹 はトウダイグサ科の落葉低木であり,種子

中に約40-6筋 の油脂成分を含むD。 その油脂成分はエステル交換反応によリディーゼル燃料へと転換することが可

能であり,現在普及している内燃機関を利用できるという点で大きな利点を有している、また,本 植物は半乾燥地,貧 栄

養土壌でも生育可能であるため,食 用植 物の生産地を避けて栽培可能であり,エネルギー生産と荒廃地の緑化を同時

に達成できるという点で他のバイオ燃料資源植物 には見られない高い優位 性を持っているω.ま た,本 植物は高い生

長性を示し,さらに挿し木により容易に繁殖可能であるなど工業生産に適した「生質も併せ持つため,,孟 酬π囲 を原料と

したバイオディーゼル(bi〔}di俗d,BDF)燃料の実用化に向けて既に各国で試験的な栽培が行われている。

.五`郡 齪 は上記のように様 々な利点を有する 方で,今 後世界的に大量栽培 するにあたっては留意すべき問題点

も有している。第一 には,現 在栽培されている∫ 副 凋3は 野生種であるため,油 脂の含量や組成,生 産性などBDF製

造に関わる特1生が最適化されたものでないことが挙げられる、第二には,メ α」rr丑5は毒性タンパ・ク質curc㎞ ㈲やph。rb。l

e且ter(PE}を始めとして多くの毒性物 質を含むことが挙 げられる。タンパク質であるcurcinは 比較的不安定な物質である

ため,BDF燃 料製造工程 で無毒化することが可能であるが,PEは 加熱処理や漂 白処理を行っても分解されないことが

報告されており鳳1,その生産者および生産地域の動物 ・微生物などに与える環境負荷が懸念されている。
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Phorbolは,tiglianeditelpeneと して知られる多環式化合物の総称であり,13位 と16位 のヒドロキシル基が脂肪酸 に

よりエステル化されることにより、多様な構造を持つPE類 を形成する。PE類 はトウダイグサ科の植物に広く分布する化

合物であり,ノα膨∂5からはこれまでに6種 のPE類 が同定されている(図1)。 これらはいずれも12-deoxy-16-hydroxy

phorbolを 基本骨格としており,脂肪酸側鎖部分が異なる構造異陸体であることが知られている(5)。これまでの研究により,

PE類 に継続 的に被爆したマウスでは腫瘍形成が促進されることが報告されており,PE類 は発ガン促進物質として機能

することが知られている(7・8)。また,PE類 の発ガン促進活性はプロテインキナーゼCの 活性化に起因するものであること

が明らかになっており(5・6・9),発ガン促進活 性の他にも様 ・々な生理反応を引き起こすことが知られている(10)。そのため,

BDFの 大規模実用化に向けてPE類 の動態に関する知見およびその無毒化法の確立が求められている。

これまでにも,BDF製 造工程 におけるPE含 量の変化や無毒i化についての知見はいくつか報告されている(4,11)。し

かし,これらの報告はいずれもBDF製 造工程をラボスケールで再現したものであり,実際の工業レベルでの製造工程

におけるPE類 含量の変化 に関する知見は極めて乏しい。また,BDFを 製造する過程で産 出される廃棄物あるいは廃

水 に関しては調査されておらず,実 用的な知見が不足しているのが現状である。そこで本研究では,工 業的に製造さ

れたBDFお よびその副生成物を対象とし,各 試料 に含まれるPE類 の定量を行った。

Jatropha factor C2 \/

Jatropha factor Cl

Jatropha factor C6Jatropha factor C4(8'S), C5(8'10Jatropha factor C3

図1.ノ α〃δ∂5に 含まれるPE類 の化学構造



材料および方法

実験材料

植物材料は,2008年4月 にフィリピン ミンダナオ島南 コタバ ト州 ジェネ ラルサン トスで栽培,収 穫 された

♂o召πヨθHybridNo.2を 使 用 した。BDF製 造工程において産出され る中間生成物お よび副生成物は前述 の種

子 を原料 として株式会社 ポーラーズ研究所において図2に 示す工程で製造 された ものを用いた。

PE類 の抽出

種子,加 熱処理種子,搾 油ケーキ,種 子殻,種 子仁な どの固体試料 はHigh且exHomogenizerに 供 し,8000

rpmで5分 間粉砕後,20g秤 量 した。秤量後の粉末にMeOHを 加 えて200mlと し,4。Cで1日 間静置するこ

とにより抽 出を行った。粗油,脱 ガム油,洗 浄排水などの液体試料 は20gに 秤量後,同 様にMeOHを 用いて

200mlに メスア ップ後,直 接抽出液 として用いた。

分析試料の調製

MeOH抽 出液 に内部標準 として1mg/mlphorbol12-myristate13-acetate(PMA)MeOH溶 液を1ml加 え

た。得 られた溶液にシ リカゲル(WakogelC-100)を100g加 え,減 圧乾固す ることによりPE類 をシ リカゲルに

吸着 した。吸着後のシ リカゲルを η 一hexaneに より懸濁後,あ らか じめ η一hexaneで 平衡化 したシ リカゲルオ

ープンカ ラム(50×500mm)に 供 した。溶出溶媒 には η一hexaneとEtOAcの 混合溶媒を用い,EtOAc濃 度を0,

30,70%に 段階的に増加 させ ることによ り溶出を行 った。各組成 の溶媒は1500mlず つ溶 出 し,300mlず つ

分画 した。TLC分 析によ りPE類 の存在 が認 められた画分を減圧乾固後,残 渣をMeOHを 用いて10mg/mlに

調製 した ものをPE類 分析試料 とした。 また,EtOAc溶 出後のカラムをさらに1000mlのMeOHで 溶出 して

得 られたMeOH溶 出画分を乾燥後,少 量の蒸留水 に溶解 した。得 られた水溶液を逆相系カー トリッジカラム

(BONDELUTC18500mg,Varian)に 供 し,5mlの 蒸留水で洗浄後,10mlの80%acetonitrile水 溶液で溶出

した。溶 出された80%acetonitrile画 分 を濃縮乾固後,蒸 留水に溶解 したものを12-deoxy-16-hydroxyphorbol

分析試料 とした。

図2.♂ αz㎜ βを原料 としたバイオデ ィーゼル製造工程



■C-MS∠MS分 析

PE類 の 検 出 は,イ オ ン ス プ レーLC-MS∠MS分 析 に よ り行 っ た 。HPLC分 析 に は 島津 製LC-10A、 μ シ ス テ ム

を 用 い た 。 カ ラ ム に は 逆 相 系 カ ラ ムInertsilODS-3(2.1×150mm,GLScience)を 用 い,溶 出溶 媒 に は0.1%ギ 酸

水 溶 液 とア セ トニ トリル 溶 液 を 用 い た 。溶 出 は,流 速0.2mymin,溶 媒 濃 度 を 最 初 の20分 間 で ア セ トニ トリル

溶 液 濃 度 を50%か ら100%ま で 直 線 的 に 増 加 させ,そ の 後5分 間100%で 維 持 す る こ と に よ り行 っ た 。質 量 分 析

は,ESI-QTRAPシ ス テ ム(ApPliedBioscience)を 用 い,MRM(multiplereactionmonitoring)モ ー ドで 行 っ

た 。PE類 の 検 出 は,precursorionに は 励 二728.5,productionに は 酩 二293.3を 用 い,内 部 標 準 のPMA

の 検 出 は,precursorionに 魏 二617.7,productionに 盈 二311.2を 設 定 して 行 っ た 。

12-Deoxy-16-hydroxyphorbolの 検 出 は,同 じシ ス テ ム を 用 い,溶 出 溶 媒 に は0.1%ギ 酸 ア セ トニ トリル 溶 液

を 用 い た 。 溶 出 は,流 速0.2mレmin,溶 媒 濃 度 を最 初 の20分 間 で0.1%ギ 酸 ア セ トニ トリル 溶 液 濃 度 を5%か

ら50%ま で 直 線 的 に 増 加 す る こ と に よ り行 っ た 。検 出 は,12-deoxy-16-hydroxyphorbolの プ ロ トン 付 加 イ オ ン

の 漉=365を 用 い て 行 っ た 。

HPLC分 析

Phorbolester類 の 定 量 は,島 津 製LC-10Aシ ス テ ム を用 い たHPLC分 析 に よ り行 っ た。 カ ラ ム は 逆 相 系 カ

ラ ムInertsilODS-3(4.6×150mm,GLScience)を 用 い た。 溶 出 は,0.03%ギ 酸 を含 む70%ア セ トニ ト リル 水

溶 液 を 用 い,流 速1.Omyminで 行 っ た 。 溶 出 され たPE類 は,254nmの 吸 収 で 検 出 した 。

結果および考察

PE類 の検出

まず始 めに,本 研究で使用 した,BDFの 原料種子にPE類 が含まれてい ることを確認 し,そ のクロマ トグラ

フィー上での挙動に関する知見を得 るため,♂o礎o∂5HybridNo.2種 子からPE類 を抽 出し,シ リカゲルカ ラ

ムを用いた順相 クロマ トグラフィー に供 した。得 られた画分をTLCに よ り分析 した結果,hexane/EtOAc3/7

溶 出画分において,代 表的なPEの1つ であるPMA(Rfニ0.5)と 発色が類似 したスポ ッ トがRfニ0.52に 検 出さ

れ,本 画分 に ♂oαπa5のPEが 含まれていると推測 された。

次 に,こ れ らの画分 を詳細に解析す るため,イ オ ンスプ レーLC-MSIMS分 析 に供 した(図3)。 その結果,

漉=728の イオンシグナルを与える特徴的なピークが保持時間12分 か ら20分 の問に溶 出され ることが示 され

た(図3A)。 前述の通 り,♂6弼mθ に含 まれるPE類 は,い ずれ も脂肪酸側鎖部分の構造異性体であ り,分 子

量710.4で あることが報告 されている。そのため,本 研究で見いだされた ピークは,PE類 のア ンモニ ウム付加

イオンであると推測 された。そこで,こ れ らのピークがPE類 であるこ とを確認するため,見 いだ された 盈=

728の ピークのMS∠MSス ペク トルの解析を行った。その結果,励 二329,311,293,265に 特徴的なMSシ

グナルが見いだ された(図3B)。 これ らのMSシ グナルの うち,η 物 二329の シグナルはPE類 か ら脂肪酸側鎖

部分が脱離 したフラグメン トイオンであ り,z肱=311,293,265は,そ れぞれ脂肪酸側鎖が脱離 したジテル

ペ ノイ ド部分か ら,さ らに水分子が脱離 した フラグメン トイオ ンである と考え られ た。 これ らの結果 は,種 々

のPE類 のLC∠MS∠MS分 析 を行 った過去の報告(12)と 良 く一致 してお り,本 研究で見いだ された 励 二728の

イオンシグナル を与えた複数 のピー クがPE類 であることが示唆 された。
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図3.♂ α㎜ 器 種子 に含 まれ るPE類 のLCMSIMS分 析

激 加 ρ加 α㏄a5種 子 か らPE類 を抽 出 し,順 相 クロマ トグラフィー によ り分画 した もの をLC-MSIMS

分析 に供 した。A:PE類 の ア ンモニ ウム付加 イオ ンz酩=728のextractionchromatogram(EIC)。B:保

持 時間13か ら18分 のMSIMSス ペ ク トル。

PE類 の定量法の確立

見 いだされたPE類 の正確な定量法 を検討す るため,内 部標準 として代表的なPEで あるPMAを 用い,粗

油のLC-UV分 析およびLC-MS/MSを 用いたMRM測 定を行った(図4)。 その結果,UVク ロマ トグラムお よ

びMRM測 定において,同 じ保持時間に特徴的な複数のピークが見いだ された(図4A,B)。 また,UVク ロマ

トグラムで見 られた保持時間17分 か ら20分 のピー クは,MRM測 定において,z肱728→293のXICで 見 ら

れた ピーク と良 く一致 していたことか ら,こ れ らの ピークは ♂oα㎜5由 来のPE類 であることが示 された(図

4A,B)。 保持時間21分 に溶出 されたピー クは,魏617.7→311.2のXICで 顕著に見いだ されたことから,こ

のピークは内部標準 として加 えたPMAで あることが見いだされた(図4C)。 しか し,UVク ロマ トグラムと

MRM測 定によるイオ ンクロマ トグラムを比較 した ところ,各 ピークの面積比にわずかながら違いが見いだ され

た。PE類 はジテルペ ン骨格が同じで,側 鎖部分の構造異性体であ り,そ の構造を考慮す ると254nmの 吸収の

差異は少ない と考 えられる。一方,MRMで はPE類 をイオン化 し,イ オン化 されたPE類 をフラグメンテーシ

ョンして検出す るため,イ オ ン化効率やフラグメンテー ション効率 に差異が生 じると思われ る。そ こで,本 研

究では,LC-MSに よるピーク同定後,HPLC-UVシ ステムを用いたUVク ロマ トグラムにより定量を行った。



図4.粗 油 に含 まれるPE類 のLCMSIMS分 析

粗油か らPE類 を抽 出 し,順相 クロマ トグラフィーによ り分画 したものをLC-MS∠MS分 析 に供 した。A:254nm

の吸収で検 出したUVchromatogram。B:漉728→293で 検出 したMRM。C:盈617.7→311.2で 検出 した

MRM。



表1.BDF製 造各工程産出物に含まれるPE類 含量
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2.03

1.00
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2.38
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種子2

加熱処理種子

粗油

搾油残渣

粗油澱

粗油沈殿物

脱ガム油

脱ガム残渣

脱ガム澱

脱酸油

脱酸残渣

グリセリン(1回 目)

グリセリン(2回 目)

洗浄廃水

BDF

1PE濃 度 ,PE総 量 はいずれ もPMA換 算量で表 した。

2種 子 はBDF製 造原料 と同一品種 を用いたが ,製 造工程 に直接関与 しないため,濃 度のみ を表 した。

3ND:Notdetected(検 出されず) 。

BDF製 造工程産出物に含まれ るPE類 の定量

まず始 めに,原 料 となる ♂o召πヨθの収穫後種子に含まれるPE量 を検討 した ところ,0.428mg/gのPE類

が含まれていた。BDF原 料 として輸入 される ♂o召"28種 子は,加 熱処理 により不活化 された ものが検疫 に供

される。そこで,工 業原料 として輸入 された加熱処理後の種子について も同様 にPE含 量を定量 した ところ,

0.509mg/gで あった。 この結果は,収 穫後の種子 中に含 まれるPE類 が熱 に対 して安定であることを示 してい

る。また,含 量が収穫後種子 よりも高い値 を示 したのは,加 熱処理 により種子 中の水分が消失 したためである

と考え られ る。

次 に,BDF製 造工程において産出 される中間産物お よび副産物 に含 まれるPE類 の定量を行 った(表1)。

その結果,原 料加熱種子38.4kgか ら搾油 した粗油には,4333mgのPE類 が含 まれ てお り,そ の濃度 も0.429

mg/gと 高い値を示 した。一方,搾 油後の残渣は0.093mg/gと 濃度 は比較的低い値を示 したが,総 量では2251

mgと 多量のPE類 が含まれていた。 この結果か ら,種 子 中に含まれるPE類 は,搾 油工程では除去 されず,中

間生成物および副生成物 ともに比較的多 くのPE類 が含まれていることが示唆 された。また,粗 油に含 まれる澱

に関して もPE含 量を検討 した ところ,澱 には0.237mg/gの 濃度でPE類 が含 まれていたが,総 量は367mg

と比較的少 ないPE含 量であった。PE類 は脂肪酸の トリグ リセ リドと極性が類似 した化合物であるため,搾 油

によ り生 じた油脂が溶媒 として作用 していると考 えられる。

脱 ガム工程では,中 間産物の脱ガム油に3583mgと 大部分のPE類 が含まれてお り,粗 油に含まれていた

PE量 の82.7%が 脱 ガム油に残存 していた。一方,脱 ガムエ程で産出 される副産物である脱ガム残渣および脱ガ

ム澱には極 めて少量のPE類 しか含まれていなかった。脱酸工程では,PE類 は約30%に まで減少 してお り,脱



図5.12・Deoxy・16・hydroxyphorbolの ■C・MS!MS分 析

各 試 料 か ら12-deoxy-16-hydroxyphorbolを 抽 出 し,順 相 ク ロ マ トグ ラ フ ィー に よ り分 画 した も の を用 い た 魏

365のEICク ロマ トグ ラ ム 。A:脱 酸 残 渣 か ら得 られ たEIC。B:メ チ ル 化 処 理 後 の グ リセ リン 画 分 か ら得 られ

たEIC。C:洗 浄 廃 水 か ら得 られ たEIC。D:保 持 時 間15分 の ピー ク のMSIMSス ペ ク トル 。

酸残渣ではPE類 は検出 されなかった。過去の報告では,脱 ガムエ程は油に含まれるPE量 にほとんど影響 を与

えないことが示 されてい る(4,11)。また,同 じ報告の中で,脱 ガム後の工程である脱酸工程においてPE類 が約

30%減 少す ることが示唆 されている。本研究の結果は,こ れ らの報告 と類似 した傾向を示 したが,そ のPE類 の

減少量には大きな違いが見 られた。 これ らの報告では,BDF製 造工程 をラボスケールで再現 してお り,使 用 し

た機器 に関 しても研究用のものを用いていた。また,PE類 のピークの同定に関 しても,こ れ らの報告ではHPLC

クロマ トグラム上での挙動のみで判断 してお り,厳 密 な同定がな されていなかった。一方,本 研究では工業的

に生産 された試料を用い,PE類 のピー クもMSIMSス ペ ク トル を用 いて同定 してお り,こ れ らの手法の違いが

減少量の差異に現れた と推測 された。

BDF製 造工程の最終段階であるメチル化工程では,副 産物であるグ リセ リンお よび洗浄排水にはPE類 は検

出されなかったが,最 終産物であるBDFに はわず かにPE類 が含まれていた。 しか しなが ら,そ の含量は脱酸

油の約10%に まで減少 していた。メチル化工程では,脂 肪酸の トリグ リセ リドである油脂を強塩基条件下でエ

ステル交換反応 させ,メ チルエステルへ と変換 させ る。一方,PE類 もジテルペンと脂肪酸 とのエステルである。

そのため,強 塩基条件下でエステル部分が加水分解 され,PE類 の含量が顕著に減少 したものと考 えられる。

次 に,PE類 が検出されなかった脱酸残渣,メ チル化工程のグ リセ リン画分,洗 浄廃水 をLC-MSIMS分 析に



供 し,PE類 が加水分解 されて生成 され る12-deoxy-16-hydroxyphorbolの 検 出を行った(図5)。 検出は

12-deoxy-16-hydroxyphorbolの プロ トン付加イオ ンである 滋=365を 用いた。その結果,い ずれの試料から

も共通 して現れ るピー クが保持時間15分 に見いだ された。この ピークをさらに詳細 に解析す るため,MS∠MS

スペク トル解析 を行 った ところ,12-deoxy-16-hydroxyphorbolか ら水分子が脱離 して生 じる酩 二347,329,

311,293に 特徴的なMSシ グナルが見いだされた(図5D)。 この結果か ら,PE類 の含量が顕著に減少す る工

程では,PE類 が加水分解 されていることが示唆 された。

結論

本研究では,工 業的に生産 されたBDF,中 間生産物お よび副産物 に含 まれるPE類 の定量 を行 った。これま

での研究か ら,粗 油に3mg/gのPE類 が含まれていることが報告 されている。一方,本 研究の結果では,搾 油

後の粗油に0.429mg/gのPE類 が含まれていることが示唆 された。♂oαπ2θ種子 に含 まれ るPE量 は,そ の産

地や系統によ り大き く異なることが知 られている(1)。そのため,本 研究で用いたHybridNo.2が 比較的少 ない

PE類 を含む優良品種である可能性が考え られる。 しか し,過 去の報告ではHPLCク ロマ トグラム上での挙動

か らPE類 のピー クを同定 しているため化学的根拠が乏 しく,PE類 と異なる代謝物 を含 めて定量 してい る可能

性 も考 えられる。本報告では,LC-MS∠MS解 析 によりPE類 の同定 を行ったが,そ の定量はPMAを 内部標準

として行っている。今後,さ らに厳密な定量のため,PE類 の単離 ・同定 を行い,標 準物質を得 ることが必要で

あると思われる。

本研究の結果か ら,脱 ガム工程に至 る中間生産物および副産物全てにPE類 が含まれていることが示唆 され

た。搾油残渣 はすでに家畜飼料 として用い られてお り,そ の使用 には安全性 のさらなる検討が必要であろ う。

また,中 間生産物,副 産物に加 えて最終生産物であるBDFに もPE類 が含 まれていた。PE類 は継続的な被爆

によ り発ガン促進活性を示す ことか ら,製 造に関わ る生産者や廃棄物の環境負荷な どの検討 も課題 として挙げ

られる。

研究室内でBDF製 造工程を再現 して得 られた中間生産物に含まれ るPE類 に関す る研究はこれ までにもい く

つか報告 されていたが,実 際の工業 レベル での議論は乏 しかった。本研究で得 られた知見は,♂ α麗 ヨ8由来BDF

の大規模な実用化に際 し,そ の リスク評価お よびその対処法の検討 に大きく寄与するもの と期待 され る。
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英文抄録

bio-diesel Quantitative analysis  of nhorbol esters in the wastes and intermediate nroducts of Jatropha

production.

Tetsuya Matsukawa', Haruka Suzuki', Shin'ichiro Kajiyamai

Jatropha curcas, a tropical plant belonging to the family of Euphorbiaceae, has recently been attracted the 
considerable attention as a potential source for bio-diesel due to the high adaptability to semi-arid areas and the high 

oil content (40-60%) in seed kernel. The seed, however, contains several toxic compounds including phorbol ester, 

well known as a tumor promoting agent. Therefore, influence of these toxic compounds on environment and people 
engaged in the production should be concerned. In this study, the levels of phorbol esters in the wastes and 

intermediate products of different refining steps were quantitatively analyzed. Our results showed that both 

intermediate products and wastes obtained from pressing and degumming processes exhibited high phorbol esters 

contents, whereas levels of phorbol esters decreased during neutralization and transesterification. In addition, 
bio-diesel fluid, the final products of refining steps, also contains trace amount of phorbol esters. Our results may 

contribute to assess the risk of J curcas bio-diesel.
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