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Hiroshi SOUZU 1973 A Study of Phospholipase Action on Microsomal Phospholipids in 

Baker's Y巴ast. Lοw Tenψeratw・eScience， Ser. B， 31. (With English Summary p. 7) 

酵母ミクロソーム燐脂質に対する燐脂質

分解酵素の作用について*

イ首都 博

(低温科学研究所)

(昭和48年 9月受理)

1.緒言

著者はさきに酵母細胞を凍結融解したとき，その細胞の脂質が抽出され易くなり，それと

共に燐脂質の分解反応がおきることを報告した1)。この燐脂質の分解反応は細胞内にもともと

存在する分解酵素(ホスホリバーゼCと考えられる)が細胞の凍結融解による何等かの構造的

変化で活性化される結果おこるものと推定された。酵母細胞内においてこの酵素と燐脂質がど

のような関係におかれているのか，またどのような変化がそれらの聞におきて燐脂質分解反応

が進むようになるのかは明らかで、ない。-方，凍結融解処理をした細胞の生存率が，処理後燐

脂質の分解反応が進行するにつれて低下するとし寸結果も得られ，この酵素が正常な細胞生理

の面でも重要な役割をになっているであろうことが推察された2)。

Cl. welchiiのホスホリパーゼCは赤血球3)，肝臓4)，腫場等3)の細胞膜及び肝臓，筋肉等

のミクロソーム画分5)または肝ミトコンドリア6)等の多くの膜系に対して影響を与えることが

知られている。

この実験はこれら二つの酵素の酵母ミクロソーム画分に対する作用を比較することによっ

て酵母のホスホリパーゼCの細胞内における様子を類推しようとしたものである。

II. 材料と方法

材料: 前報通り 1)市販のパン酵母を麦汁培地で培養し蒸溜水で洗ったものを 5
0

C冷蔵庫に保

存し， 1~2 日以内に使用した。 Cl. welchiiホスホリパーゼ Cはシグマ社から購入し， -250C 

で保存したものを使用時に蒸溜水に溶かして使用した。

酵母ミクロソームの調製: 上記細胞浮遊液(約 200mg湿重量/m])に使用直前に約 1/3容の

0.5Mトリスーマレイン酸緩衝液 (pH6.10)を加え， OOC v.こ冷却し， フレンチプレスでどC冷室

で破壊した。破壊後の浮遊液に等量の 0.1M向上緩衝液を加え， 12，000xgで 15分間遠沈し，

沈澱は捨てた。この上清を 105，000x g 120分間遠沈し，得られた沈澱を上記緩衝液 (0.1M)に

浮遊し(蛋白質濃度約 30mg/m])超音波処理して均一化したものを以下の実験に使用した。こ

の試料は使用時まで -250Cで、凍結保存した。

酵素作用の測定. 細胞内ホスホリバーゼ、作用の測定には，上記浮遊液 0.8mlを 1M酢酸緩衝
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液 (pH3.20) 1.0 ml及び 0.2M CaCl2 0.2 mlと混ぜ¥蒸溜水で全量lOmlとして 37
0Cで反応さ

せた。

Cl. welchiiホスホリパーゼ反応の測定には，同じ浮遊液 0.8mlをとり，これに 1Mトリ

ス緩衝液 (pH6.10) 1 ml， 0.2 M CaCl2 0.2 ml及び酵素液 (2mgfml) 0.5 mlを加え，蒸溜水で全

量 10mlとして同じく 370Cで反応させた。両試料とも一定時間後に5M硫酸0.2mlを加えて

反応をとめ遠d心心して生じた沈澱から 2止:1クロロホルム一メタノ一ル液で

液を Fo叶lchの方法7η)で、洗つたのち前報通り 1町)に燐脂質量を測定した。原試料中の燐脂質量と反

応後の燐脂質量との差を酵素による分解量とした。

燐脂質成分の分離及び定量: 前報1) と同様に簿層クロマトグラフィーによって脂質成分を分

離，同定した。またこれも前報1)通り展開した薄層から各成分を抽出し有機燐を分解定量し

た。

凍結融解: ミクロソーム浮遊液 (pH6.10) 0.8 mlを中試験管にとり ，Cl.ωelchiiホスホリパー

ゼC(2 mgfml) 0.5 mlを加え，これを液体窒素に浸して凍結した。約5分後試験管を 300C温

湯に移して手で振りながら融解した。試料温度がOOC以上にならぬように注意しながらこの操

作を 3度くり返した。最後に融解したのち，ホスぷリパーゼ反応、の項に従って反応させた。

1. 酵素の反応速度と pHの関係

すでに前報8)で、述べたように，

酵母ミクロソーム画分に存在すると

思われる燐脂質分解酵素は pH3-4 

附近に最大活性を持ち， pH6附近で

は殆んど活性を示さない。一方 Cl.

初 elchiiのホスホリパーゼCはpH7

附近に最大活性があることが知られ

ているので、仏10)，反応液の pHを適当

に選べばこれら二つの酵素の活性を

それぞれ独立に測定することが出

来る。

酵母ミクロソーム画分を 370C，

pH 3.20でインキュベー卜すると約

10分間で全燐脂質の約 70%が分解

された。しかし反応時聞を多少のば

してもそれ以上の分解は見られな

かった。第1図に全燐脂質及び主要

な燐脂質成分の細胞内酵素による分

解速度を示した。主な 3種の燐脂質

111. 結果
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第 1図 細胞内酵素によるミグロソーム
燐脂質の分解

反応条件は本文参照

，全燐脂質 pH3.20; ・・，全燐脂質 pH6.10; 
一一一，燐脂質 pH3.20; ……，燐脂質 pH6.10; 0， 
ホスフアチヂノレコリ γ; ①，ホスフアチヂノレセリン;

・，ホスファチヂノレエタノー/レアミン
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第2図 酵素濃度と全燐脂質分解速度との関係

同ホスホリパーゼ/皿g蛋白

(CI. welchiiホスホリパーゼc)

反応条件は本文参照。 反応時間 0，5分;・， 10分;民 20分

のうち最も分解の速いのはホスファチヂルコリンで 3分以内で殆んど最終分解量まで達した。

ついで速いのはホスファチヂ、ルエタノールアミンで同じ時間で最終分解量の約 80%に達した。

最も遅いのはホスファチヂルセリンでこの場合は 3分間で最終分解量の約 50%にしか達せず

反応は 10分程度継続した。一方

同じ試料を pH6.10でインキュベ

ートすると燐脂質の分解は殆んど

見られなかった。

次に同じ試料の Cl.welchii 

ホスホリパーゼCによる分解を見

ると pH6.10では全燐脂質の約

30%が 10分間の反応で分解され

たが，反応時聞をのばしても(最

大20分)，酵素量を増しても(最

大4倍)これ以上の分解は見られ

なかった(第2図lopHを7.23ま

で上げても結果に差はなかった。

分解速度の最も大きいのはホスフ

ァチヂ、ルコリンであって，総含量

の約 50%が5分間以内に分解さ

れ，ホスファチヂルエタノールア

ミンは同じ時間に約 20%が分解
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第3図 CI. welchiiホスホリパーゼ Cによる
ミクロソ{ム燐脂質の分解

反応条件は本文参照。一一一，全燐脂質 pH6.10;一一，
燐脂質pH6.10;他の記号は第 1図に同じ
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された。しかしホスファチヂ、ル

セリンについては反応の進行が

殆んど見られなかった(第 3図)。

2. 構成燐脂質に対する酵素

作用の特異性

ミクロソームを構成してい

る主要な 3種の燐脂質は細胞内

酵素及び Cl.welchiiホスホリ

ミーゼCに対してそれぞれ異な
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燐脂質の分解率を示した。 3種

のうち最も酵素の作用を受けや

すいのはホスファチヂ、ルコリン

であって細胞内酵素による分解

においても全燐脂質の分解率に

対して直線的に減少し，全燐脂

質の 50%程度が分解された段

階では殆んど分解され得る最大

値(約80%)にまで達した。また

Cl. welchiiホスホリパーゼ C

によって分解される燐脂質の大

部分はこの燐脂質であって全燐

脂質分解率にしめる分解率では

細胞内酵素による分解率よりも
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第 4図 細胞内酵素と Cl.welchiiホスホリバーゼCの
全燐脂質分解度に対する構成燐脂質分解度の比較

反応条件は本文参照。左の数値は全燐脂質含量に対する構成燐

脂質含量比 (%)0-0-，細胞内酵素;目・… ，Cl. welchiiホス
ホリパーゼC

高い値を示した。しかしその分解の最大値は約 60%であった。ホスプァチヂ、ルエタノールア

ミンでは細胞内酵素によってその約 67%が最終的に分解されたが全燐脂質分解率に対するこ

のものの分解率はホスファチヂ、ルコリンの場合よりも少なかった。また Cl.welchiiホスホリ

パーゼCの作用は比較的受けにくく，最終的な分解率も約四%にとどまった。ホスファチヂ

ルセリンはどの酵素に対しでも抵抗が強く，細胞内酵素によっては最終的にその 45%が分解

されたが，Cl. welchiiホスホリパーゼCによっては全く分解されなかった。

全燐脂質の分解に対ーする各構成燐脂質の分解率を二つの酵素について比較した結果では，

細胞内酵素の場合に，ホスファチヂルコリ γの分解が全燐脂質の分解率 60%附近で一定値に

達したのち，ホスファチヂ‘ルエタノールアミン，ホスファチヂルセリンともに最終分解率に達

するまで除々に分解が進んでいるのに対して，Cl.ωelchiiホスホリパーゼ Cの場合には， ホ

スファチヂ、ルコリン，ホスファチヂ、ルエタノールアミンともに全燐脂質の分解率 30'70附近で

最終値に達しているように見られた。
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3. Cl. welchiiホスホリパーゼCの作用に対する凍結融解の影響

すでにのべたように酵母細胞の燐脂質分解酵素は細胞の凍結融解によってその作用を示す

ようになる。この理由のーっとして，凍結によってミクロソームの構造変化が起り，これにと

もなって酵素がその内部に入り得るようになることが考えられた。一方， ミクロソーム画分に

外から加えられた酵素はミクロソーム組織内には入り得ないものと考えられたので， ミクロ

ソームの凍結融解によってこの酵素の作用の増大が見られるか否かを調べた。ミクロソーム浮

遊液に Cl.welchiiホスホリパーゼCを加えたものを液体窒素で急速凍結融解したのちこのも

のの燐脂質分解活性を測定したが実質的に酵素活性の変化は認められず，凍結融解によって酵

素と基質の接触増加がおきる可能性は否定された。

IV. 考察

酵母細胞内にもともと存在する燐脂質分解酵素と Cl.welchiiホスホリパーゼCとの作用

を比較したとき，最も大きな差異は，細胞内酵素がすべての基質を分解し得るのに対して，外

から加えたホスホリパーゼCではその作用が特定の基質に限定されることであらう。これは主

として酵素の基質との接触の差によるものと考えられる。第2，3図の結果から容易にわかるよ

ように Cl.welchiiホスホリパーゼ Cによるミクロソーム燐脂質分解活性は通常の燐脂質ミセ

ル分解反応、などに比して非常に低く，最大活性を示す酵素濃度もすぐ飽和に達してしまう。こ

のことは外から加えられた酵素がミクロソームの内部に入り得ず，単に周辺部でしか作用出来

ないことを示すものであろう。従ってこの酵素はミクロソームの周辺に露出している燐脂質に

は近ずけるが，その内部で蛋白質との結合に関与している脂質には近ずけないものと考えられ

る。第4図で Cl.welchiiホスホリバーゼC作用による全燐脂質の分解率に対ーするホスファチ

ヂ、ルコリンの分解率が，細胞内酵素による同様の分解率よりも大きな値を示すのに，ホスファ

チヂルセリ γが全く分解されないのは，極性の小さいホスファチヂ、ルコリンはミクロソームの

周辺部にあって酵素の作用を容易に受けるのに対して，極性の大きいホスファチヂ、ルセリンは

その内部深く，酵素の近ずき得ない部分に存在することを示すものであろう。この推定は膜の

周辺部附近にはホスファチヂルコリンが多く分布し，ホスファチヂルセリンは膜の内部に集ま

って蛋白との結合に関与しているとの考え方山2)を支持するものと思われる。

一方，細胞内に存在する酵素がミクロソームを構成する蛋白の一部として存在するとすれ

ば，脂質の種類による分解速度の差はあるとしても，すべての脂質を同様に分解することがで

きるであろう。第4図はこの考えの妥当なことを示しているものと思われる。第4図におい

て，細胞内酵素によってホスファチヂ、ルコリンの分解が極限に達したのち，ホスファチヂルエ

タノールアミン，ホスファチヂ、ルセリンの順に最大分解率に達していることはそれが酵素反応

の速度の差によるものであることを示している。一方 Cl.welchiiホスホリパーゼ Cの場合に

は最大分解率の附近でホスファチヂルコリン，ホスファチヂルエタノールアミンともに同一点

で反応の進行が停止し，その後もホスファチヂルセリンの分解は見られない。このことはホス

ブァチヂ、ルセリンが単なる速度のちがし、から分解されないのとは具ることを示すものであろ

う。
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以上の結果から細胞内に存在するホスホリパーゼは構成蛋白の一部としてミクロソームの

内部にまで入り込んでいるものと推察される。このことは機械的に破壊した細胞を遠心分画し

たとき，この酵素の活性が殆んど 105.000xg沈澱の部分(ミクロソーム画分)に集まり，それ

以外の細胞壁画分や水溶性部分には見られないこと 1)及びこの沈澱を 0.3MNaCl溶液中で超

音波処理をほどこしても酵素の遊離は見られないこと ({I首都未発表)などの結果からも支持さ

れるものと思われる。

V.摘要

酵母ミクロソームを pH321でインキュベートすると燐脂質全体の約 705るまでが自己の

持つ酵素によって分解された。一方 pH6.10で Cl.welchiiホスホリパーゼ Cを作用させると

この分解は約 30%であった。

ミクロソームを構成する三種の主要な燐脂質のうちホスファチヂ、ルコリンは最も分解を受

け易く細胞内酵素によってその約 80%が，また外から加えたホスホリバーゼ Cによってその

60%が分解された。ホスブァチヂルエタノールアミンも両方の酵素の作用を受けたが分解され

た率は細胞内酵素によって約 67%，外から加えた酵素によって約 18%にとどまった。一方ホ

スブァチヂ、ルセリンは細胞内酵素によってはその約 45%が分解されたが外から加えた酵素は

全く作用しなかった。

以上の二点から酵母の燐脂質分解酵素はミクロソームの構造の一部をなすことが推定さ

れ，また燐脂質の構造については極性の小さいホスファチヂルコリンはミクロソーム膜の周辺

部に多く分布し，極性の大きいホスファチヂルエタノールアミン及びホスファチヂルセリンは

膜の内部に多く分布し，蛋白質との結合に関与していることが推定された。
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Summary 

7 

Following incubation of yeast microsomes at pH 3.20， approximately 70% of the 

total phospholipid in the microsomes was degraded by the enzyme which is present 

intrinsically in yeast cell. However， only 30% of the total phospholipid in the same 

microsome fraction was degrad巴dby the action of Cl. welchii phospholipase C at pH 

6.10. 

Of the three main phospholipids which comprise the yeast microsome， phospha-

tidylcholine was the most labile; approximately 80% of it was degrad巴dby the endo-

genous enzyme and about 60% was degraded by Cl. welchii phospholipase C. Phospha-

tidylethanolamine was affected also by both巴nzymes;about 67% of it was degraded by 

the endogenous enzyme， but only about 18% was degraded by Cl. welchii phospholipase 

C. Phosphatidylserine was the most stable of these three phospholipids; about 45% of 

it was degraded by the endogenous enzyme， but none was degraded by Cl. welchii 

phospholipase C. 

From these results it is conjectured that th巴 phospholipaseC of yeast cells exists 

as a part of the microsome embedded in the lipid layer. Moreover， it is supposed that 

th巴 morepolar lipids might be specifically associat巴dwith prot巴inand retained in the 

inner spac巴 ofmembrane， wh巴reasthe less polar lipid mol巴culesmay be exposed at the 

perimeters of the membrane in the microsome fraction. 


