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工業用ホスホリパーゼA2に よる高度不飽和

脂肪酸含有 リン脂質の合成

細川雅史*・ 高橋是太郎*

羽 田野六男*・ 江木 衷**

Polyunsaturated Fatty Phosphatide Synthesis

by Industrial Phospholipase A2

Masashi HOSOKAWA*, Koretaro TAKAHASHI*,
Mutsuo HATANO* and Makoto EGI**

*Faculty of Fisheries
, Hokkaido University,

3-1, Minato-cho, Hakodate-shi,
Hokkaido 041

**Foods and Liquors Research Laboratories
,

Kyowa Hakko Co., Ltd. 4041, Ami, Ami-
machi, Inashiki-gun, Ibarahi-ken 300-03

Phospholipids consist of eicosapentaenoic
acid (EPA) and docosahexaenoic acid

(DHA) were synthesized by use of an in-
dustrial pancreatic phospholipase A2. Lyso-

phosphatidylcholine (LPC) isolated from a
commercial emulsifier, mixed fatty acids
obtained from sardine oil, the concentrated
sardine oil (EPA+DHA>60%), and 99.4%
EPA were used as substrates. Optimum
water content was found to 13.4%/system,
and optimum ratio of LPC to mixed free
fatty acids was 11:18 in weight base. When
the substrate contained free EPA+DHA over
68%, the obtained phosphatidylcholine (PC)
contained more than 31% of EPA+DHA.
And when the substrate was 99.4% EPA, the
obtained PC contained more than 45% of
EPA, indicating that more than 90% of EPA
was incorporated into sn-2 position of the
PC molecule. (Received Mar. 11, 1991)

機能性食品(特 定保健用食品)や 医薬品として ω3

系高度不飽和脂肪酸(HUFA)の 利用開発が進んでい

るが,エ イコサペンタエン酸(EPA),ド コサヘキサエ

ン酸(DHA)の もつ生理活性はこれ らを含む脂質の分

子種形態によって異なり,EPA, DHA含 有 リン脂質

はエチルエステルや トリグリセリドの形態のものに比べ

て,生 理活性が格段に高い1)～4)ということが知られるよ

うになってきた.ま た,EPA, DHA含 有 リン脂質は

EPA, DHAが 本 来有する生理活性 に加え,脂 肪組織

重量の低下5),細 胞 分化誘導作用6)の ように,リ ン脂質

由来の特異的な機能をあわせもつ興味深い脂質形態で も

ある.さ らには,仔 稚魚の成長促進作用7)8)の面 におい

ても有効であると考えられている.

このような生理活性をもつ,EPA, DHA含 有 リン脂

質は,水 産動物脂質中に比較的多 く含まれてはいるが抽

出が困難なためほとんど利用されていない.

一方,主 に微生物源リパーゼを用いた油脂の改質が盛

んに行われている.リ パーゼによる反応は温和な条件下

で進行す るため,従 来 の化学合成法では困難 を伴 う

HUFA含 有 脂質の合成が,そ の特異性を利用すること

により比較的容易に行われつつある.グ リセリドに比ベ

リン脂質の合成は困難であると言われてきたが,昨 年,

著者 らと時を同 じくして研究 していたNAら9)に よ り

リゾボスファチジルコリン(LPC)とHUFAか らブ

タ膵臓由来のホスホリパーゼA2に よ って2位 に特異的

にHUFAを 含有するリン脂質の合成が可能であるこ

とが示 された.ま た,PERNASら10)に よ りヘ ビ毒由来

のボスホリパーゼA2を 用 いた リン脂質の合成も最近行

われた.こ れらは,い ずれも先駆的な研究ではあるが,

分散剤が有害性である点が問題として残っていた.(本

研究においては分散剤にグリセロールを用い,こ の点を

解決 した.)他 方,微 生物由来の リパーゼを用いたエス

テル交換反応によるHUFA含 有 リン脂質の合成の試

みも,戸 谷 ら11)12)や吉本 ら13)14),八木 ら15)によって行

われており,こ の方法の追試が各方面で活発化 してきて

いる.

本研究では,乳 化剤として市販 されているリゾ型 リン

脂質より調製 したLPCと イワシ油をケン化 して調製し

たHUFAを 基質 として用い,工 業的に使用されてい

るブタ膵臓由来のボスホリパーゼA2 (EC 3.1.1.4)に

よるエステル合成反応を行い,2位 にHUFAを 含有す

るリン脂質の調製について検討 した.

1. 実験方法

(1) 試 薬

乳化剤として市販されているリゾ型 リン脂質(エ ルマ

イザーA, LPC含 量約40%)を 協和発酵工業(株)か ら

入手 し,ク ロロホルム-メ タノール系ケイ酸カラムクロ

マ トグラフィーによってLPCを 精製 した.得 られた

* 北海道大学水産学部(〒041 函館市港町 3-1-1)

** 協和発酵工業(株)食 品酒類研究所(〒300 -03 茨城県稲敷郡阿見町阿見 4041)
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LPCの 純 度 は,99.1% (TLC-FID法 に よ る)で あ っ

た.

イ ワ シ油脂 肪 酸 は,精 製 イ ワシ油(日 本化 学 飼 料(株))

を 終 濃 度6%の 水 酸 化 カ リウム で ケ ン化 して調 製 した.

ま た,得 られ た イ ワ シ油 脂肪 酸 を7倍 量 の95%ア セ ト

ン に 溶 解 後,-20℃, -40℃, -60℃ の順 に冷 却 して

飽和 脂 肪 酸 を除 去 し,さ らに100%ア セ トンに溶 解 して

4Nメ タ ノ ー ル性 水 酸 化 カ リ ウ ムを加 え,-20℃ で冷

却 後 〓 過 し〓 液 を 中 和 して 溶 媒 を 留 去 す る こ と によ り

EPA, DHAを 濃 縮 して,EPA濃 度 が42.2%, DHA

濃 度 が25.9%の イ ワ シ油 脂 肪 酸 も併 せ て調 製 した.

EPA標 品(純 度99.4%)は 出光 石 油化 学(株)よ り購 入

した.ブ タ膵 臓 由来 の ホ スホ リパ ー ゼA2は 協 和発 酵 工

業(株)か ら入 手 し,透 析 後,真 空 凍結 乾 燥 した もの を用

い た.

(2) 反 応 条 件

LPC(純 度99.1%) 110mgと 脂 肪 酸180mgを グ リ

セ ロ ー ル(nacalai tesque螢 光 分 析 用)5mlに 分 散

後,ホ ス ホ リパ ーゼA2 60mg (Protein 38.8%)を6

mM塩 化 カ ル シ ウ ム含 有200mMト リス-塩 酸 緩 衝 液

(pH 8.0)に 溶 解 した もの を加 え て,ホ ス フ ァチ ジ ル コ

リ ン(PC)の 生 成 量 に お よ ぼす 反 応 系 の水 分 量 の 影響

に つ い て検 討 した.

ま た,LPC 110mgに 対 し脂 肪 酸 量 を30mgか ら

600mgま で 変 え て,PCの 生成 量 に お よ ぼす 基 質LPC

と脂 肪 酸 の 最 適 比 を求 め た.い ず れ の 場 合 も,25℃,

1500rpmに て 長 径 撹 拌 子 に よ り撹 拌 しなが ら48時 間

反 応 を 行 い,Folch溶 媒(ク ロ ロ ホ ル ム-メ タ ノ ー ル

(2:1, V/V)溶 液 に,0.2容 の 水 を加 え る.)で 脂 質 成

分 を 抽 出 した.PCとLPCの 回収 は,抽 出 した脂 質 成

分 をSep-Pak cartridge (Waters Associates, Inc.)

に供 し,ク ロ ロホ ル ム によ って脂 肪 酸 画分 を 除 い た後 ,

メ タ ノ ール に よ って お こな った.

(3) 脂 質組 成 お よ び脂 肪 酸組 成 の分 析

回 収 した リン脂 質 画 分 を ク ロマ トロ ッ ドSIII(ヤ トロ

ン(株))に 供 し,ク ロ ロ ホル ム-メ タ ノー ル-水(65:25:

4, V/V)で 展 開 後,TLC-FID法(イ ヤ トロス キ ャ ン

TH-10型,ヤ トロ ン(株))に よ っ て 脂質 組 成 を分 析 し

た.ま た,調 製 用TLCプ レ ー ト(Silica gel 60, E.

Merck)でPCとLPCを 分 画 して 回 収 し,そ れ らの

画 分 の 脂 肪酸 組 成 を ガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィー(Unisole

3000, 3φ ×4m,ガ ラ スカ ラム)で 分 析 した.

(4) 合成 反 応 にお け る位 置特 異 性 の 検討

上記 の方 法 で 回 収 したPCを,エ ーテ ル5mlに 溶 解

して共栓試験管に入れ,酵 素液0.5mlを 加え30秒 間

撹拌 した後,37℃ に2時 間放置 した.反 応後,減 圧濃

縮 しFolch溶 媒 で脂質成分を回収 した.回 収した脂質

成 分 は,調 製用TLCプ レー ト(Silica gel 60, E.

Merck)を 用 いて遊離脂肪酸画分(2位 由来)な らびに

LPC画 分 を回収 し,脂 肪酸組成をガスクロマ トグラフ

ィーで分析した.

2. 結果 および考察

(1) 至適水分量

ホスホ リパーゼA2に よ るLPCか らPCへ の合成

反応を効率よく行うために,至 適水分量について検討し

た.そ の結果,Fig. 1に 示 すように,微 生物源リパー

ゼによるグリセ リド合成の場合と同様,反 応系の水分量

に大 きく影響されることが示された.す なわち,水 分量

が多 くなると合成反応の逆反応である加水分解反応が促

進され,逆 に水分量が少なすぎると合成反応の効率が低

下 した.反 応系の水分量が0.5ml(反 応 系中13.4%)

の とき,PCの 合 成率が13.8%と 最 も高い値を示し,

水 分量が0.4ml, 0.6mlの ときにはPCの 合成率が

それぞれ7.2%, 6.9%と 低下した.こ のことより,PC

か らLPC合 成反応の至適水分量は0.5mlで あると判

断 し,以 後この条件により合成反応の検討を行った.

(2) 至適基質比

ホスホリパーゼA2に よ るエステル合成反応の基質で

あるLPCと 脂 肪酸の濃度比の違いによるPC合 成へ

の影響について検討 した.LPCを110mgと 一定にし,

脂 肪酸の添加量を変化 させてPCの 合 成を行 った.

Fig. 2に 示すように,脂 肪酸量が180mgま では脂肪

Fig. 1 Effect of water content on PC

synthesis by phospholipase A2
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酸の添加量とともにPCの 合成率が急激に増加 したが,

脂肪酸量が180mg以 上 ではPCの 合成率にあまり大 き

な変化がみられなかった.

(3) 脂肪酸組成の異なる混合脂肪酸を基質としたとき

のPC合 成の比較

EPA, DHA含 量 の異なる種々の混合脂肪酸を基質 と

Fig. 2 Effect of fatty acid amouut on PC

synthesis by phospholipase A2

して,ホ スホ リパーゼA2に よるPCの 合成について

比較検討した.基 質として用いたLPCと 脂肪酸の脂肪

酸組成をTable 1に,PCの 合成率 とその脂肪酸組成

をTable 2に 示 す.PCの 合成率は,イ ワシ油脂肪酸

を基質として用いた場合は13.8%,そ の濃縮物を用い

た場合には14.8%, EPA標 品 を用いた場合は15.9%

となり,HUPA含 量が多いほど増大 した.

基質LPCの 脂肪酸組成は,リ ノール酸が50.5%と

多 く,EPAは0.2%, DHAは 含 まれていないのに対

し,合 成されたPC中 にはEPA, DHAが 含有されて

いた.す なわち,合 成されたPC中 のEPA, DHA含

量 は基質 として用いた脂肪酸中のEPA, DHAの 濃度

に影響 されて お り,イ ワシ油脂肪酸(EPA 14.0%

DHA 8.9%)を 基 質として用いた場合は,合 成された

PC中 のEPA, DHA含 量がそれぞれ6.0%, 4.0%で

あ ったのに対 し,EPAを42.2%, DHAを25.9%含

む脂肪酸を基質として用いた場合には,合 成されたPC

中のEPA, DHA含 量 はそれぞれ20.1%, 11.2%を 占

めていた.ま た,EPA標 品(純 度99.4%)を 基質とし

て用 いた場合 は,合 成 されたPC中 のEPA含 量 が

45.1%に もなり,合 成 されたPC中 の脂肪酸含量は,

基質 として用いた脂肪酸とLPCの 脂肪酸の濃度の和の

Table 1 Fatty acid composition of sardine oil fatty acid mixture and LPC

prepared as substrates for the PC synthesis using phospholipase A2

Table 2 Fatty acid composition of synthesized PC by phospholipase A2
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約半分を占めた.こ れは,LPCの2位 の位置が水酸基

であることやホスホリパーゼA2の 位 置特異性から
,2

位の位置にほぼ理論上の上限近 くまで特異的に基質脂肪

酸が導入されたためと考えられる.

(4) 合成反応における位置特異性の検討

ボスホリパーゼA2に おける位置特異性を確かめるた

め,合 成 したPCを 再 びホスホ リパーゼA2を 用 いて

加水分解 し,遊 離脂肪酸画分とLPC画 分 の脂肪酸組成

を分析 した.Table 3に 示 したように,PC中 に含まれ

るEPAとDHAの ほとんどが遊離脂肪酸として加水

分解 されている.す なわち,ボ スホリパーゼA2を 用い

たLPCと 脂肪酸による合成反応においても,加 水分解

反応 と同様に,2位 の位置に特異性を示すことが明らか

になった.

HUFA含 有 リン脂質の種々の優れた機能は,主 に2

位 の位置にHUFAが 結 合しているときに発現すると

いわれている16).通 常のエステル交換反応では2位 に

HUFAを 導入するといった観点からは能率が悪いとい

わざるを得ないが,ホ スホリパーゼA2の 利用によりこ

の点の改善がはかれることが本研究により明らかになっ

た.

3. 要 約

乳化剤として市販されているリゾ型 リン脂質より調製

したLPC,な らびにイワシ油をケン化 して調製 した

HUFAを 基 質として用い,ブ タ膵臓由来ホスホリパー

ゼA2触 媒 によるHUFA含 有PCの 合成 を行った.

Table 3 Fatty acid composition of sn-1 and
sn-2 of synthesized PC by phospho-

lipase A2

合成 されたPCの 脂肪酸の濃度は,基 質 として用いた

脂肪酸の濃度に影響され,2位 の位置に選択的に導入さ

れることが明 らかになった.
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