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主　論　文

高度不飽和脂肪酸結合型リン脂質の

酵素的合成と生理機能に関する研究
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緒言

　我が国の食生活は「飽食の時代」という言葉に代表されるように少なく

とも量的には豊かになった。しかしその一方でエネルギー摂取量に占める

脂肪エネルギーの比率が高まり、心臓病や脳梗塞、乳ガン、結腸ガンなど

食事脂肪と関係の深い疾病が増加している。こうした中、特定の病気の発

症を防ぐ目的で「機能性食品」の設計に関する研究が進められ、現在では

「特定保健用食品」として多くの人々に利用されつつある。

　特定保健用食品とは栄養に関わる一次機能、嗜好に関わる二次機能のほ

かに、生体の調節に関わる三次機能を兼ね備えた食品であり、生体自体が

保持している生理機能に対し影響をおよぼし、保健効果が期待されている

ものをいう。

　水産食品の多くはそれ自体に高い機能性を有することが明らかにされ、

近年注目されているが、水産脂質の主な構成脂肪酸であるエイコサペンタ

エン酸（：EPA）、ドコサヘキサエン酸（DHA）も1970年代のDyerberg

ら1）の疫学調査以来、抗動脈硬化や抗1（it栓性などの成人病予防の観点から

その機能が注目されてきた。

COOH
COOH

Eicosapentaenoic　acid　（EPA） Docosahexaenoic　acid　（DHA）

　現在まで、EPA、　DHAの生理機能に関する研究が盛んに行われ、1（lt中

脂質の低下作用、lflt圧降下作用、抗血栓作用、抗腫瘍作用、抗糖尿病作川、

抗炎症作用、抗アレルギー作用など多くの優れた生理機能2’5）が明らかに
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されている。更に、DHAに関しては記憶学習能向上作川、網膜反射機能

向上作用などの特有の生理機能6）も明らかにされつつあり、現在では多く

の食品に使用されはじめている。

　Lawsonら7）の研究以来、　EPAやDHAの生理機能が化学形態により異な

ることが知られるところとなり、この方面の研究も進みつつある。これま

でEPAやDHAがリン脂質の化学形態をとることによりエチルエステルの

形態に比べコレステロール低下作用が増強する8）ほか、アレルギー反応と

関係の深い5一リポキシゲナーゼを特異的に阻害する9）ことや、」血L漿コレス

テロールエステルの生成に関与するレシチン：コレステロールーアシルトラ

ンスフェラーゼ（LCAT）の阻害10）、低密度リポタンパク質（LDL）の過

酸化防止11）や脂肪組織の重量低下12）などEPA、　DHA結合型リン脂質特有

の生理機能13）を有することが報告されている。一一方リン脂質はEPAや

DHAなどのアシル基のほかに、親水性のリン酸やコリン、エタノールア

ミン、セリンといった塩基部分を含んでおり、コリンが神経伝達物質であ

るアセチルコリンの前駆体となり、ItlL中内の持続性の面からもリン脂質形

態の有効性が報告されている14）ように、多くの機能をあわせもつきわめて

興味深い化学形態でもある。

　このような優れた生理機能を有するEPA、　DHA結合型リン脂質は水産

脂質中に比較的多く含まれるが、抽山、精製に困難を伴い、また、構成脂

肪酸が複雑であることから、リン脂質形態を維持したまま特定の分子種を

単離することは現時点では不可能に近い。

　ジメチルアミノピリジンなどの触媒を用いた化学合成15）も試みられてい

るが、反応が多段階におよぶこと、高温での反応ではEPAやDHAが酸化

されやすいこと、更には化学触媒を使用するため生成物の使用用途が制限

されることなどの問題点が残る。

　そこで本研究では脂質工学の立場から国内外で利用研究が進められてい

る酵素的合成反応に着目し、酸化されやすいEPAやDHAなどの高度不飽
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和脂肪酸（HUFA）を温和な条件下で特異的に反応させることにより、高い

機能性をもった脂質分子の設計方法の確立を試みた。

　リン脂質に作用する酵素はアシル基の皿一1位、皿レ2位をそれぞれ加水分

解し、リゾ型リン脂質と脂肪酸を生成するボスホリパーゼA1、ボスホリパ

ーゼA2、アシル基の両方を区別無く加水分解するホスホリパーゼB、リン

酸部分を分解するボスホリパーゼC、塩基部分を分解するホスホリパーゼ

Dに分類される。

　　　　　　　　Phospho”pase　B　Phospholipase　Ai
　　　　　　　　　　　　　　　　ん

　　　　　　　　　　　　　　CH20－CRl
　　　　　　　　　　　P／1　1　phosphoiipase　D

　　　　　　　　　Phosphotipase　C

’

　　　　　　　Sites　of　action　of　phospholipase　on　phospholipid

　リン脂質の改質に関する研究においては、ボスホリパーゼDを用いた塩

基部分の転移に関する研究16－18）や脂肪酸残基の加水分解19・20）による乳化

性の向上などについての研究が行われてきた。リパーゼを用いたりン脂質

脂肪酸のエステル交換反応についても近年研究が進められ21’24）、HUFA

結合型リン脂質の合成に関する研究も行われているが反応率が低いなどの

問題点があり25－28）、特定のリン脂質分子種の合成方法が確立されるには

至っていない。

　そこで第1章第1節ではりゾ型リン脂質とイワシ油脂肪酸混合物を基質と

し、ホスホリパーゼA2を用いて、リン脂質の皿一2位にHUFAを導入する

反応条件について検討し、更に、S．！t：一2位にEPAやDHAの結合したボスフ

ァチジルコリン（PC）、ボスファチジルエタノールアミン（PE）の合成

を試みた。
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　第2節ではボスホリパーゼA1活性を有する固定化リパーゼを用いて里｝1

位を所望の脂肪酸にエステル交換する反応について検討した。

　リパーゼやボスホリパーゼA2によるエステル交換反応、エステル合成反

応は、反応系中の水分を微量にすることにより、水を生成する方向（エス

テル合成）に反応をシフトさせ生成物を得る。しかしながら、反応系から

水を完全に除去すると酵素タンパクが活性発現のために必要な構造を維持

できず反応は進行しない。逆に、水を過剰に添加すると高い触媒活性を示

すものの、副反応である加水分解が進行し生成物の収率が低下する。この

ような相反する反応状態を克服するため、水以外の物質で酵素を活性化す

ること、すなわち必須水分代替物の使用を試みた。水は構成原子の酸素が

やや負の電荷を帯び、水素が正の電荷を帯びた永久双極子であり、水一分

子につき四つの水素結合を形成しうる。そのため高誘電率であり、酵素タ

ンパクと多雨水素結合を形成することにより、活性発現のために必要な酵

素タンパクの揺らぎを形成すると考えられている29）。そこで水と同様の性

質を有する物質を用いることにより、高い触媒活性を維持したまま、副反

応である加水分解反応を抑制できると考えた。このような必須水分代替物

の考えはKlivanovら30）により初めて報告され、共同研究者のKitaguchi

ら31）は生理活性ペプチドの合成において反応効率の改善を報告している。

　第2章では第1章で検討した反応系において、必須水分代替物を使用する

ことによりEPA、　DHA結合型リン脂質の収率の向上を試みた。そのため

第1節ではボスホリパーゼA2によるエステル合成反応における必須水分代

替物の検索、使用、第2節では固定化リパーゼであるLipozyme　IM60のエ

ステル交換反応における必須水分代替物の検索、使用について検討した。

　先にも述べたように、EPAやDHAが酸化されやすいことなどの理由か

ら所望のリン脂質分子種の合成や抽出が困難であったため、生理機能の研

究において分子種や化学形態と関連づけた研究はきわめて少ない。生体内

においてEPA、　DHA結合型リン脂質が神経系などの特定の紐織に局在す
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ることや・生体膜において種々のリン脂質が非対称に分布することなどか

ら・生理機能がリン脂質の構造によって異なることが予想される。

　そこで本研究では酵素反応により合成した種々のEPA、　DHA結合型リ

ン脂質の生理機能を脂質の構造と関連づけて明らかにするため、第3章第1

節、第2節では生体膜流動性におよぼすEPA、　DHA結合型リン脂質の影響

を、蛍光試薬を川いた偏光度の測定により評価した。また第3節では高1flL

圧やltlL栓症と関係が深い赤1flL球の変形能におよぼす影響について、ヒトの

毛細血管をモデルとして製作したシリコン単結晶基板マイクロチャンネル

を用いて、リン脂質分子種や脂質形態と関連づけて検討した。

　第4章では制ガン効果について検討した。従来の研究では、EPAやDHA

またはそれらのエチルエステルの形態での影響について検討されてきたが、

第1節ではヒト前骨髄性白ltlL病細胞であるHL－60細胞の増殖と細胞分化に

およぼすEPA及びDHA結合型リン脂質の影響を、脂肪酸やエチルエステ

ルの形態と比較検討した。第2節ではDHA結合型リン脂質の分子種の影響

について、また第3節ではEPA及びDHA結合型リン脂質の化学形態の影響

について検討した。

　以上本研究により、高い機能性を有したEPA、　DHA結合型リン脂質分

子の基本的な調製法が確立され、これにより高度な三次機能を有した食占1、

の設計や医薬品への応用に関する可能性が広がった。また、これらを水産

物を中心とする天然物中に求めることにより、ゆくゆくは水産物を一層高

度に活用するうえでの貴重な指針を得ることができる。
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本論文において以下の略

EPA

DHA

HUFA

PC

PE

PL

PLA2

LPC

TLC－FID

LPE

GLC

TLC

HPLC

Pal

O｝e

PLD

’PS

DPH

PBS

　　　　　語を使用した。

Eicosapentaenoic　acid

Docosahexaenoic　acid

Highly　unsaturated　fatty　acid

Phosphatidylcholine

Phosphatidylethanolamine

Phospholipid

Phospholipase　A2

Lysophosphatidylcholine

Thin　layer　chromatograpy－flame　ionization

detector

Lysophosphatidylethanolamine

Gas　liquid　chromatography

Thin　layer　chromatography

High　performance　liquid　chromatography

Palmitic　acid

Oleic　acid

Phosp　h．　ol　ipase　D

Phosphatidylserine

1，6－Diphenyi－1，3，5－hexatriene

Phosphate　buffered　saline
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RBC

DMSO

Hct．

TNBS

RA

NBT

TPA

HA－1064

Red　blood　cell

Dimethyl　sulfoxide

Hematocrit　value

2，4，6－Trinitrobenzene　sulfonic　acid　sodium　salt

all－trans　Retinoic　acid

Nitro　blue　tetrazolium

Phorbol　12－myristate　13－acetate

N一（2－guanidinoethy1）一5－isoquinolinesulfoamide

hydrochloride

7
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第1章：　酵素反応による高度不飽和脂肪酸結合型リン脂質の合成

　高度不飽和脂肪酸（HUFA）の結合したリン脂質は、　HUFAとリン脂質

（PL）の生理機能をあわせもつ極めて興味深い化学形態であり、HUFA結合

型リン脂質特有の生理機能も報告されている8．13）。このようなHUFA結合

型リン脂質は水産脂質中に比較的多く含まれているが分離が困難であり、

脂肪酸組成も複雑であることから特定のリン脂質分子種を単離することは

不可能に近い。

　そこで第1章では、酵素のもつ温和且つ特異的な性質に着目し、リン脂

質の皿一1位と旦丑一2位のそれぞれに所望の脂肪酸を導入する方法について検

討した。第1節ではホスホリパーゼA2（PLA2）を用いてリゾ型リン脂質と

HUFAをエステル合成することにより、…辺一2位にHUFAの結合したリン脂

質の作出を試みた。

　　　　tyso　PL　2－EPA－PL　2－DHA－PL
　　　　　　　　　　　　Reaction　scheme　1－1
　第2節では、鎚一1，3位に特異性を有する固定化リパーゼを用いて、リン

脂質と所望の脂肪酸をエステル交換することにより、§』弓位に目的の脂肪

酸を導入する方法について検討した。

　　　　R
　　　トち　　　　　

9，l　　　　　　EPA
　ロ　　こト　バ　　　　　　　　　　　　　　

！Hρ細一L爬y一

，　　Soy　PC

　　　　R
　　　　をこト　コ　　

序9ひIH　　R＆旧、EPA

　　嫉』〈〆脚　cゴ㎝

　1・EPA・PC

　　　　　　　　　　　　　Reaction　scheme　1－2

　以上の2段IS皆の反応により、HUFA結合型リン脂質分子種の作出が可能

になると考えた。
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第1節　　ホスホリパーゼA2によるリン脂質§丑一2位への高度不飽和脂肪酸

　　　　の導入

1．　高度不飽和脂肪酸結合型リン脂質の合成反応条件の検討

実験方法

　1－1．1　試料及び試薬

　リゾボスファチジルコリン（LPC）は、乳化剤として市販されているりゾ

型リン脂質（商品名　エルマイザーA）を協和醗酵工業（株）より入手し、

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純

度97％以上（TLC－FID法）に精製したものを用いた。イワシ油脂肪酸混

合物は、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、璽に酸分解することにより調製した。分散媒として用い

たグリセロールは蛍光分析用特製試薬をナカライテスク（株）より入手し

た。

　PLA2（EC　3．1．1，4）は、ブタ膵臓由来のものを協和醗酵工業（株）より

入手し、透析後、凍結真空乾燥（191．4units／mg　powder）したものを用い

た。酵素活性は、De　Hassら32）の方法をもとに中和滴定法で測定した。

すなわち、卵黄1個を蒸留水100mlに懸濁した液10mlに、塩化カルシウ

ム溶液（終濃度6×10“3M）およびデオキシコール酸（終濃度2．7×10’3M）

を加え、0．1N水酸化ナトリウムでpH8．0に合わせた後、酵素液を加えて（全

量30ml）反応を開始した。　15－30秒後、アセトン：エタノール（1：1，v／v）

20mlで反応を停止し、0．1N水酸化ナトリウムで滴定して消費アルカリ量

から酵素活性（unit）を求めた。1unitは1分間に1μ当量の脂肪酸を遊離す

る酵素活性とした。その他の試薬は全て市販の特級品または蒸留したもの

を用いた。
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　1－1。2　ボスホリパーゼA2によるエステル合成反応

　LPC　110mgとイワシ油脂肪酸混合物180mgをグリセロール5500mgに

分散後、PLA2（11484　units）を3μmo1の塩化カルシウムを含む200mM

トリスー塩酸緩衝液（pH8．0）0．5mlに溶解した酵素液を加えて反応を開始

し、800－1000rpmで撹搾しながら25℃で反応を行った。一定時間反応後、

クロロホルム：メタノール：水（10：5：3，v／v／v）で脂質成分を分離し、これを

Sep－pakシリカカートリッジ（Waters）に供して、クロロホルム：メタノ

ール（10：1，v／v）で脂肪酸画分を除いた後、メタノールを用いてリン脂質

画分（合成ボスファチジルコリン（PC）＋未反応LPC）を回収し、重量を

測定した。

　1－1．3　合成率の一山

　回収したリン脂質高分をクロマロッド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／v）で展開後、　TLC－FID（イ

アトロスキャンTH－10型，ヤトロン（株））によってLPCとPCの組成を

分析した。ピーク面積と重量とのカリブレーションカーブよりLPC、　PCの

重量を求め、以下に示す式に従って合成率（Yield）を算出した。

Yi　el　d（　o／o）

　　　＝　Sy　nt　hesized　PC　／　Substrat　e　LPC　×1　00　（w／　w）

なお、TLC－FIDの測定条件は次の通りである。

　装置：イアトロスキャンTH－10型　　（ヤトロン（株））

　！吏用薄層棒：クロマロッドSIII

　展開溶媒：クロロホルム：メタノール：水（65：25：4，v／v／v）

　水素圧力：0．90kg／cm2

　空気流量：2，000ml／min

10
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　1－1．4　水分量の検討

　リン脂質皿一2位にイワシ油脂肪酸混合物の結合したPC（2－Fatty　acid

mixture　一一　PC）の合成反応は、反応系における水分量によって大きく左右

されることがNaら26）によって報告されている。そこで反応系における至

適水分量を求めるため、第1章1－L2の反応条件において水分添加量を変え

て合成反応を行い、経時的に合成率を測定することにより至適水分量につ

いて検討した。

　1－1．5　基質脂肪酸添加量の検討

　第1章1－1・2の反応条件においてLPCを110mgと一定にし、イワシ油脂肪

酸混合物の添加量を変えて48時間合成反応を行うことにより、2－Fatty

acid　mixture－PC合成におよぼす脂肪酸量の影響について検討した。

　1－1．6　酵素疑の検討

　第1帝1－1．2の反応条件において酵素量を変えて48時樹合成反応を行うことに

より、至適酵素量について検討した。

　1－1．7　カルシウム量：の検討

　ブタ膵臓由来PLA2は、加水分解反応において活性発現のためにカルシ

ウムを必要とするカルシウム依存型酵素33・34）であることが知られている。

そこで、第1章1－1．2の反応条件下でカルシウム添加量を変えて合成反応を

行うことにより、至適カルシウム量について検討した。

結果および考察

　1－！．1　水分量の検討

　PLA2の2－Fatty　acid　mixture－PC合成反応における水分量の影響につ

いて検討した（Fig．1－1）。

　水分添加量0・25ml、0．4ml、0．5mlでは時間の経過とともに合成率の上
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Fig．1一一1．　Effect　of　water　content　on　phospholipase　A2－
　　mediated　PC　syn’ヒhesis．

　　Reaction　conditions：phospholipase　A2　60mg，　LPC　110mg，
　　EPA　180mg，　glycerol　5500mg，　250C，　800一一1000rpm，　48hr．

　＊Yield（g）　＝　Synthesized　PC／Substrate　LPC　×100（w／w）

　　Abbreviations：PC，phosphatidylcholine；　LPC，lysophos－
　　phatidylcholine．
　　　一一　O．25ml　一一　A一　O　．4rnl　一一一一　o一一一一　O．　5ml　一e一　O．　6m1
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昇がみられ・48時間において12．1％、14．7％、26．0％となり、0．5mlの添

加において最も高くなった。O．6mlの添加では、初期速度は大きいものの

24時閲目以降では合成率の上昇はみられなかった。これは添加した水分と

エステル合成により生成した水により反応が平衡に達したためと思われる。

　次いで、水分添加量0．5m1の反応条件下において、反応時間を72時間、

96時間に延長して2－Fatty　acid　mixture－PCの合成を行った。反応時開

72時間では、2・Fatty　acid　mixture－PCの合成率が23．6％、96時間の反応

では27．4％となった。反応時間を48時間以上に延長しても合成率に大き

な上昇がみられないことや、イワシ油脂肪酸混合物の中にEPAやDHAな

どの酸化されやすいHUFAが多く含まれることなどから判断して、至適水

分添加量を05mlとし、反応時間を以後48時間に規定した。

　1－1．2　基質脂肪酸量の検討

　2－Fatty　acid　mixturc－PCの合成反応における基質脂肪酸猷の影響につ

いて検討した結果をFig．1　・・　2に示す。

　LPCを110回目と一定にし、イワシ油脂肪酸混合物の添加量を変えて合成

反応を行った結果、180mgまでは加える脂肪酸量が増加するにつれて2－

Fatty　acid　mixture－PCの合成率が上昇し、180mg添加において26．1％と

なった・それ以上の300mg、600mgの添加では合成率の上昇がみられず、

それぞれ26．7％、26。0％にとどまった。以上の結果より、PCの合成率を高

めるには・LPCに対し一定量以上の基質脂肪酸が必要であり、基質比は

LPC　110mgに対しイワシ油脂肪酸混合物が180mg、モル比では約1：3が

適当であると判断した。

　1－1’．3　酵素量の検討

2－Fatty　acid　mixture－PCの合成反応における酵素量の影響について検：

討した結果をFig．1－3に示す。

　48時間の反応において、PLA225mg（4785units）以上では合成率に

13

　　　騒灘・／一曲凶漁「幽幽黛曲直灘山畠鞭懸講1艦灘難灘’

　　　　　　　　’一〔　　　　　・rh　　　　I　　韻に写　　。　　p　　　鑛　鱗　幽幽



30

02
＊
（
即
）
℃
H
Φ
伺

10

o

o／一一一〇 o

o 200 400 600

Substrate　fatty　acid　contendヒ　（mg／system）

Fig．1－2．　Effect　of　substrate　fatty　acid　content
　　on　phospholipase　A2＿media’ヒed　PC　synthesis．

　　Reaction　conditions：phospholipase　A2　60mg，　LPC　110mg，
　　EPA　180mg，　glycerol　5500rng，　250C，　800－1000rpm，　48hr．

　＊Yield（k＞　＝　Synthesized　PC／Substrate　LPC　×100（w／w）

　　Abbreviations　are　the　same　as　in　Fig．1－1．
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Fig．1－3．　Effect　of　phospholipase　A2　content
　　on　PC　synthesis．

　Reaction　conditions：phospholipase　A2　60mg，　LPC　110mg，
　EPA　180mg，　giycerol　5500mg，　25℃，　800－1000rpm，　48hr．

＊Yield（g）　＝　Synthesized　PC／Substrate　LPC　×100（w／w）

　Abbreviations　are　the　same　as　in　Fig．1－1．

15

h．r”’　’

醐鑛［・欝灘雛聡1撫

憩　灘
」　ル　・　　／・丁．渉〃’．晃’．



漁麟㍑。鷹1戴π

　　　　－圏■■■■■■■一一■一■一一一一一一一一

大きな上昇はみられなかった。LPC　lmgに対し43．5unitsに相当すること

から、リン脂質脂肪酸のエステル結合の加水分解するのに比べ、エステル

合成反応には多量のPLA2が必要であることが明かとなった。

　反応条件の変化による酵素活性の低下の影響を少なくするため、至適酵

素堆を60mg（11484units）とした。

　1－1．4　カルシウム量の検討

　ブタ膵臓由来PLA2は、加水分解反応では活性発現にカルシウムを必要

とすることが知られている33・34）。そこで、逆反応であるエステル合成反

応でのカルシウムの影響について検討した（Fig．1－4）。

　添加したカルシウム量が0．25μmolのとき合成率は18．4％と低く、カル

シウムを加えない場合でも2－Fatty　acid　mixture－PCが13．7％合成されて

いるものの合成率はさらに低い値であった。これに対して添加量をL5μ

mol、3．0μmol、6．0μmolに増加すると、合成率も27．0％、26．1％、

29．2％と上昇した。しかしながらそれ以上のカルシウム添加量である100

μmo1では22．8％と合成串が低ドした。以上の結果より、至適カルシウム

添加量を3μmo1とした。

　本合成反応において、PLA2の活性にカルシウムの影響がみられた。

PLA2を闘いてリン脂質の合成を試みたNaら26）の報告ではカルシウムの影

響はみられず、Pernasら22）の報告ではカルシウムの影響がみられたこと

から反応条件によってその影響が異なることが示唆された。カルシウムの

触媒機構における役割は正確にはわかっていないが、次のように考えられ

ている33・34）。カルシウムイオン（Ca＋＋）は基質のリン酸基の、ρro－S酸素に結

合し，て酵素基質複合体を安定化し基質の配向を制御する。同時にCa＋＋は2

位のカルボニル酸素と相互作川して、カルボニル基の分極を増大させて求

核攻撃を受けやすくする。もしそうであるとするならば、合成反応では基

質’としてLPCを用いているため2位の位置が水酸基であり、カルボニル酸
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Fig．1－4．　Effect　of　Ca　concentration　on
　　phospholipase　A2－media’ヒed　PC　synthesis．
Reaction　conditions：phosphoiipase　A2　60mg，　LPC　110rng，

EPA　180mg，　glycerol　5500mg，　250C，　800－1000rpm，　48hr．

＊Yield（g）　＝　Synthesized　PC／Substrate　LPC　×100（w／w）
Abbreviations　are　the　same　as　in　Fig．1－1．
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素が存在しないためPLA2に対するCattの役割も異なってくると考えられ

る。合成反応におけるカルシウムの役割については、合成率を高めるため

にPLA2作用機序を考えるうえで、より一層の検討が必要であると思われ

る。

　以上の結果より・PLA2によるエステル合成反応の至適反応条件をTable

1－1のように定めた。

Table　1－1．　Optimum　system　composition　of
　　　phospholipase　A2－mediated　PC　synthesis．

Lysophosphatidylcholine
　　　（mg／systern）

Water　content
　　　（ml／system）

Fatty　acid　content
　　　（　rng／system）

Phospholipase　A2　content
　　　（mg（units）／system）

Ca　content
　　　（　p　rnol／systern）

Glycerol　conten・ヒ
　　　（mg／system）

　　110

　　0e5

　　180

　　　60

（11484）

　　3eO

5500

Abbreviations　are　the　same　as　in　Fig．1－1．
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2．エイコサペンタエン酸、ドコサヘキサエン酸結合型リン脂質の合成

実験方法

　1－2．1試薬

　EPA標品（純度99％以上）、　DHA一品（純度95％以上）は、出光石油化学

（株）より購入した。脂肪酸の結合位置の分析に用いた精製PLA2（ブタ膵

臓由来）・分子種分析に用いたボスホリパーゼC（EC　3．1．4．3、　Bac川us

cereus由来）はSigma　Chemical　Co．より購入した。

　LPC、イワシ油脂肪酸混合物、合成反応に使用したPLA2およびグリセ

ロールは第1章第1節1－1．1と同様のものを使用した。リゾボスファチジル

エタノールアミン（LPE）の調製は、まず最初にJunejaら15）の方法に基

づいてsoybean　phosphatide　extracts（lecithin＞95％，Avanti　Polar

Lipids，　Inc．）をボスファチジル三二ノールアミン（PE）に転移し、さ

らに、WeHsら35）の方法に基づいてPLA2を用いて加水分解することによ

り・LPEと遊離脂肪酸を生成した。ケイ酸カラムクロマトグラフィーによ

り、クロロホルム：メタノール（9：1，V／V）を用いて遊離脂肪酸画分を除去し

た後・クロロホルム：メタノール（1：1，v／v）を用いてLPEを溶出した。　LPE

の純度の確認は・TLC－FID法（純度98％以上）と2次元薄層クロマトグラム

により行った。その他の試薬についても第1章第1節1－1．1と同様のものを

使用した。

　1－2．2　ボスホリパーゼA2によるエステル合成反応

　LPCまたはLPE　110mgと基質HUFAとしてイワシ油脂肪酸混合物、

EPAまたはDHA］80mgをグリセロール5500mgに分散後、3μmolの塩

化カルシウムを含む0．2Mトリスー塩酸緩衝液（pH8．0）0，5m1にPLA2

（PC合成のとき60mg（11484　units）、PE合成のとき25mg（4785　units））

を溶解した酵素液を加えて反応を開始し、800－1000rpmで撹絆しながら
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250Cで48時間反応を行った・以後の操作は第1章第1節1－1．3と同様に行っ

た。

1－2．3　合成率の算出

合成率の算出は第1章第1節1－1．3と同様に行った。

　1－2．4　高度不飽和脂肪酸結合型リン脂質の脂肪酸組成の分析

　回収したリン脂質画分（未反応リゾ型リン脂質＋合成リン脂質）を調製

用TLCプレート（Macherey－Nagel　GmbH＆Co．）に供し、クロロホルム：

メタノール：水（65：25＝4，v／v／v）で展開した後、合成された2－HUFA－PC、

2－HUFA－PE高分を分画し、メタノールで溶出した。メチルエステル化し

た後・ガスクロマトグラフィー（GLC）で脂肪酸紐成を分析した。　GLCの

分析条件は以下によった。

装置：日立063形ガスクロマトグラフ

カラム：Unisole　3000、3mm×3mガラスカラム

カラム温度：190℃

注入口および山山器（FID）温度：250℃

キャリアガス：N230ml／min

　1－2．5　高度不飽和脂肪酸の結合位置の分析

　合成した2－Fatty　acid　mixture－PC（5mg）をジエチルエーテル5mlに

溶解し、3μmo1の塩化カルシウムを含む精製PLA2溶液0．5m1を添加し、

30秒間撹絆後、37℃で2時間加水分解した。2－eicosapentaenoyl－PE（2－

EPAごPE）の加水分解は、6mM塩化カルシウム、27．5mMデオキシコール

酸ナトリウム含有0．2Mトリスー塩酸緩衝液（pH　8．0）2．6mlに2－EPA－

PE（8mg）を懸濁した後、精製PLA2を添加し、40℃で45分間インキュベー

トすることにより行った・反応後、ク・・ホルム：メタノール，水（1・，5、3，

　　　　　　　　　　　　　　　　　20
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V／V／V）を用いて分配し、クロロホルム層より脂質画分を回収した。これを

調製用TLCプレート（Kieselgel　60，　E．Merck）に供し、クロロホルム：メ

タノール：水（65：25；4，v／v／v）で展開後、遊離脂肪酸（皿一2位）とりゾ型リ

ン脂質（皿一1位）に分画し・メチルエステル化後GLCでそれぞれの脂肪酸

組成を分析した・GLCの分析条件は第1章第1節1－2．4と同様である。

　1－2．6高度不飽和脂肪酸結合1雪リボスファチジルコリンの分子種下成の分

　　　　析

　合成した2－HUFA－PCをTakahashiら36）の方法に準じてアセチル化し、

HPLCに供して分子種組成を分析した。すなわち以下の2ステップの誘導

化を行った・先ずPC　200mgをジエチルエーテル15mlに溶解、5mgのボ

スホリパ一週Cと0．075mlの45％塩化カルシウム水溶液を含むIMトリス

ー塩酸緩衝液（pH　7・3）を15ml加え、室温で4時間ボスホリルコリンの遊

離を行った・反応終了後、ジエチルエーテル層から粗1，2一ジグリセリド

　（1，2－DG）画分を回収し、　TLCに供した後、　n一ヘキサン：ジエチルエーテ

ル（2：3，vlv）で展開し、2－HUFA－PC由来の1，2－DGを精製した。このも

の60mgを0．6m1のピリジン（使用前に酸化バリウムで脱水）に溶解し、

3・Omlの無水酢酸を加え・密栓して室温で15時闇アセチル化反応を行った。

反応後・溶剤を窒素ガスで留去し、生成物をジエチルエーテルに溶解し水

洗した後・ジエチルエーテルを留聾することにより粗1，2－DGアセチル誘

導体を得た。TLCにより上記と同様の方法（n一ヘキサン：ジエチルエーテ

ル（3：2，v／v））で1，2－DGアセチル誘導体を精製し、孔径0．45μmのフィ

ルターで濾過後、HPLCの試料とした。国分子種ピークは、分取した後、

メチルエステル化してGLCで脂肪酸組成を分析することにより同定した。

HPLごの分析条件は以下によった。

d
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装置：日立655A－11形液体クロマトグラフ

カラム：Wakosiレ5C18N　300x4mm

溶媒：アセトン：アセトニトリル：メタノール：イソプロピルアルコール

　　　（2：8：3：1，v／v／v／v）

流速：05m1／min

カラム温度：室温

検山器：日立655A－30形出差屈折検出器

結果及び考察

　1－2．1　高度不飽和脂肪酸結合型リン脂質の合成

　第1章：第1節1ではイワシ汕脂肪酸混合物を用いて、PLA2によるエステ

ル合成反応の至適条件について検討した。本節ではEPAやDHAを基質と

して至適反応条件下でエステル合成反応を行い、合成したリン脂質の脂肪

酸組成について検討した。

　基質LPCの脂肪酸組成は、主にパルミチン酸（Pa1，16：0）23．6％、オレ

イン酸（01e，18：1）11．3％、リノール酸（18：2）50，5％であり、EPAや

DHAは含まれていなかった（Table　1－2）。これに対しイワシ油脂肪酸混

合物はEPA　14．0％、　DHA　8．9％を含んでいた。これらを基質として合成

反応を行った結果、合成率は26。1％になり（Table　1－3）、合成されたPC

の脂肪酸組成におけるEPA及びDHAの割合は6．0％、4．1％であった

（Table　1－4）。純度99．0％以上のEPA、　DHAを用いて合成した2－EPA－

PC及び2－DHA－PCの合成率は26．5％、26．1％となり、脂肪酸組成に占め

るEPA、　DHAの割合は45．1％、48．2％であった（Table　1－3、1・4）。

　旦旦一2位にHUFAの結合したPEの化学的合成反応では、コリンに比べエ

タノLルアミンの反応性が高いため、アミノ基に保護基をつけなければな

らず、生成物から保護基を除去する際にも回収率の低下がみられる。そこ

でPLA2を用いた酵素反応による2－HUFA－PEの合成についても検討した。

2－EPA。PE、2－DHA－PEの合成率は27．2％、29．7％となり、2－HUFA－PC

　　　　　　　　　　　　　　　　　22
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22：6（DHA）
others
total
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Fatty　acid
唐垂?ｏｌｉｐａｓ?

　　　　　　　●　　　　　　　●モ盾高垂盾塔?ｔユｏｎ?

`2＿mediated
of　substrates
oC　synthesis．

employed

LPC
Fatty　acid　　●　m■xture★ 　　　O　　　　　　　o

our■：f：Led

@　　EPA

Purified
@　　DHA

一 7．2 一 一

23．6 15．8 一 一

一 9．1 一 一

6．9 4．0 一 一

11．3 15．8 一 一

50．5 2．0 一 一

5．9 1．0 一 ■一

一 2．4 一 一

一 5．3 一 一

一 一 一 脚

一 14．0 ＞99．0 一

一 4．5 一 一

一 1．9 一 一

一 8．9 一 ＞99．0
1．8 8．1 ＜1．0 ＜1．0

100．0 100．0 100．0 100．0

xture　prepared from　sardine oil．
　　　　　　●FEPA，e■cosapentaenoic acid， DHA，docosahexaenoic
bbreviations are　the　same as　in　Fiq．1－1．
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Table　1－3．　Comparison　of　the　degree　of
　　　　PC　syn’ヒhesis　among　▽arious　kinds　of
　　　　substrate　fat’ヒy　acids．

Synthesized　PC yield（g）＊

2－Fatty　acid
　　　　　mixture＊＊一PC

2－EPA’一PC

26．1

26．5

2－DHA－PC 26．1

★Yield（9。）　＝　Synthesized　PC／Substrate　LPC　×100　（w／w）

★★Fatty　acid　mixture　prepared　from　sardine　oil．

　Abbreviations　32－Fatty　acid　mixture－PC，fatty　acid
　　　の　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　m＝Lxture－conta■nユ．ng　Phosphat■dylchol■ne（at　旦旦一2》，

　2－EPA－PC，eicosapentaenoic　acid一・containing　PC（at　旦旦一2）7

　2－DHA－PC，docosahexaenoic　acid－containing　PC（at　旦旦一2》。
　Other　abbreviations　are　the　same　as　in　Fig。1－1．
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Table　1－4．　Fatty　acid　composition　of
　　　mediated　synthesized　PC．

phospholipase A2一

Fatty　acid
2－Fatty　acid
mlxture－PC

2－EPA－PC 2－DHA－PC

14：0
16：0
16：1

18：0
18：1

18：2

18：3
18：4
20：1

20：4
20：5（EPA）

22：1

22：5

22：6（DHA）
others
total

　　3．3

　19．8

　　4e4

　　4e8

13．3
29．3
　　3．4

　　1．2

　　2．7

　　　－

　　6．0

　　2．1

　　1．2

　　4el

　　4．4

100．0

　　　一

　12e3

　　3．4

　　6e5

26．4
　　2．7

　　　鴨

45．1

　　　’

　　3．6

100．0

0
●

11

へ
∠
Q
／
Q
／
6

鱒
．
．
．
・
鱒

　
　
2

一
麟
一
．
・
．

　
　
4
　
0

　
　
　
　
1

Abbreviations　are　the　same　as　in　Table　1－3．
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　の合成率に比べ高い傾向がみられたものの大きな差ではなかった（Table

　l－5）。また、イワシ油脂肪酸混合物を基質として弾いた場合の合成率は

26．4％であった。このように合成率は何れも高くなかったが合成された2－

HUFA－PEの脂肪酸組成に占めるEPA、　DHAの割合は46．5％、46．6％に

達し、2－HUFA　一一　PCの場合と同様に高い割合でEPAやDHAが導入されて

いた（Table　1－6）。これは後述する理由により、理論上のほぼ上限まで

EPA及びDHAが導入されていることを示すものである。

　本反応系ではイワシ油脂肪酸混合物、EPA及びDHAを基質として2－

HUFA－Pしの合成を行った場合、合成率に大きな差がみられず、　PLA・が

HUFAに対し基質特異性のないことが示された。また、2－HUFA－PL中の

EPA、　DHA濃度は基質脂肪酸中のEPA、　DHA濃度に依存し、脂肪酸組成

は基質脂肪酸とLPCまたはLPEの各脂肪酸濃度の和の1／2であった。これ

はLPCやLPEのS1t：一2位が水酸基であることやPLA2の位置特異性から、

塾一2位にほぼ理論上の上限近くまで基質脂肪酸が導入されたためと考えら

れた。

　そこで合成した2－Fatty　acid　mixture－PC及び2－EPA－PEを精製PLA2

を用いて加水分解し、EPAやDHAの結合位置を確認した（Table　1・7、1－

8）。その結果、EPAやDHAはすべて鉦レ2位に結合しており、旦皿一1位の

脂肪酸には含まれていなかったことから、基質脂肪酸がリン脂質の旦n－2に

選択的に導入されていることが明かとなった。Naら26）の報告では、　EPA

を40．7％、DHAを30．3％含む基質脂肪酸を用いて合成反応を行ったとき、

合成されたHUFA結合型PC中のEPA及びDHA濃度は15．9％、10．5％であ

った・旦n－2位にのみ基質脂肪酸が導入されだとすると、合成された2．

HUFA・PCの脂肪酸組成は基質脂肪酸とLPCの各脂肪酸濃度の和の1／2、

すなおちEPA　2・．35％、　DHA　15．15％になるはずである．しかし、実測

値は理論値よりも低く、導入率（実測値／理論値（基質の各脂肪酸濃度の和の

1／2）xlOO）はEPAが78・1％、　DHAが69．3％であった。また、純度90％の

DHAを用いて合成したD：HA結合型PC中のDHA濃度は34．6％であり、こ

　　　　　　　　　　　　　　　　　26
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Table　1－5．　Comparison　of　the　degree　of
　　　　PE　synthesis　arnong　various　kinds　of
　　　　substrate　fatty　acids．

Syn’ヒhesized　PE yield（g）＊

2一一Fatty　acid
　　　　mixture＊＊一PE

2－EPA－PE

2－DHA－PE

26．4

27．2

29．7

＊Yield（g）　＝　Synthesized　PE／Substrate　LPE　×100　（w／w）

＊＊Fatty　acid　mixture　prepared　from　sardine　oil．

　Abbreviations：PE，phosphatidylethanolamine；　2－Fatty
　acid　mixture－PE，fatty　acid　mixture－containing　phos－
　phatidylethanolamine（at　s1t；一2）；　2－EPA－PE，eicosapentaenoic
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　鎚一2）・acid－containing　PE（at
acid－containing　PE（at
ethanolamine．

旦旦一2）

；　2－DHA－PE，docosahexaenoic
；　LPE，lysophosphatidyl一
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［Vable　1－6．　Fatty　acid
　　　　lipase　A2－mediated

　　　　　　　　　　　　　　　　

composユtユ．on
synthesized

of　phospho－
PEe

Fatty　acid 2－EPA－PE 2－DHA－PE

14：0
16：0
16：1
18：0

18：1

18：2

18：3
18：4
20：1
20：4
20：5（EPA）

22：1
22：5
22：6（DHA）
others
totai

　12．2

　　　輯

　　3．9

　　6．0

　27．3
　　2．7

　　　鞘

　46．5

　　　鵬

　　　口

　　1．4

100．0

　　　鞠

　11e5
　　　輌

　　3．7

　　6．2

　27．7
　　2．9

　　　廟

　　　鋤

46．6
　　1．4

100．0

Abbreviations　are　the　same　as　in　Table　1－5．

28

，、1、壷繕、・



鍵鍵盤縫懸念雛灘購

　　　　　　　v

磁

Table　1－7．　Fatty　acid　compositions　of
　　　　旦旦一・1　and　旦旦一2　0f　synthesized　PC

　　　　mediated　phospholipase　A2．

2－Fatty　acid　mixture＊一pc

Eatty　acid
Direct　analysis　Position　Position
　　　　　of　PC　　　　　　　泥目一1　　　　　sn＿2

16：0

16：1

18：0

18：1

18：2

18：3

20：5（EPA）
Zl－itlL；　6　（　D　HA　）

●
　
●
　
●
　
●
　
●
　
●
　
●
　
●

1
　
　
　

．
　
・
　
…
　
。
　
●

2
　
　
　
1
5

●
　
●
　
●
　
…
　
●
　
0

1
占
　
　
　
－
↓
　
　
　
－
↓

“Ea．tty　qciq　mixture　prepared　from　sardine　oil．
Abbreviations　are　the　same　as　in　Table’一 堰|3V：

Table　1．一一8．　Fatty　acid　compositions　of　sn－1

　　　　言書dm器王謡雛認呈；言s基P会；ρ・ntai竃ng

Synthesized　2－EPA－PE

Fatty　acid

0O
●

61

0●
●
81

1●
●
81

2O
●

81

3●
●

81

）APE（5●●02

Dlrect　analysis　Position　Position
　9．f　2－EPA－PE　s1tL－1　sn－2

●
　
●
　
●
　
。
　
．
　
●

1
　
　
2
　4

．
　
…
　
●
　
●

1
　

　
　
　
　
　
　
　
　
コ
　
　

　
　
　
　
　
9

Abbreviations　are　the same as　M　Table　1－5．
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のときの理論値が45．0％であることから導入率は76．9％と低い値であった。

これに対し、本反応系では純度99．0％以上のDHAを基質として合成反応

を行ったとき、合成された2－DHA－PC中のDHA濃度は48．2％に達し、導

入率が97．4％となった。よって本法により基質脂肪酸中のHUFAを上限近

くまで導入できることが明らかとなった。

　本研究では、酵素の安定化剤として用いられているグリセロールを基質

の分散媒として使用しており、Naら26）の界面活性剤を用いたエマルジョ

ンでの反応と比べ、酵素の安定性や基質の存在状態が異なることが予想さ

れる。グリセロールを分散媒として用いることにより基質脂肪酸が旦旦一2位

に特異的に導入されることから、高純度のEPAやDHAを用いることによ

り、旦旦一2位がdi　一一脂肪酸であるきわめて特徴的なリン脂質を合成できるこ

とが判明した。

　1－2．2　高度不飽和脂肪酸結合型ボスファチジルコリンの分子種組成

　合成したHUFA結合型PCの分子種を分析したクロマトグラム、ならび

に大豆PC（Soy　PC）分子種のクロマトグラムをFig．1－5に示す。また、

これに基づいて求めた分子種組成をTable　1・9に示す。

　純度99．0％以上のDHAとLPCを用いて合成した2－DHA－PCの分子種は

（16iO，DHA）．　（18iO，DHA）．　（18ilPHA），　（18i2，DHA）．（18i3，DHA）

の5つで、それぞれ22．8％、6．5％、10．5％、53．9％、5．6％であった。純度

99．0％のEPAを用いて合成した2－EPA－PCの分子種組成についてもDHA

をEPAに置き換えた同様の結果が得られた。

　イワシ油脂肪酸混合物を用いて合成反応を行った場合、脂肪酸組成が複

雑であるため合成された2－Fatty　acid　mixture－PCの分子種錬成も複雑と

なり㌃主な分子種は（18・2，EPA）、（18：2，DHA）、（16：0，EPA）、（18：1，

18：2）、（16：0，18：2）、（18；1，DHA）＋（16：0，DHA）＋（16：1，18：1）であった。

　一方、Soy　PCの分子種にはHUFAを含んだものはみられず、主な分子

種は（16二〇，18：2）、（18：1，18：2）、（18：2，18；2）、（18：2，18：3）であった。基
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〒鍵

一蕊 購欝欝難購雛．



・一

?’．．　．・護．・「’

4

7

1

3

2
1

2－Fatty　acid　mixture－PC

　
6
　
1
耳
1
－
1
曾
一

1
　
　
0
3
＼

8
勺
ノ
昏

　18
17　．　20

4

2　一一・　DHA－PC

9

2 8
14

iil　original　soy　pc

5

16
15

2
’

1
18　19

’

o 40 80

Retention　time　（min）

Fig．1－5．　Reverse　phase　HPLC　elution　profiies　of
　　　phospholipase　A2－media’ヒed　synthesized　PC　and
　　　’ヒhat　of　original　Soy　PC．
Peaks　are：　1：（18：3，EPA），2：（18：3，DHA），3：（18：2，EPA），4；（18：2，DHA），

　5：（18：2，18：3），6：（18：1，EPA＞，7：（16：0，EPA），8：（18：1，DHA），9：（16：0，

　DHA），10：（16：1，18：2），li：〈18：2，18：2），12：（16：0，18：3），13：（18：0，

EPA），14：（18：0，DHA），15：（18：1，18：2），16：（16：0，18：2），17：（18：1，18；1），

　18：（16；O，18：1），19：（18：0，18：2），20：（16：0，16：0）．

Abbreviations　are　the　same　as　in　Table　1－2　and　Table　1－9．
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質のLPCがもともとSoy　PCより調製されていることを考えると、本研究

で試みたりン脂質合成反応によりSoy　PCとは分子種組成の全く異なるPC

が合成されたことは明らかである。また、純度の高い基質脂肪酸を用いる

ことにより目的の分子種組成のPCを合成することが可能であることも明ら

かである。
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第2節　固定化リパーゼによるリン脂質皿一1位の脂肪酸のエステル交

　　　　換反応

実験方法

　2．1　試薬

　基質として使用したSoy　PCはsoybean　phosphatide　extract（純度95

％以上）をAvanti　Polar　Lipids，Incより購入した。　EPA（純度90％）、

DHA（純度88％）は、日本化学飼料（株）から入手し、　n一ヘキサン：ジエチ

ルエーテル系シリカゲルカラムクロマトグラフィーによって過酸化物及び

水分を除去したもの基質として用いた。

　Lipozyme　IM20（27．5　BIU／g）はトリグリセリド（TG）の皿一1，3位に対

して特異性をもつMucor皿iehei起源のリパーゼを多孔性陰イオン交換樹

脂に固定化した酵素剤で・Novo　Nordisk　A／Sより入手した。その他の試

薬は全て市販の特級品または蒸留したものを匂いた。

　2・2　Lipozyme　IM20によるエステル交換反応

　Soy　PC　10mgとEPAを含んだn一ヘキサン溶液にLipozyme　IM20加え

て反応を開始し、40℃の恒温往復振とう器（振とう幅2cm　75rpm）で一一定

時間反応を行なった・アセトン：エタノール（1：1，v／v）5mlを添加して反応

停II二し・更に・クロロホルム：メタノール（1：1，v／v）30m1を用いて孔径

0・45μmのフィルターで酵素をろ航し、エバボレーターで溶媒を留去して

脂質画分を回収した。

　2．3　回収率の算出

　回収したリン脂質画分をSep－pakシリカカートリッジに供し、クロロホ

ルム：メタノール（10：1，v／v）を用いて未反応の脂肪酸を除去した後、メタ

ノkルでリン脂質画分を回収した。TLC－FID分析によりPCのピーク面積

を求め・重量とのカリブレーションカーブよりエステル交換反応により生

34
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成したEPA結合型PC（1　一・　EPA－PC）の重量を回収率（Recovery）とし、

以下の式に基づいて算出した。

Recove　ry　（　910　）

　　　＝lnteresterified　PC＊　／Substrate　PC　×100（w／w）

＊TLC・FII）による脂質組成分析で測定したPC画分のピーク面積とカリブレ

ーションカーブより算出

なお、TLC－FIDの測定条件は第1章第1節1－1．3と同様である。

　2．4　エステル交換率

　回収したリン脂質高分をTLC（Kieselgel　60，　EMerck）にスポットし、

クロロホルム：メタノール：水（65：25：4，v／v／v）で展開後，　PC画聖をかき

取りメタノールで溶出した。メチルエステル化した後、GLC分析により脂

肪酸組成を分析した。反応基質として使用したSoy　PCにはEPAが含まれ

ていないことから（Table　1－10）、脂肪酸組成におけるEPAの割合をエス

テル交換率とした。GLCの測定条件は次の通りである。

装置：日立163形ガスクロマトグラフ

カラム：40m×1．2mm内径，膜厚　0．5μmG－300

　　　　　（化学品検査協会　G一カラム）

カラム温度：200℃

注入［及び検川器（FID）温度：250℃

キャリアガス：He　4ml／min

2．5　n一ヘキサン量の検討

SoyPC　IOmg（12．9μmoDとEPA30mg（100μmo1）を含んだ0．25－

　　　　　　　　　　　　　　　　35
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Table　1－10．　Fatty　acid　composition
　　　　of　substrate　lipids．

Soy　PC EPA
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Abbreviations：Soy　PC，phosphatidylcholine
from　soybean；　EPA，eicosapentaenoic　acid．
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6．Omlのn一ヘキサン溶液にLipozyme　IM2015mgを加えて48時間反応を

行うことにより、反応溶媒として用いたn一ヘキサン量の影響について検討

した。以後の操作は第1章第2節2．2と同様に行った。

　2．6　脂肪酸量の検討

　Soy　PC　10mgとEPA　15－150mgを含んだn一ヘキサン溶液0．5mlに

Lipozyme　IM2030mgを加えて48時間反応を行うことにより、エステル

交換反応における基質脂肪酸量について検討した。以後の操作は第2章第

2節2．2と同様に行った。

　2．7　酵素量の検討

　Soy　PC　10mgとEPA　60mgを含んだn一ヘキサン溶液0．5mlにLipozyme

IM20を15・60mg添加量を変えて48時間反応を行うことにより、エステル

交換反応における酵素量について検討した。以後の操作は第2章第2節2．2

と同様に行った。

　2．8　水分量の影響

　種々の飽和塩溶液を用いてLipozyme　IM2040mgの水分活性を25℃で

24時間調整した後、Soy　PC　10mg（水分量0．4％）とEPA　60mg（水分量

0・076％）を含んだn一ヘキサン溶液0．5ml（水分量57．6PPm）を加えて

48時間反応を行うことにより、エステル交換反応における水分の影響につ

いて検討した。以後の操作は第2章第2節2．2と同様に行った。なお水分活

性は・aw－o・064（LiBr・H20）、aw－O．13（LiCl・H20）、aw－0．75

（NaCD、a．〈：O（P205）の4点について検討を行った。

2．9　エステル交換反応における位置特異性の検討

6mM塩化カルシウムと27．5mMデオキシコール酸ナトリウムを含む0，2
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Mトリスー塩酸緩衝液（pH　8．0）2．6mlに、先のエステル交換反応により調

製した1－EPA－PC（8mg）を懸濁した後、精製PLA2を添加し、40℃で45分

間加水分解を行った。以後の操作は第1章第1節1－2．5に従った。また、分

析は第1章第2節2，4と同一一条件で行った。

結果及び考察

　2．1　n一ヘキサン墨の検討

　第2節では固定化リパーゼであるLipozyme　IM20を川いて、リン脂質

の隻n－1を所望の脂肪酸にエステル交換する反応について検討した。

　Soy　PC　10mgとEPA　30mgを含んだn一ヘキサン溶液の量を変えて48時

間反応を行った結果、n一ヘキサン量が少なくなるにつれ、すなわち基質濃

度が高まるにつれてエステル交換率、回収率ともに上昇し、反応溶液0．5

m1でエステル交換率30．2％、回収率27．5％となった（Fig．1－6）。しかし、

0．5ml以下では回収率は」二点するもののエステル交換率の低下がみられた

ことから、以後n一ヘキサン溶液量をO．5mlに規定した。

　2．2　基質脂肪酸量の検討

　Soy　PC　lOmg（12．9μmol）に対しEPA量：を変えて反応を行い至適脂jVj

酸量を検討した（Fig．1－7）。

　EPA　30mg（100μmol）の添加ではエステル交換率が33．5％であったの

に対し・60mg（200μmol）では39．0％まで上昇した。それ以上の90mg

（300μmol）、150mg（500μmol）の添加では逆にエステル交換率の低下が

みられた。回収率は脂肪酸の添加量が増加するにつれて高くなった。sn．1

位をEPAにエステル交換するためにはSoy　PCに対し多量のEPAの添加が

必要であるが、過剰量では反応が阻害されるため至適EPA量を60　mgに規

定した。
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Fig．1－6．　Effect　of　n－hexane　content　on　Lipozyme

　　工M20－mediated　transesterifica・ヒion　of　PC．
　　Beaction　conditions：n－hexane　containing　100mg
　　Soy　PC　and　30mg　EPA，　15mg　Lipozyme　IM20．
　　Abbreviations　are　the　same　as　in　Table　1－10．

一一一一一i）一一一一@Conversion（g）　一一tl一一　Recovery　of　PC（＆）
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Fig．1－7．　Effect　of　EPA　content　on　Lipozyme　IM20－

　　mediated　transesterification　of　PC．

　　Reaction　conditions：0。5ml　n－hexane　con・ヒaining
　　10mg　Soy　PC　and　15－150mg　EPA，30rng　Lipozyme　IM20．
　　Abbreviations　are　the　sarne　as　in　Table　1－10．

Conversion（Z） 一一一一一?一一一一　Recovery　of　PC（Z）
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　2．3　酵素量の検討

　Lipozyme　IM20の量を変えてエステル交換、反応を行い、至適酵素量に

ついて検討した（Fig．1－8）。

　Lipozyme　IM20の添加量が増加するにつれて、エステル交換率が高く

なり40mgにおいて44．7％、その際の回収率は18．2％であった。それ以

上の添加量ではエステル交換率および回収率の両方が低下することから、

多量の酵素によって目的生成物の1－EPA－PCまでもが加水分解されること

が考えられた・以上の結果より至適酵素量を40mgに規定した。

　2．4　水分量の検討

　エステル交換反応における水分量の影響を検討するために、水分活性を

指標としてLipozyme　IM20の水分量を調整し反応を行った（Fig．1－9）。

　Lipozyme　IM20は約10％の水分を含んでおり、未調整で48時間反応を

行った場合・エステル交換率44．9％、回収率18．2％であった。水分活性

を調整後反応を行った場合、水分活性が高くなるにしたがいエステル交換

速度が大きくなり、aw＝0．75では48時間の反応でエステル交換率が40％

以」二に達したのに対し・a．一〇・13では9611棚で、またaw－O．064では120

1i錦1において40％以上1こ達した・一方、回収率はaw－0．75ではII錦1の経

過とともに急激に低下し・48時間で2・％以下になった。aw　＝＝・．13、　aw－

0・064では交換率が40％に達した96時聞、120時間においても回収率が

34・9％・48・8％と比較的高い値を示した。一方、五酸化ニリンで脱水した

場合・回収率は80％程度であるものの反応系の水分が少ないためエステル

交換率の上昇は著しく遅かった。
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Fig・1一一8・　Effec七　〇f　：Lypozyme　IM20　con・ヒent

　　on　transesterification　of　PC．
　　Reaction　conditions：O．5ml　n－hexane　containing
　　10mg　Soy　PC　and　60mg　EPA，15－60mg　Lipozyme　IM20．
　　Abbreviations　are　the　same　as　in　Table　1－10．
一一一Z一@Conversion（g）　一一．一一一　Recovery　of　PC（rg）
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エステル交換反応は以下の式のように示すことができる。

　　　　　　　　　　p，

　　　　　　　　　　　　　　　R2－C　一〇H　E：　En　zy　me

　反応系に水分が多くなると平衡が水を消費するk1、　k21の方向にシフト

するため分解物IIの割合が高まり回収率の低下につながる。一方、反応系

の水分が少ないと平衡がk2の方向にシフトするが酵素タンパクが十分活

性化されず・また・H20（A）の役割を果たす水の割合も低くなるため全体

の反応の進行が遅くなると考えた。すなわち、反応系の水分量を少なくす

ることで・反応時間は長くなるもののエステル交換率の高い1．EPA－PCを

多量に調製できることが明らかとなった。

　2・5　エステル交換反応における位置特異性の検討

　Lipozyme　lM20を用いて調製した1－EPA－PCにおけるEPAの結合位

置について検：蓋した（Table　1－11）。

　1－EPA－PCにおけるはEPAの割合は35．1％であった。　EPAは、旦旦一1位

の脂肪酸組成において73．3％、§皿一2位の脂肪酸組成において0．6％を占め、

胆一1位に特異的に導入されていることが明らかとなった。

　第2節では基質脂肪酸としてEPAを用いたが、他の脂肪酸を用いること

によって・§止1位を目的の脂肪酸に変換することが可能であることは明ら

かである・第1節で検討したリン脂質皿一2位へのHUFAのエステル合成反

応と・’ 謔Q節で検討した皿一1位の脂肪酸のエステル交換反応を併用するこ

とにより・EPA・DHA結合型リン月下身分子種をはじめ、所望のリン脂質

分子種の調製が可能である。
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Table　1－11．
　　　　sn－2　of

　　　　工M20－mediated

Fatty　acid

16：0

18：0

18：1

18：2

18：3

20：5（EPA）

Fatty acid　composition　of sn－1　and一

一EPA－PC prepared　through Lipozyme
ated transesterification．

Transesterified 1－EPA－PC
　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

c■rec’ヒ　analysユ．s　　Position 　　　●　　　　　　■

oos■t■on
of　1－EPA－PC　　　　　　　sn＿1　　　　　　　　　　　　　　　　㎝ sn－2一

2．8　　　　　　　3．2 1．7

0．6　　　　　　　1．1 0．O

7．1　　　　　　　2．9 11．3
46．8　　　　　　　　　　12．3 74．2

4．8　　　　　　　2．1 6．3

35．1　　　　　　　　　　73．3 0．6

・1一寧PA－PC’eic・sapentaen・ichol■ne（at昨旦一1）

acid－containing
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第2章　高度不飽和脂肪酸結合型リン脂質分子種の酵素的合成反

　　　　応における必須水分代替物の応用

　第1輩ではリパーゼとPLA2の特異的な反応を利用して、有機溶媒中でリ

ン脂質の§皿一1、§二一2に所望の脂肪酸を導入する方法について検討した。し

かし、酵素の活性発現のために加えた水が副反応である加水分解反応をも

進行させ、エステル合成反応においては低い合成率にとどまり、またエス

テル交換反応においても回収率の低下がみられた。

　有機溶媒中において完全無水の状態では酵素の触媒活性は発現しないも

のの、水和により活性が発現することが報告されている29）。この水和のプ

ロセスは以下の段階を経て進行していると考えられている。

　ステップ1　水分子の大部分はタンパク質側鎖のカルボキシル基のプロト

　　　　　ン化、アミノ基のプロトン化を助ける。この状態で水分子およ

　　　　　びタンパク質主鎖の運動の自由度はきわめて小さく、触媒活性

　　　　　は観察されない。

　ステップ2　タンパク質側鎖残基のイオン化が完了した後、水分子は他の

　　　　　極性部位にクラスターを形成する。局所的な誘電率が高くなる

　　　　　と同時にタンパク質分子の運動の自由度も急激に増大する。

　以上は、水和の進行にともないタンパク質構造の運動の二心度が増人す

る過程である。コンボメーションは同じであるが、その揺らぎが大きくな

ると考えられている。

　ステップ3　全ての極性部位が水和されタンパク質の運動の自由度はほぼ

　　　　　飽和するが、触媒活性は含水量に応じて向上する。

　ステップ4　酵素分子全体が水の単分子層で覆われる。

　以上の結果より、タンパク質の極性部位が水和されコンボメーションが

柔軟になることが酵素活性発現に必要であるとするならば、水素結合能力
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を有し高誘電率である物質を用いることにより、酵素を活性化し且つ副反

応である加水分解を抑制することができるため収率の増加が期待できると

考えた。

　そこで第2章では、PLA2、リパーゼの反応における必須水分代替物の検

索を行い、反応生成物の収率を高めることについて検討した。さらに、リ

パーゼとPLA2の反応を連；続して行うことによりEPA及びDHA結合型リン

脂質分子種を合成し、ボスホリパーゼD（PLD）を用いてボスファチジル基

転移反応を行うことにより化学形態の異なるEPAやDHA結合型リン脂質

分子種の調製を試みた。
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第1節　ボスホリパーゼA2のエステル合成反応における必須水代替物

　　　　の応用

実験方法

　1．1　試薬

　LPCは、第1章第1節1－1．1と同様のものを使用した。　EPA（純度90．0％）、

DHA（純度95．0％）は日本化学飼料（株）より入手し、第1章第2節2．1と

同様の方法で過酸化物及び水分を除去した後使用した。

　PLA2は工業用に使用されているブタ膵臓由来のLecitase　10L（Novo

Nordisk　A／S）　を透析後、凍結真空乾燥して用いた。　PLA2活性は第1章

第1節1－1．1と同様の方法で測定した結果、305．8units／mg　Powderであ

った・ホルムアミド、ジメチルホルムアミド、ジメチルアセトアミド、エ

チレングリコール、プロピレングリコールはそれぞれ和光純薬（株）製の

試薬特級を現川した。

　1．2　ボスホリパーゼA2によるエステル合成反応

　LPC　110mg、　EPAまたはDHA　180mgをグリセロール5500mgに分

散させ、これにPLA223mg（7033．4units）と3μmol塩化カルシウムを

含んだ0．2Mトリスー塩酸緩衝液（pH　8．0）または必須水分代替物を加えて、

25℃・800－1000rpmで反応を行った。一定時間反応後、クロロホルム：メ

タノール：水（10：5：3，v／v／v）を加えて反応を停止し、クロロホルム層よ

り脂質三分を回収した。以後の操作は第1章第1節1－1．2と同様に行った。

1．3　合成率の算出

合成率（Yield）は第1章第1節1－1．3と同様に以下の式により算出した。
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聯轍｝t）

Yield（　o／．　）

　　　＝Synthesized　PC！Substrate　LPC　×100（w／w）

　結果及び考察

　1．1　ボスホリパーゼA2のエステル合成反応における必須水分代替…物の

　　　検索

　第1章第1節ではPLA2によるエステル合成反応について検討した結果、

S1n：一2位に選択的にHUFAを導入できることが明らかとなった。しかし、

その際の合成率は26－30％にとどまった。これは酵素を活性化させるため

に添加した水が加水分解をも進行させ、合成率が低い値にとどまったため

であると考えれる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　E　：　Enzy　m　e

　本反応は過剰に添加・した水により反応の平衡が加水分解側にシフトする

ため、見かけ上合成率が低くなる。

　そこで酵素を活性化する水の働きを代替する物質を検索し使用すること

により、加水分解反応を抑制しながら合成反応を進行させ、2－HUFA－PC

の合成率を高めることができると考えた。

　高誘電率でlogP（オクタノールー水に対する分配係数）が小さな物質が

酵素を活性化できる29・37）と考えられているため、まず最初に0．2Mトリス

ー塩酸緩衝液（pH　8．0）0．1m1と種々の物質0．15mlを加えエステル合成

反応を行った（Table　2．1）。

　プロピレングリコールを添加した場合は、合成率が17．1％と緩衝液0．1

mlのみを添加した場合に比べ合成率に変化はみられなかった（Fig．2－1）。

エチレングリコールを添加した場合は合成率が5．8％に低下した。一方、ホ

ルムアミドを添加した場合、合成率が41．6％まで上昇したものの、メチル
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Table　2－1．　Dielec’ヒric
@　　　content　of　the　　　　　　　　o　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　actユvatユon．

　　　constant（ε），
垂盾撃≠秩@addi’ヒives

loq　P　and
?ｍｐｌｏｙｅ?

w
a
t
e
r
●
■
n

enzyme

Additive Dielectric　constant（ε） log　P Water （そ）

Ethylene　glycol
oropylene　glycol
nr，N－Dimethylformamide
eormamide
vater

m，1V－Dimethylacetamide
flycerol

37．70

R2．00
R7．00
P07

V8．39

R7．78
S2．50

一1．93

@　一

黷P．04

|1．61
|1．38

|0．77

@　一

　　0．85

@　0．22

@　0．2

@　0．5

P00

@　0．1

@　0．15
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o 10

　yield（g）＊

40 50

O．lml　buffer

　　　　O．1rnl　buffer＋

O．15ml　propylene　glycoi

　　　　O．lml　buffer＋

O．15ml　ethylene　glycol

　O．Iml　buffer＋
O．15ml　formamide

　　　　　O．lml　buffer＋

O．15ml　dimethylformamide

O．25ml　buffer

　　　Fig．2一一1．　Effect　of　polar　additives　on　phospho－
　　　　　lipase　A2－media’ヒed　esterification．

　　Reaction　conditions：phospholipase　A2　23mg，　LPC　110mg，　EPA

　　180mg，　glycerol　5500mg，　250C，　800－1000rpm，　48hr．

　Buffer　used　was　O．2M　tris－HCI　pH8．0　containing　31Lemol　CaC12．

＊　Yield（g）　＝　synthesized　PC　／　substrate　LPC　×100　（w／w）

　Abbreviations　are　the　sarne　as　in　Fig．1－1　and　Table　1－2．
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基の2個ついたN．N一ジメチルホルムアミドの添加では18．1％となったこと

から、ホルムアミドのプロトン（一H）が酵素の活性化に重要な役割を果た

していることが示された。O．2Mトリスー塩酸緩衝液（pH　8．0）緩衝液を

O．25ml添加した場合、合成率が29．7％に上昇したもののホルムアミドに

はおよばなかったことから、必須水分代替物としてホルムアミドが有効で

あることが明らかとなった。分散媒として用いたグリセロールは誘電率ε

＝42．50であり、Reslowら38）、　Kitaguchiら31）によって必須水分水代

替物としての効果が報告されている。添加した物質の誘電率がグリセロー

ルと同じ場合（プロピレングリコールε＝・　32．OO、　N，N一ジメチルホルムア

ミドε＝＝　37．00）、反応系内において酵素タンパクの活性化に影響をおよ

ぼさず、合成率の上昇がみられなかったと思われる。それに対し、ホルム

ァミドは酵素と多点水素結合を形成することができ、誘電率がε＝109（水

ε＝・78．39）と他の物質に比べ高いことから、グリセロール中でも酵素タ

ンパクと水素結合を形成でき、酵素を活性化させることにより合成率の」二

昇がみられたと推察される。

　1．2　必須水分代替物の添加：量の影響

　必須水分代替物としてホルムアミドが有効であったので、添加量を0．5

mlとし、ホルムアミドと水（緩衝液）の割合を変えて反応を行った。その

結果、トリスー塩酸緩衝液のみを0．5m1添加したとき合成率が16．3％であ

ったのに対し、　（トリスー塩酸緩衝液0．3ml＋ホルムアミド0．2mDでは

23．7％、　（トリスー塩酸緩衝液0．2ml＋ホルムアミド0．3mDでは29．7％

と緩衝液をホルムアミドに置換するにつれて合成率が上昇し、ホルムアミ

ドのみを0．5ml添加したとき61。0％まで達した（Fig．2－2）。

　ホ〉レムアミドの添加h量を変えて反応を行ってみると、O．5mlまでは添加

量の増加にともない合成率が上昇した（Fig。2－3）。トリスー塩酸緩衝液を

添ノ川した場合も添加硅の増加につれて合成卒の1＝昇がみられたが、最人仙

は29．7％にとどまった。ホルムアミドを更に添加すると、逆に合成率が低

　　　　　　　　　　　　　　　　52
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Fig．2－2．　Effect　of　formamide　substitution　for
　　essential　wa’ヒer　on　phospholipase　A2－mediated
　　esterification．
　　Reaetion　conditions：phospholipase　A2　23mg，　LPC　110mg，
　EPA　180mg，　glycerol　5500mg，（formamide＋buffer＞　O．5ml，
　　250C，　800－1000rpm，　48hr．

　Buffer　used　was　O．2M　tris－HCI　pH8．0　which　contains
　　3　pt　mol　CaC12　．

＊　Yield（g）　＝　synthesized　PC　／　substrate　LPC　×100　（w／w）

　　Abbreviations　are　the　sarne　as　in　Fig．1－1　and　Table　1－2．
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Fiq．2－3．　Effec・ヒ　of　formamide　and　water　content
　　on　phospholipase　A2－mediated　esterifica●ヒion．
　　Reaction　conditions：phospholipase　A2　23mg，　LPC　110mg，

　　EPA　180mg，　glycerol　5500mg，　3　pt　mol　CaC12，　250C，　800－

　　1000rpm，48hr．

　　Buffer　used　was　O．2M　tris－HCI　pH8．0．

’　Yield（＄）　＝　synthesized　PC　／　substrate　LPC　×100　（w／w）

　　Abbreviations　are　the　same　as　in　Fig．1－1　and　Table　1－2．

一一Z一一一一　formamide 一一　tris－HCI　buffer
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下し1・Omlの添加では16．3％となった。木瀬ら39）、Trianta　fyllouら40）

の報告においても過剰の必須水分代替物の添加が合成率や反応速度の低下

をまねくことが報告されている。トリスー塩酸緩衝液とホルムアミドに溶解

したPLA2の蛍光強度を測定したところ、ホルムアミド溶液において蛍光

強度の大幅な低下と最大波長の長波長側へのシフトがみられた。すなわち、

疎水性のトリプトファン残基の存在状態が大きく変化していることが予想

されることから・ホルムアミドの添加埜が増加すると活性発現に必要な酵

素タンパクの構造を維持できなくなり、その結果合成率が低下したことが

考えられる。よって必須水分代替物を使用する場合、至適量の検討が重要

であることが示された。

　1．3　エステル合成反応の経時的変化

　PLA2のエステル合成反応の経時的変化について検討した（Fig．2－4、

Table2－2）。ホルムアミドの0．5m1添加ではll一間の経過とともに合成率が

上昇し・48時間付近で反応が平衡に達した。トリス．塩酸緩衝液を0，5ml

添加した場合では、初速度が769μmo1／h・genzymeと大きいものの、

反応系に存在する多量の水分のため合成率が20％付近で平衡状態になった。

一方、ホルムアミド0．5m1とほぼ同モルの水に相当するO．2mlのトリスー

塩酸緩衝液の添加では、合成率が約30％付近で反応が平衡に達した。この

とき初速度は89μmol／h・genzymeになりホルムアミド添加の場合の77

μmo1／h●genzymeとほぼ同じ値になった。以上の結果よりホルムアミド

を必須水分代替物として用いた場合、モルあたりで水と同等の酵素活性化

能力を維持しながら反応系の水分を少なくできることから水を生成するエ

ステル合成の方向に反応が進み、結果として合成率が高まることが示され

た。

1・4　基質脂肪酸の影響

基質脂肪酸として同じn－3系列のDHAについても同様に反応を行った。
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Fig．2－4．　Time　course　of　phospholipase　A2－mediated
　　esterification．

　　Reaction　conditions：phospholipase　A2　23mg，　LPC　110mg，

　　EPA　180rng，　glycerol　5500mg，　3　u　mol　CaCi2，　250C，　800－

　　1000rpm．

　　Buffer　used　was　O．2M　tris－HCI　pH8．0．

＊　Yield（Z）　＝　synthesized　PC　／　substrate　LPC　×100　（w／w）

　Abbreviations　are　the　same　as　in　Fig．1－1　and　Table　1－2．

一一`－tris－HCI　buffer　O．5ml　一tris－HCI　buffer　O．2ml
一一一Z一一一　formamide　O．5ml

Table　2－2．　lnitial　rate　of　phospholipase　A2
　　　　－mediated　esterifica・ヒion．

Additive Initial　rate＊

O．5ml　formarnide

O．2ml　tris－Hcl　buffer

O．5ml　tris－Hcl　buffer

77
89
769

＊　ptmol　／　h・g　enzyme
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その結果・2－DHA－PCの合成率が43．2％となりEPAを基質として用いた

場合に比べ20％程度低い値となった（Fig．2　・一　5）。第1章第1節2で検討した

水の添加によるエステル合成反応ではEPAおよびDHAを基質脂肪酸とし

た場合・合成率に大きな差がみられなかったのに対し、必須水分代替物と

してホルムアミドを使用することにより2－EPA－PCの合成率が2－DHA．PC

の合成率より高くなった。Kitaguchiら41）、　Duanら42）が報告しているよ

うに必須水分代替物の添加により酵素の選択性が影響を受けていることも

考えられることから、今後詳細な研究が必要と思われる。
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Fig．2－5。　Synthesis　of　2－EPA－PC　and　2－DHA－PC　’ヒhrough
　　phospholipase　A2－rnediated　esterification　in　the
　　presence　of　formamide．

　　Reaction　conditions：phospholipase　A2　23mg，　LPC　110mg，
　　EPA　or　DHA　180mg，　glycerol　5500mg，　31z　mol　CaC12

　　containing　formamide　O．5ml，　250C，　800－1000rpm，　48hr．

“　Yield（g）　＝　synthesized　PC　／　substrate　LPC　×100　（w／w）

　　Abbreviations　are　the　same　as　in　Table　1－2　and　Table　1－3．
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第2節　リパーゼエステル交換反応における必須水分代替物の応用

実験方法

　2．1　試薬

　Soy　PCは第1章第1節1－2・1と同様のものを用いた。　EPA、　DHAは第2章

第1節1・1と同様のものを用いた。固定化リパーゼであるLipozyme　IM60

（48BIU／9）はNovo　Nordisk　AISより入手した。

　必須水分代替物として使川したエチレングリコール、プロピレングリコ

ール、N，N一ジメチルアセトアミドは特級のものを和光純薬工業（株）より、

またグリセロールは蛍光分析用特製試薬をナカライテスク（株）より入手

した。その他の試薬は全て市販の特級品または蒸留したものを用いた。

　2・2　Lipozyme　IM60によるエステル交換反応

　Lipozyme　IM6023mgを五酸化ニリンを用いて250C、24時間脱水した

後・一定量の必須水分代替物を加え、更に、Soy　PC　10mg（25．8mM）と

EPA　60mg（400mM）を含んだn一ヘキサン溶液0．5m1に加えて一定時間反

応を行った。以後の操作は第1章第2節2．2と同様に行った。

2・3　回収率の算出

第1章第2節2・3と同様に回収率（Recovery）を以下の式により算出した。

Recove　ry（　o／o　）

　　　＝＝　lnteresterified　PC　／Substrate　PC　×100〈w／w）

　2．4　エステル交換率

　エステル交換率は第1章第2節2．4と同様の方法で分析することにより求

めた。
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結果及び考察

　2．1　Lipozyme　IM60のエステル交換反応における必須水分代替物の検

　　　索

　第1章2節で示したようにTGに皿一1，3位特異性を有する固定化リパーゼ

Lipozyme　IM20を用いてエステル交換反応を行うことにより、リン脂質

のsn－1位を所望の脂肪酸に交換できることが明らかとなった。しかし、活

性化の目的でLipozyme　IM20に含まれている10％の水分が副反応である

加水分解反応を引き起こし、目的とする反応生成物すなわち鉦レ1位が所望

の脂肪酸にエステル交換されたリン脂質の回収率（Recovery）が低下す

ることを認めた。一方、水分量を減らす（水分活性を低くする）と回収率

は高まるものの、エステル交換速度が小さくなり長時間の反応を必要とし

た。

　そこで、水以外の物質を用いて酵素を活性化することにより、高いエス

テル交換率を維持したまま、加水分解反応を抑制し且つ回収率を高める方

法について検討した。Lipozyme　IM60に含まれている水分を五酸化ニリ

ンで脱水後、プロピレングリコール、エチレングリコール、N．N一ジメチル

アセトアミドを1μ1添加してエステル交換反応を行った結果、五酸化ニリ

ンで脱水後、無添加で反応を行ったものは回収率が約80％と高かったもの

の、EPAのエステル交換率が低く48時間で13．3％、72時間では19．9％にす

ぎなかった（Fig．2－6）。これは反応系中に残存する微量の水分により反

応が進行し、最終的にはエステル交換率も上昇するがその速度が著しく小

さくなるためと考えられた。一方、プロピレングリコール、エチレングリ

コール及びN，N一ジメチルアセトアミドを添加した場合、　EPAの導入速度

が高まっておりLjPozyme　IM60がこれらの必須水分代替物により活性化

されていることが認められた。

　エチレングリコールを1μ1添加した場合、エステル交換率は48時間で

34．3％、72時間では39．6％であり、その時の回収率はそれぞれ56．3％、

47．9％になった。プロピレングリコールを1μ1添加した場合は、エステル
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Fig・2－6・　Effect　of　polar　addi七ives　on　：Lipozyme
　　　IM60－media’ヒed　transes’ヒerification．

　　Reaction　conditions：O．5ml　n－hexane　containing　10mg
　　　（25．8mM）　Soy　PC　and　60mg（400mb）　EPA，　Lipozyme　IM60

　　　23rng（initial　weight），　400C，　75rpm．

’　Abbreviations　are　the　same　as　in　Table　1－10．
　一一M一一　none　一一一一itr一一一”’　N，　N　一dimethylacetarnide　l　p　l

一一一一一・一鼈鼈鼈黶E ethyene　glycol　l　p　l　一一一〇一一　propylene　glycol　l　p　l
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交換率が48hrで29．6％、72hrでは34．5％となり、そのときの回収率はそ

れぞれ63．3％、62．3％であった。N，N一ジメチルアセトアミド1μ1添加で

はエステル交換速度がエチレングリコールやプロピレングリコールよりも

小さく、48時間で24．6％、72時間で33．4％にとどまったものの、回収率は

77．6％、74．2％と高い値を示した。

　北口ら29）は多点水素結合を形成し、高誘電率である物質が有機溶媒中の

酵素タンパク質の自由度を増大させ柔軟にする結果、触媒活性が発現する

ことを報告している。また、Triantafyllouら40）はlogP（Pはオクタノール

．水に対する分配係数）が低く誘電率の高い物質が、酵素に対して水と同様

の効果を与えると報告している。本実験で用いたエチレングリコールおよ

びプロピレングリコールはその分子内に水素結合可能な一〇Hを有し、エチ

レングリコールでは誘電率ε＝37．70、logP＝一1．93、プロピレングリコー

ルではε＝32．0、N，N一ジメチルアセトアミドではε＝37．78、　logP＝一〇．77

と高誘電率で、しかも10gPが低いことから、水（水：ε＝78．39、　logP嵩

一1．38）と同様にこれらがLipozyme　lM60を活性化する性質のあることが

示唆された。以上の結果よりリン脂質のエステル交換反応においてアルコ

ールやアミド系の物質が必須水分代替物として有効であることが判明した。

　2．2　必須水分代替物の添加量の影響

　必須水分代替物の添加量：の影響について検討した。プロピレングリコー

ルを2．5μ1添加して反応を行なった場合、無添加及び1μ1添加に比べて

EPAのエステル交換速度が大きく反応24時間で42．7％となったが、その際

の回収率は31．9％と低い値にとどまった（Fig．2－7）。その後時間の経過

とともにエステル交換率、回収率はともに低下した。N，N一ジメチルアセト

アミド2．5μ1の添加ではエステル交換率が48時間で9．0％、72時間では

9・4％と1μ1添加及び無添加で反応を行なった場合よりもエステル交換速

度が小さくなった（Fig．2－8）。その際の回収率は各無添加、1μ1、2，5μ1
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　Fiq・2－7．　Effect　of　propylene　glycOl　addition
　　　on　Lipozyme　IM60－media’ヒed　’ヒransesterification．

　　　Reaction　conditions：0・5ml　n－hexane　containing　10mg
’　　Soy　PC　and　60mg　EPA，　Lipozyme　IM60　23mg（initial
　　　weight｝，　40℃，　75rpm．

　　　Abbreviations　are　the　same　as　in　Table　1．一10．

一一
狽宙鼈鼈鼈黶@none 一一一一　propylene　glycol　1　p　l

一一鼈鼈黶@propylene　glycol　2．5p1
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Fig・2・一8・　Effect　of　N，N・一dimethylace・ヒamide　addition

　　on　Lipozyme　IM60－mediated　transesterification．
　　Reaction　conditions：O．5ml　n－hexane　containing　10mg　Soy
　　PC　and　60mg　EPA，　Lipozyme　IM60　23mg（initial　weight），
　　40℃，　75rpm．

　Abbreviations　are　the　same　as　in　Table　1－10．
　　　　　’一一一tr一’　none　一一一く）一一一　N，　N－dimethylacetamide　1　p　l

　　　　　一一「■トー一一N，N－dimethylacetamide　2。5i．t　l
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の間で大きな差がないことから、N，N一ジメチルアセトアミドはLipozyme

IM60を活性化するものの、添加量が過大になると反応がむしろ阻害され

ることが示された。

　2．3　必須水分代替物の水との併用効果

　プロピレングリコールは食品添加物としての使用が認められていること

から、必須水分代替物としての使用用途が大きいと考え、水との併用効果

について検討した（Fig，2－9）。EPAのエステル交換率はプロピレングリ

コールと水を併用することにより48時間で36．4％、72時間では40，5％とプ

ロピレングリコールのみの場合に比べ約6％程度高くなり、水を1μ1添加し

た場合のエステル交換率（48時間38．7％、7211斜湖41，go／・）と同じ仙を示

した。一方、回収串はプロピレングリコールと水を併川することにより48

時間で63，7％、72時問では59．4％となり、水1μ1添加の場合48時間で

43．0％、72時間では42．6％であったのに対して約20％程度高い値となった。

完全に脱水することにより触媒活性が消失した酵素が再び活性化する際、

まず最初に、酵素タンパクの側鎖がイオン化される。これは水によっての

み進行し他の物質では代替できないことが報告されている29）。Lipozymc

IM60によるエステル交換反応では溶媒として水をほとんど含まないn一ヘキ

サン（44．3ppm）を使：川したため、北口ら29）が報告しているように酵素反

応が進行するためには最小限の水の存在が不可欠である。したがって必須

水分代替物としてのプロピレングリコー・一一…ルと水を微量併用することにより

酵素が活性化し、且つ加水分解を抑制しつつ効率的に反応が進行するもの

と考える。

　反応系を5倍量にして、プロピレングリコールと水の影響を更に検討し

た（Table　2－3）。プロピレングリコールと水を併記した場合、反応系を

拡大しても反応が同様に進行し、エステル交換率40．5％、回収率64．6％と

なって、PC中にエステル交換されたEPAの絶対量も72時間において3．16
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Fig・2－9・　Effect　of　propylene　qlycol　and
　　water　addition　on　：Lipozyme　IM60－mediated
　　’ヒransesterifica・ヒion．

　　React■on　condit■ons：0・5ml　n－hexane　containing
　　10mq　Soy　PC　and　60mg　EPA，　Lipozyme　IM60　23mg
　　（initial　weight），　40℃，　75rpm．

　Abbreviations　are　the　same　as　in　Table　l＿10．

一→コー一一一・water　1μ1　一一一〇一pr・pylene　glyc・11μ1

－none　一一一iti一一　propylene　glycol＋Water〈1；1　v／v）　1　p　1
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able　2－3．　　Effect of propylene glycol　and　wa・ヒer　addition
on　Lypozyme 工珂60－mediated transesterification．

Additive Conversion
@　　（桔》

Recovery　EPA　incorporation　　（署）　　　　　　㎜ol★

PG十Water（1；1，v／v） 5．0μ1 40．5 64。6　　　　　　　　　　3．16

Water　5・0μユ 39．3 40．7　　　　　　　　　　1．95

Water　3・8μユ 41．4 45．1　　　　　　　　　2．26

Reaction　conditions　32 ● 5ml　η一hexane containing　50mg　Soy　PC
and　300mg　EPA　l Lipopzyme IM60 115mq（initial　weiqht），　40℃，
75rpm，　72hr．

★EPA　incorporation（㎜ol） are　calculated at　72　hour　reaction
　o煤｡me．

Abbreviations　3　PG　　　　　　　　　　　　　　　　’ propylene glycol．　Other　abbreviations
are　the　same　as ●■nTable 1－10．

夢

一一
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nlmolと水添加の場合の1．95　mmolに比べ高くなった。また、プロピレン

グリコールと脂肪酸がリパーゼによりエステル合成され、その際に生じる

水の影響とプロピレングリコールそのものの酵素活性化の効果を区別する

ため・プロピレングリコール（比重1．036、分子量76．1）2．5μ1すべて

が脂肪酸とエステル合成した際に生成する水1．3μ1を考慮した水添加量

3・8μiで反応を行った・その結果、エステル交換率は41．4％でほぼ同じ

値であるものの回収率がプロピレングリコールと水を併用した場合に比べ

20％程度低くなっており、EPAの導入量も2．26　mmolと少ないことから、

プロピレングリコールそのものの必須水分代替物としての有効性が示され

た。

　本研究では・§」1－1位の脂肪酸を所望の脂肪酸であるEPAに変換するため、

EPAの交換率が40％以上となる反応条件で回収率を高めることについて検

討した。その結果、プロピレングリコールを必須水分代替物として直川し

水と併用することにより、酵素を活性化し副反応である加水分解反応を抑

制できるため、目的とする反応生成物を効率よく調製できることが明らか

となった・PLA2によるエステル合成反応で分散媒として使卜したグリセ

ロールは誘電率ε＝42・50と高く、誘電率が同程度のアルコール系の物質

の添加では必須水分代替物としての効果は見られなかったのに対し、

Lipozyme　IM60によるエステル交換反応では溶媒として疎水性のn一ヘキ

サンを使用したため・プロピレングリコールなどのアルコール系の物質で

も酵素を活性化することができ、水を三川することにより効率よく反応が

進んだことから・溶媒などの反応系組成物により必須水分代替物の種類や

添加方法が異なることも明らかとなった。有機溶媒中で反応を行う場合、

必須水分代替物を使用することにより酵素の基質、位置およびエナンチオ

選択性をも制御できるという報告がある41・42）ことから、リン脂質はもと

より機能性トリグリセリドやジグリセリドなどの分子設計への利用が期待

できる。
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第3節　必須水分代替物の利用による高度不飽和脂肪酸結合型リン脂質

　　　　分子種の合成

実験方法

　3．1　試薬

　LPCは第1章第1節1－1．1と同様の方法で調製した。　EPA、　DHAは第2章

第1節1・1と同様のものを使用した。パルミチン酸（Pa1、16：0）、オレイ

ン酸（Ole・18：1）は純度99％以上のものをSigma　Chemical　Co．より入

手した・内部標i準として用いたtricosanoic　acid　methyl　ester（23：0）

はNu・Chek－Prep，　Inc．より入手した。

　PLA2は第2童第1節1．1と同様のものを使川した。固定化リパーゼである

Lipozyme　IM60（42　BIU／g）は第2章第2節2．1と同様のものを使用した。

ボスファチジル基転移反応に用いたPLD（EC　3．1．4．4）　（108　unit／mg

powder）は旭化成工業（株）より供与を受けたsS；z！LLS｝．P一1L9一！ll）tL9－gSt　r　e　t　　　sp．由来

のものを用いた。エタノールアミン塩酸塩はAldrich　Chemical　Co．，　Int．

より・L一セリン、牛血清アルブミンは和光純薬工業（株）より入手した。

酸化防止剤としてはエーザイ（株）より供与を受けたEミックス（α一ト

コフェロール80％）を使用した。

　3．2　ボスホリパーゼA2によるエイコサペンタエン酸及びドコサヘキ

　　　サエン酸結合型ボスファチジルコリンの合成反応

　LPC　1・19とEPAまたはDHA　1．89をグリセロール559に分散させ、

30μmol塩化カルシウムを含むホルムアミド5mlに溶解したPLA2230

mg（70334．Ounits）を加え、250C、600－800rpmで48時間反応を行った。

クロinホルム：メタノール：水（10：5：3，v／v／v）を加え反応を停止し、脂質

画分をクロロホルム層より回収した。この脂質画分をクロロホルム：メタノ

ール系ケイ酸カラムクロマトグラフィーに供し、クロロホルム：メタノール

（100：2，v／v）で脂肪酸を溶出後、メタノールでリン脂質画分（合成PC＋
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三反応LPC）を回収した・更に、リン脂質三分を調製用TLCプレート

（Kieselgel　60・E・Merck）に供し、クロロホルム：メタノール：水

（65：25：4，v／v／v）で展開後、合成した2－EPA－PC、2－DHA－PC二分をかき

とりメタノールで溶出した。

　3．3　リパーゼエステル交換反応によるエイコサペンタエン酸及びドコ

　　　　サヘキサエン酸結合型ボスファチジルコリン分子種の合成

　2－EPA－PC、2－DHA－PC　100mgとパルミチン酸（PaD　520mg、オレイ

ン酸（Ole）560mgまたはEPA　600mg、酸化防止剤としてEミックス

4．26mgを含むn一ヘキサン溶液5mlに、五酸化ニリンで24時間1逃水した

Lipozyme　IM60262mg（脱水前の重量）と必須水分代替物としてプロピ

レングリコール：水（1：1，v／v）8μ1を加え40℃、75rpmで72時闇反応を行

なった。クロロホルム：メタノール（1：1，v／v）を川いて孔径0．45μmフィ

ルターにより酵素を分離することにより反応を終了した。回収した脂質画

分を調製用TLCプレート（Kieselge160、E。Merck）に供し、クロロホル

ム：メタノール：水（65：25：4，v／v／v）で展開後、調製PC痛分をかきとりメ

タノールを用いて溶出した・　調製PCをメチルエステル化した後、内部標

準としてtricosanoic　acid　methyl　esterを旧いてGLCにより脂肪酸紐成

を分析した。分析条件は第1章第2節2．4に示した通りである。

　3・4　ボスファチジル基転移反応

　ボスファチジル基転移反応はJunejaら16・43）の方法に従って行った。

PEへの転移反応16）は・第2章第3節3．3で合成した1　．．　palmitoy1　．．　2－eicosa－

pentaenoyl一鎚一glycer・一3－ph・sph・ch・line（1－Pal，2－EPA・．．　PC、置換基

の位置は反応基質として大豆由来のLPCを使用したことより、S．1tL．1位、

遡一2位にアシル基が結合していると判断した。）、1．01eoyレ2．eicosa－

Pentaenoyl（1－Ole，2－EPA）一PC，　1－palmitoyl－2－docosahexaenoyl（1一一
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Pal，2－DHA）一PCまたは1－01eoy1－2－docosahexaenoyl（1－Ole，2一一DHA）一

PC　100mgを含んだ酢酸エチル溶液12m1と、牛血清アルブミン71．5mg、

PLD　2400　units、エタノールアミン塩酸塩175．6mg（緩衝液中の終濃度

0．3M）を含んだ0．2M酢酸緩衝液（pH　5．6）6mlを混合し、30℃、1000

rpmで30分間行った。

　ボスファチジルセリン（PS）への転移反応43）は、1－Pal，2－DHA－PCまた

は1－Ole，2－DHA－PC】00mgを含んだ酢酸エチル溶液3．4mlと、　L。セリン

500mg（終濃度0．95M）、塩化カルシウム10mg、　PLD　160unitsを含ん

だ0．2M酢酸緩衝液（pH　5．6）1．6mlを混合し、30℃、1000rpmで4時間

反応を行った。

　クロロホルム：メタノール：水（10：5：3，v／v／v）を加えて反応を停止し、

脂質三分をクロロホルム層から回収した。更に、調製用TLCプレートに

供し、クロロホルム：メタノール：水（65：25：4，v／v／v）で展開後、　PE画分

及びPS三分をかきとりメタノールを用いて溶出した。合成したPE、　PSは

TLC（Kieselge160、E．Merck）に供し上記の展開溶媒で展開後、ディ

ソトマー試薬により検山したスポットのRf値と、ニンヒドリン試薬による

発色の併川により1司定した。脂肪酸紐成は第1章第2節2．4と同様の操作に

より分析した。

結果及び考察

　3．1　必須水分代替物の利用によるエイコサペン二三ン酸及びドコサヘ

　　　キサエン酸結合型ボスファチジルコリン分子種の合成

　必須水分代替物としてホルムアミドを添加し、PLA2によるエステル合

成を行い、2－EPA－PC及び2－DHA－PCを合成した。更に、2－EPA－PC及び

2－DHA－PCを基質として皿一1位を所望の脂肪酸にエステル交換すること

を試みた・第1章第2節、第2章第2節ではEPAを基質として反応条件の検討

を行ったが、Pa1やOleについても同様にエステル交換反応を行った。その

結果、Pa146．7％、　EPA　47．2％を含む1－Pal，2．EPA－PCを基質LPCに対

　　　　　　　　　　　　　　　　71



1

歴覧穣：麟欝謡織：轟密議購講鱗麟舞魏癬謡欝欝轍講讐蜜熱懇懇鑛

　し36．9重量％（24．3mol％）で合成できた。また、01e　46．2％、　EPA

46．4％含む1－Ole，2－EPA－PC（30．0重量％、19．6mol％）、Pal　46．5％、

DHA　46・0％含む1－Pal，2－DHA－PC（19，1重量％、12．5mol％）、01e

47．8％・DHA45．8％含む1－Ole，2－DHA－PC及びEPA　44．7％、　DHA　49．8

％含む1－EPA，2－DHA－PC（12．5重量％、7．9mol％）と所望の位置に目的

の脂肪酸の結合したリン脂質分子種の合成が可能となった（Table　2－4、

2－5）。DHA結合型PC分子種の合成ではPLA2によるエステル合成反応が

進行しづらかったため収率が低くなった。1－EPA，2－DHA．PCの逆相

HPLCのクロマトグラムをFig．2－10に示す。基質として出漁したEPAの純

度が90％、DHAの純度が95％であり、EPAやDHA以外の脂肪酸が5－10％

含まれていたことから（EPA，DHA）以外の分子種ピークもみられるが、

1－EPA・2－DHA－PCの大きなピークがみられたことから皿一1位、里1．2位へ

の脂肪酸の導入による所望のPC分子種の合成が確認された。

　次に、合成したEPA及びDHA結合型PC分子種をボスファチジル基転移

反応によりPEおよびPSの化学形態に変換した。その結果、反応の前後で

脂肪酸組成の人きな変化がないことを確認した。このときPEへの変換率は

100％、PSへの変換率は56．4％であった。

　以上、リパーゼ、PLA2及びPLDの3種類の酵素の特異的な反応を活用す

ることにより、所望の化学形態であるリン脂質分子種b合成が可能となる

ことが証明された（Table　2－6、2－7）。

　HUFA結合型リン脂質分子種は水産生物脂質中に比較的多く含まれてい

るが・リン脂質の形態のままで個々の分子種を単離することは困難である。

（一般に、水産生物のリン脂質分子種を分析する場合、分子種紐成が複雑

であるため誘導体にして分析されている。）また、従来行われている化学

触媒を用いた合成反応15）では、反応が多段階になり基質として遊離脂肪酸

の形態では反応が進行しづらいため脂肪酸無水物などの誘導体に変換しな

ければならず操作が複雑である。本研究で示した酵素反応によるリン脂質

分子種の合成法は、酸化されやすい高度不飽和脂肪酸を基質として川いた

　　　　　　　　　　　　　　　　72
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場合でも温和な条件下で2段階のみの反応で終了するため、今後の応用が

期待される。
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第3：章　ヒト赤．1fK球の膜流動性及び変形能におよぼす高度不飽和

　　　　脂肪酸結合型リン脂質の影響

　リン脂質二重層を基本骨格とする生体膜は、細胞内外の環境を隔離する

ばかりでなく、膜タンパクとともに物質の選択的透過性や能動輸送など多

くの機能44）を発揮することが知られている。EPAやDHAなどのHUFAは

膜リン脂質中に取り込まれ、生体膜の物性や生体膜構造の変化45）、それに

伴い膜酵素類の活性へ影響46・47）をおよぼすことなどが知られている。

　第3章では酵素反応により調製した種々のEPA、　DHA結合型リン脂質の

生体膜への影響をリン脂質の構造と関連づけて明らかにすることを目的と

した。そのため細胞膜を唯一の膜とし、脂質合成系を持たないため膜脂質

成分をその環境中の1血L漿脂質と交換すると考えられているヒト赤血球を試

料として用いた。

　第1節では赤血球へのリン脂質及び蛍光試薬の処理方法について検討し

た。第2節では検討した条件下で偏光度を指標として、赤1fiL白膜流動性を

測定し・更に第3節では赤血球の変形能を毛細血管モデルを川いて直接的

に測定することにより、EPAやDHA結合型リン脂質の赤1（IL球膜流動性及

び変形能への影響についてリン脂質の構造と関連づけながら検討した。
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第1節　ヒト赤血球に対するリン脂質と蛍光試薬の処理条件及び反応性

　　　　の検討

1。　リン脂質及び蛍光試薬の処理条件の検討

実験方法

　1－1．1　試料及び試薬

　血液はヒトから採1iしして得られた新鮮なものを用いた。　lflL液の凝結防止

には飽和EDTA・Na2　pH7．4を用いた。血液を保存するときは保存期間を

1週間以内とし、血液10mlに対してACD液（クエン酸ナトリウム2．2g、ク

エン酸0．89、グルコース2．459を水で定容）1．5mlを加えて低温下に静置保

存した。赤111t球（RBC）に作川させる各種リン脂質はTable　3－1に示す通

りである。水添PC（HPC）は大豆由来のPCを水素添加することにより脂

肪酸を飽和型に変換したPCである。蛍光試薬として用いた1，6－diphenyレ

1，3，5－hexatriene（DPH）は東京化成工業（株）より入手した。　RBCの

洗浄及び懸濁に用いたPBS（phosphate　buffered　saline）は10mMリ

ン酸水素ニナトリウム，125mM塩化ナトリウム水溶液を40Cでリン酸を

用いてpH7．4に調整したものを、反応用PBSには2mMアデニン、10mM

イノシン、10mMグルコースを加え、37QCでリン酸を用いてpH7．4に調整

したものを用いた。

　1－1．2　各種リン脂質及び蛍光試薬の赤血球への処理方法

　リン脂質及び蛍光試薬のRBCへの処理方法は、　Schachterら48）の方法

及び椹ら49）の方法を応用した。すなわちヒトの静脈より採血しし飽和EDTA

．Na2　pH7．4で凝結を防止した（血液に対して10％）ltiL液を1000rpm、

10min、4℃で遠心分離し、　Plasma及びbuffer　coatを除去した。残存し

たRBCをPBSで3回洗浄した後、ヘマトクリット値（Hct．）を1％に調整し
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Table　3－1・　Fa’ヒty　acid　composition　of　the　prepared
　　　　PC　for　the　measurement　of　membrane　fluidity
　　　　and　deformability　of　RBC．

Soy　PC HPC　1－EPA－PC　2－EPA－PC 　　　　　　　　Salmon2－DHA－PC
　　　　　　　　roe－PC

sat．

16：0

18：0

Mono．

18：1

Poly．

18：2

18：3

20：5（EPA）

22：5

22：6（DHA）

13．3　12．8

4．1　79．9

10．7

65．7

6．2

6．2

4．8

1．2

8．3

49e3

4．9

31．1

12．7

2．8

5e7

26．9

2．9

48．0

13．5

3．0

5．9

26．4

2．6

1．0

1．6

43．2

22．7

7．2

14．2

15．0

4．9

28．8

Abbreviations：Soy　PC，phosphatidylcholine　frorn　soybean；　HPC，
hydrogenated　PC；　1－EPA－PC，eicosapentaenoic　acid（at　s1t；一1）
containing　PC；　2－EPA一一PC，eicosapentaenoic　acid　（at　st－2）
contaユ・nユng　PCラ　2－DHA－PC，docosahexaenoic　acid　（at　旦旦一2）

conta■n■ng　PCラ　Salmon　roe　PC，na’ヒural　occuring　PC　prepared
from　chum　salmon　roe；　RBC，red　blood　cells．
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た。洗浄RBC（Hct．1％）2m1に、リン脂質をそれぞれ1、5、10mMと

DPHを1mM含むPL－DPH含有エタノール溶液を20μ1加えた。これらの反

応混液を遮光した状態で、37℃、30min、80rpm／minで振とう恒温槽巾

でインキュベートした・その後、PBSで3回洗浄することによりリン脂質

及びDPHを除去しPBSを用いてHct．0．05％に調整した後、偏光度を測定

することによりRBCに作用させるリン脂質量を検討した。

　偏光度Pは以下の式のように定義される50・51）。

　　　1／／　一　Go　li

P＝
1／／　＋　Ge　1． G＝　li，，　／　1’．

　1〃は励起光側偏光子が水平で、励起光の偏光面に対して平行な方向性

をもった蛍光により測定された蛍光強度であり、1⊥は励起南側の偏光面

に対して、垂直な方向性をもった蛍光により測定された蛍光強度である。

1’⊥とIl〃は励起光側偏光子が鉛直なもので、その他は1⊥1〃と同様であ

る。偏光度測定条件は以下に示す通りである。

分光蛍光光度計：日立650－40型

励起豪州波長：360nm，スリット幅：10nm

蛍光側波長：450nm，

測定温度：250C

スリット幅：15nm

　偏光度を測定する際に励起光和の波長をスキャンスピード60nm／minで

350～370nmまで波長スキャンを行った。これは偏光度を測定する際の安

定性があまりよくないことから、励起光焔波長の360nmにおける偏光度の

測定誤差を少なくするために行った。

81

灘欝



ifL，一，1

　本研究で使用した蛍光試薬であるDPH51）は水溶液中では蛍光のない凝

集体として存在するが、脂質には容易に溶け込んで蛍光を発し、リン脂質

に対し非常に少ない量のプローブで測定が可能なこと、長い棒状の分子で

あるため環境の粘度の変化に敏感であり、脂質がゲル状のときは動きが束

縛され大きな偏光度をもち、それが相転移により大きく変わる性質を有し

ている。
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1，6－diphenyl－1，3，5－hexatriene

　　　　　（DPH）

　1－1，3　赤血球への蛍光試薬及び各種リン脂質の反応時間の検討

　洗浄RBC（Hct．1％）2mlにリン脂質及びDPHをそれぞれ1mM含むエ

タノール溶液を20μ1を加えた。これらの反応混液を遮光した状態で37℃、

80rpm／minで30min、1時間、3時間インキュベートした。その後、　PBS

を用いて3回洗浄して余分なリン脂質及びDPHを除去した。　PBSを用いて

Hct・0・05％に調整し偏光度を測定することにより、RBCへの蛍光試薬及

びリン脂質の反応時間の検討を行った。

　1－1．4　赤血球に作用させる蛍光試薬及びリン脂質の溶媒系の検討

　リン脂質及びDPHの溶媒にエタノールまたはジメチルスルホキシド

（DMSO）：H20（1：1，　v／v）を用いてその影響について検討した。エタノー

ルを用いた場合、リン脂質及びDPHがそれぞれ1mM（終濃度10μM）と

なるようにエタノールに溶解したPL－DPHエタノール溶液20μ1を洗浄

RBC（Hct．1％）2m1に加えた。　DMSO：H20（1：1，　v／v）を用いた場合

は・リン脂質が4mM（終濃度10μM）となるように蒸留水に超音波懸濁し

たものと、DPHが4mM（終濃度10μM）となるようにDMSOに溶解した

ものを1：1（v／v）の割合で混合し、更に超音波処理したPL－DPHのDMSO：

H20（1：1，　v／v）懸濁液10μ1を洗浄RBC（Hct．1％）2mlに加えた。対照

　　　　　　　　　　　　　　　　82



はこの反応系からリン脂質を除いたものとした。

　これらの反応混液を遮光した状態で、37℃、3時間、80rpm／minで振と

う恒温槽中でインキュベートした。その後、PBSで3回洗浄することによ

って余分なリン脂質及びDPHを除去し、更にPBSを用いてHct．0．05％に

調整した後偏光度を測定することにより、RBCに作用させる蛍光試薬及び

リン脂質の溶媒系の影響について検討を行った。

　1－1．5　蛍光試薬及び各種リン脂質溶液の保存性の検討

　洗浄RBC（Hct・1％）2mlに調製直後のPL－DPHのDMSO・H20（1：1，

v／v）懸濁液10μ1及び調製後10日間室温に放置したPL．DPHのDMSO：

H20（1：1，　v／v）懸濁液10μ1をそれぞれ加え、反応混液を遮光した状態で

37℃、3時問、80rpm／minで振とう恒温槽中でインキュベートした。　PL－

DPHのDMSO：H20（1：1，v／v）懸濁液の調製方法は1－1．4と同様に行った。

その後、PBSで3回洗浄することによって余分なリン脂質及びDPHを除去

し、更にPBSを川いてHct．0．05％に調整した後、偏光度を測定すること

によりRBCに作川させる蛍光試薬及びリン脂質溶液の保存性について検討

を行った。

　1－1．6　反応時間の赤血球形状への影響

　洗浄RBC（Hct，1％）5m1にPL－DPHのDMSO・H20（1、1，　v／v）懸濁

液25μ1を加え、遮光した状態で37℃，80rpm／minの振とう恒温槽中で1

分・3時間・811寺間インキュベートした。PL－DPHのDMSO：H20（1：1，

v／v）懸濁液の調製方法は1－1．4と同様に行った。その後、PBSで3回洗浄す

ることによって余分なリン脂質及びDPHを除去し、更にPBSを用いてHct，

0・05％に調整した後、偏光度を測定した。残りのリン脂質処理RBCをPBS

を用いてHct．1％に調整した後、顕微鏡下でRBCの形状の変化を観察した

（01ympus　Van・x－S　micr・sc・pe（Olympus　Optical　C。．　Ltd．）、接ll艮

レンズ10倍・対物レンズ100倍）。偏光度の測定と顕微鏡観察による形状
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の変化から反応時間の影響を検討した。

結果及び考察

　1－1．1　赤lfiL球に作用させる各種リン脂質量の検討

　RBCに作用させるリン脂質量について検討した。作用させたリン脂質は

Soy　PCとHPCで、リン脂質量を変えて作川させた後のリン脂質処理RBC

の偏光度を比較した（Fig．3・1）。

　いずれのリン脂質量においてもHPC処理RBCの偏光度がSoy　PC処理

RBCの偏光度より高かった。これはHPCの脂肪酸の大部分が飽和脂肪酸で

あるため、RBC膜に取り込まれると膜の流動性が低下して偏光度が高くな

るためであると思われる。膜流動性と偏光度の関係については、第3章第2

節2．1に示してある。Soy　PC及びHPCを100μMで作用させた場合、リン

脂質が凝集し洗浄によって除去できなかったことからRBCに作用させるリ

ン脂質量は10μMが適当であると判断し、以後はこの濃度で実験を行った。

　1－1．2　赤血球に反応させる蛍光試薬及び各種リン脂質の溶媒系の検討

　RBCに作用させるリン脂質及び蛍光試薬を添加する溶媒系の偏光度への

影響について検討した（Fig．3－2）。

　溶媒としてエタノールまたはDMSO＝H20（1：1，v／v）を用いてSoy　PC及

びHPCを添加し、インキュベートしたリン脂質処理RBCの偏光度を比較し

た。なお、リン脂質を除き蛍光試薬と各溶媒混液を添加した場合をコント

ロールとした。

　いずれの溶媒系でもHPC処理RBCの偏光度が高く、Soy　PC処理RBC、

対照RBCの順に偏光度が低くなったことから、リン脂質がRBCに取り込ま

れていることがわかる。リン脂質処理RBCの偏光度を比較すると、エタノ

ール、DMSO：H20（1：1，v／v）のどちらを用いても偏光度に大きな差はみら

れなかった。しかし、リン脂質処理RBCの蛍光強度を比較するとエタノー

ルを用いた場合に比べDMSOiH20（1：1，v／v）を用いた場合において明らか

　　　　　　　　　　　　　　　　84
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Fig・3・一1・　Effec七　〇f　PL　final　concentration　on　degree
　　of　polarization　of　RBC　suspension　（Hc’ヒ．1。O亀）．

　　PL－DPH　was　dissolved　in　absolute　EtOH　at　a　concentration
　　of　1．O審．

　　Incubation　was　carried　out　for　30min　at　370C．
　　Abbreviation：PL，phospholipid，　RBC，red　blood　cells；　P工」一DPH　，

　　mixture　of　phospholipid　and　1，6－diphenyl－1，3，5－hexatriene．
　　Other　abbreviations　are　the　same　as　in　Table　3－1．
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Fig．3－2．　Effect　of　solvent　for　PL－DPH　and　PL
　　dissolving　on　degree　of　polarization　of　RBC．

　　PL一一DPH　dissolved　in　solvent　was　added　for　1．01　with
　　mixing　to　the　RBC　suspension　（Hct．1．Org）　to　give　a

　　final　concentrations　of　10pM　PL－DPH．
　　Incubation　was　carried　out　for　3　hr　at　370C．

　　Abbreviations：DMSO，dimethyl　sulfoxide．　Other　abbrevi－
　　ations　are　the　same　as　in　Table　3－1　and　Fig．3－1．
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に高くなっていることから、蛍光試薬及びリン脂質がRBCに多く導入され

ており・偏光度測定において安定なデータを得ることができると考えた

（Fig・3－3）。以上の結果からRBCに作用させるリン脂質の溶媒系には

DMSO：H20（1：1，v／v）が適当であると判断した。

　1－1．3　蛍光試薬及びリン脂質溶液保存性の検討

　Soy　PC、　HPC、2－EPA－PC、サケ卵PCをリン脂質として川い、使用前

に調製したPL－DPHのDMSO：H20（1：1，v／v）懸濁液と10日間放置した

PL－DPHのDMSOiH20（1：1，　v／v）懸濁液をRBCに作川させ、偏光度を

比較した（Fig．3－4）。

　Soy　PC処理RBC、　HPC処理RBCでは使用前に調製したPL－DPHの

DMSO：H20（1：1，v／v）懸濁液と10日間放置したものとでは偏光度に大

きな差はみられなかった・それに対し、サケ卵PC処理RBCでは10日間室

温に放置したPL－DPHのDMSO：H20（1：1，v／v）懸濁液を用いた場合、

偏光度が高くなった。これはサケ卵PCの主な構成脂肪酸であるEPAや

DHAが酸化されて膜の流動性に悪影響を与えたためと考えた。また、2－

EPA－PC処理RBCにおいても同様の傾向がみられた。これらの結果から

PL－DPHのDMSO：H20（1：1，　v／v）懸濁液にはリン脂質に対し100ppmの

トコフェロールを加え、使用まで一40℃で保存することとし、その期間を1

週間以内に規定した。

　1－1．4　反応時間のRBCの形状への影響

PL－DPHのDMSO：H20（1：1，　v／v）懸濁液によるRBCの反応時1肋影

響を検討するため偏光度を測定するとともに、形状の変化を顕微鏡下で観

察した。

　1分間のインキュベート時間ではリン脂質がほとんど取り込まれないた

め・Soy　PC処理RBC及びHPC処理RBCの偏光度が高くその値はほぼ同じ

であった（Fig・3－5）。これに対し、3時間、8時間のインキュベートでは
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Fig．3－3．　Comparison　of　fluorescence
　　RBC　among　the　kind　of　solvent　for
　　treatments．
　　PL一一DPH　dissolved　in　solvent　was　added
　　mixlng　to　the　RBC　suspension　（Hct．1．09．）

　　concentrations　of　10pM　PL－DPH．
　　Incubation　was　carried　out　for　3　hr　at
　　Abbreviations　are　the　same　as　in　Table

Control

soy　pc
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Incubation　was　carried　out　for　3hr　at　370C．
Abbreviations　are　the　same　as　in　Table　3一一1　and　Fig．3－2．
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Fiq・3－5・　Effect　of　incubation　・ヒime　on　deqree　of
　　polarization　of　PL　treated　RBC．

　PL－DPH　dissolved　in　DMSO：H20　（1：1，v／v）　was　added　for　1．Og
　with　mixing　to　RBC　suspension　（Hct．1．OZ）　to　give　a　final
　concentrations　of　lOμM　P工」一DPH．

　　Incubation　was　carried　out　for　at　370C．
　Abbreviatins　are　the　same　as　in　Table　3－1　and　Fig．3－2．

90

壁塗欝蟹麟懸盤難懸灘灘灘雛i灘一 遍
　　籔
i”f’111t／／／’／／s”tt，



h

Soy　PC及びHPCが取り込まれたため、飽和脂肪酸の多いHPCで処理した

HPC処理RBCの偏光度がSoy　PC処理RBCより高くなっていると考えられ

る。

　また、一定時間インキュベートした後のRBCの形状を観察したところ、

1分インキュベートしたRBCは正常な形を保っていたが（鈍鋸歯状に変形

したRBC約4％）、3時間インキュベートしたものでは鈍鋸歯状に変形し

たRBCが約10％含まれていた。8時間インキュベートしたRBCでは、鈍鋸

歯状に変形したRBCが約40％に達し溶血もみられた。以上の結果から、

PL－DPHのDMSO：H20（1：1，v／v）懸濁液によるRBCの処理時間を3時llli

に規定した。

　DMSO：H20（1：1，v／v）が単一の溶媒系でないのは、第1にほとんどの

リン脂質がDMSOのみには溶解せず沈殿してしまうため。第2に、　H20の

みではリン脂質が5mM程度であれば均一に分散するが、長時間その状態を

維持できないため。第3に、DPHはDMsoには溶解するがH20には溶解

しないためである。また、DMSO：H20（1：1，　v／v）においてH20の代わ

りにPBSを用いた場合、凝集沈澱がみられた。

2．リン脂質及び蛍光試薬の反応性の検討

実験方法

　1－2．1　試料及び試薬

　RBCに作用させる2－HUFA－PCは第3章第1節1－1．1で調製したものを使

用した・2－HUFA一一PE及び2－HUFA－PSは第2章第3節3－1の方法に基づき、

2－HUFA－PCをボスファチジル基転移したものを用いた（Table　3－2、3－3）。

　2，4，6－trinitrobenzene　sulfonic　acid　sodium　salt（TNBS）は生化学

用試薬を和光純薬工業（株）より入手した。

　血液は第3章第1節1－1．1と同様にヒトから採血して得られた新鮮iflLを用

いた。その他の試薬は第3章第1節1－1．1と同様のものを用いた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　91
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Table　3－2．　Fatty　acid　composition　of　the　prepared
　　　　PE　for　七he　measurement　of　membrane　fluidi’ヒy
　　　　and　deforrnability　of　RBC．

Soy　PE　HPE　1－EPA－PE
　　　　　　　　　　　　　　　　　Salmon
2－EPA－PE　2－DHA－PE
　　　　　　　　　　　　　　　　　roe－PE

sat．

16：0

18：0

Mono．

18：1

Poly．

18：2

18：3

20：5（EPA）

22：5

22：6（DHA）

12．9 21．0

3．5　50．1

10．9　25．9

66．3

　6．3

2．1

3．5

7．6

47．1

4．5

35．5

12．2

3．5

5．8

26．6

3．2

45．4

12．8

3．6

5．8

25．3

2．5

1．4

2．1

42．2

17．1

7．9

12．2

14．9

6．6

27．8

Abbreviations　3　Soy　PE，phosphatidylethanolamine　prepared
through　transphosphatidylation　of　Soy　PCラ　HPE，hydro－
genated　PEラ　1－EPA一：PE，eicosapentaenoic　acid（at　旦旦一1）
　　　　　　　　　　　　　

conta：Ln■ng　PEラ　2－EPA－PE，eicosapentaenoic　acid　（at　旦旦一2）
　　　　　　　　　　　　　

conta■n■ng　PEラ　2－DHA－PE，docosahexaenoic　acid　（at　旦旦一2）

conta■n：Lng　PEラ　Salmon　roe　：PE，PE　prepared　through　trans－

phosphatidylation　of　Salmon　roe　PC；　RBC，red　blood　cells．
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Tabl－e－3：3．　F－atty　acid　composition　of　the　prepared
　　　　PS．fgr．the　lneasurement　of　membrane　flUid］ty
and　deformability　of RBC．

SOY　PS　HPS　1一一EPA－ps　2－EpA－ps　2．DHA－ps　S．　alMhOnn
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　roe－PS

Sa’ヒ．

16：0

18：0

Mono．

18：1

Poly．

18：2

18：3

20：5（EPA）

22：5

22：6（DHA）

14・1　19e1

3．3　58．5

11．2　17．8

63．7

6．3

2．5

3．3

7．7

47．0

4．5

35．2

14．3

3．8

6．3

27．7

3．2

41e8

14．9

3．9

6．3

26．7

2．3

1．1

2．4

39．6

16．6

7．5

11．9

14．6

6．2

30．1

4bbrev．i’atigns　i　So￥　P＄，phosphatidylserine　prepared　through
Yr－a－ns．　phospPatidylation　of　Soy　PC；　HPS，hydrogenated　pS；
1“一EP－g1一PS　r　eicosapentaenoic　acid（at　s1tL－1）一conEaining　ps］・

R一一E．94一一PS“，gicosapentaenoic　acid　（at　s1．：一2）　containifig　pS；

Z－PHA－PS　r　docosahexaenoic　acid　（at　s1tL一一2）’containing”ps；

Sglrpop　roe　PS，PS　prepared　through　transphosphatidYlation
of　Salmon　roe　PC；　RBC，red　blood　cells．
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　1－2．2　各種リン脂質及び蛍光試薬処理赤ltlL球の蛍光強度の測定

　RBCに対するリン脂質及び蛍光試薬処理は、第3章第1節1で検討した条

件に基づいて行った。第3章第1節1－1．2に示す通り調製した洗浄RBC

（Hct。1％）5mlに、第3章第1節1－1．4に示す通り調製したPL－DPHの

DMSO：H20（1：1，　v／v）懸濁液25μ1を加え、遮光した状態で37℃、3時

間、80rpm／minでインキュベートした。このとき、2－EPA－Pしと2－DHA－

Pしがサケ卵Pしと同じ比率、すなわち、1：2（w／w）となるように混合した

EPA：DHA＝1：2（PL）もRBC処理川リン脂質として川いた。

　インキュベート後、PBSを川いて3回洗浄しリン脂質及びDPHを除去し

た後、PBSに懸濁しHct．0．05％に調整した。このRBC懸濁液の蛍光強度

を測定し・RBCに対するリン脂質及び蛍光試薬の反応性について検討した。

蛍光強度の測定条件は第3童第1節1－1．2に示す通りである。

　1－2．3　統計的処理

　各リン脂質処理RBCにつき5～6回蛍光強度を測定し、平均仙と標準偏差

を求めた。同一リン脂質分子種内で、PC、　PE、　PSの脂質クラス間でイ∫意

水準5％、1％、0．1％で‘一検定を行った。

　1・2．4　TNBSクエンチングによるリン脂質及び蛍光試薬の導入部位の検

　　　　討

　TNBSクエンチングは、　Grunbergerら52）の方法を応用して行った。

　Grunbergerら52）は細胞4x106～1×107個に対して、2mg／mlの

TNBS溶液lmlを用いて測定を行った。これをRBCのHct．に換算すると

0．05％に相当する（ヒトの血液のHct．が約45％であり、lm1中にRBCが約

1．1×1010個あるということに基づいて算出した。）。

　RBCをリン脂質とともに37℃、3時間インキュベートしてからPBSで洗

浄し・Hct．0．05％に調整するまでは、第3章第1節1－2．2と同様に行った。
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なお・対照にはリン脂質非存在下で同様に操作したものを用いた。

　リン脂質処理RBCをPBSに懸濁し、　Hct．0．5％に調整した。このRBC懸

濁液（Hct．0．5％）　O．5mlとTNBS溶液（TNBSが2mg／mlとなるように

PBSに溶解したもの）4・5m1を混合して、遮光した状態で4℃、1時間放置

した後・PBSで3回洗浄し余分なTNBSを除去した。　TNBSクエンチング効

果の比較対照としてTNBS溶液のかわりにPBSを用いて同様の操作を行っ

た。これらのRBC溶液をそれぞれ5mlのPBSに再懸濁し、第3章第1節1－

2・2と同様の条件で蛍光強度を測定し、RBCへのリン脂質及び蛍光試薬の

導入状況について検討した。

結果及び考察

　1－2．1　蛍光強度の測定によるリン脂質及び蛍光試薬の反応性の検討

　蛍光強度を測定することにより、RBCに対するリン脂質及び蛍光試薬の

反応性について検討した（Fig．3－6）。

　脂肪酸残基が同じであるリン脂質を作用させたRBC全てにおいて、　PC

処理RBCに比べ・PE処理RBC及びPS処理RBCの蛍光強度が有意に高くな

った。特に、EPA及びDHA結合型リン脂質を作用させたRBCにおいて、

その差が顕著であった。蛍光強度が高いということは多くの蛍光試薬が

RBCに導入され・偏光度の測定の際にも安定したデータが得られることに

なる・脂肪酸残基が同じPE、　PS処理RBC間の蛍光強度を比較したところ

有意差は認められなかった。

　1－2．2　TNBSクエンチングによるリン脂質及び蛍光試薬導入部位の確認

　TNBSクエンチングしたリンJl旨質及び蛍光試薬処i理RBCの蛍光強度を測

定することにより、RBCにおけるリン脂質及び蛍光試薬の導入状況に関し

て検討した。

　対照RBC、　Soy　PC処理RBC、　Soy　PE処理RBC及びSoy　PS処理RBC

のそれぞれにおいてTNBSクエンチング処理を施したもの（TNBS
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Soy　PL

HP［L，

1一・EPAd－PL

2－EPAe’PL

2－DHA－PL

Salmon　roe　PL

EPA：DHA＝1：2（PL）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　FIUOreSCenCe　intenSity

Fiq・3－6・　Comparison　of　fluorescence　intensity　amonq
　　　　　　ロ　　▽ar■ous　PL　treatments．

Mean±S・D・　of　measurements　for　5－6　times　are　given　in　each　group
（★）3significantly　different（P＜0・05）　from　each　PC　by　paired
　　　　t－test
（★★）3significantly　different（P＜0・01）　from　each　PC　by　paired
　　　　　　t－test
（★★★　》3significantly　different（P＜0・001》　from　each　PC　by
　　　　　　　　paired　t－test

Abbreviations　3　Soy　PL，Soy　phospholipid；　HPL，hydrogenated　P：Lラ
1－EPA－P工」’eicosapentaenoic　acid（at　旦n．一1）　containing　PLラ　2－EPA
一一oL’eicosapentaenoic　acid　（at　旦旦一2）　containing　PL；　2一・DHA－PL，

docosahexaenoic　acid　（at　旦亘一2）　containing　PLラ　Salmon　roe　PL，

natural　occuring　Phospholipid　prepared　from　chum　salmon　roeラ
EPA3DHA＝132（PL）’mixed　2－EPA－PL　and　2・一DHA－PL　with　1：2（w／w》ラ　PC，

phoSphatidylcholine｝　PE，Phosphatidylethanolamineラ　PS，Phospha一一
tidylserine．
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treated）と施さなかったもの（TNBS　untreated）の蛍光強度を測定し、

下記の式から蛍光消光率を算出した。

F．q．（o／o）　．

　　（F．1．　of　TNBS　untreated）　一（　F．1．　of　TNBS　treated）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　×100
（F．1．　of　TNBS　untreated）　一　（F．1．　of　control）

　（ただしF．q．％：Fluorescence　quenching％；F．1．：Fluorescence

intensity）

　TNBS処理によりすべてにおいて30－50％の蛍光消光がみられた（Table

3－4）。TNBS処理を施していないRBC膜は、　Fig．3－7（a）のような状態で

あることが推察され、これにTNBSを処理するとアミノ基と特異的に反応

するため主にRBCの膜タンパクと結合し黄色のトリニトロフェニル（TNP）

誘導体を与え、Fig．3－7（b）の様に蛍光消光が引き起こされると考えられる。

すなわち、TNP誘導体付近のDPHが蛍光を発しなくなるため蛍光強度が

減少する。また、TNBSが膜表面付近のアミノ基としか反応しなかったた

め膜中のDPHの一部しかクエンチングせず、残りのDPHが蛍光を発した

と思われる。Table3－4の結果からRBCに取り込まれたDPHのうち36．4－

47・2％以上が膜タンパクの近傍に取り込まれたことを示しており、蛍光プ

ローブしたリン脂質も必然的に膜タンパクの近傍に取り込まれているもの

と判断される。

　脂質クラスの蛍光消効率を比較すると、対照PC、　Soy　PCでは36．4％、

37・7％であったのに対し、SoyPE、　SoyPSでは44．5％、47．2％となって

おり差がみられた。DPHの膜への導入量は本節2。1で示したようにPE、

PSの脂質クラスのほうが多いことから、蛍光消効率が商いのはTNP誘導体

の量が多いためと考えられる。これは、SoyPE、　SoyPSのアミノ基と
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DPH

　　　　　i　g　i　l　　i
Excitation　wave　length　360　nm

一難
葦
」
季
、
・
、

Emission　wave
length　450　nm

，，7・Vif

　　Outer　membrane

Inner　membrane

（a）

TNBS
　　　　　で

R
ハ
1
）
U

鋳
憶

ρ
芋
川
）
d

（b）

PE　or　PS

R
ハ
1
）
9

Ω
ハ
川
）
o

（c）

Fig．3－7．　Diagram　of　TNBS　quenching．

　　　　　　（a）　PL一一DPH　treated　on　RBC　membrane．

　　　　　　（b）　［VNBS　quenching　against　（a）．

．　（c）　TNBS　quenching　when　treated　with　PE　or　PS．

　　　　　　APbreyigYiops：　？E，phosphatidylethanolamine；　ps，
　　　　　　phosphatidylserine．　Othe　abbreviations　are’the
　　　　　　same　as　in　Fig．3－1　and　Table　3－4．
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TNBSが反応してTNP誘導体が増加し、これにより蛍光消効率が大きくな

ったためと推察される。
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第2節　ヒト赤血球の膜流動性におよぼす高度不飽和脂肪酸結合型リン

　　　　脂質の影響

実験方法

　2．1　偏光度と膜流動性の関係

　RBC膜流動性の指標として用いた偏光度Pは、次式のように定義される

50，51）

　　e

　　　1／／　一　Ge　li

P＝
1／／　＋　Ge　1± G＝　li／／　／　lk

　膜流動性が向上すると、蛍光プローブであるDPHが動きやすくなり、

蛍光偏光解消が起こって偏光度が減少する。逆に、膜の流動性が低下する

とDPHの運動性が低下し、蛍光偏光解消が起こりにくくなり偏光度が増

加する。すなわち、あるリン脂質処理したRBC懸濁液の偏光度が対象とな

るRBC懸濁液の偏光度よりも低ければ、リン脂質処理によってRBC膜の流

動性が向上し、逆に偏光度が上昇した場合、リン脂質処理によりRBC膜の

流動性が低下したと判断できる53）。本節ではこの考え方を応用し、先に作

山したHUFA結合型リン脂質分子種の細胞膜流動性への影響について検討

した。対象細胞には生体膜を一種類しかもたないヒトのRBCを用いた。

　2．2　試料及び試薬

　RBCは第3章第1節1－1．2と同様の方法で、ヒトから採血した新鮮ifltより

分離し使用した。RBCに作用させるリン脂質はTable　3－1～3－3に示す18

種類を用いた。その他の試薬も第3輩第1節1－1．1と同様のものを用いた。
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　2．3　各種リン脂質および蛍光試薬の赤血球への処理方法

　RBCをリン脂質及びDPHとともに37℃、3時間インキュベートした後、

PBSで洗浄しHct．値0．05％に調整するまでは第3章第1節1－2．2と同様の操

作を行った。このRBC懸濁液（Hct．値0．05％）の偏光度を第3章第1節1－

1．2と同様に測定した。

　2．4　統計処理

　各リン脂質処理RBCの偏光度を5－6回測定し、　PC、　PE、　PSの脂質形

態ごとに、それぞれSoyPC、　SoyPE、　SoyPSに対し有意水準5％、1％

でt一検定を行った。

　2．5　リン脂質処理赤ltlL球の脂肪酸組成

　リン脂質処理RBCからBligh　and　Dyer法54）により全脂質を抽川し、こ

れをSep　pakシリカカートリッジに供した。クロロホルム：メタノール

（10：1，v／v）で脂1肪酸画分を除いた後、メタノールを用いてリン脂質画分を

溶出した。このリン脂質画分の脂肪酸組成を第1章第2節2．4に示す方法で

分析した。

結果及び考察

　2．1　赤1（IL球膜流動性におよぼす各種リン脂質の影響

　偏光度を測定することによりRBC膜の流動性におよぼすリン脂質処理の

影響について検討した（Fig．3－8）。いずれの脂質クラスにおいても飽和

脂肪酸の結合したHPC、　HPE、　HPS処理RBCの偏光度が大豆由来のリン

脂質処理RBCにくらべて有意に高く、膜の流動性が低下したことがわかる。

これ’
ﾉ対し、EPA、　DHAの結合したリン脂質で処理したRBCの偏光度は

すべて低い値を示し、膜の流動性が高いことが示された。特に、2－DHA．

PE、1－EPA－PS、2二EPA－PS及び2－EPA－PEと2－DHA－PEを1：2（w／w）

で混合したもの、2－EPA－PSと2－DHA－PSを1；2（w／w）で混合したもの

　　　　　　　　　　　　　　　　102
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l諮乙乙s圭1盤cant’y　d’ffe「ent（P＜0・01）fr・m　S・y　PC・r　PE・r　PS　by

iYbbreviations：EPA：DHA＝1：2（PC），mixed　2一一EPA－PC　and　2一一DHA－PC　with
li2．　；．EPA：DHA＝1：2（PE），mixed　2－EpA－pE　and　2－DHA－pE　with　1：2；　EP2g：

DHA＝1：2（PS），mixed　2－EPA－PS　and　2－DHA－PS　with　1：2．　Other　a6brevi－
ations　are　the　same　in　Table　3－1・一3－3．
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において偏光度が有意に低い値となった。EPA結合型リン脂質とDHA結

合型リン脂質の膜流動性へおよぼす影響は、PC形態においては差がみられ

ず、PE形態ではDHA結合型、　PS形態ではEPA結合型の偏光度が低く膜の

流動性におよぼす影響が脂質クラスによって異なっていた。EPAの結合位

置の違いによる膜流動性の比較では、いずれの脂質クラスでも皿一2位に

EPAの結合したリン脂質（2－EPA－PL）処理RBCの偏光度のほうが低い傾向

がみられたが有意な差ではなかった。溶lll【性について調べたところ、　P　S処

理においては溶lfltがみられたが、　PE形態、　DHA結合型リン脂質、水回リ

ン脂質・サケ卵リン脂質処理RBCでは溶itlLが認められなかった。一方、す

べての脂質クラスにおいて、サケの卵巣より調製したリン脂質で処理した

RBC膜の流動性が有意に低くなった。このことは、天然の水産リン脂質の

高度利用を図ったり、より現実的な魚介類の摂取による健康維持を考える

上でもきわめて興味深い結果と思われる。

　次に、インキュベート前後のRBC膜リン脂質画分の脂肪酸組成の変化に

ついて検討した（Table　3－5）。未処理RBCに比べ2－EPA－PC処理RBCの

リン脂質では、Pal（16：0）やOle（18：1）が減少し、　EPA（20：5）の増

加が認められた。DHA（22：6）にも増加の傾向がみられたが、アラキド

ン酸（20：4）などその他の脂肪酸の組成は2－EPA－PC処理による変化がみ

られなかった。以上のことからRBC膜の流動性を低下させると考えられる

飽和脂肪酸が減少し、EPAやDHAが増加することで膜の流動性が向上し

たと考えた。

　Berlinら55）をはじめ多くの研究者によってEPAやDHAの投与による

RBC膜のEPAやDHA含：量の増加と膜流動・図iの上昇についての報告がなさ

れてきた・本研究ではEPAやDHAのリン脂質形態に着目し、　RBC膜流動

性への影響についてin　vitl’Oで検討した結果、　EPA及びDHA結合型リン

脂質においてRBC膜流動性を」：昇させる効果があることを証明した。同一・

単分r層内を脂質分rが横方向に移動する側方拡散）里動が膜流動性に人き

な影響をIJ”え、側方拡散速度は炭化ノk素（アシル基）層の粘性によって決

　　　　　　　　　　　　　　　　104
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Table　3－5・　Chanqes　in　fa・ヒty　acid　composition　of
　　　　RBC　before　and　after　incuba’ヒion　with　2一・EPA一一PC．

Fatty　acid Untreated　2－EPA－PC
　　　RBC　treated　RBC

16：0

18：0

18：1

18：2

20：4

20：5（EPA）

22：5

22：6（DHA）

others

30．8

9e9

19e3

13e3

13．7

0eg

le3

4e9
5e9

28．8

9e6

i7e6
13e6

13e4

2eO
le5

5e8
7e7

Abbreviations　are　the　same　as　in　Table　3－1．
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定される56）ことから、HUFA結合型リン脂質分子で処理することにより、

RBC膜内でのリン脂質分子運動が活発になり、このことが膜の流動性を」二

昇させたと考えられた。

　本研究では、HUFA結合型リン脂質の中でもとりわけDHA結合型PEで

処理したRBCにおいて1漠流動性の上昇が大きいことが示された。ヒトの

RBC膜のリン脂質のうち28．0％がPEであり、主に脂質二重膜の内1漢に存

在している（PCは34。7％で主に外膜に存在し、　PSは14．30／。で主に内膜に

存在している44））。PE中のHUFA含量が74．9％とPCおよびPS中の

HUFAに比べて多い44）ことから、　HUFAがPEの形態であることにより生

理機能をより効果的に発現すると考えられる。また、RBCに取り込まれた

リン脂質の外層から内層への移行は、PCでは120分で4％しか移行しない

のに対し、PE、　PSでは30分で30－70％と速い割合で移行する57）こと、細

胞膜外層に比べ内層の流動性が7倍程度高いこと58）が報告されていること

から考えると、2－DHA－PEで処理することによりRBCに取り込まれたPE

がすみやかに内層に移行し、膜流動性を高めている可能性が考えられる。

川町分界重層の非対称性と膜流動性の関係については未だ明らかにされてい

ないことからも、本研究結果はきわめて興味深いと思われる。

　糖尿病患者、商血圧患者、肝疾患患者、腎不全透析患者、動脈効果患者

などではRBC膜の流動性の低下することが報告されている59）。糖尿病患

者ではインスリン依存性の不飽和化酵素活性が低下し、HUFAの生体内合

成が低下するため膜流動性が低下する60）と考えられており、HUFAの投

与による膜流動性の回復が期待される。短時間での改善を期待するとき、

浜崎ら61）が報告しているようにDHA結合型リン脂質とDHAトリグリセリ

ドの乳化液の投与が考えられ、また、経口投与においてもリン脂質形態に

おいて利用速度が早い62）という報告があることから、HUFA結合型リン

脂質、特にPEの形態が効果的であると結論した。
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第3節　ヒト赤血球変形能におよぼす高度不飽和脂肪酸結合型リン脂質

　　　　の影響

実験方法

　3．1　人工毛細1血L管モデルの概要

　物質交換が行われる毛細血管においてはRBCの変形能が特に重要になる。

その管径は組織によっても異なるが平均5μm程度である。これに対し

RBCの径はヒトで約8μmである。したがってRBCは変形しないと毛細inL

管を通過し得ない関係にある。酸素消費量の大きい組織ほど毛細血管径は

小さくなる傾向にあり、RBCの変形能がとくに重要になる6第3節ではこ

のようなヒトの毛細血管のモデルとして、半導体の製造技術を利用して製

作した人工毛細血管様マイクロチャンネル63－65）を用い、EPA及びDHA結

合型リン脂質のRBC変形能への影響について検討した（Scheme　3－1）。

　菊池ら63’65）は半導体製造技術を用いてシリコン単結晶基板上に人工毛

細lnL管モデルの加工を行った（Fig．3－9）。中央に試料を通す穴（Penetrat－

ing　hole）があり、その周りは四方をバンクで囲まれたWe11になっている

（Fig．3－9（a））。よって試料はPenetrating　holeを通過後Wellに到達し、

Bank上に形成されたマイクロチャンネル（Microgrooves）を通過する。

Bank上に形成されたマイクロチャンネルを拡大したものがFig．3－9（b）で

ある。マイクロチャンネルの長さは約10μmであり、その前後には約30μ

mのTerraceがある。マイクロチャンネルの幅は約9μmでありその断面を

三角形とみなしたとき、三角形の他の二辺の長さはTerraceに対して54．7

度の角度であることから7．7μmと算出される。よってマイクロチャンネル

の断面積は27，7μm2であり、これは直径6μmの円の面積に相当する。ヒ

トの毛細血管の平均径は約5μmであり、マイクロチャンネルの断而積より

求めた径とほぼ一一致する。RBCの平均径は約8μmであり、このRBCを一

定条件下でマイクロチャンネルに流し、その通過時間と通過量を測定する
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Fig．3－9．　Outline　structure
　　Capillary　ModeX．

of　the　Artificial

（a）　Putline　structure．　The　silicon　substrate　surface　has　the
compartments　（Wells）　partitioned　by　the　Banks．
（b）　Expanded　view　of　the　Bank．　［Vhe　level　areas（Terraces）　are　placed
at　the　two　sides　of　’ヒhe　Bank　a’ヒ　the　same　level　to　the　groove　dep・ヒh．

（c）　Blood　passage．　The　con・ヒact　of　the　upper　surface　of　the　Bank　to
the　glass　plate　can　be　made　water’ヒight　wi’ヒh　mechanical　pressing　alone
because　of　the　op七ical　flatness　of　the　bo’ヒh　surfaces・
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ことによりRBCの変形能を数値化することが可能になった。マイクロチャ

ンネルは一つのBank上に650個、人工毛細血管モデル上には合計で2600

個あるため・試料の通過時間と通過量を平均化して測定でき、再現性の高

い結果を得ることができる。また、本システムではシリコン単結繍基板に

ガラス塞板を圧着させているため（Fig．3－9（C））、マイクロチャンネルの

入口と出口付近を流れるRBCの様子を顕微鏡で観察でき、更に接眼側に8

ミリビデオカメラを設置しているのでその様子をTVモニターに映し記録、

観察できるユニークな特徴を有している。

　3．2　試料および試薬

　RBCに作用させるリン脂質はTable　3－1～3－3に示す18種類のリン脂質

を用いた・使用した試薬は第3章第1節1－1．1と同様のものを用いた。

　3．3　各種リン脂質の赤血球への処理方法

　ヒトの静脈より採血を行い（ヘパリン10001U／mlをML液に対して5％加

え凝血防止）、3000rpm、15min、4℃で遠心分離し、　im漿及びRBC以外

のlfiL球を除去した。この時得られたlflL　vaを後ほど使用するために別の容器

で保存（40C）しておき、残ったRBCをPBS（10mMリン酸水素ニナトリ

ウム、125mM塩化ナトリウム、　pH7．4　at40C）で3回洗浄した。洗浄RBC

を反応用PBS（10mMリン酸水素ニナトリウム、125mM塩化ナトリウム、

2mMアデニン、10mMイノシン、10mMグルコース、　pH7．4　at37QC）

に懸濁しヘマトクリット値（Hct．）を2％に調整した。

　洗浄RBC（Hct．2％）6mlに対してリン脂質懸濁液（リン脂質が4mMとな

るように蒸留水に超音波懸濁したものと、DMSOを1：1の割合で混合し、

さらに超音波処理したもの）を60μ1加えた。これらの反応混液を37℃、3

時間振1髪と†llll・ltl・1！ii（80rpm／min）ellでインキュベートし、再びPBSで3回洗浄

することによって余分なリン脂質を除去、PBSに再懸濁し、　Hct．10％に調
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整した・このRBC懸濁液05mlに前記の血漿：0．2m1を加えてよく混合した

後Nuclep・re　filter（5．0μm、　C・star　Scientific　C・rp。rati。n）に通

したものを毛細血管モデルによるRBC変形能測定用の試料とした。

　3．4　リン脂質処理RBCの変形能測定

　Fig・3－9（a）に示した人工毛細1fiL管モデルを用いてRBC変形能を測定した。

人工毛細血管モデルをFig．3－9（c）のようにガラスと圧着させることにより

マイクロチャンネル以外からの漏れを防止すると共に顕微鏡による観察を

可能にした・外部から7．4mmHg（10cmH20）の引圧をかけてマイクロチ

ャンネルにRBCを通過させ、試料液100μ1が流れるのに要する時間を1　O，tt　1

毎に計測した・このマイクロチャンネル通過速度と顕微鏡を通してTVモ

ニターに映しだされた画像から（接眼レンズ10倍、対物レンズ10倍、8ミ

リビデオカメラ約10倍からTVモニターに映し出される画像は約1000倍）、

種々のリン脂質処理がRBC変形能に及ぼす影響を比較検討した。すなわち、

マイクロチャンネル通過速度が低下したものは変形能が悪化し、向上した

ものは変形能が改善されたと判断した。

結果及び考察

　3．1　毛細血管モデルを用いた赤血球変形能測定法の再現性の検討

　毛細血管モデルを用いたRBC変形能測定法の再現性に関して検討した結

果をFig．3－10に示す。

　対照（a）・（b）は・異なる日に同じヒトで採血を行い、その日のうちに同

じ条件でRBCの変形能を測定したものである。対照（a）、（b）のflow

curveはほぼ同…4線上にあり・流量が10μ1毎のマイクロチャンネル通過時

間においても対照（a）・（b）間の差は1秒以内に納まっていた。このことか

ら・本毛細血管モデルを用いたRBC変形能測定法の再現性は充分に高いも

のであることが確認された。

　従来まで用いられてきたマイクロピペット法やフィルター法は、測定に
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　　　　Fig．3－10．　Reproducibility　of　deformability
　　　　　　measurements　with　Artificial　Capillary　Model．

（Groove　length　of　the　microchannel：10pm；　Negative　pressure
applied　into　the　reservoir　7．4mmHg（10cm　H20）；Temp．：ambient（240C）
Control（a）（b）：RBC　suspensions　were　prepared　by　incubation
without　PL．
Abbreviations　are　the　same　as　in　Fig．3－1．
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熟練を要することや測定値にばらつきが多いことなどの問題点があった

66・67）。RBC変形能の測定に、シリコン単結晶基板毛細lflt管モデルを用い

ることで、ヒトの毛細1nL管にきわめて近い条件で信頼性のある値を得るこ

とができると考えた。

　3．2　毛細lflL管モデルによる高度不飽和脂肪酸結合型リン脂質処理赤lflL

　　　球の変形能の評価

　RBCのマイクロチャンネル通過速度を測定することにより、種々のリン

脂質処理RBCの変形能の評価を行った結果をFig．3－11に、リン脂質処理

RBCがマイクロチャンネルを通過している様子をFig．3－12～14に示す。

　いずれの脂質クラスにおいても飽和脂肪酸を主な構成脂肪酸とする水添

リン脂質で処理したRBCのマイクロチャンネル通過速度が遅くなっており、

特に、HPC処理RBCでマイクロチャンネル通過速度が著しく遅くなってい

た（Fig．3－11）。マイクロチャンネルを通過している様子（Fig．3－12（a））を

観察すると、HPC処i理RBCではマイクロチャンネルの出入口で引っ掛かり

が見られRBC変形能が低下していることが明白であった。リノール酸を

60％以上含むSoy　PCで処理したRBCでは、　PCを加えず同様に処理した対

照RBCに比べRBC変形能に大きな変化はみられなかったのに対し、

HUFA結合型PCで処理したRBCではすべてが対照RBCよりもマイクロチ

ャンネル通過速度が速くなっており（Fig．3－11）、　RBC変形能が向上してい

ることが示された。またその結果は、マイクロチャンネルに引っ掛かるこ

となくスムーズに通過しているRBCの様子（Fig．3　一1　2（b））からも確認でき

た。

　熊谷ら68）はEPAエチルエステルの投与により血液粘度が有意に低下し、

RBC変形能も有意に上昇することを報告しているが、本実験においても

HUFA結合型リン脂質を用いたRBC処理により同様の結果が得られた。

　脂質クラスごとでの分子種の影響は、PCおよびPEの脂質クラスでは
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Fiq．3－11．　Flow　curves　of　RBC　・ヒrea・ヒed　with　▽arious

　　PL　obtained　through　evaluation　of　deformability
　　with　Artificial　Capillary　Model．
（Groove　length　of　the　microchannel：10　pm；　Negative　pressure
　applied　into　the　reservoir　7．4mmHg（10cm　H20）；　Temp．：ambient
　（240c））

　Abbreviations　are　the　same　as　in　Table　3－1－3－3．
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（a）RBC

軽一群

集、

〈e一一　flow　direction

’ヒreated　with　HPC（×1，000）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＜←一flow　direc’ヒion

　　　　　　　　　　（b）RBC　’ヒrea’ヒed　with　2－DHA－PC（×1，000）

Fig．3－12．　Microscopic　observation　of　RBC　treated　with
　　HPC〈a）　and　2－DHA－PC（b）　in　microgrooves　of　Artificial
　　Capillary　Model．
（9rOove一　length　of－the　microchannel：10pm；　Negative　pressure　applied
　　into　the　reservoir　7．4mmHg（10cm　H20）；　Temp．：ambient　（240C）

　Abbreviations　are　the　same　as　in　Table　3－1．
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EPAよりDHAをS．1tL－2位に結合する2－DHA－PC、2－DHA－PE、　PSでは1－

EPA－PSにおいてRBC変形能の向上作用が顕著であった（Fig．3－11、3－13）。

第3章第2節で検討した偏光度測定によるRBCの膜流動性に対するHUFA

結合型PL処理の影響と同様の結果が得られたことから、　HUFA結合型リ

ン脂質で処理することによりRBC膜流動性が高まり、その結果RBC変形能

が向上することが考えられた。RBC膜流動性への影響と同様にリン脂質分

子種や化学形態によりRBC変形能の向上効果が異なることが示唆された。

また、サケ卵巣より抽出したリン脂質処理RBCにおいてもRBC変形能改善

効果が大きかった（Fig．3－11、3・14）。

　RBC変形能の向上は、膜リン脂質脂肪酸のコレステロールとの結合性や

細胞内タンパク質との相互作用など様々な要因によって引き起こされると

考えられる56）ことから、今後詳細な検討が必要と思われるが、本研究に

よりリン脂質の分子種によりRBC変形能へおよぼす効果が異なり、その様

子を視覚的に明らかにすることができたことは意義が大きい。また、同じ

n－3系のHUFAにおいても、　PC、　PEの形態ではDHA結合型リン脂質が、

PSではEPA結合型リン脂質が変形能を大きく高めることから、第2節と同

様にHUFA結合型リン脂質の分子構造が重要な役割を果たしていると考え

た。
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＜←一flow　direc’ヒion

（a）RBC　trea’ヒed　with　2－DHA－PE（×1，000）

〈t｛一一一　flow　direction

（b）RBC　trea’ヒed　wi’ヒh　1－EPA－PS（×1，000）

Fig．3－13．　Microscopic　observation　of　RBC　treated
　　with　2－DHA－PE（a）　and　1－EPA－PS（b）　in　microgrooves
　　of　Artificial　Capillary　Model．
（Groove　length　of　the　microchannel：10pm；　Negative　pressure
applied　into　the　reservoir　7．4mmHg（10cm　H20）；　Temp．：ambient（240c）

Abbreviations　are　the　same　as　in　Table　3－2－3一一3．
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　　　　　　　　　　　　　　　　〈一一一　flow　direction

　　　　RBC　trea’ヒed　wi’ヒh　Salmon　roe　PC（×1，000）

Fig．3－14．　Microscopic　observation　of　RBC　treated
　with　Salmon　roe　PC　in　microgrooves　of　Artificial
　Capillary　Model．
（Groove　length　of　the　microchannel：10pm；　Negative　pressure　applied
into　the　reservoir　7．4mmHg（10cm　H20）；　Temp．：　ambient（240C）

　Abbreviations　are　the　same　as　in　Table　3－1．
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第4章　ヒト前骨髄性白血病細胞（HL－60細胞）の増殖及び分化

　　　　におよぼす高度不飽和脂肪酸結合型リン脂質の影響

　これまで多くの疫学調査により脂質とガンの関係が調べられてきた3・5・

69・70）。その結果、EPAやDHAなどのn・3系高度不飽和脂肪酸は発ガン抑

制的に働き、リノール酸やγ一リノレン酸などのn－6系不飽和脂肪酸は発ガ

ン促進的に働く傾向が認められている。しかしながら、それらのほとんど

は動物実験による間接的証明であり、細胞レベルでの直接的証明が今後の

研究課題であると思われる。

　EPAやDHAは生体膜中でリン脂質分子に取り込まれ生：理機能を発現する

と考えられおり、その際、特にDHAは皿一2位に選択的に取り込まれ特定

のDHA結合型リン脂質の立体構造をとる。その構造は§』一1位に結合した脂

肪酸によっても大きく異なることがApPlegateら71・72）により指摘されて

いる。Matsumotoら9）は5一リポキシゲナーゼ活性に対するDHA結合型リ

ン脂質分子種の影響を検討したところ、皿一2位にDHAの結合している場合

皿一1位の脂肪酸がOle＞DHA＞Pa1の順で阻害活性が強いことを報告して

いる。また、Suzukiら73）は細胞分化誘導能を有するリン脂質をニジマス

胚から抽出し構造を調べたところ、皿一1位の脂肪酸がPa1またはOle、9Lt－

2位の脂肪酸がDHAであったことを認めている。このことより、立体構造

のみならず生理機能も分子種により異なることが強く示唆される。

　一方、リン脂質分子内には疎水性部分であるアシル基のほかに、塩基や

リン酸基など親水性の原子団もあり、コリン、エタノールアミン、セリン、

イノシトールなどの塩基の種類によりリン脂質分子全体の機能が大きく異

なる・ことが知られている。動物細胞の膜lj白質二重層においてはPE、　PSは

ともに細胞質側に多く存在し、PCとは反対側に位置しその生理機能が異な

ることは第3章の結果から裏づけられる。そこで本章では、n－3系HUFAの

生理機能の1つである抗ガン作用、特にガン細胞の増殖及び分化におよぽ
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すEPAやDHA結合型リン脂質の影響をリン脂質の構造と関連づけて明らか

にすることを目的とし、第1節ではヒト前骨髄性白lflL病細胞であるHL－60

細胞の増殖と分化におよぼすEPA及びDHA結合型リン脂質の影響を脂肪酸

やエチルエステルの形態と比較しながら検討した。第2節では皿一1位に単

一の脂肪酸を結合させたDHA結合型PCを用いて、　HL－60細胞の増殖と分

化におよぼすDHA結合型PC分子種の影響について検討した。第3節では

PCと同一一アシル基で塩基部分の異なるEPA及びDHA結合型PE、　PSを用い

て、HL－60細胞の増殖や分化におよぼすリン脂質形態の影響について検討

した。
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蓬が一』謡　繋懇鍵盤

　　・獅1舞・

第1節　HL－60細胞の増殖と分化におよぼすエイコサペンタエン酸及び

　　　　ドコサヘキサエン酸の影響

実験方法

　1．1　試料及び試薬

　HL－60細胞（ATCC　CCL－240）は大U本製薬（株）より購回した。

RPMI　1640培地・penicillin及びstreptomycinはGibco　BRLより購入し

た。a11一　transレチノイン酸（RA）、nitro　blue　tetrazolium（NBT）、

ph・rb・112・my・ist・t・13－acctat・（TPA）はSigm・Chcmical　C・．より購

入した・Soy　PCとして使用したsoybean　phosphatide　extrac1（phospha－

tidylcholine＞95％）は、　Avanti　Polar－Lipids，　Inc．より購入した。　EPA、

DHA・EPAやDHAのエチルエステル（EPA－EE、　DHA－EE）は1・1本化学飼

料（株）より入手し、フロリジルカラムクロマトグラフィーにより過酸化

物を除去したものを使用した。その他のリン脂質は第2章第1節の方法で調

製し、酸化物を除去した後使用した（Table　4－1）。酸化物の除去はTerao

ら74）の方法に準じて：HUFA結合型PCを逆相ローパーカラム（Lichroprep

RP－8・E・Merck）に供してクロロホルム：メタノール：水（1：10：0．5，　v／v／v）

を用いて行った。

　1・2　HL－60細胞の増殖の測定

　HL－60細胞を10％ウシ胎児lfiL清（56℃で30分間町回化して使用）を含

むRPMI　1640培地（penicillin　1001U／ml、　streptomycin　lOOμ9／ml含

有）を用いて、5％CO2を含む気流中37℃で培養した。細胞密度が5x

lO4　cclls／m1となるように調整した培養液に、種々の脂質のエタノール溶

液（エタノールの濃度は細胞増殖に影響しないO．1％以下とした。）を添

加した後、経時的に細胞数を測定した。死細胞はtrypan　blue染色により確

認した。
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麟麗

　1．3　細胞分化誘導能の測定

　HL－60細胞は、1977年にCollinsら75）により末梢血より樹立された急性

前骨髄性白血病細胞で粗大なアズール穎粒を有することが特徴である。

HL－60細胞はRA、　DMSOなどの添加により穎粒球（好中球）に、　TPAや1

α，25一ジヒドロキシビタミンD3では単球／マクロファージに終末分化する

ことが知られており（Table　4－2）76）、脱ガンという観点から研究が行われ

ている。本研究では、終末分化にともない発現する活性酸素産生能をNBT

色素を用いて測定することにより分化の指標とし、EPA及びDHA結合型リ

ン脂質の影響について検討した。

　HL－60細胞は10％ウシ胎児血清（56℃で30分間非働化して使用）を含

むRPMI　1640培地（penicillin　1001U／m1、　streptomycin　lOOμ9／ml含

有）を用いて、5％CO2を含む気流中37℃で培養した。細胞密度が1x

105cells／mlとなるように調整した培養液に、種々の脂質のエタノール溶

液（エタノールの濃度は細胞増殖に影響しない0．1％以下とした。）を添

加後24時間培養し、分化誘導剤であるRAのエタノール溶液を終濃度100n

Mとなるように添加して、更に24時間培養した。細胞培養液の一部を用い

てNBT色素還元能を測定し、細胞分化率とした。　NBT還元能の測定77）は

以下に示すように行った。2－4×105／m1の細胞懸濁液0．5m1を試験管にと

り、TPA（162nM）、　NBT（05mg／ml）を含んだPBS溶液0．5mlを加え、37

℃で30分間インキュベートした後、細胞内に02一で還元されて青く沈着し

た色素（formazan　deposit）を有する細胞を数え、百分率で表すことによ

り分化率を求めた。

NBT　positive（o／o）

　　　　　．，pml　u　e－black－to－r“m　a－z－qLn－deposits　containing　cells

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　×100
　　　　　　　　　　　　　　total　cells

123

t蝦　『鰻　　「灘



RA，　DMSO，
NeuAcnしc 1．illtllz

Granulicyte

b一
Ganglioside　G　M3，

TPA，　1，25（OH）2D3

HL－60

一一一一一一一一一一・一一一一一一一一一一一一一一・一一一

Monocyte　／　Macrophage

．動

Eosinophil

Sodium　butyrate

十Tlymphocyte　ceH
　line　conditioned

　medium

（］〉〈　〉

Bosophil

Table　4－2，　Exprcssion　or　functional　characters　by　retinoic　acid－induced

　　　di　fferentiation　of　H　L－60，　76）

Functional　character HL－60 Granulocyte　Monocyte／Macrophage

Phagocytosis

NBT　reduction
（Superoxide　anioon　generation）

Bactericidal　action

Chemotaxis

Lysozyme

Nonspecific　esterase

GangliosideGM3

NeuAcnLc

十

十
十

十
十
十
十
十

噌
－
壷
↑

十
十
十
十
↑
十
↑
↓

十　：positive，　一一　：negative，　T　：increase，　t　：decrease．

Abbrcviutions：　RA，　rctinoic　acid；　DMSO，　dimethyl　sulfoxidc；　TPA，　12－O－tctradccanoyl－

phorbol－13－acetute；　NeuAcnl．c，　ncolacto　scrics　gangliosidcs．

，
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結果及び考察

　1・l　HL－60細胞の細胞増殖におよぼすエイコサペンタエン酸及びドコ

　　　　サヘキサエン酸の影響

　EPAとDHA結合型PCのHL・60細胞の増殖におよぼす影響について検討

した。2－DHA－PC　12．5μMの添加では対照（エタノールのみの添加）と比

較し・細胞増殖に差がみられなかったのに対し、62．5μMの添加では24時

間目から増殖抑制がみられ、120時間では対照に対し36．4％の細胞数とな

った（Fig・4－1）。2－EPA－PC　62．5μMの添加でも同様に増殖抑制がみら

れ、120時間では対照に対し41．3％となり2－DHA－PCと2－EPA－PCの間に

は大きな差がみられなかった。

　DHAやDHA－EEの化学形態での細胞増殖におよぼす影響についても検討

したところ、DHA、　DHA－EEの何れも25μM（2－DHA－PC　12，5μMのア

シル基の数に相当）の添加では対照との差がみられなかったのに対し、5

倍童の125μMの添加ではリン脂質形態と同程度の増殖抑制効果がみられ

た（Fig．4－2）。

　Burnsら78）はDHA　10μMの添加によりHL－60細胞の増殖が抑制された

ことを報告しているのに対し、Obermeierら79）はU937細胞にEPAやDHA

10μMを添加しても増殖抑制がみられなかったことを報告しており、細胞

の種類や培養条件によりHUFAの効果が異なることが予想される。また、

Falconerら80）はHUFAの添加により膵臓ガン細胞の増殖が濃度依存的に抑

制され、その作用が脂質過酸化反応と関係があることを報告している。本

実験においても2－DHA－PC、2－EPA－PCのHUFA結合型PCを高濃度（62．5

μM）で添加することによりHL－60細胞の増殖を抑制することが明らかと

なった。
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Fig・4一・1・　Effec．ヒ　of　exoqenously　added　2－EPA－PC　and
．　2一一DHA一一PC　on　cell　growth　of　HIJ－60　cells．

　　Data　represent　mean±S．D．　of　three　independent　experiments．
　　Abbreviations　are　the　same　as　in　Table　4－1．
　　　　　一・…一一｛コー　　Contro1　　　　　　　　　　－o－　　2－DHA－PC　62。5μ凹

　　　　　一〇一2のHA－PC　12・5岬　一一ト聯2－EPA－PC　62・5μM
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Fiq．4－2．　Effec’ヒ　of　exoqenously　added　DHA　and　DHA－EE　on
　　cell　grow’ヒh　of　HL－60　cells．

　　Data　represent　mean±S．D．　of　three　independent　experiments．
　Abbreviations　are　the　same　as　in　Table　4－1．

　　　一一一｛］一　 Control　　　　一一一「ti一一一“一　DHA　25μM　　　　一一一〇一一一　DHA－EE　25μM

　　　一一｛■トー一　DHA　l25μN　　一一「己r一一　DHA－EE　125μM
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蕪：麟tt・

　　1・2　HL・60細胞の細胞分化におよぼすエイコサペンタエン酸及びドコ

　　　　サヘキサエン酸の影響

　EPA及びDHA結合型PCのRAによる細胞分化誘導作用への影響について

検討した。RA　100nM（終濃度）を添加して24時間インキュベートするこ

とにより40％程度の細胞分化率がみられたのに対し、2－EPA－PC及び2．

DHA－PC　12・5μMを添加し24時間プレインキュベートすることにより

50・2％・54・5％と細胞の分化率が有意に上昇し、その効果はRAを10倍量

の1μM添加した際の分化率に相当していた（Fig．4－3）。一方、2－HUFA

－pcの合成反応の出発物質であるSoy　pcを添加した場合、細胞分化率は

RAのみの添加に比べ差がみられなかった。　EPA及びDHA結合型リン脂質

添加量を5倍の62・5μMにして検討したところ、分化率が73．8％、72．5％

にまで高まり・添加量に応じて分化率の上昇効果がみられた。2．EPA－PC

と2－DHA－PCの作用を比較した場合、12．5μMの添加において2－DHA．

PCのほうが分化率が5％程度有意に高いことが示された。成沢ら81）、矢

澤ら82）はEPAとDHAの添加によるガン抑制効果を比較した場合、　DHAの

効果がやや強いことを認めており本研究のリン脂質形態においても同様の

傾向がみられた。Naitoら83）はRAの添加によりHL－60細胞の分化を誘導し

たとき、細胞内のリン脂質脂肪酸組成におけるDHAの割合が増加すること

を報告しており・このことからも細胞分化においてDHAがより重要な役割

を果たしていることが強く示唆された。

　一方・2－DHA－PCのみを添加した場合では、添加量を増加しても分化率

がContro1（エタノールのみ添加）と同様の10％程度にとどまったことか

ら、2－EPA－PC、2－DHA－PCの効果はリン脂：質そのものの細胞分化誘導効

果ではなく・RAによる細胞分化誘導作川の促進的効果であると判断した。

　EPA・EPA－EE・DHA及びDHA－EE添加の影響を同様に検討することに

より・リン脂質形態との比較を行った。このときリン脂質は分子内にアシ

ル基を2つ有するため添加濃度を2倍の25μM、125μMとした。DHAと
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Fig．4－3．　Effec’ヒ　of　exogenously　added　2－EPA－PC　and
　　2－DHA－PC　on　retinoic　acid　induced　differentiation
　　of　HL－60　cells．

　　Values　represent　means±S．D．．　＊P　〈O．Ol　vs．　RA　100nM．

　Values　are　significantly　different　from　each　other．
　　＊＊P　〈O．Ol

　Abbreviations：RA，retinoic　acid．　Other　abbreviations　are　the
　　same　as　in　Table　4－1．
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DHA－EEをそれぞれ25μM添加した場合、分化率はそれぞれ46．5％、47．8

％となり、RAのみの添加に比べ分化率が7％程度高く促進効果がみられた

ものの、2－DHA－PC　l2。5μMの添加に比べその効果は有意に低かった

（Fig・4－4）。　DHAを5倍量の125μM添加した場合では、2－DHA－PC　62・5

μMの添加と同様に分化率が70％程度まで上昇したが、DHA－EE　l25μM

の添加では2－DHA－PCや遊離型DHAの添加に比べ分化率が有意に低く、

遊離脂肪酸形態に比べエチルエステル形態のほうが促進効果が低いことが

示された。

　EPAについても検討してみたところ、　DHAと同様に2－EPA・PCの形態に

おいて分化率の上昇が顕著であった（Fig．4－5）。EPAやEPA－EE　25μM

の添加では分化率の上昇はみられず、5倍量の添加においても2－EPA－PCで

は70％以上の分化率に達したのに対し、EPA125μMでは47．2％と僅かに

上昇し、EPA－EE　125μMでは分化率の有意な上昇はみられなかった。

　先のBurnsら78）はHL－60細胞をDHAでプレインキュベートすることに

より、RAの細胞分化誘導能に対する促進効果を報告している。本研究にお

いても酵素反応により合成したEPA及びDHA結合型PCにおいて同様の促

進効果がみられたが、EPAやD：HAの作用は脂肪酸やエチルエステルの形態

よりもリン脂質形態のほうが明らかに高く、EPAやDHAを含まないSoy

PCでは促進効果が全くみられなかった。以上の結果から、ガン細胞の分化

誘導促進作用においてEPA及びDHA結合型リン脂質が細胞の感受性を向上

させることにより分化誘導剤などの作用を増強していることが推察され、

薬剤の減量とともに副作用の軽減への期待がもたれる。
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Fig．4－4．　Cornparison　of　retinoic　acid　induced
　　differen●ヒiation　of　HL－60　cells　supPlemented
　　with　DHA，　DHA－EE　and　2－DHA－PC．

　　Values　represent　means±S．D．．　＊P〈O．Ol　vs．　RA　100nM．

　　Values　are　signiticantly　different　from　each　other．
　　＊＊P　〈O．Ol

　Abbrevia’ヒions　are　the　same　as　in　Table　4－l　and　Fig。4－3．
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　　Abbreviations　are　the　as　in　Table　4－1　and　Fig．4－3．
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．、

第2節　HL－60細胞の増殖と分化におよぼすドコサヘキサエン酸結合型

　　　ホスファチジルコリン分子種の影響

実験方法

　2．1　試料及び試薬

　HL－60細胞、　RPMI　l640培地、　RA、　NBT、　TPAは第4章第1節1．1と同

様のものを使用した。2－DHA－PC、1－Pal，2－DHA－PC、1－Ole，2－DHA－PC

は第2章第3節で調製したものを用いた。1，2－dipalmitoyl一皿一glycero－3－

phosphocholine　（di－Pal－PC）　．　1，2－dioleoyl－s一！tL－glycero－3－phospho－

choline（di－01e－PC）はAvanti　Polar－Lipids，　Inc．より購入した。

2．2　細胞増殖の測定

細胞増殖の測定は第4章第1節1．2と同様の方法で行った。

2．3　細胞分化誘導能の測定

細胞分化誘導能の測定は第4斎第1節1．3と同様の方法で行った。

結果及び考察

　2，1　ドコサヘキサエン酸結合型ホスファチジルコリン分子種の細胞増

　　　　殖におよぼす影響

　皿一2位にDHAの結合した2－DHA－PCの生理活性作用は皿・1位の脂肪酸、

すなわち分子種によって異なることが予想される。そこでHL－60細胞の増

殖に対するDHA結合型PC分子種の影響について検討した。使用したリン

川旨質の脂肪酸紐成をTablc　4－3に示す。

　すべてのリン脂質において12．5μMの添加では細胞増殖が対照（エタノ

ールのみ添加）と同様に進み、抑制効果はみられなかった（Fig．4－6）。

62．5μMの添加においても、di－Pal－PCやdi・Ole－PCの添加では対照と細胞
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Fig．4－6．　Effect　of　exogenously　added　various　PC
　　molecuiar　species　on　cell　growth　of　HL－60　cells．
　　Data　represent　mean±S．D．　of　three　independent　experiments．
　Abbreviations　are　the　same　as　in　Table　4－3．

　　　一ローC・ntr・1　　　　　　一一一・一tト2－DHA－PC　12．5岬

　　　一一e一一一一　1－Pal，2－DHA－PC　12．5Lt　M　一一’7Ar一一一　1－Ole，2一一DHA－PC　12．5”M

　　　．一一一一一〇一　di一一Pal－PC　12・5LL　M　＋di－Ole－PC　12．5pt　M
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マ　3‘㍗國

増殖に差がみられなかったが、この濃度では§』一2位がDHAにおき変わっ

た1－Pa1・2－DHA－PC及び1－Ole，2－DHA－PCでHL－60細胞の増殖抑制効果が

みられ、DHAの結合がリン脂質のガン細胞増殖抑制作用の発現に重要であ

ることが示された（Fig．4－7）。艶1－1位の脂肪酸の違いによる差は認めら

れず、塾一1位の脂肪酸を特定していない2－DHA－PCとのあいだにも大きな

差はみられなかった。

　2・2　ドコサヘキサエン酸結合型ホスファチジルコリン分子種の細胞分

　　　　化におよぼす影響

　RAによるHL－60細胞の分化におよぼすDHA結合型PC分子種の影響に

ついて検討した（Fig．4－8）。

　RA　100nMの添加によりHL－60細胞が好中球様細胞に39．2％の割合で分

化したのに対し、di－Pa1－PCやdi・Ole－PC　12．5μMの添加では分化率に変

化がみられなかった。鎚一2位がDHAにおき代わった1－Pal，2－DHA－PC及

び1－Ole，2－DHA－PCでは12。5μMの添加で分化率が60．5％、60．2％とな

り、20％程度の上昇がみられた。皿一1位がEPAである1－EPA，2－DHA－PC

の添加では分化率が50．1％、Pal、　Ole、リノール酸などが混合して結合し

ている2－DHA－PCでも54．2％となり1－Pal，2－DHA－PC及び1－Ole，2－DHA－

PCに比べ5－10％程度低い値となった。

　5倍濃度の62．5μMの添加においても、di－Pal－PCやdi－Ole－PCではRA

lOOnMのみの添加と比べ分化率に変化がみられなかったのに対し、1－Pa1，

2－DHA－PCおよび1－Ole，2－DHA－PCの添加では分化率が75．9％、74．5％

まで上昇した（Fig・4－9）。62・5μMの添加においても2－DHA－PCの分化

率68・8％に比べ、1－Pa1，2－DHA－PC及び1－Ole，2－DHA－PCの添加による分

化率が5％程度高い値であったことから、DHA結合型PCの分子種により

細胞分化誘導能の促進効果が異なることが明らかとなった。

　細胞分化に対しDHA結合型PCが分子種により作用が異なった原因とし

て、第一に細胞膜の透過性や流動性への影響が考えられる。Stillwellら84）
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Fig．4－7．　Effect　of　exogenously　added　various　PC
　　mo：Lecular　species　on　cell　growdヒh　of　HL＿60　cells．

　　Pata　represent　mean±S．D．　of　three　independent　experiments．
　Abbreviations　are　the　same　as　in　Table　4－3．

一一”n一　Control

一一o）一一　1－Pai，2－DHA－PC　62．5xt　M

・一一一一一Z一　di－pal－PC　62　．　5　pt　M

　　一一”t2tsr一’一”’　2　一DHA－PC　62　．　5　xz　M

　　十　1－Oie，2－DHA－PC　62　．5　lt　M

　一一一一一一　di－Ole－PC　62　．　5　u　M
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　　Vaiues　are　significantly　different　frorn　each　other．
　　　＊＊P　〈O．Ol，　＊＊＊P　〈O．05

　Abbreviations　are　the　same　as　in　Fig．4－3　and　Table　4－3．
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RA　100nM　十
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　di－Pal－PC　62．5pM

RA　100nM　十

　di－Ole－Pc　12．5pM

　　　　Fig．4一一9．　Effect　of　DHA－containing　PC　molecular

　　　　　　species　on　retinoic　acid　induced　differentiation
　　　　　　of　HL－60　cells．

　　　　　　Values　represent　means±S．D．．　“P　〈O．Ol　vs．　RA　100nM．

　　　　　　Abbreviations　are　’ヒhe　same　as　in　Fig．4－3　and　Table　4－3．
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は塾一1位がステアリン酸、§』一2位がD：HAであるPCで修飾したT27A細胞に

おいて細胞膜透過性の上昇を報告していることから、RAの透過性に対する

DHA結合型PC分子種の影響の違いが予想される。また、　ApPlegateら71・

72）は皿一1位にステアリン酸、皿一2位にDHAの結合したジアシルグリセロ

ールではステアリン酸とDHAが平行に配位した並列構造をとるため、分子

が非常に密な構造をとることを報告している。本研究において細胞分化誘

導促進効果の高かったPC分子種は、皿一1位が飽和脂肪酸であるPalや二重

結合を一つ有するOleであることから同様に密な構造をとると思われる。

一方・皿一1位がEPAでは二重結合の数が多くなることから構造も大きく異

なることが予想され、従来より推察されてきた不飽和度と相転移温度や膜

流動性との関係のみならず、リン脂質分子の構造の影響についても今後検

討が必要と思われる。

　第二に細胞膜酵素におよぼす影響が考えられる。Caloriniら85）は細胞膜

結合型酵素であるアデニルシクラーゼの活性にリン脂質分子種が影響をお

よぼすことを報告している。アデニルシクラーゼは細胞内情報伝達に関与

するcAMPを合成する酵素であることから、リン脂質分子種が情報伝達と

獅接な関係にあると考えられ、RAによる細胞分化においても同様にDHA

結合型PC分子種が情報伝達系酵素に対し影響をおよぼすことも予想される。

EPAやDHAの分子種と生理機能の関係について検討した報告がきわめて少

ないことから、作用機序を明らかにしていく上で分子種レベルでの検討が

今後益々重要である。
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第3節　HL－60細胞の増殖と分化におよぼすエイコサペンタエン酸及び

　　　　ドコサヘキサエン酸結合型リン脂質の化学形態の影響

実験方法

　3．1　試料及び試薬

　HL－60細胞、　RPMI　l640培地、　RA、　NBT、　TPAは第4章第1節1．1と同

様のものを使用した。　1，2－dioleoyl一塾一glycero－3－pllosphoethanolamine

（di－01e－PE）はSigma　Cllemical　Co．より購入した。2－EPA－PC、1－Pal，

2－DHA－PE、　1－Olc，2－DHA－PE、　1－Pal，2－DHA－PS、　1－Ole，2－DHA－PSは

第2章第3節で調製したものを用いた。2－EPA－PEは第2章第1節及び第3節

の方法で調製した（Table　4－4）。　プロテインキナーゼ阻害剤であるノV・

（2－guanidinoethyl）一5－isoquinolinesulfoamide　hydrochloride（HAIOO4）

は生化学工業（株）より購入した。

3．2　細胞増殖の測定

細胞増殖の測定は第4章第1節1．2と同様の方法で行った。

　3．3　細胞分化誘導能の測定

　細胞分化誘導能の測定は第4章第1節1．3と同様の方法で行った。1－Pal，

2－DHA－PS、1－Ole，2－DHA－PSはエタノールに不溶であったため、超音波

処理によりDMSO：PBS（1：1，　v／v）に懸濁して終濃度12．5μMとなるよう

に培地中へ添加した。

　3．4　プロテインキナーゼ阻害剤1004の影響

　第4章第1：節し3と同様にIIL－60細胞を1．O×1　05　cclls／mlとなるように調

整した培養液に、1－Olc，2－DHA－PE（一濃度12．5μM）のエタノール溶液

とプロテインキナーゼ阻害剤HA1004（終濃度40μM）のPBS溶液を加え
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24時間培養した。培養後RA（終濃度ユ00nM）のエタノール溶液を加え、

更に24時間培養しNBT還元能を第4章第1節1．3と同様に測定した。

結果及び考察

　3・l　HL－60細胞の増殖におよぼすドコサヘキサエン酸結合型リン脂質

　　　　の化学形態の影響

　HL－60細胞の増殖に対するDHA結合型リン脂質の化学形態の影響につい

て検討した（Fig．4－10）。

　1－Pal・2－DHA－PC・1－01c，2－DHA－PCを培地中に12．5μM添加した場合

では増殖抑制効果がみられなかったのに対し、同一分子種のPE形態である

1－P・1・2－DHA－PE・1－Ol・・2－DHA－PEの12．5μMの添hllでは細1包増殖のml

制がみられ・120時間での細胞数は対照に対し40．5％、34．2％となった。

このように皿一1位ではPalに比べ、　Oleのほうが増殖抑制効果が大きい傾向

がみられたが有意な差ではなかった。また、PE形態の増殖抑制効果は同一一

分子種のPCを62・5μM添加した場合の増殖抑制効果（Fig．4－7）とほぼ同

程度であり、EPA結合型リン脂質においてもPC形態よりPE形態において

増殖抑制効果が大きかった（図未表示）。一方、DHA結合型PEより増殖

抑制効果は弱い傾向であるものの、di－Ole－PEの添加においても増殖抑制

効果がみられ、120時間の培養で細胞数が対照の44．3％となったことから

PE形態による増殖抑制効果が明らかとなった。　EPAやDHAのガン細胞増

殖抑制効果には・脂肪酸過酸化反応の関与が考えられている80）。他方、

PS形態においてはDNA合成阻害による増殖抑制が報告されている86）。本

実験によりEPAやDHAの結合した同一分子種（同一のアシル基の組合せ）

のリン脂質においても化学形態の違いにより増殖抑制効果が異なったこと

から・EPA及びDHA結合型リン脂質はHUFAとリン脂質形態の両方の増殖

抑制効果を合わせもつと考えられた。
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Fig・4－10・　Effec’ヒ　of　exoqenously　added　various　PE
　　molecular　species　on　cell　growth　of　HL－60　cells．
　　Data　represent　mean±S．D；　of　three　independent　experiments．
　Abbreviations　are　the　same　as　in　Table　4－4．

　一一｛コー　Control　　　　　　　　　　　　一一く）一1－Pal’2－DHA－PE　12．5μM

　一一一一一一一一　di－Ole－PE　12．5pM　一一一一tr一一一　1－Ole，2－DHA－PE　12．5pM
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　3．2　：HL－60細胞の細胞分化におよぼすエイコサペンタエン酸及びドコ

　　　　サヘキサエン酸結合型リン脂質の化学形態の影響

　RAの分化誘導作川に対するEPA及びDHA結合型リン脂質の化学形態の

影響について検討した。2－EPA－PC　12．5μMでプレインキュベートするこ

とにより、Fig．4－3で示したようにRAのみ添加の分化誘導率に対し10％程

度の促進効果がみられたが、2－EPA－PCのみの添加では分化誘導作川はみ

られなかった。これに対し、PE形態では2－EPA－PE　l2．5μMでプレインキ

ュベートすることにより分化率が60％まで上昇し、2－EPA－PCの添加に比

べ有意に高い分化率となった（Fig．4－ll）。また、2－EPA－PEのみの添加

においても20％程度の分化誘導作川がみられた。このようにEPAやDHA

結合型リン脂質はその塩基部分により分化誘導能に対する効果が大きく異

なることが明らかとなった。

　DHA結合型PE分子種についても検討したところ、1－Pa1，2－DHA－PE、

1－Ole，2－DHA－PEのどちらを添加した場合でも分化率が70％以上となり、

PC形態に比べて高い分化率となった（Fig．4－12）。また、1－Pal，2－DHA－

PE、1－Ole，2－DHA－PEのみの添加においても25～30％程度の細胞分化がみ

られた。一方、HUFAを含まないdi－01e－PEでプレインキュベートした場

合、RAのみと比べて分化率に差はみられなかったものの、　di－01e－PEのみ

の添加ではDHA結合型PEと同様に30％程度の分化がみられた。　PE形態に

おいてもEPA結合型に比べDHA結合型のほうが分化率が10％程度高かっ

たものの、皿一1位の脂肪酸の違いによる大きな差はみられなかった。

　DHA結合型PSはエタノールに不溶であったため、　DMSO；PBS（1：1，

v／v）の懸濁溶液として添加した。RAのみの添加では分化率が50．2％であ

ったのに対し、1－Pal，　2－DHA・・　PSと1－01e，2－DHA－PSを12．5μM添加して

プレインキュベートすることにより分化率がそれぞれ60．9％、63．7％とな

りlo％程度の上昇がみられた（Fig．4－13）。また、1－Pal，2－DHA－Ps、1－

Ole，2－DHA－PSのみの添加においてもコントロールより分化率が5％程度

高くなり、DHA結合型PEよりは分化率が低いもののDHA結合型PSそのも

　　　　　　　　　　　　　　　　　145
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　　differentiation　of　HL一一60　cells　supplemented
　　with　2－EPA－PC　and　2－EPA－PE．

　　Values　represent　means±S．D．．　＊P　〈O．Ol　vs．　RA　100nM．

　　Values　are　significantly　different　from　each　other．
　　　＊＊P　〈O．Ol

　　Abbreviations　are　the　same　as　in　Table　4－1　and　Table　4－4．
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　　　　　　Fig．4－12．　Effect　of　DHA－containing　PE　molecular
　　　　　　　　species　on　retinoic　acid　induced　differentiation
　　　　　　　　of　HL－60　cells．

　　　　　　　　▽alues　represen七　means±S・D・・　＊P　＜0・01　vs・　RA　lOOnM．

　　　　　　　　＊＊P　〈O．Ol　vs．　Control．

　　　　　　　Abbreviations　are　the　same　as　in　Fig．4－3　and　Table　4－4．
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のにも細胞分化誘導能がみられた。

　以上の結果から、EPA及びDHA結合型のPC、　PE、　PSのすべての脂質形

態においてRAの細胞分化誘導能に対する促進効果がみられ、その作川の大

きさは塩基部分により異なることが示された。PCやPSの形態ではRAの分

化誘導作用をともに10％程度しか促進しなかったのに対し、PEの形態では

20－30％程度促進した。また、PE及びPSの形態ではEPA及びDHA結合型

PE、　PSそのものが分化誘導能を有し、　RAを添加しなくてもPEで15－20％、

PSで5・10％の分化率の上昇を認めた。分化誘導剤として添加したRAは核

に存在するRAレセプターに結合し、遺伝子発現を調節すると考えられてい

る87）。Bayonら88）はトロンボキサンA2／プロスタグランジンH2レセプタ

ーへのリガンドの結合に対し、リン脂質が化学形態や分子種によって異な

る影響を与えることを報告していることから、RAレセプターに対しても

EPAやDHA結合型リン脂質が影響をおよぼし、化学形態や分子種によって

作用が異なることが予想された。

　3．3　ドコサヘキサエン酸結合型リン脂質の細胞分化誘導促進効果にお

　　　　よぼすプロテインキナーゼ阻害剤HAIOO4の影響

　1－Olc，　2　・・　DII　A－PEの細胞分化、誘導促進効果におよぼすプロテインキナー

ゼ阻害剤：HAIOO4の影響について検討した。　RAの添加による細胞分化は、

HA1004の添加により影響を受けなかったのに対し、1－Ole，　2一　DHA一・　PEの

細胞分化促進効果はHA1004の添加により阻害を受け、分化率がIO％程度

低くなった（Fig．4－14）。EPAやDHAの制ガン作用の機序の一つとして

プロテインキナーゼC89）の活性化が考えられているが、　HAIOO4の添加に

より1－Ole，2－DHA－PEの促進効果が阻害されたことから、プロテインキナ

ーゼとの関係が示唆された。しかし、HAIOO4を添加した場合においても

RAのみ添加した場合の細胞分化率よりも分化率が15％程度高いことから、

EPAやDHA結合型リン脂質の細胞分化誘導能に対する促進効果は複数の経
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　　　on
　　　H］．，一一60

　　　Values

　　difference
・　Abbreviations

RA　100nM　RA　100nM＋　　　　　　　　　　　　　　　　　　1－Ole，2－DHA－PE

　　　　　　RA　100nM＋HAIOO4　RA　100nM＋HAIOO4
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋1－Ole，2－DHA－PE

　　　　　Effect　of　1一一〇le，2－DHA－PE　and　HAIOO4

retinoic　acid　induced　differentiation　of
　　　ceils．

　　　represent　means±S．D．．　＊Represents　significant
　　　　　　at　p　〈O．Ol．

　　Lations　are　the　same　as　in　Fig．4－3　and　Table4－4．
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路により発現しているとも考えられ今後の検討が待たれる。

　n－3系の高度不飽和脂肪酸の生理機能については数多くの報告がみられ

るが、化学形態及び分子種と生理機能とを関連づけた報告は少ない。今後、

EPAやDHAの生理機能の作用機序を明らかにして行く上でも、本研究結果

はきわめて興味深いものと思われる。ガン細胞は増殖と分化の調節を失っ

た細胞であり、終末細胞へ人為的に分化誘導することにより制癌の可能性

が広がると考えられていることからEPA及びDHA結合型リン脂質の細胞分

化促進作用に関する作用機序の解明が待たれる。

151



無
1

総合考察

　水産脂質に多く含まれるn－3系のHUFAであるEPAやDHAは多くの優れ

た生理機能を有し、近年ではEPAやDHAの化学形態と生理機能との関係

についての研究7）が進められている。本研究ではEPAやDHAの結合した

リン脂質形態に着目して、酵素反応によるEPA及びDHA結合型リン脂質

分子種の合成方法の確立を試み、更には、合成したリン脂質のヒトRBC膜

流動性、RBC変形能への影響及びヒト前骨髄性白血病細胞であるHL－60細

胞の増殖及び分化におよぼす影響について検討した。

　第1章第1節ではリン脂質の皿一2位にEPAやDHAの導入を試みた。現在

まで、グリセロール骨格の巨細一2位に特異的に作用するリパーゼの報告はな

い。唯一、PLA2はリン脂質の皿一2位を選択的に加水分解することが知ら

れているが、リン脂質と脂肪酸の間でのエステル交換反応が進行しないこ

とが複数の研究者により報告されている21・25）。そこで直面一2位が一〇Hで

あるリゾ型リン脂質とHUFAを反応基質としてエステル合成反応を行うこ

とにより、皿一2位への：HUFAの導入を試みた。リゾ型リン脂質は極性が高

いため反応に適した溶媒の選択が重要になるが、本研究ではグリセロール

を用いることによりリゾ型リン脂質とHUFA、　PLA2の分散を可能にした。

種々の反応条件について検討したところ至適反応条件は、リゾ型リン脂質

であるLPC　110mgに対し、イワシ油脂肪酸混合物（Fatty　acid　mixture）

180mg、グリセロール5500mg、　PLA260mg（11484　units）となり、

合成率に大きな影響を与える水分量は、反応系の8．0％（w／w、グリセロー

ルの水分量0．15％もあわせて計算）に相当する0．5m1の添加において合成

率が最も高くなり26．1％（48時間反応）となった。基質脂肪酸をEPAや

DHAにかえて反応を行った場合、また、　LPCをLPEに変えた場合におい

ても合成率に大きな差はみられなかったことからPLA2の基質特異性は観

察されなかった。化学合成反応14）によるリン脂質へのHUFAの導入では
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反応が多段階におよび、PEの合成では反応性が高いアミノ基の保護、脱保

護が必要となり、それにともない収率の低下がみられる。PLA2によるエ

ステル合成反応では基質特異性がなかったことから種々の基質に応用でき

る酵素反応であることが示された。

　合成した2－Fatty　acid　mixture－PC、2　一一　EPA－PEの皿一2位に基質脂肪酸

が選択的に導入されていたことから、リン脂質S．1tL－2位への所望のHUFAの

導入が可能となった。Naら26）は界面活性剤であるAOTを用いて反応基質

であるLPCとHUFA、溶媒として用いたイソオクタンと緩衝液をエマルジ

ョン状態にすることによりエステル合成反応を行っている。しかし、合成

率が10％以下であり皿一2位へのHUFAの導入率も低く選択的な反応が進行

していない。筆者は酵素の安定化剤として使用されているグリセロールを

分散：媒として比いることにより、酵素の特異性を維持したまま反応を進行

させることを可能とした。

　第1章第2節ではリン脂質の皿一1位を特定の脂肪酸にエステル交換する反

応について検討した。トリグリセリドの皿一1，3位に特異性を有するMucor

miehei由来の固定化リパーゼLipozymeIM20がリン脂質の鉦レ1位に対し

ても特異的に作用した。至適反応条件を検討したところ、SoyPC　IOmg、

EPA　60mgを含んだヘキサン溶液0．5mlにLipozyme　IM2040mg（1100

BIU）を加え、48時間反応することによりエステル交換率が44．7％となり、

反応生成物の収率（回収率）は18．2％になった。回収率に大きな影響をお

よぼす水分量の検討は、反応前にLipozyme　IM20の水分量を水分活性を

指標として調整することにより行った。その結果、水分活性を低くすると

エステル交換反応の進行が遅くなるため長時間の反応が必要になるものの、

高い回収率で反応生成物を得られることがわかった。Svenssonら90）も反

応系の水分活性を低くすることにより回収率が高まることを報告している

が、反応系に水分が多くなると反応の平衡が水を消費する方向にシフトす

るため加水分解が進行しlitl収串の低下につながることを認めた。逆に反応
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葱：附

系中の水分が少ないと加水分解が抑制されるが、酵素タンパクが十分活性

化されず全体の反応の進行が遅くなるために上記のような結果になると考

えた。

　第1章では酵素を活性化するために水分量を調整して反応を行ったため、

副反応である加水分解が進行し収率の低下が避けられなかった。また、酵

素の水分活性を低くすることにより回収率を高めることができたものの、

長い反応時間が必要であった。酵素の活性化と加水分解の抑制という相反

する反応状態を打開するため第2章では必須水分代替物の使用を試みた。

すなわち酵素タンパクは水分子と多点水素結合を形成することにより、主

鎖の自由度を増し活性を発現すると考えられていることから、この役割を

代替できる物質を用いることにより酵素を活性化し、且つ加水分解を抑制

できると考えた。

　第2章第1節ではPLA2のエステル合成反応における必須水分代替物の検

索を行ったところ、誘電率ε＝・　107、logP＝。1．61であるホルムアミドの添

加によりPLA2が活性化することを認めた。反応系中の水をホルムアミド

に置換するにつれて合成率が高まり、反応系（LPC　110mg、　EPA　180mg、

PLA223mg、　Glycerol　5500mg）に対し8．9％（w／w）に相当する0．5miの

添加において最高値の61．0％に達した。水を同量の0．5ml添加して反応を

行った場合では、反応初速度は769μmol／h・genzymeと大きいものの合

成率が20％付近で反応が平衡に達した。また、ホルムアミド0．5mlと同モ

ルの水に相当するO．2mlの添加では反応初速度は89μmol／h・genzymeと

なり、ホルムアミドの77μmol／h・genzymeとほぼ同じであるが、合成

率は30％付近で平衡に達した。すなわち、ホルムアミドを必須水分代替物

として使用することにより、水と同等に酵素を活性化しつつ反応系の水分

を少なくできるため合成率が高まることが明らかとなった。

　第2章第2節ではLipozyme　IM60によるエステル交換反応における必須

水分代替物の検索を行った。その結果プロピレングリコール（誘電率ε

＝32．0）やエチレングリコール（誘電率ε＝37．70、10gP＝一1．93）など分
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子内に一〇Hを有するアルコール系の物質が有効であることが判明した。プ

ロピレングリコールについて更に検討したところ、水とプロピレングリコ

ールを併用することにより反応が効率的に進行し同量の水の添加の場合と

比較して、エステル交換率はほぼ同じであったものの回収率は25％程度高

くなることがわかった。すなわちLipozyme　IM60のエステル交換反応に

おいてプロピレングリコールと水を併用することにより高いエステル交換

率を維持したまま、回収率を高めることが可能となった。

　第3章、第4章ではEPAやDHA結合型リン脂質の生理機i能について検討

した。第3章では高lrlL圧や動脈硬化、　lllt栓症と関係が深い、ヒトRBC膜流

動性及び変形能におよぼす影響について検討した。その結果、いずれの脂

質クラスにおいてもEPAやDHA結合型リン脂質処理RBCの膜流動性が、

比較対照としたSoyリン脂質処理RBCの膜流動性よりも高いことを認めた。

更に、EPA結合型リン脂質とDHA結合型リン脂質の効果を比較したとこ

ろPC形態ではEPAとDHAの間に差がみられなかったのに対し、　PE形態で

はDHA結合型、　PS形態ではEPA結合型において膜流動性がより高められ

ることがわかった。このことから、リン脂質分子種や化学形態により膜流

動性への影響が異なることが明らかとなった。また、天然の水産リン脂質

であるサケ卵リン脂質がどの化学形態においても膜流動性を大きく高めて

いたことは、水産物を利用する上で意義深い知見である。

　シリコン単結晶基板マイクロチャンネルを用いてリン脂質のヒトRBC変

形能への影響を検討したところ、EPA及びDHA結合型リン脂質処理RBC

において変形能改善効果がみられ、その様子を視覚的に観察することがで

きた。PC、　PE形態ではDHA結合型リン脂質処理RBCにおいて、また、

PS形態ではEPA結合型リン脂質においてRBC変形能の改善効果が顕著で

ありぐ膜流動性への影響と一致していた。すなわち、EPA及びDHA結合

型リン脂質がRBC膜に取り込まれ、膜流動性を高めることにより変形能の

改善がみられ、その効果はリン脂質の分子種や脂質形態により異なること

が明らかとなった。PE形態で処理したRBCにおいて溶1血しが少なかったこ
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とを考えあわせると、2－DHA－PEがRBC膜流動性や変形能に対し優れた

効果を有すると考えた。ヒトのRBC膜においてPEは主に脂質二重膜の内

膜に存在し44）、PC及びPSに比べ脂肪酸組成に占めるHUFAの割合が高い

ことが知られている44）。またRBCに取り込まれたPEは外層から内層へ速

いスピードで移行すること57）や細胞膜外層に比べ内層の流動性が7倍程度

高いことが報告58）されていることから、HUFAが結合したPE形態の生理

機能が注目される。

　第4章ではHUFAの効果が注目されている制ガン作用について、ヒト前

骨髄性白血病細胞であるHL－60細胞を用いてEPA、　DHA結合型リン脂質

の影響を検討した。その結果EPA及びDHA結合型PEにおいて細胞増殖抑

制効果が顕著で、その効果は5倍濃度のPCに相当することを認めた。この

とき分子種の違い（アシル基の組み合わせの違い）による抑制効果に顕著

な差はみられず、HUFAを含まないdi－Ole－PEの添加においても抑制効果

が認められたことから、HUFAのみならず化学形態の違いによる影響も大

きいことが明らかとなった。

　ガン細胞を正常細胞に分化させる脱ガンの観点からEPA及びDHA結合

型リン脂質の影響について検討したところ、HUFAで細胞をプレインキュ

ベートすることによりRAによる細胞分化誘導効果を促進し、その効果は

EPAやDHA及びエチルエステルの形態に比べ、　EPAやDHAの結合したリ

ン脂質形態において顕著であることを認めた。RA　lOOnMの添加に先立ち、

DHA結合型PC　12．5μMでHL－60細胞をプレインキュベートすることによ

り、RA　100nM単独添加の細胞分化率に比べて細胞分化率が上昇し、その

効果はRAを10倍量のユμM単独添加した際の分化率にほぼ匹敵していた

ことから、HUFA結合型リン脂質が細胞の感受性を向上させることによっ

て分化誘導剤の作用を増強していることが推察された。このことは薬剤な

どの減量とともに副作用の軽減への期待をつなぐものである。

　EPAとDHAの効果を比較すると、　EPA結合型リン脂質に比べてDHA結
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合型リン脂質の分化誘導促進効果が大きく、DHA結合型PC分子種におい

ては§皿一1位がEPAやリノール酸が主である大豆由来の脂肪酸に比べ、　Pal

や01eの結合した分子種において促進効果が大きかった。また、　PC形態に

比べてPE形態において分化誘導能の促進効果が大きく、PE単独添加にお

いても分化誘導効果がみられた。これらのことから、RAの細胞分化誘導

能に対しEPA及びDHA結合型リン脂質は明らかに分化率を高める促進的

効果を示し、その作用が分子種や脂質の化学形態により異なることが明ら

かとなった。本研究では細胞増殖抑制効果、細胞分化誘導促進能の何れに

おいても皿一1位にPa1やOleが結合し、　S旦一2位にDHAの結合したPE形態

において効果が最も大きいことを認めたが、先のRBC膜流動性や変形能の

改善効果においても同様の結果を得たことは弱酸二型のリン脂質であるPE

形態の生理的特性として興味深い知見である。DHA結合型PEの細胞分化

誘導能に対するプロテインキナーゼ阻害剤の影響を検討したところ、阻害

剤の添加により分化率の低下がみられた。しかし、その際の分化率はRA

単独のみの添加による分化率に比べに高いことから、HUFAのプロテイン

キナーゼへの作用による制ガン効果のほかに、他の機序による生理機能の

発現が考えられた。このように従来より考えられている不飽和度と細胞1漠

流動性への影響のみならず、細胞内酵素への影響やRAレセプター及び遺

伝子発現への影響など様々な作用が考えられることから、今後はこれらを

関連づけながら研究していかなければならない。
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要約

1．　リパーゼ剤やホスホリパ一雨剤を用いて特異的に反応を行うことによ

　　り、所望のEPA及びDIIA結合型リン脂質分子種の合成方法を確立した。

2．　ボスホリパーゼA2によるエステル合成反応、リパーゼによるエステ

　　ル交換反応において、必須水分代替物を検索、使用することにより副

　　反応である加水分解を抑制し、EPAやDHA結合型リン脂質分子種の反

　　応収率を向上できた。

3・　得られたEPA及びDHA結合型リン脂質は赤血球膜の流動性及び赤血球

　　変形能を向上させた。その効果は分子種や脂質の化学形態によって異

　　なり、特に、DHA結合型ホスファチジルエタノールアミンにおいて顕

　　著であった。

4，　ヒト前骨髄性白血病細胞（HL－60細胞）に対するレチノイン酸の細胞

　　分化誘導作用をEPA及びDHA結合型リン脂質が促進した。その効果は

　　脂肪酸やエチルエステルの形態よりもリン脂質形態において顕著であ

　　り・特に、皿一1位にパルミチン酸やオレイン酸、皿一2位にDHAの結合

　　したホスファチジルエタノールアミンの効果が顕著であった。また、

　　細胞増殖に対してもEPA及びDHA結合型のホスファチジルエタノール

　　アミンにおいて増殖抑制効果が大きかった。

　以上・酵素の特異的反応を利用することにより、EPA及びDHA結合

型リン脂質の分子設計が可能となり、生理機能をリン脂質分子種や化

学形態と関連づけて明らかにした。
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