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リパーゼを用い て合成 した高度不飽和脂肪酸 含有油 脂 の分子種

長 田 恭 一,高橋 是太郎,羽 田野六男,細川 雅 史

(1990年6月20日 受付)

Molecular Species of the Enzymatically Synthesized Polyunsaturated

Fatty Acid Rich Triglyceride

Kyoichi Osada,*1,2, Koretaro Takahashi,*2 Mutsuo Hatano,*2

 and Masashi Hosokawa*2

Enzymatic glyceride synthesis and acid interchange using icosapentaenoic acid (EPA), 

docosahexaenoic acid (DHA), ƒÁ-linolenic acid (GLA), and EPA and DHA concentrated saponi-

fied fatty acid mixture obtained from sardine oil were carried out through the use of four 

kinds of microbial lipases.

Lipase TOYO (Chromobacterium viscosum) was the most effective enzyme for glyceride 

synthesis as well as acid interchange of triglyceride (TG) rich in polyunsaturated fatty acids. 

There was a general tendency, except with Lipase TOYO, that DHA was difficult to be in-

corporated into a glycerol molecule compared to the other fatty acids.

Fatty acid composition of TG synthesized from a highly concentrated fatty acid mixture 

(EPA+DHA: 68.8%) by the use of Lipase TOYO and Lipase OF (Candida cylindracea), 

directly reflected that of the substrate fatty acid flixture (i.e. EPA+DHA was more than 65%). 

And the TG molecular species having combination of only EPA and DHA such as (EPA, 

EPA, EPA), (EPA, EPA, DHA), (EPA, DHA, DHA), and (DHA, DHA, DHA) were dominant 

accounting for the half of the obtained TG.

ω-3系 高度 不飽 和脂肪 酸(PUFA)の もつ重要 な生理 作

用は既 に一段 に も知 られ る ところ とな った が,そ の誘導

形 態に よって生体利 用吸収 率 に大き な差 があ るこ とが 明

らかに され たの は最 近 の こ とで ある。LawsonとHu

- goes1)は,ヒ トに イ コサペン タエ ン酸(EPA)とドコ サ

ヘキサエ ン酸(DHA)を 遊離 脂肪 酸(FFA),ト リグリ セ

リド( TG)お よびエ チ ルエス テル(EE)の3種 類 の誘導

形態 で投与 し,FFAが最も吸収がよく,TGが これ に次

ぎ,EEは 最 も吸収利用 率 が低 いこ とを認 めて い る。そ

の後,同 氏 らは高脂 肪食 に おい てはそ の差 が著 し くな く

な ることを認 めて いる ものの,TGの 方 がEEよ りも

吸収率が優れ てい る ことに変わ りのない ことを確 か めてい

る。2)しかし,FFAは 安定 性を 欠 くことか,食品 と

しては 不適切 であり,EEは 医 薬品 として の利用は見 込め

るものの,食 品 として の利用 は 今の と ころ考 え られてい

ない。し た が って,EPAやDHAを効率的 に利 用す る

ためにはTGが 最 も適切 な利 用形 態 ではな いか と考 え

られる。

本 研究 ではEPAやDHAを 高 濃度 に含む グ リセリ ド

を微 生物源 リパー ゼを用 い て合成 し,得 られ たTGの 分

子種 を分 析す る ことに よ り,単 酸 型は も とよ り,新 た な

機 能性 の発 現 を も期待 で き る混 酸型TGの 生成 状態 を

明らかにし よ うとした。

実 験 方 法

供試 リパ ー ゼ　 位 置特異 性 のない ものに つ い て は

, Lipase OF (Candida cyclindracea)を 名糖 産業 よ り, 

Lipase TOYO (Chromobacterium　 viscosum)を 東洋醸 造

よ り購 入 した 。1,3位 位 置特 異性 の もの につい ては

, LipaseA (Aspergillus sp.)を 天野 製薬 よ り購 入し, Pala

-tase(そ の固定 化酵素 嶺 をLipozymeと い う) (Mucor

miehei)はNovo industriよ り供 与を受け た。

グリセリド合 成 な らび にエス テル交 換(ア シ ドリシス

)における至適 水分量 と至適酵素 の 決定

　グリセリド合成は辻坂 ら3)の 方法 に準 じ,次 の よ うに行 った 。

グリセロール(nakarai tesque,蛍 光分析 用)4mlと オ レイン

*1 現 住 所:大 洋 漁 業(株)大 洋 研 究 所(Taiyo Central R&D Institute
, Taiyo Fisheries Co., Ltd., Tsuku

- ba, Ibaragi 305, Japan).

*2 北 海 道 大 学 水 産 学 部 食品 化 学 第 一 講 座(Laboratory of Food Chemistry I
, Faculty of Fisheries, Hokkaido 

University, Hakodate 041, Japan).



酸(純 度70%,和 光 純薬 工業)0.3mlの 混液 に酵 素液 を

添加 し,脱 気後1500rpmで攪拌 しなが ら25℃ で24h

反応 させ た。反応 停止 はエ タ ノール15mlを 加 える こ と

によ って 行 った 。 また,合 成 率の 算出 は酸価 の減 少率 よ

り求 めた 。 至適水 分量 は一 定酵素量 に対 して次 の よ うに

水 分量 を 変えて経 時的 に合成 率を測 定 し,反 応 が最 も早

く平衡 に達 し,か つ最終 的 に合成 率 が最高値 に達 した と

きの水 分量 を至 適水 分量 と判断し た 。Lipase OFは

, 19100U (Unit/g･protein)に 対 して水分量 を そ れ ぞ れ

1.3%,5.7%,9.8%,13.5%,16.9%,20.1%,23.0%

,28.3%, Lipase TOYOは, 400Uに 対 して2.2%,3.1%

,5.7%,9.8%, Lipase Aは, 300Uに 対 して1.3%,5.7%

,9.8%,13.5%,16.9%,28.3%に 調 整し て検討 した 。 な

お, Palataseは 水溶 液 タイ プの酵 素 で あった ので検 討 し

なか った 。至適酵 素量 は求 めた至 適水 分量 で酵 素量 を変

えて経 時 的に 合 成率 を 測定 し,反 応 が 最 も早 く 平衡 に

達 した酵 素量 を至 適酵 素量 とした。 この ときの各 リパー

ゼ の酵 素 量は,Lipase OFは, 380U, 3800U, 7650U

, 11500U, 15300U, 19100U, Lipase TOYOは, 20U

, 100U, 200U, 400U, Lipase Aは120U, 300U, 450U,

 600U, Palataseは, 260U, 770U, 1300U, 1800U, 2600U

とした 。

Fig. 1. Optimum water content for glyceride synthesis by microbial lipases.

Symbols indicate •œ: degree of synthesis (%), •£: rate of synthesized TG (%).

Reaction time: Lipase OF, 12 h; Lipase TOYO, 24 h; Lipase A, 24 h.

一 方 ,各 リパ ーゼ のエ ス テル交換 の至 適水 分量 お よび

至適酵 素量 につ いて は 前報4)の 反応 条件 に 従 っ て 行 っ

た 。す なわ ち,n-ヘ キサ ン11.4mlに トリオ レイン と脂

肪 酸を それ ぞれ673μmol溶 解し た もの に 水 分 をLi

p- ase OFは20.4%, Lipase TOYOは5.2%, Lipase A

は10.2%, Lipozymeは6.4～10.4%,酵 素 をいず れ も

250mg添加し,ア ル ゴ ンガスを 充 填後37℃ で24

h反 応 させ た。反 応停 止 は,反 応混 液1mlを 塩 基 性活性



アル ミナ カ ラム2g(Alumina 90 Activated, Basic,

 Activity I; Merck社;こ れ を5ogに 水 を1g加

えて活性化 させた もの)に 供 し,3mlの ジエ チルエ ー テ

ルでTGを 溶 出 させ る こ とで行 った 。得 られたTGを

PrevotとModeretの 変法5)で メチ ルエス テル化後,ガ

ス クロマ トグラ フ ィー(GLC)に よ り脂肪 酸組 成 を分析

した 。GLCは 次 の条 件で 行 った。装置:日 立063形 ガ

スク ロマ トグ ラフ,カ ラ ム: Unisole 3000, Uniport C

80/100 mesh (ガ ス クロ工 業), 3m×3mmガ ラス カラ

ム,カ ラム温度: 220℃,注 入 口温度 お よび検 出器(FID

)温度: 250℃,キ ャ リア ガス: N230ml/min。 な お,反 応

系有機溶媒 中 の水分定 量 は次 の条件 で行 った 。装 置:日

立164型 お よび163型 ガス クロマ トグ ラフ,カ ラム:

Porapak Q, 80/100mesh, 2m×3mmス テ ン レス カラ

ム,カ ラム温 度: 164型 は80℃,163型 は150→24

0℃(5℃/min),注 入 口お よび検 出器温 度: 164型(TCD)は

105℃,163型(FID)は330℃,キ ャ リアガス: 164型

はHe 40ml/min, 163型 はN225ml/min.反 応 生成物

の脂 質組成 の分析 は グリ セ リ ド合成 とエス テル交 換 のい

ずれ に おいて も,薄 層 ク ロマト グラフ ィーに より行 い,

展 開溶媒 にn-ヘ キ サ ン/ジエ チ ルエー テル/ギ酸(75:25:

2, v/v)を 用 いて,3%酢 酸 銅-8%リ ン酸混 液に ょ り発

色 させ てTLC-デ ン シ トメ トリーに よって行 った。

Fig. 2. Effect of lipase activity on glyceride synthesis using oleic acid as substrate.
Reaction time: Lipase OF, 30 min; Lipase TOYO, 3h; Palatase, 12h; Lipase A, 12h.

EPA,DHA高 濃度含 有TGの 調製　 イ ワシ油 を終 濃

度6%KOHで ケン化 して得 られたFFAを7倍 量 の

95%ア セト ンに溶解 後,-20℃, -40℃ お よび-60

℃の順 に冷却 して飽和 脂肪 酸を除 去6)し,さ らに100%

アセ トンに溶 解 して4Nメ タノール性KOHを 加 え,

-40℃ で冷 却後 ろ過 し,ろ 液 を中和 して溶 媒を 留去7),

 EPA, DHA濃 縮 画分 を得 た。 これ を基質 として,求 め

た至 適条件 に より,グ リセ リド合成 を行 った 。

合成TGの 分子 種組成 の 分析　 グ リセ リ ド合成 に よ

って得 られたTGを 次 の条件 で逆 相系HPLCに 供 し,

各 主要 ピー クを分取,メ チルエ ス テル化 後,先 の方法 に

従 って脂 肪酸組 成を分 析し,相 対 保持 ポテ ン シャル イ ン

デ ックス法8,9)の併 用 に よってTGの 分 子種 の同定 と組

成 の分 析を行 った。装 置:日 立638-50型 液 体 ク ロマ ト

グラフ,カ ラム: Supersphere RP-18 250×4mm,溶 媒:



ア セ トン/ア セ トニ ト リル(1:1 v/v),流 速: 0.5ml/min,

カ ラ ム温 度: 18℃,検 出 器:日 立655A-30型 示 差 屈 折

計 。

Fig. 3. Degree of incorporations of the indivi-

dual EPA, DHA, and GLA on enzymatic

 glyceride synthesis.

Table 1. Fatty acid composition of the synthe-

sized TG by Lipase OF and Lipase TOYO

 glyceride synthesis system using equal molar
 EPA, DHA, and GLA mixture as substrate.

Fig. 4. Lipid composition of the synthesized oil 
obtained by Lipase OF and Lipase TOYO 

using equal molar EPA, DHA, and GLA 
mixture as substrate.

Abbreviations

TG: Triglyceride, FFA: Free fatty acid, DG:

 Diglyceride, MG: Monoglyceride.

Fig. 5. Reverse phase HPLC chromatograms of 
the synthesized triglyceride using eqal molar 
EPA, DHA, and GLA mixture as substrate.
Peaks are:

 1: (EPA, EPA, EPA), 2: (EPA, EPA, 
DHA), 3: (EPA, DHA, DHA), 4: (DHA,

 DHA, DHA), 5: (EPA, EPA, GLA), 6: 
(EPA, DHA, GLA), 7: (DHA, DHA, 
GLA), 8: (EPA, GLA, GLA), 9: (GLA, 
GLA, DHA), 10: (GLA, GLA, GLA) .



結果 お よび考察

グリセ リ ト合成 におけ る至 適水分 量　 各 リパ ーゼ の至

適水分量 につ いて検 討 した ところ各水 分量 におけ る合成

率 はFig. 1の よ うに な った 。Lipase OFは, 12時 間反

応 させ た ところ,水 分量 が5.7%の とき合成率 が88.3%

の最高 値に達 したが反応 が平 衡 に達 す るの に6時 間を要

した 。これ に対 して9.8%の 場 合 には,合 成率 が79.3%

であ ったが,僅 か30分 で反 応 が平衡 に達 した 。この よ

うに最終 合成率 は,約9%ほ ど前 者の方 が高 いが,酸 化

され 易いPUFAを 基質 として用 い る ことを考 える と,

反応 が速やか に平衡 に達す るほ うが 良い と考え,至 適水

分量 は9.8%と 判断 した。Lipase TOYOは, 24時 間

反応 させた ところ水 分量2.2%の とき合成 率が94,6%

と最 も高い値 に達 したの で至適水 分量 を2.2%と 判断 し

た。Lipase Aは, 24時 間反 応 させた ところ,水 分量 が

5.7%の とき合成率 が81.3%に 最 も高い値 に達 して いる

がLipase OFと 同様 の理 由で水 分量9.8%(合 成率 は

77.8%)を至 適 水分 量 と判 断 した。

Fig. 6. Reverse phase HPLC chromatograms of the acid interchanged triglyceride prepared 

from triolein and EPA, from triolein and DHA, and from triolein and GLA, respectively 
as substrate.

Peaks are: 1: (EPA, EPA, EPA), 2: (EPA, EPA, 18:1), 3: (EPA, 18:1, 18:1), 4: (18:1,
 18:1, 18:1), 5: (DHA, DHA, DHA), 6: (DHA, DHA, 18:1), 7: (DHA, 18:1, 

18:1), 8: (GLA, GLA, GLA), 9: (GLA, GLA, 18:1), 10: (GLA, 18:1, 18:1).

グ リセ リド 合成 におけ る至適 酵素量　 効 率 的な酵素 の

利 用を考え て各 リパ ーゼの至 適酵素 量を検 討 した。 そ の

結 果, Fig. 2に 示す よ うに, Lipase OFは, 30分 間の

反 応にお いて7650U以 上 は合成率 に大 きな変化 がなか

ったので7650Uを 至適 酵素量 と した 。Lipase TOYO

は, 3時 間 の反応 で200U以 上 は合成 率に大 きな変化 が

なか った ので200Uを 至 適酵 素量 とした。Palataseは

12時 間 の反 応 で260U以 上 は合成 率 が徐々 に低 くな る

こ とか ら至適酵 素量 を260Uと した 。

Fig. 7. Lipid composition of the synthesized oil 

by Lipase OF and Lipase TOYO using EPA 

and DHA concentrated fatty acid mixture 

obtained from sardine oil as substrate.

For the abbreviations, see Fig. 4.

EPA, DHA, GLA(γ-リ ノレン酸)そ れぞれ の単品 を

用いた と きの グ リセ リド合 成　 供 試微 生物源 リパ ーゼ の

有用PUFAに 対す る 作用 特性 を 検 討す るた めに99%

以上 の純度 のEPA, DHA, GLAの 単品(い ず れ も出

光石 油化学)を それぞれ用 い て グ リセ リド合 成 を行 った

結果, Fig. 3に 示 した よ うにLipase TOYOで は25℃,

 24hで どのPUFAも90℃ 以上 の合成率 に達し,次 い



でLipase OFが70%前 後 の合成 率 に達 した。全体 的

傾 向 としてLipase TOYOを 除 き,い ず れ の 酵 素 も

PUFAの 中 ではDHAに 対 す る作 用 が弱 い ことが 明 ら

かと な った。

Fig. 8. Reverse phase HPLC chromatograms of the synthesized TG by Lipase OF and Lipase 
TOYO using EPA and DHA concentrated fatty acid mixture obtained from sardine oil as 
substrate.
Peaks are: 1: (EPA, EPA, EPA), 2: (EPA, EPA, DHA), 3: (EPA, DHA, DHA), 4: (DHA, 

DHA, DHA), 5: (19:2, EPA, EPA), 6: (19:2, EPA, DHA), 7: (16:1, EPA, 
DHA), 8: (14:0, EPA, DHA), 9: (18:1, EPA, DHA), 10: (16:0, EPA, EPA), 
11: (16:0, EPA, DHA), 12: (16:1, 16:1, DHA), 13: (22:2, EPA, DHA), 14:

 (18:0, EPA, EPA).

Table 2. Fatty acid composition of the synthe-

sized TG by Lipase OF and Lipase TOYO

 glyceride synthesis system using EPA and

 DHA concentrated fatty acid mixture obtain-

ed from sardine oil as substrate.

EPA,DHA,GLAの 等量 混 合基質 を 用いた と きのグ

リセ リド合 成率　 EPA:DHA:GLAを1:1:1の モル比

に混 合 し,混 合 基質 につ いて グ リセ リド合成 を行 った結

果, Lipase OFな らび に Lipase TOYOが 優 れた合成

能 を示 し, Fig. 4に 示 した よ うに約30%のTGを 得 る

こ とが で きた。 その脂 肪酸 組成 の内 訳(Table 1)は 対照

と して行 った 化学 合成 区(グ リセリ ン と脂肪酸 等 モル,

 CH3ONa使 用, 130℃, 7h)で は各PUFAは 等量 であ

り,リ パ ー ゼ処 理区 で はGLAが いず れ も高 く, Lipase

 OFで はDHA, Lipase TOYOで はEPAが や や低い

傾向 が認 め られた 。事 実,得 られ たTGの 分 子種 組成に

つい て検討 した結果, Fig. 5に 示 した よ うにLipase O

Fで はTG分 子 内 に2分 子 以上 のEPAを もつ 分子種で

あ る(EPA,EPA,EPA)と(EPA,EPA,DHA)が 他 の

ク ロマ トグラム よ りも 相 対的 に 大 き く,一 方, Lipase



TOYOで は分子内 に2分 子以上 のDHAを もつ分 子種

(DHA, DHA, DHA), (EPA, DHA, DHA), (DHA,

 DHA, GLA)が他 の クロマ トグラム よ りも相対 的 に大

きか った 。 これ は,各リ パ ーゼの脂 肪酸 特異性 が反 映 さ

れた ためで ある と考 え られ る

。 EPA, DHA, GLAそ れ ぞれ の単 品を 用いた と きのエ

ステル交換　 4種 類 の リパ ーゼを用 いて エス テル交換 を

行いEPA, DHA, GLAの トリオ レイ ン(純 度99%,

 Sigma)へ の導 入に つい て分子 種 レベ ルで 検 討 した結果

(Fig. 6),と りわ け　Lipase OF, Lipase TOYOが 高 い

活性 を示 し,単 酸型 の(EPA, EPA, EPA)の 産 生 も認め

られた。Lipase TOYOで は さ らに(DHA, DHA,

 DHA)の 産生 も認め られ た。LipozymeとLipase Aは

単 酸型TGの 産 生は ほ とん ど認 め られな か った が,こ の

ことか らこれ らのリ パ ー ゼが1,3-位 位 置特異 性 を有 す る

ためで ある と考え られ た。

イ ワシ油ケ ン化物 のEPA, DHA濃 縮物 を基質 と した

グ リセ リド合成　 イ ワシ油 ケン 化 物 のEPAとDHA

の合 計量を約68.8%に まで濃 縮 した イ ワシ油 混合脂 肪

酸を基質 として グ リセ リド合 成を 行 った 結果, Fig. 7に

示 した よ うにLipase OFとLipase TOYOに よって約

45℃ のTGを 得 るこ とが で きた。 このTGの 脂肪 酸組

成につ いて検討 した結果(Table 2), Lipase TOYOで

EPA+DHAが 約64.5%, Lipase OFで は約66.1%

にも達 してお り,グ リセリ ド合成 にお いては前報4)の エ ス

テル交 換の場合 とは異な り,基 質 の脂 肪酸 組成 がそ のま

ま反映 され るもの と思 われ た。 さ らに, EPAとDHA

のみ より成 る分 子種,す なわ ち(EPA, EPA, EPA),

 (EPA,EPA,DHA), (EPA, DHA, DHA), (DHA,

 DHA, DHA)が 約50%も 占めてい た こ とは(Fig. 8),

基 質の混合脂 肪酸 のPUFAの 濃度 を経 済的 にあげ る こ

と さえ で き れ ば, Lipase OFやLipase TOYOを 用 い

る こ とに よ り比 較 的 容 易 にPUFAを 高 濃 度 に 含 有 す る

T Gを 合 成 し 得 る こ とを 示 す もの で あ り,こ の 点 の改 良

が課 題 に な る もの と考え られ る 。

要 約

4種 類 の 微 生 物 源 リパ ー ゼ を 用 い てEPA, DHA,

 GL Aの そ れ ぞ れ の 単 品 な ら び に こ れ ら の 等 量 混 合 物 を

基質 と し て グ リセ リ ド合 成 を 行 っ た 。Lipase TOYOと

Lipase OFが 優 れ た グ リセ リ ド合 成 活 性 を 示 し,エ ス テ

ル交 換 に お い て はLipase TOYOの み が(DHA, DHA,

 D HA)を 生 成 した 。 これ らの 酵 素 はEPA+DHAが

68.8%の 基 質 よ り約45%のTG収 量 で65%前 後 の

E PA+DHAを 含 むTGを 生 成 し,そ の うちEPAと

DHAの み より 成 るTG分 子 種 も約50%産 生 した 。
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