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ホスホ リパー ゼA2に よる高度不飽和脂肪酸含有ホ ス ファチジル

コ リンの合成 と細胞分化 誘導作用 に及ぼす影響*1

細 川 雅 史,大 島 宏 哲,甲 野裕 之,高 橋是 太 郎

羽 田野六 男,小 田島粛夫

(1992 年 6 月 22 日受付)

Synthesis of Phosphatidylcholine Containing Highly Unsaturated Fatty

Acid by Phospholipase A2 and Effect on Retinoic

Acid Induced Differentiation of HL-60 Cells

Masashi Hosokawa,*2 Hiroaki Ohshima,*2 Hiroyuki Kohno,*3

Koretaro Takahashi,*2 Mutuo Hatano,*2 and Shizuo Odashima*3

Phosphatidylcholine containing highly unsaturated fatty acid (HUFA-PC) was prepared by

 porcine pancreatic phospholipase A2, which catalyzed esterification between lysophosphatidyl
choline (LPC) and highly unsaturated fatty acid (HUFA), under a scaled-up reaction system.

 Fatty acid mixture prepared from sardine oil, purified eicosapentaenoic acid (EPA), and purified
 docosahexaenoic acid (DHA) were used as the substrates of HUFA. The yield of HUFA-PC was

 17.0-19.9%. Synthesized phosphatidylcholine containing DHA (DHA-PC) prepared from LPC
 and DHA had a DHA content of 46.5%, which indicated almost the maximum theoretical in

corporation rate. DHA-PC molecular species consisted of (16:0, DHA), (18:0, DHA), (18:1,
 DHA), (18:2, DHA), and (18:3, DHA). It was obvious that the acyl groups in sn-1 of these

 molecular species originated from the substrate LPC. The rate of retinoic acid induced differentia
tion of the human promyelocytic leukemia cell line (HL-60) was promoted by growing HL-60 cells

 in 10% FBS-PNM pre-treated with either EPA-PC or DHA-PC.

Dyerberg et al.1) の疫学 的調査 以来,魚 油や その主

な構成脂 肪酸 で あ るn-3系 列のエ イ コサ ペ ソタエン 酸

(EPA),ド コサヘキサ エ ン酸(DHA)の 生理的 効果 が注

目され る よ うにな り,多 くの研 究が な され てきた。

最近 にな り, EPA, DHAの 生理的効 果が脂 質 クラス

や分子種 の違 いに よって異 なる ことが指 摘 され 始め,高

度不飽和 脂肪 酸(HUFA)と リン脂質 の両 方 のす ぐれ た

作用を併 せ持つ と思わ れ るHUFA含 有 リン脂 質の生理

的効果 が関心を 集め るに至 ってい る。EPAに よる血 清

コ レス テ ロール低 下作用 に関 しては,メ チ ルエス テルの

形態 に比 ベ リン脂質 の形態 のほ うが低 下作用 が格 段 に高

か った こ とが報 告 され,2)ま た,海 洋細菌 か らEPA含 有

リン脂質 を抽出 して ラ ッ トに経 口投与 した試験 では,脂

肪組 織の重 量低下 とい う リン脂 質形態特 有 の新 たな効果

がみ られ た ことも報告3)さ れ てい る。 今後 は脂質 形態 や

分子種 形態の違 いを考慮 した研究 がます ます 活発 になっ

てい くもの と予想 され る。

先 に筆 者 らは,温 和 な条件 下で反応 を進め る ことが で

き,所 望 の位 置にKUFAを 導 入す る ことが可能 な酵 素

的合成 法に着 目 して,リ ゾボス フ ァチ ジル コ リン(LPC)

とHUFAを 基質 として,ブ タ膵臓 由来 ホスホ リパ ーゼ

A2によ るHUFA含 有 ホ スフ ァチ ジル コ リン(PC)の

合成 につ い て報 告 した。4)本 研究 では,先 の反 応系 を

拡大 してHUFA含 有PCを 合成 し,そ の と き の生成

率,脂 肪酸組成,分 子種組 成を分析 し,さ らに合成 した

HUFA含 有PCの 細胞分 化誘導作用 に及ぼ す影響 につ

いて検 討 した。

実 験 方 法

試薬 LPCは，乳 化剤 として 市販さ れて いるリ ゾ型

*1 本 研 究 は
,文 部 省 平 成4年 度 科 学 研 究 費 補 助 金 に 墓づ く研 究(一 般 研 究C)の 一 部 と して 行 っ た も の で あ る.

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

 University, Minato, Hakodate, Hokkaido 041,Japan).

*3 金 沢 医 科 大 学 第 一 病 理 学 教 室(Department of Pathology, Kanazawa Medical University
, Uchinada,

 Ishikawa 920-02, Japan).



リン脂 質（商品名エルマイザーA） を協和〓 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 酸は ,

精 製 イ ワシ油(日 本 化学飼 料(株))を 終濃 度6%の 水

酸 化 カ リウムで ケ ン化 して調製 した 。EPA標 品(純 度

99%以 上),DHA標 品(純 度99%以 上)は,出 光石

油化学(株)よ り購 入 した 。ホス ホ リパ ーゼA2は 工業規

模 で利用 されて いる ブタ膵臓 由来 のものを協和〓 酵 工業

(株)よ り入 手 し,透 析 後,真 空凍 結乾燥 して(35.0unitS/

mg powder)用 い た。

HUFA含有PC合 成反応HUFA含 有PCの 合成

反応 はLPCと 基質 脂肪 酸を グリセロール に分散後,ホ

ス ホ リパ ーゼA2を6mM塩 化 カル シウム含有200mM

トリスー塩 酸緩衝液(pH8.0)に 溶解 した酵 素液を加 えて

反応 を開始 し,1,000rpmで攪拌 しなが ら25℃ で48h

反応 を行 った 。反応 終了後,Folch溶 媒 で脂質 成分 を抽

出 し,ケ イ酸 カ ラムク ロマ トグラ フィーに供 して メタノ

ール に よって リン脂質画分 を回収 し
,回 収重量 を測定 し

た。

生成率 の算出　 回収 したリ ン脂質画分 を ク ロマ トロッ

ドSIII(ヤ トロン(株))に 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,脂 質 組戒 を

TLC-FID法(イ ヤ トロス キ ャンTH-10型,ヤ トロン

(株))で 分析 した。また,LPCな らび に合 成 したHUFA

含有PCの 重 量 とピー クの面積(Integrator:日 立D

-2000)間 の関係 を示 すキ ャ リブ レー シ ョンカーブ を作成

し,脂 質 組成分析 の結果 とキ ャ リブ レー シ ョンカー ブ,

回収 リン脂質量 に基 づ き,合 成 されたHUFA含 有PC

の重量 を算 出 した。 さ らに反 応開 始時のLPC秤 取量 か

らHUFA含 有PCの 生成率 も算出 した。

生成率(%)=(合 成HUFA含 有PC量/

LPC秤 取量)×100(w/w)

反応系 の容積 および酵素 量の検 討　前報4)に おけ る至

適反応 系を2,5,10倍 に拡大 してHUFA含 有PCの

合成反応 を行い,反 応 系 の拡大 によるHUFA含 有PC

の生成率 への影響 につ いて検 討 した。すなわ ち,10倍 量

の反応 系 では LPC1.1g,イ ワシ油脂肪酸1.8gを グ リ

セ ロール55gに 分散後,6mM塩 化 カル シウム含 有200

mMト リスー塩 酸緩衝液(pH8.0)5.0mlに ホスホ リパ ー

ゼ A2 19.1units/mgLPCを 溶 解 した酵 素液 を加 えて反

応 を行 った 。また,上 記の10倍 量 の反 応系 におけ るホ

ス ホ リパ ーゼA2量 を変 えて反 応を行 うことに よ り,生

成 率 に及 ぼす酵素 量 の影 響につ いて検討 した。

異な る基 質脂肪 酸を用 いてのHUFA含 有PCの 合成

同じ く10倍 量 の反 応条件 下で,基 質脂肪 酸 としてイ ワ

シ油脂肪 酸(EPA 15.3%, DHA 9.9%), EPA標 品,

DHA標 品 をそれぞれ 用いて合 成反応 を行 った 。以後 の

操 作 は上 記 と同様 に行 い生成率 を算出 した 。 また,リ ン

脂質画分 を調製用 プ レート (DC-Fertig platten, Mac・

herey, Nagel)上 に プ ロッ 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 分 を回 収 しメチ

ルエステル化 を 行い,ガ ス クロマ グラフ ィー(GLC)

に供 して脂肪 酸組成を 分析 した。

分子 種組成 の分析 　合 成 し たHUFA含 有PCを

Takahashi et al.の 方 法5)に準 じて アセチ ル化 し,次 の

条件 の逆相 系HPLCに 供 して各 主要 ピークを分取,メ

チ ルエ ス テル化 後,GLCに よ り脂 肪酸組 成 を分析 して

分 子種 の同定を行 った。装 置:日 立655A-11液 体 クロ マ

トグラフ,カ ラム:Wakosil-5C18N(粒 子 径5μm)300×

4mm,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:0,5ml/

分,カ ラ ム温度:室 温,検 出器:日 立655A-30示 差屈

折 計。

HUFA含 有PCの 細胞分 化誘導作 用に及ほ す影響

レチ ノイン酸 が ヒ ト前 骨髄性 白血 病細 胞(HL-60細 胞)

を分 化誘導 する こと6)が 知 られ てい るが,そ の分化誘導

作用 に対 して,本 実験 で合成 したHUFA含 有PCの 影

響 について検討 した。

試 料に はEPA標 品,DHA標 品を用 いて合 成 したEPA

含有PC,DHA含 有PCをTerao et al.の 方 法7)に準 じ

て逆 相 ローバ ー カラム(Merck社,Lichroprep RP-8

(粒子径40-63μm)240×10mm)に 供 して クロロホル

ム/メ タノール/水　(1:10=0.5,v/v/v)に よ り酸 化PCを 除

去 した ものを用 いた。10%FBS-PNMに て継代 してい

るHL-60細 胞2.5×104個/mlを35mm dish(Falcon

社)に 植 え込 み,5%CO2,37℃ に て培 養 した 。植 え込

み後6時 間目 で10μgのHUFA含 有PCを含 むエ

タノール溶液1mlを 添加 し,24時 間後 に分 化誘導 剤の

レチノイ ン酸を添 加 して,さ らに24時 間後 に分 化誘導

能を測定 した 。また,そ れ とは別 に無血 清培地 で培養 し

たHL-60細 胞株 を用い,血 清培地 の とき と同様 に レチ

ノイン酸 添加24時間 後に分 化誘導能 を測定 した 。なお,

分 化誘導 能は何れ もNBT還 元 能8)を 指標 とした。

結果 および考察

反 応系の容 積の検 討　本研 究 で 行 ったHUFA含 有

PCの 合 成反応 は極性 の高いLPCを 基質 として いるた

め,LPCを 分 散 させて酵素 反応 を行 うこ とので きる分

散媒 として グ リセ ロー ルを用 いた 。しか し,LPCと グ リ

セ ロール は粘 性が高 いため,反 応系 を拡大 した ときの

攪拌状態 が生成率 に影 響を与 える ことが予想 された 。そ こ

で,HUFA含 有PC合 成 の反応系 を2,5,10倍(反

応系は実験 方法 に示す とお り)に 設定 して合成 反応 を行



Fig.1. Effect of phospholipase A2 content on

 HUFA-PC synthesis.

*Yield (%)=(synthesized HUFA-PC/sub

strate LPC)•~100 (w/w).Abbreviations are

the same as in Table I.

Table 1. Degree of HUFA・PC symhesis among

 various kinds of substrate fatty acids(%)

い,反 応 系 の容積 とCの 生成率 の関係 に

つい て検 討 した 。そ の結果,2,5,10倍 の反応 系に おけ

るHUFA含 有PCの 生 成率 はそれぞれ15.5,18.7,

17.0%と な り,反応 系 の拡大 に よる生 成率 の低下 はみ ら

れなか った。 このこ とよ り,以 後 の実験 を10倍 量の反

応系で行 うこと とした。 また,本 実験 では大量 に生産 さ

れ入手 しやすい ブタ膵 臓 由来 ホス ホ リパ ーゼA2を 用 い

たた め,酵 素量 の生成率 にお よぼす影 響につ いて も改め

て検討 した。そ の結果,効 率 的 に反応 を行 うための酵 素

量 は19.1unit/mgLPCで あ ると判断 した(Fig.1)。

異な る基質脂肪酸 を 用いてのHUFA含 有PCの 合成

上記 の10倍 量 の反応 条件下 で イ ワシ油 脂肪酸, EPA,

 DHAの3種 類 の基 質脂肪酸 を用 いてHUFA含 有PC

の合成反応 を行 った。Table1に 示 す よ うにHUFA含

有PCの 生成 率 は,イ ワシ油脂肪酸, EPA, DHAを 用

いた とき,そ れ ぞれ17.0,19.3,19.9%に な った。

反応 に用 いた基質 の脂肪 酸組成 をTable2に,合 成 し

たHUFA含 有PCの 脂肪酸 組成 をTable3に 示す 。

LPCと イワシ油脂 肪酸(EPA15.3%,DHA9.9%)を

用 いて合成 した イワシ油脂肪酸 含有PC中 にEPAは

8.2%,DHAは4.2%含 まれ ていた。前報4)で 報 告 した

ように, LPCの2位 の位 置に基質 脂肪酸 が特異的 に導

入 され る と考え 導 入率(実 測 値/理 論値(基 質 の 各脂 肪

酸濃 度 の和 の1/2)×100)を 計算 してみる と, EPAが

106.5%, DHAが93.3%と な った 。一方, EPA標 品を

用 いて合 成反応 を行 った とき,合 成 され たEPA含 有PC

中にはEPAが47.6%含 まれてお り,こ の ことか ら導 入

率は96.2%に な った。DHA標品 を用 いて合成反応 を

Table 2. Fatty acid composition of substrates for HUFA-PC synthesis by phospholipase A2

Table 3. Fatty acid composition of synthesized HUFA-PC by phospholipase A2



Fig.2. Reverse phase HPLC chromatograms of synthesized HUFA-PC prepared from LPC and

 fatty acid mixture, EPA or DHA.

Peaks are:

1, (18:3, EPA); 2, (18:3, DHA); 3, (18:2, EPA); 4, (18;2: DHA); 5, (18:12, 18:3)
; 6, (18:1, EPA); 7, (16;0, EPA); 8, (18:1, DHA); 9, (16:0, DHA); 10, (16:1, 18:2); 11

, (18:2, 18:2); 12, (16:0, 18:3); 13, (18:0, EPA); 14, (18:0, DHA); 15, (18:1, 18:2
); and 16, (16:0, 18:2).

*Fatty acid mixture prepared from sardine oil, Abbreviations are the same as in Table 1 ,

行 った ときは,合 成 され たDHA含 有PC中 にはDHA

が46,5%含 まれ,導 入率 は93.9%に な り,基 質脂肪 酸

中 のEPA, DHAが 両方 ともほぼ理論値 の上限 近 くまで

導入 され ている ことが明 らか にな った。

分子 種組 成 の分析 　合成 したHUFA含 有PCの 分子

種を分析 した クロマ トグ ラム,な らび に大 豆PC分 子種

の ク ロマ トグラ ムをFig.2に 示 す。DHA標 品 と大

豆由来LPCを 用 いて合 成 したDHA含有PCの 分子 種は

(16:0, DHA),(18:0, DHA),(18:1, DHA),(18;2,

 DHA),(18:3, DHA)の5種類 で,組成比は それ ぞれ

22.8,6.5,10.5,53.9,5.6%で あ った。LPCの 主 な脂 肪

酸が16:0 22.5%,18.0 6.9%,18:1 11.0%,18;2 52.5%,

18:3 5.6%で あ るこ とか ら考 え,DHAが2位 の位置 に

選択 的に導入 された ため この よ うな結果 に な った と考 え

られ る。EPA標品 を用 い て 合成 し たEPA含 有

PCの分子種 組成 につい て もDHAをEPAに 置 き換 えただ

けの ほぼ 同様 の結果 が 得 られた 。一方,イ ワシ油脂肪酸を用い

て合成反応 を行 った場 合 には,イ ワシ油脂肪酸

の脂肪 酸組成 が複雑 であ るため合成 され たイ ワシ油 脂肪酸

含有PCの 分子 種組成 も複雑 にな った。 そ れ に 対 し,

大 豆PCの 分 子種 にはHUFAを 含 んだ ものは見 られず,

主 な分子 種は(16:0, 18:2), (18:1, 18:2), (18:2, 18:2), 

(18:2, 18:3)で あった。LPCが 大豆PCより 調 製 され

て い るこ とを考 える と,本 リン脂 質合成反 応 に よ り原料

の大豆PCと は分子種組 成 の全 く異 な るPCが合 成 され

た といえ る。



Fig. 3. Effect of synthesized HUFA-PC on the

 rate of retinoic acid-induced differentiation of

 HL-60 cell in serum free medium. 

Abbreviations are the same as in Table 1.

Fig. 4. Effect of synthesized HUFA-PC on the

 rate of retinoic acid-induced differentiation of

 HL-60 cell in serum-supplemented medium.

Abbreviations are the same as in Table 1.

以上のように,本 法は純度の高い基質脂肪酸を用いる

ことにより2位 の位置に特定の脂肪酸残基を有するPC

を合成することが可能である。今後さらには1,3特 異性

のリパーゼを用いてエステル交換反応を行い,1位 に特

定の脂肪酸を導入することにより所望の分子種のPCを

合成することも可能になるものと思われる。

HUFA含 有PCの 細胞分化誘導作用への影響　小田

島らは水産動物由来のHUFA含 有PCを 用いてHL

-60細 胞 を前処理 す るこ とによ り,レ チ ノイン 酸の分

化誘導 作用 が促進 され る こ とを報 告 してい る。*4 そ こで

本法で合成 しEPA含 有PC, DHA含 有PCを用て い マ

レチ ノイ ン酸 の細 胞分 化誘導作用 に対す る影響 につい

て検討 した。

無血清培地 で培養 したHL-60細 胞株 を用 いてHUF

A含有PCの 分化誘 導促進作 用を検討 した結果 をFig.

 3に示 す。無血清 培地で はHUFA含 有PCで 前処理 し

ても レチ ノイン酸 単独の場 合の分化誘導 作用 に比 べ促 進

効果 がみ られな か った。 これに対し, Fig. 4に 示 す よ うに

血 清存 在下 ではEPA含 有PC, DHA含 有PCの 何

れで前処 理 した場合 で も レチ ノイン酸単 独添加 に ょる分化

誘導作用 に比べ,約10-20%の 促進効果 がみ られ た。し

か し,促 進 効果 に大 きな差 がみ られ なかった こと よ り

2位 の位置 に結合す る脂 肪酸 の種類 と分 化誘導 促進作 用

の直接的 な関 係はみ いだせな かった。旭 らはマ ウスの赤

芽性 白血病細胞 を 用 い て1-palmitoyl-2-eicosapentaenoy

 PCと1-palmitoyl-2-docosahexaenoyl PCの 分化 誘導

作用 を比較 した とき,2位 の位 置にDHAを もつ方 が

分化誘導 活性 が高い ことを報 告 して い る。9)用い る細胞 に

よって も当然効 果 が異 な ると考 え られ るため,効 果 の

評価 には今後慎重 な検討が必要 であ る。

血 清存在下 でのみ分化 誘導作用 に対 す る促進 効果 がみ

られた こと よ り, HUFA含 有PCが細 胞膜 の状態 を変

化 させ て血 清中 のホル モ ンな どの生理 活性物質 の細胞 に

対す る作用を増強 して いる ことが推察 され る。 した がっ

て, HUFA含 有PCで 前処 理す る ことによ り細 胞 の懸

受性を 向上 させ て,薬 剤 の減 量や副作用 の軽減 も期 待

できるこ とにな る。今後,脂 質 形態や分 子種の違 いに よる

細 胞膜 への影 響 について よ り詳 し い 検討 が 必要 であろ

う。
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