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ホスホ リパーゼを用いた機能性化合物の リン脂質誘導化法に関する研究
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Study on phosphatidylation of functional compounds using phospholipases

 Yukihiro YAMAMOTO*', Masashi HOSOKAWA*2, Kazuo MIYASHITA*3,

ABSTRACT: Here I describe about the phosphatidylation of functional compounds using phospholipases 

which is covered with my doctoral thesis. Physiologically active compound such as conjugated fatty acid, 

terpenes and phenolic compounds sometime exert their activity not fully because of their poor solubility in 

a certain environment. On the other hand, phospholipids have characteristic amphiphilic property and 

biocompatibility. In this study, several physiologically active compounds were phosphatidylated using 

phospholipases such as phospholipase A2 and phospholipase D. The enzymatic reaction was modified and 

optimized for the yield. In addition, the phosphatidylated compounds were tested for their physiological 

activity in vitro. Conjugated linoleic acids which have anti-obesity effects were phosphatidylated mediated 

by phospholipase A2. In this reaction, it is fund that water mimics such as formamide was key factor for 

the synthetic reaction. Several terpenes and phenolic compounds which have anti-cancer effects or 

anti-oxidative effects were phosphatidylated mediated by phospholipase D. Some phosphatidylated 

compounds were exerted higher anti-cancer effects compare to parent compounds.

Keywords: phospholipid, phospholipase, conjugated linoleic acid, terpenes

(Received September 21, 2009)

1.は じめ に

抗酸化作用や抗癌作用などの機能性 を有する化合物を

食品成分や化粧品素材,医 薬品として用いる場合,乳 化

剤等を併用することで分散性や安定性,吸 収性を高める

必要がある。 しかし,そ れによって利用用途が制限され

ることも少なくない。そのため機能性化合物に両親媒性

を付与することが出来れば幅広い利用が可能となる。こ

の様な機能性改善の手段の一つとして,ア シル化や リン

酸化等の誘導化が挙げられ,そ れによって分散性や吸収

性を大きく改善出来る。

本研究では,優 れた生体適合性と両親媒性か ら医療品や

機能性食品,化 粧品素材 として広範に利用されているリ

ン脂質の分子構造に着目し,種 々の機能性物質を リン脂

質 誘 導 化す るた め の 新規 反 応 プ ロセ ス の 開発 と,得 られ

た リン脂 質 誘 導 体 の機 能 性 評 価 に 関 して研 究 を 行 っ た。

そ の 際,生 体 触 媒 で あ るphospholipaseA2(PLA2)や

phospholipaseD(PLD)と い っ た リ ン脂 質 関 連 酵 素 を利

用 し,温 和 な環 境 で 特 異 的 な反 応 を簡 便 に進 め る方 法 に

つ い て 検討 した。

1.共 役 リノール酸含有ボスファチジルコリンの合成
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抗癌 作用 や抗 肥満 作用 を有 す る こ とか ら機 能 性 脂 肪 酸

と して 近年 注 目 され て い る共 役 リノー一一ル 酸(CLA)に 着 目

し1'6),PLA2を 用 い た エ ス テル 化反 応 に よ るCLA含 有 ホ

ス フ ァチ ジル コ リ ン(CLA-PC)の 合 成 を試 み た 。 特 に,

PLA。 を用 い たエ ス テル 化反 応 で は,副 反 応 で あ る加 水

分 解 反 応 を 制御 す る 反応 系 中 の 至適 水 分 量 の調 節 が 非 常

に難 しか っ た た め,必 須 水 代 替 物 と してfbmla血deを 利

用 したCLA-PCの 合 成 を 試 み た 。 まず,ブ タ膵 臓 由 来

PLA2(ppPLA2)を 用 い て,glycerolを 分 散 媒 と して 用 い
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た 反 応 系 に てCLAと 卵 黄 由 来lysophosphatidylcholine

(LPC)と の エ ス テ ル 合 成 反 応 を行 った 。LPCllmg,

CLAl8mg,glycerol550mg,ppPLA23.3xlO4U,CaCl2

0.3μmol,370C,48hの 反 応 条 件 に お い て,酵 素 を活 性

化 す る 目的 で 水50μ1或 い はforma血de50μ1を 添 加 し

CLA-PCの 合 成 を試 み た と ころ,水 を 用 い た 系 で は 合 成

率 が僅 か に2mol%で あっ た 。 そ れ に対 し,formamide

を用 い た 系 で は46mol%と な り,大 幅 に 合 成 率 が 高 ま る

こ とが 明 らか とな った 。 得 られ たCLA-PCの 脂 肪 酸 組 成

をGC分 析 した とこ ろ,基 質 と して用 い たCLAの 約 半 分

の 脂肪 酸 組 成 比 で あ っ た こ と よ り,LPCのsn-2位 に特 異

的 に 基 質CLAが 導 入 され て い る こ とが 示 され た 。 更 に,

合 成 率 に 及 ぼ すfo㎜amide添 加 量 やglycerol添 加 量,

ppPLA2添 加 量 の 影 響 を検 討 して,至 適 反 応 条 件 をLPC

llmg,CLAl8mg,glycerol550mg,ppPLA23.3xlO4

U,formamide50μ1,CaCl20.3μmol,370C,6hと し

た 。そ の至 適 反 応 条 件 にお い て は65mol%の 合 成 率 を得

た 。 しか し,上 記,反 応 条 件 で は 反応 時 間6h以 降 で は

合 成 率 の 低 下 が 見 られ た 。 そ の 要 因 と して 大 気 中 か ら吸

湿 され る水 分 や,エ ス テ ル 合 成 反 応 の 進 行 に よ り生 成 し

た 水 が 加 水 分 解 反 応 を 充 進 した と推 察 し,albuminや

caseinな どの タ ンパ ク質 を 添 加 す る こ とに よ りPLA2近

傍 に 存 在 す る過 剰 な 水 分 の コ ン トロー ル を試 み た 。 そ の

結 果,前 述 の 反 応 系 にalbuminlmgを 添加 す る こ とで,

合 成 率 の 低 下 を抑 え る こ とが 可 能 とな っ た(Fig.1)。 酵 素

以 外 の タ ンパ ク質 を添加 す るだ けで 合 成 率 を 維 持 で き る

結 果 は,水 分 の調 節 が 困難 で あ ったPLA2を 用 い た エ ス

テ ル 化 反応 に お い て 極 め て 有 用 な 知 見 で あ る。 水 分 活 性

の 調整 や 減 圧 下 で の 反応 で は 最 終 的 な 収 率 を 高 め る こ と

は 可 能 で あ るが,反 応 初 速 度 が 低 下 す る。 そ れ に 対 して

タ ンパ ク質 の 添 加 に よ る反応 法 は,簡 便 で あ るの み な ら

ず そ の 吸 水 性 が 反応 速 度 に影 響 を及 ぼ さな い 点 が 利 点 で

あ る こ とが 示 され た 。
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Fig.1.T㎞ecourseofCLA-PCsynthesismediatedbyPLA2

inthepresence(closedsymbol)orabsence(openedsymbol)

ofalb㎜ 血.Reactionmixture:llmgLPC,18mg

CLA-mixture,550mgglycerol,3,3xlO4UPLA2,50pl

formamide,0.3mmolCaC12,andlmgalbum血.Thereaction

wasconductedat370Cfor48h.

2.機 能性アルコールの リン脂質誘導化

PLDを 用 い た ホ ス フ ァチ ジ ル 基 転 移 反 応 に よ る機 能

性 アル コー ル の リン脂 質 誘 導 化 法 に つ い て検 討 した。 ホ

ス フ ァチ ジ ル基 転移 反 応 を様 々 な機 能 性 化 合 物 に応 用す

る 為 に は,様 々 な ア ル コール 化 合 物 を 基質 と して用 い て

反 応 特 性 を 明 らか に す る 必 要 が あ る。 そ の よ うな観 点 か

ら,本 研 究 で は これ ま で 報告 例 の な い テル ペ ン アル コー

ル 化合 物や フェ ニル アル コー ル化 合物 に着 目 し,そ れ ら

の ホ ス フ ァチ ジ ル基 転移 反 応 に つ い て検 討 した。

PLDを 用 い た ホ ス フ ァチ ジル 基 転移 反 応 は一 般 に,水

と ク ロ ロホ ル ム な どの有 機 溶 媒 との2相 系 に よ り行 わ れ

る が7'll),そ の よ うな有 機 溶 媒 の使 用 は 工業 的応 用 をは

か る際,安 全 面 で 問題 点 とな る。そ こで 大 豆pc(Soypc)

とテル ペ ン アル コー ル との ホ ス フ ァチ ジル 基転 移 反 応 で

は,酢 酸 エ チル と0.2M酢 酸 緩 衝 液(pH5.6)と の2相 系 及

び,0.2M酢 酸緩 衝 液(pH5.6)に 基 質 を 分 散 させ て反 応 を

行 う水 系 に て試 み た。 反 応 系 に及 ぼすgeraniol(1)の 添

加 量 の影 響 と酵 素 添加 量 の影 響 を 検討 し,合 成 率 の 経 時

的 測 定 を行 い最 終 的 に 至適 反 応 条 件 を2相 系;Soypc50

μmol,基 質 ア ル コー一一ル500μmol,酢 酸 エ チ ル1.6ml,

Streptomycessp.由 来PLD(ssPLD)1.6U,0.2M酢 酸緩

衝 液(pH5.6)0.8ml,370C,24h,水 系;SoyPC50μmol,

基 質 ア ル コー一一ル2000μmol,ssPLDl.6U,0.2M酢 酸緩

衝 液(pH5.6)0.8ml,370C,24hと 定 めた 。 この反 応 条

件 に お け るphosphatidyl-geraniolの 合 成 率 は2相 系 で は

52mol%で あ った の に対 し水 系 で は90mol%と な り,テ

ル ペ ン アル コー ル の リン脂 質 誘 導化 で は水 系 が適 して い

る こ とが 明 らか とな っ た。 一 方,フ ェ ニル アル コー ル の

リ ン脂 質誘 導化 は,Soypcを 基 質 リ ン脂 質 と し酢 酸 エ チ

ル と0.2M酢 酸 緩 衝 液(pH5.6)と の2相 系 に よ りホ ス フ

ァチ ジ ル基 転移 反 応 を行 っ た。Tyrosol(8)の 添加 量 の影

響 を検 討 す る と と もに,合 成 率 の 経 時 的変 化 を 測 定 した

結 果,至 適 反 応 条件 をSoyPC50μmol,酢 酸 エ チ ル1.6

ml,基 質 ア ル コー一一ル500μmol,ssPLDl.6U,0.2M酢

酸 緩 衝 液(pH5.6)0.8ml,370C,24hの よ うに 定 め,こ

の反 応 条件 に お い てphosphatidyl-Tyrosolの 合 成 率 は87

±3.7mol%に 達 した。

次 い で,至 適 反 応 条件 に お い て 各種 基質 アル コー ル を

用 い合 成 率 を 比 較 した と ころ,基 質 テ ルペ ンア ル コール
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の 鎖 長 が 長 く な る 程 合 成 率 が 低 下 す る こ と,perillyl

alcohol(5)やmyrtenol(6)の よ うな 分 子 内 に環 状 構 造

を有 す るテ ル ペ ンア ル コー ル もホ ス フ ァチ ジル 基 転 移 反

応 の 基 質 に な り得 る こ とを 明 らか に した 。 ま た,フ ェ ニ

ル ア ル コー ル の ベ ンゼ ン環 か らホ ス フ ァチ ジル 基 に置 換

され る一〇H基 ま で の 距 離 が 合 成 率 に 大 き く影 響 を 与 え る

の に 対 し,p一 位 の 置 換 基 はそ の種 類 に よ らず ほ とん ど反

応 に影 響 を及 ぼ さな い こ とが 明 らか に な っ た(Fig.2)。
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3.リ ン脂質誘導隊の機能性評価
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合 成 され た各 種 リ ン脂 質誘 導体 に つ い て機 能 性 評 価 を

行 っ た 。 特 に ヒ ト癌 細 胞 株 を 用 い た 増 殖 抑 制 試 験 や

DPPHラ ジ カル 捕 捉 能,酸 化 安 定 性 を指 標 に,抗 癌 作 用

な らび に抗 酸化 作用 を評 価 した。

ヒ ト白血 病 細 胞(HL-60)の 細 胞 増 殖 に 対 す る テ ル ペ ン

ア ル コール 及 び そ の リン脂 質 誘 導 体 の影 響 を調 べ た と こ

ろ,母 化 合 物 で あ るgeraniol(1),perillylalcohol(5),

myrtenol(6),nerol(7)は400μMで40%程 度 の増 殖抑 制効

果 で あ っ た の に 対 し,そ の リン脂 質 誘 導体 で は100μM

で 生細 胞 数 が コ ン トロー ル の20-30%ま で減 少 し,リ ン脂

質 誘 導 化 す る こ とで 抗癌 作用 が増 強 され る こ とが示 され

た。 ま た,ヘ キ ス ト染色 に よ りア ポ トー シ ス細 胞 が観 察

され た こ とか ら,少 な く と も部分 的 に は ア ポ トー シ ス を

誘 導す る こ とで これ らの 増殖 抑制 が起 こ され て い る こ と

が 明 らか とな っ た(Fig.3)。 さ らに 不飽 和脂 肪 酸 に 富 む イ

ク ラPCを 基 質 リン脂 質 と して 得 られ だ[yrosol(8)の リ ン

脂 質 誘 導 体 は,基 質 リン脂 質 に は無 いDPPHラ ジ カル 捕

捉 活性 な らび に 酸化 安 定性 を 有す る新 規 リ ン脂 質 で あ る

こ とが 明 らか とな り,誘 導体 が優 れ た供 給 形態 で あ る こ

とが示 され た。
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Fig.2.SpecificityofPLDonsubstratephenylalcoholsfor

phosphatidylation.Highyield,(A);Moderateyield,(B);Low

yield,(c);Pooryield,(D)."Qualitative"meansthattheyield

wasqualitativelyestimatedbyTLC.

Fig.3.Fluorescencedyesta血ingobservationofHL-60cells

treatedwithphosphatidylatedterpenealcohols.(A)control

(PBS),(B)SoyPC,(C)phosphatidyl-geraniol,(D)

phosphatidyl-perillylalcohol,(E)phosphatidyl-myrtenol,(F)

phosphatidyl-nerol.Cellswereilcubatedfbr48hilculture

mediacontai血lglOOμMofindividualPLs.
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4.む す び

以上,著 者の学位論文に関して,概 略をご紹介させて

いただいた。すぐれた両親媒性と生体親和性に着 目し,

機能性成分を リン脂質へ誘導化した研究例はいくつかあ

るが,得 られた誘導体に対し,実 際に機能性評価をした

研究は少なかった。本研究によりPLA,及 びPLDを 用い

た機能性化合物の リン脂質誘導化法を確立し,そ れによ

り得られた リン脂質誘導体の新規機能性を見出した。
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