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2S3−PM4　　ilaematococcus　Pl” vialis が 生 産 するア ス タキ サ ン

　　　　　　 チ ン の 酵素法 によ る精製

　　 　　　 ⊂）永尾　寿浩，島田　裕司

　　 　　　 　（大 1坂市工 研〉

2S3−PM5　 phospllolipase　D に よ る レ シチ ン の phosphati ・

　　　　　　 dylserine へ の 変換

　 　 　 　 　 011「根 　恒夫，岩 崎　雄 吾

　 　 　 　 　 　 （名大院
・
生命農 ）

　 カ ロ チ ノイ ド色素の
．
種で 、サ ケ やオ キ ア ミ、カ ニ 、エ ビ な ど

に 含 まれ るア ス タ キサ ン チ ン （以 下恭 と略す）は、べ
一

タ
ー

カ ロ チ

ン 、トコ フ ェ 卩
一ル 、トコ トリエ ノ ール よ り も強い 抗酸化活 性 や、

抗 癌 ・免疫 力 増強作用 な どを持 っ て い る。こ れ らの 機能性 が 注 目

され 、Ax は 食品 添加物、健康食品、化 粧 品 基材な どに 利用 され て

い る。Ax を生 産す る微 生 物 と して 数種の 酵母 ・細菌 ・緑藻類 な ど

が知 られて い るが、こ れ らの うち緑
’maHaenzatococcus　Pltx．vialis の ア

セ トン 抽 出物（粗Ax 、Ax 含量 14．6　wt ％）が Ax 標品 と して 市販 され て

い る。こ の 粗 Ax に含 まれ る Ax は 遊 離 体 とそ の 脂 肪 酸 エ ス テ ル 体

の 混 合物（遊 離体ノモ ノ エ ス テ ル 体〆ジ エ ス テ ル 体＝5 ；80 ；15，モ ル 比 ）
で あ る。しか し粗Ax に 含まれ る Ax 含 量 は あ ま り高 くな い こ とか

ら、Ax 高濃度標品 の 開発 が 要望 され て い る 。そ こ で 我々 は 、2段
階酵素反 応 を含む 工 程 が Ax の 高 濃度化 に 効果的で あ る こ とを 見

出 し た。　 粗 Ax 中に含まれて い る主た る夾雑物は 「」性脂 質 （41．6
wt ％）と遊離脂 肪酸 （24．9　wt90 で あ る。粗Ax をそ の ま ま分 了蒸 留 し

た 時、遊 離脂 肪酸は留分 として 除去 され る が、中性脂質はAx と共

に 蒸留 残 渣 に 残 るた め、Ax 含量 を 1．3倍 ま で しか 高め る こ とが で

きな か っ た。そ こ で、リパ ーゼ を用 い て 中性 脂 質 を 選 択 的 に加 水

分 解 して 遊 離脂 肪 酸 に 変 換 す れ ば、蒸 留 に よ る Ax の 精製が 容易に

な る と考 えた、，粗Ax 中に含 まれ る 中性脂 質の 加水 分 解 に最 も適 し

た 条 件 は、水 と粗 Ax の 重 量 比 が 1；1、　 Cα ndida 　rugos α 由 来の リパ ー
ゼ が 反 応系 lg に対 して 50U 、反 応 温度30℃で あ っ た。ま た Ax遊

離体 と エ ス テル 体の 組 成比 は こ の 酵素反応 の 前後 で ほ とん ど変

化 し なか っ た。得 られ た 反 応液の 油層を 分子 蒸留で 精製 した と こ

ろ、初発 の Ax 含量 の 2．8倍（4e．8　wt ％ 〉に ま で 濃縮 された 標品が 得 ら

れ た （以 下Ax40 と略 す ｝。しか し、　Ax40に 含ま れ て い る未 同 定 夾 雑

物 質 は分子 蒸 留 で 除 去 で きず、こ れ 以上 Ax 含量 を高め る こ とが で

きな か っ た．そ こ で 、n 一ヘ キサ ン に 対 し て Ax エ ス テ ル 体は 良 く溶

け るが 遊 離 体 は あ ま り溶 け ない とい う性 質 を利 用 し、リパ ー
ゼ を

用 い て Ax エ ス テ ル 体を遊 離体に 変換 し 、n一ヘ キ サ ン 分画 に よ りAx

を精製す る こ と を試 み た。Ax4 〔｝〆水 （1：1，wtiwt ）、お よ び500　U ／gの

Ph’endomon α s　aerugtnesa リパ ーゼ か らな る反応混液 を30℃で 68時
間 反 応 させ た と こ ろ、Ax エ ス テル 体 が遊 離体 に変換 され 、全 Ax
に 対す る遊離体含量は65、4md ％ に達 した。さらに 全脂肪 酸に 対

して 5 倍 モ ル 当量 の エ タ ノ
ー

ル を反 応 系 に 添加 す る こ とに よ り、
リパ ー

ゼ が 基 質 と し て 認 識 し に くい 脂肪 酸 エ チ ル エ ス テ ル が 生

成 し、Ax遊 離 体含 量 は89．3　mo1 ％ まで 高 め られ た。最 後 に、反 応

混 液 の n 一ヘ キサ ン 分画 で 沈 殿 を 回収す る こ とに よ り Ax 遊離 体を

精製 した 。こ の よ うな2段 階酵素反 応 を含む 工 程 に よ り、Ax 含 量

を70．3w し％（遊 離 体 ；モ ノ エ ス テ ル 体 ；ジ エ ス テ ル 体＝93 ：7 ：0．5、粗
Ax か らα）収率63，9％）に まで 高 め る こ とが で きた。
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　Phosphatidylserine（PS）は 大 豆 や 卵黄 由 来 レ シ チ ン に は ほ とん

ど含 まれ て い ない が、動物の 臓器 と くに 脳 に 多 く存在 して い る．
1990年 代 に欧 米 で 牛脳 由 来 の PS（BG

−PS）が加 齢 に伴 う記憶力 減

退 （AAMI ）や老 人性痴 呆症そ の 他 の 疾患 に 効果 が ある とい う臨床

結 果が 報告 され、ps は 健 康食 品 と して 利 用 される よ うに な っ た。
その 後、狂牛 病 （BSE ）との 関連 で BC −PS が使用 で きな くな り、
phospholipase 　D （PLD ）の フ ォ ス フ ァ チ ジ ル 基 転移反応 を利用 し

て 大豆 由来の レ シ チ ン か ら製造 され る PS（TP −PS）が 市販 され て い

る。本 シ ン ポ ジ ウム で は、TP −PS の 製造 法、　 PLD の 探 索、お よ び

構 造 と触媒機構 に つ い て 述べ る。
1）TP ・PS の 製造 　 　PLD の フ ォ ス フ ァ チ ジル 基 転 移活 性 は 占

』
く

1967 年 に植物 由来 PLD で 発 見 され た。演者 の 研 究室 で は 1988年
頃か ら こ の 反応 につ い て キ ャ ベ ツ 由来 お よび放線 菌 ，StrePtom），ces
α児1瘤 olぬ ∫由来 PLD に つ い て研 究を 行っ て い る。転移 活性 は放線

菌由 来の もの が 強い こ と、酢酸 エ チ ル や エ
ー

テ ル を使 う2相系 が

良い こ と、生成す る コ リン に よ っ て 阻 害 され る等 を 見 出 し た。興

味深い の は 、D 一セ リン を受容体 と し た場 合で 、キ ャ ベ ツ PLD は

ま っ た く反応 しな い が、放線菌 PLD はD 一体 の 方 がL 一体 よ り2倍程

良 く反 応 し phosphatidyl−D −serine を生成 し た こ とで ある。反 応 系

に つ い て は、従 来 実験 室 で は 2液 相 系 で 研 究 され て き た が、工 業

的食 品生 産に は 問題が あ る。水系 で はPS の 生成 含量 は20％程度 で

あ り、現在 市販 され て い る もの の PS含量 もこ の 程度 で あ る。演者

らは 水系で もっ と高含 量に PS を合 成す る 方法は ない か と鋭意検

討 し、硫 酸 カ ル シ ウム の 微粉末 を 加 え る とPS含量 が80％ （高濃度
の 低純度 レ シ チ ン で は う0％） とな る こ とを 見 出 した。こ の 方法 に

つ い て、PSの 回 収 法 お よび 残 存セ リ ン の 再利 用 法 （セ リン は 高価
な の で そ の 再 利用 が 必 須 ） も確 立 で き て い る 。
2）PLD の 探 索　 　強 力 な転 移 活 性 を有 す る微 生 物 PLD の 探 索 は

1970年代 か ら U 本 の 幾 つ か の 企 業［東洋醸 造 （現旭 化成）、名糖産

業、ヤ クル ト、ホ ーネ ン コ ー
ポ レ

ーシ ョ ン （現J−OIL　MILLS ）等

］で 広範 闇に行 われ、有力株 が 多数保有 されて い る。興味深い の

は、転移活 性 を 有す る PLD 生産 菌は 放線菌お よ び そ の 類縁 菌に 限

られ る こ とで あ る。ま た 、PLD 生産菌の 探索は伝統 的に は レ シ チ
ン を唯一

の 炭素源 とす る 資化 性 と そ れ に続 く試 験 管培養の 上 澄
液 の PLD 活性の 測定 と い う煩雑 な方法で あっ た が 、最 近 演者 らは

寒 天 平 板 上 の 発 色 とい う簡 便 な 方 法 を 開 発 した。
3）PLD の 構造 と反応機 構　　演者 らは ホ ーネ ン コ ーポ レ ーシ ョ

ン と の 共 同 研 究に よ り∫t、antibioticiLs　PLD 遺伝 子 の ク ロ
ー

ニ ン グ、
組 替 え大腸 菌で の 過剰 発 現、名大 院 ・工 ・山根 　隆教授 との 共 同

研 究に よ る結晶化、3D 構 造の 解 明、お よび 部位特 異的変異 に よ る

活性 部位の 1司定、反応機構 の 推定等 を行 っ て きた。PLD は双子 の

よ うに ほ ぼ 類似 した構 造の N 末端側 ドメ イ ン とc 末端側 ドメ イ ン

が 対 面 して い る よ うな 構 造 を取 っ て お り 、そ れ ぞれ の 対面部分 に

存在す るHKD （ヒス チ ジ ン ーリシ ン ーア ス パ ラ ギ ン 酸 ） motif が活

性 中 心 とな っ て い る。蛍 光標識 人 工 基 質を 用 い た実験 に よ っ て G

末端側の N が 基質 との 複合体形 成 に 関 与 して い る と推 定 した が、
立 体 構 造 を考 慮 す る と こ れ は 困難 で あ る との 指 摘 もあ り、さ らに

検討 が 必 要 で ある。

Enzymatic　pu茄 ca 廿・ n ・fastaxanthin　fr・ m 　Haem α t・ c・ ccus 　ptuvialis
　OToshihiro　NAC ］AO ，　Yuji　SHIMADA

　（Osaka　M ・・icipal　Tech・ic・且R ・ ・．　ln・t、）

Conversion 　of 　lecithin　to　phosphatidylserine　by　phosphelipase　D

　CTsuneo 　YAMANE ，　Y ヒ1g （｝ IWASAKI

　（Grad．　Sch、　BLoL 　Agrc ．　Sci．，　Nugeya し「niv ．〉

Key 　words 　aStaxanthin ，iipuse，Haumatococ‘usPluvia ．iis，
enzyma しic　puriHcaしion

Ke ア words 　ledFhin，　phosphutid》・且scrinc ，　phospholipase　D ，
匸ransphosphalidytaLion

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


