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Phospholipase 　D （以 ドPLD ）は 動物．植物、バ ク テ リア な ど あ らゆ る 牛物

に 存在 し、脂質代 謝 に関与す る酵素で あ る、PLD は リ ン 脂質に 対し て r．つ
の 反応 を触 媒 す る事 が 明 らか とな っ て いる 。　 つ は 加 水 分解反 応 で ．基 質

と な る phosphatidylcholine（PC ） と 人 量の 水が 共 存す る 時に 、　 phosphatidic
acid （PA ） と eho ：ine を 遊離す る。も う ．・

つ は リ ン酸 基転移 反応で ．　 PC と

ア ル コ
・一ル 分 子の 共存 ドで リン 脂 質の 極性 基 に 作 用 して ．極 性基 の 変換を

行 い ．異な る リン脂 質 を竺 成 す る。この リ ン酸 某 転 移 反 応 を 利 用 して 様 々

な リン 脂質が 安価な PC よ り 工 業的 に生産 され て い る．全て の 生物 卞由来

の PLD で は 、触 媒に 関与す る領域 が 良 く保存 されて い て 、2 回繰 り返 し

HxKxxxx ［）xxxxxxG （Gts）配列と して 存在 して い る ．我々 は 昨年の 年会に

お い て ，こ れ らの 配列 内に 存在す る G （G 〆S）領 域に 関 して 変 異体 解析を

行い，野 生型 よ り 高い 活性 を，1｛す 変異体の 取得に 関 し て 報告を行った。本

年会で は，こ れ ら の 変 異体 に 関 して の 酵素学的キ ャ ラ クタ リゼーシ ョ ン と

リ ン 脂質 合成 へ の 応用 に関 して 報告 を行 う。

【目的】サ フ ラ
．
フ
ー−nhか らー 業的に 製造 されて い る共役 リ ノ

ー
ル 酸 （CLA ）中

に は、抗 癌お よ び 体脂 肪低 減 作用 を そ れ ぞれ 保持 す る ciY −9，trans −11 （tt9 ．
tl ］）−CLA お よび trans −tO，cis −12 （tle ．（・12）−CLA 異性体が 等量ずつ 含ま れ て

い る。これ らの 生 理活性を さ らに 詳細に 調べ る ため 、両異性体の 高純度標

品が 要望 され て
．
い る。我 々 は こ れ まで に CLA 混液か ら 両 CLA 異性体の 分

画 ・
濃縮 を行 っ て き た が ．目的と す る 異性体 以外の 脂 肪酸が 10％ 以上 含ま

れ て い る問 題 点 が あ 一
）た 。本 研 究 で は 、夾 雑 す る脂 肪 酸 含 量 の 低い 高 純 度

CLA 異性 体の 調 製を 行 っ た。
【方 法お よび結果 】は じめ に．97％ リ ノー一ル 酸を ア ル カ リ条 件 下 で 共 役 化 し、
c9 ．　t11−CLA およ び rlO ，　e12 −CLA を そ れ ぞれ 45お よび 47　w 【％ 含む 混 液 を

調 製 した 。こ の CLA 混液 を用 い 、　 C朋 4’面 刪 g θ 刪 リパ ー．．ゼに よ る 選 択 的 エ

ス テル化 と蒸留、および尿素付加を 組み 合わせ た 方法で 各異性体の 分画 と

精 製を 行
一
） たe 特 に エ タ ノー一ル を 用 い た 尿 素 付加 は ．c9，tl1 −CLA と tlO ，

e12 ．CLA 以 外 の CLA の 除去 に効 果 的で あ っ たu こ れ ら の 方 法 を用 い る こ

とに よ り、c9，　t11−CLA お よび tTO、　c12 −CLA 含量 を そ れ ぞれ 93 お よび 95％

に まで 精製す る こ とが で きたu
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【目的】脂肪酸の エ ステ ル 交換反 応の 際に 用 い られ る 基質 は ．主 とし て モ ノ

カルボ ン酸 で あ る。脂肪酸 の両 末 端 に カル ボキ シ 1レ基 を有 す る ジカ ル ボ ン

酸 を基質 に用 い た エ ステ ル 交換 反応 を試み た 。
ジ カル ボン酸 と トリグ リセ ラ イドに各種 リ バ ーゼを 加え て 非水溶媒中で 反

応させ たn 両 末端 の カル ボ ン酸 と トリグ リセ ラ イ ドの 脂肪酸と の エ ステ ル

交換反応に よ り どの よ うな 生成物 を得 られ るか 解析 した 。
【実験 方法及び結 果｝反応 の 基質 に は ．tripalmitin及 び sehaciu 　aGid を 用 い た。
リパーゼ と し て は ．5 種類 を用 い た．基質 とリ バ

ー
ゼを n −hexaneも し くは

1．4−dioxanc の い ず 才1か を反応溶媒 と し、そ れ ぞれ の 酵素の 各至適温度で 72

時 間 撹 拌 し た．生 成 物の 確 認 は、Maldi　TOF −MS に よ る 分 r量 測定で 行

な っ た ．
n −hexaneを 溶 媒 と し反 応 さ せ た 結果 ．3 種 類の リ パ

ーゼ TL　［M 、　 RM 　 IM

（Novozymes 社 冫 及 び Lipase　AK 〔ALDRICH 社） で 分子量 ］325ml
’
z の ピ

．一
クが 見 られ 、tripalmitinと sebacic 　acid の 反 応 生 成 物の 2 量体が 生成 した ．
TL　IM で は ．さ ら に分 子 量 の 大 き い TS22miz と 2．319m ／z の ピ ークも 認 め ら

れ ，約 496m ／z の 同生成物の 逐次付加が 起こ り 4 量 体を 生成 し たn ま た ，リ

パ ーゼ を添加 しな か っ た場合及び 溶媒に 1，4−diDX己11c溶媒を 用 い た 場台は ど

ち ら も．原料 舶来 の ピーク が認め ら れ たの み で あ
．
〕た t．

Burkholde厂ia　c、／’pat・ia　KWI −56 　Lipase は 、光学活性化 合物 で あ る p
−Nitropheny1

3−Pheny ］bULyrateに 対 して 強い 光学 選択 性を 有し 、その （S）一体に 対し て 加水

分 解 活 性 を 示 す 酵 素 で あ る。前 年度 の 本大 会 に お い て 、Lipasc　KWI −56 と

高 い相 同 性 を 待 つ 酵 素 の 立体 構造 を も と に 酵素・基質複 含体モ デ ル を構築

し、変異 導 入箇 所 を疎 水ポ ケ ッ ト内 の 4箇 所に絞 り、且 分子 PCR 法と 無細

胞 タ ンパ ク質合 成 反 応 を組み 合わ せ て in　vitro で変 異 タ ン パ ク質 ラ イブ ラ

リーを 構 築 す る シ ステ ム S］MPLEX （Single−Moleculc −PCR −linked　in　vitro

expression ）に よ り 、光 学 選 択 性 の 変 化 した 変 異 リパ ・一ゼ の 取得に 成 功 した

こ とを 報 告し 一c　］｝。今回 、得 られ た 変 異 リパ ーゼ の う ち 数種 類 に つ い て 、
大量調 製 を行 い 、酵素学的解析を 彳r ｝た 。そ の 結 果 ．これ らの 変 異 リパ ー
ゼ は 、Lipase 　KWI −56 の （S）・体基質 に 対す る比 活 性 と 同程度．あ る い は そ

れ 以 E の 比 活 性 を （R）一体 基 質 に 対 して 有 し て い た。ま た 、E山vl　3−
Phenylbutyrute に 対す る 光学 選択性 は 、　 Lipase　KWI・56が 〔S） 体 に 対 し て

E．・33 で あ る
一．
方．変 異 リパ

ー
ゼ の

．
つ は ．（R）体 に 対 して E＝39で あ っ た。
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