
九州大学学術情報リポジトリ
Kyushu University Institutional Repository

酸化脂質によるホスホリパーゼA阻害

山口, 邦子
九州大学農学部水産製造学教室

中村, 孝
九州大学農学部水産製造学教室

豊水, 正道
九州大学農学部水産製造学教室

https://doi.org/10.15017/22272

出版情報：九州大學農學部學藝雜誌. 35 (3/4), pp.71-80, 1981-07. 九州大學農學部
バージョン：
権利関係：



九大農学芸誌 (Sci･Bu11･Fw･Agr･'KyushuUniy･)
帯35巻 第3･4号 7ト80(1981)

酸化脂質によるホスホ7)パーゼA阻害

山 口邦 子 ･中村 孝 ･豊 水 正 道

九州大学農学部水産製造学教室

(1980年 12月25日受理)

InhibitionofPhospholipaseAbyOxidizedLipid

KUNIKO YAMAGUCHI,TAKASHINAKAMURA
andMASAMICHIToYoMIZU

LaboratoryofFisheriesTechnology,FacultyofAgriculture,
KyushuUniversity46-04,Fukuoka812

緒 言

著者らはホスホリパーゼAによるレシチンの加水分

解を検討中,基質であるレシチンによって加水分解率

が著しく相達し,その原因がレシチンの酸化によるこ

とに気付き,酸化脂質によるホスホリパーゼAの不活

性化を兄いだした.

これまでにも酸化脂質による酵素の不活性化につい

て数多く報告されている.Matsushita(1975)は ))

ノール酸ハイドロパーオキサイドおよびその二次分解

物によりリボヌクレアーゼが著しく阻害され, トリプ

シン,キモトリプシンも阻害されるが,ペプシンは活

性化されると報告した.ChioandTappel(1969)は

sulfhydryl酵素が脂質酸化中間生成物により不活性

化されやすいこと, および膜に結びついた NADPH

チトクロームCレダクターゼがミクロゾーム膜の脂質

過酸化による膿の夢油性区分の分解のために消失する

ことを認めた.ChenandPackett(1971)は p-ダ

ルクロニダーゼ活性が過酸化))ノール酸およびそのK

塩によって減少するとし,吉岡ら(1972)はリパーゼ,

パパインおよびチトクロームCの失活度は油の酸化度

が高くなるにつれて大となると述べた.そのはか,ミ

トコンド))アやミクロゾームに対するハイドロパーオ

キサイドおよび酸化分解物の作用が Osinskayaand

Chumakov(1980)および BuegeandÅust(1978)

によって報告されている.しかし,酸化脂質のホスホ

リパーゼA阻害についての報告は見当たらない.酵素

活性阻害物質はハイドロパーオキサイドであるとする

もののほかに,二次分解物であるとするものもあり,

吉岡･金田 (1972)は炭素数 5-9の 4-hydroxy-

2-en-1-alを阻害物質としている.

本研究では,酸化脂質として酸化リノレン酸メチル

を用いてホスホリパーゼA阻害について検討し,ゲル

クロマトグラフィによって酸化リノレン酸メチル中の

有効画分を分離し,分解物画分からホスホリパーゼA

と反応して酵素を不活性化する化合物を GLC によ

って分離し,さらに GC-MSによって これら化合物

を同定したので報告する.

実 験 方 法

1. レシチンの調製法

新鮮なニワトリ卵黄からFaure(1950)の方法で得

たレシチン画分をケイ酸カラム (ケイ酸 :HyflO-Su-

peトCe12:1)クロマトグラフィで分画し,クロロホ

ルム:メタノール 4:1で中性脂質,ホスファチジル

エタノールアミン,ホスファチジルイノシトールを溶

出後,クロロホルム:メタノール 3:2溶出画分を集

めた.これは TLC で単一スポットを与えた. レシ

チン調製の概要を Fig.1に示す.

試験管にレシチンを薄膜状に広げて 30℃ で24時

間放置し,酸化レシチンを得た.

2.ホスホリパーゼA活性測定

We11SandHanahan(1969)の方法に準じた.樽

に記載する以外は95%エーテルー5%メタノール 2.0

mi に溶かしたレシチン約 10FEmOlに 0.22M Nab

Cト20mM CaC12-1mMEDTA(pH7.5)25/Jlに

溶かした CrotaLusadamaTlteuS毒から調製 したホス

ホリパーゼA (EC･3･1.1.4,Sigma社製)0.8JLg
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E99yo一k60ml

f ceexnttr:;ft:gde:1th180mlofEtO"
Supernatant

l addedwith50‡CdC12
Precipitate

washedwithEtOH

suspendedin27mlofEtJO
addedwithH20toclarifysuspension

preclpltatedwith27mlofEto川
addedwithlO%HCl-MeOHtoremoveCdCl2
precipitatedw千thacetone

Crudelecithln

subjectedtosllisicacidcolumn

chromatography(sllisicacid5gwith

Hyflo-Super-Ce12.5g)x8columns
elutedwithCHC19:MeOH3:2

Lec†thln

Fig.1. Preparation of lecithin from egg
yolk.

を加え,30秒間激しく振とう後,25℃ で 15分反応

させた.反応終了後,エタノール 8.Omlを加え,良

応液 1.Omlのエステル基を SnyderandStephens

(1959) の方法で定宜し, エステル基の減少量をレシ

チンの加水分解量とした.

3. リ/レン酸メチルの酸化

))ノレン酸メチル (東京化成製)を Frankeletal.

(1961) のケイ酸カラムクロマトグラフィで精製後,

スターラーで撹拝しながら40-Cで酸化した.酸化指

積として TBA 値 (Ottolengh i,1959), POV (日

本油化学協会,1971)および共役ジェン量すなわち

Ell冨｡.23,nm(内山,1974)を測定した.

4.酸化リノレン酸メチルによるホスホリパーゼ A
活性阻幸と阻書率

ホスホ))パーゼAを酸化リノレン酸メチル とプ レ

インキュベーション後,レシチンと反応 させ る方法

(Method-A)では O.306M NaC1-1.39mM EDTA

(pH 7.5) 0.9mlに溶かしたホスホリパーゼA 40

JLgにエタノール 0.1rnlに溶かした酸化 ))ノレン酸

メチル 60jLgを加え,25℃ で30分 プレインキュベ

ーションした後,20J̀1(ホスホリパーゼA 0.阜〟g,

酸化T)ノレン酸メチル 1.2pg) を 100mM CaC12

5Jllとともに95% ェーテルー5%メタノール 2.Oml

に溶かしたレシチン約 10J̀mOlに添加して酵素反応

させた.

一方,プレインキュベーションせずに酸化リノレン

酸メチルを直接反応系に添加する方法 (Method-B)

では95%ェ-テル-5%メタノール 1.Omlに溶かし

たレシチン約 10J̀mOlに95%ェ-テル-5% メタノ

H

-ル 1.Omlに溶 か した酸化リノレン酸メチル 800

〝g と,0.22M NaCト20mM CaC12-1mM EDTA

(pH 7.5)25JLlに溶かしたホスホリパーゼA 0.8Feg

とを加えて酵素反応させた.

阻害率 (%)-誓 ×100

A:酸化 リノレン酸メチル無添加時におけるレシチ

ンの加水分解量

B:酸化リノレン酸メチル添加における加水分解量

で表した.

5. 酸化リ/レン敢メチルの Bio･BeadsS⊥X3に

よる分画

40℃, 4日酸化 リノレン酸 メチル 435.6mg を

BioIBeadsS-X3カラム (1.54×135cm)に注加し,

ベンゼンを溶出剤として溶出し,1.9mlずつ分取し

てベンゼンを除去後,重量を測定した.

6. 分解物画分の GC･MS分析

エタノールに溶かした分解物画分 (Fractiond)に

Fig.2に示す よ うに食塩と EDTA との溶液を加

え,ソニケーク-で分散させ,ホスホリパーゼAを加

えて25oC,60分間プレインキュベーションした.

プレインキュベーション後,食塩のはか,内部槙準

物質として C20:0酸メチルおよび抽出剤としてエー

テルを加え,遠心分離してエーテル層の脂質を集め,

硫酸ナト))ウムで脱水後,蒸発乾固し,Jhonsonet

al.(1970)の方法に準 じて ジメチル ヒ ドラゾ ン

Fractlond6mgin1.0mlofEtOH
,addedwl･th5mlof0.306NNaC1-
1･39mMEDTA,pH7.5
onlcatedfor5rTlln

ddedV1thphosphol†paseA1ng
in5mlof0,306MNaC1-1.39mMEE)TA,
pH7.5
reincubatedat25oCfor60rn†n
ddedwlth4gofNaCl(solld)
ddedwith25mlofEtAOand
200'JJgOfC】｡…｡ ･Mein5mlofEt20
haken

ntrlfuged

m q~~-JL7e,,hast

ド L
addedwlth30ml
ofEtiO(twotimes)

｢ ー
Upperphase

_TU_p
l

_piLPhase Lowerphase
addedwithNa,SO.(solid)
flltered

evaporatedtodryness
ResldualFractiond

ltreatedwithDMH,CHINAandTMS
Gas-llquidchromtigraphy

Fig･2･ Preparationofsampleforgas-

1iquidchromatographyafterincubation

wi thphospholipaseA.
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(DMH)化,SchJcnkandGellerman (1960) の方

法でメチル (Me)化,Freedman(1967)の方法でト

リメチルシリル (TMS)化した.ホスホリパーゼA

処理したものと,無処理の Fractiondについてガス

クロマトグラフ分析した.ガスクロマトグラフィは

GC-4JlPFE (島津製作所製) を用い, 5% SEl30

(60-80メッシュ ShimaliteW)ガラスカラム (2m

x4mm)で 100-220oC,2℃/分で昇温分析 した.

ピーク面積を半値幅法で測定し,内部標準物質として

用いたC20tO酸メチルとの相対面積で表示し,ホス
ホリパーゼA処理により減少したピークを GC-MS

(RM-50GC 日立製作所製)で分析した.イオン化

電圧は 60eVで m/e0-800のマスレンジを5秒で

走査した.

結果および考察

1.ホスホリパーゼAによるレシチン

の加水分解

紫外部吸収スペクトルを Fig.3に示

してある調製直後のレシチンを用いてホ

スホ))パーゼAによるレシチンの加水分

解を酵素宜,基質量および反応時間につ

いて検討した結果を Fig.4に示す.ホ

スホリパーゼA活性阻害を検討するため

の条件は,基質量によっては加水分解量

が変わらないで,酵素量と反応時間によ

っては加水分解宜が変わる条件であるこ

とが望ましいので,2.025mlの反応系

で酵素皇 0.8JJg, 基質皇約 10JlmOl,

反応時間15分,25℃ を反応条件と決め

た. この条件はWellsandHanahan

(1969)のホスホリパーゼA測定条件と

ほぼ一致している.

酸化の徴候を示す233nmの明瞭な吸

収を Fig.3に示している 30oCで1日

酸化した酸化レシチンを基質として供試

した場合の加水分解宜は Fig.4に示し

てあるように著しく低下した.すなわ

ち,酵素量と反応時間の増大によって加

水分解宜の僅かな増加は認められたが,

酸化レシチン畳の増加による酸化レシチ

ン中の未酸化レシチン増加の効果は全く

認められなかった. これらのことから,

酸化レシチンを基質とした場合の加水分

解宜の減少の原因はレシチンが酸化して
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Fig.3.UltravioletabsorptlOnSpectraOf
lecithin and autoxidized lecithin. The

spectrum of lecithin (A) wasmeasured
at 1.06mM in ethanol. Lecithin was
oxidizedat30oCfor24handthespectrum
(B)wasmeasuredat0.19mM inethanoI.

Leclthin

Autoxldlzedleclthin
rLL."_.
0.41.223phospholipaseA(yg)

Leclthln

Autoxldlzedlecithin

Lec†th弓n l2.OJJmOI

AutoxidizedlecithlnlO.311mOI
Reactiontinle 15mln

Lecithin ll.81lmOl

Autoxidizedleclthin10.3JJmOI

PhospholipaseA O･8pg

5 10 15 20

Leclthin(JJmOl)

Fig.4.Hydrolysisoflecithinandautoxidizedlecithinwith
phospholipaseA.Amixtureofenzyme(0.8ieg)in25JLlof
0.22MNaCト20mM CaC12-1mM EDTApH7.5andlecithin
(aboutlO〟mol)in2mlor95% etheト5% methanolwas
ShakenvlgOrOuSlyforSOBandsetasideat25oCfor15min.
Thenestergroupwasdetermined.Lecithinwasoxidized
at30oCfor24h.
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基質になり得ないことのみによるのではなく,レシチ

ンの酸化生成物によりホスホ])パーゼAが不活性化さ

れることによると結論した.この酸化脂質によるホス

ホリパーゼA活性阻害を検討するために,以降の実験

では酸化脂質として酸化リノレン酸メチルを用いた.

2.硬化リノレン敢メチルによるホスホリパーゼA
阻書

ホスホ))パーゼAを酸化[)ノレン酸メチルとプレイ

ンキュベーション後,阻害を測定するMethod-Aを

用いると,ホスホリパーゼA 40〟g/0.9mlと40℃,

4日酸化リノレン酸メチル 60〟g/0.1mlとのプレイ

ンキュベーション時間と阻害との関係は,Fig.5に示

すように25℃,30分のプレインキュベーションで酵

素活性の約30%が阻害され,30分以上 プレインキュ

ベーションしても阻害の増加は小であった.また,酵

素40〟g/0.9mlとの30分間のプレインキュベーショ

ン系に添加すべき酸化))ノレン酸メチルの量は Fig.

6に示すように 60/̀g/0.1mlで,活性の約30%が

阻害されて平衝に適した.このプレインキュベーショ

ン後での酵素反応系 (2.025ml)の量 は酵素 0.8

〟gに対して酸化リノレン酸メチル 1･2〟g となる.

一方,プレインキュベー ションせず に酵素反応系

(2.025ml)に酸化リノレン酸メチルを直接添加して

阻害を測定するMethod-Bを用いると,Fig16で

示すように酵素皇 0.8jLgに対して 40℃, 4日酸化

リノレン酸メチル添加量が増加す ると阻害率も上昇

し,30%の阻害を示す酸化リノレン酸メチルの添加量

は800Fegであった.酵素活性の約30%を阻害する

に必要な Method-A とMethod-Bにおける酸化1)

ノレン酸メチル畳の差異の原因は次のように推定され

る.Method-A では10%ェクノール溶液 (1.0mi)

中酸化))ノレン酸メチル 60FEg と酵素 40FLgが30

分間接触して酵素が振傷を受けて平衡に達するのに対

し,Method-Bでは酵素反応系 (2.025mi)中に酸

化リノレン酸メチル 800JLg,酵素 0･8FEgおよび基

質約 10〟molが同時に存在し,酸化リノレン酸メチ

ルと酵素の接触が酵素と基質の反応と同時に起こり,

酵素の一部は損傷を受ける前に基質と反応することの

はかに,後述するように酵素阻害に関与する化合物が

異なることによる阻害機構の差異も関係していると思

われる.

つぎに,))ノレン酸メチルの酸化皮とホスホ))パー

ゼA阻害との関係を検討 した. リノレン酸メチルは

40℃ で酸化するとFig･7で明らかなように,TBA

値,POV,E値のいずれも1日が最大で, その後 は

i
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Preincubat†ontime(min)

Fig.5.Eだectof preincubation time on
inhibitionorphospholipaseA.Enzyme(40.4
〟g)in0.9mlor0.306M NaC1-1.39mM
EDTA pH 7.5waspreincubatedat25.C
withautoxidizedlinolenate(60leg,oxidized
at40oCfor4days)in0.1mlofethaI101.
AtspeciActimeintervals,20/Jlofthesolu-
tion(enzyme0.8jigandautoxidizedlinole-
nate1.2jLg)and5JLlof100mM CaC12Were
addedtolccithin(13.lFEmOl)in2mi of95
%etheト5%methanol,andenzymeactivity
wasdeterminedasdescribedinFig.4.The
inhibitionratewascalculatedaspercent
inhibition takingtheorlglnalactivityas
lO0%.

5日まで減少を続 け,ハイドロパーオキサイドの生

成･分解とそれにともなう重合の進行が示唆された.

この酸化リノレン酸メチルを用 いて Method-A と

Method-Bで阻害を測定すると,Fig.8で示すよう

に Method-A によると2日酸化で30%を阻害し,

その後の阻害の増加は小で, はば平衡 に適 した.

Method-Bによると1日酸化では阻害が小 さく,3

日酸化で約30%阻害を示し,その後もわずかずつ増

加した.以上の結果から以降の実験では4日酸化リノ

レン酸メチルを用いた.

3.酸化リ/レン敢メチルのゲルクロマトグラフィ

と各画分による阻書

40oC,4E]酸化 ))ノレン酸 メチルを Bio-Beads

S-X3ゲルクロマトグラフィで Fig.9に示すように

5画分に分画した.a画分が多量体,b画分が二量

体,C画分が単量体およびd画分が酸化分解生成物で

あり,中村 ･豊水 (1975)は各ピーク相当部の平均分

子量を蒸気圧法で測定し,a画分 は 903(前半部 は

1190),b画分は 622,C画分は298と報告した.これ

ら5画分のホスホリパーゼA活性阻害率を Method-

AとMethod-Bで測定した結果を Tablelに示す.

Method-A ではa画分が最高阻害率を示し,次いで

b画分,d画分であり, これらはいずれも30%以上

の阻害率であった.一方,Method-Bではd画分が

最高阻害率を示し,次いでa画分,b画分であった.



酸化脂質によるホスホ])パーゼA阻害 75

(

叫

)
a
q

t
'

J

uOiu

qiLJul

inlmlofpreiTICubatlon ln2mlofreactionmedium

medlun(enzyme40yg) (enzymeo.Byg)
Autoxldlzedlinolenate(yg)

Fig.6.InhibitionofphospholipaseA byautoxidizedlinolenate.Method-A-with
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Fig.7.Autoxidationoflholenateat40.C.

4.ホスホリパーゼA阻書に関与する酸化分解物の
同定

酵素活性阻害の大きいd画分について,その構成成

分の酵素処理前後の量的変化を調べて酵素活性阻害物

質を検索した.すなわち,ホスホリパーゼA処理d画

分と無処理d画分 (Origin)を DMH,Me,TMS化

後 GLC で分析し,無処理d画分のガスクロマトグ

ラムを Fig.10に示している.各ピーク面積を内部

標準物質として用いた C20･.0酸メチル (ピーク14)

との相対面積で表示した(Table2).ホスホリパーゼ

(
胡
J
a
3eJ
uO.Lt
iq
芸
uZ

1 2 3 4 5 6 7
Autoxldatjontinle(daysI

Fig.8.1mhibitionorphospholipaseA by
linolenate oxidized at400C for various
times.Inmethod-A O- O enzyme(40
JLg)waspreincutatedwithautoxidizedlin0-
1enate(60pg)for30min asdescribedin
Fig.6.Inmethod-B●- ● enzyme(0.8
LLg)andautoxidizedlinolenate(800jig)were
addedtothercactionmixturewithoutpre-
incubationasdescribedinFig.6.

A処理により明瞭に減少したピークはFig.10で暗

影を付している.酵素処理により,比較的対称性のよ

いど-ク9,ll,13および対称性の劣るピーク6,

7,8が減少した.これらのピークを GC-MSで分

析した.
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Fig.9.Gelchromatogram ofautoxidized
linolenate on Bio-Beads S-X3 Column.
Autoxidizedlinolenate(435.6mg,oxidized
at40'Cfor4days)wasgel-chromatograph-
edon Bio-BeadsS-X3Column(I.53x135
cm)withbenzene.

ピーク 9:DMH化だけで出現し,分子イオンは

240で基準ピークは m/elllで あ る (Fig.ll).

M-15 (-CH3), M-31 (-OCH3), m/e59

a
b
C
d
d

(H3COCO+)のフラグメントはメチルエステル,M-

44,m/e44はDMH 誘導休であることを示唆して

いる. これは methy19-formy1-8-nonenoateの

DMH 誘導体である (Nakamuraelal.,1977).ど

ーク 11:分子イオンは254で基準ピークはm/e111

であり, ピーク 9の 同族体 で炭素鎖が 1個大きい

methyllOイormyト9-decenoateの DMH誘導体で

ある(Nakamuraelal.,1977).ピーク13:分子イオ

ンは 356で,M-31,m/e59,55からメチルエステ

ル,M-44,m/e44からDMH誘導体,M-89,m/e

73からTMS誘導体であり,基準ピークm/e199は

TMSの位置を推定させる. これはmethy1ll-ror一

myト9-hy血oxy-10-undecenoateの DMH,TMS

誘導体である (中村ら,1979). ピーク6:分子イオ

ンは, 非常に小さいが m/e271(M-15),255(M-

31)の存在から286であると推定される (Fig.ll).

M-31,m/e59,55はメチルエステルに由来し,卓

Table1. InhibitionofphospholipaseAbyautoxidizedlinolenatefractions.
Linolenatewasoxidizedat40.Cfor4daysandfractionatcdasdescribedin
Fig.9.

Method-A*-withpreincubation
enzyme 40JLg l enzyme 0.8JLg

Method-B*-withoutpreincubation

Addedamount(pg)lhhibitionrate(%)巨 ddedamount(pg)IInhibitionrat√遠)
0
070
n7
07

0
9
0
07凸7

*SeelegendinFig.6.

l
1
0
′0
0

1
8
3
0
0ノ

4
3

つJ

10一･ 日20.,L_-_∴｣三_30.zJ__二日_ill_40,
RetentiontimeIPin)

8
3
0
4
0

0
1
0
0
0

2
2
2
2
2

50.. 60~1

7
4
2
fJ
4

3
7
2
8
2

Fig･10･Gas-liquidchromatogramofFractiondtreatedwithDMH,CH2N2 andTMS･
GLCwascarriedoutonFractiondaftertreatmentwithdimethylhydrazine,diazomethane
andtrimethylchrolosilaneandhexamethyldisilazane,withaShimadzuGCl4BPEFgas
chromatographequippedwith2mx4mmLD.glasscolumn,packedwith5% SEl30
on60-80meshShimaliteW.Temperaturewaslinearlyprogrammedlooto2200Cat20C
permin.Fractiond(6mg)wassubjectedtoGLCbeforeandafterpreincubationwith
enzyme(1mg)asdescribedinFig.2.Shadowedpeaksweresigni丘cantlydecreasedafter
preincubationwithenzyme.
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Table2･ PhospholipaseAreactantsindegradationproductsofautoxidiZed
linolenate*･Thepeakareasweredeterminedbyhalf-bandwidthmethodand
caluculatedfrom takingpeakareaofinternalstandardC20:0aSloo.

Peaks

｢

3

4

5
鍔

h
a
･O
嵩

1才

Relativepeakarea

origin EnzymeI.eat這ふ;

0
5
4
2
′0
5
2
2
2
4
07
7
くJ
0

2

7
3
0
Lh
n7
7
0ノ8
00
2
7
8
00
0

0
5
一ヽJ
2
5
3
1
1
1
4
7
6
3
0

2

Originalcompoundsidentified

methy18-hydroxyoctanoate
methy181Carboxyoctanoate
methy17-formylheptanoate
methy19-carboxynonanoate
methy18-rormyloctanoate
methy19-hydroxy-10-undecenoate
unidentified
methyllトhy血oxy-9-undecenoate
methy19-formyl-81nOnenOate
methyl10-formy1-9-decenoate (isomerofpeakI1)
methyJI01formy1-91decenoate
methy19-formyll9-oxo-nonanoate
methyl11lformy1-9-hydroxy-101undecenoate
methyleicosanoate(intemalstandard)

越した m/e73は TMS訴導体で あることを,基

準ピーク m/e129および微小であるが m/C259

(M-27) は TMSの位置を示唆している. これは

methy19-hydroxy110-undccenoateの TMS誘

導体であると考えられる (中村ら,1979).またm/e

257,m/e147は dihydroxy化合物 の TMS 誘

導体が混入していることを推定させる.-ピーク7:

74115

77

TMS誘導体である数種の化合物の混合ピークである

と推測され,同定し得なかった.ピーク8:m/e271

(M-15),m/e239,199などそのスペクトルはピーク

6に酷似している (Fig.ll). しかし基準ピークは

m/e73であり,m/e129は大きくはない.m/el03

は1級アルコールのTMS誘導体であることを示して

いる. これはImethyllトhydroxy-91undecenoate

125

50 100 150

∩/e

Peak9

Peak6
h-15

.lt:.,言十･･L :2主0 300

Peak8

_i-31一芸竺一一｢1?9 (Ht34,7)
200 250 300

m/e

Fig.ll.Massspectraofpeak9.6and8.GC-MSanalysiswascarriedoutwitha
RM-50GCHitachimassspectrometerequippedwith2mx3mmglasscolumnpacked
with5%SE-30on60-80meshShimaliteW andprogrammedfrom 100to220oC at
2oCpermin.
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の TMS誘導体と考えられる (中村ら,1979).

減少していないピークについても GC-MSスペク

トルと既報のデータ (Nakamuractal.,1977;中村

ら,1979)から同定して化合物名を Table2に示し

ている.

これらホスホリノヾ-ゼAと反応する化合物は中村ら

(1976)および吉岡･金田 (1972)によってアミノ酸

と反応しやすい物質として,また強い毒性を示す物質

として分離同定された化合物のように,いずれも二重

結合と共役した位置に水酸基またはカルボテル基をも

つ活性物質であり,とくに共役カルポニルがホスホリ

パーゼAと反応して減少するという結果は,アミノ酸

との反応性を調べた中村ら (1976)の報告とよく一致

している.また,Wells(19738,b)は,ホスホ))メ

ーゼAのカチオン結合部位近くに存在するリジン残基

が修飾されると活性部位のコンホメーションの変化,

および辞素の活性型であるdimerrorm の安定性 の

減少をひき起こし,その結果辞素が失活すると報告し

ていることから,GC･MS分析で同定した活性共役カ

ルポニルがホスホパーゼAのリジン残基に直接影響を

与えている可能性もある.一方,共役アルコールに関

しては,飽和アルコールである methy18-hydroxy

octanoate(ピーク1)が ほとんど減少しないことを

考慮すると水酸基の共役化も反応性を高めていると推

測される.また,活性阻害が大きいa画分でも高分子

表面にむき出しになっている活性基中にd画分の活性

基と類似のものが存在すると思われる.1

要 約

CrotaLusadamante〟Sのホスホ1)パーゼA活性測定

にあたり,30oC,1日酸化されたレシチンを基質とす

るとレシチンの加水分解量は著しく減少した.これは

レシチンが酸化して基質になり得ないことのみによる

のではなく,レシチンの酸化生成物でホスホリパーゼ

Aが不活性化されることによると結論した.

次に酸化脂質として酸化リノレン酸メチルを用いて

ホスホリパーゼA活性阻害を調べ,40oC酸化で は4

日酸化したものの阻害が最も大であった.酵素と酸化

リノレン酸メチルをプレインキュベーションした後,

レシチンを加水分解させるMethod-Aでは酵素 0.8

〟gの活性を30%阻害するに要する 40℃, 4日酸化

I)ノレン酸メチルの量は 1.2pgであった.一方,プ

レインキュベーションせずに酸化リノレン酸メチルを

反応系に直接添加するMethod-Bでは酵素 0.8jLg

の活性を30%阻害するに要する 40℃,4日酸化リノ

孝･豊水正道

レン酸メチルの畳は 800JLgであった.

40oC,4日酸化 T)ノ レン酸メチルの Bio-Beads

SrX3クロマトグラフィで得た5画分 による阻害率

を Method-A および Method-Bで測定す ると,

Me仙od-A では多量体画分が最高で,二量体画分,

分解物画分の順であり,Method-Bでは分解物画分

が最高で多量体画分,二重体画分の順であった.

酵素活性阻害の大きい分解物画分をガスクロ分析

し,酵素とのインキュベーション後減少したピークを

GC-MS分析した.分解物画分中ホスホリパーゼA阻

害化合物として methy19イormy1-8-noncnoate,

methyl10-formyll91decenoate,methyllI-for-

myll9-hydroxy-10-undecenoate,methy19lhy-

droxy-10-undecenoatcおよびmethyllトhydroxy-

9-undecenoateを同定した. これらは二重結合と共

役した位置に水酸基またはカルボニル基をもつ活性物

質である.
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Summary

Hydrolysisorlecithin with phospholipaseA (EC.3.1.1.4)wasmarkedly

inhibitedwhen thelecithinhadbeenoxidized,andpreliminarytrialsshowedthat
theautoxidizedJecithin wasnotonlyhydrolyzedwiththeenzymeasasubstrate

butinactivatedtheenzymedirectly.ThereforetheinhibitionorphospholipaseA
byautoxidizedlipidwasstudiedbyusingautOXidizedmethyllinolenate.
Thehighestinhibitionwasobservedinlinolenatewhichwasoxidizedat40oC
forfourdays.Bymethod-AinwhichthephospholipaseAactiv)'tywasdetermined
afterpreincubationoftheenzymewiththeautoxidizedlinolenateat25.C for30
min,0.8JLgOfphospholipaseAwasbroughtto30% lossoftheactivitybyI.2jLg
oftheautoxidizedlinolenate,whilebymethod-Binwhichtheactivitywasdeter-

minedin thepresenceoftheautoxidizedlinOlenatewithoutthepreincubation,the
samelossrateoftheenzymeactivity(0.8pg)required800JLgOftheautoxidized
lino】enate.

Inordertoidentifytheactivecompoundstoinhibittheenzyme,theautoxidiz･

edlinolenatewasfractionatedbygelchromatographyonBioIBeadsS-X3colurnn.
Theinhibitoryactionoreachfractionontheenzymewasdeterminedbymethod-A
and-B,and thefollowingresultswereobtained.･bymethod-A,polymer>dimer>
degradationproduct;bymethod-B,degradationproduct>polymerdiner.Thenthe
decompositionproductfractionwasanalyzedbyGLCa一terconversionsorcarbonyl
intodimethylhydrazone,ofhydroxygroupIntotrimethylsilyletherandofcarboxyl
groupintomethylester,andthecompoundsthatdecreasedafterreaction withthe
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enzymewereidentifiedbyGC･MS. Theactivecompoundstoinhibitphospholipase
Awere9-rormyト8-nonenoate,10-rormy1-9-decenoate,11-formy1-9-hydroxy-10-unde･
cenoate,9-hydroxy-10-undecenoate and lllhydroxy-9-undecenoate. These were
conjugatedcarbonylc-rconJugatedhydroxycompound.


