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Su:m.瑚ary

Three kinds 01' phospholipids were isolated 1'rom Susabinori， PorpJ.汐raye.とoensisand 
idcntified as phosphatidylcholine， phosphatidylethanolamine and phosphatidylglycerol. 

The major 1'atty acids of thc phosphatidylcholin巴 andphosphatidylethanolamine were 

C18:3' C20:3 and C22:6 and those of the phosphatidyIglyceroI were C16・0，C18:0， C18:2， C20:3 and 

C22:6・

In both phosphatidylcholine and phosphatidylethanolamine， the 1'atty acids associated 
with thc 介carboncontained， in terms of percentage composition， more than 95% 01' 

unsaturated 1'atty acids， whilc the fatty acids associated with theα“carbon containcd only 

30% of saturated 1'atty acids. 

著者らは海苔の/J旨法性成分についての研究を行ない，これまでにパラフインベスルホワピド2)

かよびグリセログリコリピド3) について報告した.今簡は乾海苔のホスホリピドについて調べた

結来について報告する.

実験方法

1)試料

有明海産の乾海苔(スサピノワ Porphyrayezoe則的を用いた.

2) ホスホリピドの抽出

乾海苔lζ51吾容のクロロホノレム:メタノーノレ (2:1)を加え， 30oC， 31時間援護まさせて脂溶性

成分を主11fl:¥し，ろ過後の残波について関係の抽出を 2回行なった.お!lrl:l波をあわせ， FoIchの分

配法叫により ~1:Jm質成分をl徐き， 1!JられたクロロホノレムJi2iの溶燥を留去した.これに 3倍容のア

セトンを加え十分にかきまぜたのち一夜冷蔵li¥IIC政援し，生じたitn殺をj冬心分離して集め15倍容

のアセトンで洗浄した.つぎにアセトンを留去し， 15倍容のクロロホノレム:メタノーノレ (2:1) 

にとかして一夜寒溢に放置した.このときわずかに残存する不諮物ぞろ過して除去した後?ろi疫

を減EE濃縮乾回し，クロロホノレムにとかして試験溶液とした.
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3) ホスホリピドの分商5)

上記試験溶液を DEAEセルロースカラム (4.5x 50cm) !ζ注入し，最初Hζ クロロホノレムを流し

た.つぎにクロロホルム:メタノール (98: 2)を流すとホスファチジノレコリン (PC)問分が溶

出され， クロロホノレム:メタノーノレ (90: 10)を流すとホスファチジルエタノーノレアミン (PE)

画分が溶出された.またホスブァチジノレグリセロール (PG)i頭分は，クロロホノレム:メタノール

:アンモニア水:酢酸アンモニウム (800:200 : 20 : 0.05M)で溶出された.各函分の溶出淡を

それぞれ減庄濃縮して以後の災験に供した.

4) 鶏騎クロマトグラフィー (TLC)

72・法によりシリカゲノレ Gを用いてプレートを調製し，一次元展開溶媒は，クロロホルム:メタ

ノーノレ:水 (65:25: 4)，二次元展開溶媒は，クロロホノレム:アセトン:メタノール:酢酸:水

(10 : 4 : 2 : 2 : 1)ぞ用いた.発色部は Dittmer試薬6) ニンヒドワン試薬7);t'よびヨウ素蒸気を

それぞれの目的に応じて使いわけた.

調製用 TLC は，一次元展~fj溶媒を用いて行なった.

5) ホスホリピドの酵素分解8)

PC ;t'よび PE圏分をエーテノレに溶解し，ホスホリパーゼ Aを加えて室温で:2時間インキュ

ベートした後，沸騰水浴中で 5分間加熱して反拡をr-1:1止させ，ただちに水冷した.皮応液を 400C

以下で減圧濃縮した後，これを調製用 TLCrc供した.渓~M後のプレートから遊離脂肪殺とりゾ

ホスホリピ F!ζ相当する部分をかきとり，クロロホノレム:メタノーノレ(1:1)で溶出して， 各

反応生成物を得た.

6) 構成脂肪酸のメチル化9)

PC， PE ;t'よび PG画分の乾器物lζメタノーノレ性 57ぢ塩酸を加え，封管で 1000C，41時間メタ

ノリシスを行なった.冷後反応液Iζ2倍容のメタノーノレを加えて容積を増やし，メタノーノレと同

;監の nーヘキサンで脂肪酸メチルヱステノレを抽出し，減圧濃縮してガスクロマトグラブィーの試

料とした.

な;T'PC ;T'よび PE割分の αf立bよび P位の織成脂肪酸組成は，審事案分frl7(，で生じたワゾホス

ホワピドの脂肪酸 (α 位)と遊離脂肪酸 (s位〉とを分析することによって求められた.

7) ガスクロマトグラフィー (GLC)

日本電子製750裂ガスクロマトグラフ(水素炎イオン化検出器付〉を使j召した.ステンレスカ

ラムは 3mmx200cm，1096ジエチレングワコールサクシネートポワエステノレを尽い， カラム温

度1800C，キャワャーガス(皇室奈)は1.41沼/cm2の条件で行なった.

8) 可視級収スペクトル

装置はベックマン分光光度計 DB-GT裂を使用した.

9) 赤外 (IR)吸収スペクトル

装置は島~! IR-27型赤外分光光度計ぞ使用し，ベースト法によって測定した.

10) 核磁気共鳴 (NMR)スペクトル

日本電子 MH-100型核磁気共鳴装置を使用し， 四塩化炭素に溶解して測定した.標準物質と

しては，テトラメチルシランを用いた.

実験結果および考察

1) ホスホリピドの単離

カラムクロマトグラフィーによって分離されたホスホリピドの PC，PE;j司、よび PG岡分につい
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て，一次元 TLCを行なった.結果を Fig.lrc示した.
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Fig.1. Thin嶋layerchromatogram of phospho1ipids obtained from 1aver. 

1: authentic PE 2: PE 合actionof laver 3: authentic PC 

4: PC仕actionof laver 5: PG fraction of laver 

Solvent: chloroform-methanol四water(65: 25: 4) 

Detection reagent: Dittmcr reagcl1t 

Platc: silica gel G 

black spots: blue color was developcd 

whitc spots: 110 blue co10r was developed 
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各画分lζは，それぞれ Rf値が異なって， Dittmer試薬で青色lζ発色する成分と，青色lζ発色

しない成分とが含まれていた. 前者の成分を単離するため，それぞれの画分ごとに調製用 TLC

を行なって相当する Rf伎の部分をかきとり，クロロホノレム:メタノーノレ(1:1)で溶l:l:Jして，

各商分の精製物を得た.これら精製物は，二次元 TLCで1つのスポットのみを示した.

なまf，実験方法2)で得られた試験溶液について二次元 TLCを行なった結果では， Dittmer試

薬で青空~!ζ発色する明!阪な 3つのスポットの{也lζ2-3コの不明瞭な青色スポットが検出された

が，後者についての検討は行なわなかった.

2) *スホリピドの TLC

PC，PE必よび PGの TLCを行ないプレート上のスポットについてのりン酸基為、よびアミノ

基の定性を行なった.

PC .:T'よぴ PEは，ニンヒドリン試薬とDittmer試薬でそれぞれ発色し， PGはニンヒドリン

反応が陰性で， Dittmer試薬によってのみ発色した.

また， PC .:T'よび PEのスポットの位置は，それぞれの襟l活のそれとよく一致した.なな PG

のスポットは文献値の Rf値9) とほぼ一致した.

3) PGの過ヨウ素酸酸化ークロ宅トロープ畿皮応10)

PGの乾聞物をクロロホノレムl乙溶かし， 296過ヨウ素酸エタノーノレ溶液を加えて密栓し， 室温

lζ一夜放置した.1096の亜硫酸水素ナトザウムを加えて反応をとめ，これにクロモトロープ酸試
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薬10)を加えて 1000Cで30分間加熱した.冷後， 1/2飽和チオ尿素を加えて発色させ反応生成物の

吸収スペクトルをiUU定した.

570nmの吸収を示すことからこのものは PGの特性を有している ζ とがわかった.

4) IR吸収スペクトル

PC， PE .:6'よぴ PGの IR吸収スベクトノレを Fig.21乙示した.

4000 3000 2000 1500 1000 

Fig. 2. Infrared spectra of purified PC， PE and PG of laver. 

500 
(cm-1

) 

PCのスペクトノレでは， P-O結合のジヱステノレによる吸収が 1220cm-1(να.(P02))かよび 1100

cm-1(ν，(P02)) ，と認められ， P-O-C 結合による吸収が 1070cm-1(ν(P…O-C)) j~，よび 980cm-1

〔ν(P-O…C))，乙認められた.なお、第四級アンモニウム境基は IR吸収を示さない ζ とからその影

はこのスベクトノレ上には認められなかった.

PEのスペクトノレでは P-O結合のジエステノレによる吸奴が 1220cm-1(νω(P02)) ふ、よび 1100

cm-1(ν.(P02)) に認められ， P…O-C結合による吸収も 1070cm-1(ν(P-O-C))なよび 980cm寸

〔ν(P-O-C))に認められた.また第一級アミンによる吸収が 1575cm-1(να.(NH3)) 公よび 1530
cm向 1(ν，(NH3))に認められた.

PGのスペクトノレでは P…O結合のジヱステノレによる吸収が 1280cmぺ(vα，(P02)) たよび 1100

cm-1(ν.(P02)) に， P-O-C結合による吸収が 1080cm-1(ν(P-O-C)) にそれぞれ認められた.

これらの特性は伊藤ら9) がアルフアルファから精製したホスホリピドについて報告しているも

のとよく一致した.

5) NMRスペクトル

PC，PE沿よぴ PGのNMRスペクトノレを Fig.3， 4， 5 ，ζ示した.

各スペクトノレのシグナノレ健とその名称を Table1 rc示した.
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Fig. 3. NMR spectrum o[ purified PC of lavcr. 
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Fig. 4. NMR spectra of purified PE of laver. 
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Fig. 5. NMR spectra of purified PG of laver. 

Table 1. Assignment of NMR signals to proton of PC， PE and PG. (o ppm). 

Proton PE PC 

CH3 0.89 0.88 

CH. 1.24 1.24 

Gf王.CH 1.96 1.96 

CH.CO 2.20 2.20 

=Gf王-CH.-CH= 2.74 2.74 

CH=CH 5.34 5.34 

CH.NH. 3.54 

CH.N(CHρ 3.92 

N(CH.)3 3.38 

CH20CO 4.00 3.72 

CH20PO 4.20 4.36 

CHOCO 5.20 5.20 

各 NMRスベクトノレのパターンは伊藤ら9)のそれとほぼ一致した.

6) ホスホリバーゼ Aによる酵素分解

PG 

0.88 

1.24 

1.96 

2.24 

5.24 

3.52 

4.15 

4.98 

ppm 

PC .:b'よび PEのホスホザパーゼ Aによる酵素分解生成物の TLCを Fig.6!ζ示した.

ζの酵素分解で PEは遊離脂肪酸とりゾホスファチジノレヱタノーノレアミンを生じ， PCは遊離
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Fig.6. Thin嶋laycrchromatogram of hydrolysates of PC and PE with 

phospholipase A. 

1: PE of laver 2: hydrolysatc of PE of laver 

3: PC oflaver 4: hydrolysate ofPC oflaver 

Solvcnt: chloroform-methanol-water (65: 25: 4) 

Detection reagent: iodine vapor 

Plate: silica gel G 

Table 2. Fatly acid composition of three 

kinds of phospholipids of la ver. (%) 

Table 3. Distribution of fatty acids at小 and

P同 carbonof glycerol in PC and PE. 

F.A. PC PE PG PC(%) PE (%) 

C'6:0 4.6 6.5 F.A. 日 P 日 F 

C'6:' 3.2 2.9 4.6 C'G:O 9.8 0.4 10.6 3.4 

C'8:0 9.7 9.6 21.2 C'G:l 7.1 6.3 trace 

C'8:2 9.8 9.2 21.4 C'8:O 21.5 20.0 1.2 

C'8:3 11.3 13.3 7.4 C'8:2 20.6 1.1 19.1 1.3 

C20:1 9.5 7.9 5.2 C'8:3 16.1 8.1 19.1 9.2 

C20:3 15.8 15.0 11.2 C20:1 7.2 12.4 5.1 11.1 

CZO:4 7.0 4.7 1.1 C20:3 8.7 23.8 9.7 21.2 

C22:4 3.7 2.2 C20:. 3.2 11.1 trace 9.3 

C22:6 20.7 22.3 C..・4 7.4 4.3 

C22:6 6.4 35.6 7.6 37.8 

Satu. F.A. 31.3 0.4 30.6 4.6 

Unsaれ1.F.A. 68.7 99.6 69.4 95.4 

29 
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脂肪酸とりゾホスファチジノレコリンを生じた. リゾホスホリピドの同定は文献値引をJlH、た.

以上の結果を総合して， PCは phosphatidylcholine，PEは phosphatidylethanolamine，PGは

phosphatidylglycerolと河定された.

7) ホスホリピドの構成脂肪酸

PC， PE .:b'よび PGの脂肪綾級成は GLCによって測定された.結来を Table2 !乙示した.

3種のホスホリピドの脂肪酸組成!t:.:b'いて， PC;b、よび PEはほぼ類似した組成上じを示し，

C18:3， C20:3 ;j示よび C22:6が多かった.これに対して PGは PC;j字、よび PEとやや奥なった組成比

を示し 'C16・0，C18:0， C18:2， C20:3ふ、よび C22:6が多かった.

また PCとPEの α位と s1立の脂肪酸組成を Table3 !t:示した.

α位炭素の脂肪酸組成は，飽和脂肪酸が約3096を占めていた.ζ れに対して s1ft炭素のそれ

は不飽和脂肪殺が9596以上をしめていた.

摘 饗

スサビノリから 3磁のホスホリピドが分離され，それらはホスブァチジノレコリン，ホスブァチ

ジJレエタノーノレアミンふ、よびホスファチジノレグザセローノレと i弓定された.

ホスファチジノレコワン bよびホスファチジノレエタノーノレアミンの主要な構成脂肪般は， C18:3， 

C20・3.:b'よび C22:6であり，一方ホスファチジノレグリセロールのそれは ，C16:0， C18:0， C18:2， C20:3 ;b、

よび C22:6であった.

ホスファチジノレコリンj訣よびホスブァチジノレエタノーノレアミンにお、いて，s 1ftiJR索の脂肪酸品11

成は不飽和脂肪酸が95;;ぢ以 k安占めていた.一方， α位炭素のそれは，飽和脂肪酸がわずかに30

96にすぎなかった.
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