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　　Phospholipase　A　activity　was　demonstrated　in　the　homogenates　of　starfish　visceral　organs　i．　e．　the　pyloric

caeca　clL），　the　cardial　stomach　（C）　and　the　gonads　（E）．

　　The　highest　activity　was　observed　in　（L）　fo］lowed　by　（D）　and　the　lowest　activity　was　seen　in　（E）．

　　The　main　reaction　products　in　the　degradation　of　lecithin　and　phosphatidylethanolamine　were　monoacyl－

derivatives　and　free　fatty　acids．　The　formation　of　glyceryl－phosphorylcholine　and　ethanolamine　were　not

observed．

　・　The　experiments　with　cr一（i4C）一palmitoyl　labelled　substrate　showed　the　presence　of　both　Ai　and　A2

types　of　phospholipase．　A2　activity　was　predominant，　and　its　optimum　pH　was　around　7．4．　Lecithin　was

hydrolyzed　to　a　greater　extent　than　phosphatidylethanolamine．

緒 言

　前報1）において秋野らはヒトデ内臓脂質の組成分析を行

ない，いく種類かのリン脂質の同定を行なった際，かなり

の量のlys。lecithinの存在を認めた．一方ヒトデは溶血

毒を有することが知られている．この溶血現象を起す成分

としてサポニンの存在もあげられるが，その他の原因とし

てlecithinをlysolecithinに水解するphospholipase　A

作用も関与しているのではないだろうか．

　本報告はヒトデにおけるphospholipase　A（EC．3．1，1．4）

活性の有無ならびにその性質を検討して得られた結果をま

とめた．

実験方法

1．実験材料
　ヒトデの採取法，内臓部の分離は前報1）のとうりである．

1

幽門のう（L），直腸のう（D），生殖腺（E）に分け約6ヵ月

間凍結保存（一20。C）したものを用いた．

2．酵素標品

　上記ヒトデ凍結保存臓器を9容の水または食塩水にてホ

モゲナィズし2，500　r．P．m．，15分間遠心分離した上澄を試

料とした・更にこれを105，000×960分間超遠心した上澄，

および沈渣についても検討した．この際上澄にはおよそ

70％の蛋白があり沈渣には30％であった．（D），（L），（E）

共に蛋白含量はほぼ等しく約100　mg／g　wet　tissueであっ

た．蛋白の定量はLowry法2）によった．

3・標識基質の作成

　（3H）一Glycerol標識lecithin，およびphosphatidyleth－

anolamineをf乍成するために体重約100　gの幼若ラット腹

腔内に5mCiのglycerol－2－3Hを注入後4時間で肝臓を取

り出しFolch3）法で脂質抽出しDEAEセルローズカラム

および薄層クロマトグラフィーによりlecithin，　phos一
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phatidylethanolamineを単離精製した．得られた比活性

はlecithin，1．34×105　c．p．m．／ptmole，　phosphatidyleth－

anolamine，8．3×105　c．P．m．／μmoleであった・

　cr一（i4C）一palmitoyl－lecithin，一phosphatidylethanolamine

についてはpalmitic　acid（U）一14C，0・5　mCiを体重1009

の幼若ラットに腹腔内注射後1時間の肝臓を上記の要領で

抽出して得た．Lecithinの比活性は8・04×104　c・P・m・／μ

moleであり蛇毒による分析の結果カウントの分布はα位

に90％を占めていた．またphosphatiylethanolamineの

比活性はL4×！05　c．p．m．／ptmoleでありカウントの分布は

α位に96．5％を占めていた．

4．酵素活性の測定

　Waite　and　Van　Deenen4）の方法に準じた．標識リン

脂質をセルローズニトレートチュ　・一ブにとりN2ガス下溶

媒を乾固した後0．25　M　Tris－HCI（pH　7・4）を加えて200

mA，10分間sonicationをし均一一tg　emulsionとする．

このemulsion　O．S　m6中にlecithin　O．5μmole，　pho．

sphatidylethanolamineは0．2μmoleを含むように調製

する．この基質一緩衝液Q．Sm6に酵素液！．5m6を加え竜窓口

2．O　m4とし37℃，30分あるいは！時間incubationを行

なう．反応の停止および脂質抽出には3容のCHC13＝

MeOH（1；2，　v／v）を加え．撹乱し，更に1容のCHCI3を

加え混和後濾過し蛋白を除く．この蛋白を1．5容のCHC13

で洗いこの液も濾液に加える．この濾液に水1容を加えて

遠心分離する．酵素蛋白の少ない場合には濾過の操作をせ

ず遠心によって蛋白を分離する．遠心した上層を水溶性画

分，下層を脂質画分とする．更に除去した蛋白について

100。の水で数時間抽出後遠心分離して得た上澄をも水溶性

画分に加えた．脂質画分の分析には溶媒を乾固した後少量

のCHC13に溶かしケイ酸カラムクロマトグラフィーによ

　り，中性脂質とリン脂質細分とに分離する．リン脂質画分

は更にキーゼルゲルG薄層クロマトグラフィーを行ない

CHCI3：MeOH：H20（65＝25：4，　v／v／v）で展開しlecithin

　と　Iysolecithin，　phosphatidylethanolamine　と　1yso－

phoshpatidylethanolamineを分離する・

　酵素量を少なく用いた場合には脂質抽出液をそのまま薄

層クロマトグラフィーにかけ，遊離脂肪酸，lecithin・

phosphatidylethanolamine，1yso－derivativesとを分離し

た．スポットの検出には2，7一ジクロルフルオロエッセンの

　アルコール溶液の噴霧あるいはニンヒドリン噴霧を行なっ

た．各画分の溶出はArvidson5）の方法を採用した・カウ

　ント測定は堀場液体シンチレーションカウンター　LS　500

　を用い脂質のカウントに際しては：PPO　4　g，　POPOP　100

　mg，をtoluene　16に溶かしたシンチレーターを，水溶性

画分には上記シンチレーター2容にTriton　X－1001容を

混和したものを使用した，

　リンの定量はBartlett6）法その他の方法は前年1）に記し

た通りである．盲検としてヒトデ臓器ホモジネートを100。

で5分間熱処理したものあるいは有機溶媒添加後にヒトデ

臓器ホモジネートを加えたものについて同様の処置をした

ものを同時に行なって検討したが水解はほとんど起こらず

無視し得る程度であった．回収率はこの盲検のカウントを．

100％として計算した．ただ酵素活性が非常に低い場合の

み．ﾓ検による補正を行なった．

実験結果

1．ヒトデ臓器のリン脂質組成

　ヒトデ臓器をFolch法3）で脂質抽出した後薄層クロマ

トグラフィーによりCHCI3：MeOH：H20（65：25：4，

v／v／v）の展開溶媒を用いて各リン脂質を分離した．各ス；t｛

ットはニンヒドリン及び硫酸噴霧により検出後かき出し

Bartlett法6）によりリン量測定を行ないリン脂質の百分率

を’調べた結果をTable　1｝こ示した・

　前報1）において秋野らが示したように（E）ではlecithin，

phosphatidylethanolamine，が主であるのに対しくし）で

はlecithin，　phosphatidylethanolamine量は少なく1y－

solecithin，　lysophosphatidylethanolamineが多い．また

（D）に関しては秋野らはほとんどリン脂質を認めなかった

のであったが，今回の標本を用いた結果では（L）とほとん

ど同じ組成を示した．

Table　1　Plzospholiipid　Composition　in　Viscei’al

　　　　　Ol’gans　of　Stal－fislz

Lipid　extrac彦げ5如，f51z　zvas　chro〃tatog」τai・hed

on　Kiesel　gel　G疏ガノz　laンel一∫》臨ピ・／ndi’こ，～clttal

lipids　zvas　scraped　off　after　detection　tvith

H2SO4　sPraLv　and　detei’m　ined　foi’　lipid－P．

（D） 〈L） kE）

Phosphatidylethanolamine

Lyso－phosphatidylethanol－
amine

Lecithin

Lyso－lecithin

Others

lipid－P　rnole　（90）

14．0

24，8

10．9

41．7

8．5

！6．0

22，0

10．7

42．0

9．3

27．6

8．8

43．1

1L6

8．8

（D）　Cardial　stomach　（L）　Pyloric　caeca

（E）　Gonad

2，ヒトデ臓器におけるPhospholipase　A活性分布

　（3H）一Glycerol　標言哉　lecithin，　phosphatidylethano1－

amineを基質としてヒトデ臓器のphospholipase　A活
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　　　　　　　Table　2　Reco’very　of’　fsotope　After　lnctibation

T／ze　，〃i」vt～〃一e　‘o／ztained　125μ1〃oles　qプtl’is（∫）H　7．4），0．54μ〃zole（ゾ（3H）一

glycei－ol　labelled　lecithin　or　O．29　gemole　of　（3H）一gl），cei”ol　labelled　phospha－

tidD／le〃zanola〃line　and　8η2：y川e　Protein；エ6．6〃lgげ（D），15．o「　mg（ゾ（五）Ol’

！5．7　mg　of　（E）．　lncttbation　xvas　carried　ou，t　at　370　for　60　？nin．

Substrate Lecithin Phosphatidylethanolamine

（D） （L） （E） （D） （L） CE）

Water　soluble　fraction

Neutral　lipids

Phospholipids

4．3

2，3

87．4

4．8

0．6

87．7

　recovery　％

3．7　3．4
0．4　1．7
90．5　89．0

3．3

2．1

90，0

O，4

1．7

89．5

Lyso－derivatives

Substrate

93ユ

6．4

　　　recovery　90

98，3　2．9
1．7　　　　　97ユ

in　phospholipids

　　　71．7　85．8

　　　25．4　12，6

59．3

40．7

性を測定した結果をTable　2に示した．まず．　incubation

に用いたradioactivityの回収率を調べるとTable　2上

段に示すごとくになり，使用したradioactivityのほぼ

90％以上がリン脂質画分に回収されたことが判る．三山．分

の分離については実験方法に記載した通りである．

　水溶性画分および中性脂質画報へのradioactivityの移

行が非常に低いことからみて，ヒトデにおいてlysophos－

pholipase活性は存在しないか，存在してもこの条件下で

はその活性を示さないものと考えられる．またリン脂質か

らdiglycerideを生ずるCDP－choline：diglyceride　chol－

ine　phosphotransferaseの逆反応も起らないと考えら

れる．

　リン脂質に回収されたradioactivityの分布状態を調べ

る為薄層クロマトグラフィーを行ない検出される各画分

についてcountの測定を行なった結果Table　2下段に

示されるように（D），（L）においてはほとんど全てのIeci．

thinがIysolecithinとなりphosphatidylethanolamine

においてもIysophosphatidylethanolamine生成が著し

かった・これはヒトデ臓器（D），（L）が非常に高いphos－

pholipase　A活性を有することを示している，なお（E）で

はphospholipase　A活性は非常に低いがphosphatidyl．

ethanolamineを基質にした場合にはかなりの活性が認め

られる．

　盲検として酵素液を沸騰土中5分間加熱変性後基質を加

えてincubationを行なった場合の基質の分解を調べたが

分解はほとんど起らずIecithinへのradioactivityの回

収は989％phosphatidylethanolamineでは94．9％であ

った．また加熱操作を行なわず酵素液に有機溶媒を加えて

変性させた後基質を加えて抽出操作を行なったものに関し

ても回収率はlecithinに98．2％，　phosphatidylethanol．

amineに96．1％という値であり，操f乍中の基質の分解は

考慮しなくて良いことが判る．

ユoo

鶏

ぎ

壁

工

LF．4

50

o

5一一一L一一一一｛TLo

mo　LYSOLECITHIr：

yi　LYSOPI　OSPHATIDYL－
　　ETHANOLAMINE

　　　　　　　　　　5　！a　！5　　　　　　　CONCENTRATION　OF　PROTEIN（　rlG　）

Fig．　1　Effect　of　protein　concentration　on　hydrolyses

　　　　of　lecithin　and　phosphatidylethanolamine

3．酵素活性測定における諸条件の検討

　前実験において最も高い酵素活性を示した（L）を用いて

その酵素蛋白量を減少させて検討した（Fig．1）．

　この結果蛋白量1mgを用いた場合でもlecithin，　phos－

phatidylethanolamineの80～90％が水解されることが

判った．従がって以下の実験において使用する蛋白量は！

mg以下となるよう調製した．

　酵素活性の経時変化をFig．2a，　bに示す．使用したこ

れらの蛋白量は（D）O．73　mg，（L）0．76　mgである，

　酵素活性は最初の15分間で急速に上昇し，その後も暫

時上昇を示した．（D）の活性は（L）のそれに比して低い．
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　　Fig．　2　Time　course　of　hydrolysis

a　Hydrolysis　of　lecithin

b．　Hydrolysis　of　phosphatidylethanolamine

　次にα一（14C）一palmitoyl　lecithinおよびα一（14C）一palmi－

toyl　phosphatidylethanolamineを基質として用い，この

酵素活性に対するpHの影響を観察した．この際，水解さ

れて出来る脂肪酸に回収されるcountはphospholipase

A1を，　lysQlecithin，　lysophosphatidylethanolamineに

回収されるcountはphosph。1ipase　A2活性を示すもの

とみなされる．

　Fig．3a，　bにおいてpH　4～6では0．05　Mアセテート緩

衝液を用いpH　7～9では0．05　M　Tris－HC1緩衝液を使用

した．

　phospholipase　A2に関して至適pHは7，4であった，

phospholipase　A1に関してはphosphatidylethano］一

amineを基質とした場合にのみ酸性側pH　5．7　Uピークを

示したがlecithinでは著明なピークは．観られなかった．

4．ヒトデ各臓器におけるphospholipase　A1，　A2

　　活性の検討

　Table　3にはヒトデ各臓器を酵素材料としてα一（14C）一

palmitoyl　lecithinおよびα一（14C）一pa1皿itoyl　phosphat－

idylethanolamineを基質としてTris－HCI　bufEer（pH

7・4）でincubate後，脂肪酸およびlyso－derivativesに

a．

b，

　　　　　5　　　S　　　7　　　8　　　9

ミ

E

鴛
三書

ξ署

い三50
暑こ

t．塞

一：三

言彗

嬉
工

　0　　　　　5　6　．　7　3　9　　　　　　　　　pll

Fig．　3　Effect　of　pH　on　Hydrolysis

Hydrolysis　of　lecithin

Hydrolysis　of　phosphatidylethanolamine

回収されたradioactivityを測定しこれを基質のspeci丘c

activityで割ることによって求めた水解速度を示した．な

お参考までに同一条件下でrat　Iiverが示す水解速度をも

記載した．この表からヒトデ臓器においては，rat　liverに

比べて非常に高いphospholipase　A1，　A2活性の存在する

ことが判る．Rat　liverではlysophospholipaseが存在

する為に水解された脂肪酸はphospholipase　A1のみによ

るものとは考えることは出来ないが，ヒトデ臓器において

は前述のごとく1ysophospholipase活性は無視し得るの

で脂肪酸へのcountはA1作用により，　Iyso－derivatives

へのcountはA2作用によるものと考えてさしつかえ

ない．

　ヒトデ臓器において一般にA2活性はAl活性より高く

（L）〉（D）〉（E）の順序にその活性は低い。

　A1活性はphosphatidylethanolamine基質の場合（D）

〉（L）》（E）の順序になっているが，（D），（L）共に1ecithin

の方がphosphatidylethanolamineの水解よりも速い・

これと逆に（E）ではどちらかといえばphosphatidyleth－

anolamineを水解しやすいという性質は前述の結果と一

致する．

　A1活性とA2活性の分離を試みる為にまずヒトデ（L）を

超遠心分離し上清と沈渣とに分け，酵素活性の分布を観察
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　Table　3　Actiz，め7（ゾ’Plzospholipase　A　in　Visceral　Oノ”gαns〔ゲ＆α，プish

I〃Cttbation　c　onditions　zeiel－e　the　5α〃leα5／bi・Table　2　excePt　thatα一（14C）一

PalmitoJtl　labelled　substrate　tvas　used　and　enzyme　Protein　was　O，73’　mg

（D），0，76／Jt9（L）01－0．7－1／2zg（E）．

The’isot（抑6　distJ’ib～ltlio〃加α「PositiOllげlecithi／zτvas　90％and　96．5％i2’l

phosphatidylethanolantine　checked　by　t，enom　hydi”o！ysis．

Lecithin Phosphatidylethanolamine
Substrate

（D） 〈L） （E）　rat　liver （D） （L） （E）　rat　liver

Free　fatty　acids　formed

Lyso－derivatives　formed

　　　　　　　　　　mμmoユes／mg　portein／hr

92．2　！77．4　11．2　1．70　68．8　47．4　13．6

271，1　439，4　34．6　O，35　163．0　236．4　55．4

4．60

1．47

　　　Table　4　Distribtttions　of　Pliospholil　ase　Ai　and　A2　Actiz，ities　in

　　　　　　　　＆ψプ｝”tlctio2zs（）f　PJ，lo’”ic　Caeca

乃ノloric‘αecα（・乙）（ゾs彦αノブ融ze，as　lzo〃zo98〃i2ed　ze，ガ〃19z，ol．（ゾτvater．　Solesble

プ｝一actionτし，as　t乃e　sztP・e〃1αtallt　obtained　afte’一CθノZケφ‘9磁02Z（ゾho／ltqge／Zα彦e　at

！05，000xg　for　60　min．　ltzcubation　conditions　Tvei’e　the　same　as　for　7－able　3．

Soluble　fraction Precipita．　te Homogenate
Homogenate
with　EDTA
（2．5　×　10－3　M）

Phospholipase　Ai

Phospholipase　A2

68．6

37．0

hydrolysis　mStmoles／血g　protein／hr

　　29．4　35．4
　　！17．2　80．8

10．8

0

した・Table　4にphosphatidylethanolamineを基質：と

して検討した値を示した．A1活性は上清において比活性

が高く，沈渣でやや低い．

　A2活性は沈渣部分で高く，上清ではhomogenateのそ

れのおよそ1／2になっている．

　なおこのphosphoIipase　Aの活性に対するCa什イオ

ンの影響についてWa．ite　and　Van　Deenen4）　Ct　rat　liver

を用いてEDTAがA2活性を全く抑え，逆にA1活性を

促進するという報告をしている．Table　4に（L）homo－

genateに2・5　mM　EDTAを添加した場合のphospho－

Iipase　A活性を示したがヒトデ臓器においてもそのA2活

性はEDTAにより完全に抑制された．またA2活性につ

いても30％にまで抑制された．

考 按

　凍結保存したヒトデ臓器は非常に高いphospholipase

A活性を有することが判明した．特に（L），（D）において

酵素活性が高くphospatidylethanolamineよりも1eci－

thinをよりょく分解する能力を持つようである．しかし

（E＞では活性が非常に低く，1ecithinよりもむしろphos－

patidylethan・laMine基質の場合の方が分．解がよかった．

この傾向はrat　liverのphospholipase　A活性と類似し

ている7・8）．またヒトデ臓器においてlysophosholipase

活性は非常に低いことが示唆された（Table　2）．この事実

はリン脂質組成の分析結果からも裏づけされる・（E）にお

けるiJン脂質主成分はlecithin，　phosphatidylethano1－

amineであったが（L），（D）においてはlysolecithin，　lyso－

phosphatidylethanola皿ineが圧倒的に多く存在した．こ

れは凍結保存あるいは凍結融解をくり返し行なうことによ

って元来組成として存在していたlecithin，　phosphatidyl－

ethanolamineが組織中のphospholipase　Aにより水解

されてIyso－derivativesとなり，かつ1ysQphospholipase

活．性が低いかあるいは保存に対して不安定な為にlyso－

derivativesの畜積となって現われるのではないかと考え

られる・（E）ではphospholipase　A活性が低い為にleci－

thin，　phosphatidylethanolamineがほとんど水解されず

にそのまま残っていると考えると都合よく理解出来る．

　De　Haas　et．al・9）およびOttolenghilo）らは膵臓および

腸のphospholipase　Aの研究においてtrypsinがphos－

pholipase　Aを活性化することを報告している．また

Rimon　and　Shapiro11）らも一12Qで少なくとも2週間保

存しなければ活性の高いphQspholipase　Aを得られない
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と云う．一方Camacho　et　aL12）およびWinter　and

Neurath13）はヒ　トデの　Py．loric　caeca　に　trypsin－like

proteaseの存在を報告している

　以上の諸事実を考え合せる．と，ヒトデ臓器とくに．tL只D）

中には凍結．保存に対して安定なphospholipase　A活性が

存在し，これが長期保存によってその活性を暫時増強した

ことが．考えられるがその確証を得る為には新鮮なヒトデ臓

器を用いた実．験を待たねばならない．

　　　　　　　　　　　　　　　　総　　　括

　　ヒトデ臓器pyloric　caeca（L），　cardial　stomach．（D），

gonad（E）につ．いてphospholipase　A活性を測定し，そ

の性質を検討した．

　（L），（D）が非常に高いphosholipase　A活性を示したが

（E）ではその活性が低かった．水解産物．はlySOlecithin，．

］ysophosphatidylethanolamineおよびfree　fatty　ac．ids

であり，水溶性画分には水解物を認めないことから工yso－

phospholipase活性はほとんど存在しないものと思わ

れる．

　（L），（D）の高い活性は主としてphospholipase　A2によ

るものであるがA1活性も存在する．このphospholipase

A2はその至適PHを中性にもち．，　phosphatidylethano1－

amineよりもlecithinをより良く分解する．

　　ヒトデ臓器のHornogenateを105，000×960　min超遠

心して得られた上清．にはA1活性の84％が回収されたが

A2活性はprecipitateに高く．約60％．が回収された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（昭和46．7．3受f寸）
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