
(57)【要約】
【課題】脂肪酸組成をコントロールできるリン脂質の製造方法を提供すること。
【解決手段】不飽和脂肪酸またはその化合物を添加した培養液中で微生物を培養し、培養
した微生物から脂質を抽出することにより、添加した不飽和脂肪酸を取り込んだリン脂質
が製造できる。さらに、アルコール化合物とホスホリパーゼＤを添加して塩基交換反応を
行わせることにより、所望の分子種の不飽和脂肪酸含有リン脂質を製造することができる
。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 構 成 脂 肪 酸 と し て 不 飽 和 脂 肪 酸 を 含 有 す る リ ン 脂 質 の 製 造 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 不 飽 和 脂 肪 酸 ま た は 前 記 不 飽 和 脂 肪 酸 の 化 合 物 を 添 加 し た 培 養 液 中 で 微 生 物 を 培 養
す る 培 養 工 程 と 、
　 前 記 培 養 し た 微 生 物 か ら 前 記 リ ン 脂 質 を 抽 出 す る 抽 出 工 程 と 、
　 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 抽 出 工 程 に よ っ て 得 ら れ た リ ン 脂 質 に 、 ア ル コ ー ル 化 合 物 と ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｄ を 添
加 し て 、 塩 基 交 換 反 応 を 行 わ せ る 反 応 工 程 を さ ら に 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記
載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 ア ル コ ー ル 化 合 物 が セ リ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 不 飽 和 脂 肪 酸 の 化 合 物 が 、 前 記 不 飽 和 脂 肪 酸 の エ ス テ ル 、 前 記 不 飽 和 脂 肪 酸 の 塩 、
及 び 前 記 不 飽 和 脂 肪 酸 の ア ミ ド か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 少 な く と も 一 つ で あ る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 1～ ３ の い ず れ か に 記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 不 飽 和 脂 肪 酸 が 、 オ レ イ ン 酸 、 リ ノ ー ル 酸 、 α － リ ノ レ イ ン 酸 、 γ － リ ノ レ イ ン 酸
、 ア ラ キ ド ン 酸 、 エ イ コ サ ペ ン タ エ ン 酸 、 ド コ サ ペ ン タ エ ン 酸 、 ド コ サ ヘ キ サ エ ン 酸 、 ジ
ホ モ － γ － リ ノ レ イ ン 酸 、 共 役 リ ノ ー ル 酸 、 共 役 リ ノ レ イ ン 酸 、 共 役 ア ラ キ ド ン 酸 、 共 役
エ イ コ サ ペ ン タ エ ン 酸 、 共 役 ド コ サ ペ ン タ エ ン 酸 、 及 び 共 役 ド コ サ ヘ キ サ エ ン 酸 か ら な る
群 か ら 選 ば れ た 少 な く と も 一 つ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載
の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 微 生 物 が 、 バ ク テ リ ア 、 酵 母 、 糸 状 菌 、 微 細 藻 類 、 及 び ラ ビ リ ン チ ュ ラ か ら な る 群
か ら 選 ば れ た 少 な く と も 一 つ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の
製 造 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 構 成 脂 肪 酸 と し て 不 飽 和 脂 肪 酸 を 含 有 す る リ ン 脂 質 の 製 造 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 生 体 膜 の 主 要 な 成 分 で あ る リ ン 脂 質 は 、 リ ン 酸 化 ア ル コ ー ル と 脂 肪 酸 と か ら 構 成 さ れ る
化 合 物 で あ る 。 リ ン 脂 質 は そ の リ ン 酸 化 ア ル コ ー ル 成 分 の 違 い に よ り 複 数 の 分 子 種 が あ り
、 た と え ば ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ Ｐ Ｃ ） や ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ Ｐ Ｅ ） は
生 体 膜 リ ン 脂 質 の 主 要 な 組 成 を 占 め て い る 。 ま た 別 の リ ン 脂 質 で あ る ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ
セ ロ ー ル （ Ｐ Ｇ ） は 、 そ の 高 い 乳 化 性 か ら 食 品 素 材 な ど と し て も 有 用 性 が 高 い 。 さ ら に ホ
ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン （ Ｐ Ｓ ） は 、 脳 機 能 に 深 く 関 わ る リ ン 脂 質 で あ り 、 そ の 摂 取 に よ り 、
加 齢 と と も に 低 下 す る 脳 機 能 の 改 善 効 果 が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 リ ン 脂 質 は 分 子 内 に ２ つ の 脂 肪 酸 を 結 合 し て い る が 、 脂 肪 酸 群 の う ち の 一 部 は ヒ ト を 含
む 動 物 の 体 内 で は 合 成 で き な い た め 、 食 事 や 他 の 動 植 物 の 補 食 に よ り 摂 取 す る 必 要 が あ る
。 し か し な が ら 、 Ｐ Ｓ や Ｐ Ｇ の よ う な リ ン 脂 質 の 一 般 食 品 中 の 含 有 量 は 微 量 で あ る た め 、
十 分 量 を 食 事 か ら 摂 取 す る こ と は 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 そ こ で 、 従 来 、 牛 脳 か ら 抽 出 さ れ た リ ン 脂 質 が 市 販 さ れ て い た が 、 牛 海 綿 状 脳 症 （ Ｂ Ｓ
Ｅ ） 問 題 の 発 生 に よ り 安 全 な 供 給 源 が 必 要 と さ れ 、 大 豆 レ シ チ ン か ら 抽 出 さ れ た リ ン 脂 質
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も 市 販 さ れ る よ う に な っ た 。 さ ら に 、 大 豆 リ ン 脂 質 を 原 料 と し て 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｄ に よ
る 塩 基 交 換 反 応 に よ り 、 純 度 の よ り 高 い Ｐ Ｓ が 製 造 可 能 と な っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ま た 、 従 来 か ら の 動 物 や 植 物 由 来 の 原 料 を 用 い る 代 わ り に 、 微 生 物 を 培 養 し て 、 そ の 微
生 物 の 細 胞 膜 か ら 脂 質 を 抽 出 す る 方 法 も 知 ら れ て い た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 一 方 、 リ ン 脂 質 の 生 理 活 性 は 、 リ ン 脂 質 を 構 成 す る 脂 肪 酸 （ 本 願 で は 、 構 成 脂 肪 酸 と 称
す る ） の 成 分 に も 大 き く 左 右 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る 。 脂 肪 酸 の う ち 、 例 え ば 分 子 内 に
不 飽 和 炭 素 結 合 を 有 す る 不 飽 和 脂 肪 酸 、 中 で も 不 飽 和 度 の 高 い 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 で あ る エ
イ コ サ ペ ン タ エ ン 酸 （ Ｅ Ｐ Ａ ） や ド コ サ ヘ キ サ エ ン 酸 （ Ｄ Ｈ Ａ ） は 、 循 環 器 系 や 神 経 系 に
対 す る 効 果 が 注 目 さ れ て い る 。 そ こ で 、 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 を 豊 富 に 含 有 す る 魚 卵 （ 例 え ば
特 許 文 献 １ 、 ２ を 参 照 ） や イ カ 皮 （ 例 え ば 特 許 文 献 ３ を 参 照 ） を リ ン 脂 質 の 原 料 と し て 用
い る こ と が 提 案 さ れ て い る 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 １ － １ ６ ０ ９ ８ ９ 号 広 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 平 ８ － ５ ９ ６ ７ ８ 号 広 報
【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 平 ９ － ７ ７ ７ ８ ２ 号 広 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 こ の よ う に 、 動 物 、 植 物 、 及 び 微 生 物 由 来 の 原 料 を 用 い た リ ン 脂 質 の 製 造 方 法 が 開 発 さ
れ て き た が 、 こ れ ら の 従 来 技 術 に お い て は い ず れ の 場 合 も 、 リ ン 脂 質 を 構 成 す る 脂 肪 酸 の
組 成 に は 原 料 リ ン 脂 質 の 脂 肪 酸 組 成 が 反 映 さ れ る た め 、 脂 肪 酸 組 成 を 任 意 に 幅 広 く コ ン ト
ロ ー ル す る こ と は で き な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 の 問 題 点 に 鑑 み 、 脂 肪 酸 組 成 を コ ン ト ロ ー ル で き る リ ン 脂 質 の 製 造 方 法
を 提 供 す る も の で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 リ ン 脂 質 を 構 成 す る 不 飽 和 脂 肪 酸 の 組 成 を コ ン ト ロ ー ル す る 方 法 を 見 い
だ そ う と 鋭 意 努 力 し た 結 果 、 微 生 物 を 培 養 す る 際 、 培 地 に 不 飽 和 脂 肪 酸 を 添 加 す る こ と に
よ り 、 抽 出 さ れ る リ ン 脂 質 の 組 成 を コ ン ト ロ ー ル で き る こ と を 見 い だ し 、 本 発 明 の 完 成 に
至 っ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 に 係 る リ ン 脂 質 の 製 造 方 法 は 、 リ ン 脂 質 を 構 成 す る 脂 肪 酸 に 不 飽 和 脂 肪 酸 を 含 有
す る リ ン 脂 質 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 不 飽 和 脂 肪 酸 ま た は そ の 化 合 物 を 添 加 し た 培 養 液 中 で
微 生 物 を 培 養 す る 培 養 工 程 と 、 培 養 し た 微 生 物 か ら 脂 質 を 抽 出 す る 抽 出 工 程 と を 含 む こ と
を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 上 記 の 製 造 方 法 に よ っ て 得 ら れ た リ ン 脂 質 に 、 ア ル コ ー ル 化 合 物 と ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｄ を
添 加 し て 、 塩 基 置 換 反 応 を さ ら に 行 わ せ る こ と よ っ て 、 不 飽 和 脂 肪 酸 含 有 リ ン 脂 質 を 製 造
す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 に 係 る ア ル コ ー ル 化 合 物 は セ リ ン で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に 係 る 不 飽 和 脂 肪 酸 の 化 合 物 は 、 不 飽 和 脂 肪 酸 の エ ス テ ル 、 不 飽 和 脂 肪 酸 の 塩 、
及 び 不 飽 和 脂 肪 酸 の ア ミ ド か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 少 な く と も 一 つ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 に 係 る 不 飽 和 脂 肪 酸 は 、 オ レ イ ン 酸 、 リ ノ ー ル 酸 、 α － リ ノ レ イ ン 酸 、 γ － リ ノ
レ イ ン 酸 、 ア ラ キ ド ン 酸 、 エ イ コ サ ペ ン タ エ ン 酸 、 ド コ サ ペ ン タ エ ン 酸 、 ド コ サ ヘ キ サ エ
ン 酸 、 ジ ホ モ － γ － リ ノ レ イ ン 酸 、 共 役 リ ノ ー ル 酸 、 共 役 リ ノ レ イ ン 酸 、 共 役 ア ラ キ ド ン
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酸 、 共 役 エ イ コ サ ペ ン タ エ ン 酸 、 共 役 ド コ サ ペ ン タ エ ン 酸 、 及 び 共 役 ド コ サ ヘ キ サ エ ン 酸
か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 少 な く と も 一 つ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 に 係 る 微 生 物 は 、 バ ク テ リ ア 、 酵 母 、 糸 状 菌 、 微 細 藻 類 、 及 び ラ ビ リ ン チ ュ ラ か
ら な る 群 か ら 選 ば れ た 少 な く と も 一 つ で あ っ て も よ い 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 、 脂 肪 酸 組 成 を コ ン ト ロ ー ル で き る リ ン 脂 質 の 製 造 方 法 を 提 供 す
る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 上 述 し た よ う に 、 微 生 物 を 培 養 し 、 そ の 微 生 物 の 細 胞 膜 か ら 脂 質 を 抽 出 す る こ と に よ り
、 リ ン 脂 質 を 製 造 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に 係 る リ ン 脂 質 の 製 造 方 法 に よ る と 、 こ う し
た 製 造 方 法 に お い て 、 不 飽 和 脂 肪 酸 ま た は そ の 化 合 物 を 添 加 し た 培 養 液 で 微 生 物 を 培 養 す
る こ と に よ っ て 、 微 生 物 の 脂 質 代 謝 を 利 用 す る こ と が で き 、 所 望 の 不 飽 和 脂 肪 酸 を 含 有 し
た リ ン 脂 質 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ こ で 、 こ の 培 養 に 用 い る 微 生 物 は 、 そ の 細 胞 膜 か ら 脂 質 を 抽 出 す る こ と の で き る 微 生
物 で あ れ ば ど ん な も の で あ っ て も よ い 。 そ の よ う な 微 生 物 の 例 と し て は 、 バ ク テ リ ア 、 酵
母 、 糸 状 菌 、 微 細 藻 類 、 及 び ラ ビ リ ン チ ュ ラ （ ラ ビ リ ン チ ュ ラ 科 、 ヤ ブ レ ツ ボ カ ビ 科 の い
ず れ の 科 を も 含 む ） な ど が 挙 げ ら れ る が 、 ク ロ レ ラ や ユ ー グ レ ナ な ど の 微 細 藻 類 が 好 ま し
い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 、 脂 質 を 抽 出 す る た め の 方 法 は 、 細 胞 膜 か ら 脂 質 を 抽 出 す る た め の 一 般 的 な 方 法 で
あ れ ば よ く 、 例 え ば Bligh & Dyer法 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 次 に 、 リ ン 脂 質 に 含 有 さ せ る た め の 不 飽 和 脂 肪 酸 は 、 微 生 物 が 代 謝 す る こ と が で き る も
の で あ れ ば い ず れ の も の で も よ く 、 そ の 例 と し て は オ レ イ ン 酸 、 リ ノ ー ル 酸 、 α － リ ノ レ
イ ン 酸 、 γ － リ ノ レ イ ン 酸 、 ア ラ キ ド ン 酸 、 エ イ コ サ ペ ン タ エ ン 酸 、 ド コ サ ペ ン タ エ ン 酸
、 ド コ サ ヘ キ サ エ ン 酸 、 ジ ホ モ － γ － リ ノ レ イ ン 酸 、 共 役 リ ノ ー ル 酸 、 共 役 リ ノ レ イ ン 酸
、 共 役 ア ラ キ ド ン 酸 、 共 役 エ イ コ サ ペ ン タ エ ン 酸 、 共 役 ド コ サ ペ ン タ エ ン 酸 、 及 び 共 役 ド
コ サ ヘ キ サ エ ン 酸 、 ま た は こ れ ら を 組 み 合 わ せ た も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 し か し そ れ ら の う ち で も 、 リ ン 脂 質 に 含 有 さ せ る 不 飽 和 脂 肪 酸 と し て よ り 好 ま し い の は
、 動 物 に 対 し て 生 理 活 性 を 持 つ 脂 肪 酸 で あ り 、 た と え ば エ イ コ サ ペ ン タ エ ン 酸 （ Ｅ Ｐ Ａ ）
や ド コ サ ヘ キ サ エ ン 酸 （ Ｄ Ｈ Ａ ） 、 ま た は そ れ ら の 共 役 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 一 方 、 リ ン 脂 質 に 含 有 さ せ る た め に 培 地 に 添 加 す る 不 飽 和 脂 肪 酸 は 、 微 生 物 が 細 胞 内 に
取 り 込 む こ と が で き れ ば よ く 、 上 述 の 不 飽 和 脂 肪 酸 の 遊 離 の 形 の も の で あ っ て も よ い し 、
あ る い は 上 述 の 不 飽 和 脂 肪 酸 の 化 合 物 、 例 え ば エ ス テ ル 、 塩 、 ま た は ア ミ ド 、 も し く は そ
れ ら の 組 み 合 わ せ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ま た 、 上 述 の 不 飽 和 脂 肪 酸 を 培 地 に 添 加 す る 際 に は 、 ビ タ ミ ン Eや ビ タ ミ ン Cな ど の 抗 酸
化 成 分 を 共 存 さ せ る こ と も で き る 。 さ ら に 不 飽 和 脂 肪 酸 を 培 地 に 効 率 よ く 分 散 さ せ る た め
、 天 然 あ る い は 合 成 の 乳 化 剤 を 用 い る こ と は 差 し 支 え な い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 そ し て 、 培 地 に 添 加 す る 不 飽 和 脂 肪 酸 ま た は そ れ ら の 化 合 物 の 含 量 は 、 微 生 物 を 培 養 し
て そ れ ら を 取 り 込 ま せ る こ と を 妨 げ な い 範 囲 で あ れ ば よ く 、 例 え ば 、 培 地 の 重 量 に 対 し て
０ ． ０ ０ ５ 重 量 ％ ～ ５ 重 量 ％ の 範 囲 内 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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　 ま た 、 不 飽 和 脂 肪 酸 を 添 加 す る 際 の 培 地 の ｐ Hは 、 微 生 物 が 不 飽 和 脂 肪 酸 を 取 り 込 む 事
を 妨 げ な い 範 囲 で あ れ ば よ く 、 微 生 物 の 増 殖 が 可 能 で あ る ｐ Hに 限 定 さ れ な い 。 例 え ば ｐ H
2.0～ 9.0の 範 囲 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 さ ら に 、 前 述 の 抽 出 方 法 に よ っ て 得 ら れ た リ ン 脂 質 に 対 し 、 ア ル コ ー ル 化 合 物 を 添 加 し
て 塩 基 交 換 反 応 を さ ら に 行 わ せ る こ と に よ り 、 そ の 化 合 物 由 来 の ア ル コ ー ル を 含 む よ う な
所 望 の 分 子 種 の 不 飽 和 脂 肪 酸 含 有 リ ン 脂 質 を 製 造 す る こ と も で き る 。 こ の 反 応 を 行 わ せ る
に は リ ン 脂 質 の 塩 基 交 換 反 応 を 促 進 す る 触 媒 の 添 加 が 望 ま し く 、 そ の よ う な 触 媒 の 好 ま し
い 例 と し て は 、 取 り 扱 い の 容 易 な ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｄ （ 酵 素 番 号  EC 3.1.4.4） が あ り 、 例
え ば 放 線 菌 の 一 種 Actinomadura sp.由 来 の も の が 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 そ し て 、 添 加 す る ア ル コ ー ル 化 合 物 と し て は 、 例 え ば セ リ ン を 用 い る こ と が で き 、 こ の
場 合 、 反 応 の 産 物 と し て ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン が 得 ら れ る 。 ま た 別 の 例 と し て 、 グ リ セ リ
ン や エ タ ノ ー ル ア ミ ン を 用 い る こ と が で き 、 こ の 場 合 は そ れ ぞ れ 天 然 型 リ ン 脂 質 で あ る ホ
ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル や ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン を 得 る こ と が で き る し 、 あ
る い は そ の 他 の ア ル コ ー ル 化 合 物 を 用 い て 、 有 機 合 成 で は 一 般 に 合 成 が 困 難 な 新 規 リ ン 脂
質 分 子 種 を 製 造 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 以 下 に 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 の 態 様 を 実 施 例 を 用 い て よ り 詳 細 に 説 明 す る 。 な お 、 本
発 明 の 目 的 、 特 徴 、 利 点 、 及 び ア イ デ ア は 、 本 明 細 書 の 記 載 に よ り 当 業 者 に は 明 ら か で あ
り 、 本 明 細 書 の 記 載 に 基 づ き 、 当 業 者 が 本 発 明 を 再 現 す る こ と は 容 易 で あ る 。 以 下 に 記 載
さ れ た 具 体 的 な 実 施 例 な ど は 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 を 示 す た め の 例 示 又 は 説 明 と し
て 示 さ れ て い る の で あ っ て 、 本 発 明 を そ れ ら に 限 定 す る も の で は な い 。 本 明 細 書 で 開 示 さ
れ て い る 本 発 明 の 意 図 並 び に 範 囲 内 で 、 本 明 細 書 の 記 載 に 基 づ き 、 様 々 な 改 変 並 び に 修 飾
が で き る こ と は 、 当 業 者 に と っ て 明 ら か で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ９ 】
＝ ＝ ＝ Ｄ Ｈ Ａ 含 有 リ ン 脂 質 の 製 造 ＝ ＝ ＝
［ 実 施 例 １ ］ 　 ５ ０ ０ ｍ ｌ 容 振 と う フ ラ ス コ で 、 グ ル コ ー ス を 炭 素 源 、 尿 素 を 窒 素 源 と す
る 従 属 栄 養 培 養 液 （ １ L中 に グ ル コ ー ス 20g、 リ ン 酸 １ カ リ ウ ム 1.2g、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム ７
水 和 物 0.6g、 尿 素 1.5g、 EDTA-Fe-Na 15mg、 A5金 属 塩 溶 液 2mlを 含 む ） を 用 い て 、 ク ロ レ ラ
（ Chlorella vulgaris C-30） （ 国 立 環 境 研 究 所 よ り 入 手 ） を ２ ８ ℃ 、 暗 所 に て 振 と う 培
養 し た 。 増 殖 が 定 常 期 に 達 し た ４ ８ 時 間 後 に 、 培 養 液 １ ０ ０ ｍ ｌ に 対 し て ０ ． ５ 重 量 ％ の
ド コ サ ヘ キ サ エ ン 酸 （ Ｄ Ｈ Ａ ） （ 遊 離 脂 肪 酸 、 備 前 化 成 （ 株 ） よ り 入 手 ） （ 純 度 ９ ９ ． ０
％ ） を 無 菌 的 に 添 加 し 、 さ ら に 振 と う 培 養 を ２ ４ 時 間 継 続 し た 。 次 に 、 遠 心 分 離 ３ ０ ０ ０
ｒ ｐ ｍ × １ ０ ｍ ｉ ｎ ） に よ り ク ロ レ ラ 細 胞 を 回 収 し 、 凍 結 乾 燥 後 、 Bligh & Dyer法 に 従 い
、 乾 燥 細 胞 １ ５ ０ ０ ｍ ｇ か ら 、 ク ロ ロ ホ ル ム － メ タ ノ ー ル 混 液 （ ク ロ ロ ホ ル ム ： メ タ ノ ー
ル ： 水 　 (1:2:0.7)） ３ ０ ｍ ｌ で ３ 回 繰 り 返 し 総 脂 質 を 抽 出 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 得 ら れ た 総 脂 質 ２ ３ ０ ｍ ｇ か ら 、 シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 、 以 下 の
よ う に リ ン 脂 質 混 合 物 を 分 画 し た 。 ま ず 、 ク ロ ロ ホ ル ム に 懸 濁 し た シ リ カ ゲ ル １ ０ ｇ を 、
内 径 ２ ０ ｍ ｍ の オ ー プ ン カ ラ ム に 充 填 し 、 ２ ｍ ｌ の ク ロ ロ ホ ル ム に 溶 解 し た 総 脂 質 を シ リ
カ ゲ ル に 吸 着 さ せ た 。 次 に 、 ク ロ ロ ホ ル ム ３ ０ ０ ｍ ｌ 、 ア セ ト ン ２ ０ ０ ｍ ｌ 、 メ タ ノ ー ル
３ ０ ０ ｍ ｌ の 順 に カ ラ ム に 流 し 、 メ タ ノ ー ル 溶 出 画 分 を リ ン 脂 質 混 合 物 と し た 。 こ れ に よ
り 、 ８ ５ ｍ ｇ の リ ン 脂 質 混 合 物 を 得 た 。 こ の リ ン 脂 質 混 合 物 の 脂 肪 酸 組 成 を ガ ス ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー で 測 定 し た 。 ま ず 、 リ ン 脂 質 混 合 物 ２ ０ ｍ ｇ を ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ 付 き 試 験 管
に と り 、 １ ０ ％ 塩 化 水 素 － メ タ ノ ー ル 溶 液 を １ ｍ ｌ 加 え て ８ ０ ℃ で ３ 時 間 加 熱 し て メ タ ノ
リ シ ス を 行 っ た 。 放 冷 後 、 蒸 留 水 ６ ｍ ｌ と ヘ キ サ ン １ ｍ ｌ を 添 加 し て 激 し く 振 と う し て ヘ
キ サ ン 層 に 脂 肪 酸 メ チ ル エ ス テ ル を 抽 出 し 、 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 用 試 料 と し た 。 ガ ス
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は （ ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ 　 シ マ ヅ 　 GC-2000、 カ ラ ム 　 HR-Thermon 30
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00B, 30m X 0,25mm ID、 カ ラ ム 温 度 　 150→ 220℃ 　 2℃ /min、 イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 温 度 　 250
℃ 、 検 出 器 　 FID、 検 出 器 温 度 　 250℃ 、 キ ャ リ ア ー ガ ス 　 ヘ リ ウ ム ） の 条 件 で 分 析 し た 。
結 果 は （ C16:0　 10.3%、 C16:1　 1.1%、 C16:2　 3.1%、 C16:3　 4.7%、 C18:0　 1.6%、 C18:1
　 4.1%、 C18:2　 14.2%、 C18:3　 1.1%、 C20:5　 0.9%、 C22:6　 55.0%、 そ の 他 　 3.9%） と な
り 、 総 脂 肪 酸 の ５ ５ ％ が Ｄ Ｈ Ａ で あ っ た 。 ま た 、 リ ン 脂 質 組 成 を 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー （ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） で 測 定 し た と こ ろ 、 リ ン 脂 質 中 の ５ ７ ％ が ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ Ｐ Ｃ
） 、 ３ ２ ％ が ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ Ｐ Ｅ ） で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
[比 較 例 １ ］ 　 実 施 例 １ と 同 様 に 、 ５ ０ ０ ｍ ｌ 容 振 と う フ ラ ス コ 内 で 培 養 定 常 期 に 達 し た
ク ロ レ ラ の 培 養 液 １ ０ ０ ｍ ｌ を 、 さ ら に ２ ４ 時 間 振 と う 培 養 し 、 遠 心 分 離 （ ３ ０ ０ ０ ｒ ｐ
ｍ × １ ０ ｍ ｉ ｎ ） に よ り ク ロ レ ラ 細 胞 を 回 収 し 、 凍 結 乾 燥 後 、 実 施 例 １ と 同 様 に 総 脂 質 を
抽 出 し 、 得 ら れ た 総 脂 質 １ ４ ５ ｍ ｇ を 分 画 ・ 分 析 し た と こ ろ 、 結 果 は （ C16:0　 25.8%、 C1
6:1　 3.7%、 C16:2　 6.8%、 C16:3　 8.2%、 C18:0　 4.6%、 C18:1　 7.6%、 C18:2　 29.7%、 C18
:3　 6.3%、 C22:6　 0.0%そ の 他 　 7.3%） と な り 、 リ ン 脂 質 混 合 物 の 総 脂 肪 酸 中 に Ｄ Ｈ Ａ は
検 出 さ れ な か っ た 。 し か し 、 リ ン 脂 質 組 成 は 、 ５ ９ ％ が Ｐ Ｃ 、 ３ ０ ％ が Ｐ Ｅ で あ り 、 実 施
例 １ と 同 様 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン が 主 成 分 で あ っ た
。
【 ０ ０ ３ ２ 】
＝ ＝ ＝ Ｄ Ｈ Ａ 含 有 Ｐ Ｓ の 製 造 ＝ ＝ ＝
［ 実 施 例 ２ ］ 　 上 記 実 施 例 １ あ る い は 比 較 例 １ で 得 ら れ た リ ン 脂 質 混 合 物 そ れ ぞ れ １ ０ ０
ｍ ｇ を 別 の ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ つ き 試 験 管 に 入 れ 、 各 試 験 管 に 酢 酸 エ チ ル ２ ｍ ｌ 、 Ｌ － セ
リ ン １ ２ ０ ｍ ｇ を 含 有 す る 水 溶 液 ５ ０ ０ μ ｌ 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｄ （ 名 糖 産 業 製 ） ２ ０ ｕ ｎ
ｉ ｔ を 含 有 す る 水 溶 液 ５ ０ ０ μ ｌ を 加 え た 後 、 ヘ ッ ド ス ペ ー ス を 窒 素 置 換 し て ５ ０ ℃ で １
２ 時 間 激 し く 振 と う す る こ と に よ り 塩 基 交 換 反 応 を 行 っ た 。 反 応 終 了 後 、 各 試 験 管 を 氷 冷
し 、 ク ロ ロ ホ ル ム を ２ ｍ ｌ 添 加 し て リ ン 脂 質 混 合 物 を 溶 解 し た 。 ク ロ ロ ホ ル ム 層 を Ｈ Ｐ Ｌ
Ｃ に よ り 分 析 し て リ ン 脂 質 組 成 を 確 認 し た と こ ろ 、 実 施 例 １ で 得 ら れ た リ ン 脂 質 は （ PS　
43%、 PC　 21%、 PE　 12%、 そ の 他 　 24%） 、 比 較 例 １ で 得 ら れ た リ ン 脂 質 は （ PS　 45%、 PC
　 19%、 PE　 13%、 そ の 他 　 22%） を 含 有 し て い た 。 そ れ ぞ れ の リ ン 脂 質 混 合 物 よ り 、 以 下
の よ う に 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て Ｐ Ｓ 画 分 を 単 離 し 、 そ れ ぞ れ の Ｐ Ｓ の 脂 肪 酸 組
成 を 測 定 し た 。 す な わ ち 、 シ リ カ ゲ ル HPTLCプ レ ー ト （ メ ル ク 製 ） に リ ン 脂 質 混 合 物 を ス
ポ ッ ト し 、 ク ロ ロ ホ ル ム ／ 1-プ ロ パ ノ ー ル ／ 酢 酸 エ チ ル ／ メ タ ノ ー ル ／ 0.25%塩 化 カ リ ウ
ム 水 溶 液 (23:25:25:15:9)を 展 開 溶 媒 と し て 展 開 し 、 PS標 品 (Dittmer試 薬 で 発 色 )と 同 様 の
Rf値 の シ リ カ ゲ ル 層 を 書 き 取 っ た 。 シ リ カ ゲ ル か ら ク ロ ロ ホ ル ム ： メ タ ノ ー ル (2:1)に よ
り PSを 抽 出 し た 。 結 果 は （ C16:0　 9.7%、 C16:1　 2.1%、 C16:2　 2.7%、 C16:3　 5.1%、 C18:
0　 1.9%、 C18:1　 5.1%、 C18:2　 16.0%、 C18:3　 1.0%、 C20:5　 0.3%、 C22:6　 53.0%、 そ の
他 　 3.1%） と な り 、 実 施 例 １ に よ り 得 ら れ た リ ン 脂 質 混 合 物 を 原 料 と し た Ｐ Ｓ に は 、 Ｄ Ｈ
Ａ が 総 脂 肪 酸 の 53％ 含 ま れ て い た 。 一 方 、 比 較 例 １ に よ り 得 ら れ た リ ン 脂 質 混 合 物 を 原 料
と し た Ｐ Ｓ の 脂 肪 酸 組 成 は （ C16:0　 23.0%、 C16:1　 2.9%、 C16:2　 8.9%、 C16:3　 9.2%、 C
18:0　 4.9%、 C18:1　 8.6%、 C18:2　 29.0%、 C18:3　 7.0%、 C22:6　 0.0%そ の 他 　 6.5%） で
あ り 、 Ｄ Ｈ Ａ が 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
＝ ＝ ＝ Ｅ Ｐ Ａ 含 有 リ ン 脂 質 の 製 造 ＝ ＝ ＝
［ 実 施 例 ３ ］ 　 ５ ０ ０ ｍ ｌ 容 振 と う フ ラ ス コ で 、 グ ル コ ー ス － ペ プ ト ン 培 地 （ 1L中 に グ ル
コ ー ス 20g、 ペ プ ト ン 5g、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 0.25g、 リ ン 酸 １ カ リ ウ ム 0.25g、 硫 酸 マ グ ネ
シ ウ ム ７ 水 和 物 0.6g、 炭 酸 カ ル シ ウ ム 0.12g、 Na2EDTA 50mg、 モ ー ル 塩 50mg、 硫 酸 マ ン ガ
ン 18mg、 硫 酸 亜 鉛 25mg、 塩 酸 チ ア ミ ン 2.5mg、 シ ア ノ コ バ ラ ミ ン  0.5mgを 含 む ） を 用 い て
、 ユ ー グ レ ナ （ Euglena gracilis Z） （ 国 立 環 境 研 究 所 よ り 入 手 ） を 28℃ 、 暗 所 に て 振 と
う 培 養 し 、 増 殖 が 定 常 期 に 達 し た 48時 間 後 に 、 培 養 液 １ ０ ０ ｍ ｌ に 対 し て ０ ． ５ 重 量 ％ の
エ イ コ サ ペ ン タ エ ン 酸 （ Ｅ Ｐ Ａ ） （ 遊 離 脂 肪 酸 、 備 前 化 成 （ 株 ） よ り 入 手 ） （ 純 度 ９ ９ ．
０ ％ ） を 無 菌 的 に 添 加 し 、 さ ら に 振 と う 培 養 を ２ ４ 時 間 継 続 し た 。 以 下 、 実 施 例 １ と 同 様
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に 、 総 脂 質 を 抽 出 し 、 得 ら れ た 総 脂 質 ２ ４ ０ ｍ ｇ か ら 、 シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー に よ り 分 画 し た リ ン 脂 質 混 合 物 ９ ５ ｍ ｇ を 得 た 。 こ の リ ン 脂 質 混 合 物 の 脂 肪 酸 組 成 を
ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 測 定 し た と こ ろ 、 結 果 は （ C16:0　 4.1%、 C16:1　 0.1%、 C18:0
　 2.2%、 C18:1　 8.1%、 C18:2　 5.9%、 C18:3　 4.0%、 C20:4　 5.8%、 C20:5　 59.0%、 C22:6
　 6.3%、 そ の 他 　 4.5%） と な り 、 総 脂 肪 酸 の ５ ９ ％ が Ｅ Ｐ Ａ で あ っ た 。 ま た 、 リ ン 脂 質 組
成 を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 測 定 し た と こ ろ 、 結 果 は （ PC　 49%、 PE　 31%、 そ の 他 　 20%） と な り 、 Ｐ
Ｃ 及 び Ｐ Ｅ が 主 成 分 で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
［ 比 較 例 ２ ］ 　 実 施 例 ３ と 同 様 に 、 ５ ０ ０ ｍ ｌ 容 振 と う フ ラ ス コ 内 で 培 養 定 常 期 に 達 し た
ユ ー グ レ ナ の 培 養 液 １ ０ ０ ｍ ｌ を 、 さ ら に ２ ４ 時 間 振 と う 培 養 し 、 遠 心 分 離 （ ３ ０ ０ ０ ｒ
ｐ ｍ × １ ０ ｍ ｉ ｎ ） に よ り ユ ー グ レ ナ 細 胞 を 回 収 し 、 実 施 例 １ と 同 様 に 、 凍 結 乾 燥 後 、 総
脂 質 を 抽 出 し 、 得 ら れ た 総 脂 質 １ ２ ２ ｍ ｇ を 分 画 ・ 分 析 し た と こ ろ 、 結 果 は （ C16:0　 16.
7%、 C16:1　 3.6%、 C18:0　 7.5%、 C18:1　 14.1%、 C18:2　 9.9%、 C18:3　 8.9%、 C20:4　 22.
3%、 C20:5　 3.2%、 C22:6　 1.0%、 そ の 他 　 12.8%） と な り 、 リ ン 脂 質 混 合 物 の 総 脂 肪 酸 中
に Ｅ Ｐ Ａ は 3.2%、 Ｄ Ｈ Ａ は １ ％ の み し か 検 出 さ れ な か っ た 。 し か し 、 リ ン 脂 質 組 成 は （ PC
　 47%、 PE　 36%、 そ の 他 　 17%） で あ り 、 実 施 例 １ と 同 様 、 Ｐ Ｃ 及 び Ｐ Ｅ が 主 成 分 で あ っ
た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
＝ ＝ ＝ Ｅ Ｐ Ａ 含 有 Ｐ Ｓ の 製 造 ＝ ＝ ＝
［ 実 施 例 ４ ］ 　 実 施 例 ２ と 同 様 に 、 実 施 例 ３ あ る い は 比 較 例 ２ で 得 ら れ た リ ン 脂 質 混 合 物
そ れ ぞ れ １ ０ ０ ｍ ｇ を 別 の ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ つ き 試 験 管 に 入 れ 、 各 試 験 管 に 酢 酸 エ チ ル
２ ｍ ｌ 、 Ｌ － セ リ ン １ ２ ０ ｍ ｇ を 含 有 す る 水 溶 液 ５ ０ ０ μ ｌ 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｄ ２ ０ ｕ ｎ
ｉ ｔ を 含 有 す る 水 溶 液 ５ ０ ０ μ ｌ を 加 え た 後 、 ヘ ッ ド ス ペ ー ス を 窒 素 置 換 し て ５ ０ ℃ で １
２ 時 間 激 し く 振 と う す る こ と に よ り 塩 基 交 換 反 応 を 行 っ た 。 反 応 終 了 後 、 各 試 験 管 を 氷 冷
し 、 ク ロ ロ ホ ル ム を ２ ｍ ｌ 添 加 し て リ ン 脂 質 混 合 物 を 溶 解 し た 。 ク ロ ロ ホ ル ム 層 を Ｈ Ｐ Ｌ
Ｃ に よ り 分 析 し て リ ン 脂 質 組 成 を 確 認 し た と こ ろ 、 実 施 例 3で 得 ら れ た リ ン 脂 質 は （ PS　 4
2%、 PC　 22%、 PE　 16%、 そ の 他 　 20%） 、 比 較 例 2で 得 ら れ た リ ン 脂 質 は （ PS　 46%、 PC　 1
7%、 PE　 15%、 そ の 他 　 22%） を 含 有 し て い た 。 そ れ ぞ れ の リ ン 脂 質 混 合 物 よ り 、 薄 層 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り Ｐ Ｓ 画 分 を 単 離 し 、 そ れ ぞ れ の Ｐ Ｓ の 脂 肪 酸 組 成 を 測 定 し た と こ ろ
、 結 果 は （ C16:0　 4.6%、 C16:1　 0.9%、 C18:0　 3.1%、 C18:1　 9.0%、 C18:2　 5.0%、 C18:3
　 4.7%、 C20:4　 5.0%、 C20:5　 56.0%、 C22:6　 4.1%、 そ の 他 　 7.6%） と な り 、 実 施 例 ３ に
よ り 得 ら れ た リ ン 脂 質 混 合 物 を 原 料 と し た Ｐ Ｓ に は Ｅ Ｐ Ａ が 、 総 脂 肪 酸 の ５ ６ ％ 含 ま れ て
い た 。 一 方 、 比 較 例 ２ に よ り 得 ら れ た リ ン 脂 質 混 合 物 を 原 料 と し た Ｐ Ｓ の 脂 肪 酸 組 成 は （
C16:0　 17.4%、 C16:1　 4.1%、 C18:0　 6.2%、 C18:1　 14.7%、 C18:2　 8.8%、 C18:3　 7.9%、
C20:4　 24.6%、 C20:5　 2.0%、 C22:6　 1.7%、 そ の 他 　 12.6%） で あ り 、 Ｅ Ｐ Ａ が ２ ％ し か
検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
＝ ＝ ＝ 結 論 ＝ ＝ ＝
　 上 記 の 実 施 例 お よ び 比 較 例 の 結 果 か ら 、 微 生 物 培 養 を 用 い た リ ン 脂 質 の 製 造 方 法 に お い
て 、 培 養 液 に 不 飽 和 脂 肪 酸 を 添 加 す る こ と に よ り 、 未 添 加 の 場 合 は ほ と ん ど み ら れ な か っ
た 所 望 の 不 飽 和 脂 肪 酸 を 含 有 し た リ ン 脂 質 が 合 成 で き る こ と が 分 か っ た 。 従 っ て 、 本 発 明
の リ ン 脂 質 の 製 造 方 法 に よ っ て 、 リ ン 脂 質 を 構 成 す る 脂 肪 酸 の 組 成 を コ ン ト ロ ー ル す る こ
と が で き る よ う に な る 。 さ ら に 、 エ タ ノ ー ル 化 合 物 を 添 加 し て 塩 基 交 換 反 応 を 行 わ せ る こ
と に よ り 、 所 望 の 分 子 種 の リ ン 脂 質 に 転 換 す る こ と も 可 能 と な る 。
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