
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
リゾホスファチジルコリンの製造方法であって、試薬とホスファチジルコリンとを水で混
合して、水中で試薬とホスファチジルコリンとの混合物の水性ディスパージョンを形成す
ること、及び
混合物の水性ディスパージョンにホスホリパーゼ A2を接触させて反応混合物を形成するこ
とからなり、該試薬がモノグリセリド、ジグリセリド、ポリグリセロール脂肪酸エステル
、シュクロース脂肪酸エステル、ソルビタン脂肪酸エステル、及びグリセロールからなる
群から選択されるものである、前記方法。
【請求項２】
反応混合物中に形成されたリゾホスファチジルコリンを回収することをさらに含む、請求
項１に記載の方法。
【請求項３】
回収段階に、脂肪酸、試薬、又は脂肪酸と試薬からなる群から選択された反応混合物成分
からリゾホスファチジルコリンを分離することを含む、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
脂肪酸と試薬からのリゾホスファチジルコリンの分離が、アセトンでの抽出を含む、請求
項３に記載の方法。
【請求項５】
試薬がモノグリセリドである、請求項１～４に記載の方法。
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【請求項６】
試薬が、アシル基を有し、かつアシル基が８個から 22個の炭素原子を有するモノグリセリ
ドである、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
試薬及びホスファチジルコリンの混合物の水性ディスパージョンを、カルシウムイオンの
存在下においてホスホリパーゼ A2に接触させる、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
混合物中のホスファチジルコリンが、混合物 40重量％より少ない、請求項１に記載の方
法。
【請求項９】
混合物中のホスファチジルコリンが、混合物 30重量％である、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
リゾホスファチジルコリンの製造方法であって、試薬、ホスファチジルコリン、及び有機
溶媒を水と結合させて、有機溶媒を含み、試薬とホスファチジルコリンからなる混合物の
水性ディスパージョンを水中で形成させること、ここで溶媒はジエチルエーテル、３級ブ
チルアルコール、ジエチルエーテル／エタノール混合物、３級ブチルアルコール／エタノ
ール混合物、及びメチルイソブチルケトンからなる群から選択されたものであり、及び
混合物の水性ディスパージョンをホスホリパーゼ A2と接触させて反応混合物を形成するこ
と、ここで試薬はモノグリセリド、ジグリセリド、ポリグリセロール脂肪酸エステル、シ
ュクロース脂肪酸エステル、ソルビタン脂肪酸エステル、及びグリセロールからなる群か
ら選択されるものである、前記方法。
【請求項１１】
リゾホスファチジルコリンの製造方法であって、ホスファチジルコリン及びモノグリセリ
ドを水と結合させて、ホスファチジルコリン及びモノグリセリドの混合物の水性ディスパ
ージョンを水中で形成すること、ここでホスファチジルコリン：モノグリセリドの比率
１ :１か １ :５であり、及び
混合物の水性ディスパージョンをホスホリパーゼ A2と接触させて反応混合物を形成するこ
とを含む、前記方法。
【請求項１２】
ホスファチジルコリン：モノグリセリドの比率 １ :３である、請求項 11記載の方法。
【請求項１３】
リゾホスファチジルコリン、モノグリセリド及び脂肪酸を含有する組成物の製造方法であ
って、

とホスホリパーゼ A2を接触させること、及び
リゾホスファチジルコリン、モノグリセリド及び脂肪酸を含有する脂質複合体を回収する
ことを含む、前記方法。
【請求項１４】
脂質複合体を回収する段階に、水の除去を含む、請求項 13に記載の方法。
【請求項１５】
回収された脂質複合体組成物中において、リゾホスファチジルコリン：モノグリセリドと
脂肪酸との合計の分子比率が１ :３と１ :12の間にある、請求項 13に記載の方法。
【請求項１６】
回収された脂質複合体組成物中において、リゾホスファチジルコリン：モノグリセリドと
脂肪酸との合計の分子比率が１ :５と１ :６の間にある、請求項 15に記載の方法。
【請求項１７】
回収された脂質複合体組成物が、リゾホスファチジルコリン：モノグリセリド：脂肪酸を
１ :４ :２と１ :２ :４の間の分子比率で有する、請求項 16に記載の方法。
【請求項１８】
回収された脂質複合体組成物が、リゾホスファチジルコリン：モノグリセリド：脂肪酸を
１ :４ :２、１ :３ :３及び１ :３ :２からなる群から選択される分子比率で有する、請求項 17
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ホスファチジルコリン及びモノグリセリドを含み、水中で水性ディスパージョンを
形成する水性混合物



に記載の方法。
【請求項１９】
モノグリセリドが、天然のトリグリセリドに由来するものである、請求項 13又は請求項 17
に記載の方法。
【請求項２０】
リゾホスファチジルコリンの製造方法であって、試薬及びホスファチジルコリンを水と結
合させて、試薬及びホスファチジルコリンの混合物の水性ディスパージョンを水中で形成
すること、及び
混合物の水性ディスパージョンをホスホリパーゼ A2と接触させて反応混合物を形成するこ
とを含み、ここで試薬を、試薬が存在しない反応混合物でのホスファチジルコリンのリゾ
ホスファチジルコリンへの転化と比較して、反応混合物でのホスファチジルコリンのリゾ
ホスファチジルコリンへの転化を強化するのに効果的な量で存在

。
【請求項２１】
試薬を、反応混合物中でのホスファチジルコリンのリゾホスファチジルコリンへの転化が
80％又はそれ以上の効果を増大させるのに効果的な量で存在させる、請求項 20に記載の方
法。
【請求項２２】
試薬を、反応混合物中でのホスファチジルコリンのリゾホスファチジルコリンへの転化が
90％又はそれ以上の効果を増大させるのに効果的な量で存在させる、請求項 20に記載の方
法。
【請求項２３】
試薬を、反応混合物中でのホスファチジルコリンのリゾホスファチジルコリンへの転化が
95％又はそれ以上の効果を増大させるのに効果的な量で存在させる、請求項 20に記載の方
法。
【請求項２４】
試薬を、反応混合物中でのホスファチジルコリンのリゾホスファチジルコリンへの転化が
99％又はそれ以上の効果を増大させるのに効果的な量を存在させる、請求項 20に記載の方
法。
【請求項２５】
リゾホスファチジルコリンの製造方法であって、試薬とホスファチジルコリンを結合させ
て、試薬及びホスファチジルコリンの混合物を形成すること、ここで試薬はモノグリセリ
ド、ジグリセリド、ポリグリセロール脂肪酸エステル、シュクロース脂肪酸エステル、ソ
ルビタン脂肪酸エステル、及びグリセロールからなる群から選択されるものであり、
混合物を水と結合させて水中で混合物の水性ディスパージョンを形成すること、及び
混合物の水性ディスパージョンをホスホリパーゼ A2と接触させて、反応混合物を形成する
ことを含む、前記方法。
【発明の詳細な説明】

本発明は、一般にリン脂質加水分解の分野に関する。特に、本発明は、リゾホスファチジ
ルコリンを得るためのホスファチジルコリンのホスホリパーゼ A2加水分解の改良された方
法に関する。本発明は又、リゾホスファチジルコリン、モノグリセリド、及び脂肪酸を含
有する脂質マトリクスの製造方法にも関する。

ホスファチジルコリンからリゾホスファチジルコリンへの酵素的転化は、 1900年代初期か
ら知られている。蛇毒抽出物によるレシチン分解の初期の発見 (ホスファチジルコリン )に
より、蛇毒溶血作用が細胞膜のレシチン部分に対するものであることが示された。 1935年
、 Hughesは、レシチンのリゾレシチン (リゾホスファチジルコリン )への単一分子膜の加水
分解が、 pH、温度及びレシチン分子の表面密度のような要因に依存することを示した。単
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セリド、ジグリセリド、ポリグリセロール脂肪酸エステル、シュクロース脂肪酸エステル
、ソルビタン脂肪酸エステル、及びグリセロールからなる群から選択される、前記方法
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一分子膜中のレシチン分子の密度は、加水分解の効率を非常に減少させる。 Hanahanは、
卵ホスファチジルコリン及びホスホリパーゼ A2のエーテル溶解性複合体が、不飽和脂肪酸
及びリゾホスファチジルコリンの遊離を引き起こすことを示した。ホスホリパーゼ A2によ
るホスファチジルコリンの加水分解は、溶媒として 95％エチルアルコール、クロロホルム
又は石油エーテルを使用した場合には確認できなかった。 1963年に Dawsonによって行われ
た実験でも、ホスホリパーゼ A2がホスファチジルコリンをリゾホスファチジルコリン及び
一つの脂肪酸に加水分解することが報告された。 Dawsonは、酵素活性がカルシウムイオン
の存在に依存すること及びエーテル又はブタノールの添加がホスホリパーゼ A2活性を刺激
することを確認した。 Unilever Ltd .の BP1,215,868には、ホスホリパーゼ A2によるリン
脂質の加水分解が、脂質 (油類 )の存在下で反応を行うことにより、さらに改善されたこと
が記述されている。
従来技術で開示されたホスファチジルコリン加水分解の工程は、不完全な加水分解や、加
水分解反応中、望ましくない副生物を生成することなどを含む、いくつかの欠点を有して
いる。従来方法の欠点は、最終反応生成物中の反応しない出発物質又は望ましくない副生
物の存在が、許容不可能なレベルの不純物となるため非常に重大なものである。これらの
望ましくない構成成分は、所望の生成物を得るために反応生成物から除去されねばならず
、リゾホスファチジルコリンは、従って付加的な精製段階を必要とする。
以上に記載の従来方法では、出発ホスファチジルコリンの約 70％のリゾホスファチジルコ
リンを、最大収率として生成する。 Dawsonは、約 60％から 70％の最大収率になるようなホ
スファチジルコリンの加水分解におけるホスホリパーゼ A2活性を刺激するためには、エー
テルの添加が必要であることを示した。このリゾホスファチジルコリンの最大収率は、水
性緩衝液中８％ジエチルエーテル（ vol./vol.）が反応媒体である場合、すなわちこの反
応媒体を使用して２相系が観察される場合に得られた。 Dawsonは、リゾホスファチジルコ
リンの収率を増加させるために、反応媒体中のジエチルエーテルを６％ブタノール（ vol.
/vol.）で置換可能であるが、エタノール及びメチルイソブチルヘキサンではホスファチ
ジルコリンの加水分解の増加には影響しないことも見出した。 Dawsonは、ホスファチジル
コリンの加水分解に対するエーテル（又はブタノール）の刺激効果は、おそらく脂質界面
で配向された緊密に凝集しているホスファチジルコリン分子の表面希釈、及び界面からの
阻害的な脂肪酸カルボニル基の遊離によるものであると結論した。この結論は、脂肪酸の
添加がホスファチジルコリンの酵素的加水分解を阻害する（ Dawson）という証拠により支
持された。添加された脂肪酸による反応の阻害は、界面からの脂肪酸遊離の阻害によるも
のか、又はカルシウムイオン－脂肪酸キレートの形成すなわちホスホリパーゼ A2の活性に
必要な Ca2 +イオンの遊離によるものだった。 Dawsonは、２相を形成して付加的脂肪酸を融
解するためのエーテルのさらなる添加が、ホスファチジルコリンの加水分解を促進しない
のに対し、カルシウムイオンを 10倍に増加させると部分的にその阻害を緩和したことから
、カルシウムイオンの遊離の方が、より説明しやすいと考えた。コブラ毒から精製された
ホスホリパーゼ A2酵素が、加水分解活性に対してカルシウムイオンの存在に依存している
ことも示された。ホスホリパーゼ A2による加水分解反応におけるカルシウムイオンの要件
及びホスファチジルコリンの加水分解により遊離された脂肪酸とのカルシウムイオンの会
合は、周知の技術 (Novo Nordisk)である。
本発明者らは、薬剤の送達に有用な混合脂質粒子の製造方法及び個々にとってかなり吸収
可能なカロリーを提供するための方法（ USP 4,874,795及び USP 5,314,921）を以前に発明
している。これらの方法は、特定の分子比でリゾホスファチジルコリン、モノグリセリド
及び脂肪酸を混合することを含む。簡便ではあるが、これら以前の方法の使用は、高純度
リゾホスファチジルコリンの分離のためにはコスト高であり、従って最終混合脂質粒状生
成物は高価なものとなる。
上記の先行技術の欠点のため、現時点では、ホスファチジルコリンをより効果的にリゾホ
スファチジルコリンに転化するための方法が必要である。このような方法は、結果として
ホスファチジルコリンのより効率的な使用と最終反応生成物中の望ましくない副生物 (グ
リセロホスファチジルコリンのような )及び汚染物 (未加水分解ホスファチジルコリンのよ
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うな )の量の減少をもたらす。最終生成物がより純粋な状態となる方法の使用は、結果と
して原材料コストの削減及び最終生成物の精製の必要性を減少させることによる時間の削
減をもたらす。リゾホスファチジルコリン、モノグリセリド及び脂肪酸を含む混合脂質粒
子を製造するための単純化された方法も必要である。出発物質としてホスファチジルコリ
ンを利用する方法は、出発物質として精製されたリゾホスファチジルコリンの使用の必要
性を減少させ、従って最終混合脂質粒状生成物のための全体としてのコストを減少させる
。

本発明の目的は、従来方法よりも、より効率的なリゾホスファチジルコリンの製造方法を
提供することにある。例えば、リゾホスファチジルコリンの従来の製造方法では、典型的
にはホスファチジルコリン出発物質の 60％から 70％効率の転化より良好に得ることはでき
ない。本発明は、好適態様において 100％効率に近い、ホスファチジルコリンをリゾホス
ファチジルコリンに転化する方法を提供する。さらに、本発明によるホスファチジルコリ
ンの加水分解では、望ましくない副生物は生じたとしても少量しか生じない。本発明は、
100％効率近くホスファチジルコリンを転化することによりリゾホスファチジルコリンの
製造コストを減少させる方法を提供する。
本発明は、ホスファチジルコリンの酵素的加水分解の改良を含む。本発明によると、特定
の試薬をホスファチジルコリンと結合させると、ホスファチジルコリンをリゾホスファチ
ジルコリンと脂肪酸に酵素的加水分解する効率がそのような試薬を添加しないホスファチ
ジルコリンの加水分解と比較して、増加する。すなわち本発明は、リゾホスファチジルコ
リンを製造する改良された方法を提供する。リゾホスファチジルコリン、モノグリセリド
及び脂肪酸を含む組成物を製造する改良された方法をも提供する。その改良された方法は
、ホスファチジルコリン及びホスファチジルコリンの加水分解を強化する試薬の水性ディ
スパージョンの酵素的加水分解を含む。リゾホスファチジルコリンの生物学的に好適な形
態を提供するために、ホスファチジルコリンを加水分解する酵素は、ホスホリパーゼ A2の
ように、好適にはホスファチジルコリンの２－位から脂肪酸を遊離させる。
本発明の一側面おいて、リゾホスファチジルコリンの製造方法が提供される。試薬及びホ
スファチジルコリンを水と結合させて、試薬及びホスファチジルコリンの混合物の水性デ
ィスパージョンを水中で形成する。その混合物の水性ディスパージョンを、好適にはカル
シウムイオン存在下で、ホスホリパーゼ A2と接触させ、反応混合物を形成する。試薬には
、モノグリセリド、ジグリセリド、ポリグリセロール脂肪酸エステル、シュクロース脂肪
酸エステル、ソルビタン脂肪酸エステル又はグリセロールが可能である。ある態様では、
混合物中のホスファチジルコリンは、混合物の約 40重量％より少なく、そして好適には混
合物の約 30重量％である。ある態様では、その方法は、反応混合物中に形成するリゾホス
ファチジルコリンを回収することも含む。好適には、リゾホスファチジルコリンの回収は
、脂肪酸、試薬、又は脂肪酸及び試薬からなる群から選択された反応混合成分から分離す
ることを含む。特に好適な態様では、後者の分離は、アセトンでの抽出を含む。本発明は
、従ってさらに精製の必要のない物質的に純粋な生成物を使用できる結果をもたらす前記
の成分のすべてからリゾホスファチジルコリンを分離する方法を提供する。前出の態様の
すべてにおいて、試薬は、好ましくはモノグリセリド、最も好ましくは８個から 22個の炭
素原子を有するアシル基をもつモノグリセリドである。
本発明の別の側面での態様では、リゾホスファチジルコリンの製造方法を提供する。試薬
、ホスファチジルコリン及び有機溶媒を水と結合し、有機溶媒を含む、試薬及びホスファ
チジルコリンからなる混合物の水性ディスパージョンを水中に形成する。混合物の水性デ
ィスパージョンを、反応混合物を形成するために、好ましくはカルシウムイオンの存在下
で、ホスホリパーゼ A2と接触させる。試薬には、モノグリセリド、ジグリセリド、ポリグ
リセロール脂肪酸エステル、シュクロース脂肪酸エステル、ソルビタン脂肪酸エステル又
はグリセロールが可能である。好適態様では、有機溶媒は３級ブチルアルコールである。
さらなる態様では、有機溶媒には、ジエチルエーテル、ジエチルエーテルとエタノールと
の混合物であって、好ましくは全有機溶媒の約 4％のエタノールを含有するもの、３級ブ
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チルアルコールとエタノールとの混合物であって、好ましくは全有機溶媒の約４％のエタ
ノールを含有するもの、又はメチルイソブチルケトンが可能である。
本発明のさらに別の側面においては、水中で水性ディスパージョンを形成するために試薬
及びホスファチジルコリンを水で結合させることを含むリゾホスファチジルコリンの製造
方法を提供する。その水性ディスパージョンを、ホスホリパーゼ A2に接触させ、反応混合
物を形成する。その試薬は、試薬が存在しない場合の反応混合物中のホスファチジルコリ
ンのリゾホスファチジルコリンへの転化と比較して、反応混合物中のホスファチジルコリ
ンのリゾホスファチジルコリンへの転化を増強するために効果的な量を存在させる。好ま
しくは、試薬は、 80％又はそれ以上に、さらに好ましくは 90％又はそれ以上、さらにより
好ましくは 95％又はそれ以上、又は最も好ましくは 99％又はそれ以上に反応の効率を増加
させるために効果的な量を存在させる。試薬は、好ましくはモノグリセリド、ジグリセリ
ド、ポリグリセロール脂肪酸エステル、シュクロース脂肪酸エステル、ソルビタン脂肪酸
エステル、又はグリセロールである。
好適な試薬、すなわちモノグリセリドは、実際上いかなる量でも、ホスホリパーゼ A2によ
るホスファチジルコリンの加水分解を増強するが、本発明の他の側面においては、リゾホ
スファチジルコリンの製造方法は、ホスファチジルコリン：モノグリセリドの分子比率が
約１ :１から約１ :５で行われる。好ましくは、モノグリセリドに対するホスファチジルコ
リンの分子比率は約１ :３である。本発明のこれらの態様によると、ホスファチジルコリ
ンの加水分解は、ほぼ 100％の効率で進行する。
実質的にいかなるモノグリセリドもホスホリパーゼ A2によるホスファチジルコリンの加水
分解を増強するために有用である。しかしながら、好適な態様では、本発明における有用
なモノグリセリドは、８個から 22個の炭素原子からなるアシル基を有する。モノグリセリ
ドのアシル基は、１個から４個の不飽和結合、すなわち炭素－炭素２重結合を含むことが
好ましい。従って好ましくは混合物中のモノグリセリドが、１個の不飽和結合を有するア
シル基、２個の不飽和結合を有するアシル基、３個の不飽和結合を有するアシル基、４個
の不飽和結合を有するアシル基からなる群から選択されたアシル基を含む。最も好ましく
は、混合物中のモノグリセリドの 50％以上が１個、２個、３個又は４個の不飽和結合を有
するアシル基の前記群から選択されたアシル基を含む。従って、本発明によると、特定の
モノグリセリドは、ホスファチジルコリンの効果的な加水分解のため、ホスファチジルコ
リン分子を分離するためにモノグリセリド分子の能力を基本として選択され、そしてさら
に、以下に示した脂質マトリクス組成物のような、その反応の有用な最終生成物に所望の
アシル基の長さ及び不飽和結合を基本としている。
本発明の別の側面では、リゾホスファチジルコリン、モノグリセリド及び脂肪酸を含む脂
質マトリクス組成物を提供する。ホスファチジルコリン及びモノグリセリドをホスホリパ
ーゼ A2に接触させ、そして例えば水の除去により、最終的な脂質複合体を回収する。所望
により、モノグリセリド及び／又は脂肪酸を、好適な分子比率の脂質複合体成分を得るた
めに、脂質複合体に添加してもよい。好適な態様では、脂質複合体は、リゾホスファチジ
ルコリン：モノグリセリド及び脂肪酸の合計の比率が約１ :４から１ :12の間である。より
好適な態様では、脂質複合体は、リゾホスファチジルコリン：モノグリセリド及び脂肪酸
の合計の比率が約１ :５から１ :６の間である。別の好適な態様では、脂質複合体の成分は
、リゾホスファチジルコリン：モノグリセリド：脂肪酸が１ :４ :２から１ :２ :４の間の分
子比率で存在する。最も好ましくは、脂質複合体は、リゾホスファチジルコリン：モノグ
リセリド：脂肪酸が１ :４ :２、１ :３ :３又は１ :３ :２の分子比率であるリゾホスファチジ
ルコリン、モノグリセリド及び脂肪酸からなる。さらなる態様では、リゾホスファチジル
コリン、モノグリセリド及び脂肪酸を含む脂質マトリクスの製造方法は、天然のトリグリ
セリドに由来するモノグリセリドの使用を含む。
本発明の別の側面では、試薬及びホスファチジルコリンの混合物を形成するために、試薬
及びホスファチジルコリンを結合させて、リゾホスファチジルコリンの製造方法を提供す
る。試薬には、モノグリセリド、ジグリセリド、ポリグリセロール脂肪酸エステル、シュ
クロース脂肪酸エステル、ソルビタン脂肪酸エステル又はグリセロールが可能である。混
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合物は、水中で混合物の水性ディスパージョンを形成するために、水と結合させ、ディス
パージョンを反応混合物を形成するために、好ましくはカルシウムイオン存在下で、ホス
ホリパーゼ A2と接触させる。そしてリゾホスファチジルコリンは回収可能となる。
本発明はいかなる理論にも拘束されるものではないが、本発明の方法により、 Small(J.Am
.Oil Chemists' Soc.,45:108-119,1968)に記述された、ホスファチジルコリン／リゾホス
ファチジルコリン／水のラメラ構造は、ホスファチジルコリン／試薬／水からリゾホスフ
ァチジルコリン／試薬／脂肪酸／水への逐次酵素的加水分解の間、維持される。ラメラ構
造が維持される一連の反応条件を提供することにより、反応全体を通して、ホスファチジ
ルコリン分子がホスホリパーゼ A2酵素との接近した状態を維持するので、加水分解反応の
効率が増強される。
本発明のこれらの側面及び対象は、発明の詳細な説明においてさらに詳細に記載される。

図１には、モノオレインを添加しない場合の、ホスファチジルコリン加水分解反応混合物
中の組成物の経時変化を示す。
図２には、モノオレインを１ :３の分子比率で添加した場合の、ホスファチジルコリン加
水分解反応混合物中の組成物の経時変化を示す。

本発明は、ホスファチジルコリン及び試薬をホスホリパーゼ A2と接触させることを含むリ
ゾホスファチジルコリンの製造方法である。 2－位でのホスファチジルコリンの加水分解
によって形成するリゾホスファチジルコリンが、生物学的に好適なリゾホスファチジルコ
リン（ 1－位でのホスファチジルコリンの加水分解によって形成されるリゾホスファチジ
ルコリンと比較して）であるため、ホスホリパーゼ A2が好適である。形成されたリゾホス
ファチジルコリンは、ホスファチジルコリンにホスホリパーゼ A2が作用することにより遊
離する、添加された試薬及び／又は脂肪酸から任意に分離することができる。本方法は、
リゾホスファチジルコリンへのホスファチジルコリンの加水分解を、一段階で、十分完全
に行うことを可能にする。所望により、試薬はモノグリセリドであることができ、得られ
たリゾホスファチジルコリン、モノグリセリド及び脂肪酸からなる脂質マトリクスは、反
応混合物中に存在するホスホリパーゼ A2、微量未反応ホスファチジルコリン、水、有機溶
媒、及びいかなる不純物からも分離することができる。
本発明の出発物質は、ホスファチジルコリン、コリンの頭部極性親水性基を含むリン脂質
、リン酸及び２つの脂肪酸分子からなる尾部非極性疎水性基に結合したグリセロールであ
る。ホスファチジルコリンは、特定の脂肪酸基、又はさまざまな脂肪酸基の混合物で得る
ことができる。例えば、 Phospholipon▲ R ▼ 80(American Lecithin,Oxford,CT)は、頭部極
性基に結合したさまざまな脂肪酸アシル基を有するホスファチジルコリン混合物である。
本明細書に開示のとおり、ホスファチジルコリンと試薬と任意の反応成分を含む混合物は
、これらの反応成分を結合させることにより調製される。“混合物”という用語は、複数
の成分が互いに接触していることを単に意味する。例えば、混合物はホスファチジルコリ
ンと試薬のコロイド混合物であることができ、水又は他の水性溶媒と結合した場合は、ホ
スファチジルコリンと試薬のコロイド混合物は、水中で分散していると言うことができる
。混合物はまた、水中で小粒子としてではなく、より大きなコロイド又は非コロイド複合
体として分散されていてもよい。ホスファチジルコリン及び試薬は、二層又は多層構造を
形成すると考えられるが、本発明はこの理論に限定されるものではない。従って、混合物
が、ホスファチジルコリンをリゾホスファチジルコリンへと転化するホスホリパーゼ A2の
活性を増強するものである限り、異なる物理的形態又は構造の混合物は、本発明に含まれ
る。
本発明の方法では、試薬及びホスファチジルコリンを、ホスファチジルコリン及び試薬の
混合物の水性ディスパージョンを得るために水と結合させ、そしてディスパージョンを、
ホスファチジルコリン分子の加水分解が起こる条件下で、遂次ホスホリパーゼ A2と接触さ
せる。水又は実際上ほとんどの水性溶媒中のホスファチジルコリンは、水又は水性溶媒中
でディスパージョンを形成すると考えられる。換言すれば、ここで使用される“水”は、
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ホスファチジルコリン及び試薬の混合物のディスパージョンを形成するために、適合可能
な水及び他の水性緩衝液を含むことを意味する。上述のように、このディスパージョンは
、二層又は多層の外側に配向させるホスファチジルコリンの頭部極性基を有するラメラ (
二層又は多層 )構造を含むと考えられる。さらに本発明の試薬と混合され加熱されたとき
、ホスファチジルコリンは水性溶媒中でディスパージョンを形成し、同様のラメラ構造を
維持すると考えられる。試薬の添加により、いくつかの目的を達成すると考えられる。第
一に、試薬の分子は、ホスホリパーゼ A2をホスファチジルコリンへ接近させるために、ホ
スファチジルコリン分子を分離させ、その結果リソホスファチジルコリンへの完全な加水
分解を可能とすると考えられる。第二に、試薬の添加は、加水分解反応の間、ラメラ構造
を維持すると考えられる。第三に、試薬の添加は、ホスホリパーゼ A2による加水分解を増
強するために、ホスファチジルコリン二重層の流動性を維持すると考えられる。従って、
前述の特徴の１又は２以上を有するいかなる試薬も、ホスファチジルコリンに添加してホ
スホリパーゼ A2による加水分解を促進するのに好適であると考えられる。試薬は、好適に
はモノグリセリド、ジグリセリド、ポリグリセロール脂肪酸エステル、シュクロース脂肪
酸エステル、ソルビタン脂肪酸エステル及びグリセロールからなる群から選択される。最
も好適には、試薬はモノグリセリドである。
モノグリセリドは、１つの脂肪酸アシル基に結合した頭部グリセロール基を有する。本発
明における有用なモノグリセリドの好適なアシル基は、８個から 22個の炭素原子数の範囲
にある。モノグリセリドのアシル基は、飽和でも不飽和でもよく、好ましくは炭素鎖中に
１個から４個の二重結合を有する。モノグリセリドは、ユーザーの要求、及び反応混合物
中の不純物の許容限度に応じて、高度に精製されても粗製体で添加されてもよい。本発明
に有用なモノグリセリドは、異なるサイズ及び飽和状態の複数のアシル基を有するモノグ
リセリド分子の混合物であるか、又はモノグリセリドは、例えば、モノオレイン、モノパ
ルミチンのような、単一のアシル基であってもよい。本発明に有用なモノグリセリド混合
物の例としては、 DimodanT M LSK及び DimodanT M OK(Danisco Ingredients USA,Inc.,New Cen
tury,KS)を含む。
ホスホリパーゼ A2によるホスファチジルコリン加水分解を増強するために、ジグリセリド
分子も本発明の方法に有用である。ジグリセリド分子は、２つの脂肪酸アシル基が結合し
た頭部グリセロール基からなる。モノグリセリドのアシル基と同様に、ジグリセリドのア
シル基は、好ましくは８個から 22個の炭素原子が結合した炭素鎖及び１個から４個の不飽
和結合を有する。モノグリセリドと同様に、本発明に有用な特定のアシル基、精製物、及
びジグリセリド分子の混合物は、個々のユーザーの要求にかかっている。ジグリセリド分
子のいかなる組み合わせであっても種類であっても、ホスファチジルコリンの加水分解を
増強する限り、本発明の対象となる。
ポリグリセロール脂肪酸エステル、ソルビタン脂肪酸エステル、シュクロース脂肪酸エス
テル及びグリセロールのような他の試薬は、ホスファチジルコリン分子の遊離、ラメラ構
造及び流動性の維持によりホスファチジルコリンの加水分解を増強できる。そのような化
合物は、 USP 4,849,132に記載されている。ポリグリセロール脂肪酸エステル分子は、４
個から 12個重合したグリセロール分子と脂肪酸のモノ－、ジ－又はポリエステルからなる
。ソルビタン脂肪酸エステルは、ソルビトール、ソルビタン及びソルバイドと脂肪酸のモ
ノ－、ジ－又はポリエステルからなる。シュクロース脂肪酸エステルは、シュクロースと
脂肪酸のモノ－、ジ－又はポリエステルからなる。モノグリセリドのアシル基のように、
ポリグリセロール脂肪酸エステル、ソルビタン脂肪酸エステル及びシュクロース脂肪酸エ
ステルは、好ましくは８個から 22個の炭素原子及び１個から４個の不飽和結合を有する。
上述のように、本発明に有用な特定のアシル基、精製物、及び試薬分子の混合物は、個々
のユーザーの要求にかかっている。
ホスファチジルコリンの加水分解を増強するいかなる単一試薬又は異なる試薬の混合物も
、本発明に有用であると考えられる。前述の試薬は、さまざまな供給源から商業的に入手
可能である。
ホスファチジルコリンは、ホスホリパーゼ A2の作用によりリゾホスファチジルコリンに加

10

20

30

40

50

(8) JP 3690686 B2 2005.8.31



水分解され、ホスファチジルコリンの頭部のグリセロール基の２－位に結合している脂肪
酸のエステル結合を切断する。ホスホリパーゼ A2は、さまざまな供給源から精製されても
よく、又は商業的に (例えば LecitaseT M 10L,Novo Nordisk,デンマーク )入手することも可
能である。ホスホリパーゼ A2の完全な活性のために、反応混合物中に Ca2 +イオンの存在が
必要であると考えられる。典型的にはホスホリパーゼ A2が活性であるような商業的ホスホ
リパーゼ A2製品では、低レベルの Ca2 +イオンが存在し、完全な活性のためには、 Ca2 +イオ
ンを反応混合物中に添加することが好適である。ホスファチジルコリンの加水分解中に、
遊離した脂肪酸の酸基にイオン結合することにより、 Ca2 +イオンが奪われることに注意す
べきである。従ってホスホリパーゼ A2の完全な活性を維持するために、反応混合物に十分
な Ca2 +イオンを添加することが好適である。本発明において、ユーザーが、カルシウムイ
オン：ホスファチジルコリンを少なくとも１ :１になるように調整することが最も好適で
ある。
ホスホリパーゼ A2酵素の完全な活性を維持するために、 Ca2 +イオンを他のイオンで置換し
てもよいことが当業者に認識されよう。この反応中で、すべてのイオンが Ca2 +イオンのか
わりになり得るわけではないが、ホスホリパーゼ A2活性の維持に適切な特定の種類及び濃
度のイオンを、当業者なら容易に試験することができる。
上述のように、リゾホスファチジルコリンを製造する本方法は、ホスファチジルコリン及
び試薬の混合物の水性ディスパージョンとホスホリパーゼ A2を接触させることを含む。反
応混合物の水性な性質がラメラ構造を形成するようにホスファチジルコリン分子の極性部
の配向を促進すると考えられる。ラメラ構造は、ホスホリパーゼ A2によるリゾホスファチ
ジルコリンへのホスファチジルコリンの効率的加水分解のために好適であると考えられる
。従って本発明の方法では、そのような非水性混合物がラメラ構造中のホスファチジルコ
リン及び試薬分子を配向でき、またホスホリパーゼ A2加水分解の特異性が保持されるので
あれば、ホスファチジルコリン及び試薬の非水性混合物も利用できると考えられる。
ホスファチジルコリンの最適な加水分解を得るために、 pH、時間、温度のような他の反応
条件はさまざまであり得る。例えば、ホスホリパーゼ A2は、至適 pHが pH８から９であるが
、これは最大酵素活性を保持するために維持されるべき値である。反応の進行中、脂肪酸
は、ホスファチジルコリンの加水分解により遊離し、反応混合物の pHは変化し得る。その
ような pHの変化は、 pH８から９の至適範囲を維持するために塩基の添加を必要とするであ
ろう。ホスファチジルコリンの加水分解を阻害することなく、至適範囲に pHを効果的に上
昇させるいかなる塩基を使用してもよい。本出願人は、この目的のために水酸化ナトリウ
ム水溶液を成功裡に使用したが、同じ目的のために水酸化ナトリウムの他の形態又は他の
塩基類を使用してもよい。使用される特定の反応条件が pHの上昇を引き起こす場合は、至
適 pHを維持するために酸を添加することも考えられる。
ホスホリパーゼ A2によるホスファチジルコリンの加水分解は、さまざまな温度で行われる
が、反応が酵素活性の至適温度 (70℃から 80℃ )で行われることが好ましい。そのような温
度は、ホスファチジルコリン／試薬二重層構造が流動性であるが、ホスファチジルコリン
分子へホスホリパーゼ A2が接触する程度に固着性となるという理由から好適である。他の
至適温度は、本発明の方法で用いられる特定の反応混合物に応じて、当業者により最低限
の実験で決定できる。
反応時間は、ホスファチジルコリンの加水分解が所望のように進行する限り、本方法のユ
ーザーが適宜選択すればよい。その反応を１日から５日間、最も好ましくは２日間行うこ
とが好適である。
上述のように、ホスファチジルコリンの加水分解は、反応混合物中でラメラ構造を維持し
ている場合に、最も効率的であると考えられる。従って反応成分が、反応過程を通じて、
ラメラ構造を維持するような量で結合されることが好ましい。本発明の方法に使用される
ホスファチジルコリンの量は、全反応成分の重量百分率により定量される。重量百分率は
、全反応成分の重量の合計で単一反応成分の重量を除することにより計算される。
反応混合物中のホスファチジルコリン量は、全反応混合物の約 40重量％より多くないこと
が好ましい。約 40重量％より多いホスファチジルコリンを含む反応混合物は、ホスファチ
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ジルコリンの効率的な加水分解を許容しない非ラメラ二相系に分離する傾向がある。最も
好ましくは、ホスファチジルコリンが、全反応混合物の約 30重量％存在する場合である。
試薬は、ホスホリパーゼ A2によるホスファチジルコリン単独での加水分解量以上に、ホス
ファチジルコリンの加水分解を増強する任意の重量百分率の量で混合物に添加することが
できる。最も好ましくは、この試薬はモノグリセリドである。反応混合物中に存在する場
合には、事実上モノグリセリドがいかなる量でも、ホスホリパーゼ A2によるホスファチジ
ルコリンの加水分解を増強する。好ましくはホスファチジルコリン：モノグリセリドの分
子比は、１ :0.1から１ :10である。リゾホスファチジルコリンの形成量をより多くするた
めに、ホスファチジルコリン：モノグリセリドの分子比を、約１ :１から１ :５にすること
が好適である。最も好ましくは、ホスファチジルコリン：モノグリセリドの分子比が、約
１ :３である。
ホスファチジルコリン及び試薬とホスホリパーゼ A2との反応の所望の最終生成物は、リゾ
ホスファチジルコリン単独、リゾホスファチジルコリンと脂肪酸又は試薬の組み合わせ、
又はリゾホスファチジルコリンと脂肪酸及び試薬の組み合わせである。特に、その試薬が
モノグリセリドである場合には、好適な最終生成物は、ホスファチジルコリン、モノグリ
セリド及び脂肪酸を含む脂質マトリクスである。この脂質マトリクスの実用性は、 USP 4,
874,795及び USP 5,314,921に開示されている。
最終生成物が、リゾホスファチジルコリン、モノグリセリド及び脂肪酸からなる脂質マト
リクス組成物である場合には、脂質マトリクスの構成が、好ましくはリゾホスファチジル
コリン：モノグリセリド及び脂肪酸の合計の分子比率が約１ :３から１ :12で存在すること
である。最も好ましくは、リゾホスファチジルコリン：モノグリセリド及び脂肪酸の合計
の分子比率が約１ :５から１ :６である。脂質マトリクスの個々の成分が、相互に特定の分
子比率で存在することもまた好適である。従って、好ましくはリゾホスファチジルコリン
：モノグリセリド：脂肪酸の分子比率は、１ :４ :２から１ :２ :４である。最も好ましくは
、リゾホスファチジルコリン：モノグリセリド：脂肪酸の分子比率は、１ :４ :２、１ :３ :
３又は１ :３ :２である。
付加的なモノグリセリド及び脂肪酸は、リゾホスファチジルコリン／モノグリセリド／脂
肪酸の混合物に添加し、溶解又は混合して USP 4,874,795で定義されたような組成物を得
ることができる。従って、モノグリセリド及び／又は脂肪酸の分子比を変化させて、所望
の生成物を得る場合は、モノグリセリド及び／又は脂肪酸を脂質マトリクスへ添加するこ
とができる。
本発明の方法により製造される脂質マトリクスは、特に、薬剤の送達に有用である。所望
により、医薬組成物の完全性に悪影響を与えない限り、医薬組成物を脂質マトリクス中に
含有させるために、反応混合物にいつでも添加できる。好ましくは所望の医薬組成物を、
脂質マトリクスの生成後逐次添加する。
本明細書に開示される方法は、好ましくは反応混合物中で生成したリゾホスファチジルコ
リンを反応混合物から回収する段階を含む。本明細書中で使用される、“回収”とは、反
応混合物の１又は２以上の成分からリゾホスファチジルコリンを回収することを意味する
。リゾホスファチジルコリンの実際上の形態はさまざまであり、すなわち、回収されたリ
ゾホスファチジルコリンは、反応混合物のその他の成分と複合させて回収してもよい。例
えばリゾホスファチジルコリンの回収は、リゾホスファチジルコリン、脂肪酸及び試薬を
含有する脂質複合体を回収することを含む。リゾホスファチジルコリンの回収は、又リゾ
ホスファチジルコリンと試薬、又はリゾホスファチジルコリンと脂肪酸を含有する脂質複
合体の回収を含む。リゾホスファチジルコリン又はリゾホスファチジルコリン含有脂質複
合体を、回収を考慮して精製することは必要ではない。従って、リゾホスファチジルコリ
ン又はリゾホスファチジルコリン含有脂質複合体は、 Ca2 +又はホスホリパーゼ A2のような
、反応混合物中に存在するその他の構成成分を含有してもよい。しかしながら、リゾホス
ファチジルコリンが“回収”される場合には、その他の物質から十分に分離し、分離した
リゾホスファチジルコリン又はリゾホスファチジルコリン含有脂質複合体として有用なも
のとする。しかし、所望により、回収されたリゾホスファチジルコリン又はリゾホスファ

10

20

30

40

50

(10) JP 3690686 B2 2005.8.31



チジルコリン含有脂質複合体は精製することができる。
回収段階は、ホスファチジルコリンが、反応混合物の１又は２以上の構成成分から分離さ
れる１又は２以上のプロセスを含む。従って、リゾホスファチジルコリンは、脂肪酸、試
薬 (例えば、モノグリセリド )又は脂肪酸と試薬から分離されてもよい。分離には、反応混
合物から所望でない反応成分を分離することと同様に、反応混合物から所望のリゾホスフ
ァチジルコリン又はリゾホスファチジルコリン含有脂質複合体を分離することを含む。例
えば、反応混合物は、本明細書に記述されるように、その他の反応混合物成分から優先的
に分離するためにアセトンで抽出することができる。別の態様では、リゾホスファチジル
コリン、モノグリセリド及び脂肪酸を含有する脂質マトリクスが、所望の最終生成物であ
り、ホスホリパーゼ A2、水、有機溶媒及び過剰のモノグリセリド又は脂肪酸のようなその
他の反応成分を、脂質マトリクスから分離することができる。場合によっては、本明細書
中に記述されるように、反応混合物を加熱又は乾燥することにより、その他の反応混合物
成分から水を分離することができる。ホスファチジルコリンの酵素的加水分解により選択
された生成物を分離するその他の方法は、本明細書により提供され、その他についても当
業者に周知であろう。
当業者に知られた多くの方法は、異なる溶解性、分子量、分子サイズ又はその他の性質の
違いに基づき、その他の反応成分からのリゾホスファチジルコリンの分離に適用できるで
あろう。例えば、リゾホスファチジルコリンは、シリカゲルクロマトグラフィー法により
、その他の成分から分離してもよい。好ましくは、リゾホスファチジルコリンは、アセト
ンでの反応混合物の抽出により分離できる。この方法は、アセトンにおけるリン脂質の不
溶性に基づいている。すなわちリゾホスファチジルコリンが他の反応構成成分から容易に
回収される固体として沈殿する。他の分離方法は、当業者にとって周知であろう。
リゾホスファチジルコリン単独、又はこれとモノグリセリド及び／又は脂肪酸との組み合
わせを含有する組成物は、化粧品及び皮膚科製剤における乳化剤、酸化防止剤及び界面活
性剤として有用である。
以上に開示のように、本発明の方法は又、所望の最終生成物を回収するための、反応混合
物から水及び／又は他の溶媒の除去も考慮している。従って、前出のいかなる生成物の製
造方法も、上記の分離工程の一部として、又はそれとは分離されたものとして、水又は溶
媒の除去を含むことができる。
加水分解反応による所望の生成物が悪影響を受けない限り、水、水性溶媒、又は水性及び
有機溶媒の混合物の除去のための従来知られたいかなる方法を使用してもよい。好ましく
はリゾホスファチジルコリン又は脂質マトリクス組成物の工業的な生産に見合う方法が用
いられる。例えば、溶媒は、加熱、凍結乾燥又はスプレイ乾燥法により、所望の最終生成
物から除去してもよい。そのような方法は、ユーザーの要望により、水又は有機溶媒混合
物の全て又は一部を除去する程度の時間用いればよい。好ましくは、反応生成物を過熱し
て水を除去し、リゾホスファチジルコリン又は脂質マトリクスのペーストを得る。
実施例

ホスホリパーゼ A2を、 Naja naja siamenesis、 Crotalus atroxより調製した。それぞれの
酵素を 2mg/mlずつ含有する保存溶液を、 0.74mMの Ca2 +を含有する 10mMのホウ酸緩衝液 pH7.
4中に調製した。ヘキサン：エタノール（ 95/5）中の脂質混合物は、大豆ホスファチジル
コリン (Phospholipon,Nattermann Phospholipid GMBH,ロット #60020;250μ g/ml)、１－パ
ルミトイル－２－ (１－ [1 4 C－オレオイル ])－ホスファチジルコリン（～ 800,000 dpm、無
視できる物質量）及びモノオレイン［ MO］（ 4.54mg/ml）を含むように調製した。６サン
プルのホスファチジルコリン［ PC］と MOの分子比率は、１ :０、１ :１、１ :２、１ :３、１
:４及び１ :５であった。 1mlの“ ReactiVial” (Piece,Rockford,IL)中のそれぞれのサンプ
ルは、 N2雰囲気下で乾燥させた。 0.01Mのホウ酸 /Ca2 +緩衝液 pH7.4を添加して、サンプル
を撹拌し、 10分間、 47℃でカップホーンを備えた Branson超音波発生装置（モデル　 W－ 37
5）のパワーレベル６から７で超音波処理を行った。反応混合物は、 0.2ml緩衝液の全量中
に 250μ gの PC及び４μ gのそれぞれのホスホリパーゼ A2調製物を含有した。モノオレイン
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は、上述の分子比率でサンプル中に存在した。解析のため、等量ずつ除去しつつ 30℃の振
盪槽中にインキュベートした。５時間で 10μ lずつ除去したものから測定された放射活性
の解析後、１ :０及び１ :１以外の全ての脂質では、均一に分布していないことが明白であ
った。すなわち、我々は対応するバイアル内容物のサンプルを得ることができなかった。
これは
　
のサンプルで壁面に接着して凝集を示したというサンプルの知見からも明らかである。全
てのバイアルをカップホーン超音波発生装置で再超音波処理し、 24時間で再び測定した。
１ :２のサンプル以外は、
　
のサンプルの様子は変化せず、測定された放射活性は、これらのサンプルがまだ均一に分
散していないことを示した。バイアルに酵素を添加した後約 24時間で、 100μ lの緩衝液を
それぞれのサンプルに添加して、 50℃に加熱し、 Branson超音波発生装置（モデル　 W225
）を用いて、パワーレベル２から３でマイクロチップをサンプル中に直接入れ、 30秒間超
音波処理した。全てのサンプルでこれは分散したが、凝集及び少ない放射活性が、逐次１
:４及び１ :５のサンプルで観察された。この直接的超音波処理の後すぐに、もう一方の等
量の酵素をそれぞれのサンプルに添加し、 30℃でのインキュベーションを再び行った。解
析のための等量除去物は、 20μ lに増加した。酵素添加後 240時間の経過時点で、全ての残
ったサンプルを同様に、中間点での等量除去物として、抽出及び分析した。
分析のための等量除去物は、 0.6mlの CHCl3：メタノール (２ :１ )及び 0.3mlの 2mM EGTA水溶
液 pH5.25に添加した。薄層クロマトグラフィーで使用されるべき１サンプルあたりそれぞ
れの種類の 25μ g最終担体脂質を得るために、有機溶媒は、 0.0417mg/mlの PC、 0.0417mg/m
lのリゾホスファチジルコリン、 0.0417mg/mlのオレイン酸［ OA］及び 0.0417mg/mlの MOを
含む。有機相及び水相を分離するために、室温で 10分間 3000×ｇ、 Sorvall SS-34ロータ
ーにおいてサンプルを撹拌し、遠心した。下側の有機相をシリンジで除去して小テストチ
ューブに移し、サンプルを N2雰囲気下で乾燥した（水相を乾燥し、放射活性を液体シンチ
レーションカウンターで測定したところ、使用可能な 800,000dpmの範囲外の <1200dpmであ
った）。サンプルは２ :１の CHCl3：メタノール 60μ lに再溶解し、 N2雰囲気下で 20× 20 Wh
atman LK5D（ 150オングストローム、 250μ m厚） 19チャンネルスコアシリカゲル TLCプレー
ト上のそれぞれのレーンにスポットした。プレートを 60:40:１のヘキサン：ジエチルエー
テル：酢酸で展開した。溶媒を大気中で蒸発させ、プレートは、底面から７ cmで測定した
。 60:40:１の CHCl3：メタノール： NH4 OHでの第二の展開には、その起源から PCを除去し、
PCから MOを除去するために使用した。放射ラベルされたオレイン酸は、前部で７ cmより十
分上にある。プレートを乾燥し、それぞれのレーンでの放射活性のばらつきを、 Berthode
 Linear Analyser放射活性検知器を用いて測定した。このユニットは、約７％から９％の
明らかな効率性を示した。カラ実験において、酵素を、等量のサンプルをインキュベーシ
ョンした後すぐに抽出混合物に添加した。放射ラベル PCの加水分解が起きなかったことは
、抽出媒体中の条件が、ホスホリパーゼ活性の発現をサンプル処理中阻害していたことを
示している。
本実験の結果は、以下の表１、図１及び図２に示した。その結果は、放射ラベルホスファ
チジルコリンからの加水分解した放射ラベルオレイン酸の様相から測定されるように、モ
ノグリセリド添加なしの場合（ PC:MOの比率＝１ :０）は、ホスファチジルコリンからリゾ
ホスファチジルコリンへの最大転化が約 70％であるという点で一致した。いかなる分子比
率でのモノグリセリドの添加であっても、放射ラベルオレイン酸の様相から測定されるよ
うに、生成するリゾホスファチジルコリンの量を増加させた。反応混合物へのモノグリセ
リドの添加は、実質的に 96時間までの間及び 96時間の時点を含めて副生物の蓄積を減少さ
せ、 PC:MOのどんな分子比率でも副生物を除去できることは注目すべきである。より長い
反応時間でも、副生物は減少する。副生物はグリセロホスファチジルコリンであると考え
られる。モノグリセリド存在下でのリゾホスファチジルコリン体の増加を確認するための
研究は、 1 4 C－ラベルコリン基を有するホスファチジルコリンを用いて現在進行中である
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ホスファチジルコリン（ Phospholipon▲ R ▼ 80、推定分子量 785、 American Lecithin、約 8
0％ホスファチジルコリン含有）及びモノグリセリド (DimodanT M LSK及び DimodanT M OK、推
定分子量 356、 Danisco Ingredients)を、ホスファチジルコリン：モノグリセリドの分子
比率を１ :１から１ :５で結合させる。好適なホスファチジルコリン：モノグリセリドの分
子比率は１ :３である。これらを成分を混合し、 70℃から 80℃で加熱して、いかなる観測
可能なシュリーレンも存在しないような、均一な融解物を得る。ホスファチジルコリンが
、全反応成分の 30重量％になるように十分な水を添加する。均一な反応成分を得るために
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、反応成分を 70℃から 80℃の反応温度で混合し、加熱する。 PHは、水酸化ナトリウム水溶
液で約 pH８から pH９に調整し、維持する。 LecitaseT M 10L、ホスホリパーゼ A2 (Novo Nordi
sk,デンマーク )を、 Phospholipon▲ R ▼ 80の１ kgあたり約２ ml添加する。おそらく酵素処
理中にカルシウムイオンが存在しているため、カルシウムイオンのさらなる添加は必要な
い。温度、撹拌及び pHの反応条件は、ホスファチジルコリンの加水分解が完全に行われる
まで、２日間維持する。加水分解が完了した後、ペーストを得るために、加熱して水分を
除去する。
さらなるモノグリセリド及び脂肪酸を、任意にリゾホスファチジルコリン／モノグリセリ
ド／脂肪酸マトリクスに添加し、 USP 4,874,975で定義の組成物を得るために上記方法に
従って、撹拌しながら一緒に溶解させる。高純度のリゾホスファチジルコリンを得るため
に、反応の最終生成物を、アセトンにより沈降させ、上述のリゾホスファチジルコリン／
モノグリセリド／脂肪酸加水分解生成物からモノグリセリドと脂肪酸の両方を抽出する。
アセトン添加により、リゾホスファチジルコリンは溶液から沈降し、いかなる通常の処理
工程によっても回収できる。使用した用語及び表現は、記述上の用語として使用されたも
のであり、それにより限定を加えるものとして使用されたものではない。また示され記述
された特徴又はその一部のいかなる均等物を除外するような用語及び表現の使用として意
図したものではない。本発明の範囲内でさまざまな変形が可能であると理解されるべきで
ある。
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