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研究成果の概要（和文）：本研究では、n-3系多価不飽和脂肪酸であるDHAの結合位置が異なるホスファチジルコ
リン （1-DHA-PC、2-DHA-PC）の消化吸収性を比較した。リンパカニュレーションラットを用いてリンパ液中脂
質の分画分析と膵酵素消化産物解析を行った結果、DHAの総吸収量とトリグリセリド画分含量に有意差は見られ
なかったが、1-DHA-PC投与時の方が2-DHA-PC投与時よりもリン脂質画分に分配されるDHAの割合が少ないことが
示された。膵酵素消化では1-DHA-PCからの方が多くのリゾPC型DHAが生成したが、さらに分解されてリン脂質生
合成には使われにくいものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, the absorption mechanism of docosahexaenoic acid (DHA)
-containing phosphatidylcholines (PCs) was investigated. PCs that possess DHA either at sn-1 or sn-2
 positions (1-DHA-PC and 2-DHA-PC, respectively) were administered into the duodenum of thoracic 
lymph duct-cannulated rats. Furthermore, the pattern of digestive products with pancreatic enzymes 
were analyzed. As a result, no significant difference in the total DHA absorption and its content 
ratio in the triglyceride fraction in the lymph was observed between 1-DHA-PC- and 
2-DHA-PC-administered rats. On the other hand, the DHA ratio distributed in the phospholipid 
fraction was significantly greater with 1-DHA-PC administration than that of 2-DHA-PC. In the 
digestion experiment with pancreatic enzymes, DHA-bound lysoPC was produced much greater from 
1-DHA-PC than from 2-DHA-PC, suggesting that 1-DHA-lysoPC would be further broken down and not be 
incorporated into the PC synthesis in the enterocyte.

研究分野： 食品生化学、食代謝機能学

キーワード： グリセロリン脂質　DHA　吸収　消化　位置特異性　リンパ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
先行研究として、DHAを含有するトリグリセリドとリン脂質の吸収性比較実験を行ってきたが、その発展となる
本研究の結果から、リン脂質であっても構成脂肪酸の種類や結合位置により吸収性や機能性が異なることが示唆
された。近年クリルオイルなどn-3系多価不飽和脂肪酸を含むリン脂質摂取による機能性への期待が高まってお
り、摂取するリン脂質の消化性、吸収性、細胞内動態の一端が明らかになったことで、リン脂質の栄養素として
の役割ならびに機能性成分としての作用機序を解明する一助となることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 食事性脂質の大部分は中性脂肪、すなわちトリグリセリドであるが、近年、食事性脂質の 5%
程度を占めるリン脂質、中でも主要なリゾホスファチジルコリン（PC）の栄養機能が再評価さ
れている。例えばオキアミ由来のクリルオイルは n-3 系脂肪酸を高含有するリン脂質に富んだ
脂質としてサプリメントの原料として使用されている。n-3 系多価不飽和脂肪酸の一種であるド
コサヘキサエン酸（DHA）は必須脂肪酸であり、特に脳神経系の発達・機能維持に必要である
ため、その効率的な吸収を可能とする分子構造の解明は関心を集めている。サプリメントや乳幼
児向け粉乳などには、トリグリセリド（TG）に加えてエステル型 DHA も使用されているが、
中でもリン脂質結合型 DHA の摂取は血漿中に出現する PC 結合型 DHA を増加させ、脳への
DHA 供給に有効であることを示す報告が多い。さらに最近になって、血液脳関門には DHA を
リゾホスファチジルコリン（lysoPC）結合型として輸送する輸送担体 Mfsd2a が存在すること
が報告された 1)ことで、リン脂質結合 DHA の有効性にはさらに関心が高まっている。 
 我々は本研究課題にいたる先行研究として、n-3 系必須脂肪酸であるドコサヘキサエン酸
（DHA）の吸収動態の解明に取り組んできた。その結果、DHA を TG、PC、遊離脂肪酸として
ラット小腸に投与すると、リンパ液中へ出現する DHA が TG 結合型とリン脂質結合型として
分配される割合が異なることを見出していた（申請当時投稿準備中、発表論文③）。この先行実
験において、小腸におけるリン脂質の合成量や速度はリンパ液中へ輸送される TG の量に連動
していたが、TG に含まれる脂肪酸が投与サンプル中の脂肪酸組成を反映させているのに対し、
リン脂質に含まれる脂肪酸の場合は、絶食時のリンパ液中でみられた脂肪酸組成とほとんど変
わらなかった。しかしながらリン脂質として投与した DHA だけは吸収動態に準じてリン脂質
画分へと取り込まれることが示され、DHA をリン脂質として投与すると、TG や遊離脂肪酸と
して投与されるよりも腸管細胞内でリン脂質の生合成に利用されやすいことが明らかとなった。 
 これまでの報告によれば、腸管細胞は刷子縁側から取り込んだ脂肪酸は TG 合成に、基底側膜
側から取り込んだ脂肪酸はリン脂質合成に利用する傾向がある 2)。我々の実験結果から、リン脂
質として摂取した DHA も、大部分は TG 合成に使われていたが、TG として摂取した際に予想
される消化産物であるモノグリセリド型 DHA、遊離脂肪酸として投与した DHA のいずれとも
異なる傾向がみられた。膵酵素としてリン脂質の消化に働く主要なものはホスホリパーゼ A2 で
あり、一般的に sn-2 位に結合している DHA のような多価不飽和脂肪酸は消化によって遊離脂
肪酸に変換される。そこで、もう 1 つの消化産物であるリゾ PC と遊離脂肪酸型 DHA の同時投
与実験を行ったが、リン脂質型 DHA でみられた現象は再現できなかった。このことから、腸管
細胞でのリン脂質生合成においては、リン脂質として投与された脂肪酸のうち、何らかの構造特
異性があるものを優先的に利用する経路が存在することが推定された。 
 
 
２．研究の目的 
 以上の先行研究の成果を踏まえて本研究においては、摂取したグリセロリン脂質の小腸にお
ける消化吸収動態を明らかにすることを目的とした。特にリン脂質の消化性に着目し、脂肪酸の
結合位置と結合している脂肪酸の種類の影響を検討し、リン脂質として摂取した DHA が吸収後
に腸管細胞内でリン脂質に再合成されやすい原因の解明を目指した。合わせて、腸管細胞に取り
込まれる脂質消化産物は、生理活性物質として小腸上皮細部に直接影響すると考えられるため、
消化産物のパターンとリン脂質の小腸における機能性の関係を考察することとした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) リンパカニュレーションラットを用いたリン脂質の吸収性評価 
 胸管リンパにカニュレーションを留置したラットの十二指腸に、n-3 系多価不飽和脂肪酸であ
る DHA が主として sn-1 位あるいは sn-2 位のいずれかに結合したホスファチジルコリン (1-
DHA-PC および 2-DHA-PC) を、DHA の含有量とリン脂質量を揃えた乳化サンプルとして調製
したものを投与した。これらの PC は、連携研究者の渡辺らによって卵黄リン脂質を原料として
脂肪酸置換反応により合成した。また、2-DHA-PC については Avanti Polar Lipids より購入した
ものも用いた。 
 投与後 6 h まで 1 h ごとにリンパ液を分取し、クロロホルム−メタノール混液を用いて全脂質
を抽出した。さらに、TLC を用いて脂質をトリグリセリド画分とリン脂質画分に分画した。その
後、ガスクロマトグラフィーを用いてリンパ液に出現する脂質中の総脂肪酸分析ならびに各画
分中脂肪酸分析を行った。 
 本実験は、近畿大学動物実験委員会（理工学部動物実験小委員会担当）、ならびに、島根大学
松江キャンパス動物実験専門委員会の承認を得て実施した。 
 
 



(2) 膵酵素によるリン脂質の消化性評価 
 1-DHA-PC、2-DHA-PC を緩衝液（pH 8.0）中でタウロコール酸ナトリウムとともに乳化し、精
製ホスホリパーゼ A2（PLA2、ブタ由来）または膵酵素製剤であるパンクレアチン（ブタ由来）
を加えて 0.5 h あるいは 1 h インキュベートした。酵素無添加で同様の操作を行ったものを非消
化液とした。インキュベート後に全脂質を抽出後、TLC を用いて PC、lysoPC、遊離脂肪酸に分
画した。それぞれの画分に分配された脂肪酸組成をガスクロマトグラフィーで分析した。 
 
(3) 小腸上皮細胞を標的とした機能性の検討 
 ヒト小腸モデルとして汎用されている Caco-2 細胞培養株を用いて、リン脂質分解活性の検討
を行った。Transwell 上で 2-3 wk 培養して分化させた Caco-2 の Apical 側（刷子縁側）に lysoPC
を添加し、一定時間後に Apical 側溶液ならびに基底側膜側溶液中に出現したグリセロホスホコ
リン（GPC）量を測定した。 
 また、連携研究者の高橋らとの共同実験として、マウスを用いて小腸での炎症に対する脂質摂
取の影響を調べた。本実験は、東京農業大学動物実験委員会の承認のもとに実施した。 
 
 
４．研究成果 
(1)リンパカニュレーションラットを用いたリン脂質の吸収性評価 
 はじめに酵素合成により得た 1-DHA-PC と 2-DHA-PC をそれぞれリンパカニュレーションラ
ットに投与する実験条件の確立を行った。初年度にはサンプル調製条件の検討を行い、予備実験
を実施した結果、投与後 1 h におけるリンパ液中総脂肪酸量ならびにトリグリセリド画分中脂肪
酸量が 2-DHA-PC 投与時の方が低く、1-DHA-PC は 2-DHA-PC に比べてリンパ液へ出現するのが
早い傾向が示され、またリン脂質画分への分配については 2-DHA-PC 投与時に低くなる傾向を
示した。その後研究代表者が 2 年目に異動したため、改めて実験条件の確立を行った。異動に伴
い動物実験環境が変わった当初は実験系が再現できず、特に 2-DHA-PC を投与したラットで不
具合が顕著だったことから、初年度に予備的に得られた 2-DHA-PC の吸収が遅いという傾向は
ラットに対して何らかの有害事象が発生したためである可能性が懸念された。そこで、2-DHA-
PC については精製品を購入し、またいずれのリン脂質についても投与量を減じて再実験を行っ
たところ、動物の状態も含めて改善が見られたことから、この実験条件に定めて本実験を実施し
た。 
 その結果、サンプル投与のリンパ液中から検出された DHA の総吸収量は 1-DHA-PC 投与時の
方がやや高かったものの有意差は見られなかった。また、最大吸収時間は 1-DHA-PC の方がやや
遅い傾向を示したが有意な差ではなかった。総吸収量でみられた結果は、リンパ液中の主要な画
分である TG 画分でも同様であった。一方、リン脂質としての吸収においては、1-DHA-PC 投与
時の方が 2-DHA-PC 投与時よりもリン脂質画分に分配される DHA 量が少ない傾向が見られた
が、個体数が少なく吸収率の個体差が大きかったため有意差は得られなかった。そこで、総吸収
量に対する分配量の割合で比較したところ、リン脂質への分配は 2-DHA-PC 投与時に有意に高
い結果が得られた（図 1）。また、TG 画分への分配量に対するリン脂質画分（PL 画分）への分
配量の比（PL/TG 比）を求めたところ、1-DHA-PC 投与時（約 0.05）に比べて 2-DHA-PC 投与時
（約 0.15）の方が有意に高い値が得られた（p<0.05）。このことから、sn-2 位に結合した DHA の
方が吸収後にリン脂質に再合成されやすいことが強く示唆された。 
 

 
図１ DHA の結合位置が異なる PC 投与時のリンパ液中 DHA の分子構造 

投与後 6 h の DHA 総吸収量に対するそれぞれの画分への分配量の割合（％）として示した。 

平均値±SEM (n=3) （*p<0.01、同一画分の異なるサンプル間で有意差あり）。 
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 また、DHA 以外の脂肪酸の場合を調べるため、アラキドン酸が sn-2 位に結合したリン脂質の
吸収実験を開始した。DHA に比べてアラキドン酸は絶食時にもリンパ液中 PL 画分の主要な脂
肪酸として存在しており、現時点までの実施した個体数では特性を論じるには至っていない。今
後引き続いて検討する予定である。 
 
(2)膵酵素によるリン脂質の消化性評価 
 吸収実験で得られた 1-DHA-PC と 2-DHA-PC の違いは、細胞内へ取り込まれる DHA の分子構
造の違いによるものと考えられた。そこで、膵酵素によるこれらのリン脂質の消化実験を行い、
DHA の結合位置がホスホリパーゼの基質特異性に及ぼす影響について検討した。膵酵素消化の
モデルとして、膵液由来精製ホスホリパーゼ A2（PLA2）と膵酵素の混合製剤であるパンクレア
チンを用いた。これは先行研究において、DHA 高含有リン脂質の消化性がこれら 2 種の酵素サ
ンプルで異なったためである（発表論文③参照）。胆汁酸塩としてタウロコール酸ナトリウムを
添加して酵素反応時間を 0.5 h と 1 h で予備検討したところ、いずれも大きな違いはなく今回用
いた酵素と基質の添加量であれば 0.5 h の反応で十分な消化が起こることがわかった。長時間の
インキュベートは消化産物の異性化を促進することが懸念されたため、反応時間は 0.5 h にて消
化性の比較を行うことにした。 
 その結果、PLA2 とパンクレアチンいずれを用いた場合も、PLA2 の基質特異性と矛盾なく、
どちらの PC からも優先的に sn-2 位に結合している脂肪酸が遊離した。PLA2 とパンクレアチン
では消化率などが少し異なったが、大きな違いはみられなかった。したがって、1-DHA-PC 消化
時からは多くのリゾ PC 型 DHA（DHA-LPC）が生成し、2-DHA-PC のほとんどは遊離の DHA へ
と変換され、DHA-LPC としての消化産物はわずかに生じた（図 2）。 
 このことから、1-DHA-PC からは消化産物として sn-1 結合型の LPC が多量に生じるものの、
腸管細胞内でリン脂質の再合成には使われておらず、さらに加水分解されて DHA は遊離してい
る可能性が高いと考えられた。一方で、2-DHA-PC に由来する少量の sn-2 結合型の LPC は、DHA
を含むリン脂質の再合成に優先的に使われるものと推定された。 

 
A) 1-DHA-PC    B) 2-DHA-PC 

 
図 2 膵酵素による 1-DHA-PC および 2-DHA-PC の消化 
A) 1-DHA-PC の消化、B) 2-DHA-PC の消化。酵素無添加のコントロール群、PLA2 消化群、パ

ンクレアチン消化群において、0.5 h インキュベート後の消化産物を分画し、DHA の分配率を求
めた。PC、ホスファチジルコリン；LPC、リゾホスファチジルコリン：FFA、遊離脂肪酸。平均
値±SEM（n=3）。 
 
 そこで、ヒト小腸モデルである Caco-2 細胞を用いて lysoPC の細胞内挙動について検討した。
卵黄由来 lysoPC を Caco-2 細胞の Apical 側に添加して一定時間インキュベートすると、lysoPC
から脂肪酸が遊離して生じる GPC が基底側膜側溶液から検出された。しかし、Apical 膜側溶液
からは遊離コリンのみが検出され GPC は検出限界以下であった。Caco-2 細胞だけでなく、ラッ
ト小腸にも lysoPC を分解する活性があることはすでに報告しており、lysoPC を添加した小腸灌
流液中には GPC と遊離コリンの両方が検出されている 3)。これらのことから、小腸上皮には
lysoPC を加水分解して遊離脂肪酸と GPC に変換する活性が存在することが確認できた。しかし、
今回は sn-1 位と sn-2 位の結合位置や脂肪酸種の影響まで明らかにするにはいたらず、引き続き
検討する予定である。 
 また、Caco-2 細胞は、細胞内でのカイロミクロン形成能が不十分なため、連携研究者の高橋と
共同で脂質吸収モデルとしてより利用性が高い培養条件の検討を実施しているが、今回の期間
内には確立にいたらなかった。また、研究代表者が異動後の細胞実験環境の整備が間に合わず、
再合成に関する実験を研究期間内には実施できなかったが、今後細胞内での挙動の詳細を明ら
かにする予定である。 
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(3) 小腸上皮細胞を標的とした機能性の検討 
 本研究にいたる準備段階での実験において、Caco-2 細胞に lysoPC を高濃度で添加すると、上
皮細胞の透過性が促進されることが示された。（論文投稿準備中）。lysoPC は脂質代謝に関わる
転写因子である PPAR のリガンドとなることが報告されている。そこで、リン脂質の消化産物が
小腸上皮における炎症や脂質代謝に影響を及ぼすことが推定される。連携研究者の高橋との共
同研究として、脂肪酸種が小腸における炎症に及ぼす影響を比較したところ、ラードやパーム油
など飽和脂肪酸が構成脂肪酸の種となる油脂に比べ、オリーブ油やヒマワリ油など不飽和脂肪
酸を豊富に含む油脂の摂取は腸管における炎症を抑制することが示唆された。脂質を構成する
脂肪酸の種類の違いは腸管細胞に異なる影響を与えることから、今後同様の実験系を用いて
DHA を含む油脂やリン脂質の摂取の影響を明らかにすることが期待される。 
 
 
＜引用文献＞ 
1) Nguyen, L.N., Ma, D., Shui, G., Wong, P., Cazenave-Gassiot, A., Zhang, X., Wenk, M.R., Goh, E.L., 
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