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研究成果の概要（和文）：植物スフィンゴ脂質のグリコシルイノシトールホスホセラミド(GIPC)およびGIPCのD
ポジションの水解によって生じるファイト型セラミド 1-リン酸(PC1P)について、単離法と定量法を開発した。
また、これらの物理化学的安定性と消化性について調べた。PC1Pは通常のクロロホルム/メタノール/水系の二層
分配で抽出され、GIPCは短鎖アルコールに水を加えた溶媒で抽出された。単離されたGIPCとPC1Pはリンモリブデ
ン法で定量可能であった。GIPCは熱および酸に対し、不安定であった。GIPCに豚膵臓粉末を作用させても変化し
なかったが、PC1Pは小腸のアルカリホスファターゼで消化を受けることが解った。

研究成果の概要（英文）：Glycosylinositol phosphoceramide (GIPC) and phytoceramide 1-phosphate (PC1P)
 are plant sphingolipids. We investigated Isolation, physicochemical stability, quantification, 
structural analysis and digestibility of these phytosphingolipids. The PC1P was extractable with 
two-phase separation system of chloroform / methanol / water. On the other hand, GIPC was 
extractable with 　alcohol / water mixture. The isolated GIPC and PC1P were structurally confirmed 
by MALDI TOF MS and quantified by the phosphomolybdenum method. The GIPC was unstable to heat (125
℃） and acid　（１M HCｌ）, and not hydrolyzed by the treatment of porcine pancreas enzymes. The 
PC1P was stable to heat and acid, but found to be hydrolyzed by alkaline phosphatase derived from 
the small intestine.

研究分野：脂質生化学

キーワード： スフィンゴ脂質　植物脂質　食事性脂質　消化吸収

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
スフィンゴ脂質は細胞膜成分であるだけでなく、ホルモン様物質の産生源や皮膚バリアの主成分として、重要な
機能を担っている。体内のスフィンゴ脂質の生合成や分解が障害されると、神経や皮膚の健常性が損なわれる。
また、老化に伴うスフィンゴ脂質産生量の低下は神経や皮膚のバリア機能の低下と関連する可能性がある。この
ような場合、食物中のスフィンゴ脂質で体内のスフィンゴ脂質産生の低下を補うことが考えられるが、食事性ス
フィンゴ脂質の消化吸収については十分な知見がない。本研究では植物スフィンゴ脂質のGIPCとPC1Pについて、
その栄養価値を調べる目的で、抽出や分析方法を確立し、その消化性について調べた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
スフィンゴ脂質はグリセロ脂質と並び、真核生物に普遍的に見られる脂質である。植物では、
グリコシルイノシトールホスホセラミド(GIPC)、グリコシルセラミドおよびセラミドが主なス
フィンゴ脂質である。研究代表者はキャベツ脂質に含まれる活性脂質を調べる過程で、未同定リ
ン脂質を見い出し、これをファイト型セラミド 1-リン酸(PC1P)と構造決定した[1]。その後、
PC1P は植物組織をホモジナイズすることで生じること、植物における最も豊富なスフィンゴ脂
質の GIPC の Dポジションの加水分解により生じること、特にアブラナ科植物の若い葉や根はこ
の酵素活性が高く、キャベツやダイコンなど生野菜の調理や咀嚼の過程で GIPC から PC1P が生
成することがわかった[2]。 
スフィンゴ脂質の消化はスフィンゴミエリンやグリコシルセラミドについて調べられており、
前者ではスフィンゴミエリナーゼで、後者では、グルコシダーゼによってセラミドに分解された
後、セラミダーゼによって、遊離脂肪酸とスフィンゴイド塩基に分解され、小腸から吸収される
と報告されている。一方、野菜に含まれる GIPC や PC1P については、その消化性不明のまま
である（図１）。 
 
図１ GIPC特異的ホスホリパーゼ Dに 
よって生じる PC1P 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 GIPCはその構造決定[3]から既に 60年以上を経ており、量的にも豊富な植物脂質であるにも
かかわらず、あまり解析が進んでいない。これは、GIPCの単離が難しいこと、標品が市販され
ていないこと、定量法が開発されていないこと、物理化学的性質が不明なことなどがその要因と
思われる。そこで、本研究では、PC1Pおよび GIPCの単離法と定量法を開発し、その物理化学
的性質を調べると共に、その栄養的価値を知るために、消化性について調べることとした。 
 
３．研究の方法 
（１）GIPC の抽出・定量・構造解析 
GIPC は Markham らの報告した [2-プロパノール:ヘキサン:水=55:20:25 (v/v/v) ] の下層 
(solvent A) を用いる抽出法 [4] を用い、キャベツ葉あるいはダイコン根より、GIPC を抽出し
た。まず、脂質分解酵素を不活性化するために 5 分間材料を煮沸した。その後、材料と等量の
solvent A を加えてホモジナイズを行った。得られたホモジネートの遠心上清を減圧留去し、残
渣に適量の [40%メチルアミン:エタノール=1:1 (v/v) ] を加え、1時間、50℃で加熱すること
でアルカリ加水分解を行った。溶媒を減圧留去した後、solvent A を溶媒とするセファデックス
カラムクロマトグラフィーを行い、GIPC 溶出画分を集めた。これより、TLC にて GIPC を単離し
た。得られた GIPC はリンモリブデンマラカイトグリーン法により比色定量した 。また精製した
GIPC は、MALDI-TOF MS による解析で構造を確認した。 
 
（２）PC1P の抽出・定量・構造解析 
キャベツ葉あるいはダイコン根より、Bligh & Dyer 法 により脂質を抽出した後、0.1N KOH (95%
メタノール溶液) に溶解し、アルカリ加水分解を行った。酸性条件下の Bligh & Dyer 法で脂質
を回収し、抽出した脂質の TLC を行い、PC1P を単離した。得られた PC1P はリンモリブデンマラ
カイトグリーン法により比色定量し、Phos-tag を用いる MALDI-TOF MS によりその構造を確認し
た。 
 
（３）GIPC および PC1P の消化性 
PC1P のホスファターゼによる消化性は市販酵素のウシ小腸ホスファターゼを用いて調べた。
PC1P より生成するファイトセラミドを TLC 上で蛍光試薬のプリムリンで検出し、その発色強度
をイメージ J で数値化した後、既知量の標準品ファイトセラミドの発色強度と比較することで
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定量した。GIPC を市販の豚膵臓パンクレアチンと反応させた。反応混合物の TLC を行い、GIPC
の減少の有無、および、分解物と思われるバンドの有無を TLC 上で調べた。 
 
４．研究成果 
（１）GIPC および PC1P の単離方法 
単離した GIPC および PC1P の各種有機溶媒および水への溶解性を調べた結果、GIPC は水に溶け
るが、クロロホルムやアルコールに溶けず、アルコールに水を加えた混合溶媒に溶けることがわ
かった。また、イソプロパノール/水に少量のヘキサンを加えた Solvent A [4]は GIPC をよく溶
かすことがわかった。Solvent A は GIPC のセファデックスカラムクロマトグラフィーにおいて
も GIPC を溶出させる溶媒と
して有効であった。詳細な条
件を整え、     
Solvent A を用いた抽出、セ
ファデックスカラムクロマ
トグラフィーおよびTLCを用
いた GIPC の単離手法を確立
した[5]。一方、PC1P は通常
のリン脂質抽出法の Bligh 
and Dyer 法が利用できるこ
とがわかり、TLC によって精
製できた。我々の確立した植
物素材からの単離法では共
に、50〜70%の収率で高い純
度のGIPCおよびPC1Pが単離
できた[5]（図２）。     

 図２ A:GIPC の単離方法と収率 B:PC1P の単離方法と収率 
 
（２）GIPC および PC1P の安定性 
GIPC および PC1P の温度安定性を調べた結果、PC1P は 125℃、60 分の処理で 20%程度分解するこ
と、アルカリ溶媒の 40%メチルアミンの処理では安定であるが、1M HCl の 30 分処理で 10%程度
が分解することがわかった。一方、PC1P はこれらの処理に安定であった。このことから、GIPC
の糖鎖部分が熱および酸への不安定要因になっていることが推測された[5]。 
 
（３）GIPC および PC1P の定量方法 
リン脂質の定量方法として、リン・モリブデン複合体の青色を利用した発色法がある。この方法
は過塩素酸を加えて加熱することで、リン脂質から無機リンを遊離させた後に、モリブデンを加
えるが、GIPC や PC1P に対してもこの方法が適用できることが確認できた [5]。 
 
（４）GIPC および PC1P の MALDI-TOF MS による構造解析 
GIPC および PC1P の標品は市販されていないために、TLC 上で単離されても、どのバンドが目的
脂質なのかわからない。目的物質の特定には構造の確認が必要になる。GIPC は陰イオン検出モ
ードを用いて、PC1P は Phos-tag と複合体を形成させた後の陽イオン検出モードで、MALDI TOF 
MS で検出可能であることが確認された。この方法により２糖タイプだけでなく３糖タイプの
GIPC の単離・確認もできるようになった。 
 
（５）GIPC および PC1P の消化性 
GIPC に市販のパンクレアチン（豚膵臓消化酵素粉末）を作用させたが、GIPC は減少せず、消化
された形跡を認めることはなかった。一方、PC1P にウシ小腸アルカリホスファターゼを作用さ
せたところ、PC1P のリン酸が加水分解され、セラミドへと変換された。この反応は胆汁酸の一
種のデオキシコール酸の添加で３倍に活性化されることが明らかになった。この反応をグリセ
ロ型リン酸モノエステル型脂質であるホスファチジン酸(PA)と比較すると、ウシ小腸アルカリ
ホスファターゼの PC1P および PA対する Kmはそれぞれ、15.5 M および 16.1μM で、両者間に
殆ど差はなかった。また、Vmax は、それぞれ、5.7 および 7.4 nmol/sec/mgp rotein であった。
デオキシコール酸を加えた場合はそれぞれ、Vmax が 4 倍および 6 倍に上昇し、加水分解効率が
高くなることがわかった。 
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