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ofanopticallyactivelysophosphatidylcholine,introductionofanopticallyactivesn-

2hydroxylgroup,phospholipaseD-assistedsynthesisofaphosphatidicacid,and
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緒 言

イノシトールリン脂質は広く動・植物に分布して

いるが，量的には前者で微量に対して，後者のカビ

では20 にも及び，主要な膜構成リン脂質である．

イノシトールリン脂質には，最も多いホスファチジ

ルイノシトール（PI）のほかに，イノシトール骨格

のＣ-４位にリン酸基を有するホスファチジルイノシ

トール４-リン酸（PIP）と，さらにＣ-５位にリン酸

基を持つホスファチジルイノシトール45ニリン酸

（PIP）とがあり，これらはリン酸化，脱リン酸化

によって相互に変換する．

このイノシトールリン脂質が細胞応答とのかかわ

りで早くから関心を寄せられた根拠に，このリン脂

質の速い代謝回転がある．刺激によって PIが分解

し，ジアシルグリセロール（DG）が生じ，ついでこ

れがホスファチジン酸（PA）に変換され，さらにPI

に再合成されると言う“PIサイクル”がきわめて速

く起こることが多くの細胞で示されている．

PIは細胞外からのシグナルが細胞膜中の特異的受

容体に結合することにより遊離される情報伝達物質

の前駆体であるホルモン，神経伝達物質，光などの

刺激が細胞膜のレセプターに結合することにより，

ホスホリバーゼＣ（PLC）が働き，膜の微量成分で

あるホスファチジルイノシトール-45-ニリン酸

（PIP）のグリセロールとリン酸の間のエステル結

合を切断し，イノシトール-145-三リン酸とジア

シルグリセロールを産生する．

イノシトール-145-三リン酸は細胞内小胞体に

蓄えられているCa を遊離させ，Ca 依存性酵素を

活性化する．また，ジアシルグリセロールはCa 依

存性プロテインキナーゼＣを活性化させる．このよ

うな生体情報伝達に関わるホスファチジルイノシト

ールは一般にそのグリセロール骨格の sn-２位に高

度不飽和脂肪酸，特にアラキドン酸が結合している

ことが知られている．

これまで，ジアシル基結合リン脂質の合成例は数

多く報告されているが，その合成法の多くはグリセ

ロール骨格のキラル炭素を光学活性体にする為に多

くの保護，脱保護の段階を含んでいる ．

そこで本研究では，天然に存在する物と同じイノ

シトール結合リン脂質の簡便な合成法の確立を目指

し，ターゲットとして sn-２位にアラキドン酸の結
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合したホスファチジン酸に位置選択的にmyo-イノシ

トールを結合させる事を目的とした．

方法と結果

１.12：56-di-O-シクロヘキシリデン-myo-イノシ

トール⑴の合成

天然に存在するホスファチジルイノシトールのリ

ン酸に結合するイノシトール部位はＤ-体の１位であ

ることが既に分かっている ．その為，目的とするホ

スファチジルイノシトールを合成するには，Ｄ-体の

１位以外の水酸基を保護し，ここにリン酸基をエス

テル結合させる必要がある．更に，その保護基は出

来るだけ温和な条件で脱保護出来なければならない．

そこで，本経路ではシクロヘキシリデンを保護基と

して用いる合成法を行った ．

(±)-12：56-di-O-シクロヘキシリデン-myo-イ

ノシトールの合成法は，過去に幾つか考え出されて

いるが，本研究ではmyo-イノシトールとシクロヘキ

サノンとの直接反応によって合成した．なお，この

方法ではスキームに示すように３種類の異性体が生

成するので，反応後シリカゲルカラムにより目的物

質とする(±)-12：56-di-O-シクロヘキシリデン-

myo-イノシトール⑴を得た．

２.１-ステアロイル-sn-リゾホスファチジルコリン

⑵の合成

出発物質のグリセロールにベンゼン溶液中p-TsOH

を触媒とし，ベンズアルデヒドと反応させて，後処

理後13-ベンジリデングリセロールを結晶として得

た．続いて，これに塩化ベンジルとKOHを反応さ

せる事によってグリセロールの全ての水酸基を保護

した２-O-ベンジル-13-ベンジリデングリセロール

を得た．続いて，これを40 エタノール中硫酸と反

応させる事によりベンジリデン基の脱保護を行い，

２-O-ベンジルグリセロールを合成した．この２-O

-ベンジルグリセロールのジイソプロピルエーテル溶

液にLipasePS（天野製薬）及びアシル化剤として

のビニルステアレートを加えて立体選択的アシル化

反応を行い，光学活性なグリセロール誘導体１-ステ

アロイル-２-O-ベンジル-sn-グリセロールを合成し

た．このものの絶対配置は当研究室の米田によりＲ-

体である事が既に決定されている．このモノアシル

グリセロール誘導体にPOCl，トリエチルアミンに

続いて，ピリジン溶媒中コリントシレートを加えて

撹拌し，HOを加える事で反応を停止させた後，ク

ロロホルム/メタノールで生成物を抽出した．この生

成物をシリカゲルカラムで精製する事により１-ステ

アロイル-２-O-ベンジル-sn-ホスファチジルコリン

を合成した．最後に，このものを水素雰囲気下，メ

タノール/HO混合溶媒中，水酸化パラジウム触媒

を用いてベンジルエーテルの水素化分解を行い，目

的物質である１-ステアロイル-sn-リゾホスファチジ

ルコリン⑵を得た．

３.１-ステアロイル-１-［(5’Z8’Z11’Z14’Z)-イ

コサテトラエノイル］-sn-グリセロ-３-ホスファチ

ヂルイノシトール⑶の合成

アラキドン酸，DHA等の多価不飽和脂肪酸は多く

の非共役シス型二重結合を持ち，その二重結合に挟

まれたメチレン基の水素はラジカルとして非常に脱

離し易く，残された炭素ラジカルは転移した後，空

気中の酸素と反応して容易に過酸化を生成し，これ

は更に分解を受ける．このような分解はBHT等の

フェノール性ラジカル捕捉剤によって防ぐことがで

きる．従って，本節の反応は，全てBHT存在下，

窒素雰囲気下，暗条件下で反応を行った．
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Scheme1 Synthesisof1,2:5,6-di-O-cyclohexyliden-myo-inositol(1).
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本研究で用いたアラキドン酸（(581114)-イコ

サテトラエン酸）はエチルエステル体のLipasePS

（天野製薬）による加水分解によって得た．このア

ラキドン酸と⑵をエタノールを除いたクロロホルム

に溶解し，これにDCC（ジシクロヘキシルカルボジ

イミド）及び４-DMAP（ジメチルアミノピリジン）

を加え撹拌した．反応終了後，副生成物のN N-ジ

シクロヘキシルウレアをセライトろ過により除去し，

濃縮後，シリカゲルカラムにより精製し，１-ステア

ロイル-２-［(5’Z8’Z11’Z14’Z)-イコサテトラエ

ノイル］-sn-グリセロ-３-ホスフォコリン⑷を得た．

続いてジエチルエーテルと0.1Ｍ酢酸緩衝液の混合物

中，⑷にホスフォリパーゼＤを作用させてコリンリ

ン酸エステルの加水分解を行い，１-ステアロイル-

２-［(5’Z8’Z11’Z14’Z)-イコサテトラエノイル］

-sn-グリセロ-３-ホスファチジン酸⑸を得た．

⑴，⑸及びTPS-Cl（246-トリイソプロピルベ

ンゼンスルホニルクロライド）をピリジン溶媒中で

２時間撹拌し，続いて等量の HOを加えて，同条

件下で更に１時間撹拌した ．反応後，ジエチルエー

テルによる抽出，乾燥を経てイノシトール水酸基の

保護された１-ステアロイル-１-［(5’Z8’Z11’Z14’

Z)-イコサテトラエノイル］-sn-グリセロ-３-ホスフ

ォイノシトール⑹を得た．このものにTHF/酢酸/HO

(４：２：１)混合液を48時間作用させて脱保護を行

い目的物質１-ステアロイル-１-［(5’Z8’Z11’Z

14’Z)-イコサテトラエノイル］-sn-グリセロ-３-ホス

フォイノシトール⑺を得た．

考 察

本研究により，PLD，TPS-Clを用いる事により，

これまで行われてきた合成段階よりも少ない段階で

２位に多価不飽和脂肪酸を結合するジアシルホスファ

チジルイノシトールを合成する事が出来た．また，

myo-イノシトールの水酸基への保護基の導入におい

ても，TPS-Clを用いる事によって２つあるフリー

の水酸基でも一方だけがリン酸基と結合する事が確

認された．myo-イノシトール誘導体の脱保護におい

ても，３節で述べた反応条件でシクロヘキシリデン

基が脱保護された．

この事より，アシル基に別の高度不飽和脂肪酸，

或いは過酸化脂肪酸を用いた場合でも，その構造を

損なうことなく脱保護が可能であると考えられる．

実 験 の 部

(±)-12：56-di-O-シクロヘキシリデン-myo-イノ

シトール⑴の合成

500 容丸底フラスコにmyo-イノシトール（25 ，

139mmol），シクロヘキサノン（250 ，2.42mol，

ベンゼン（65 ），及びピリジニウム-p-トルエンス

ルホネート（0.5 ，2.0mmol）を入れ，Dean-Stark

水分離器を介してジムロート冷却菅を取り付け23時

February2001 アラキドン酸結合ホスファチジルイノシトールの合成研究

Scheme2 Synthesisoflyso-phosphatidylcholine(2).
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間激しく撹拌しながら加熱環流した．反応が進むに

つれて，ベンゼンに溶けていなかった粉末myo-イノ

シトールが溶解していき、反応液が黄色くなってい

くので、それを反応の目安とする．23時間後、myo-

イノシトールがほとんどなくなったところで反応を

終了した．この時水が13 生成した．その後，反応

液を綿ろ過し，未反応のmyo-イノシトールを除去し

た後，1.5N-NHOHで４回洗浄し，NaSOで乾

燥後，エバボレーターにより減圧濃縮を行った．続

いて，シリカゲルカラムクロマトグラフィー（hexane/

EtOAc＝９/１）により単離精製し，benzene-hexane

混合溶媒系で結晶化を行い，(±)-12：56-di-O-シ

クロヘキシリデン-myo-イノシトール⑴(5.12 ，15.0

)を得た．

TLC（CHCl/acetone＝６/１）Rf0.29

Scheme3 Synthesisof1-stearoyl-2-［(5′Z,8′Z,11′Z,13′Z)-icosatetraenoyl］-sn-3-phosphoinositol(3).
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１-ステアロイル２-［(5’Z8’Z11’Z13’Z)イコサテト

ラエノイル］-sn-グリセロ-３-ホスホコリン⑷の合成

25 容丸底フラスコにエタノールフリークロロホ

ルム(10 )，アラキドン酸(330㎎，1.64mmol)，DCC

(600㎎，2.91mmlol)，１-ステアロイル-sn-グリセ

ロ-３-ホスホコリン⑵((250㎎，0.48mmol)を窒素雰

囲気下，BHT存在下，暗所で48時間撹拌した．反応

後，セライトろ過を行い，ろ液をエバポレーターに

より減圧濃縮を行った．その後，シリカゲルカラム

(CHCl/MeOH/28 NHOH＝60/30/３)により目

的物質１-ステアロイル２-［(5’Z8’Z11’Z13’Z)イコ

サテトラエノイル］-sn-グリセロ-３-ホスホコリン⑷

(320㎎，0.44mmol)を得た．

TLC(CHCl/MeOH/28 NHOH＝60/30/３)Rf0.21

１-ステアロイル２-［(5’Z8’Z11’Z13’Z)イコサテト

ラエノイル］-sn-グリセロ-３-ホスファチジン酸⑸の

合成

25 容丸底フラスコに１-ステアロイル２-［(5’Z8’

Z11’Z13’Z)イコサテトラエノイル］-sn-グリセロ-３

-ホスホコリン⑷(200㎎，0.25mmol)，精留ジエチル

エーテル(13.3 )，0.1Ｍ酢酸緩衝溶液(pH5.6)，ホ

スホリパーゼＤ(0.1㎎)，BHTを入れ窒素雰囲気下，

30℃，暗所で48時間撹拌した．反応後，シリカゲル

カラム(CHCl/MeOH/28 NHOH＝60/30/10)に

より単離し，目的物質１-ステアロイル-２-［(5’Z8’

Z11’Z13’Z)イコサテトラエノイル］-sn-グリセロ-３-

ホスファチジン酸⑸(49㎎，0.04mmol)を得た．

TLC(CHCl/MeOH/28 NHOH＝60/30/10)Rf0.16

１-ステアロイル２-［(5’Z8’Z11’Z13’Z)イコサテト

ラエノイル］-sn-グリセロ-３-ホスファチジルイノシ

トール誘導体⑹の合成

10 容ナスフラスコに１-ステアロイル２-［(5’Z

8’Z11’Z13’Z)イコサテトラエノイル］-sn-グリセロ

-３-ホスファチジン酸⑸(25 ，0.035mmol)，乾燥

ピリジン(0.5 )，(±)-12：56-di-O-シクロヘキ

シリデン-myo-イノシトール⑴(5.82㎎，0.017

mmol)，TPS(13.0㎎，4.29mmol)を窒素雰囲気下，

BHT存在下，暗所で２時間撹拌した．続いて等量の

蒸留水を入れ，同条件下で１時間撹拌した．反応後，

ジエチルエーテルで抽出し，乾燥後，エバポレーター

Fig.1 Ion splay mass spectrum of 1-stearoyl-2-［(5′Z,8′Z,11′Z,13′Z)-icosatetraenoyl］-sn-glycero-3-

phosphatid-ylinositol(3)m/z＝904.5.
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で減圧濃縮した．その後，シリカゲルカラム(CHCl/

MeOH/28 NHOH＝80/20/１)で精製し，１-ステ

アロイル２-［(5’Z8’Z11’Z13’Z)イコサテトラエノ

イル］-sn-グリセロ-３-ホスファチジルイノシトール

誘導体⑹(7.9㎎，0.0073mmol)を得た．

TLC(CHCl/MeOH/28 NHOH＝80/20/１)Rf0.47

１-ステアロイル-２-［(5’Z8’Z11’Z13’Z)イコサテ

トラエノイル］-sn-グリセロ-３-ホスファチジルイノ

シトール⑶の合成

10 容ナスフラスコに１-ステアロイル２-［(5’Z8’

Z11’Z13’Z)イコサテトラエノイル］-sn-グリセロ-３

-ホスファチジルイノシトール誘導体⑹(4.0㎎，0.0036

mmol)，THF(0.29 ），酢酸(0.14 )，蒸留水(0.07

)（THF/酢酸/HO＝４/２/１)を入れ，窒素雰囲

気下，BHT存在下，暗所で48時間撹拌した．反応終

了後，トルエンを少量添加しエバポレーターで共沸

した．このものはシリカゲルカラムはせずにIS-MASS

に供した．(Fig.1, /z＝904.5)

要 約

ホスファチジルイノシトールは，細胞外からのシ

グナルが細胞膜中の特異的受容体に結合する事によ

り遊離される情報伝達物質の前駆体である．一般に

そのグリセロール骨格の sn-２位には高度不飽和脂

肪酸が，特にアラキドン酸が結合していることが知

られている．

本研究では，そのようなアラキドン酸結合ホスファ

チジルイノシトールの簡便な合成法を酵素的，化学

的手法を用いる事により位置選択的に合成する事に

成功した．

文 献

１)Watanabe,Y.,T.NakamuraandH.Mitsumoto:

Protectionofphosphatewiththe9-fluorenylmethyl

group. Synthesis of unsaturated acyl phos-

phatidylinositol4,5-bisphospate.TetrahedronLetters,

，7407-7410（1997)

２)Watanabe,Y.andM.Nakatomi:SynthesisofPI(3,4,

5)P withunsaturatedfattyacidchains.Tetrahedron,

，9743-9754（1999)

３)Ranganathan,P.andF.EisenbergJr.:Theinositol

phospholipids:astereochemicalview ofbiological

activity.Biochem.J., ， 312-322（1986)

４)海野 ：平成８年度 修士論文 岡山大学

５)米田健司：平成２年度 修士論文 岡山大学

６)a)Jacob,T.M.andH.G.Khorana:Studieson

polyunsaturateds.XXX.Acomparativestudyofre-

agentsforthesynthesisoftheC’-C’internucleotidic

linkage.J.Am.Chem.Soc., ，1630-1635（1964)

b)Lohrmann,R.andH.G.Khorana:Studieson

polynucleotides.L .Theuseof2,4,6-triisopropyl-

benzesulfonylchlorideforthesynthesisofinternu-

cleotidebonds.J.Am.Chem.Soc., ，829-833（1966)

c)Alex,T.,M.Myer,K.K.Reddy,J.R.Falck,R.

Aneja,S.Aneja,A.Parra,D.J.Burns,L.M.Ballas

andL.C.Cantley:ActivationofproteinkinaseC

familymembersbythenovelpolyphosphoinositids

PtdIns-3,4-P andPtdIns-3,4,5-P.J.Biol.Chem.,

，32358-32367（1994)

14 森 義裕他２名 岡山大学農学部学術報告 Vol.


