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Summary  

In this study，theinfluence of eicosapentaenoic acid（EPA）with purity of91．9％anditsautoxid－  

izedproduct（EPALOx）withPOV3807prepared byshakingEPA at37℃forlweek on the growthJ、  

OfEscherichia coli（E．coli）wasinvestigated．EPA with a finalconcentration of2．5Ⅹ10▲3mMsup－  

pressedthegrowth ofE．coli，but EPAⅣ0Ⅹdid nothaveinhibitory effect at the same concentration  

as EPA．EPATOx was separatedinto Fr．1（0Ⅹidized product）and Fr．2（non－OXidized EPA）．  

Fr．2had strongerinhibitory effect on the growth of E．colithan Fr．1．Theinhibitory effect of  

Fr．2 was similar to authentic EPA．Addition of artocopherolinhibits EPA oxidation and finaly  

inhibitoryeffect of EPA on the growth of E．colidid not change・   

From the results，it seemed clear that EPA byitself had aninhibitory effect on the growth of  

且coJよ．   

がその自動酸化分解物より強い発育阻止作用をもつこと  

が認められたので報告する。  

実験材料  

EPAはすでに報告した4）EPAメチルエステルを加  

水分解し・抗酸化割として0・2％のα－トコフェロール▲■  

を添加したものを用いた。なお，EPAに含まれている  

EPA以外の不飽和脂肪酸の確認に用いた標準物質は，  

Sigma杜のstearidonic acid（C184，SDA），araChi－  

donic acid（C。。．，AA），docosahexaenoic acid  

（C226，DHA）であった。   

DLa－－トコフェロールは和光純薬KKのものを用  

いた。   

且coよJはNIHJ株を使用した。  

実験方法  

1）EPAの自動酸化  

1gのEPAを三角フラスコに薄く広げ，370cで1週  

間振とうすることにより自動酸化を行った5）。自動酸化  

後のEPA酸化度（POV）の確認はヨード滴定法によっ  

はじめに  

マウスの致死作用を指標にした現行の下痢性貝毒試験  

法では，本来，下痢毒物質としてスクリーニングの対象  

にされているオカグ酸（OA）やその関連物質のみでな  

く二枚貝に多く含まれている高級不飽和脂肪酸（PU－  

FA）もポジティプな結果を示すことが明らかである1）。   

著者らはPUFAのなかでも魚介類に多く含まれるエ  

イコサペンタエン酸（FPA）を用い下痢原性を調べた  

結果，腸管に高濃度のEPAが存在すると下痢を引き起  

こすが，経口による下痢原性はOAに比べ低いことが明  

らかであった2）。この結果からPUFAとOAの下痢原  

性の判定は別個になされる必要があると考えられた。   

これまでPUFAおよびその酸化物の簡便かつ迅速な  

バイオアッセイ法として著者らはPUFAのもつヘモグ  

ロビン酸化能を指標にした測定法について報告したa）。   

今回はより精度の高いバイオアッセイ法を開発する目  

的で，EPAとその自動酸化分解物の且gcんerg亡ん∠αCOJよ  

（且coJよ）に及ぼす影響を調べたところ，EPAのほう  
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エイコサペンタエン酸（EPA）およびその自動酸化分解物が且coJよの発育に及ぼす影響について  

結果  

1）EPAの自動酸化による性状の変化   

EPAを370c，1週間インキエペー卜することにより  

自動酸化させた場合．EPA酸化物（EPA－0Ⅹ）の  

酸化度（POV）は3807mequiv／Kgであった。一九  

EPAのPOVは0であった。EPA－0ⅩをTLCに  

て分画すると未酸化EPA（Rf＝0．2）以外の大半が原  

点にとどまり両者の中間（Rf＝0．15）に検出される物  

質はごくわずかであった（Flg．1）。なお，DL一α－  

トコフェロールのR f値は0．47であった。   

EPA，E PA－OxならびにTLCによるFr．1，  

Fr．2のHPLCによるスペクトルはFig．2のとおりで  

あった。EPAを195nmでモニターした結果，91．9％の  

EPA以外の主な不飽和脂肪酸としてステアリドン酸  

（SDA）が2．0％，アラキドン酸（AA）が4．3％含ま  

れていることが確認された。HPLCによるEPAなら  

びにEPA－0Ⅹの未酸化EPAのピーク面積から換算  

するとEPAの自動酸化による分解率は46％であった。  

SDAおよびAAもそれぞれ39％，38％酸化分解された。  

なおTLCプレートからの抽出操作による回収率は78％  

であった。195nmでモニターした場合，EPAにはS  

DAより短いリテンションタイムをもつ物質は検出され  

なかったが，EPA－Oxでは多くの物質が検出され，  

自動酸化により極性の高い物質が生成されていることが  

明らかであった（Fig．2）。不飽和脂肪酸の自動酸化生  

成物のうち共役ジェンを有するものは230nm付近に最  

た。自動酸化終了後，4mgのメタノールに溶解させたも  

のを試験原液（EPA－0Ⅹ）とし，そのうち2皿gは薄  

層クロマト（TLC）分析に供した。なぁ 未処置EP  

AもEPA－0Ⅹと同濃度になるようメタノールに溶解  

させたものを試験原液（EPA）とした。  

2）TLCによる分画  

自動酸化終了後のEPA－0Ⅹ0．5gをあらかじめ150  

0C，2時間加熱処理したTLCプレート（Silica gel，  

0．5mm，Merck）に塗布し，石油エーテル・ジエチルエー  

テル・酢酸（74：15：1）で展開した。ヨウ素によりE  

PAならびにその酸化物を確認した後，同時に展開した  

別のプレートの各分画（Fig．1に示したFr．1ならびに  

2）のゲルをかき取り，メタノール50ngで2回抽出した。  

■－N2ガス下でメタノールをしばした抽出残さを，2mgの  

メタノールに溶解し試験原液（Fr．1，Fr．2）とした。  

TLCプレートからの抽出操作による回収率（％）はH  

PLCにて測定したEPA－0Ⅹの未酸化EPAピーク  

面積（S）に対するEPA－0ⅩをTLCにて分画抽出  

した未酸化EPAのHP L Cピーク面積（Sf）比，  

（Sf）／（S）xlOOにより求めた。  

3）HPLC分析  

すでに報告した方法6）によりHP LC分析を行った。  

それぞれの試験原液をメタノールで500倍に希釈し，そ  

の20〟BをHPLCに注入した。HPLCはShimadzu  

LC－6A，検出器はShimadzu SPD－6A，記録計は  

Shimadzu C－R6A（島津製作所）を用いた。分析条  

件はカラム：ODS（4．6tnmi．d，Ⅹ250Tnm），移動相：ア  

セトニトリル・メタノール・水・リン酸（53：20：17：  

0．1），流速：1．2mg／min，測定波長：195nm，230nm  

■－であった。  

EPAならびにEPA－0ⅩのHP L CによるピTク  

面積から，未酸化EPAの量を概算した。  

4）g．coJi生存率に対する影響  

且coJg（NIHJ株）を普通ブイヨン（日水製薬KK）  

にて378c，20時間前培養した。メタノール濃度20％，サ  

ンプル濃度0．09～0．14mMになるようPBS（－）にて  

調整した上記サンプル1mgと菌液1mgとを混合したもの  

を原液とした。原液調整後直ちに0．2mgを5mgの普通ブ  

イヨンに添加し（サンプル終濃度1．25～2．7Ⅹ10‾a，メタ  

ノール終濃度0．77％），370cで培養した。培養後各時間  

における菌の生育数をShimadzu Spectronic21（660  

nm）にて測定した。  

Rf－  
∨0lu●  

⑳轡  
一廟…  

EPA  EPA－Ox  

Fig・1Thin Layer Chromatograms ofEPA and  
EPATOx Prepared with Shaking at370c  

for 1 Weeks 
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Fig・2 HPLC Chromatograms of EPA，EPA－Ox and  

Each Fraction Separated from TLC  
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Fig・3 Effects of EPA，EPA－0Ⅹand Each Fraction Separated from  

TLC on the Growth of E．Coli  
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エイコサペンタエン酸（EPA）およびその自動酸化分解物が且coJiの発育に及ぼす影響について  

て弱いことが報告されている11）。LAはn－6脂肪酸で  

あり且coJiへのPUFA酸化物の脂肪酸の化学構造上の  

違いがこのような差をもたらしたのかもしれない。   

最近，AAやEPAは自動酸化でプロスタグランディ  

ン様の物質をも生ずることが明らかになっており12）  

且．coJ‖こ対する毒性の強さが酸化により生じる生成物の  

種類により異なる可能性も考えられ，さらに詳細な検討  

を要するものと考えられた。  
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大吸収をもつことが知られているので195nmでモニター  

したものと同じ濃度のFr．1を230nmでモニターすると，  

2～3分，5～6分付近に多くの物質が確認された   

（Fig．2）。  

2）且coJよ発育阻止作用  

各サンプルのg．coJよに及ぼす影響について調べた結果，  

EPA（最終濃度2．5Ⅹ10‾3mM）ならびにTLCにより  

分画されたFr．2（最終濃度2．7Ⅹ10‾3mM）はEPA－  

Ox，Fr．1（最終濃度2．5Ⅹ10‾3mM，2．3xlO‾3mM）に  

比べ強い発育阻止を認めた（Fig．3）。EPAの2．5x   

lO－3mMおよび1．67Ⅹ10‾3mMにサンプル濃度の5～40％  

のα一トコフェロールを添加しても且coJよの発育は何ら  

改善されなかった。なお，本実験に用いたメタノールの  

′■且coJ成育抑制はPBS（－）を対照とした場合の5％  

以内であった。  

考察  

PUFAの毒性についての研究はリノール酸（LA）  

に関するもの7・8）が多いが，毒性は極性の高いLA酸化物  

で強く発揮されることが明らかである。  

著者らはこれまでPUFAがオキシヘモグロビンをメ  

トヘモグロビンに変換させ1），その強さはエン数に依存  

すること，α－トコフェロールにより抑制されるこど）  

を報告してきた。また，この作用はEPAの場合，自動  

酸化分解により生じたより極性の高い分解物でより強い  

ことが明かであった5）。  

今回，E．coliの発育試験においてEPA酸化物（EP  

A－0Ⅹ）（Fr．1）よりむしろEPA，未酸化EPA  

■－（Fr・2）のほうが掛、発育阻止を示し・この作用はα－  

トコフェロールの濃度を著しく高めても改善されなかっ  

た事実を考え合わせると，PUFAのE．coliに対する発  

育阻害は上記のヘモグロビン酸化作用とは異なるメカニ  

ズムによるものと考えられた。  

且coJ‖こ対するEPAの発育阻止濃度はすでに報告さ  

れている10）LAの約1／400以下であったが，このPU  

FAの種類による差がPUFAのエン数の違いによるも  

のか用いた且coJgの感受性の差に基ずくものかは不明で  

ある。リノール酸（LA）については，二次産物がLA  

やそのヒドロペルオキンドにくらべ強くβ．cog∠の発育を  

阻害することが報告されており18）今回のEPAの結果は  

LAの結果と矛盾するものであった。自動酸化によりど  

のようなEPA酸化分解物が生成されているか不明であ  

るが，n－3脂肪酸であるEPAの生体内酸化物の生理  

活性作用はn－6脂肪酸であるAAの酸化物に比べ極め  
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