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 ヤケヒョウヒダニ（βermα桓p九叩0～despfero叩βざ王乃〟g）の  

脂肪酸組成とホスホリパーゼ活性について  

森  啓至1），佐二木順子  

Composition of Fatty Acids and Phospholipase Activitiesin  

House Dust Mite，Dermatqphagoides PteT・OTUSSinus．  

KeijiMORI，Junko SAJIKI  

Summary   

Thecompositionoffatty acid and phosph01ipase（PLase）activities wereinvestigatedin mites，Dermatophagoides  

PterOnySSinus・Crude totallipid was4．55g／100g of wet wt・Lipid was composed of triglyceride（49．1％），free  

fatty acid（26％），Ster01（12．1％），phospholipid（6．3％），SterOlester（6．3％）and unknown（0．5％）．Major fatty acids  

in totallipid were18二1（n～9），18：2（n－6），18：0，16：0，16：1（n－9）and14：0．Percentage of  

arachidonic acid（20：4，n－6）（0．43％）in totallipid of mite was higher than that of mite diet（0．19％）．  

Amountin percentage of18：2（n－6）and20：4（n－6）were much higherin phospholipid（PL）class than  

in free fatty acid or trlglyceride classes．   

When mite sampleswerereacted withl℃－PC，maior metablites such aslysophosphatidylcholine（1ysoPC），free  

fatty acid andl，2－diglyceride were produced．This resultindicated that PLase A and PLase C areimportant  

enzymes on PL catabolism．PLase AlaCtivltyln mite was6times higher than PLase A2．  

■■  

Ⅱ．実験桐料  

供試ダニはマウス飼育用飼料（オリエンタル酵母工業（柵）と乾  

燥酵母（局方，アサヒビール㈱）を1：1に混合し水分含量を12  

％に調整した餌により継続飼育されたヤケヒョウヒダニ∂ermαと－  

opんαgO∠des p土eroり購読揖（東京女子医大系）を使用した。  

生ダニの分離は佐々らの方法7）に準じた。   

脂肪酸標準品，ホスファチジルコリン（PC），コレステロー  

ルはSigma社より購入した。トリオレイン，ジオレイン（1，2－  

ジオレインと1，3－ジオレイン混合物），モノオレイン，オレイ  

ン酸は北海道大学水産学部の板橋豊博士より分与された。1，2－  

〔1－14C〕dipalmitoylphosphatidylcholine，lrpalmito－  

yl－2 －〔1－14C〕palmitoylphosphatidylch01ineは  

AmershamJapan社のものを用いた。他の一般試薬は特級を  

用いた。シリカゲルプレート（20Ⅹ20cm，0．25m¶，メルク社）  

は1200C，2時間焼いて活性化させた。  

Ⅲ．実験方法  

1．試料の調製   

生ダニと培地を200mゼ容の分液ロートに移し飽和食塩水を加え  

よく振り混ぜ，沈澱する培地とダニの死骸などを除去し，上浦の  

みを取り出した。下層が透明で汚れがなくなるまでこれを数回繰  

り返し，上清中に浮遊してくる生ダニを利用した。なお，この浮遊物  

中の生ダニ量は，約幻．4％で，残りは死ダニがほとんどであった。   

PLase活性憶測定用のサンプル調製はSchalkwijk8）らの方法  

に従った。分離したダニに0．25M sucrose，1mM EDTA，1  

mM EGTA，50FLM sodium fluoride，10FLMleupeptln，  

Ⅰ．はじめに  

ヒョウヒダニは家の中の塵の中にいるダニで，そのタンパク抗  

原によるスクラッチテストや皮内反応で高い陽性率が得られる事  

からアレルギー抗原として注目を集めている‖Z）。これまでにダニ  

アレルゲンとしてはダニ由来タンパク質が第7群まで知られ，そ  

の遺伝子のクローニングもすでに行われている3）4）が，その他のア  

レルゲンに関しては解明されていない。最近，桜井ら1）は，皮膚  

貼付試験結果からヒョウダニの脂質画分が皮膚炎患者のアレルギー  

抗原になりうることを報告しており，ダニ脂質のアレルギーヘの  

関与が新たな問題となっている。   

ホスホリパーゼ（PLase）は，消化酵素として魚類や哺乳類  

などの膵臓に存在するS）ばかりでなく他の細胞にも存在し，炎症  

のメデイエーターと考えられているエイコサイノド代謝を司る重  

要な酵素として知られている。本酵素の存在は，すでにマダニや  

ハエ等の節足動物でも知られている6）が，ヒョウヒダニについて  

は不明である。   

もし，ヒョウヒダニでもPLaseによりリン脂質からアラキド  

ン酸（AA，20：4，n－6）の遊離が生じ，炎症と関連する脂  

質関連代謝物質がダニ体内あるいはダニの付着したヒトの局所で  

生産されるのであれば，それがアレルギーの発現と関連あるかも  

しれないと考え，ダニのPLaseAの活性測定を試みた。また，ヒョ  

ウヒダニの脂質組成，脂肪酸組成を調べ，アレルギー発現におけ  

る脂質の関与の可能性について考察した。  

■■  
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0．15mM phenylmethane sulfonylfluorideを含んだ50mM  

HEPES緩衝液（pH7．4）を加えホモジナイズし，5，000×g，  

15分間遠心し，上浦を得た。さらに水で5倍に希釈したものを酵  

素活性の測定に用いた。  

2．ダニの租脂肪量と脂質分画  

一定量のダニから，0．001％の抗酸化剤（BHT）を含むクロ  

ロホルムーメタノール（2：1）により脂質を抽出し，一部は租  

脂肪の定量に用いた。ルソボに入れたクロロホルム抽出液を120  

0c，1時間加熱し，ルツボの加熱前後の重量差を粗脂肪量として  

表した。残りの抽出脂質をシリカゲルプレートに涜付し，展開溶  

媒として石油エーテル／ジュチルエーテル／酢酸（74：15：1）  

を用い薄層クロマトグラフィー（TLC）にて脂質の分画を行っ  

た。脂質の検出は硫酸／無水エタノール（50：50）を噴霧，180  

Ocにて10分加熱した後，TLCス’キヤナー（CS－910，島津製  

作所）にて濃度を測定した。なお，ジグリセリド（DG）異性体  

の確認は，ベンゼン／ジュチルエーテル／／／′酢酸エチル／／／酢酸（釦：  

′■10：10：0．2）を展開溶媒に用いたTLC9）による標準品のR憎  

との一致によった。  

3．脂肪酸の測定  

月旨質分画を行ったシリカゲルプレートから各脂質画分のゲルを  

かき取り，6％硫酸，0．001％BHTを含むメタノールを加え，  

70ロC，45分間反応させることによりメチル化を行った。脂肪酸メ  

チルエステルの分析は，GC14Aガスクロマトグラフ（島津製作  

所）を用いた。測定条件は，カラム；SP－2330キヤピラリーカ  

ラム（0．32Ⅲ皿i．d．x30m，スペルコ社），測定温度；注入部位温  

度（250℃），カラム温度（10分間1600cその後1分間あたり4  

0cずつ200Ccまで昇温），検出器；FID，キャリアーガス；ヘリ  

ウム（0．56短／ポ）であった。  

4．PLase Aの活性測定  

Nalboneら10）の方法に従った。すなわち，0．93KBq2－〔1  

－‖C〕palmitoylphosphatidylcholine（14C－PC）を基質  

に用い，5mM CaC12，0．3％のデオキシコール酸ナトリウム，  

5／∠ゼのダニ抽出物，50mM緩衝液（HCl－ベロナールナトリ  

ウムー酢酸緩衝液，pH2～10）を加え，反応液量を0．53mgにし  

た。370cで反応させた後3mgのクロロホルムーメタノール（2：  

1）と5／ノゼの1N HClを加え，反応を止めた。遠心によりク  

ロロホルム層を分取後，Nzで溶媒を除いた後，得られた脂質を  

TLCにて分画した。TLCをクロロホルム／メタノール／水  

（65：35：5，Ⅴ／v／v）にて原点より9cm展開させ，N2下で十  

分乾燥させた後，ヘブタン／ジュチルエーテル／ギ酸（90：60：  

4，Ⅴ／v／v）にて原点より同方向に18cm展開させた。ラジオ活  

性物質をイメージスキャナにて確認した後，リゾホスファチジル  

コリン（1yso PC），遊離脂肪酸（FFA），ジグリセ1）ド（D  

G），モノグリセリド（MG）に相当するゲルをかきとり，シン  

チレーションバイアルに入れ，メタノール／1N HCl（150：  

1）1mgとシンチレ一夕ー5mgを加えラジオ活性を液体シンナ  

レhションカウンターにより測定した。PLase Al，PLase A2  

の活性値はPC代謝産物の生成量から，Nalboneら10）の考案した  

計算式によって求めた。   

5．タンパク質の測定   

牛アルブミンを標準に用い，Bi？一Ra亘タンパク質測定用キッ  

トで測定した。  

Ⅳ．実験結果  

ヤケヒョウヒダニの湿重量100g当たりの租脂肪量は4．55g  

（2回測定の平均値）であった。脂質構成はトリグリセリド（T  

G）49．1％，遊離脂肪酸（FFA）26％，ステロール（ST）  

12．1％，リン脂質（PL）6．3％，ステロールエステル（ST－  

E s）6．2％，未知物質0．5％であった。未知物質は，ステロー  

ルと遊離脂肪酸の間に検出された。   

総脂質および各脂質クラス中の脂肪酸組成はTablelに示した。  

Tablel．Fatty acid compositions8in diet andlipids of  
βermαfopんαgOidesp己ero乃ツSSf花山S  

βermαとOp九αgOよdespfe／・0几ツS5i花uざ  
Fatty acid  Diet   

Total  PL  TG  FFA  

ND  

l．30  

ND  

O．75  

18．89  

45．91  

ND  

31．84  

0．67  

ND   

O．82  

ND  

ND  

0．81  1．47  

21．64  2．23  

0．15  0．07  

5．25  1．92  

4．42  16．35  

18．05  50．81  

1．18  ND  

33．73  19．78   

2．78  1．08  

1．80  0．12   

0．19  0．47  

1．48  0．20  

1．49  ND  

2．31  1．35  

2．92  3．97  

0．31  0．10  

2．58  1．92  

16．29  22．33  

59．03  45．10  

ND  O．44  

7．46  13．88  

1．62  1．27  

0．31  0．15   

0．21  0．41  

0．08  ND  

ND  ND  

14：0  

16：0   
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（n－9）  

（n－7）  

（n－－6）  

（n－3）  

（n－7，9）  

（n－6）  

（n－3）  

（n－3）  

18：  

18：  

18：  

18：  

20：  

20：  

20：  

22：  

21．53  27．65  

62．23  47．70  

9．37  15．55  

6．87  9．10   

Saturated  

Monoene  

Polyene  

Unknown  

26．87  20．05  

26．44  52．92  

39，67  21．53  

7．03  5．50  

20．18  

46．66  

33．33  

0．82  

a：Weight％  
ND：nOt detected．  

PL：Phospholipid，TG：triglyceride，FFA：free fatty acid・  
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総脂質中に含まれる主要な脂肪酸は18：1（n－9）50．81％，  

18：2（n－6）19．8％．18：0 16．35 ％であり，16：0  

2．23％．16：1（n－9）1．92％，14：01．47％がこれらに続  

いた。エイコサノイドの前駆物質であるAA（20：4，n－6）  

の割合はFFA（0．41％），TG（0，2％），に比べPL（0．82％）  

で高かった。   

ダニサンプルをpH8．0において異なる温度（25，37，45，55，  

70℃）下で1▲C－PCと反応させた際．生成された主要な代謝産  

物は1ysoPC，DG，FFAであった（Fig．1）。   

温度によるIysoPC，MG，DG．FFAの生成量の推移を  

Fig．2に示した。  

産生したDGが1，2LDGか1．3－DGであるかを確認する  

ため標準品とともにTLCにて分画したところ，1，2－DGと  

一鼓した。   

ダニの37℃でのpHによるPLase AlとA2の活性値の推移を  

Fig．4に示した。pH5以下では活性を示さなかった。PLase  

Al，PLase Azともに圭適pHはpH8～pH9であった。  
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Fig．3 Changes of PLase A activitiesin mites at  
Various temperatures．  

（
∪
盲
＼
ぎ
＼
〇
一
〇
星
）
 
ヱ
；
；
U
 
O
こ
芯
監
s
 
 

0
 
0
 
0
（
U
 
O
 
O
 
O
 
O
 
 

「
′
 
£
V
 
5
 
4
 
3
 
2
 
1
 
 

Fig．1The productions of PC metabolites separated  
in30min．by TLC．  
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Fig，4 Changes of PLase A activitiesin mites at  

Various pH．   

PLaseA活性のCa依存性について調べたところ，PLase Al  

はCa添加により活性値が増加し，5mMの時最高値であった  

（Table2）。PLase A2の活性値は5mMまでは余り変化が無かっ  

たが，10mM添加ではC a無添加の1／2に低下した。  

Table2 Effect of Ca2＋on the PLaseA．and PLase  

activity（pmole／min．）．  
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37  45  55  

temperature（℃）  

－ysoPC  ＿ ・   

Fig．2 Changes oflysoPC．MG．DG and FFA produc－  

tionsin mites at various temparature．  
Emzyme samples were reacted with 2L〔‖C〕－  

PC for30min  

lysoPCは250c，70℃でそれぞれ6．87，7．19pmoleと少なく，  

55℃の時30．06pmoleと最高値を示した。   

FFAは25℃，70℃では1pmole以下であったが．55℃で最  

高値（5．69pmole）を示した。DGは55℃，70℃では1pmole  

以下であったが．45℃で2．11pmoleと最高値を示した。MGは  

ほとんど生成されず全ての温度で1pmole以下であった。   

なお．25，37，45℃でのPLase Al，A2活性値の変化はFig．  

3に示したとおりであった。PLase A．はPLase A2に比べ温度  

が高いほど活性値が高かったが，PLase A2は温度の変化に影響  

されなかった。  

CaC12（－） CaC125mM CaC1210mM  
PLaseA1  29．00  116．44  60．95  

PLaseA2  21．01  19．89  1l．38  

＊ Assayed at pH8 and37℃  

V．考  察  

ダニの脂質構成，脂肪酸組成については，マダニAmわ～ッommα  

αmer∠cα几昆mの唾液腺について詳細に報告されている13J。ヤケ  

ヒョウヒダニの脂質構成比（TG＞FFA＞ST＞PL）はマダ  

－36－   



ヤケヒョウヒダニ（かermαね函αgO∠de5月とero几ツ55∠几比丘）の脂肪酸組成とホスホリパーゼ活性について  

ニ唾液腺のそれ（ST＞FFA＞PL＞TG）と異なっていた。  

しかし，FFA，STの総脂質に占める割合が大きいという点で  

は一致していた。   

マダニの唾液腺中には約8％のAA（20：4．n－6）が含ま  

れると報告されているが，ヤケヒョウヒダニでは0．47％と非常に  

低かった。AAは，その代謝産物が動物細胞で種々の生理活性作  

用を示す重要な脂肪酸である。そのため，細胞内での組成比率が  

問題にされる。今回ヤケヒョウヒダニでAAの比率がマダニに比  

べ低かった理由の1つに，餌の脂肪酸組成の差が考えられる。マ  

ダニはAAを多く含んだ宿主の動物の血液を餌とするが，今回の  

ダニの餌はAAを殆ど含んでいなかった。にもかかわらず，ダニ  

体内の総脂肪酸に対するAAの割合（0．47％）は餌（0．19％）に  

比べ高く，PL中では0．8％とさらに高値を示した。これは，ダ  

ニ体内でAAがわずかながらも合成されていることを示すもので  

あった。アレルギーの原因となる家の塵の中でのヤケヒョウヒダ  

ニはヒトの脱落表皮を軌こしていると考えられている。AAの動  

物細胞での組成は餌の組成を反映するため，このような条件下で  

メデイエーターとして注目されており13）14），粘膜で生ずるヒョウ  

ヒダニの関与するアレルギ，の発症に，ヒョウヒダニのPLase C  

が何らかの役割を果たしている可能性も否定できない。   

PLase Al，A2は哺乳類の細胞やヘビ，ハチの毒嚢に多く含  

まれ，アレルギーと深く関係している事が知られている15）。また，  

ダニの脂質がアレルゲンになるという報告も桜井ら】）によりなさ  

れているc今回確認されたPLase Al，PLase A2およびpLase C  

とダニのアレルギーとの関与についてはアラキドン酸代謝を含め，  

今後深く研究する必要があろう。   

以上，ヒョウヒダニにもマダニと同様PLase Al，PLase A2，  

PLase Cが存在する事が明らかになり，これら酵素がダニの生  

存に重要な役割を果たしているものと思われた。これら酵素の至  

適温鼠 至適pHはマダニのそれと類似していた。一方，AAを  

殆ど含まない餌で飼育されたヒョウヒダニではAAの全脂肪酸に  

対する割合は極めて低かった。今後，室内塵で飼育されたヒョウ  

ヒダニの脂肪酸組成を調べることは，アレルギーの発現と脂質関  

連物質の関係を解明する上で必要と思われた。  
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飼育されたダニの脂肪酸組成は今回の組成とは異なっているのか  

もしれない。今後，室内塵で飼育されたダニの脂肪酸組成を調べ  

ることは，ダニアレルギーの発症とアラキドン酸代謝との関連を  

究明する上で重要である。  

一方，16：0／18：0，16：0／18：1（n－9）が餌ではそ  

れぞれ4．9，1．2であったが，ヒョウヒダニの総脂質中ではそれぞ  

れ0．1，0．04であった。この値はヒョウヒダニでエロンゲーショ  

ンやデサチュレーションにより16：0から18：1（n－9）への  

生合成が行われていることを示すものと考えられた。動物では上  

12デサチュラーゼを欠くため．18：1（n－9）から18：2（n－  

6）の合成はできないと考えられている13）。18：1（n－9）が  

18：2（n－6）に比べ高値であった結果は，ヒョウヒダニも例  

外なく18：1（n－9）から18：2（n－6）の合成系を欠いて  

おり，18：2（n－6）が餌に由来することを示唆するものと考  

えられた。18：2（n－6）の多くはPL中に取り込まれていた  

′■ が，この結果はマダニの唾液腺でラベルされたリノール酸の殆  
どがPL中に取り込まれたという報告6）と一致した。  

アレ）L／ギーを含む多くの炎症の発症過程では，PLase A．，  

PLase A2，PLase Cなどの脂質分解酵素がkey enzymeの一  

つと考えられている。本実験でPLase A】の活性値がPLase A2  

より高かった事実は，ヒョウヒダニにおけるリン脂質の加水分解  

がPLase A2よりむしろPLase Alに依存していることを示すも  

のであった。ヒョウヒダニによるP Cからの主要代謝物として  

1ysoPC，FFAに次ぐ濃度の1，2－DGが生成された事実．  

MGがDGに約20分遅れて生成された事実，lysoPC，FFA  

生成の至適温度（45、550c）とDG生成の至適温度（25～450c）  

が異なっていた事実は，ヒョウヒダニにPLase Cが存在し，  

PC→DG－→MGの経路が重要なリン脂質代謝系であることを示  

すものと考えられた。すでにマダニではPLase Cの存在が確認  

されているが，ヒョウヒダニにもマダニ類の唾液腺と同様に，  

PLase Cが存在する可能性が示された事実は，ヒョウヒダニや  

マダニのような節足動物ではPLase Aと同様PLase Cも生理  

学的に重要な役割を果たしている事を示している。PLase Cに  

よるリン脂質からの生成物（DGヤIP3）は細胞内での重要な  
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