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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Introduction

　　　It　has　been　known　that　lung　tissues　contain　a　large　amount　of　dipalmitoyl　lecithin

as　a　pulmonary　surfactant．

　　　Previous　worl｛si）’2）　in　our　laboratory　revealed　a　relatively　high　incorporation　of

labeled　palmitic　acid　or　palmitoyl－GPC　into　a　satt1rated　species　of　lecithin　in　rat　lung

slices　in　comparison　with　other　species　and　it　was　in　part　elucidated　with　the　involve－

ment　of　the　enzyme　catalyzing　the　acyltransfer　between　two　molecules　of　lysolecithin3N5）．

However，　other　investigators6）T7）　suggested　that　the　aeylCoA：　lysolecithin　acyltransferase

has　an　important　role　on　synthesizing　the　saturated　species　of　lecithin　in　lung．

　　　In　the　present　paper，　the　acylation　Qf　lysolecithin　with　various　fatty　acids　was

investigated　both　in　lung　and　liver　microsomes．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Materials　and　Methods

　　Chemicals

　　　（9，　10－3H2）palmitic　acid　and　（1－i4C）　linoleic　acid　were　purchased　from　The　Radio－

chemical　Centre，　Amersham，　Bucks．，　U．　K．　ATP　disodium　salt，　coenzyme　A，　oleic

acid，　linoleic　acid　and　arachidonic　acid　were　bought　from　Sigma　Chemical　Co．，　St．

Louis，　Mo．，　U．SA

　　Preparation　of　microsomes

　　　Wistar　rats，　weighing　about　200　g　were　killed　by　exsanguination．　Microsomal　frac－

tion　was　prepared　from　lung　and　liver　tissues　according　to　the　procedures　described　by

Van　den　Bosch　et　al．S）　Microsomal　pellet　was　rinsed　twice・　with　O．125　MKCI－O．！　MTris

pH　7．4　and　suspended　in　the　same　buffer　at　a　concentration　of　．？．　mg　protein　per　me．

The　suspension　was　divided　into　small　portions　and　stored　at　一20CC　until　use．

　　Preparation　of　substrates

　　　Non－labeled　lysolecithin　was　prepared　from　egg　lecithin　by　hydrolysis　with　Crotalas

adafnanteus　venom．　！一く9，　10－3H2）palmitoyl－GPC　was　prepared　by　hydrolysis　of　1一（9，　！0－

3H2）palmitoyl　lecithin　which　was　synthesized　from　beef　heart　plasmalogenic　lecithin

according　to　the　procedure　of　Robertson　and　Lands9）．　Lysolecithins　were　purified　by

TLC　and　stored　at　一20bC　in　chloroform．　An　aliquot　of　the　chloroform　solution　was

evaporated　in　a　nitrocellulose　tube　under　a　stream　of　N2，　buffer　solution　was　poured

Abbreviations

　GPC，　glycerylphosphoryl　choline

　TLC，　thin－layer　chromatography
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into　the　tube　and　sonicated　at　IA　for　？“　min　in　a　Kubota　lnsonator　Model　200　M　to

make　a　working　solution　of　lysolecithin　at　O．2　mM．

　　　Fatty　acid　mixtures　were　prepared　from　rat　liver　lecithin　after　mild　alkaline　hydrol－

ysis．　The　fatty　acid　composition　was　as　follows；　14：0，　8．1％；　16：0，　21．7％；　18：0，

24．29（o；　18：1，　8．79（o；　18：2，　14．19（o　and　20：4，　23．19to．　Emulsion　of　fatty　acid　was　prepared

by　sonication　in　Tris－HCI　buffer　pH　7．4　at　a　concentration　of　O．5　mM　just　before　use．

　　Determination　of　the　acyltransferase　reaction

　　　　The　incubation　mixture　contained，　unless　otherwise　stated，　80　／t　moles　of　Tris－HCI

pH　7．4，　95　nmoles　of　1一（9，　10－3H2）palmitoyl－GPC，　200　nmoles　of　fatty　acids，　10　／．t　moles　of

MgCI2，　！0．s．i　moles　of　ATP，　200　nmoles　of　CoA　and　O．5　mg　of　microsomal　protein　in　a

total　volume　of　1．0　me．

　　　　In　experiments　where　the　labeled　fatty　acids　were　used，　the　mixture　contained

80／trnoles　of　Tris－HCI　pH　7．4，　190　nmoles　of　1－acyl－GPC，　80　nmoles　of　（9，　10－3H2）

palmitic　acid　and　80　nmoles　of　（1－i4C）　linoleic　acid，　！0　／．tmoles　of　MgC12，　10　，timoles　of

ATP，　200　nmoles　of　CoA　and　O．2　mg　of　microsomal　protein　in　a　final　volurne　of　1．0　me．

After　the　indicated　periods　of　incubation　at　370C　in　a　shaking　water　bath，　the　reaction

was　stopped　by　the　addition　of　2　vol．　of　chloroform－methanol　（1：4，　v／v）　and　the　lipids

were　extracted　by　successive　additions　of　6　vol．　of　chloroform－methanol　（4　：　1，　v／v）　and　O．6

vol．　of　water．　Lecithin，　lysolecithin　and　free　fatty　acids　were　isolated　by　TLC　on　Kiesel

gel　G．　Lecithin　was　fractionated　into　various　molecular　species　after　conversion　into

1，　2一　一diglyceride　with　phospholipase　C　from　Cl．　IJVelchii，　followed　by　TLC　on　AgNO3－

impregnated　plates．

　　　　Radioactive　spots　were　scraped　into　counting　vials　containing　10　me　of　the　dioxane

scintillation　fluid　described　by　SnyderiO）．　The　radioactivity　was　measured　by　Horiba

liquicl　scintillation　spectrometer　model　LS－500．　Reaction　rate　was　estimated　from　the

percentage　of　the　radioactivity　transferred　into　lecithin．

　　　In　experiments　in　which　3H一　and　i4C－labeled　fatty　acids　were　used　or　subfractiona－

tion　of　lecithin　were　carried　out，　the　lecithins　were　eluted　from　the　silica　with　a　solvent

described　by　Arvidsonii）．　After　evaporation　of　the　solvent，　10　me　of　toluene　scintillation

fiuid　was　added　and　counted．

　　　Protein　was　determined　by　the　method　of　Lowry　et　al．i2）　and　phosphorus　was　by

Bartlett’s　methodi3）．　Free　fatty　acid　was　determined　colorimetrically　according　to　the

method　of　ltaya　and　Ui’‘）．

Results　and　Discussion

　　　Time　courses　of　the　acylation　of　1一（3H）palmitoyl－GPC　in　lung　and　liver　microsomes

were　shown　in　Fig．　1．　When　ATP　and　CoA　were　omitted，　no　acylation　was　observed．

However，　a　considerable　formation　of　lecithin　occurred　in　the　absence　of　the　exogenous

fatty　acids　suggesting　the　acylation　using　endogenous　fatty　acids　took　place．　（c．f．　Table

1）．　The　contents　of　free　fatty　acids　in　lung　and　liver　microsomes　were　35　nmoles　and

55　nmoles　per　mg　of　protein，　respectively．　The　effect　of　protein　concentration　was

studied　under　the　addition　of　free　fatty　acids　（Fig．　2）．　The　rate　of　acylation　in　lung

was　far　below　the　rate　in　liver　rnicrosomes．　lt　was　noted　that　the　acylation　of
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ly・・1ecithi・i・liver　mi・・…m・・w・・　　　、。ng　　　　・・…

af「ected　signi丘cantly　with　the　composi．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　　　　　　　　　　　　　100

tion　of　the　exogenous　fatty　acid　added　　　三　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2

in　the　medium，　while　in　lung　it　was　g　　　　　　　　　　　　　　　　　．

constant　even　if　the　compositions　of　冒　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　　。

、h，、urr。。ndi。g　f。，，y　acid，　were　v。，i。d亘25　　．　．50’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
（Table　1）．　Greater　the　amount　of　pal，　匡

mitic　acid　in　the　mixture，10wer　the

acyl・・i・n・f　l…1eci・hi・w・・i・liver・　o・丁、A9、。、A3・・D・，、謡ρ、。、，1、2。

　　　　The　distribution　of　isotope　in　var一　　　　　　　　　　賃囎t江田i。瓢i隻1Lf，1倉

ious　molecular　species　of　lecithin　for－　　　　　　　　　　　　　x一“c　with。ut　ATP『c。A

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：F三g．1　．Time　courses　of　lecithin　formation　from
med　was　studied　by　AgNO3－impreg－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1一（9，10－3H2）palmitroyl　GPC

anted　TLC　after　the　in6ubation　for　15
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1ncubation　　lnixture　contained　　8Qμlnoles　　of

mi・（T・bl・2）・Th・・at・・at・d－m・n・一T，i、．HCI　pH　7．4，・0／＿1es。f　ATP，2・・…1・・

enoic　fractions　in　lung　had　the　greatest　　of　CoA，10　ft　moles　of　MgCI2，70　nmo．les　of　1－19，

radioactivity　among　other　species　ex．　　10－3H2）palmitoyl　GPC，200　nmoles　of　fatty　acid

cep・w・・n・・ach・d・n・c　ac・d　was　s・・gl・艦31。窟1註2濫ρf湿i：畿。翻「：1曽脇O

added　in　the　incubation　medium．　In　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　tion，　an　aliquot（0．2　m4）was　pipetted　off　and　lipids

the　latter　case，1一（3H）palmitoyl－GPC　　were　extracted　as　described　in　the　text．

was　predominantly　acylated　into　tetra－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Liver

enoic　fraction．　The　preference　of　ar．

achidonic　acid　for　the　acyltransferase　　曾20　　　　　　　　　　　　　　　50

was　more　evident　in　liver　microsomes　歪
，。i。，・d，dwi・h・h。d。・arep・…db，詣

other　investigators15～17）．　However，　the　　蓋10　　　　　　　　　　　　25
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0acylation　of　arachidonic　acid　in　lung　　　睾

microsomes　was　less　preferencial　as　’lx

c．ompared　with　palmitic　acid．　A　sig一

・・丘・an・・p・・k・・f・・lm…cac・d・…　。、。fl。、），，9a、。畠、．1’Xgi．。1。

2－positions　of　lecithin　in　lung　by　acy1－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Hg．2　　Effect　of　protein　concentration　on　the

CoA：lysolecithin　acyltransferase　was　　　　　　acylation　of　1一（9，10－3H2）palmitoyl　GPC

also　reported　by　Frosorono　e彦al・6）and　　　　Incubation　conditions　were　the　same　as　de－

Vereyken　et　al．7）．　A．　considerable　for－　　scribed　in　a　legend　of　Fig．1except．the　concen－

mation　of　saturated－monoenoic　lecithin　　tration　of　microsomal　protein　were　varied・Incu－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　bation　was　carried　out　at　37。C　for　15　min．

observed　in　the　absence　of　external

fatty　acids　might　be　accounted　for　a　higher　distribution　of　palmitic　acid　among　the

endogenous　free　fatty　acids（Table　3）．

　　　Time　courses　of　the　acylation　of　1－acyl　GPC　with　（3H）　palmitic　acid　and　（i‘C）linoleic

acid　were　presented　in　Fig．　3．　Although　a　higher　incorporation　of　linoleic　acid　into

lecithin　in　lung　was　observed，　the　amount　of　the　lecithin　acylated　with　linoleic　acjd

was　about　one－third　of　that　acylated　in　1’iver　microsomes．　As　regards　palmitic　acid

incorporation，　nearly　the　same　amount　of　lecithin　was　formed　in　lung　as　well　as　in

liver．　The　similar　data　were　reported　by　Vereyken　et　al．7）．　lt　was　suggested　from　the
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Fatty　acids　added　（，tnM） Lung　Livern　molesfmg　protein／15　min

　None

rvlixture±・

　LO：4

　20：4
　16：0

　20：4
　　16：0

　2・　O：4

　　16：0

　　16：0

Lteo

200

150
50

100
！00

50
150

200

20L9±5．23　（5）

23．6　i一一・　3．98　（5）

25，1±O，75　（3）

23．9±3．08　（3）

24．3±1．70　（［3）

21．8　±・　2．7e　（3）

24．7　±2．85　（3）

53．2±16．41　（4）

80．7±　8．9！　〈5）

73，3，　62．4

34．8

22．9，　21．4

15．9

8，7， 5．6

mean　value±　stardard　deviation

＊　The　fatty　acid　mixture　was　obtained　from　rat　liver　lecithin　after　mild　alkalin’e　hydrolysis．

　　　The　fatty　acicl　cornposition　was　as　follows；

　　　14：0，　8．19（o　16：0，　2！．79（o　18：0，　24．29to　18：1，　8．79（o　！8：2，　14．！9（e　20：4，　23．19（o

　　　Figures　in　parentheses．　shovvT　the　numbers　of　experiments．

　　　The　experimental　conditions　were　described　in　the　text．

Table　2 Isotope　distribtttion　（90）　ilnto　vai’iotts

after　incttbatioit　of“　nticrosoines　zvith

．o’撃凾モ?ｉ’o－3一　PhosPhot’ylcholine

・JnoleculaJ一　sPecies　of　lecithin

．1一［9，10－3H2ユpalmtTt・メーs21一

Fatty　acids
added　（x．tM）

Numbers
of　expt・　S M

Lung

D　　　T H
Numbers
of　expt・　s M

Liver

D　　　T 宜

None

Mixture＊　200

20：4

20：4
16：0

20：4
16：0

LO：4
16：0

16：0

200

150
50

100
100

50
150

200，

8

3

3

3

3

’3

48．5　！7．8

　　83，2

33，5　21．6

　　49．4

　±4．55

　　40．8

　±O．37

　　73．2

　±6．4！

　　82，9

　±4，39

　　84．1

　±6．26

　　8！8

　±7．34

！8．5

10，4

20，9

18．0

±4．43

　7．0

±O．70

　4．9
±　1．25

　　3．9

±1，13

　3．9

±L13

　8，3

±3．24

　　14．9

6．9

16．5

2・　5．3

±・　4．93

48，4

±1．04

20．2
±・　5．50

11．7

±3．74

1LO
±5．49

　7．9

±2，23

　　1．3

　　7．4

　　5．7

±1．83

　　3．2

±　O．76’

　　1．5

士0．96

　幽！．1

±O．57

　0．8

±O．64

　1．2

±O，36

9

2

L）

2

30．7　1！．1

　　42．8

13．3　5．9

　　21ユ

　±6．56

　　　9．2

　±2．9

32，1

　36．6
±・　10．0

42．3

43．2

±1．3

19．6

20．9

34．8

46．8

±6．16

12．1

±5．9

18．0

　　38．5

24．0

44，3

26．0

±6．：34

74．0

±　8．4

41，6

16．5　41．1
±3，4　±11．0

18．6

22．3

±2．1

30．9

28．3

±2．1

　7．9

　1，6

　4．7

±O．46

　4．5

±O．3

8．3

　5．5

±　1．9

　8．13

　5，5

±2．0

＊　Fatty　acid　composition　was　same　as　in　Table　！．

　　S：　saturated　M：　monoenoic　D：　dienoic T：　tetraenoic H：　hexaenoic　species

；
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Table　3

Acyltransferase　in　Rat　Lung　and　Liver

Composition　of　tlze　endogenous　fi’ee　f’att：！．，　acids　in

lt〃t9α厩liz，ei’ノ〃ノビ・一〇∫o’〃。・s

Sapporo　Med．　J．

Fatty　acids 14：0 16：0 18：0 18：1 18：2 20：4

Lung　Ms

Liver　Ms

8．O

trace

　　mole　90

56．6　10．6
45．6　！9．8

！7．7

14，6

7．0

13．6

trace

6．4

　　　　　Microsomal　lipids　were　extracted　by　the　procedure　described　．in　the　text．　Free　fatty

　　　　acid＄　xKrere　isolated　by　TLC　and　mole　percent　was　estimated　from　the　data　obtained　by

　　　　gas－liquid　chromatographic　analysis．

present　data　that　the　lung　acyltransfe一

rase　was　capable　of　selecting　palmitic

acid　for　the　acylation　of　1－acyl　GPC

among　other　fatty　acids　in　spite　of　the

appreciable　existence　of　unsaturated

fatty　acids　which　was　primarily　used

for　the　acylation　in　liver　microsomes．

However，　the　rate　of　acylation　seemed

to　be　so　low　to　elucidate　a　high　con－

tent　of　dipalmitoyl　lecithin　in　lung．

　　　　The　acyltransfer　reaction　observed

in　the　present　work　was　catalyzed　with

multiple　enzyme　systems　such　as　fatty

acyl　CoA　synthetase　and　acyltransfe－

rase．　lt　has　been　reported　by　other

workersi3”9）　that　fatty　acyl　CoA　syn－

thetase　in　liver　particles　was　not　a　rate

limiting　step　for　the　incorporation　of

fatty　acids　into　lecithin　molecules．

More　precise　investigation　using　several

acylCoA　would　be　necessary　for　clari－

fying　the　role　of　acyl　CoA：　lysoleci－

thin　acyltransferase　on　the　synthesis　of

dipalmitoyl－lecithin　in　lung．
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　　　　　　　wt10　T5　O　im10　15
　　　　　　　　　　　　　　　　　　Time　（min　）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o一一〇　16：0

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b一一一A　18：2

　Fig．　3　Acylation　of　1－acyl　GPC　with　labeled

　　　　　　　　fatty　acids．

　　Incubation　mixture　contained　80　tt　rnoles　of　Tris－

HCI　pH　7．4，　！0　，Lt　moles　of　ATP，　200　nmoles　of

CoA，　10／t　moles　of　MgC12，　190　nmoles　of　ltacyl

GPC，　80　nmoles　of　both　（9，　10－3H2）　palmitic　acid　and

（1」4C）linoleic　acid　and　O．！7－0．25　mg　of皿icrosomal

protein　in　a　final　volume　of　1．0　me．　At　each　pe－

riod　of　incubation，　aliquots（0．25　mのwere　pipetted

off　and　lipids　were　extracted　as　described　in　the

text．　A　half　range　of　the　standard　deviation

obtained　from　eight　series　of　experimentg．　was

also　represented．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　　　The　acylation　of　lysolecithin　with　various　fatty　acids　was　investigated　in　rat　lung

and　liver　microsomes．

　　　　In　lung　microsomes，　the　rate　of　the　synthesis　of　lecithin　from　1一（9，　10－3H2）　palmitoyl－

GPC　and　fatty　acid　mixtures　was　slow　but　constant　even　when　the　compositions　of　the

exogenous　fatty　acids　were　varied．　Palmitic　acid　was　appreciably　incorporated　into　a

saturated　species　of　lecithin．

　　　　In　contrast，　in　liver　microsomes，　arachidonic　acid　was　primarily　incorporated　into

tetraenoic　species　of　lecithin　and　the　rate　of　acylation　was　gradually　decreased　with
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the　increase　in　palmitic　acid　content　in　the　incubation　medium．　lt　seems　unlikely　that

a　large　arnount　of　dipalmitoyl　lecithin　in　lung　was　mainly　synthesized　by　the　acylCoA　：

1ysolecithin　acyltransferase　pathway．　　　　　　　　　　　　　　　（Received　october，25．ユg73）
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