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研究成果の概要（和文）：食品中機能性成分の多くは代謝物として生体に留まるが、その代謝物としての機能発
現機構の詳細は明らかにされていない。本研究では、これら機能発現解明に必要な酵素合成フラボノイド抱合代
謝物標準品の網羅的な合成システムを確立し、複数のポリフェノールについてグルクロン酸、硫酸基およびメチ
ル基抱合代謝物ライブラリーを構築した。さらに、得られた抱合代謝物標準品を用いて、腸管において機能する
腸内細菌由来加水分解酵素の網羅的探索と機能解析によるフラボノイド抱合代謝への関与を示唆する成果を得
た。

研究成果の概要（英文）：Most of functional ingredients out of the food are confined to the living 
body as　some  metabolites, but the details of the onset of function mechanism as the metabolites 
are not clarified. In this study, enzyme-based synthetic platform of flavonoid conjugates were 
established using xenobiotic metabolizing enzymes-expressing budding yeast cell. Conjugates of 
several polyphenol were synthesized to glucuronides, sulfates, and methyl conjugates necessary for 
elucidation of molecular mechanism of functional foods for physiological role via 
conjugation-deconjugation process of dietary compounds.

研究分野： 異物代謝生化学

キーワード： ポリフェノール　抱合代謝物　出芽酵母　UDP-グルクロン-酸転移酵素　硫酸転移酵素　腸内細菌　脱抱
合　グルクロニダーゼ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
フラボノイドなどの食品中機能性成分が示す生理作用は医薬品の代替成分として注目されているが、これら化合
物は生体にとっては異物であり生体利用率が低く体内への吸収は極めて低い。体内にとどまる形態としては抱合
体であることが近年明らかとなり、抱合体における機能性成分の効果発現の科学的エビデンス確立が求められて
いる。本研究成果は生体における低分子化合物に対する異物代謝の分子基盤の解明につながるとともに、ヒトを
含めた生物に対する食品中機能性成分の作用機序解明にも貢献するものである。

※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 

（１）機能性解明における抱合代謝の重要性 

これからの超高齢社会における疾病予防、健康維持は、生活の質の維持や医療費抑制の観

点からも国家レベルでの急務であり、フラボノイドなどの食品中機能性成分が示す生理作

用は医薬品の代替成分として注目されている。しかしながら、これら化合物は植物二次代謝

産物として生体にとっては異物であり生体利用率が低く体内への吸収は極めて低いことが

知られる。体内にとどまる形態としては抱合体であることが近年明らかとなり、抱合体にお

ける機能性成分の効果発現の科学的エビデンス確立が求められている。 

（２）体内動態を規定する腸内細菌の可能性 

機能性成分の多くはポリフェノール化合物として複数の水酸基を有しており、異物代謝

酵素によってグルクロン酸や硫酸基が転移された抱合体に変換され、胆汁や尿中に排泄さ

れる。胆汁中の抱合体は腸管に排出された後、腸内細菌由来の加水分解酵素によって脱抱合

を受けて再吸収によって生体内へ移行する（腸肝循環）。機能性成分の代謝による構造変換

は自身が有する機能性にも大きく影響を及ぼすことが明らかにされており、そのグルクロ

ン酸抱合や硫酸抱合の位置によって抗酸化能が大きく変動することが知られており、異物

代謝酵素による変換反応が機能性を評価する上でも重要であるとの認識が高まっている 

２．研究の目的 

フラボノイドなどの食品中機能性成分が示す生理作用は医薬品の代替成分として注目さ

れているが、これら化合物は生体にとっては異物であり生体利用率が低く体内への吸収は

極めて低い。体内にとどまる形態としては抱合体であることが近年明らかとなり、抱合体に

おける機能性成分の効果発現の科学的エビデンス確立が求められている。本申請者は科学

研究費の助成を受けて平成 20 年度より継続的に食品中機能性成分であるポリフェノール代

謝についての研究を通して、異物代謝酵素による代謝解析及び抱合体調製技術の開発をお

こなってきている。本研究課題は生体における低分子化合物に対する異物代謝の分子基盤

の解明につながるとともに、ヒトを含めた生物に対する食品中機能性成分の作用機序解明

にも貢献してきた。特に、本申請課題で明らかにしようとする食品中機能性成分の体内動態

に影響を及ぼす腸内細菌における脱抱合能の分子基盤は、個人差あるいは人種差における

抱合代謝能を規定する因子であり、生理機能性発現に対する個体の感受性に影響を与える

可能性を示唆するものとしてこれまでにない独創的な視点からのアプローチである。近年

注目されているヒト自身と腸内細菌叢を含めた超生命体としての概念に、食品成分代謝の

関与を新たに加えようとする学術的にも価値ある研究課題である。 

（課題１）酵素合成フラボノイド抱合代謝物標準品を用いた体内動態精密解析による機能

性成分の機能発現への腸内細菌の寄与を明らかにする。（課題２）腸管において機能する腸

内細菌由来加水分解酵素の網羅的探索と機能解析によるフラボノイド抱合代謝への関与を

明らかにする。ヒト腸内細菌叢由来メタゲノムを用いて抱合代謝物脱抱合に関与するβ-グ

ルクロニダーゼの遺伝子クローニングを実施し、機能解析のためのタンパク発現系を構築

する。課題１で合成したケルセチン抱合体などを基質として加水分解反応解析により腸内

環境における脱抱合過程における関与の推定を行った。 

３．研究の方法 

（１）特異的および高効率抱合体産生を目指した様々な生物種由来異物抱合酵素発現酵母

株の構築およびヘテロ抱合体の合成 

出芽酵母に UDP-グルコース脱水素酵素を導入することによりグルクロン酸抱合に必要な

コファクターである UDP-グルクロン酸を供給する系を構築し、菌体による直接的なグルク



ロン酸抱合産生を可能にしてきた。これまでに主要なヒト及び哺乳動物由来 UGT 分子種を

組み込んだ酵母株を構築してきたが、さらに広範囲にわたる化学構造を有するポリフェノ

ール類の代謝変換可能な系を構築するためにさまざま生物種由来 UGT 発現分子種の充実を

図った。加えて、ヒト硫酸転移酵素発現酵素との組み合わせによりヘテロ抱合体の合成につ

いても検討した。 

（２）生体内における脱抱合過程に関与する炎症細胞由来および腸内細菌βグルクロニダ

ーゼによるポリフェノール抱合体の加水分解反応の解析 

マウス RAW264.7 およびヒト単球細胞 THP-1 を用いて LPS 惹起による抱合代謝物の加水分

解反応と共に炎症マーカーである IL-6 の発現定量を行った。また、栗原ら（石川県立大学）

の開発したヒト由来常在腸内細菌培養系を用いた腸内細菌ライブラリーにおけるケルセチ

ンおよびピセアタンノール抱合体の加水分解反応の解析を行った。 

（３）ヒト腸内細菌由来加水分解酵素の機能解析及び網羅的探索  

腸内細菌由来加水分解酵素によるフラボノイド脱抱合能を分子レベルで解析するために、

S-GAM 法を用いてヒト腸内細菌由来メタゲノムからのβグルクロニダーゼ遺伝子取得を試

みた。 

４．研究成果 

（１）特異的および高効率抱合体産生を目指した様々な生物種由来異物抱合酵素発現酵母

株の構築およびヘテロ抱合体の合成 

これまでに本技術を用いて調製したポリフェノール化合物及びその抱合代謝物を次の表

に示した。これまでの代謝物としての抱合体定量においては標準物質としての抱合体が入

手できないため、直接に濃度決定することが困難であり、加水分解酵素を用いた脱抱合処理

による間接的な測定が主流である。本技術により調製した標準物質としての抱合体を用い

ることにより、血中などの代謝物濃度を直接定量することが可能となった。ケルセチン、イ

ソラムネチンについてはヒト UGT 分子種を中心とした酵素群を用いることにより部位特異

的なグルクロン酸抱合体を標準物質として調製し、ケルセチン配糖体投与後の体内動態に

ついて各代謝物の血中変動を詳細に解析した。また、セサミン代謝物であるモノカテコール

体についてはヒト SULT 分子種を用いることにより、硫酸抱合体の同定および体内濃度を決

定することによりセサミン代謝の動物種差について重要な知見が得られた。加えて、マヌマ

ハニー中機能性成分の一つであるメチルシリング酸のグルクロン酸及び硫酸抱合体を調製

し、個体における体内動態及び細胞内における代謝物変換について解析した。 

 

異物代謝酵素発現酵母によるポリフェノール抱合体の合成 

     

化合物 抱合体 抱合化部位 
異物代謝酵素 

生物種 分子種 

ケルセチン グルクロン酸抱合体 

7 ヒト UGT1A9 

3 ラット UGT2B1 

4` ヒト UGT1A10 

3` ヒト UGT1A1 

イソラムネチン グルクロン酸抱合体 
7 ヒト UGT1A1 

3 ヒト UGT1A9 



4` ヒト UGT1A1 

セサミンモノカテコール 硫酸抱合体 
3 ヒト SULT1A3 

4 ヒト SULT１E1 

メチルシリング酸 

グルクロン酸抱合体 
フェノール性 

水酸基 
ヒト UGT1A7 

硫酸抱合体 
フェノール性 

水酸基 
ヒト SULT1A3 

 

複数の水酸基を有するポリフェノール化合物は、単一の抱合基を有するものだけでなく

複数（主に２種）の抱合基をもつヘテロ抱合体として存在することが知られてきた。しかし

ながら、高極性であることからＭＳ分析などの手法での解析が困難であり、また、複数の抱

合基付加によって従来の加水分解酵素による脱抱合体への変換にも耐性を持つ場合があり、

標準品としてのヘテロ抱合体が必要であった。そこで異物代謝発現酵素（UGT 及び SULT 発

現菌体）を活用してヘテロ抱合体合成をおこなった。UGT 発現酵母菌体によって合成したケ

ルセチン（Q）あるいはイソラムネチン（IR）の７位グルクロン酸抱合体を基質として、SULT

発現菌体による２段階の変換により、７位グルクロン酸、４`位硫酸に抱合基をもつ２種の

ヘテロ抱合体合成に成功した。 

 

（２）生体内における脱抱合過程に関与する炎症細胞由来および腸内細菌 β グルクロニダ

ーゼによるポリフェノール抱合体の加水分解反応の解析 

マウス RAW264.7 およびヒト単球細胞 THP-1 に、炎症誘導剤である LPS と抱合代謝物を

同時に投与したところ、Q-G および IR-G はいずれも炎症マーカーである IL-6 の発現抑制作

用を示した。いずれの細胞培養系においても LPS 刺激条件下では Q-G および IR-G からそ

れぞれケルセチン（Q）およびイソラムネチン（IR）への脱抱合代謝変換が亢進した。一方

PMA でマクロファージに分化誘導した THP-1 においては、LPS 刺激条件下においても IR-

G から IR へ脱抱合代謝変換は認められなかった。また抗炎症作用や脱抱合変換を含む代謝

プロファイルは、Q-G および IR-G の位置異性体間で異なり、B 環のフェノール性水酸基が

グルクロン酸に置換された抱合代謝物 (Q-3’G, Q-4’G, IR-4’G) は LPS 刺激細胞における脱

抱合変換率が低かった。炎症誘導後の RAW264.7 細胞では、脱抱合により生じた親化合物が

抗炎症作用を発揮していると推察された一方、THP-1 細胞においては抱合代謝物自体が抗

炎症作用を示す可能性が考えられた。すなわち、抱合代謝物は局所的に脱抱合されて活性を

示すための体内輸送形態としての機能性を有するとともに、抱合代謝物自体が活性本体と

して生理作用を示す可能性が示された。 

腸内細菌による抱合体脱抱合能を検証するために、栗原ら（石川県立大学）の開発した

ヒト由来常在腸内細菌培養系を用いた腸内細菌ライブラリーにおけるケルセチン抱合体の

加水分解反応の解析を行った。ケルセチン抱合体はUDP-グルクロン酸転移酵素発現酵母を



用いて部位特異的な抱合化をうけた４種のケルセチン抱合体（7,3,4`,3`）を用いた。 

63 種の腸内細菌を用いてケルセチン加水分解反応を行ったところ、腸内細菌叢の違いによ

って加水分解能は異なることが明らかとなった。また、ケルセチングルクロン酸抱合体のグ

ルクロン酸抱合を受けている部位によっても加水分解能が異なり、ケルセチン硫酸抱合体

においては、酪酸生産菌及びビフィズス菌において高い加水分解能を示した。 

（３）ヒト腸内細菌由来加水分解酵素の機能解析及び網羅的探索  

S-GAM 法を用いたヒト糞便メタゲノムサンプルからの β-グルクロニダーゼ遺伝子の単離解

析：腸内細菌群が有する β-グルクロニダーゼ遺伝子を網羅的に取得・解析し、その機能特性

を明らかにするとともに、基質特異性の異なる各種 β-グルクロニダーゼ遺伝子をライブラ

リー化することで様々な化合物合成への応用が期待される。そこで、ヒト糞便サンプル由来

メタゲノム DNA より様々な β-グルクロニダーゼ遺伝子の取得を試みた。代表的な腸内細菌

において、全ゲノム情報が公開されている Lactobacillus brevis RO1, Lactobacillus gasseri, 

Ruminococcus gravus より β-グルクロニダーゼ遺伝子配列を取得した。これらのアミノ酸配

列を用いてアライメントを作成した結果、N-末端および C-末端領域にそれぞれ保存性の高

い領域が見いだされた。これらの保存領域のアミノ酸配列から縮重プライマーを作成し、ヒ

ト糞便サンプルより抽出したメタゲノム DNA サンプルに対して PCR を行った結果、いく

つかの糞便サンプルにおいて β-グルクロニダーゼと思われる増幅断片が得られた。これら

の増幅断片の塩基配列を決定した結果、Faecalibacterium prausnitzii 由来 β-グルクロニダーゼ

遺伝子と 80~98%の高い相同性を示した。これらの増幅断片を S-GAM 法(Screening of Gene 

Amplicons from Metagenome)によりクローニングし、N 末端および C 末端に L. gaseri 由来 β-

グルクロニダーゼの配列を持つキメラ酵素配列を構築した。得られたキメラ酵素遺伝子を

大腸菌により発現させた結果、有意な GUS 活性を示すクローンを 5 つ得た。これらの組換

えキメラ酵素を用いて各種フラボノイド、スチルベン誘導体、桂皮酸誘導体およびエストラ

ジオールのグルクロン酸抱合体に対する GUS 活性を検討した結果、すべての基質に対して

広く活性を示すことが明らかとなった。 

Nanopore シーケンスを用いたメタゲノム由来 β-グルクロニダーゼ遺伝子の網羅的解析：ヒ

ト糞便メタゲノムを含む 143サンプルのメタゲノム(土壌、堆肥、活性汚泥等)を鋳型として、

①で用いた縮重 PCR プライマーを用いて β-グルクロニダーゼ遺伝子の増幅を試みた。その

結果、8 サンプルにおいて有意な約 1.6 kbp のバンドが増幅された。これらの増幅断片を精

製し、Oxford Nanopore Technologies 社の MiniOn Nanopore シーケンサーを用いたアンプリ

コン解析を行った。その結果、約 20 万リードの増幅断片の配列が解析され、うち 3 万リー

ドが β-グルクロニダーゼ遺伝子をコードしていた。これらの配列のクラスター解析を行っ

た結果、リード数が多い代表的な配列として Faecalibacterium prausnitzii, Neobacillus 

bataviensis および Chlorobibacterium 由来 β-グルクロニダーゼと高い相同性を有する配列が

多く含まれることが明らかとなった。そこでこれらの塩基配列をもとに新たに PCR プライ

マーを設計し、再度メタゲノムサンプルを鋳型として PCR を行い β-グルクロニダーゼ遺伝

子の増幅を行った。得られた遺伝子を大腸菌用発現ベクターpET21b にクローニングし、E. 

coli BL21 (DE3) 株による異宿主発現を試みた結果、β-グルクロニダーゼと思われるタンパ

ク質の発現が確認され、また 4-メチルウンベリフェリル-グルクロン酸抱合体に対する活性

を示した。現在これらの遺伝子について、基質特性をはじめとする詳細な酵素特性解析を行

っている。 
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