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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、食品中非栄養成分の複雑な異物代謝経路を試験管内で予測するために、ヒト由

来異物代謝酵素群の酵母内同時発現系を構築し、さまざまな食品機能性成分の代謝反応の解析

を可能にすることを目指した。特にフラボノイドの生体内での代謝をヒトシトクロム P450 と

UDP-グルクロン酸転移酵素（UGT）による同時発現系を構築することで生体における異物代謝予

測を可能にした。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Dietary compounds such as polyphenols are conjugated by UGT and SULT isoforms and its biological 
effects depend, in partly, on formation of the conjugates. In order to investigate the sequential metabolism 
of the dietary bioflavonoid in vitro, xenobiotic metabolizing enzymes, several human P450 and UGT 
were coexpressed in Saccharomyces cerevisiae AH22. These human P450 and UGT co-expression system 
in yeast allows us to investigate the sequential biotransformation of xenobiotics including dietary 
flavonoids to be simulated in vitro. 
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１．研究開始当初の背景 

食品中の生理作用に関わる非栄養性の機能

性成分は、薬物と同様に肝臓や小腸における

一連の異物代謝酵素群（シトクロム P450

（P450）や UDP-グルクロン酸転移酵素（UGT）

など）により代謝を受け、その体内動態が機

能性発揮に大きく関わってくることが明らか

となってきた。さらに、『食の安全』という観

点からも、既存あるいは新しく開発される食

品における非栄養成分の安全性を評価する上

においてもその代謝産物の同定は非常に重要

となってきている。ヒトにおいてはこれらの

異物代謝酵素群は細胞内において機能的に協

調しながら効率よく解毒過程に関与している

と考えられている。前述のように異物代謝酵

素にはそれぞれの酵素には基質特異性の異な
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る複数のアイソザイムが存在しており、これ

らの組み合わせによって様々な化学構造を有

する化合物に対する異物代謝の多様性を生み

出している。一方でこの異物代謝の多様性が

体内での代謝経路（体内動態）や生成する代

謝物の予測を困難にしている（図１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１．ヒト異物代謝酵素による脂溶性化合

物の解毒代謝 

 

また、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

ことが明らかになってきた。たとえば、バイ

オフラボノイドであるケルセチンは複数の水

酸基を有するが、そのグルクロン酸抱合の位

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 

本研究では食品中の非栄養成分の機能性を

評価する目的で、肝臓や小腸における複雑な

異物代謝経路を試験管内で予測するために、

ヒト由来異物代謝酵素群の酵母内同時発現系

を構築し、さまざまな食品機能性成分の代謝

反応の解析を可能にすることを目指す。特に

バイオフラボノイドとしてさまざまな生理機

能を持つとされているケルセチンの生体内で

の代謝をP450とUGTによる同時発現系を構築

し、その詳細な代謝予測をおこなった。 

 

３．研究の方法 

(1) ヒト UDP-グルクロン酸転移酵素(UGT)遺

伝子クローニング及び酵母発現系の構築及び

機能評価 

①ヒト UGT遺伝子の取得 

 UGT は遺伝子ファミリーを形成し複数の分

子種が臓器特異的に発現しており、臓器特異

的な抱合能を有している。代謝予測にはこの

複数の UGT 分子種における代謝解析が必要で

ある。現在、ヒト UGT遺伝子に関しては UGT1

ファミリー遺伝子 9種、UGT2 ファミリー遺伝

子 12種が知られている。本申請グループはこ

れまでに主要な UGT1 分子種に関しては 8 種、

UGT2分子種に関しては 5種をすでに取得して

いる。本研究室にて未取得の UGT 遺伝子を得

るために、ヒト肝臓あるいは腸管組織由来の

cDNAライブラリーをよりオリゴＴプライマー

と UGT 遺伝子特異的配列由来のプライマーを

用いて PCR クローニングによって各分子種の

cDNAを得る。 

②UGT 分子種の酵母発現株の構築及び機能

評価 

ヒト P450 に関しては、前述のｐGYR発現ベ

クターに酵母 P450 還元酵素をともに挿入さ

れた分子種（12種）がすでに構築されている。

そこで先に構築した pGYR プロモーター領域

を含む UGT遺伝子断片を染色体組み込み型ベ

クターである pAUR に際挿入して酵母ゲノム

に組み込み UGT 発現株を作成した。UGT 発現

株を大量培養し、酵素源として酵母ミクロソ

ームを遠心分画法にて調製した。UGT タンパ

ク発現は特異的ペプチド抗体を用いたウエ

スタンブロット法で解析した。モデル基質と

しての７ヒドロキシクマリン(7HC）の代謝反

応を解析するために、補酵素として UDP-グル

クロン酸を反応系に添加して抱合体(7GC）を

HPLCにて分析した。また、UGT単独発現系に

おける種々のバイオフラボノイドに対する

抱合能についても評価した。 

  

(2) ヒトP450及び UGT分子種の同時発現酵母

株の構築及び機能評価 

①P450 及び UGT 分子種の同時発現株の構築 

ヒト P450 に関しては、前述の pGYR発現ベ

クターに酵母 P450 還元酵素を共に挿入され

た分子種（12 種）がすでに構築されている。

そこで先に構築した pGYR プロモーター領域

を含む UGT遺伝子断片を染色体組み込み型ベ

クターである pAUR に際挿入して酵母ゲノム

に組み込んだ。両発現ベクターの選択培地

(Histidine及び Aureobasidin A)を同時に用

いることにより同時発現株を得た。UGT タン

パク発現は特異的ペプチド抗体を用いたウ

エスタンブロット法で、P450 量は CO 差スペ

クトル測定にて解析した。モデル基質として

の７エトキシクマリン(7EC）の代謝反応を解

析するために、補酵素として NADPH及び UDP-

グルクロン酸を反応系に添加して水酸化体

(7HC)及び抱合体(7GC）を HPLCにて分析した。 

②P450,UGT同時発現ミクロソームを用いた

フラボノイド代謝解析 

P450,UGT 同時発現株の中でも特に P450 

1A2 と UGT1A1,1A7,1A8,1A9 との組み合わせ

に注目した。3OH フラボンあるいは 6OH フラ
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ボンの P450 及び UGT による代謝反応を解析

するために、補酵素として NADPH 及び UDP-

グルクロン酸を反応系に添加して水酸化体

及び抱合体を HPLCにて分析した。 

４．研究成果 

(1) ヒト UDP-グルクロン酸転移酵素(UGT)遺

伝子クローニング及び酵母発現系の構築及び

機能評価 

①ヒト UGT遺伝子の取得 

ヒト肝臓あるいは腸管組織由来 cDNA ライ

ブラリーより、オリゴＴプライマーと UGT 遺

伝子特異的配列由来のプライマーを用いて

PCRＲクローニングによって UGT2B10,15 及び

UGT1A5 の cDNAを得ることができた。GAPDH発

現領域を付加させた UGT 遺伝子を自律複製型

発現プラスミド pAUR に挿入し酵母発現ベク

ターへの構築を行った。 

②UGT 分子種の酵母発現株の構築及び機能

評価 

ヒト UGT 発現酵母株（13種）を作成してミ

クロソーム調製を行ない発現量を測定したと

ころ数種の分子種 UGT1A1,1A4,1A9) において

低発現の傾向が見られた（図２パネル上）。発

現量の増強を目的としてシグナルペプチド領

域の遺伝子改変(高発現分子種である UGT1A7

配列による置換)をおこなうことにより高発

現することに成功した（図２パネル下、特許

出願①）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２．遺伝子改変による酵母における UGT 

発現量の増強 

 

 これら UGT 発現酵母ミクロソームにおける

7HC 抱合能を測定したところ、発現増強した

分子種においてはタンパク発現に比例した活

性値の上昇がみられた。とくに UGT1A1 におけ

るケルセチン抱合能は３～５倍の活性上昇を

示した。 

(2) ヒトP450及び UGT分子種の同時発現酵母

株の構築及び機能評価 

①P450 及び UGT 分子種の同時発現株の構築 

ヒト CYP 分子種は CYP1A2,2C9,2C19,3A4 を、

UGT 分子種は UGT1A1,1A3,1A4,1A6, 1A7、

1A8,1A9,2B7 を選定し複数の組み合わせで同

時発現系を構築した。形質転換株よりミクロ

ソーム画分を調製して発現確認をおこなっ

た。同時発現株における 7EC代謝解析をおこ

なったところ、いずれの同時発現においても

7HC 及び 7GC への変換がみられた。分子種に

よっては 7EC への３位水酸化と引き続き抱合

化がおこり 3G-7ECの生成も見られた（図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３．P450、UGT 同時発現酵素系における 

7EC代謝 

 

②P450,UGT同時発現ミクロソームを用いた

フラボノイド代謝解析 

 前述の同時発現株を用いて試験管内での 

種々のフラボノイド代謝過程の解析をおこ

なった。NADPH及び UDP-グルクロン酸存在下

において 3OHフラボンはその抱合体(P2)と水

酸化体(P1)、さらにその抱合体(P3)へ変換を

うけ酵母発現 P450 と UGT が機能的に協調し

ていることを確認した(図４上段チャート)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４．P450 1A2 と UGT1A7 同時発現系におけ

る 3OHフラボン代謝 

 

 P450 1A2 との他の分子種（UGT1A1等）との

同時発現においては P450 代謝物に対する抱

合体の生成能は低かった。また、6OH フラボ

ンに対してはいずれの組み合わせにおいても

直接の水酸化体あるいは抱合化体が主要な代

謝物であった。したがって、同時発現におけ

る分子種の組み合わせに依存して対象基質の
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代謝パターンが変動することが示された。  

 

以上、これらヒト P450 及び UGT 同時発現系

を用いてさまざま食品中機能性成分の代謝解

析をおこない、in vitro でのヒトによる代謝

予測を可能にすることで、バイオフラボノイ

ドなどの機能性を評価する上で重要なファク

ターを提供すると考えている。 
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