
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 23 年 6 月 10 日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：本研究では、フラボノイドのベシクル担持条件を最適化するとともに、

小腸上皮の細胞内輸送を修飾することで食品中の機能性成分とりわけフラボノイドを効率よく

吸収させて、その機能を最大限に発揮させるためのシステム構築を目指した。均一サイズのベ

シクルにフラボノイドを分配させることにより、フラボノイドが飽和溶解度を超えて安定に分

散化可能であること、Caco-2 細胞を用いた評価系においてヘスペレチンの腸管透過性が向上す

る可能性を示した。さらに、水相中で不安定なケルセチンの安定化が可能であった。これらの

作用機序をフラボノイドの分配挙動の解析および蛍光標識ベシクルを用いた解析より考察した。

Caco-2 細胞のジペプチド Trp-Gly 処理により発現変動する遺伝子群を明らかにし、食品成分に

よる小腸上皮細胞内輸送の修飾の作用点となる可能性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）：In this research, we aimed to enhance the absorption of functional 
food factors, especially flavonoids, by optimization of vasiculation condition of flavonoids 
and by modulation of transepithelial transport in the intestine.  When flavonoids were 
incorporated to vesicles, flavonoids were stably suspended beyond their saturated 
concentrations, and quercetin was protected from degradation in aqueous media.  
Permeated hesperetin across the Caco-2 cell monolayer was significantly increased when 
hesperetin coexisted with lipid vesicles.  Several genes related to intracellular transport 
were down- or up-regulated by the treatment with dipeptide Trp-Gly in Caco-2 cells, 
suggesting that these genes possibly become the target for modulation of transepithelial 
transport by food components. 
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１．研究開始当初の背景 
 食品中には種々の生体調節機能を有する
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される例が多く報告されている。しかしなが
ら、経口摂取した機能性成分の血中濃度は、
静脈内投与などにより全身性に投与された
場合よりも低く、吸収を促進することで機能
性の促進が期待される。一方、特に薬学分野
においては薬剤を効率よく送達するための
デリバリーシステムが広く研究されており、
ベシクルに担持したインスリンは経口投与
でも活性を保持したまま吸収されて血糖値
低下を示すことが報告されている。このよう
なデリバリーシステムの中には食品用途に
も利用可能な手法が存在するにも関わらず、
研究はあまり行われていなかった。 
 申請者らは、薄膜法により作製した脂質ベ
シクルにフラボノイドの 1種であるヘスペレ
チンが脂質二重膜に分配されること、細孔径
の異なる膜にベシクルを強制透過すること
で種々の粒径をもつ粒径分布の狭いベシク
ルが調製可能であることを明らかにしてい
る。また、ベシクルはその脂質組成により、
胆汁酸をはじめとする消化管内環境に耐性
を示すことも報告されている。 
 ナノスケールに粒子化した機能性成分の
吸収経路として、小腸上皮細胞の細胞内輸送
が考えられる。例えば、抗アレルギー薬クロ
モグリグ酸ナトリウムはベシクル化により
経口投与した場合の吸収性が向上するが、こ
の作用機序は細胞内輸送の促進によること
が報告されている。すなわち、細胞内輸送を
促進することによって、ナノスケールに粒子
化された機能性因子の吸収促進が期待でき
る。申請者らは、小腸上皮からの物質吸収モ
デルである Caco-2 細胞単層膜を用いて、巨
大分子の輸送に影響するTrp-Glyをはじめと
するペプチドを低アレルゲン化小麦粉、脱脂
ゴマ種子といった食品素材から単離・同定し
ている。Trp-Gly の作用機序の解析により明
らかとなる小腸上皮細胞内輸送修飾の作用
点は、機能性成分の吸収性向上の新たなター
ゲットとなり得ると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、食品中の機能性成分を効率よ
く吸収させてその機能を最大限に発揮させ
るためのシステムを構築するための科学的
基盤を解析することを目的とした。具体的に
は： 
(1) 機能性成分とりわけフラボノイド類の吸
収を促進するためのベシクル担持の条件を
最適化し、吸収促進機構を解明するために消
化管内動態の解析を行うこと 
(2) 申請者らが同定した小腸上皮細胞内輸送
を修飾するペプチドの作用機序を分子レベ
ルで解析すること 
(1)および(2)の解析により、高効率に生体調節
機能を発揮する「ナノスケール化食品素材」
という技術概念の確立を目指した。 

 
３．研究の方法 
(1) ベシクルへの分配によるフラボノイド
の安定分散化と分配挙動の解析 
 卵黄ホスファチジルコリンを構成脂質と
するベシクルを脂質薄膜水和法で作製し、エ
クストルージョン法でサイズを均一化した。
フラボノイド（ヘスペレチンおよびケルセチ
ン）溶液を添加し、ベシクルに分配させた。
分配ベシクルの粒子径を動的光散乱法によ
り測定した。超遠心分離によりベシクルに分
配したヘスペレチンと水相中のヘスペレチ
ンを分離し、それぞれのヘスペレチン量を定
量して分配係数を求めた。また、ヘスペレチ
ンの飽和溶解度を求めた。ケルセチン分配ベ
シクルをリン酸緩衝液(pH 7.4)中で保持し、
一定時間経過後の残存量を定量した。 
 
(2) ベシクルへの分配によるフラボノイド
の消化管吸収性への影響 
 ヒト結腸ガン由来細胞株 Caco-2 を透過性
メンブレン上に培養し、小腸上皮様に分化さ
せた。上側のチャンバーに(1)で調製したヘ
スペレチン分配ベシクルを添加し、一定時間
後に下層チャンバー内液を回収し、ヘスペレ
チンを定量した。また、(1)で調製したベシ
クルにコール酸を添加して 24 時間静置した
後に動的光散乱法により粒子径を測定し、ベ
シクルのコール酸耐性を評価した。 
 
(3) FRET標識ベシクルの調製とその消化管吸
収性の解析 
 脂質溶液に蛍光色素（DiI および DiO）を
添加し、(1)と同様に薄膜水和およびエクス
トルージョン法により粒子径が約 50, 100, 
200nm の FRET 標識ベシクルを調製した。この
Caco-2 細胞単層膜の透過性を(2)と同様に調
べた。 
 
(4) Trp-Gly 処理による Caco-2 細胞の遺伝子
発現変化の解析 
 Trp-Gly 存在下および非存在下で透過性メ
ンブレン上に培養した Caco-2細胞を処理し、
総 RNA を抽出した。DNA マイクロアレイを用
いて発現量の変化する遺伝子を検索した。 
 
４．研究成果 
(1) ベシクルへの分配によるフラボノイド
の安定分散化と分配挙動の解析 
 エクストルージョン法により 50, 100, 
200nm 程度のサイズに制御されたベシクルが
得られた。さらに、50nm 程度のベシクルを超
音波処理することにより 30nm 程度までサイ
ズを小さくできた。これらのベシクルを用い
てフラボノイドを高濃度に安定分散化でき
た。とりわけ水系への溶解性の低いヘスペレ
チンについてベシクルへの分配挙動を詳細



 

 

に解析した。その結果、ベシクルサイズが小
さくなるほど分配係数は減少し、ベシクル構
成脂質にコレステロールを添加することに
よっても分配係数が減少した。分配係数と飽
和溶解度から水相に溶解、ベシクルに分配、
あるいは析出しているヘスペレチンの量比
を見積もった（図 1）。その結果、例えば脂質
濃度 10mM、サイズ 100nm のベシクルを用いる
と、ヘスペレチンは飽和溶解度である 0.32mM
を超えて 1.8mM程度まで安定に分散化可能で
あると考えられた。ケルセチンは中性付近の
pH の緩衝液中では速やかに分解されたが、ベ
シクルと共存することによって安定性が向
上した（図 2）。 

 
図 1 ベシクル存在下でのヘスペレチンの存
在形態 

 
図 2 ベシクル共存によるケルセチンの安定
化効果 
 
(2) ベシクルへの分配によるフラボノイド
の消化管吸収性への影響 
 ヘスペレチンのベシクルへの分配によっ
て、腸管からの吸収性が促進される可能性が
示され、この吸収性促進は粒子サイズに依存
する可能性が示された (図 3)。ヘスペレチン
の飽和溶解度以下の添加濃度では、ヘスペレ
チン透過率はベシクル非共存下と比較して
共存下で低く、飽和溶解度以上の濃度ではベ

シクル共存系で透過量が増大した。これは、
ヘスペレチンの下部チャンバーへの透過速
度は上部チャンバーの水相中に溶解したヘ
スペレチン濃度が規定し、透過により減少し
た分のヘスペレチンの供給速度がベシクル
共存系で速いからであると推察された。ベシ
クル構成脂質へのコレステロール添加によ
ってベシクルへのヘスペレチンの分配係数
は減少したが、コール酸耐性は顕著に増大し、
卵黄ホスファチジルコリン：コレステロール
の比が 3:1のベシクルは生理的濃度の胆汁酸
に対して安定であると考えられた。以上より、
飽和溶解度を超えてフラボノイドを安定的
に分散化し、さらに消化管内で容易に崩壊せ
ずにフラボノイドの吸収促進効果を示す送
達系を作製するための技術的基盤が構築で
きたと考えている。 

 
図 3 ベシクル存在下でのヘスペレチンの
Caco-2 細胞単層膜透過量 
 
(3) FRET標識ベシクルの調製とその消化管吸
収性の解析 
 Caco-2 細胞単層膜を通過し、下部チャンバ
ー内液に FRET が観察されたことより、一部
のベシクルが腸管から吸収される可能性が
示された。透過量はベシクルサイズが小さい
ほど大きかったが、(2)で観察されたベシク
ル共存下でのヘスペレチン透過促進を説明
できる程度ではなく、ベシクル共存によるヘ
スペレチン透過促進にベシクル自体の透過
による寄与は小さいものと考えられた。 
 
(4) Trp-Gly 処理による Caco-2 細胞の遺伝子
発現変化の解析 
 Caco-2 細胞の Trp-Gly 処理により、複数の
細 胞 内 輸 送 関 連 遺 伝 子 （ RAB12, RAB6 
interacting protein2, syntaxin binding 
protein）の発現が減少した。また、細胞骨
格関連遺伝子（ tubulin -polypeptide, 
gelsolin, ankyrin repeat domain37）の発
現増大が見られ、Trp-Gly の細胞内輸送修飾
のターゲットとなる可能性が示唆された。 
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