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研究成果の概要（和文）：柑橘果皮由来のPMF類のうち、NBLとHeptaMFは調理加工を想定した実験で、かなり熱安定性
を示した。次に、両化合物のヒトを含む動物を用いた体内動態を調べた結果、1) いずれも小腸からほぼ100%近く吸収
されること、2) 脱メチル化反応が主な代謝経路でありCYP3AやCYP1Aが関与すること、3) 代謝物の数や生成量に種差が
あること、4) 抗酸化活性が、加熱処理および特定の代謝物の増加により増強されること、などが明らかとなった。ま
た、Caco-2細胞を用いた取込み機構実験でNBLはトランスポーター（P-glycoproteinとMRP2）の弱い阻害剤であること
も明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Naturally occurring polymethoxyflavones found in Kara mandarin (Citrus reticulate 
Blanco), NBL and HeptaMF, showed high stability for heat treatment at 100 degrees Celsius. More than 
99.8% of both NBL and HeptaMF dosed was absorbed from the gastrointestinal tract in rats. The 
demethylation was a main pathway in the metabolism of both compounds by CYP3A and CYP1A enzymes. There 
was a species difference in metabolic pattern of both compounds. Anti-oxidative activity of extracts from 
the peel of Kara mandarin was increased by heat treatment at 100 degrees Celsius. Metabolites of HeptaMF 
had higher anti-oxidative activity than HeptaMF itself. NBL was a weak inhibitor of transporters such as 
P-glycoprotein and MRP2 in Caco-2 cells.

研究分野： 複合領域
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

フラボノイド類は、野菜や果物類・柑橘類

など植物界に広域に分布しており、多くの水

酸基が置換されたポリフェノール型とメト

キシ基で置換されたポリメトキシ型に分類

できる。その生理作用として、抗酸化作用、

抗炎症作用などが数多く見いだされており、

生活習慣病予防に寄与する機能性成分「ファ

イトケミカル」として大変注目されている。

しかしながら、フラボノイド類の生理作用が、

親化合物によるのか、あるいは代謝物による

のか、という点はほとんど解明されていない。 

我々は数種類のフェノール型およびポリ

メトキシ型フラボン(PMF)類の動物における

生体内動態、すなわち、小腸からの吸収およ

び尿中への排泄について調べたところ、ポリ

メトキシ型の方がより吸収効率が高かった

ことから、カラマンダリン果皮に比較的含量

が多い PMF 類（ノビレチン(NBL)、ヘプタメ

トキシフラボン(HeptaMF)、ナツダイダイン

(NTD)）に着目した。 

ところで、我々はフラボノイド類を毎日数

10～数 100 mg 程度摂取しているとされてい

るが、これらの植物成分は、一般に調理加工

後に減少することが知られている。しかしな

がら、そのような調理加工後の減少が、どの

ようなメカニズムによるのかはほとんどわ

かっていない。そこで、（1）調理加工、特

に加熱処理後の機能性成分の物理的変化を

調べる。（2）PMF 類の動物における生体内変

化をさらに調べる。（3）PMF 類の親化合物と

代謝物の生理活性の強さを比較する。これら

の検討結果より、調理加工の際、機能性成分

を効率よく摂取するための最善の方法を考

察する。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、天然由来抗酸化物質とし

て、柑橘類カラマンダリン果皮由来の PMF

類の調理加工に伴う加熱による物理的変化、

すなわち熱安定性を明らかにし、機能性評価

を行うことと、生体内動態を調べ、代謝活性

化を考慮した調理加工による影響評価を行

うことである。本研究は、カラマンダリン果

皮由来の PMF 類、NBL、HeptaMF、NTD に

ついて（1）化学的作用（溶質、溶媒）に伴

う物理的変化（主に熱）の影響について親化

合物の挙動を明らかにすること、（2）ラッ

トおよびヒト肝における生体内動態（酸化、

脱メチル化）による生物活性の定量と代謝物

を同定、およびヒト小腸上皮細胞モデルであ

る Caco-2 細胞を用いた立体選択的な取り込

み機構を調べ比較検討すること、（3）ラッ

トにおける生体内動態（吸収、代謝、分布、

排泄）を調べる。（4）PMF 類の親化合物と

その代謝物について抗酸化活性の強さを比

較するとともに、抗酸化活性に及ぼす加熱の

影響および機能性評価を行なう。 

 

３．研究の方法 

(１) PMF 類の分離精製 

試料はフラベドおよびアルベドが混在し

た状態のカラマンダリン乾燥果皮を使用し

た。また、親化合物である NBL、HeptaMF、

NTD は、乾燥粉砕したカラマンダリン果皮を

有機溶媒で抽出し、分取用カラムを用いて分

離精製した。図１にはこれら 3 種類の HPLC

による溶出パターンを示す。 

図 1 HPLC クロマトグラム 

 

(２) 生物活性試験 

① 実験動物およびヒト肝 

実験動物は、Wistar 系の雄性ラットを用い

た。薬物投与なしの未処理(Con)群とチトクロ

ム P450 (CYP)の誘導剤であるフェノバルビ

タール(PB) (20 mg/kg/day)、3-メチルコラント

レン(MC) (80 mg/kg/day)またはデキサメタゾ

ン(DEX) (100 mg/kg/day)を 3 日間腹腔内投与

したものをそれぞれ PB 前処理群、MC 前処

理群および DEX 前処理群として、常法によ

りそれぞれの肝ミクロゾームを調製した。一

方、ヒト肝ミクロゾームは、白人男性 10 名



または個人からなるものをBD Gentest社より

購入した。 

② 代謝物の分析 

0.2 mM の各PMFをラット肝または市販ヒ

ト肝ミクロゾーム、NADPH 生成系、HEPES

緩衝液 (pH 7.4) とともに好気的に 37℃で 20

分間インキュベートした。その後、冷メタノ

ールで反応停止し、氷中で 30 分間放置後、

遠心分離で得られた上清を HPLC および

LC-MS で分析した。なお、それぞれの PMF

による検量線を作成し定量した。 

 

(３) ヒト小腸上皮細胞を用いた膜透過性試

験 

20 μM の各 PMF を Caco-2 細胞とともにイ

ンキュベートし、一定時間後、細胞内に取り

込まれた親化合物または代謝物の透過量を

HPLC で定量した。 

 

(４) 動物における生体内動態 

各 PMF 類を Wistar 系雄性ラットに１匹あ

たり 10 mg を単回経口投与した。その後 2 日

間ずつ 4 日間の尿および糞を採取し、親化合

物の吸収と代謝物の排泄を HPLC および

LC-MS で定量した。 

 

(５) PMF 類の熱安定性 

精製した NBL および HeptaMF、またはカ

ラマンダリン乾燥果皮を 80％エタノールま

たは緩衝液 (pH 3.0、7.0、9.0) 抽出液を未加

熱（室温で 60 分間）あるいは加熱処理（100℃

で 60 分間）後、遠心分離し、得られた上清

を HPLC および LC-MS で定量分析した。 

 

(６) 抗酸化活性の測定 

① DPPH ラジカル消去活性 

エタノールおよび各 pH 緩衝液抽出液を

MES 緩衝液 (pH 6.0)、DPPH ラジカル溶液を

添加後、室温で 20 分間反応後、マイクロプ

レートリーダーで吸光度を測定した。 

② β-カロテン脱色法 

エタノールおよび各 pH緩衝液抽出液を 0.2 

M リン酸緩衝液にリノール酸-β-カロテンエ

マルジョンを添加後、50℃で 10 分間ごとに

60 分間までマイクロプレートリーダーで吸

光度を測定した。 

なお、いずれの抗酸化活性の標準物質とし

て Trolox を使用し、その検量線から活性を求

めた。 

 

４．研究成果 

(１) PMF 類の分離精製 

柑橘類カラマンダリン果皮から PMF 類を

抽出後、HPLC による精製を行い、NBL、

HeptaMF および NTD をそれぞれ数 10 mg 得

た。 

 

(２) 生物活性試験 

本研究では、NBL の C3 位にメトキシ基が

置換した HeptaMF と水酸基が置換した NTD

の両化合物についてラット肝による in vitro

代謝を調べ、NBL の代謝パターンと比較した。

また、3 種類の酵素誘導剤、すなわち、PB、

MC、DEX の影響についても検討した。HPLC

と LC-MS による分析を行った。 

図 2 NBL の推定代謝経路 

 

① NBL のラット肝における in vitro 代謝に

ついては、3 種類の一脱メチル化体と 2 種類

の二脱メチル化体が生成されること、さらに、

これらの生成に代謝酵素CYP1AとCYP3Aが

関与することを明らかにした。以上の結果か

ら、図 2 に示すような代謝経路を推定し報告

した (Koga et al., 2007)。一方、ヒト肝による

in vitro 代謝では、3 種類の一脱メチル化体 

(7-OH-NBL＞4'-OH-NBL＞6-OH-NBL) のみ

が生成され、代謝酵素 CYP1A と CYP3A が関

与することを報告した (Koga et al., 2011)。 

② HeptaMF のラット肝による代謝では、主

代謝物として 3 種類が生成され、これらはい

ずれも一脱メチル化体(7-OH 体＞4'-OH 体＞

6-OH 体)であること、さらに 2 種類の二脱メ



チル化体も生成されること、また、CYP3A と

CYP1A が関与することを明らかにした。一方、

ヒト肝では、4 種類の代謝物が生成され、主

代謝物（一脱メチル化体）の生成には、CYP3A

が強く関与することが明らかとなった。 

③ NTD のラット肝による代謝では、4 種類

の一脱メチル化体と 2 種類の二脱メチル化体

が生成され、代謝酵素 CYP3A と CYP1A が関

与することが明らかになった。一方、ヒト肝

では、主代謝物として 2 種類の一脱メチル化

体が生成された。 

以上の結果より、HeptaMFおよびNTDは、

NBL より代謝物の数が多いことが明らかと

なった。また、NBL と同様に、CYP1A と

CYP3A の関与が大きいことが示唆された。 

 

(３) ヒト小腸上皮細胞を用いた膜透過性試

験 

Caco-2 細胞を用いて NBL の消化管におけ

る輸送機構について検討した。NBL の頂側膜

側および側底膜側からの輸送は等しく、分泌

指向性は認められなかった。また、トランス

ポーター(P-gp および MRP2)の阻害剤（ベラ

パミルおよびビンブラスチン）を用いて NBL

の輸送を調べた結果、阻害は認められなかっ

た。一方、NBL は、ビンブラスチンの頂側膜

側からの輸送を 2.5 倍増加させ、側底膜側か

らの輸送を約 15%減少させた。これらの結果

から NBL は両トランスポーターの弱い阻害

剤ではあるが、それらの基質ではないことが

示唆された。 

 

(４) 動物における生体内動態 

3 種類の PMF 類のうち、NBL および

HeptaMF につき、ラットにおける in vivo 代謝

を調べた。すなわち両化合物をそれぞれ経口

で雄性ラットに単回投与し、投与後 2 日間ご

との糞および尿への代謝物の排泄を調べた。 

① NBL 投与ラットの糞中には、投与後 2

日間で NBL 未変化体（投与量の約 0.2%）と

4 種類の代謝物(投与量の 4.4%）が検出された。

その主代謝物は 4'-OH-NBL と 3',4'-diOH-NBL

であり、糞中代謝物の約 70%を占めていた。

また、尿中には投与後 2 日間で NBL 未変化

体（投与量の 0.2%）と 5 種類の代謝物（投与

量の 11.8%）が検出された。その主代謝物は

4'-OH-NBL で、全尿中代謝物の約 80%を占め

ていた。次に、抱合体の検索を試みた結果、

NBL 投与ラットの糞尿中には確認されなか

った。 

② HeptaMF 投与ラットの糞中代謝物の

HPLC クロマトグラムを図 3 に示した。その

結果、投与後 2 日間では HeptaMF 未変化体が

投与量の約 0.2%、全代謝物（12 種類）は投

与量の 1.3%が検出された。主代謝物は M5（一

脱メチル化体）で、糞中代謝物の 33%を占め

ていた。結局、糞中への排泄は投与後 2 日間

でほぼ終了することが明らかとなった。 

図 3 HeptaMF 投与後の糞中代謝物の 

HPLC クロマトグラム 

 

次に、尿中代謝物を調べた。図 4 には

HeptaMF投与後の尿中代謝物のHPLCクロマ

トグラムを示した。投与後 2 日間で 9 種類の

代謝物（投与量の 11.6%）が検出された。そ

の主代謝物は 3 種類の一脱メチル化体（4'-OH

体(M2)＞7-OH 体(M3)＞6-OH 体(M4)）で、尿

中代謝物の約 8 割を占めていた。投与後 3～4

日間では尿中代謝物の M4（6-OH 体）のみが

多く検出され、この代謝物は排泄速度が遅い

ことが示唆された。 

図 4 HeptaMF 投与後の尿中代謝物の 

HPLC クロマトグラム 

 



次に、抱合体の検索を試みた結果、HeptaMF

投与後の糞中では代謝物 M1 が約 30 倍、7-OH

体(M-3)および M5 が 2 倍に、また、尿中では

M1のみが約 25倍に増加した。この結果から、

抱合体の存在が示唆された。 

 

(５) PMF 類の熱安定性 

カラマンダリン乾燥果皮を 80%エタノー

ルまたは緩衝液 (pH 3.0、7.0、9.0) 抽出液を

未加熱または 100℃で 1 時間の加熱処理後の

成分含量の変化を比較した。まず、80%エタ

ノール抽出液と比較すると、加熱により pH 

7.0 および pH 9.0 でそれぞれの未加熱の約 4

倍および約 1.5 倍に増加した。 

次に、精製したNBLおよびHeptaMFを80%

エタノールまたは緩衝液 (pH 3.0、7.0、9.0) 抽

出液を 100℃で 1 時間の加熱処理した結果、

熱による変化はなく、安定性が高いことが明

らかとなった。 

 

(６) 抗酸化活性の測定 

カラマンダリン乾燥果皮を 80%エタノール

または緩衝液 (pH 3.0、7.0、9.0) で抽出し、

この溶液の抗酸化活性を未加熱または 100℃

で 1 時間の加熱処理後を調べて比較した。 

① DPPH ラジカル消去活性 

80%エタノール抽出液では 42 μmol-TE/dry 

weightであった。それぞれの pH抽出液では、

いずれにおいてもエタノール抽出液の 80%

程度であった。加熱処理後も pH 3.0 および

7.0 では約 90%程度であった。また、pH での

未加熱と加熱処理後を比較してみると、加熱

によって、それぞれ未加熱の 1.1 から 1.2 倍

に活性が高くなった。さらに、加熱処理後の

pH 9.0 ではエタノール抽出液と同程度の活性

の強さを示した。 

② β-カロテン退色法による抗酸化活性 

80% エ タ ノ ー ル 抽 出 溶 液 で は 21 

μmol-TE/dry weight であった。一方、それぞ

れの pH 抽出液の未加熱および加熱処理後で

は、すべての pH 抽出液おいてエタノール抽

出液と比べて半減していた。 

カラマンダリン果皮においては水系より

エタノール系による抽出液の方が高い抗酸

化活性を示すことが明らかとなった。また、

加熱処理することにより、活性が高まること

から、加熱による影響を受けることが示唆さ

れた。 

③ HeptaMF 代謝物の抗酸化活性 

親化合物溶液とその代謝物生成混合溶液の

抗酸化活性を調べたところ、DPPH ラジカル

消去活性および β-カロテン退色法による活

性ともに代謝物の増加に伴い、親化合物より

高い活性を示すことが示唆された。 
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