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研究成果の概要（和文）：食品中機能性成分代謝物の高度利用により代謝吸収を含めた体内動態を評価するため
に、ポリフェノールの抱合代謝物を合成する出芽酵母系を構築した。UDP-グルクロン酸転移酵素、硫酸基転移酵
素及びメチル基転移酵素などの異物抱合酵素遺伝子を導入した出芽酵母を用いることにより、多種多様な代謝物
の合成を可能にした。培養細胞系及び動物個体におけるポリフェノール及び代謝物の体内動態について代謝物標
準品を用いて定量定性解析をおこなった。ポリフェノールなどの機能性成分代謝物の高度利用は機能性食品にお
ける作用機序の分子メカニズム解明に大きく貢献できるものである。

研究成果の概要（英文）：In order to analyze the pharmacokinetics of dietary compounds including the 
metabolites in the body, we have developed xenobiotic metabolizing enzymes expression systems in 
budding yeast. Phase II metabolites of polyphenols having variety of conjugates were synthesized by 
using genetically engineered budding yeast containing UDP-glucose 
dehydrogenase-UDP-glucuronosyltransferase, sulfotransferase or catechol methyltransferase isoforms. 
Pharmacokinetics of polyphenols and metabolites including absorption and metabolism into the body 
were examined in vitro and in vivo using standard compounds of phase II metabolites. The high-level 
usage of metabolites of dietary compounds would be a powerful tool for elucidating the molecular 
mechanism of functional foods

研究分野：農学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
機能性解明における抱合代謝物の重要

性：『食の安全』という観点から、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これ
ら異物代謝酵素による代謝物の同定は非常
に重要となってきている。さらに、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（Terao J, 
Murota K, Kawai Y.Food Funct. 2,11, 2011)。
さらに腸管における機能性成分の吸収代謝
においては未変化体及び代謝物の動態も含
めて総合的に評価する必要性があるとの報
告がなされている。河合らは抗酸化フラボノ
イドであるケルセチンを対象として、摂取後
の代謝変換機構と酸化ストレス制御機構の
関係を解析し、ストレス負荷状態の血管内皮
および中枢神経系においてフラボノイドが
アグリコンに変換されることにより酸化ス
トレスに応答していることを示した（Kawai Y, 
et al.J Biol Chem. 283, 9424, 2008 )。 

ポリフェノールなどの生理機能解明にお
ける代謝物研究の重要性にもかかわらず、代
謝物自身の合成が困難であることから多種
多様な化合物に対して簡便でかつ安価な抱
合代謝物の合成法の確立が望まれていた。本
申請者はこれまでの異物代謝酵素に関する
酵素の構造と機能に関する研究背景を通し
て、平成 20～22年度までに基盤研究（C）で
助成をうけた研究課題「ヒト由来異物代謝酵
素発現系を用いた食品成分代謝評価システ
ムの構築」において、異物代謝酵素群の酵母
発現系の構築に成功し、とくにグルクロン酸
抱合を触媒する UGTの機能解析系として酵母
が有用であることを示した。さらに平成 23
～25 年度までに基盤研究（C）で助成をうけ
た研究課題「遺伝子改変酵母を用いた食品成
分代謝物調製技術の開発」において、出芽酵
母菌体自体で抱合体を調製可能な画期的な
システムを開発し、異物代謝酵素発現遺伝子
改変酵母を用いた食品成分代謝物調製の可
能性を示した（（出芽酵母を用いたグルクロ
ン酸抱合体の製造方法 (特許第 5051485号)、
出芽酵母形質転換体 (特許第 5207201 号)）。
この製造法を用いることにより抱合反応に
必要であり高価な UDP-グルクロン酸を添加
することなく大量に抱合体を調製する基盤
技術を開発した。さらにもう一種の抱合体で
ある硫酸抱合体についても酵母を用いた製
造法を開発した。（遺伝子改変酵母を用いた
硫酸抱合体の製造方法）。本技術は有機合成
で調製困難な場合が多いポリフェノール抱
合体代謝物調製の基盤技術が注目を集めて
おり、機能性解明における高度利用を目指し
た更なる技術開発が求められている。 

２．研究の目的 
(1) 高度利用を目指した食品中機能性成分代
謝物の新規製造法の確立 
生体における食品中機能性成分であるポリ

フェノールなどの機能性を評価するために、
有機合成では困難である複雑な代謝物を遺伝
子改変酵母により簡便にかつ安価に製造する
方法を確立する。とくにグルクロン酸抱合、
硫酸抱合およびメチル化など複数の異なる修
飾基が付加された代謝物の調製を可能にする。
また、安定同位体（炭素 13）を用いた標識化
合物を合成することにより血中代謝物の精密
定量分析を可能にする。 
(2) 腸肝循環を模倣した食品中機能性成分の
体内動態解析系の構築 
ポリフェノールなどの機能性成分の真の動

態解析を可能にするために、培養細胞系を用
いた代謝吸収モデルの構築を目指す。とくに
腸肝循環を模倣した小腸-肝臓細胞の共培養
による再構成系を用いて、アグリコンおよび
課題１で供給される抱合代謝物を効果的に用
いて動態解析の基礎となるデータ収集を行う。 
３．研究の方法 
(1) 高効率産生を目指したヒト及び哺乳動物

種由来UGT発現抱合体産生酵母の構築 
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 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 UGT
発現分子種の充実を図る。 
(2) メチル化ポリフェノール体の製造方法の

確立 
酵母においてはメチル化反応に必要な C1

基供給系が存在することから、ヒトあるいは
他種生物由来のメチル基転移酵素（COMT）遺
伝子の導入により、グルクロン酸あるいは硫
酸抱合体と同様にメチル化体の製造が可能
になると考えられる。ヒト COMT 遺伝子には
出芽酵母での発現に最適なコドン頻度でデ
ザインした人工遺伝子を用いる。発現ベクタ
ーとしてはシトクロム P450 遺伝子発現で成
功している強力な発現プロモーターを有す
る pGYR 遺伝子を用いる。選択培地にて発現
酵母株をスクリーニングして、高活性の株を
取得する。 
(3) ヘテロな修飾基をもつポリフェノール抱

合体の製造 
酵母菌株な組み合わせによる逐次的な変

換により、グルクロン酸/硫酸基のヘテロな
修飾基を有する抱合代謝物の製造を目指す。
また、両抱合酵素遺伝子を同時に同一株に導
入することによりワンステップでヘテロ抱
合化体を産生する。 
 
 



(4) 小腸―肝臓細胞の共培養系を用いた 
動態解析系の構築 

吸収、代謝に関わる小腸上皮細胞ならびに
肝細胞モデルとして汎用されているヒト由
来がん細胞培養株 Caco-2 および HepG2 を共
培養することにより、それぞれの単独培養に
比べてヒト血漿中代謝物のパターンに近づ
けることが可能となった。そこで、本共培養
系を用いて各種フラボノイドの吸収代謝評
価を行い、課題１で作成した代謝物ライブラ
リー標準品を用いた詳細な代謝物の構造解
析を行うとともに、より有用な代謝物を見い
だし酵母系での合成にフィードバックする。 
生体における動態解析の結果と照合するた
め、胸管リンパカニュレーションラットを用
いたフラボノイド投与後の末梢血漿ならび
にリンパ液におけるフラボノイド代謝物の
構造解析を実施する。 
４．研究成果 
(1) 高効率産生を目指したヒト及び哺乳動物

種由来UGT発現抱合体産生酵母の構築 
① 新規 UGT 分子種としてヒト由来 UGT2A1
の発現酵母株を構築し、レスベラトロールな
どのスチルベン系化合物の抱合体生産に効
率的な系を得ることに成功した。また、サル
由来 UGT1A 分子種についても 10 種の発現系
を構築してポリフェノール類のグルクロン
酸抱合体産生に有用であることを示した。 
② イソフラボン代謝物であるエクオール
のグルクロン酸抱合体の大量調製をおこな
い、数十 mg の高純度代謝物を得ることに成
功した。NMR 測定による構造決定をおこない
抱合化位置の同定を可能にした（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1．S-エクオールのグルクロン酸抱合体 

③ 出芽酵母におけるヒト硫酸基転移酵素
（SULT1A1,1A3,1B1,1C4,1E1,2A1）発現菌体
を用いてケルセチン及びイソラムネチン硫
酸抱合体の位置特異的な合成法の確立をお
こなった。 
④ ポリフェノール抱合代謝物の多くは酵
母菌体の内部に蓄積することから、菌体外へ
の排出機構を酵母に付与することを目的に
ヒト由来 ABCトランスポーターとの抱合酵素
系同時発現を試みたが抱合体産生における
寄与は得られなかった。 
(2) メチル化ポリフェノール体の製造方法の

確立 
① ヒト由来メチル基転移酵素について膜
結合型及び可溶性型の 2種の発現系( mCOMT, 

sCOMT)を構築しメチル化フラボノイド産生
を確認した。これら発現系によりヘテロな修
飾を受けたフラボノイド抱合体産生のため
の発現系を構築し形質転換株を得ることに
成功した（図２）。酵母発現系を用いてメチ
ル化ケルセチン（５種）の抱合体について網
羅的な代謝物生成パターンの解析をおこな
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2．メチル化を含むポリフェノール抱合化能を

有する出芽酵母の構築 

 

②メチル化ケルセチンであるイソラムネチ
ンのグルクロン酸抱合体の位置特異的な合
成法の確立をおこない、３種の抱合体につい
て NMR測定による構造決定をおこない抱合化
位置の同定を可能にした（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3．イソラムネチンの部位特異的な 

グルクロン酸抱合体 

 

(3) ヘテロな修飾基をもつポリフェノール抱
合体の製造 

ヘテロな修飾を受けた抱合体産生につい
ては UDP-グルクロン酸転移酵素、硫酸基転移
酵素及びメチル基転移酵素の同時発現酵母
によって可能となった（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4．同時発現酵母株によるメチル化 

ケルセチン抱合体の生成 



IR:イソラムネチン(3`メチル化ケルセチン) 

TAM：タマリキセチン(4`メチル化ケルセチン) 

また、安定同位体ラベル抱合体については
13C グルコースを出発基質として 13C グルク
ロン酸により抱合体の調製を試みたが、内在
性グルコースによりラベル体が希釈され十
分な純度の標品を得ることができなかった。 
(4) 小腸―肝臓細胞の共培養系を用いた 

動態解析系の構築 
① ヒト小腸及び肝臓モデルである Caco-2
細胞と HepG2細胞を用いた動態解析 
ケルセチンとヘスペレチンの吸収代謝性

の比較を行った。ヘスペレチンにおけるカテ
コール構造のメチル化修飾の影響を考察す
るためにメチル化ケルセチンであるイソラ
ムネチンも比較実験に用いた。その結果、い
ずれの細胞においてもケルセチン＞イソラ
ムネチン＞ヘスペレチンの順に代謝が起こ
り 易 い こ と が 示 唆 さ れ た 。 ま た 、
Caco-2/HepG2共培養系においては、ケルセチ
ンのメチル化とヘスペレチンの抱合化が増
強する一方、イソラムネチンではあまり影響
がみられなかった。 
 また、東京農業大学との共同研究により
Caco-2 細胞におけるエクオールの吸収比較
実験を行った。エクオールは動物レベルで腸
肝循環により小腸に出現したグルクロン酸
抱合体が再吸収されることで血漿中濃度が
上昇していくことが知られている。このとき、
細胞が産生する代謝物の光学異性体の比率
と、生体内で蓄積して来る光学異性体の比率
が異なることが示唆されていた。そこで、富
山県立大で S 体と R 体のエクオール−グルク
ロン酸抱合体を調製し、Caco-2細胞に大腸菌
由来β-グルクロニダーゼとともに与えたと
ころ、上皮下への輸送のされ方が異なること
が示唆された。すなわち、エクオール代謝物
においては、腸内細菌代謝がグルクロン酸抱
合体の光学異性体により異なることを示唆
する結果を得た。 
② リンパカニュレーションラットを用い
たフラボノイドの吸収代謝動態の解析 
培養細胞を用いた実験において、ケルセチ

ン＞イソラムネチン＞ヘスペレチンの順に
代謝が起こり易いことが示唆されたため、動
物レベルにおいての比較を行ったところ、い
ずれのフラボノイドもほとんどが代謝物と
して血中およびリンパ液中に出現し、代謝の
されやすさには明確な違いが見られなかっ
た。しかし、吸収のされやすさにおいては、
ケルセチン＞ヘスペレチン＞イソラムネチ
ンの順となった。また、Caco-2細胞にイソラ
ムネチンを与えた場合には、基底膜側への輸
送量はケルセチンと同程度であるものの、細
胞層に留まる量はケルセチンよりも多い傾
向がみられたことから、イソラムネチンは体
内に取り込まれにくい可能性が示された。こ
れらに加えて、フラバノン構造とフラボノー
ル構造では血漿濃度とリンパ液濃度の比が
異なっており、小腸で生じた代謝物が毛細血

管とリンパ管それぞれに輸送される割合が
異なることが示唆された。 
食事由来のフラボノイドは主に配糖体で

あることから、摂取するフラボノイドの配糖
体構造に着目し、ケルセチンアグリコン、イ
ソケルシトリン（ケルセチン-3-グルコシド）
とルチン（ケルセチン-3-ルチノシド）を投
与し、吸収性と生じる代謝物の比較を行った。
その結果、ルチンは大腸から吸収されること、
リンパへの輸送は主に小腸から吸収される
アグリコンとイソケルシトリンで高いこと
が示された。さらに、富山県大で調製した一
連の抱合体を標準物質として、血漿中および
リンパ液中のケルセチン代謝物構造につい
て LC-MSMS による解析を行った。その結果、
血漿とリンパ液に吸収後出現する代謝物の
種類は同様であった。しかしながら、グルク
ロン酸抱合体における抱合基の結合位置に
より、血漿とリンパ液への分配率が異なる結
果を得た。さらに、アグリコンと配糖体では、
一部の代謝物において濃度が大きく異なっ
ていた。 
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