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研究成果の概要（和文）： 本研究では、生体制御分子の機能制御および代謝機構としての硫酸化に着目した。
まず、硫酸化された生体制御分子の酵素的調製法開発した。さらに、受容体を介した情報伝達機構の解析技術開
発と培養細胞におけるその生理機能解明を目的とした研究を行った。具体的にはヒト細胞質硫酸転移酵素を発現
する大腸菌を用いて、遺伝子工学的に食品成分などの生体制御分子の代謝物である硫酸体を調製する技術を確立
した。得られた代謝物はNMR等により構造を決定した。さらに、GPR30など受容体を介した作用を評価できるルシ
フェラーゼアッセイを確立し、調製した硫酸化代謝物の評価を行った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the functional control of bioregulatory 
molecules by sulfation as a metabolic mechanism. First, enzymatic preparation method of sulfated 
bioregulatory molecules were developed. Furthermore, we conducted research aimed at developing 
analysis technology for cell surface receptor-mediated signal transduction and elucidating its 
physiological function in cultured cells. Specifically, using E. coli that expressing human 
cytosolic sulfotransferase, we have established a biotechnology method to prepare a sulfated 
metabolite of a bioregulatory molecules such as food components. The obtained sulfated metabolite 
confirmed the chemical structure by NMR. Furthermore, a luciferase assay to evaluate GPR30 
receptor-mediated activity was established, and the sulfated metabolites were evaluated for 
functional analysis.

研究分野：応用生物化学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、市場に流通する医薬品のほとんどがGタンパク質共役受容体を介して作用すると言われ、生体制御分子
（ホルモン、食品機能性成分、医薬品など）の多くが受容体を標的として作用する。さらに、これら生体制御分
子の多くは、肝臓等で代謝され、その代謝産物が神経細胞などで受容体に作用し機能していることが想定され
る。本研究は、硫酸化を受けた代謝物が受容体を介して細胞に作用することを確認した。このことは、硫酸化さ
れた代謝物は不活性な状態として排泄されているという定説を覆す知見となる。さらに、硫酸化代謝物に新規機
能性を開発することで医薬品等の候補分子としての優位性を示すことが可能となる。



様 式 Ｃ－１９、F－１９－１、Z－１９ （共通） 
１．研究開始当初の背景 

現在、市場に流通する医薬品のほとんどがGタンパク質共役受容体(GPCR)を介して作用している

と言われるように、生体制御分子（ホルモン、食品機能性成分、医薬品など）の多くが受容体を

標的として生理作用を発現する。さらに、これらの生体制御分子の多くは、生体内において肝臓

等の臓器で代謝され、その代謝産物が神経細胞などで受容体に作用し機能していることが想定さ

れる。また、作用標的としての受容体は、GPCR以外には、転写調節因子である核内受容体等も

考えられる。本研究では、上述の生体制御分子の機能制御および代謝機構としての硫酸化に着目

し、硫酸化された生体制御分子の酵素的調製法開発、受容体を介した情報伝達機構の解析技術開

発と神経系細胞におけるその生理機能解明を目的とした研究を行った。 

 具体的には、細胞応答を基盤にしたGタンパク質共役受容体評価システムの検討を実施し、4

種の異なる情報伝達経路をそれぞれ評価可能なレポーターアッセイ系の構築を目指して研究を

実施した。NFAT-REやSREを標的とした複数のレポーターアッセイ系を構築し、主として食品成分

およびその硫酸体の評価を行った。 

 さらに、プロテオミクスによる生体制御分子硫酸体の生理機能解やモデル動物実験による生体

制御分子硫酸体のメタボローム解析など、先端計測機器を用いて、タンパク質や代謝産物を網羅

的に解析する事から、生体制御分子硫酸体の生理機能を明らかにする事を目的に研究を実施した。 

 

２．研究の目的 

食品機能性成分の一種のポリフェノール化合物は、果実や野菜等に多く含まれ、癌や心血管系

の疾患の予防に効果がある等の、様々な健康に有益な機能があると信じられている。これらの

機能性に関する研究は、in vitro にて、ポリフェノールの一種のフラボノイド類の配糖体（グ

ルコシド）や糖を含まないアグリコンを用いて試験・評価したものが多い。しかしながら、こ

れらの食品機能性成分の多くは生体内に取り込まれると、硫酸抱合やグルクロン酸抱合等の代

謝反応を受け、その多くは代謝物として存在していることが分かっている。一般的にこのよう

な抱合反応を受けた代謝物は機能が不活性化すると考えられている。しかしながら、近年の研

究により抱合反応を受けた後でも機能を有するポリフェノール化合物の存在が報告されている。

そのため、ポリフェノール類の食品成分の機能を詳細に解明するためには、抱合体のような代

謝物の機能性も配糖体やアグリコンの化合物と同様に評価する必要性がある。しかしながら、

ポリフェノール化合物のような複数の水酸基を持つ化合物は、それぞれの水酸基が位置特異的

に抱合反応を受けた代謝物が複数存在することが考えられる。このような代謝物の有機合成法

による調製には非常に煩雑な工程を踏む必要があり、調製が困難である。そのため、ポリフェ

ノール化合物のような複数水酸基を持つ化合物の位置特異的な硫酸体の調製も同様に困難であ

り、現在その簡便な調製方法は確立されていないため、ポリフェノール化合物の硫酸抱合体の

機能性はほとんど解明されていないのが現状である。近年、このような調製が困難な化合物の

生産方法として、遺伝子組換え微生物の代謝を利用した技術が開発されてきている。例として、

ポリフェノール類の位置特異的なグルクロン酸抱合体やメチル抱合体を、遺伝子組み換え大腸

菌を用いて調製した報告等がある。そこで、現在までに調製技術が確立されていない複数の水

酸基を持つ化合物の硫酸抱合体を遺伝子組換えにより硫酸化を担う SULT を発現させた大腸菌

を利用して簡便かつ大量に硫酸抱合体を調製する技術開発と、硫酸化を受けた抱合代謝産物（メ

タボライト）の培養細胞系による評価技術を開発することを目的に研究を実施した。 

これらの研究により、硫酸化代謝物に新規機能性を開発することで医薬品等の候補分子として

の優位性を示すことが可能となる。 



 
３．研究の方法 

遺伝子工学的手法による様々なポリフェノール硫酸体の生産 

食品機能性成分硫酸体の調製には、様々なポリフェノール類(chrysin、apigenin、daidzein、

genistein、biochanin A、galangine、 kaempferol、 naringenin、 resveratorol)を使用した。

硫酸体の調製方法には、ヒト SULT 発現大腸菌（SULT1A3, SULT1C4, SULT1E1）を使用した。ポ

リフェノール類が硫酸体調製用培地中での終濃度が 0.5 mM (DMSO 終濃度 5%)になるように添加

し培養した。その後、培養上清を回収し HPLC を用いて硫酸体の有無を確認した。 

 

ポリフェノール硫酸体の精製 

培養上清 100 mL を回収し、C18 逆相カートリッジである Sep Pak C18 Cartridges を用いて粗

精製した。その後、溶出液を逆相弱陰イオン交換カートリッジである Oasis WAX cartridge を

使用し更に精製した。その後、溶出液をエバポレーターで濃縮し MeOH と NH3を取り除いた。残

った溶液に少量の炭酸アンモニウムを加え、溶液を塩基性にした後に-80℃で凍結させ、凍結乾

燥機を使い完全に乾燥し、凍結乾燥粉末をポリフェノール硫酸体とし使用した。 

 

細胞培養 

ヒト肝癌由来細胞株HepG2細胞およびヒト胎児腎細胞株293T細胞はDulbecco‘s modified 

Eagle‘s medium (DMEM) に 10% FBS, 100 IU/mL ペニシリン, 50 μg/mL ストレプトマイシ

ンを加えた培地を使用して 37°C, 5% CO2にて培養した。 

 

細胞増殖抑制試験 

細胞増殖抑制試験には HepG2 細胞を用いた。様々なポリフェノール類とその硫酸体の終濃度

が 20 μMなるように調製した培地に置き換え、37℃、5% CO2で更に 24 時間培養した。24 hr

処理後に cell counting kit-8 を用いて各 plate 内の吸光度を precision microplate reader

で 450 nm の波長を測定しそれぞれの細胞数を算出した。 

 

GPR30 を標的とした CRE-luciferase assay 

ヒト GPR30 (hGPR30)を 293T 細胞および HepG2 細胞に強発現させるために、hGPR30 マルチジ

ーントランスフェクションが容易な動物細胞発現用ベクターである pEBMulti-Hyg にサブクロ

ーニングした。作製した pEBMulti-Hyg-GPR30 plasmid および CRE-TATA-pGL4.17 plasmid 使用

した。293T 細胞に CRE-TATA-pGL4.17 plasmid と pEBMulti-Hyg-GPR30 および control vector

としてpEBMulti-HygをLipofectamin LTXを用いて同時トランスフェクションした。genistein, 

genistein 4’-O-sulfate および genistein 7-O-sulfate を終濃度が 20 μM になるように添加

し、6 hr 後、細胞を回収し可溶化したものをサンプルとした。サンプルに Bright-Glo™ 

Luciferase Assay System のルシフェラーゼアッセイ用の基質を等量加え、発光強度をルミノ

メーターで測定し、GPR30 への作用を評価した。 

 
４．研究成果 

様々な SULT を発現させた大腸菌を用いた遺伝子工学的手法による genistein 硫酸体の調製技

術を開発することができた。また、本手法において、硫酸体を効率的に生産するためには、

glucose 濃度、SO42-濃度および培養温度が重要であることが判明した。また、本手法のモデル

化合物に用いた genistein はポリフェノール化合物であり複数の水酸基を持ち、その硫酸体も



複数存在する。このようなポリフェノール化合物の硫酸体を調製する場合、従来は有機合成法

や酵素反応を用いた手法が用いられていた。有機合成法を用いてこのようなポリフェノール化

合物の位置特異的な硫酸体を調製する場合、煩雑な工程を要し、簡便に位置特異的な硫酸体を

調製することができなかった。また、酵素的な手法において硫酸体を生産する場合は、コスト

がかかり大量に調製することが困難であった。本手法は有機化学的手法と比較し、簡便に位置

特異的硫酸体を選択的に調製でき、酵素学的手法と比較して 1/10 以下の低コストで大量にポリ

フェノール化合物の位置特異的な硫酸体を調製できる画期的な手法であることが考えられる。

本研究では genistein をモデル化合物として、genistein 7-O -sulfate および genistein 4’ -O 

-sulfate を選択的に生産できることを実証したが、この手法を応用することで様々なポリフェ

ノール化合物の位置特異的な硫酸体を生産できることが期待できると考えられた。 

本研究の結果から、様々なポリフェノール類の硫酸体にがん細胞に対する増殖抑制作用が確認

されたため、ポリフェノール類の多くは代謝を受けた後でも様々な器官で作用する可能性が示

唆された。また、硫酸体は細胞内へ取り込まれにくいため、その作用機序として細胞膜上の GPCR

のような受容体を介して機能することが考えられた。そこで、GPCR のひとつの GPR30 に作用す

ることが判明している genistein に着目した。レポーターアッセイにて genistein およびその

硫酸体である genistein 4’ -O -sulfate および genistein 7-O -sulfate が GPR30 に作用する

か評価したところ、硫酸体である genistein 4’ -O -sulfate および genistein 7-O -sulfate

に GPR30 への作用が確認された。 
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