
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２３年 ３月２４日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 本研究ではケルセチンやカテキンといった日常摂取する代表的なポ

リフェノールの生体内標的部位の探索を行うことで、その機能性や安全性に関わる分子機構の

解析を試みた。ケルセチン抱合体やエピカテキンガレートを認識する特異的モノクローナル抗

体を樹立し、これらがヒト動脈硬化発症に関わるマクロファージに選択的に作用しうることを

in vivo 及び in vitro で示すことに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：To investigate the molecular mechanism for the functions 
and safety of polyphenols and to identify their molecular targets, we developed 
novel monoclonal antibodies that specifically recognize quercetin or epicatechin 
gallate. Using these antibodies, we have identified macrophage cells in human 
aorta as the specific target of these polyphenols. 
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１．研究開始当初の背景 
ポリフェノール類は、食品中に幅広くか

つ比較的多く含まれる機能性成分であり、動
脈硬化、がん、糖尿病などの生活習慣病から
アルツハイマー病などの神経変性疾患に至
る種々の疾病に対して予防あるいは改善効
果が期待されてきた。ポリフェノールの代表
的な機能は酸素ラジカルの捕捉作用による
抗酸化性であるが、近年ポリフェノール類が

細胞内のシグナル伝達経路を刺激し、遺伝子
発現制御を介して生体防御に関与すること
も支持されている。 一方、抗酸化性という
化学反応性を有したポリフェノールはいわ
ば“両刃の剣”であり、ある条件下では酸化
反応を促進する“プロオキシダント”として
の事例も報告されており、食品としてのポリ
フェノールの安全性評価も重要な課題であ
る。 茶カテキン受容体が見出されるなど、
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近年その作用機構の一端が明らかになりつ
つあるものの、ポリフェノール類が実際生体
内でどのような挙動を示し、どのような分子
機構で機能性を発揮するのかのダイナミク
ス、あるいはプロオキシダントとしての不利
益な作用を起こす生体内条件については不
明であった。 

 

２．研究の目的 
ポリフェノールの生体内における特異

的な標的部位・標的分子については検討がな
されておらず、これは、生体内からのポリフ
ェノール類の検出法が高速液体クロマトグ
ラフィー（HPLC）などの化学分析に限られて
おり、生体サンプル中の総和として評価する
しか手段がないのが大きな要因であった。 
そこで、本研究では、ポリフェノールやその
代謝物を検出する新規プローブとしての抗
体開発とその応用手法を構築し、食品として
摂取したポリフェノール類の体内動態およ
び生体内標的部位・標的分子を解析すること
により、その機能性発現機構と安全性を評価
する基礎的情報を得ることを目的とした。  
 
３．研究の方法 
（１） 抗ポリフェノール新規モノクローナ
ル抗体の作製 

機能性ポリフェノールとしてケルセチ
ン(フラボノール類)、エピガロカテキン（茶
カテキン）、シアニジン（アントシアニン類）、
ダイゼイン(イソフラボン類)を設定し、これ
ら を 免 疫 抗 原 と す る べ く タ ン パ ク 質
（keyhole limpet hemocyanin（KLH）あるい
はウシ血清アルブミン（BSA）など）に化学
的に結合させ免疫抗原を調製した。 モノク
ローナル抗体は、Balb/c マウスへの繰り返し
免疫後、ELISA法による抗体価の確認を経て、
ポリエチレングリコール法によりハイブリ
ドーマの調製を行い、スクリーニングとクロ
ーニングを経て最終的に単クローンを取得
した。 得られた抗体は、競合 ELISA法によ
り特異性の解析を行い、当該ポリフェノール
及び他のポリフェノールへの交差性を検討
した。  
（２）抗ポリフェノール抗体の免疫組織染色
への応用と標的部位の解析 

作製した抗ポリフェノール抗体につい
てヒトおよびラット（あるいはマウス）を対
象として免疫組織染色への応用を試みた。 
（３）ポリフェノールの標的分子から見た機
能性と安全性の評価 

各種ポリフェノールの標的分子候補に
ついて、培養細胞を用いて解析を試みた。ポ
リフェノールを処理した培養細胞において
タンパク質・遺伝子の発現量をイムノブロッ
トあるいは RT-PCR 法により解析を行った。
また、特異的阻害剤や遺伝子の過剰発現、

siRNA によるノックダウンを用いることで、
標的分子の同定と作用機構の解析を行った。 

 
４．研究成果 

食品中に幅広く含まれるポリフェノー
ルであるケルセチンの抗動脈硬化作用機構
に着目し、その生体内動態と作用機構との関
係を明らかにすることを目的とし、ケルセチ
ンのヒト血中主要代謝物であるケルセチン 3
グルクロン酸抱合体（Q3GA）を認識する特異
モノクローナル抗体を用いた免疫組織化学
的検出法を確立した。本法をヒト大動脈組織
切片へ応用することにより、Q3GA がヒト動脈
硬化病巣において泡沫化マクロファージに
特異的に存在する事実を見出した。これによ
り、これまで生体内において不明であった食
品ポリフェノールの標的部位の一つが活性
化マクロファージであることが示唆された。
そこで、Q3GA による抗動脈硬化作用を明らか
にするため、培養マクロファージ細胞 RAW264
を用いた検討を試みたところ、Q3GAは動脈硬
化病巣形成に必須な分子であるマクロファ
ージスカベンジャー受容体の一つ（SR-A）の
遺伝子発現を顕著に抑制することが明らか
となった。さらに、Q3GAによるこの抑制作用
にはβグルクロニダーゼやメチル化酵素
COMT などマクロファージに特徴的な酵素活
性による Q3GA の活性化が必要であることが
示された。よって、元来外来異物として解毒
代謝・不活性化されると考えられてきたポリ
フェノールが生体内でその活性を発揮する
ための新たな分子機構が示唆された。 

次に、カテキンにも着目し同様の検討を
進めた結果、エピカテキンガレート（ECg）
を認識するモノクローナル抗体を樹立する
に至り、ヒト動脈硬化病巣の免疫染色により、
ECg はケルセチン抱合体同様マクロファージ
に特異的に蓄積することが明らかとなった。
よってマクロファージは少なくともケルセ
チンおよびカテキンの共通の標的細胞とな
りうることが示唆された。 

そこで培養マクロファージ細胞を用い
てポリフェノールの抗動脈硬化作用機構の
検討を行ったところ、ケルセチン抱合体およ
び ECgいずれもマクロファージ細胞に顕著に
蓄積し、動脈硬化促進的に働くスカベンジャ
ー受容体（SR-A や CD36）や酸化酵素ミエロ
ペルオキシダーゼの発現と活性をそれぞれ
阻害することが明らかとなった。このように、
食品ポリフェノールは標的細胞であるマク
ロファージに対して特異的に作用し抗動脈
硬化作用を発揮することが示唆された。 

最後に、ポリフェノールの生体内での機
能性と安全性に関わる選択的作用機構につ
いて検討を進めた。マクロファージ細胞
RAW264 を用いて脱抱合酵素を探索したとこ
ろ、βグルクロニダーゼが分泌されているこ



 

 

とが同定された。βグルクロニダーゼ発現量
についてマウス各組織間で比較したところ、
本酵素はマクロファージにおいて最も顕著
に発現していることが示された。さらに、そ
の分泌量はマクロファージの炎症状態と密
接に関与しており、各種阻害剤を用いた検討
から、カルシウムイオンや MAPキナーゼ経路
が重要な役割を担っていることが示唆され
た。一方、マクロファージの活性化・炎症反
応にオートファジーが関与することが最近
報告されたことから、ポリフェノールによる
オートファジーへの影響を検討したところ、
ケルセチンをはじめとするフラボノイド類
に顕著なオートファジー活性化作用が認め
られた。さらに、ケルセチンは RAW264 から
のβグルクロニダーゼの分泌を顕著に抑制
した。よって、ケルセチン代謝物は活性化マ
クロファージによって脱抱合され、オートフ
ァジー誘導を介した抗炎症作用を示し、炎症
を鎮静化させうることが示唆された。以上の
結果より、ケルセチンをはじめとするポリフ
ェノールは代謝物として安全に生体内を循
環し排出される一方、炎症部位においてはマ
クロファージによって選択的に活性化され、
抗炎症作用を介して抗動脈硬化作用を発揮
することが示された。 
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