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研究成果の概要（和文）：ALDHノックアウト肝細胞の作成に成功し、ALDH1A1が総細胞質ALDH活性に重要な役割
を果たすことを明らかにした。抗酸化作用を示さないケルセチン配糖体腸内細菌異化物の3-ヒドロキシフェニル
酢酸がAhR依存的およびNrf2非依存的に総ALDH活性を調節することにより、アセトアルデヒド誘導細胞毒性を緩
和した。また、複数のケルセチン配糖体腸内細菌異化物の組み合わせが、グルタチオンに依存したALDH活性の上
昇を介してアセトアルデヒドから細胞を保護した。さらに、ノックアウトマウスを用いた研究から、ALDH2の活
性低下はケルセチンの小腸における代謝には大きな影響を与えないことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The ALDH isozyme-knockout hepatocytes were successfully established. Using 
these, we demonstrated that ALDH1A1 plays an important role in total cytosolic ALDH activity. 
3-Hydroxyphenylacetic acid, a quercetin glycoside enterobacterial catabolite that does not exhibit 
antioxidant activity, alleviated the acetaldehyde-induced cytotoxicity by modulating total ALDH 
activity in an AhR-dependent and Nrf2-independent manner. A combination of quercetin glycoside 
enterobacterial catabolites cooperatively protected the hepatocytes from acetaldehyde by increasing 
resistance to oxidative stress through a glutathione-dependent increase in ALDH activity. 
Furthermore, studies with Aldh2 knockout mice showed that decreased ALDH2 activity did not 
significantly affect the metabolism of quercetin in the small intestine.

研究分野： 食品機能化学

キーワード： 食品　生化学　代謝　アルコール　遺伝子　ポリフェノール　アセトアルデヒド　イソチオシアネート
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により明らかとなった、ケルセチン配糖体の主要な腸内細菌代謝物である3-ヒドロキシフェニル酢酸や腸
内細菌代謝物の組み合わせ処理による肝細胞保護効果は、近年注目度が極めて高いポリフェノールの健康増進作
用に関して、新たな科学的根拠を提供するものであり、食品成分のもつ機能性や安全性の科学的理解に大きく貢
献することが期待される。また、本研究で明らかとなった腸内細菌代謝物の細胞保護作用に基づいた新規機能性
食品やサプリメントの開発に貢献することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 食と健康への関心の高まりから、機能性食品成分に注目が集まって久しい。例えば、様々な健
康維持・増進効果が報告されているフラボノイドをはじめとしたポリフェノールやイソチオシ
アネート（ITC）類などの含硫化合物に注目が集まっているが、それらの生理活性発現には生体
利用性、すなわち消化管からの吸収と代謝・排泄のプロセス、体内での蓄積が大きく影響する。
例えば、玉ねぎや蕎麦に含まれるフラボノイドのケルセチンは食品中では配糖体として存在し
ており、調理過程でも糖の加水分解はほとんど進行しない。摂取されたケルセチン配糖体は、極
一部が小腸から吸収されるが、多くはそのまま大腸に達し、腸内細菌叢などにより様々なフェノ
ール酸異化物へと変換されてから吸収され、主要臓器での蓄積やヒトでの検出も報告されてい
る。さらに第 2 相薬物代謝酵素群によりグルクロン酸や硫酸の抱合体へと代謝される場合もあ
る [1]。一方、ITC 類は野菜中でグルコシノレート（配糖体）として貯蔵されており、野菜中や
腸内細菌叢のミロシナーゼにより分解して生成する。ITC 類は腸管上皮細胞からの吸収時など
に、第 2 相薬物代謝酵素によりグルタチオンと抱合される [2]。機能性食品成分の生体利用性は
これらの代謝物を分析化学的に検出・定量することで評価、考察が可能である。 
 その一方で最近、日本人の過去数千年間の環境に適応した遺伝的進化に寄与する４つの遺伝
子領域として、ADH1B 遺伝子（アルコール脱水素酵素）、MHC 領域（免疫に関する主要組織適
合遺伝子複合体）、SERHL2 遺伝子（機能未知）とともに、ALDH2 遺伝子が同定された [3]。こ
の結果は、欧米やアフリカなどの人類集団とは全く異なることから、アルコール代謝や免疫系の
遺伝的変異が日本人に特有の遺伝的適応進化であることを示唆している。特に、ALDH2 はエタ
ノール代謝の責任酵素であり、様々な臓器に広く分布するだけなく、発現量も多い [4]。しかし、
他の多くの ALDH アイソザイムの欠損は明らかな先天的異常をきたすのに対して、ALDH2 変異
では飲酒に対する感受性や一部の疾患リスクの上昇に寄与するものの、顕著な表現型は観察さ
れない。その理由として最も説得力があるものと受入れられているのが、内因性アルデヒドによ
って誘導されるストレス防御応答仮説であり、この仮説を支持するような研究結果が複数報告
されている。 
 一方、申請者のグループは、フラボノイド代謝物や含硫化合物がストレス防御応答と同様の応
答を誘導することを見出している。これらの成分が肝細胞で第 2 相薬物代謝酵素の遺伝子発現
を増強し、酸化ストレスを防御することを見出している [5]。この結果は、フラボノイドの酸化
物や含硫化合物はアルデヒドと同様の求電子反応性を有するため、共通の分子認識を介して、同
様の細胞応答が誘発されることを示唆している。これらの応答には臓器特異性があるものの、
ALDH2 は機能性食品成分と相互作用することで、様々な化学物質代謝や生理機能発現に大きく
影響するものと考えられる。 
 
２．研究の目的 
 フラボノイドなどの機能性食品成分の生理活性発現には生体利用性が大きく影響することは
明白である。しかし、機能性食品成分の代謝や生理機能に日本人特有の遺伝的背景が影響を与え
るかどうかは検討されていない。さらに、機能性食品成分がアルデヒド代謝に影響を及ぼしうる
実験結果が得られつつあるが、ALDH アイソザイムの発現が低下した個体や細胞にアルデヒド
を曝露した場合に、機能性食品成分がどのような影響を与えるかも明らかにされていない。そこ
で本研究では、代表的な機能性食品成分であるケルセチンとイソチオシアネート（ITC）に注目
して、日本人特有の遺伝的背景である ALDH2 の活性低下が機能性食品成分の代謝・生理機能に
与える影響を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 培養細胞モデルについて、フラボノイドや ITC 類は吸収された後、速やかに第 2 相薬物代謝
酵素により抱合化を受けるため、薬物代謝酵素活性が高い培養細胞肝臓モデル（マウス
Hepa1c1c7、ヒト HepG2）を用いた。ALDH2 および ALDH1A1 の発現抑制による影響は CRISPR-
Cas9 法によるノックアウト株作成を行った。 
 ALDH 活性低下による機能性表現型の変化は、培養細胞肝臓モデルだけでなく、近年アセトア
ルデヒド標的臓器として注目されている皮膚モデル（ヒト HaCaT）も併せて評価した。評価の対
象についてはアセトアルデヒドが誘導する第 2 相薬物代謝酵素と ALDH アイソザイムの発現誘
導作用に絞り、RT-PCR、ウエスタンブロッティング、各酵素活性などにより評価した。また、
薬物代謝酵素の発現に主要な役割を果たす転写因子 Nrf2 及び AhR の寄与については、すでに構
築したトゲオキヒオドシエビ由来小型ルシフェラーゼ安定発現株（ARE-NanoLuc、XRE-NanoLuc）
のレポーターアッセーを活用した。表現型としては、エタノール、アセトアルデヒド、過酸化水
素に対する耐性を MTT 法にて評価した。 
 ALDH2 活性低下による機能性食品成分の生体利用性への影響は、Aldh2 ノックアウトマウス
を用いて評価した。また、機能性食品成分としてはケルセチンに着目し、その代謝物プロファイ
リング（同定・定量）は LC-MS/MS を用いて行った。 
 
４．研究成果 
(1) 機能性食品成分によるアセトアルデヒド耐性向上作用と ALDH の寄与 
 ヒト肝がん由来 HepG2 細胞の ALDH 分子種ノックアウト株の作成は、それぞれの遺伝子内の



特異的配列を標的化するガイド RNA と Cas9、ピューロマインシン耐性遺伝子を発現するレンチ
ウイルスベクターを用いてレンチウイルス粒子を調製した。このウイルス粒子を HepG2 細胞に
感染させ、ピューロマイシン耐性細胞を薬剤選択し、抗 ALDH2 抗体および抗 ALDH1A1 抗体を
用いたウエスタンブロッティングによりそれぞれの発現量を確認した。ALDH1A1 ノックダウン
（ALDH1A1 KO）細胞株はこの方法で得られたが、ALDH2 についてはクローニングが不十分で
あったため、ALDH2 発現が低下した細胞プールの限界希釈によるシングルセルクローニング法
により ALDH KO 細胞株を得た。 
 次に、それぞれの KO 細胞の総細胞質 ALDH 活性を評価したところ、ミトコンドリア酵素で
ある ALDH2 の KO 細胞では野生株とほぼ同等の活性を示した一方で、ALDH1A1 の KO 細胞の
総細胞質 ALDH 活性は有意に低下することが確認された。また、アセトアルデヒド毒性に対す
る感受性にも野生株と異なる傾向を示した。 
 イソチオシアネートのひとつであるベンジルイソチオシアネート（BITC）の前培養は HepG2
野生株において、アセトアルデヒド耐性を有意に向上させた。一方、BITC は ALDH1A1 KO 株
及び ALDH2 KO 株においても、アセトアルデヒド耐性を向上させたことから、BITC のアセトア
ルデヒドに対する細胞保護効果にはこれらの ALDH 分子種が寄与しないことが示唆された。ま
た、BITC は ALDH2 遺伝子変異によりアセトアルデヒド代謝能が低下したヒトにおいても、ア
セトアルデヒド毒性に対する抵抗性を向上できる可能性を見出した。 
 一方、ヒト表皮角化細胞 HaCaT を皮膚培養細胞モデルとして用い、アセトアルデヒド毒性に
対するケルセチンの影響について検討した。その結果、ケルセチンの前処理は濃度依存的にアセ
トアルデヒドによる細胞毒性を緩和したが、ALDH 分子種の遺伝子発現に有意な影響を及ぼさ
ないことを明らかにした。一方、ケルセチンはヘムオキシゲナーゼなどの抗酸化酵素を含む第 2
相薬物代謝酵素群や細胞内グルタチオン量を上方調節すること、ケルセチンは過酸化水素誘導
細胞死も有意に抑制することを観察した。以上の結果から、ケルセチンは皮膚細胞に直接的に作
用して細胞内抗酸化物質であるグルタチオンや抗酸化酵素活性を増強し、アセトアルデヒド誘
導酸化ストレスを軽減することで、細胞保護作用を示すことが示唆された。 
 
(2) ケルセチン配糖体腸内細菌異化物 OPAC のアセトアルデヒド耐性増強作用 
 玉ねぎに含まれる主要なケルセチン配糖体のケルセチン 4′-グルコシド（Q4′G）は大腸の腸内
細菌叢の作用により、3,4-ジヒドロキシフェニル酢酸（DOPAC）や 3-ヒドロキシフェニル酢酸
（OPAC）などに異化される。また、代謝研究において、Q4′G を摂取したラットの肝臓や尿、糞
便から OPAC が検出されている [6]。そこで、OPAC の ALDH 活性増強作用の有無を検討した結
果、マウス肝細胞 Hepa1c1c7 細胞だけでなく、ヒト肝細胞 HepG2 細胞においても、総 ALDH 活
性の OPAC による増強効果を観察した。また、OPAC はアセトアルデヒド誘導細胞毒性に対して
有意な保護作用を示した。OPAC は、ALDH アイソザイムの mRNA およびタンパク質の発現も
有意に増強したことから、OPAC はこれらの転写調節を介して全 ALDH 活性を増強することが
示唆された。さらに OPAC は芳香族炭化水素受容体（AhR）のタンパク質発現および核内移行を
増加させるだけでなく、ルシフェラーゼアッセイでも AhR の転写活性を有意に増加させたが、
Nrf2 には影響を与えなかった。さらに、AhR の下方調節は OPAC で増強された ALDH 活性を低
下させるだけでなく、OPAC の細胞保護作用を完全に打ち消したが、Nrf2 の下方制御は全く影響
を与えなかった。以上の結果から、OPAC が AhR 依存的および Nrf2 非依存的に総 ALDH 活性を
調節することにより、アセトアルデヒド誘導細胞毒性を緩和することが強く示唆された。 
 我々のグループは、OPAC が化学的抗酸化作用も、生物学的活性抗酸化作用も示さないことを
報告している [5]。OPAC による細胞保護作用の分子機構は、抗酸化剤として作用せず Nrf2 経路
を活性化しないため、ポリフェノールの中で非常にユニークなものであった。また、OPAC はそ
の他ケルセチン代謝物よりも安定で代謝されにくいことから、末梢に循環したり、多くの臓器に
分布したりできるケルセチン代謝物として作用することが期待される。このように、本研究はケ
ルセチン配糖体の生体内での細胞保護メカニズムの一部を明らかにすることで、ケルセチン配
糖体の健康増進作用に関して、新たな科学的根拠を提供するものであると考えている。 
 
(3) ケルセチン配糖体腸内細菌異化物の組み合わせによるアセトアルデヒド耐性増強作用 
 主要なケルセチン配糖体腸内細菌異化物である DOPAC と OPAC が、ヒト培養肝細胞モデル
HepG2 細胞でのアセトアルデヒド毒性に対して保護作用を示した。しかし、DOPAC は過酸化水
素毒性も抑制したが、OPAC は抑制できなかった。DOPAC と OPAC は、ALDH2 の遺伝子発現を
変化させなかったが、ALDH の総酵素活性を増強させたことから、DOPAC と OPAC が ALDH2
以外のアイソザイムの転写制御を介して、ALDH の総活性を調節することが示唆された。DOPAC
はケルセチンと同様に HO-1、GCLC、xCT の mRNA 量を有意に増加させたが、OPAC は GCLC
のみを増加させた。続いて、DOPAC と OPAC の組み合わせ処理による影響を調査したところ、
マウス肝がん細胞株 Hepa1c1c7 細胞をアセトアルデヒドおよび過酸化水素による細胞毒性から
保護することを実証した。この組み合わせに用いた化合物濃度は、それぞれの単独処理では有意
な効果を示さない濃度であった。また、DOPAC と OPAC の組み合わせは、細胞内活性酸素レベ
ルを抑制し、細胞保護作用に抗酸化機構が関与していることが示唆された。DOPAC と OPAC の
組み合わせは ALDH1A1 および ALDH3A1 だけでなく、GSH 合成の第一律速酵素である GCLC
の遺伝子発現を増強し、実際に細胞内グルタチオンレベルおよび総 ALDH 活性も増強した。さ



らに、グルタチオン合成阻害剤 BSO を用いた実験でも、細胞内グルタチオンは細胞保護作用と
ALDH 活性増強の両方に関与していることが確認された。以上の結果から、ケルセチン腸内代謝
産物は、GSH に依存した ALDH 活性の上昇により、酸化ストレスに対する抵抗性を高め、アセ
トアルデヒドから細胞を協調的に保護することが示唆された。 
 
(4) 玄米の細胞保護作用を担う主要成分の同定 
 玄米中の主要脂溶性成分を定量化し、試験管内ラジカル消去作用だけでなく、過酸化水素に対
する細胞保護作用を比較した。玄米 1 g あたりの主要な疎水性抗酸化物質の含有量は、フェルラ
酸シクロアルテニル（CAF）が最も多く、次いで α-トコフェロール（αT）、γ-トコトリエノール
（γT3）、α-トコトリエノール（αT3）、γ-トコフェロール（γT）の順に多いことが明らかとなっ
た。次に、単位重量当たりの活性および含量から算出した貢献度を計算した結果、CAF 自体の
ラジカル消去作用がそれほど強力でなく、αT、αT3、γT3 と同程度であった。一方、CAF は過酸
化水素毒性に対して有意な細胞保護作用を示し、CAF の有効最小濃度は αT や γT よりも低く、
細胞保護作用においては CAF の方がビタミン E 類よりも優れていることが示唆された。また、
CAF は抗酸化物質合成酵素であるヘムオキシゲナーゼ-1（HO-1）の発現レベルを上昇させるだ
けでなく、抗酸化酵素遺伝子群の発現を正に制御する Nrf2 の核内移行も促進した。さらに、HO-
1 活性阻害剤であるスズプロトポルフィリン IX（SnPP）は CAF の細胞保護作用を著しく低下さ
せたことから、CAF の保護作用に抗酸化物質合成酵素 HO-1 の酵素活性が重要な役割を果たし
ていることが示唆された。また、CAF の作用に重要な構造要因として、ポリフェノールのフェ
ルラ酸に由来する構造ではなく、植物ステロールに由来するシクロアルテニル構造が重要であ
ることも明らかとなった。 
 
(5) ALDH2 活性低下による機能性食品成分の生体利用性への影響 
 野生型（C57BL/6 マウス、雄、10 週齢）および Aldh2 KO マウスにケルセチン（5 mg/kg BW）
を胃内強制投与し、投与後 30 分、1 時間、3 時間、6 時間に採取した各血液から血漿を得た。血
漿を脱抱合処理して、総ケルセチン代謝物量の変化を LC-MS/MS 分析により評価した。その結
果、野生型マウスではケルセチン投与後 30 分で最高濃度に達し、経時的に低下した。Aldh2 KO
マウスにおいても、同様の経時変化が観察され、最高濃度も野生株マウスとほぼ同じ値を示した。
以上の結果から、ALDH2 活性低下はケルセチンの小腸における代謝には大きな影響を与えない
ことが示唆された。 
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[4] 松本明子, 日本衛生学雑誌, 71, 55-68 (2016). 
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