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研究成果の概要（和文）：近年、ケルセチン配糖体代謝物である 3,4-ジヒドロキシフェニル酢酸

（DOPAC）をはじめとした、腸内細菌叢による食品成分発酵物とその機能性に注目が集ま

っている。本研究では、ポリフェノール類の化学的特性を反映した生理活性評価系を確立し、

分子機構を詳細に解析することでポリフェノール標的候補分子を同定した。また、ケルセチン

代謝物の中で、DOPAC が最も強力なラジカル捕捉活性及び第 2 相薬物代謝酵素誘導活性を示

すことを明らかにした。さらに、DOPAC の標的分子を明らかにする目的で、DOPAC 分子プロ

ーブ（DOPAC プロパルギルエステル）の合成を行い、「click chemistry」への適応性を証明した。 
 
研究成果の概要（英文）：The interest in fermented products in the large intestine such as a quercetin 
glucoside metabolite, 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC), has started to grow rapidly. In this 
study, we identified several plausible target molecules for polyphenols by understanding the molecular 
mechanisms underlying biological activities related to their chemical characteristics. We also revealed 
that DOPAC exhibited radical scavenging and phase II drug metabolizing enzyme-inducing activities 
more potently than other quercetin metabolites. Furthermore, we developed a new probe (DOPAC 
propargyl ester) to detect target proteins and confirmed its applicability to “click chemistry”. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 緑茶カテキンやケルセチンなどのカテコ

ール型ポリフェノール類は、強力な抗酸化作

用を有することから、現在では最も著名な機

能性食品成分群として受入れられている。そ

の一方でカテコール類は、反応性の高い求電

子反応性を示すキノンに変換され、タンパク

質の求核性アミノ酸残基と選択的に結合す

ることにより、生体防御の活性化や抗がん作

用を誘導することが報告されている。ポリフ

ェノール類は消化吸収された後、グルクロン



酸や硫酸との抱合反応によって大部分が代

謝されることから、腸内細菌叢異化物やアミ

ノ酸付加型代謝物はあまり注目されてこな

かった。しかし、求電子反応性の欠如は生理

活性の消失につながることが、申請者を含め

た様々な研究者から最近相次いで報告され、

生体内での分子標的を探索する上で極めて

重要な指針となりつつあった。 
 一方、3,4-ジヒドロキシフェニル酢酸

（DOPAC）は元来ドーパミンの代謝産物とし

て著名な化合物であるが、近年のケルセチン

配糖体の代謝に関する研究から、ラット及び

ヒト腸内細菌叢におけるケルセチン配糖体

の主要な代謝産物として同定された。これま

でに我々は、DOPAC がタンパク質の求核

性アミノ酸残基に結合することを見出し、

カテコール型ポリフェノールのサロゲート

としても利用できる可能性を示してきた。

未だ解明されていない DOPAC の生理機能

を明らかにできれば、最も著名なフラボノ

イドであるケルセチンが、生体内でどのよ

うにして作用しているのかについて、新し

い考察を与えるだけでなく、カテコール型

ポリフェノール類に共通した標的分子をタ

ーゲッティングすることも可能となると考

えた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、DOPAC 自体をプローブとし

て利用することで、生体分子修飾作用とその

生理機能への寄与を明らかにすることを目

的とした。 
 具体的には、(1) ポリフェノール類の化学

的特性を反映した生理活性評価系を確立し、

その分子機構を解析することで標的候補分

子を探索する、(2) DOPAC の生理機能評価を、

①DOPAC とその他のケルセチン配糖体異化

物との活性比較、②親化合物及びその類縁体

の生理活性と分子機構を解明する、(3) click 
chemistry（Huisgen 環化反応）を利用した

DOPAC プローブを合成し、その有用性を評

価する、の３点について検討した。 
 
３．研究の方法 
 
 生理活性の評価は、主に消化管、肝臓、血

球由来の各種培養細胞株を用い、細胞増殖抑

制・アポトーシス誘導作用、生体内活性酸素

作用、第2相薬物代謝酵素遺伝子の発現誘導作

用など対象に、RT-PCRをはじめとした分子生

物学的、生化学手法を駆使して評価した。 
 DOPACプロパルギルエステル（DPE）は、

DOPACとプロパルギルアルコールとのfisher
エステル化反応で作製した。また、DPEが求

電子反応性を有し、「In situ click chemistry」
に利用できるか否かを分析化学的手法により

評価した。 
 
４．研究成果 
 

(1)  ポリフェノール類の化学的特性であ

る求電子反応性、活性酸素種生成能に着

目し、各性質の標準物質（イソチオシア

ネート：ITC 類、光増感剤）による細胞

死誘導作用とその分子機構を明らかに

した。具体的な成果を以下に示す。 
① 光増感剤の暗所での抗酸化的特性

を明らかにした（論文 1）。また、光増

感剤の前骨髄性白血病細胞 HL-60 での

光細胞毒性が、細胞外での過酸化水素生

成に依存し、ミエロペルオキシダーゼに

よる活性種（次亜ハロゲン酸）の生成と

c-Jun-N-terminal kinase（JNK）の活性化

を介することを見出した（論文 4）。 
② 光増感剤の T リンパ球性白血病細

胞におけるアポトーシスの誘導には、細

胞内活性酸素種の生成、JNK 経路の活

性化とともに、インターフェロン-γの

パラクライン／オートクライン効果が

関与することを明らかにした（論文 12）。 
③ 食品由来求電子剤 ITC 類の正常細

胞に対する毒性が細胞内外のグルタチ

オン濃度を調節することにより制御が

可能であること（論文 8）、また、α-ト
コフェロールが ITC による細胞内活性

酸素種生成を抑制するにも関わらず、ア

ポトーシス誘導を増強することを明ら

かにした（論文 9）。 
④ 活性酸素種／酸化ストレスマーカ

ーとして、血管内皮細胞におけるシステ

インスルフィン酸（論文 5）、皮膚組織

におけるハロゲン化チロシン（論文 10）
を同定し、さらにそれぞれの血管新生、

皮膚老化への寄与を明らかにした。 
 以上の研究から同定された分子は、ポ

リフェノール類によっても誘導、修飾さ

れうる可能性を強く示唆している。 
 



(2) 各種フラボノイドの化学的、生物学特性

を解析することで、新たなポリフェノー

ル標的候補分子を同定した。 
① ルテオリンはがん抑制遺伝子 p53
による抗がん物質耐性作用を改善する

ことを明らかにした（論文 11）。 
② 緑茶カテキン類の酸化に対する不

安定性と求電子反応性との相関を in 
vitro で証明し（論文 2）、胃がん細胞株

AZ521 細胞における細胞増殖抑制作用

のエピガロカテキン-3-ガレートの分子

標的として DEAD-box RNA ヘリカーゼ

p68 を同定した（論文 3）。 
 

(3) ケルセチン配糖体代謝物の中で、

DOPACが最も強力なラジカル捕捉活性、

過酸化水素産生活性を示した。さらに、

DOPACはHL-60細胞に対して有意にア

ポトーシスを誘導するとともに、肝細胞

において第 2 相薬物代謝酵素の一つで

あるグルタチオン S-トランスフェラー

ゼ活性を増強した。以上の結果から、

DOPACはケルセチン配糖体の生理機能

を担う代謝物であるこがを示唆された

（投稿中）。 
 

(4) 酸触媒を用いた Fischer エステル化法に

より、末端にアルキン基を有する

DOPAC プロパルギルエステル（DPE）
の合成に成功した。DPE の In situ click 
chemistry（Huisgen 環化反応）への応用

は、ドラーゲンドルフ試薬による定性反

応にて、タンパク質修飾作用はモデルタ

ンパク質であるグリセルアルデヒド-3-
リン酸デヒドロゲナーゼの遊離SH基量

の減少と DPE 修飾タンパク質のビオチ

ンラベル化により証明した。さらに、

DPE が親化合物の DOPAC と同様の生

理活性を有すること、DPE がタンパク

質修飾作用を有することをそれぞれ細

胞レベルでも確認し、DPE が DOPAC
の標的分子を探索するツールとして有

用であることを証明した（投稿準備中）。 
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