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研究成果の概要（和文）：腸内細菌が産生する短鎖脂肪酸は、宿主のエネルギー恒常性に重要であるとされてい
る。本研究では、代表的な配糖体フラボノイドであるヘスペリジンとそのアグリコンであるヘスペレチンを用い
て、盲腸内容物中の短鎖脂肪含量に及ぼす影響を検討した。ヘスペレチンは盲腸内容物中の短鎖脂肪酸含量を有
意に上昇させたが、ヘスペリジンは変化しなかった。また、ヘスペレチンはデンプン消化の抑制効果を有したこ
とから、未消化のデンプンが大腸に到達し、短鎖脂肪酸産生の基質として利用されたのではないかと推察され
た。ヘスペレチンは腸内細菌叢に変化をもたらし、特にClostridium subcluster XIVaの占有率を低下させた。

研究成果の概要（英文）：It is recognized that short-chain fatty acids (SCFA) produced by gut 
bacteria play important roles in energy homeostasis for the host. This study aimed to investigate 
the effects of hesperidin and its aglycone hesperetin on cecal SCFA in rats. Results demonstrated 
that hesperetin, but not hesperidin, significantly increased the SCFA pool of cecal digesta. 
Hesperetin limited starch digestion, suggesting that parts of undigested starch were utilized to 
produce SCFA by microbial fermentation in the large intestine. Treatment of diet with hesperetin 
significantly decreased the relative abundance of Clostridium subcluster XIVa in feces.

研究分野：食品栄養学

キーワード： フラボノイド　短鎖脂肪酸　腸内細菌
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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 
 大腸内には 100 種類以上，100 兆個以上の
腸内細菌が生息しているとされており，その
菌叢バランスの変化が肥満や糖尿病などの
発症に関連すると考えられている。菌叢バラ
ンスの変化は，それらが産生する様々な代謝
産物にも影響する。特定の腸内細菌によって
産生される短鎖脂肪酸（SCFA）は，宿主のエ
ネルギー源として利用されるとともに，
GPR41（Gタンパク質共役型受容体 41）を介
して交感神経を活性化させ，宿主のエネルギ
ー消費を促進するとの報告もある。 
 フラボノイド類は様々な植物性食品に含
まれ，近年ではその三次（生体調節）機能に
注目が集まっている。フラボノイド化合物の
吸収率は一般的に低く，摂取したフラボノイ
ド類の一部は大腸へと到達し，大腸に生息す
る腸内細菌と直接的に接する機会がもたら
される。フラボノイド骨格を有する化合物は，
アグリコンとして存在するもの，配糖体とし
て存在するものに分類される。しかし，フラ
ボノイド化合物の腸内細菌叢への作用並び
に盲腸発酵性を論じる上で，構造的性質にフ
ォーカスした生体レベルでの報告例はほと
んどない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，フラボノイド化合物の化学構
造が腸内細菌叢並びに盲腸発酵性に対して
異なる影響をもたらすか否かを解明するこ
とを目的とした。具体的には，日常的に摂取
されている代表的なフラボノイド化合物と
して，柑橘系果物に含まれるヘスペレチン
（アグリコン）とヘスペリジン（ヘスペレチ
ンのルチノース配糖体）（図 1），玉ネギ等に
含まれるケルセチン（アグリコン）とダッタ
ン蕎麦に含まれるルチン（ケルセチンのルチ
ノース配糖体）を用い，実験動物による検討
を行った。これらを食餌として摂取させ，糞
便サンプルを回収し，腸内細菌分類群に及ぼ
す影響の相対比較を行った。さらに，解剖時
に摘出した盲腸内容物に存在する SCFAを測
定し，アグリコンと配糖体に関する構造活性
相関を中心に，腸内細菌の発酵性を考察した。
さらに，SCFA の産生にはその基質となりう
る物質が大腸へと供給される必要があるこ
とから，糞中に検出されるエネルギー産生栄
養素（特に糖質）について考察を加えた。 
 
３．研究の方法 
(1) ヘスペレチン（HT）とヘスペリジン（HD）
のラット腸内細菌叢並びに盲腸発酵性に及
ぼす影響 
① 動物実験 
 4 週齢のウイスター系雄ラットを，市販の
固形飼料を用いて 1週間予備飼育した。予備
飼育終了時の体重をもとに，ランダムに 3群
（コントロール群，0.5％HT群，1.0％HD群）
に分け，3 週間飼育した（n=7）。コントロー
ル食は AIN-76配合を一部改変した。HT及び

HD の添加分はセルロースを減じることによ
って調整した。飼料と水は自由摂取とし，飼
育期間中，定期的に体重と摂餌量を測定した。
各ラットが排出した糞を回収し，1 週間当た
りの乾燥糞重量を求めた。飼育終了日，腹部
動脈より採血し，その後，脂肪組織，盲腸内
容物を摘出し，それぞれの湿重量を測定した。
なお，HT と HD はほぼ等モルとなるように
食餌に配合した。 
 

 
 
 
 
 
 
 

              ヘスペレチン（HT） 
 

ヘスペリジン（HD） 
 
図 1 ヘスペレチン(HT)とヘスペリジン(HD)の化学構造 
 
② 腸内細菌叢の解析 
〔全菌数の比較〕 ラット糞便を GTC 緩衝
液に懸濁し，これをジルコニアビーズにより
破砕した後，DNA を抽出した。341f と 534r
の標識プライマーを用いてリアルタイム
PCR による DNA 増幅を行い，各群の鋳型
DNAの量（コピー数）を比較した。 
〔腸内細菌叢の解析〕 糞中の菌叢解析は，
terminal restriction fragment length 
polymorphism 法（T-RFLP 法）に基づいて実
施した。6-FAM 蛍光標識されたプライマー
516f（5-TGCCAGCAGCCGCGGTA-3）と 1510r
（5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3）を用いて
16S rRNA 遺伝子を増幅させ，その増幅産物
を制限酵素 BslI で切断した後，ABI PRISM 
3130xl DNAシーケンサー（アプライドバイオ
システムズ㈱）を用いて末端断片の蛍光強度
をモニターした。出現した末端断片のピーク
を Operational Taxonomic Unit（OTU）として
割り当て，全ピークの総面積に対する各 OTU 
のピーク面積の比から，OTU と細菌系統分
類群との対応関係をもとに，主要な腸内細菌
分類群の構成割合を推定した。 
③ 盲腸内容物中の SCFAの測定 
 盲腸内容物は蒸留水で希釈して，ホモジネ
ートを作成した。ホモジネート中の SCFAは，
ラベル化試薬 FA（㈱ワイエムシー）を用いて
ジニトロフェニルヒドラジン誘導体化し，こ
れを有機溶媒（ジエチルエーテル，ヘキサン）
で抽出・精製した。SCFA（酢酸，プロピオン
酸，酪酸）は高速液体クロマトグラフィー
（HPLC）にて分離・定量した。 
④ 糞中デンプンの測定 
 本飼育 3週目に得られた乾燥糞を用い，糞
中の糖質をジメチルスルホキシド (DMSO)
にて抽出した。抽出液の一部をねじ付試験管
に移し，80 mMリン酸緩衝液（pH6.3）1.0 mL



にて希釈後，熱耐性 α-アミラーゼ，アミログ
ルコシダーゼ（いずれも和光純薬工業㈱）で
順次加水分解した。遊離したグルコースを市
販のグルコース測定キット（グルコースオキ
シダーゼ法，和光純薬工業㈱）を用いて測定
した。得られたグルコース量に 0.9を乗じて，
糞中デンプン換算値とした。 
⑤ 糞中 HT，HDの測定 
 本飼育 3 週目に得られた乾燥糞を用い，
DMSO とメタノールの混液によって，糞中
HTと HDを抽出した。抽出液は 0.45 µmメン
ブランフィルターにてろ過後，HPLC によっ
て定量した。 
⑥ α-アミラーゼ阻害作用 
 可溶性デンプン溶液にブタ由来のパンク
レアチンを作用させ，遊離したマルトースを
HPLCにて定量した。このとき，反応液に様々
な濃度の HTと HDを添加し，マルトース生
成量の減少をもってα-アミラーゼ阻害率を
算出した。 
⑦ 統計解析 
 群間の有意差検定は，一元配置分散分析の
後，Tukey の多重比較検定法を用いた。有意
水準は 5％未満とした。 
 
(2) ケルセチンとルチンのラット腸内細菌叢
並びに盲腸発酵性に及ぼす影響 
① 動物実験 
 4 週齢のウイスター系雄ラットを，1 週間
予備飼育した後，ランダムに 3群（コントロ
ール群，0.5％ケルセチン群，1.0％ルチン群）
に分け，3 週間飼育した（n=6）。コントロー
ル食は AIN-76 配合を一部改変した。ケルセ
チン，ルチンの添加分はセルロースを減じる
ことにて調整した。以降は，前述の(1)の①と
同様に実施した。 
② 腸内細菌叢の解析 
 前述(1)の②と同様に実施した。 
③ 盲腸内容物中の SCFAの測定 
 前述(1)の③と同様に実施した。 
④ 糞中デンプンの測定 
 前述(1)の④と同様に実施した。 
⑤ 統計解析 
 前述(1)の⑦と同様に実施した。 
 
(3) 各種フラボノイド化合物のラット盲腸内
容物の湿重量に及ぼす影響 
① 動物実験 
 4 週齢のウイスター系雄ラットを，1 週間
予備飼育した後，ランダムに 7群（コントロ
ール群，0.5％ケルセチン群，0.5%ヘスペレチ
ン群，0.45%ナリンゲニン群，0.45%アピゲニ
ン群，0.42%クリシン群，0.42％ダイゼイン群）
に分け，3 週間飼育した。コントロール食は
AIN-76配合を一部改変した。これらのフラボ
ノイド化合物の添加分はセルロースを減じ
ることにて調整した。以降は，前述の(1)の①
と同様に実施した。 
② 統計解析 
 コントロール群と各フラボノイド群にお

ける盲腸内容物の湿重量の比較は，
Kruskal-Wallis test の後， Dunn’s multiple 
comparison testによって求めた。 
 
４．研究成果 
 
(1) HTと HDのラット腸内細菌叢並びに盲腸
発酵性に及ぼす影響 
 
① 体重増加量，摂餌量，脂肪組織重量 
 3 週間の飼育期間におけるコントロール群，
0.5％HT 群，1.0％HD 群における摂餌量，体
重増加量の群間有意差は認められなかった。
解剖時の脂肪組織重量（腸間膜周囲，腎臓周
囲，睾丸周囲）の合計はコントロール群と比
較して 0.5％HT群で有意に低下した（p<0.05）。 
 
② 腸内細菌叢 
 リアルタイム PCR にて求めた全細菌のコ
ピー数は，HT 及び HD による有意な影響は
観察されなかった（データは示さない）。 
 T-RFLP 法で腸内細菌叢（全体に占める割
合）を測定した結果，コントロール群と比較
して HT群の糞中 Clostridium subcluster XIVa
が有意に低下した（図 2）。 Clostridium 
subcluster XIVaは高脂肪食を負荷したマウス
の糞中で高い占有率を示すという報告があ
ることから，HT がこの占有率を低下させた
ことにより前述の脂肪組織重量の低減に影
響した可能性が示唆された。この効果は HD
群では認められず，腸内細菌叢の変化にはア
グリコンである HT が重要であることが考察
さ れ た 。 一 方 ， Clostridium cluster IV, 
Clostridium cluster XVIIIはいずれもコントロ
ール群と比較して HT 群で有意に増加した
（データは示さない）。 

 
図 2 ラット糞中Clostridium subcluster XIVaの占有率に及
ぼす 0.5％ヘスペレチン（HT）食の影響 
 
③ 盲腸内容物中の SCFA含量 
 盲腸内容物の平均湿重量は，コントロール
群が 2.2±0.6 g，HT群が 3.4±0.9 g，HD群が
2.7±0.5 g であり，コントロール群と比較し
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て HT群で有意に高い値を示した（p<0.05）。 
 盲腸内容物中のSCFA含量を図3に示した。
ラット 1匹当たりの盲腸内容物の酢酸，酪酸
含量はいずれもコントロール群と比較して
HT群で有意に高く，酪酸は HT群と HD群の
間にも有意な差が観察された（いずれも
p<0.05）。一方で，プロピオン酸含量には群間
での有意差は認められなかった。これらの結
果より，ラットの盲腸発酵に及ぼす化学構造
的な関与として，アグリコン型である HT の
方がその配糖体である HDよりも高いことが
示唆された。 
 

図 3 ラット盲腸内容物中の短鎖脂肪酸（酢酸，プロピオ
ン酸，酪酸）含量に及ぼすヘスペレチン（HT）食の影響 
 
④ 糞中デンプン排泄 
 本飼育 3週目に回収した糞中のデンプンを
測定した結果，わずかながら糞中にもデンプ
ンが排泄された。コントロール群，HT 群，
HD 群の 1 週間当たりのデンプン排泄量はそ
れぞれ 65±2 mg，91±36 mg，61±5 mgであ
り，HT群はコントロール群，HD群と比較し
て有意に高い値を示した（p<0.05）。 
 
⑤ 糞中 HT，HDの排泄量 
 本飼育 3 週目に回収した糞中の HT と HD
の含有量を測定した。HT 群は 1 週間当たり
に 0.9±0.3 mmolの HTが排泄され，HD群は
0.4±0.1 mmolの HDが排泄された。1週間当
たり 2.7 mmolの HT，HDをそれぞれの食餌
より摂取したことから，摂取量の 33%，15％
が直接糞中に排泄された。興味深いことに，
HD群では HTも 1.1±0.6 mmolされ，腸内細
菌でルチノース部分が加水分解され，アグリ
コンである HT がそのまま排泄されたのでは
ないかと考えられた。 
 
⑥ HTと HDのα-アミラーゼ阻害作用 
 HTと HDのブタ膵α-アミラーゼ阻害作用
を測定した。図 4 に示す通り，HD はほとん
どα-アミラーゼ阻害作用を示さなかったの
に対し，HT は濃度依存的な阻害効果を示し
た。HD群に比較して，HT群では糞中へのデ
ンプン排泄量が多かったことから，α-アミラ
ーゼ阻害を介して，消化を免れた多くのデン
プンが大腸へ届き，これが SCFA産生の基質
として利用されたのではないかと推察され
た。 

 

図 4 ヘスペレチン（HT：黒丸）とヘスペリジン（HD：
白丸）のα-アミラーゼ阻害作用 
 
(2) ケルセチンとルチンのラット腸内細菌叢
並びに盲腸発酵性に及ぼす影響 
 
① 体重増加量，摂餌量，脂肪組織重量 
 本飼育 3週間における終体重，食餌摂取量
には群間有意差は認められなかった。一方，
体重 100 gあたりの脂肪組織重量（腸間膜周
囲，睾丸周囲，腎臓周囲の合計）は，コント
ロール群と比較して，ケルセチン群とルチン
群で有意に低下した（それぞれ p<0.05）。 
 
② 腸内細菌叢 
 飼育 3週目に回収した糞の乾燥重量には群
間有意差は認められなかった。 
 リアルタイム PCR にて求めた全細菌のコ
ピー数は，ケルセチン及びルチンによる有意
な影響は観察されなかった。 
 T-RFLP 法によって求めた Bifidobacterium
属の占有率はコントロール群で低く，6 匹中
3 匹で検出限界以下であった。また，ルチン
群と比較して，ケルセチン群では Clostridium 
subcluster XIVa の占有率が有意に低下した
（図 5）。 

図 5 ラット糞中Clostridium subcluster XIVaの占有率に及
ぼす 0.5％ケルセチン（Quercetin）食の影響 
 
③ 盲腸内容物中の SCFA含量 
 盲腸内容物の平均湿重量は，コントロール
群が 2.3±0.6 g，ケルセチン群が 3.1±0.5 g，
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ルチン群が 3.6±0.6 gであり，体重 100g当た
りの湿重量で換算した場合，コントロール群
と比べ，ルチン群で有意に上昇した（p<0.05）。 
 盲腸内容物中の SCFA含量（酢酸，プロピ
オン酸，酪酸の合計）を図 6に示した。ラッ
ト 1匹当たりの盲腸内容物中 SCFA含量はコ
ントロール群と比較してケルセチン群で有
意に高かった（いずれも p<0.05）。ルチン群
でも高い傾向を示したが，有意差には届かな
かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 ラット盲腸内容物中の短鎖脂肪酸（酢酸，プロピオ
ン酸，酪酸の合計）含量に及ぼすケルセチン(quer)，ルチ
ン(rutin)の影響 
 
(3) 各種フラボノイド化合物のラット盲腸内
容物の湿重量に及ぼす影響 
 
① 盲腸内容物の湿重量 
 等モルとなるように各種フラボノイド化
合物を配合し，ラットに 3週間与えた。飼育
終了時に得られた盲腸内容物の湿重量を図 7
に示した。コントロール群と比較してヘスペ
レチン群で有意に増加した（p<0.01）。また，
大豆イソフラボンの一種であるダイゼイン
は盲腸内容物重量の顕著な増加を示した
(p<0.001)。その他のフラボノイド化合物は有
意差は観察されなかった。 
 

図 7 盲腸内容物湿重量に及ぼす各種フラボノイド化合
物の影響 
 

(4) 考察 
 本研究は，フラバノン化合物のヘスペレチ
ンとヘスペリジン，フラバノール化合物のケ
ルセチンとルチンを用いて，ラットの腸内細
菌叢と盲腸内容物中の SCFA含量に及ぼす影
響を検討した。フラボノイドアグリコンであ
るヘスペレチンとケルセチンはともに，
Clostridium subcluster XIVaの占有率を低下さ
せた。ヘスペレチンとケルセチンは腸内細菌
に対して直接的に作用し，腸内細菌叢の構成
を変化させたのではないかと推察された。ま
た，Clostridium subcluster XIVaに属する菌種
の中にはフラボノイド構造の環分解をもた
らし，低分子量のフェノール性化合物へと異
化代謝するものが含まれている。このことは，
長期にフラボノイド化合物を投与すると，
Clostridium subcluster XIVaのさらなる占有率
の低下をもたらし，フラボノイド化合物のフ
ェノール性化合物への異化速度に影響する
かもしれないと考えられた。 
 ヘスペレチンの摂取は盲腸内容物の湿重
量を増加させたのに対し，ケルセチンはその
ような作用を有していなかった。一方で，配
糖体のルチンは盲腸内容物の湿重量を増加
させたが，ヘスペリジンは作用を有していな
かった。盲腸内容物の湿重量の増加作用はフ
ラボノイド化合物の水への溶解度が関与し
ている可能性が考えられた。つまり，水への
溶解度が高いヘスペレチンとルチンは盲腸
内容物重量を増加させ，水への溶解度が低い
ヘスペリジンとケルセチンはそのような作
用を有さないのではないかと推測された。今
後は盲腸内容物の湿重量がヘスペレチンや
ルチンによってどのような作用により増加
がもたらされたかというメカニズムの検証
が必要である。 
 盲腸内容物中の SCFAはヘスペレチンとケ
ルセチンによって有意に増加したが，それら
の配糖体であるヘスペリジンとルチンには
作用が認められなかった。ルチンは盲腸内容
物の湿重量を増加させたのに対し，有意な影
響が認められなかったことから，盲腸内容物
の湿重量の増加と SCFA含量には正の相関は
認められないと考えられた。なお，ヘスペレ
チンはα-アミラーゼ阻害作用を有していた
が，ケルセチンはその水への溶解度が低いこ
とから明確な阻害効果を得ることができな
かった。今後，SCFA の基質となる炭水化物
の大腸への供給の程度を検討する必要があ
る。 
 最後に 6種類のフラボノイド化合物を等モ
ルとなるように混餌投与した結果、ダイゼイ
ンに顕著な盲腸内容物の湿重量の増加作用
が確認された。ダイゼインも腸内細菌によっ
て異化代謝を受けることが報告されている。
ダイゼインが直接腸内細菌に作用し，菌叢変
化をもたらす可能性についての興味がもた
れる。 
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