
国立遺伝学研究所・情報研究系・特任准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

６３８０１

基盤研究(C)（一般）

2019～2017

新規の有用フラボノイドを見つけるための仮想代謝マップの構築

Construction of a virtual metabolic pathway map system for discovery of novel 
functional flavonoids

３０３９２２８６研究者番号：

櫻井　望（Sakurai, Nozomu）

研究期間：

１７Ｋ０７８１０

年 月 日現在  ２   ６ １８

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：植物由来の代謝産物フラボノイド類は、抗酸化作用などの機能性を示すものが多い。
これまでに、メタボローム技術とバイオインフォマティクス技術を用いて、網羅的なフラボノイドの検出（フラ
ボノーム）を行うシステムを確立してきた。本課題では、有用なフラボノイドの探索が可能な情報基盤の確立を
目的に、50種類以上の幅広い植物におけるフラボノームを比較できるウェブシステムを開発、公開し、これを用
いて植物特徴的な新規フラボノイドの候補を複数見出した。

研究成果の概要（英文）：Flavonoids are plant-derived metabolites and many flavonoids showing 
bioactivities such as antioxidant activity. We have developed a system for comprehensive detection 
of flavonoids (flavonome) based on metabolomic and bioinformatic technologies. The aim of this study
 is at a development of a system for discovery of novel functional flavonoids. We developed 
databases which provide flavonomes obtained from more than 50 plants. Using the search functions of 
these databases we found candidate of novel flavonoids which accumulated in specific plant species.

研究分野： メタボロミクス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
フラボノイド類は、抗酸化作用、抗がん作用など、機能性表示食品の関与成分としても注目されている。高感度
な成分検出技術と情報科学技術を組み合わることで、これまで報告されていなかったフラボノイドが、身近な野
菜などにも数多く潜在する可能性を示してきた。本課題では、野菜や果物を含めた50を超える植物で、フラボノ
イド候補を網羅的に比較できるウェブシステムを構築・公開し、例えばレタス、きく、よもぎなどキク科に特異
的に存在する物など、多数の新規フラボノイド候補を見つけた。このウェブシステムは、新たなフラボノイドの
探索とその植物や遺伝資源の活用につながる新たなデータ基盤となる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
植物由来の代謝成分フラボノイド類は、抗酸化作用、抗がん作用、ホルモン様作用などの生理
活性を示すものが多く、機能性食品や医薬品への利用が期待されている。研究代表者らは、液
体クロマトグラフィー-質量分析装置（LC-MS）を用いた網羅的な成分解析（メタボローム解
析）の技術とバイオインフォマティクスの技術開発により、約 7000 種類のフラボノイドを高
感度に判別できる解析基盤、FlavonoidSearch システムを構築した（Akimoto N et. al. 2017）。
FlavonoidSearch を用いることで、フラボノイドと推定される成分候補を網羅的に検出するこ
とが可能となり、フラボノイドの全体像（フラボノーム）を俯瞰できるようになった。そして、
日常的に摂取している野菜であるパセリなどおいても、これまでに報告のないフラボノイドが
多数含まれている可能性が明らかとなった。このように、メタボローム解析技術と
FlavonoidSearch を利用することで、新規のフラボノイドを探索することが可能な技術が整備
された。 
 この技術を用い、多数の植物のフラボノームを比較することができれば、植物特異的なフラ
ボノイドなどを選抜することが可能となり、有用なフラボノイド資源を積極的に探索するため
の情報基盤が構築できると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
新規フラボノイドとその生合成遺伝資源を探索することができる情報基盤を構築することを目
的とする。このため、以下を当初目標とした。 
 
(1)多様な植物のフラボノームを比較することを目的とし、様々な進化距離にある植物や野菜
50 種類以上でフラボノームを取得する。 
(2)植物ごとのフラボノームの特徴を比較することを目的とし、フラボノイドの推定生合成経路
に検出された推定フラボノイドを描画した仮想代謝マップを構築し、ウェブデータベースとし
て公開する。 
(3)構築したシステムの有用性を示すことを目的とし、新規フラボノイド候補の構造決定を行う
とともに、その生合成経路遺伝子の単離を試みる。 
 
研究代表者が研究期間 2 年目の 6 月に、当初のかずさ DNA 研究所から、国立遺伝学研究所へ
移籍したことに伴い、代謝マップ作製および遺伝子単離等のウェット実験を担当する人材のリ
ソースの確保が難しくなった。このため、上記目的を達成するため、(2)、(3)に関しては、研究
代表者が単独で実施できるバイオインフォマティクス技術を使い、下記の実施内容に注力する
こととした。 
 
(2)個々の推定フラボノイドについて、植物種間でその存在、蓄積量を一覧比較できるシステム
および、修飾基のバリエーションを検索できるシステムを開発して公開する。 
(3)構築したシステムを用い、植物特異性のある新規フラボノイドの候補を複数探索する。 
 
３．研究の方法 
 
(1)フラボノームの取得 
 
多数の植物材料を調達するため、第一に、食品として利用可能なものを利用した。日本食品標
準成分表 2015 年版（七訂）（文部科学省）から選択し、同表に示された廃棄部位を除いたもの
を試料とした。穀類、いも及びでん粉類、豆類、種実類、野菜類、果実類、きのこ類、藻類、
し好飲料類、調味料及び香辛料類として植物由来のものが含まれ、野菜類で 57 種、果実類で
28 種の植物を含む。系統および部位として多様な植物試料を確保するため、第二に、食品に該
当しない以下の植物試料を用いた。パセリの根、イネの葉、シロイヌナズナ、ネギの根、はつ
か大根の葉、トマトの花、タバコ BY-2 細胞、イチョウの葉、ヒメツリガネゴケ、ゼニゴケ、ミ
ヤコグサ、ポプラの幼植物を用いた。これらは常法に従いかずさＤＮＡ研究所で栽培、培養、
採取したもののほか、謝辞に示す先生方にご提供いただいた。 
 メタボローム解析は、Agilent 1100 LC システム（アジレント社）、LTQ-FT（ThermoFisher 
Scientific 社）を用いて実施した。フラボノイドは、生体内では糖やアシル基が結合した形で
存在しており、これらの分子は LC-MS 分析では、多段階 MS 分析における MS3 を行うことで、非
糖部（アグリコン）の開裂によるマススペクトルを得ることができる。そこで、イオントラッ
プ型 MS検出部において、強度の強い 5個のイオンを MS2 分析し、次いで強度の強い 2個のイオ
ンを MS3 分析するデータ依存型のマススペクトルスキャンを行った。これに際し、LC による成
分分離を長時間低流速で行うグラジエント設定と、一度スキャンしたイオンを再度スキャンし
ない Dynamic Exclusion 設定の至適化を行った。 
 LC-MS の分析データを、研究代表者が開発した PowerGetBatch ソフトウェアで解析し、得ら
れたピークに紐づく MS2 スペクトルおよび MS3 スペクトルを選別したのち、これを



FlavonoidSearch により評価して、評価スコアを取得することで、フラボノーム情報を取得し
た。 
 
(2)フラボノームを比較するシステムの開発 
 
取得、解析したフラボノームデータは、研究代表者が開発した食品メタボロームレポジトリ
（http://metabolites.in/foods）（Sakurai and Shibata 2017）および植物メタボロームレポ
ジトリ（http://metabolites.in/plants）に格納した。これらのシステムは、バックエンドを
Java、SpringBoot、MariaDB により開発し、フロントエンドを SpringBoot および JavaScript
で開発した。RedHat Linux 64bit の Linux サーバー上で、Apache を HTTP サーバーとして運用
されている。 
 
(3)新規フラボノイド候補の探索 
 
上記(2)で構築したウェブシステムの Application Programming Interface（API）を用い、Java
プログラムを用いて、未知のフラボノイドの候補を選抜した。検出質量値を用いた既知化合物
データベースへの検索では、データベースとして KEGG, KNApSAcK, HMDB, LIPID MAPS, 
metabolomics.jp のフラボノイドデータベースを用い、質量誤差±5 ppm を適用した。得られた
データを Microsoft Excel で集計し、個々の候補成分について、手作業で、食品メタボローム
レポジトリおよび植物メタボロームレポジトリによるデータ確認を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1)フラボノームの取得 
 
多様な植物を確保するため、市販で入手可能な植物試料として食品を用いた。この中には、野
菜類 57種類と、果実類 28種類を含む。さらに、幅広い進化距離のものや植物内での部位を比
較する目的で、ヒメツリガネゴケ、ゼニゴケ、イヌカタヒバ、シロイヌナズナ、ミヤコグサ、
イチョウの葉、ポプラ幼植物などを含む、14 種 28 種類の植物試料を用いた。画一的な手法で
LC-精密質量 MS 分析を行った後、データ依存的に一部のピークで取得された MS2, MS3 スペクト
ルについて、FlavonoidSearch による評価を行い、フラボノーム情報を取得した。食品類では
ESI ポジティブモードの平均 4366 のピークが検出された。このうち 11.7%のピークに MS2 スペ
クトルを、2.4%のピークに MS3 スペクトルを取得した。食品以外の植物試料では、同様に、平
均 4998 のピークをポジティブモードで検出し、そのうち 21.4%に MS2 を、4.6%に MS3 スペクト
ルを得た。食品以外での植物試料に MS2 および MS3 スペクトルの割合が高いのは、MS2 および
MS3 スペクトルを得るための分析の繰り返し数を多くし、網羅性を広げたためと考えられる。
このなかで、MS3 スペクトル持つピークのうち、フラボノイドアグリコンである可能性が高い
ピーク（FlavonoidSearch のスコアが 0.5 以上、以降 FS0.5 と略す）の割合を集計したところ、
食品では、ブルーベリー（19%）、ウーロン茶（18%）、つるむらさき茎葉（18%）、ほうじ茶（17%）、
だいず（17%）、黒砂糖（16%）、せん茶（15%）などが高く、食品以外では、イネ葉（31～18%）、
ミヤコグサ地上部（18%）、ポプラ幼植物（14%）などで高かった。MS3 スペクトルは、強度が相
対的に高いピークで取得される傾向があるため、発酵度合いを問わず茶類で割合が高かったこ
とは、フラボノイド類が残り易い傾向があるのかもしれない。また、苔類のヒメツリガネゴケ、
ゼニゴケ、シダ類のイヌカタヒバでは、FS0.5 のピークはほとんどなかったものの、
FlavonoidSearch スコアが 0.3 以上（FS0.3）のピークは MS3 中 2～6%存在した。コケ類やシダ
類でもフラボノイドは知られていることから、このことは、これらの植物ではフラボノイド類
が相対的に検出強度の高くないピークである可能性がある。一方、裸子植物のイチョウの葉で
は FS0.5 のピークは MS3 スペクトル中 7%あった。またイチョウは検出ピーク数が 1万をこえて
おり、多様な代謝産物を生合成している可能性が考えられる。 
 
(2)データ基盤の構築 
 
検 出 し た ピ ー ク 情 報 を 、 食 品 に 関 し て は 食 品 メ タ ボ ロ ー ム レ ポ ジ ト リ
（http://metabolites.in/foods、以降「食レポ」と略す）（Sakurai and Shibata, 2017）、食
品以外の植物については植物メタボロームレポジトリ（http://metabolites.in/plants、以降
「植レポ」と略す）に搭載し、公開した（図１）。各サンプルのピーク一覧の中に、FlavonoidSearch
にヒットスコアを示し、フラボノイドの可能性のあるピークを確認することができる。 
 
試料間でのピークの比較を行うため、指定した精密質量値および溶出時間をもったピークを、
全試料中から検索し、表形式で表示する機能を搭載した（図２）。この表では、検出されたピー
クを特殊なアイコンで表示している（図３）。このアイコンにより、溶出時間やピークの相対強
度の他、MS2 スペクトルや MS3 スペクトルの情報を保持しているか、FS0.3 または FS0.5 である
かどうか、イオン種が[M+H]+（[M]+含む）か以外の特殊なものか、質量値を既知の化合物デー



タベースで検索したときに該当する化合物があるかどうか、などを読み取ることできる。この
アイコンを、大まかな溶出時間ごとに列に区切って表示することで、フラボノイドピークやそ
の異性体ピークの試料間での存在やその数の違いなどを比較することができる。特に、フラボ
ノイドの予測は MS2 や MS3 スペクトルが得られた強度の強い 2割以下のピークでしか実施でき
ていない。このような表形式にすることにより、MS2 や MS3 スペクトルが得られていないピー
クについても、その存在の可能性を比較することができ、フラボノイドの試料特異性を確認す
る上で有用である。 
 
スペクトル検索機能では、類似したマススペクトルを持つピークを検索できる（図４）。アグリ
コン由来と推定されるマススペクトルを検索することにより、それを MS3 で持つものであれば
配糖体などの修飾体、MS2 で持つものであれば、単体のアグリコンのピークであることが分か
る。 
 
このように、当初計画していた代謝マップとは異なる表現となったが、フラボノイドを含むピ
ークに関して、試料間での比較を行えるようになった。スペクトル検索では、同じアグリコン
に関して、修飾パターンの違うピークを検索できるようになり、特定の植物に特異的な修飾遺
伝子の存在などを探索できるようになった。 
 このような検索機能等は、Application Programming Interface (API)と呼ばれる機能として
提供した。API を活用することで、コンピュータープログラムから大量の自動検索などを行う
ことができ、特定の条件を持つピークだけを検索するなどの、データマイニングをすることが
可能となった。 
 

図１ 食品メタボロームレポジトリ、ピーク一覧画 図２ プリカーサー検索機能における、同一ピーク
の試料間比較面 

図３ ピークを示すアイコン 

図４ スペクトル検索機能 



(3)新規フラボノイド候補の探索 
 
MS3 スペクトルが FS0.5 以上でフラボノイドと推定され、かつ、検出質量値が既知化合物デー
タベースに該当しないものは、新規のフラボノイドの可能性が高い。そこで、このような条件
に合致するものを、API で絞り込んだ。絞り込んだピークのうち、スペクトルの解釈を簡単に
するため、もとのプリカーサーイオンが[M+H]+（[M]+を含む）と判定されているものに限ると、
食レポでは 28個、食レポでは 40個のピークが見つかった。これらには、同じ植物種で重複し
ているピークなども存在する。このため、これらを目視で除外したところ、食レポで 20個、植
レポで 24個のユニークなピークに絞ることができた。これらについて、食レポおよび植レポで
詳細にデータを見てゆくことで、特殊な試料特異性や修飾基をもつフラボノイドの候補を複数
挙げることができた。 
 データの確認の一例を示す。レタスに見つかった m/z が 727.1358 のピーク（ピーク A）の例
では、MS2 で典型的な修飾基の脱離が見られており、その MS3 のスペクトルは、多くの植物由
来ピークの MS2 スペクトルでもみられることから、アグリコン単体でも存在する主要なフラボ
ノイドの可能性が高かった。アグリコン単体の精密質量は 303.0505 であり、クエルセチンまた
はその異性体と考えられた。アグリコン単体の精密質量との差から修飾基の精密質量もわかり、
ピ ー ク A の 修 飾 基 は 、 既 知 の フ ラ ボ ノ イ ド の 修 飾 パ タ ー ン の 中 で は 、
Malonyl-Glucuronosyl-Glucosyl に該当した。そして最後に、ピーク A の試料特異性を検索す
ると、レタスの他に、きく、よもぎにのみ検出されていた。この試料局在性から、ピーク Aが
キク科特異的に蓄積するフラボノイドであることが示唆された。さらに、同質量の修飾基の脱
離を、ニュートラルロス検索機能で調べると、同じ質量の脱離は他にほとんど見られず、キク
科に特徴的な修飾である可能性も考えられた。 
 このような詳細な確認をすることで、そのほかにも次のようなフラボノイドの候補を見つけ
ることができた。ぶどうに存在するメチオニンが修飾された可能性のあるフラボノイド、きく
の黄色の花びらよりもピンクの花びらに多いキク科に特異的なフラボノイド、柑橘に特異的で
プロリンを含む C5H9O2N に相当する修飾基がついたフラボノイド、ほうれんそう特異的なフラ
ボノイドなどである。また、食レポと植レポを合わせることで、和三盆糖、黒糖、およびイネ
の葉に特異的に存在するフラボノイド候補が確認できた。和三盆糖、黒糖はいずれもイネ科の
サトウキビを原料としているため、イネ特異的なフラボノイドである可能性が考えられた。 
 このように、植物および、植物を原料とした試料におけるフラボノームを比較することで、
新規のフラボノイドの可能性があるピークを多数検索することができ、構築したシステムの有
用性が示された。 
 現在、これらの候補の中のうちのいくつかについて、新規のフラボノイドであるかどうか、
構造決定を含めて検証を行う準備を進めている。 
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