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研究成果の概要（和文）：本研究では、生体組織中の目的成分の局在を多成分同時に可視化することが可能な
MALDI-MSイメージング法を用いて、ポリフェノール類の腸管での吸収・代謝挙動を一斉可視化可能な新たな評価
系を構築した。本腸管 in situ MALDI-MS イメージング法は、阻害剤を併用することでその吸収経路を特定する
ことが可能であり、腸管組織内の代謝物の一斉可視化を達成した。さらに、腸管を作用場とし、自身は吸収され
ることなく他の成分の吸収調節作用を示すテアフラビン類が、一旦腸管組織に取り込まれた後に、排出系トラン
スポーターを介して管腔排出されることが初めて可視化された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, MALDI-MS imaging was used as a visualization technique
 to investigate the intestinal absorption of polyphenols. Nifedipine/phytic acid-aided MALDI-MS 
imaging was performed to visualize theaflavin-3’-O-gallate (TF3’G) and epicatechin-3-O-gallate 
(ECG) in the rat jejunum. Non-absorbable TF3’G was successfully visualized at the apical region, 
whereas absorbable ECG was detected throughout the rat jejunum. MALDI-MS imaging was also performed 
to determine the transport routes of the target metabolites. The inhibitor aided-intestinal MALDI-MS
 imaging visualized the behavior in which TF3’G and ECG were incorporated into intestinal tissues, 
followed by efflux back to the apical compartment. In addition, MALDI-MS imaging analyses suggested 
that TF3’G was resistant to phase II metabolism during the influx/efflux processes, whereas ECG was
 susceptible to methylation and sulphation reactions. 

研究分野： 食品分析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　これまでの食品成分の吸収性評価は、摂取した成分の血中移行性の評価に終始しているものがほとんどで、実
際の吸収を制御する腸管での動態や代謝物を考慮した解析にはほとんど至れていない。対して、本研究にて構築
したラット腸管 in situ MALDI-MS イメージング法は、腸管組織での成分の透過過程、並びに、一連の代謝物を
可視化することが可能な方法である。すなわち、本法はこれまではブラックボックスとされてきた腸管での吸収
動態を可視化という直截的な手法で評価可能であり、生体利用性の解明を基盤とした食機能研究の遂行に極めて
有用な評価法であると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 これまでに様々な食品成分の機能性
が報告されているが、in vitro で機能性を
示す食品成分が生体内で作用発現する
か否かは、腸管吸収が前提となる。しか
しながら、これまでの食品機能学研究
は、腸管への取り込み、代謝・分解、吸
収、もしくは、体外排出等の過程（図 1）
に関する Bioavailability 研究が欠落して
おり、食品成分の吸収研究は薬理学分野
と比較して大いに立ち後れているのが
現状である。また、本研究で対象とする
ポリフェノール類については、小腸上皮
モデル細胞である Caco-2 細胞を用いた
透過性予測がほとんどであるが、その評
価には以下の問題がある。 
l ポリフェノール吸収・代謝：細胞膜

では透過過程は評価できるが、代謝
を含む吸収過程を評価することは
困難である。 

l 非吸収性ポリフェノールの動態解析：細胞膜内への取り込み→透過 or 膜外排出を直接的
に評価するアッセイ系がないため、動態解析することは困難である。 

 以上、ポリフェノール類をはじめとする食品成分の腸管吸収挙動を直截的かつ客観的に評価
する分析法がないため、食品成分の腸管吸収研究が大いに立ち後れているのが現状である。 
 他方、MALDI-MS イメージング法は、抗体等を用いて染色することなく臓器での物質の局在
性を可視化することができることから、多成分からなる食品成分の吸収・代謝動態の解明に最適
な分析法であるといえる。しかしながら、MS 法はイオン化する物質しか検出できないという最
大の欠点を有しており、中性分子種であるポリフェノール類はイオン化効率が低く、このことが
ポリフェノール類の吸収研究を妨げる大きな障害となってきた。他方、光増感剤をマトリックス
としてポリフェノール類の MS 検出感度向上を達成した実績 1はこれまでの研究障害を覆す成果
といえる。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、MALDI-MS イメージング法を基本技術として、ポリフェノール類の吸収・
代謝動態を視覚的に網羅する「ポリフェノール類の体内吸収・代謝プロセスの可視化と in situ 評
価法の構築」を目指し、以下の検討を実施した。 
① ポリフェノール類の腸管吸収経路の可視化  
② ポリフェノール類の腸管代謝動態の可視化   
③ ポリフェノール類の体外排出挙動の可視化   
④ 機能性ポリフェノールの腸管吸収性評価への応用 
本法によりラット小腸での吸収・代謝過程が初めて可視化され、評価することができ、さらに、
小腸に取り込まれたポリフェノール類およびその代謝物の局在が一斉に可視化されるため、吸
収・代謝・排出経路の関与を同時かつ網羅的に特定化することができると考えられた。 
 
３．研究の方法 
ポリフェノール類可視化のための MS イメージング条件の最適化  
 MALDI-MS 検出のためのマトリックス剤（Nifedipine）ならびに補助剤であるフィチン酸を用
いた腸管組織でのポリフェノール類可視化のための検出条件の最適化（マトリックス量、濃度、
レーザー強度等）を実施した。 
 
腸管取り込み経路の可視化  
 Ussing Chamber system にセットした Sprague-Dawley 系（SD）ラット摘出小腸膜に対して各種
ポリフェノール類（50 µM、60 分間）を透過させ、経時的に断面切片を作製し、最適化した MALDI-
MS イメージング法に供した。モノカルボン酸トランスポーター（MCT）、有機アニオントラン
スポーター（OATP）、ならびに小胞輸送（エンドサイトーシス）を対象取り込み経路として、こ
れら経路の阻害剤（フロレチン、エストロン-3-硫酸、ならびに wortamannin）存在下でのポリフ
ェノール類の局在性の変化から吸収経路を可視化評価した。 
 
 腸管組織でのポリフェノール類代謝物の一斉可視化  
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図 1. 腸管組織におけるポリフェノール類の吸収代謝 



 SDラット小腸膜を用いた透過試験（10〜60 分）の後、時間毎の小腸切片を MALDI-MS イメ
ージング解析し、想定されるポリフェノール類代謝物（メチル化、硫酸化、グルクロン酸化、な
らびにこれら組み合わせ）の有無、代謝動態、代謝を受ける部位（頂膜側、膜内、側基底膜側）
を網羅的に可視化した。側基底膜側の透過液（血液側）を LC-TOF-MS 分析に供し、代謝変換さ
れたポリフェノール類の同定、定量を行い、ポリフェノールあるいは代謝物の吸収動態を定量評
価した。 
 
腸管排出挙動の可視化  
腸管排出に関わる ABC トランスポーターの阻害剤（シクロスポリン A）存在下におけるポリフ
ェノール透過試験を実施し、腸管からの管腔排出動態の可視化を試みた。 
 
アシル化アントシアニン類の腸管吸収動態の可視化評価 
 本法を紫人参由来アシル化アントシアニン類の腸管吸収性評価に応用し、アシル化アントシ
アニン類の腸管吸収動態の可視化を試みた。 
 
４．研究成果 
① ポリフェノール類の腸管吸収経路の可視化  

まず、腸管内ポリフェノール類の可視化のための MALDI-MS イメージング法の最適化を実施

した。対象成分としては、非吸収性の機能性ポリフェノールである theaflavin-3’-O-gallate (TF3’G)
および、そのモノマー構成単位であり腸管吸収可能な epicatechin-3-O-gallate (ECG)を用いた。申

請者らがこれまでに開発したポリフェノール MALDI-MS 検出のための新規マトリックス剤であ

る Nifedipine1（20 mg/mL）を用いることで、腸管組織内の ECG が可視化され、さらにマトリッ

クス添加剤としてフィチン酸（5 mM）を添加することで、そのシグナル強度の増強が確認され

た。本 MALDI-MS条件を用いることで、Ussing Chamber 透過試験後の小腸組織切片より、腸管

透過過程の ECG が検出され、頂膜側から側基底膜側への透過挙動が可視化された（図 2）。また、

本腸管 MALDI-MS imaging
法により、TF3’G 透過試験

後の小腸組織切片において

TF3’G が頂膜側に局在する

ことが可視化された。透過

試験後の透過液中の各ポリ

フェノールを LC-TOF/MS
分析に供した結果、ECG は

腸管膜を透過しているのに

対して、TF3’G の吸収は認

められなかった（図 2）。こ

のことは、非吸収性ポリフ

ェノールが一度、腸管組織

内に取り込まれていること

を初めて示すものであっ

た。 
 また、阻害剤試験を用いた Ussing Chamber 透過試験において、ECG および TF3’G ともに、モ

ノカルボン酸トランスポーター（MCT）阻害剤（フロレチン）および有機アニオントランスポー

ター（OATP）阻害剤（エストロン-3-硫酸）を用いることで、腸管組織において可視化されたポ

リフェノールの蓄積が明らかに減弱した。したがって、ECG および TF3’G は MCT および OATP
を介して、腸管組織に取り込まれることが初めて可視化された。 
 
② ポリフェノール類の腸管代謝動態の可視化   
次いで、MALDI-MS イメージング法の最大の特徴である多成分の一斉可視化を、腸管組織内で
のポリフェノールの代謝過程の可視化に応用した。ECG を透過させた腸管膜における代謝物と
しては、主として硫酸化体およびメチル化体が可視化された。さらに、透過試験 60 min までの
組織を経時的に採取し、MALDI-MS イメージングに供したところ、ECG は腸管取り込み後に最
初に硫酸化を受け、続いてメチル化等の代謝を受けることが示された。 
 
 
③ ポリフェノール類の体外排出挙動の可視化   

さらに、それら取り込まれたポリフェノール類の腸管排出機構について検討を行った。管腔へ

の排出を担う ATP Binding Cassette(ABC)トランスポーターの阻害剤（シクロクロスポリン A）存

在下における透過試験を実施したところ、可視化された TF3’G の蓄積が顕著に増大することが

明らかになった。したがって、本 in situ 腸管 MALDI-MS イメージング法により非吸収性の重合
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図2. 本研究にて構築した腸管in situ MALDI-MSイメージングによるTF3’GおよびECGの腸管透過過程の可視化



ポリフェノールである TF3’G は一旦、腸管組織内に取り込まれた後、ABC トランスポーターに

より排出されることが初めて可視化された。腸管上皮細胞を用いた in vitro 評価系では、細胞内

への取り込みと細胞表面への吸着を識別することが不可能であることから、本 MALDI-MS イメ

ージング法は管腔排出の実際を評価可能な唯一の手法であると言える。  
 
④ 機能性ポリフェノールの腸管吸収性評価への応用 

抗炎症作用など様々な機能性が報告されているアントシアニン類は、その体内吸収性ならびに

代謝挙動に関する報告例が少なく、天然に存在するアシル化アントシアニン類の体内吸収・代謝

動態については、ほとんど明らかになっていない。そこで、本研究にて構築した腸管 in situ 
MALDI-MS イメージング法を適用し、アシル化アントシアニン類の腸管吸収挙動の可視化評価

を試みた。その結果、紫人参由来のアシル化アントシアニン類［cyanidin-3-O-(6-O-feruloyl-β-d-
glucopyranosyl)-(1→6)-[β-d-xylopyranosyl-(1→2)]-β-d-galactopyranoside（Cy3XFGG）など］は、そ

のままの形で腸管吸収され、ラット循環血へ移行することが明らかになった。さらに、その腸管

吸収にはグルコーストランスポーター(GLUT2)および有機アニオントランスポーター(OATP)が
関与していることが明らかになった。腸管組織内における代謝・分解物の一斉可視化を試みたと

ころ、Cyanidin が可視化されたことから、アシル化アントシアニンの一部は腸管内においてアグ

リコンへ分解されることが明らかになった。したがって、本研究により構築した in situ 腸管

MALDI-MS イメージング法は、ポリフェノール類の腸管吸収・代謝プロセスを可視化可能な新

たな機能評価手法であることが示された。  
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