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研究成果の概要（和文）： 

食品におけるピロロキノリンキノン誘導体の検索と定量を、高感度分析法である高速液体ク

ロマトグラフィー/タンデム質量分析法を使用した新しい分析方法によって実施した。その結果、

効率の良い抽出法、正確な同定法、定量性ある分離検出法の開発によって、食品中のアミノ酸

結合型 PQQ 誘導体の存在が確認された。特に、imidazopyrroloquinoline は多くの食品に含ま

れ、数 ng～数百 ng/g（あるいは ml）、それ以外は概ね数 ng/g（あるいは ml）程度であること

が明らかとなった。 
 

研究成果の概要（英文）： 

In the present study, we examined the determination of pyrroloquinoline quinone (PQQ) 

derivatives in various foods that are commonly consumed daily. The samples were analyzed 

using efficient extraction, accurate identification and quantification followed by high 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. The PQQ amino acid 

derivatives were identified with low concentration in various foods. The 

imidazopyrroloquinoline concentrations ranged from several ng/g-several hundred ng/g (or 

ml); other PQQ derivatives were in the range of several ng/g or ml. 
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１．研究開始当初の背景 

PQQ はメタノール資化性微生物におけるメ
タノール脱水素酵素の補酵素として 1979 年

に 発 見 さ れ 、 そ の 構 造 が 決 定 さ れ た
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（Salisbury et al., 1979）。これは生物の

エネルギー獲得系にとって必須の酸化還元

酵素の補酵素として NAD(P)、FAD に次ぐもの

である。この PQQはほ乳類においても多彩な

作用を示すことが報告されている。1989 年に

Killgore らは、PQQ 欠乏マウスを作成して成

長過程を調べたところ、PQQ をほとんど含ま

ない食餌で飼育したマウスでは体重の減少

が見られ、脱毛、骨軟化症や結合組織合成障

害等の成長障害が現れることを明らかにし

た（Killgore et al., 1989）。この発見を機

に PQQはほ乳類の成長に必須の栄養素として

考えられるようになり、その後、PQQ の働き

がほ乳類においても種々報告されるように

なった。その中で研究代表者はヒト線維芽細

胞における DNA 合成促進作用（Naito et al., 

1993）を見出し、PQQ の細胞増殖への関与を

明らかにした。一方、PQQ はほ乳類の必須ア

ミノ酸であるリジンの代謝酵素アミノアジ

ピン酸セミアルデヒド脱水素酵素の補酵素

として働き、ほ乳類の新しいビタミンである

とする報告（Kasahara and Kato, 2003）が

なされ脚光を浴びたが、現在もその議論が続

いている。最近では、パーキンソン病や認知

障害の発症抑制効果等、PQQ と精神・神経機

能との関連も注目されている（Kobayashi et 

al., 2006; Nunome et al., 2008; Ohwada et 

al., 2008）。また、研究代表者は線維芽細胞

における PQQの DNA合成促進と細胞内シグナ

ル伝達系分子群の関連に注目したところ、細

胞増殖に中心的役割を果たす MAPキナーゼカ

スケードの活性化に PQQが深く関与している

ことを明らかにした（Kumazawa et al., 2007）。

このようにヒトを含むほ乳類における PQQの

働きについて、最近議論が再燃している。 

 
２．研究の目的 

研究代表者はヒトの各種組織（肝臓、腎臓、

脳、脾臓、膵臓、血液等）において遊離型 PQQ

が概ね数 ng/g（あるいは ml）程度存在する

ことを明らかにし(Kumazawa et al., 1992)、

PQQ の生理作用を考察する上で重要なエビデ

ンスを提示している。また、研究代表者は日

常生活で摂取する 29 種類の食品中には遊離

型 PQQが 3.4～61ng/g（あるいは ml）の範囲

で存在することを報告した（Kumazawa et al., 

1993; Kumazawa et al., 1995）。一方、Noji

らは 8種類の食品において 0.2～7.0 ng/g（あ

るいは ml）程度の遊離型 PQQ 量の存在を報告

している（Noji et al., 2007）。これら一連

の PQQ量に関する研究結果から、体内に PQQ

の合成経路を持たないほ乳類では、PQQ は

食べ物から摂取されるものと考えられてい

る（Kumazawa et al., 1995）。しかし、その

摂取される PQQが食品中に遊離型のみで存在

するのか、あるいは遊離型以外に PQQ付加物

も存在するのか、その詳細は未だ明らかにな

っていない。in vitoro での実験では、PQQ

は反応性の高い物質として観察され、特にア

ミノ酸との結合性が高いことが確認されて

いる（Urakami et al., 1996）。従って、食

品中に存在する PQQは遊離型以外にもアミノ

酸結合型をはじめとする種々の誘導体を形

成しているものと考えられる。しかも、アミ

ノ酸の一種であるグリシンと PQQの結合型で

ある imidazolopyroroquinoline（IPQ）誘導

体 に は 神 経 成 長 因 子 の 合 成 促 進 作 用

（Yamaguchi et al., 1993）や線維芽細胞の

DNA合成促進作用等も報告されている（Naito 

et al., 1993）。しかし、食品中に存在する

IPQ の詳細な含有量は未だ報告されていない。 

そこで、本研究では食品における PQQ誘導

体の検索とその定量を、特に遊離型 PQQとア

ミノ酸結合型 PQQに焦点を絞って、最新の高

感度分析法である高速液体クロマトグラフ

ィー/タンデム質量分析（HPLC/MS/MS）法を

使用して実施する。食品中の遊離型 PQQに関

しては、既に研究代表者がガスクロマトグラ

フィー/質量分析法によって検出した結果を

報告しているが、本研究で用いる HPLC/MS/MS

装置のような超高感度検出が可能な分析機



 

 

器が開発されている現在、その PQQ 量の再評

価を行うことは微量成分分析の観点から意

義が大きい。また、本研究によって食品中の

PQQ 誘導体の種類と含有量が明らかになるこ

とは、PQQ の生理・薬理作用を日常の食生活

との関連性から論じる上で重要な基礎的知

見になり、食品科学領域における本研究の価

値は非常に高いものといえる。 

 
３．研究の方法 

（１）分析試料：本研究では、食品中に含

まれる PQQ誘導体について、以下の食品から

検索及び定量を行った。すなわち生鮮食品は

農産物の米穀、豆類、野菜及び果実、畜産物

の肉類及び卵類、水産物の魚類、貝類及び海

草類、加工食品は農産物の粉類、野菜・果実

類、茶・コーヒー・ココア類、香辛料、麺・

パン類、菓子類及び豆類、畜産物の食肉製品、

酪農製品及び卵製品、調味料、食用油脂、調

理食品、ジュース・飲料水及び酒類等、水産

物の魚介類及び海草類等、これら生鮮食品並

びに加工食品の各々50 品目程度について検

討した。 

（２）PQQ 誘導体標準品の作製：アミノ酸

結合型 PQQ誘導体は PQQとアミノ酸（グリシ

ン、L-アラニン、L-バリン、L-ロイシン、L-

イソロイシン、L-トレオニン、L-セリン、L-

アスバラギン酸、L-グルタミン酸、L-アスパ

ラギン、L-グルタミン、L-リジン、L-アルギ

ニン、L-システイン、L-メチオニン、L-チロ

シン、L-フェニルアラニン、L-トリプトファ

ン、L-ヒスチジン、L-プロリン）を 1：10（モ

ル比）に混和後、室温で撹拌条件下、24時間

の反応を行った。また、混液の pH は塩酸及

びアンモニア水を用いて、pH4～9 の間で各々

の合成に最適な条件を選択した。また、合成

した標準品は HPLC 分取法を用いて精製を行

い、HPLC-UV法及び MS-ESI法による各標準品

のスペクトル解析等を用いて純度検定を行

った。 

（３）内部標準物質の作製：内部標準物質

として使用する安定同位体[13C]PQQ 誘導体標

準品は既報（Methods Enzymol., 280, 150-158, 

1997）に準じて、安定同位体[13C]メタノール

から[13C]PQQを合成した。さらに、方法（２）

と同様の方法を用いて、アミノ酸結合型

[13C]PQQを合成した。 

（４）スペクトルライブラリーの作製：合

成したアミノ酸結合型 PQQ 誘導体及びアミノ

酸結合型[13C]PQQ について、HPLC-ESI-MS/MS

法によるプロダクトイオンスキャンによるフ

ラグメンテーション解析を行った。 

（５）抽出法の開発：各種食品中 PQQ誘導

体の抽出法は遊離型 PQQ を対象とした

Kumazawa らの方法（Biochem. J., 1995）に

準じて行い、抽出液は蒸発乾固後、初期移動

相を用いて溶解した。また、陰イオン交換樹

脂-固相抽出カートリッジ（充填剤量 30mg、

リザーバー量 1ml）あるいは微量固相抽出装

置である MonoTip C18 チップを用いた新しい

簡易抽出法では、試料液を pH3～6 の間で固

相に通液し、蒸留水による洗浄後、酸性メタ

ノール若しくはメタノールによって溶出を

行った。溶出液は蒸発乾固後、初期移動相を

用いて溶解した。 

（６）HPLC/MS/MS 法による食品中 PQQ誘導

体の検出及び同定·定量法：HPLC による分離

法では C８及び C18 カラム（長さ 15cm x 内

径 2.1mm、粒径 5μm 及び 3μm）を用いて、

移動相は 10mM 酢酸アンモニウムとアセトニ

トリルのグラジエント法を適用した。なお、

HPLC は資生堂ナノスペース SI-2、島津 20AD 

プロミネンス、ESI-MS/MS 装置はサーモエレ

クトロン TSQ Quantum Discovery MAX 及び

ABsciex 4000 Q Trap をそれぞれ使用した。

PQQ 誘導体の同定は食品由来の抽出物を

HPLC/MS/MS 装置に導入し、得られたプロダク

トイオンスキャンからスペクトルライブラ

リーとの同一性を参考にして判断した。また、

複数のプロダクトイオンを利用した選択反

応モニタリング（SRM）法により、プロダク

トイオンマススペクトルにおけるイオン強

度パターンの一致性から同定を行った。一方、

定量は SRM法を用いて行った。 

 

 



 

 

４．研究成果 

（１）PQQ 誘導体合成の検討：各種アミノ

酸と PQQのインキュベーション条件（特に pH）

等を変えて PQQ誘導体の合成の最適条件を検

討した。すなわち、L-アラニン、L-バリン、

L-ロイシン、L-イソロイシン、L-メチオニン、

L-グルタミン酸、L-フェニルアラニン、L-グ

ルタミン、L-アスバラギン酸、L-ヒスチジン、

L-アルギニン、L-アスパラギン及び L-リジン

を結合させる場合は pH3～4、グリシン及び

L-システインの場合は pH7～8、L-トリプトフ

ァン、L-プロリン、L-トレオニン、L-セリン、

L-チロシンの場合は pH9～9.5 であった。合

成した標準品は HPLC 分取法を用いて精製を

行い、純度は概ね 85～98%以上が得られた。

しかし、チロシン結合型 PQQ に関しては合成

の再現性が悪く、反応条件の再検討が必要と

思われた。 

（２）内部標準物質の合成の検討：既報の

方法（Methods Enzymol., 1997）に準じて 

[13C]PQQ の合成を行い、約 1.1mg を得た。次

に、この [13C]PQQと各種アミノ酸との反応に

よるアミノ酸結合型[13C]PQQ 誘導体の合成を

行った。精製は Sep-Pak C18 カートリッジ法

を用い、溶出にはメタノール溶液を用いた。 

（３）分析条件の検討：合成した PQQ誘導

体の標準品を用いて HPLC 条件を検討した。

カラムは C18あるいは C8（長さ 15cm x 内径

2.1mm、粒径 5μm及び 3μm）を用い、移動相

は 10mM 酢酸アンモニウムとアセトニトリル

を用いることで、PQQ と PQQ 誘導体の分離を

行うことができた。 

（４）マススペクトル解析の検討：PQQ 誘

導体の標準品及び内部標準物質について、

HPLC/MS/MS-ESI 法によるマススペクトル解

析を行ったところ、負イオンモードにおいて

Single MS では偽分子イオン[M-H]－をベース

ピークとし、MS/MS ではカルボキシ基が１～

３個の開裂に伴うプロダクトイオンが出現

する共通性が見られた。しかし、L-グルタミ

ン酸、L-トリプトファン、L-トレオニン、L-

アスパラギン酸を結合した PQQ誘導体は全て

がグリシン-PQQ と同一のマススペクトル、す

なわち IPQ型であった。 

（５）PQQ 誘導体の抽出： Kumazawa らの

方法（Biochem. J., 1995）に準じて PQQ 誘

導体の抽出を行い、約 60%の回収率を得た。

また、陰イオン交換樹脂-固相抽出カートリ

ッジを用いた抽出法では回収率は 70%以上で、

茶類、酒類、野菜ジュース類、乳製品におい

て簡便な抽出が可能であった。さらに、微量

固相抽出装置である MonoTip C18 チップを用

いた抽出法では抽出物を酸性条件下で溶解

して遠心分離後、上清をチップに通液し、蒸

留水による洗浄、メタノール溶液による溶出

を行った。これはグリシン-PQQ誘導体を中心

とする IPQ抽出に適用することができ、回収

率は約 80％であった。なお、本研究で開発し

たこれらの新しい抽出法は PQQ誘導体以外の

多くの化学物質にも応用可能な抽出法であ

ることが明らかとなった。 

（６）PQQ誘導体の同定及び定量： ① HPLC

を用いた測定法では分析対象物の分離は十

分ではなかったが、プロダクトイオンを選択

することによるフィルター作用によって、分

離能の問題は解消された。また、L-アラニン、

L-アルギニン、L-システイン、L-グリシン、

L-セリン等のアミノ酸結合型 PQQの誘導体に

関しては、超高速 HPLC（C18 カラム使用）分

析において分離能の向上がみられた。② 食

品中アミノ酸結合型 PQQ 誘導体の MS 検出で

は、IPQ 以外の成分は微量であったことから

SRM 法を採用して、ピーク強度パターンから

同定を行った。③ 定量では SRM 法を用いて

遊離型 PQQとアミノ酸結合型 PQQ誘導体の測

定を実施した。その結果、遊離型 PQQは多く



 

 

の食品に含まれ、数 ng～数十 ng/g（あるい

は ml）の濃度範囲であった。また、アミノ酸

結合型 PQQの存在は、野菜類、豆類、海藻類

において IPQ が最も割合が高く（70%以上）、

アラニン-PQQ誘導体が約 10～20%、アルギニ

ン-PQQ 誘導体が約 5～15%であった。また、

果物類、野菜ジュース類、麺類、パン類では

ほとんど（80%以上）が IPQ 型であった。食

肉類では IPQとアルギニン-PQQ誘導体、アラ

ニン-PQQ 誘導体が約 50～80％含まれたが、

豚肉に関しては IPQ（約 40%）よりもアラニ

ン-PQQ誘導体（約 60%）が多かった。卵類で

は IPQが約 60～70%、アルギニン-PQQ誘導体

が約 10%であった。茶類では日本茶において

IPQ が最も多く（70%）、ウーロン茶では IPQ

（60%）とアルギニン-PQQ 誘導体（約 20%）

の順で多かった。一方、ほとんどの食品中で

アルギニン及びアラニンの各 PQQ誘導体は数

ng/g（あるいは ml）程度であったが、食肉類

及び茶類に関しては数十 ng/g（あるいは ml）

であった。また、IPQ に関しては一様に多く

の食品に含まれ、数 ng～数百 ng/g（あるい

は ml）であった。しかし、その他のアミノ酸

結合型 PQQ誘導体に関しては定量限界以下の

ものが多かった。なお、香辛料、調味料、食

用油脂では PQQ 誘導体は検出されなかった。

④本研究で開発・実施した分析法の定量性及

び再現性に関しては、米国食品医薬品局の分

析基準にほぼ合致することが明かとなった。 

以上のように、本研究は PQQ の生理・薬理

作用を日常の食生活との関連性から論じる

上で重要な基礎的知見となった。 
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