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研究成果の概要（和文）：本研究では食品中機能性成分であるポリフェノールの代謝産物を合成するために、哺乳動物
由来UDP-グルクロン酸転移酵素（UGT）及び硫酸基転移酵素(SULT)の出芽酵母発現系の構築を行なった。グルクロン酸
抱合についてはUGT及びUDP-グルコース脱水素酵素(UGDH)の同時発現株を構築し、静止菌体における部位特異的なケル
セチン抱合体の合成に成功した。また、ヒト由来SULT発現酵母株を用いて硫酸化ケルセチン合成にも成功した。ヒトを
含めた哺乳動物由来UGT及びSULT発現出芽酵母株を用いた食品成分代謝物調製技術はポリフェノールなどの機能性を評
価する上で重要なツールとして有用である。

研究成果の概要（英文）：In order to synthesize the conjugates as dietary metabolites, polyphenols, we have
 developed several mammalian UDP-glucuronosyltransferases (UGT) or sulfotransferase (SULT) expression syst
ems in budding yeast.  For the glucuronide production, mammalian UGT and UDP-glucose dehydrogenase (UGDH) 
were expressed in budding yeas using a multicopy and a genome integrated vectors. Using genetically engine
ered yeast containing UGT and UGDH, glucuronide formation of quercetin was examined. Querectin with multip
le glucuronidating sites was conjugated as isoform-dependent formation using UGT isoforms. In the presence
 of glucose and ammonium sulfate, formation of sulfated quercetin was observed in whole-cell production sy
stem with SULT isoforms .These expression system of mammalian UGT or SULT in budding yeast would be a powe
rful tool for enzyme-assisted synthesis of various dietary metabolites including glucuronides and sulfates
.
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１．研究開始当初の背景 
食品中の生理作用に関わる非栄養性の機

能性成分は、薬物と同様に肝臓や小腸におけ

る一連の異物代謝酵素群（P450 や UGT、硫

酸基転移酵素など）により代謝を受け、その

体内動態が機能性発揮に大きく関わってく

ることが明らかとなってきた。さらに、『食

の安全』という観点からも、既存あるいは新

しく開発される食品における非栄養成分の

安全性を評価する上においてもその代謝産

物の同定は非常に重要となってきている。ヒ

トにおいてはこれらの異物代謝酵素群は細

胞内において機能的に協調しながら効率よ

く解毒過程に関与していると考えられてい

る。前述のように異物代謝酵素にはそれぞれ

の酵素には基質特異性の異なる複数のアイ

ソザイムが存在しており、これらの組み合わ

せによって様々な化学構造を有する化合物

に対する異物代謝の多様性を生み出してい

る。 

一方でこの異物代謝の多様性が体内での

代謝経路（体内動態）や生成する代謝物の予

測を困難にしている。また、機能性成分の代

謝による構造変換は自身が有する機能性に

も大きく影響を及ぼすことが明らかにされ

ており、そのグルクロン酸抱合や硫酸抱合の

位置によって抗酸化能が大きく変動するこ

とが知られており、異物代謝酵素による変換

反応が機能性を評価する上でも重要である

との認識が高まっている。 

 
２．研究の目的 
食品中の多くの機能性成分は、生体におけ

る異物代謝酵素系（シトクロムＰ４５０、グ

ルクロン酸転移酵素や硫酸基転移酵素）によ

って解毒代謝を受ける。近年、これら代謝物

が体内において機能性を発揮する可能性が

示唆されており、食品成分の持つ機能性評価

のための標準品として代謝物調製の必要性

が高まってきているにもかかわらず、一般的

にこれら抱合体の化学合成は困難な場合が

多い。 

本研究では遺伝子改変酵母を用いた酵素

的変換方法による機能性食品成分の主要な

代謝物であるグルクロン酸及び硫酸抱合体

を大量にかつ簡便に調製するシステムの確

立を目指した（下図）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３．研究の方法 

3-1. ほ乳動物由来 UGT及びヒト由来 SULT 遺

伝子の取得 

 出芽酵母における抱合体産生を可能にす

るために、多様な基質特異性及び抱合能を有

する UGT 及び SULT 遺伝子を得た。ヒト及び

実験動物の肝臓、小腸 cDNA ライブラリーを

鋳型にして遺伝子クローニングをおこなっ

た。発現量の微量な分子種に関してはゲノム

情報より遺伝子配列を取得して、その配列情

報をもとに人工遺伝子合成を受託によりお

こなった。酵母発現において最適化されたコ

ドン配列を採用して発現量の増強を試みた。

その結果、UGT 分子種に関してはヒト：１３

種、ラット：１０種、マウス：６種、ブタ：

２種の計３１種の cDNA を取得した。また、

SULT に関してはヒトでの主要な発現分子種

である SULT1A1,1A3,1B1,1E1,2A1 の５種の

cDNA 遺伝子を取得した。 

 

3-2. 抱合体生成能をもつ出芽酵母の構築 

酵母株においてグルクロン酸抱合能を付

与するために UDP-グルコース脱水素酵素

(UGDH)した出芽酵母を作成した。3-1 で得ら

れた種々の UGT 分子種と UGDH を同時に組み

込んだ染色体組み込み型発現ベクター

(pAUR)により同時発現とルクロン抱合能を

可能にした。 

3-3.静止菌体を用いたポリフェノール抱合

体の調製 

 3-2 で得られた形質転換体酵母株を大量培

養しスケールアップした反応条件にてケル

セチンやレスベラトロールなどの複数の水

酸基を有するポリフェノールの抱合体調製



を行なった。培地あるいは抽出画分より逆相

カラムを用いた精製によってグルクロン酸

抱合体あるいは硫酸抱合体を単離純化した。 

４．研究成果 

グルクロン酸抱合体に関しては、酵母に

UDP-グルコース脱水素酵素を同時に導入する

ことによりグルコースからのUDP-グルクロン

酸供給を可能にした。また、硫酸抱合体に関

してはヒト由来活性硫酸（PAPS）合成酵素を

同時に導入して硫酸抱合能の強化を図る。さ

らに抱合体の合成効率を増強するために、基

質取り込みのトランスポーター及び抱合体排

泄のトランスポーターなどの遺伝子導入をお

こなうことにより、抱合体産生に特化した遺

伝子改変酵母の創出を目指す。１）グルクロ

ン酸転移酵素（UGT）及びUDP-グルコース脱水

素酵素（UGDH）同時発現酵母株の構築：これ

までに構築したものを含めてUGT分子種とし

てはヒト13種、ラット10種、マウス6種を選定

し、酵母遺伝子への導入は染色体組み込み型

ベクターを用いてUGDH遺伝子との同時発現株

を構築した。選択培地にて選別した酵母株に

ついてはUGT及びUGDH発現量をウエスタンブ

ロット法にて確認した。２）遺伝子改変酵母

株を用いたケルセチン部位特異的な抱合体調

製の検討：分子種はケルセチンの特異的な水

酸基に抱合能を示すことが知られており、例

えばUGT1A8を用いるとB環の３‘位抱合体を優

先的生合成することが可能である。部位特異

的な抱合分子種を選定して、培養条件及び酵

素反応条件を検討して最大収量が得られる条

件を決定した。また、UGTあるいはSULT分子種

を選択することによりさまざまな構造を有す

るポリフェノール化合物の抱合体を合成する

ことが可能となった。 
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