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研究成果の概要（和文）：タマネギ由来ケルセチン-4´-グルコシド（Q4´G）の腸内細菌叢による異化で生成する代謝
物群に着目し、これらの生体防御活性化機構を明らかにすることで、腸内細菌叢による代謝の生理的意義を明確にした
。具体的には、主要なQ4´G体内代謝物（DOPAC）は遺伝子発現を介して解毒機能を亢進すること、DOPACと他の代謝物
の組合せがより生理活性を高めることを明らかにした。また、DOPACプローブとclick chemistryにより、細胞内で生成
したDOPAC修飾タンパク質のタグ化に成功し、DOPACの分子標的として、薬物代謝酵素遺伝子発現に関わるKeap1と芳香
族炭化水素受容体（AhR）を同定した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to clarify the physiological significance of the 
major phenolic acid catabolites of quercetin 4´-glucoside (Q4´G) from onion through studies on their 
activation of endogenous defense mechanisms such as the intracellular antioxidant activity and phase II 
cytoprotective enzymes. DOPAC significantly inhibited the hydrogen peroxide-induced cytotoxicity in 
hepatocytes with the enhanced expression of the phase II enzymes, which was potentiated by the 
combination with another catabolite of Q4´G. Various DOPAC-labelled intracellular proteins were detected 
using a novel tag-free DOPAC probe with the click chemistry. A pulldown assay identified Keap1 and aryl 
hydrocarbon receptor (AhR) as the target proteins for the phase 2 enzyme up-regulation by DOPAC. 
Additional researches suggested that optimal polyphenol supplementation could confer beneficial effects 
but high doses elicit adverse effects in an electrophilic reaction-dependent manner.

研究分野：農学
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１．研究開始当初の背景 
 
 ケルセチンは植物界において最もユビキ
タスに分布しているフラボノイドであるが、
近年健康に関する機能性に注目が集まり、最
も応用が期待される食品成分である。我々の
主要なケルセチン摂取源である様々な野菜
には、主に配糖体として存在しており、調理
過程でも糖部分の加水分解は殆ど進行しな
い。従って、食品因子としてケルセチンを評
価する場合、ケルセチン配糖体としての吸収
代謝を考える必要がある。 
 摂取された一部のケルセチングルコース
配糖体は、小腸において上皮細胞に局在して
いるナトリウム依存性グルコーストランス
ポーター（SGLT-1）や乳酸脱水素酵素（LPH）
による加水分解によりアグリコンに変換さ
れた後、受動的に吸収される経路で吸収され
ると考えられている。しかし、タマネギに含
まれるケルセチン-4´-グルコシド（Q4´G）の
多くは小腸で吸収されず、そのまま大腸に達
し、腸内細菌叢により様々なフェノール酸異
化物へと変換される。Q4´G の主要なフェノ
ール酸異化物には 3,4-dihydroxyphenylacetic 
acid（DOPAC）、 3-hydroxyphenylacetic acid
（OPAC）、protocatechuic acid（PCA）、馬尿酸
（HPA）がラットを用いた実験から同定され、
主要臓器での分布、蓄積やヒトでの検出が報
告されている。 
 我々の研究グループはこれまでに、上記代
謝物の持つ潜在的な健康機能性を比較検討
し、代謝物の中で DOPAC が最も強力なラジ
カル消去活性を示すことを明らかにしてき
た。さらにこの結果を踏まえて、DOPAC の
標的分子同定を目指した分子機構研究に必
須な新規ラベル化 DOPAC の開発を行い、
DOPAC-biotin及び click chemistryを可能とす
る DOPAC propargyl esterの合成に成功した。
従って、これらの DOPAC プローブを用いて
体内代謝物の生理機能を証明できれば、ケル
セチンの生体内における機能性発現の分子
基盤を得るだけでなく、カテコール型ポリフ
ェノール類に共通した標的分子のターゲッ
ティングも可能となると考えた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、野菜摂取の健康維持機能におけ
るケルセチン配糖体の腸内細菌代謝の生理
的意義を明らかにすることを目的とした。 
 具体的には、(1) Q4´Gの主要なフェノール
酸異化物標品や Q4´G 体内代謝物を組合せた
カクテルの薬物代謝酵素誘導作用と活性酸
素／アルデヒド毒性防御作用を主に培養細
胞系にて評価した。(2) ケルセチンアグリコ
ンや緑茶カテキン類が活性化する Nrf2 及び
AhR 経路クロストークが関与する薬物代謝
酵素システムへの影響を評価した。(3) 既に
開発済みの DOPAC プローブを用いたフォワ
ードケミカルジェネティクス的手法を駆使

して、細胞内タンパク質の共有結合修飾の有
無を明らかにするだけでなく、(4) DOPACを
はじめとしたフラボノイド標的分子の同定
を試みた。(5) 以上に加えて、タンパク質修
飾の活性本体である求電子性物質が引き起
こす細胞生理作用を評価し、濃度によっては
害作用を惹起する可能性について考察した。 
 
３．研究の方法 
 
 細胞生理作用の評価は、主に消化管、肝臓、
血球由来の各種培養細胞株を用い、細胞増殖
抑制作用、第 2相薬物代謝酵素及び抗酸化酵
素遺伝子の発現誘導作用、薬物代謝酵素活性
などを対象に、RT-PCR をはじめとした分子
生物学的、生化学手法を駆使して評価した。 
 DOPAC propargyl ester（DPE）は、DOPAC
とpropargyl alcoholとの fisherエステル化反応
で作製した。また、DPE と biotin azide との
click chemistry環化反応により、DOPAC修飾
細胞内タンパク質のタグ化を行うことで、標
的分子の同定を試みた。 
 
４．研究成果 
 
(1) Q4´G体内代謝物であるフェノール酸異化
物の生理活性の評価を行った（一部投稿中）。 
① 代謝物の各種第 2 相薬物代謝酵素遺伝子
の発現誘導作用を明らかにした。特にカテコ
ール構造を持つ DOPACに最も強力な活性を
見出し、生理活性において主要な役割を果た
す代謝物として同定した。発現誘導の分子機
構についても検討し、転写因子 Nrf2及び AhR
の核内移行を観察した。 
② DOPAC を 24 時間処理した細胞は過酸化
水素誘導細胞死に対して抵抗性を示す一方
で、Q4´G体内代謝物を 30分処理した細胞で
は効果が認められなかったことから、Q4´G
体内代謝物は遺伝子発現を介して内因性抗
酸化機能を亢進することが示唆された。 
③ DOPACはアセトアルデヒド代謝に関わる
aldehyde dehydrogenase 遺伝子発現を誘導し、
アルコール毒性に対して保護的に機能する
可能性を見出した。 
④ DOPACと不活性類縁体であるOPACとの
共処理が DOPAC による解毒酵素発現誘導作
用を相乗的に増強することを見出した。 
 
(2) DOPAC propargyl ester（DPE）を用いたフ
ォワードケミカルジェネティクス的手法に
より、DOPAC の細胞内タンパク質修飾作用
を評価した（投稿中）。 
① DOPAC の thiol 基修飾作用を確認してい
る glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
（GAPDH）をモデルタンパク質として、DPE
の求電子反応による修飾作用を評価し、
GAPDH-DPE付加体を click chemistry による
biotin標識により検出に成功した。 
② DPE の培養細胞系での有用性を評価した。
Hepa1c1c7細胞に DPEを処理すると、DPEは



細胞内エステラーゼによって分解を受けず
蓄積し、様々な分子量の DPE修飾タンパク質
が生成することを確認した。さらに、DPEと
DOPACの共処理により DPE修飾タンパク質
の生成が抑制されたことから、本プローブが
DOPAC 標的タンパク質の探索に有用である
ことが示唆された。 
③ DOPACが NQO1や HO-1などの第 2相薬
物代謝酵素だけでなく、CYP1A1 などの第 1
相薬物代謝酵素の遺伝子発現を誘導したこ
とから、それぞれの転写制御に関わる因子で
ある Keap1 と aryl hydrocarbon  receptor
（AhR）への影響を検討した。DPE と click 
chemistry による biotin 標識と pulldown assay
を行った結果、両分子が DOPAC により共有
結合修飾を受けることを確認し、各分子が薬
物代謝酵素誘導機構に寄与することが示唆
された。 
 
(3) 酸化したポリフェノールの求電子反応性
と機能性／安全性との関連性について調査
した。 
① 各種ポリフェノールの求電子性評価を行
い、カテコール構造を有する化合物のみが、
phenol oxidase を介した酸化反応により求電
子性物質へと変換されることを明らかにし
た。また、高用量の皮膚への塗布により生物
変換依存的に毒性（炎症増強）作用を示すこ
とを証明した（論文 4）。 
② カテコール構造を持つ抗酸化ポリフェノ
ールとして著名な(-)-epigallocatechin-3-gallate
や同様の作用を有するアスコルビン酸の活
性酸素生成作用と細胞増殖抑制作用を調査
し、光増感剤による抗がん作用を相乗的に増
強することを観察した（論文 3、5）。 
③ 緑茶カテキン類による細胞増殖抑制作用
を調査し、過酸化水素依存的経路だけでなく、
過酸化水素非依存的経路の存在を指摘し、求
電子反応性の寄与を示唆した（論文 7）。 
④ 緑茶カテキン類は、血圧調節に重要な酵
素である angiotensin変換酵素（ACE）の活性
を顕著に阻害するが、カテキン自身の自動酸
化により生成する過酸化水素ではなく、酸化
したカテキンが ACE の活性中心以外の部位
に共有結合修飾し、アロステリックに活性を
阻害することを明らかにした（投稿中）。 
 
(4) 求電子性化合物の持つ普遍的な生理機能
の評価を行い、ポリフェノール類に共通した
標的分子候補を同定した。 
① アブラナ科野菜由来求電子性物質 benzyl 
isothiocyanate（BITC）のカルシウムイオノフ
ォア誘導サイトカイン発現の調節作用と
mitogen activated protein kinase（MAPK）経路
の寄与（論文 8）、② BITCの p53変異大腸
がん細胞特異的な細胞増殖抑制作用と
NF-kappaB 経路の活性化の寄与（論文 6）、
③ 生理的求電子性物質である次亜ハロゲン
酸のDNA修飾作用とアミノ酸類（タウリン、
マッシュルーム由来エルゴチオネイン）によ

る化学調節の可能性（論文 9、10）などを明
らかにした。 
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