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研究成果の概要（和文）：農作物に豊富に含まれるアントシアニンやケルセチンといったフラボノイドは、吸収後、速
やかに胆汁から排出される。胆汁中には、様々な脂質が含まれているが、胆汁中のフラボノイド代謝物が胆汁の組成に
与える影響は十分わかっていなかった。そこで、胆汁中フラボノイド代謝物の役割をラットおよびマウスで検討した。
アントシアニン摂取により、短期的に胆汁中に中性脂肪が排出され、肝臓中の中性脂肪も減少した。一方、ケルセチン
摂取により、中性脂肪以外の胆汁中の脂質が全般的に減少した。次に、アントシアニンを豊富に含む黒大豆成分を胆石
形成ラットに投与したところ、胆石症の発症率が減少する傾向がみられた。

研究成果の概要（英文）：Flavonoids are rich in fruits and vegetables. Flabonoids after absorption into 
the body are metabolized and mainly excreted via bile which abundantly contains various lipids. Howevwe, 
influence of biliary flavonoid metabolites on the biliary lipid profiles are not well-studied. In this 
study, we investigated the influence of flavonoids on biliary composition in rats and mice. In rats given 
one-shot administration of anthocyanin, biliary triglyceride (TG) increased and hepatic TG content 
subsequently decreased, whereas in rats given quercetin, biliary lipids except but TG were totally 
reduced. A black soybean seed coat extract, which abundantly contains anthocyanin, lowered excretion of 
cholesterol into bile and tended to prevent gallstone formation.

研究分野：食品栄養学
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１．研究開始当初の背景 
農作物に豊富に含まれるフラボノイドは、
これまでの研究では生体内、特に血液中には
ほとんど検出されないということが報告さ
れていることから、フラボノイドの生体内で
の生理活性に疑義が生じていた。我々の先行
研究においても、高濃度のアントシアニンを
投与したラットにおいて、血中ではほとんど
検出されなかった。しかし、胆汁中にはその
代謝物が高濃度存在し、一時的に生体内に存
在することを確認した。この時、フラボノイ
ドを単に胆汁中に廃棄するだけであれば、小
腸からの吸収を抑制した方が代謝に必要な
エネルギーを抑制できる。そのため、肝臓ま
で引き入れたことに生理的意義が存在する
可能性がある考えた。しかし、フラボノイド
の胆汁排出という現象に着目した研究は少
なく、その生理的意義はよくわかっていない。 
（１）そこで、コレステロール（Chol）、胆
汁酸（BA）、リン脂質（PL）等の脂質を豊富
に含む胆汁の中に高濃度にフラボノイド代
謝物が存在するという点に着目し、フラボノ
イドが胆汁中の脂質組成に何らかの影響を
与えるという仮説を立てた。 
 
（２）フラボノイド代謝とは、フラボノイド
に親水基および疎水基を抱合させて両親媒
性を持たせ、体外排出を促進させる反応と考
えられている。一方、胆汁中には BA や PL
といった両親媒性の脂質が高濃度に存在し、
胆汁中 Chol の可溶化を促進しており、この
バランスが崩れると胆石症を発症すること
が知られている。そこで、胆汁中のフラボノ
イド代謝物はこれらの両親媒性脂質が有す
る Chol 可溶化能を補償し、胆石症に対し抑
制的に作用するという仮説を立てた。 

 
２．研究の目的 
（１）胆汁中に排出されるフラボノイド代謝
物濃度と各脂質濃度を継時的に測定し、胆汁
中のフラボノイド代謝物排出と脂質分泌の
関連性を評価する。 
 
（２）胆汁中の脂質組成の不均衡によって引
き起こされる胆石症に対して、フラボノイド
摂取が与える影響を評価する。 
 
３．研究の方法 
（１）麻酔下のWistarラット（雄性、6週令）
に、胆管および十二指腸にカテーテルを留置
し、3 mMのフラボノイド溶液（農作物中に
豊富に含まれるケルセチン（Q）およびアン
ト シ ア ニ ン の 一 種 で あ る
cyanidin-3-glucoside（C3G））または溶媒（対
照）を十二指腸に直接投与し、投与前および
投与後 0〜120 分まで連続的に胆汁を採取し
た（各群 6-7匹）。胆汁採取後、肝臓を採取し
た。胆汁中の各フラボノイド代謝物はHPLC
で分離定量した。胆汁および肝臓中の脂質
（Chol、TBA、PL、TG）は市販のキットを

用いて測定した。 
 胆汁中のフラボノイド代謝物の脱抱合反
応は、微生物由来の β-グルクロニダーゼおよ
びサルファターゼを用いて行い、HPLCの標
準物質となるフラボノイドの試験管内合成
は、Bollingらの方法[1]を参考にした。 
また、動物実験の結果を補強するために、
肝臓のモデル細胞の一つである HepG2 細胞
に、C3Gおよび Qを 48時間作用させて、細
胞内の脂質含量を測定した。また、TG の原
料である脂肪酸の合成酵素の細胞内含量に
ついてもイムノブロット法により測定した。 

 
（２）①32匹の ICRマウス（雄性、6週令）
を 4 群に分け、正常食（対照、AIN-93G 組
成飼料）、胆石形成食（LG、0.6% Cholおよ
び 0.2% コール酸ナトリウムを AIN-93G に
添加した飼料）および LG食にアントシアニ
ン製剤（黒大豆種皮抽出物、BE）またはケル
セチン（Q）を 0.2%となるように添加した食
餌を 4週間摂取させた。麻酔下で血液採取後、
放血死させ、胆のう、肝臓を採取した。 
それぞれのサンプルの Chol、TBA、PLお
よび TG濃度を上記キットを用いて測定した。
また、胆汁を顕微鏡下で観察して結晶が確認
出来た場合、胆石形成動物とカウントした。
胆汁中の Chol、TBA、PL濃度から Cholの
結晶化の指標であるコレステロール飽和度
（CSI）を算出した[2]。 
さらに、肝臓の一部分から mRNA を抽出
し、脂質代謝に関連するタンパク質のmRNA
量をリアルタイム PCRにより定量した。 
②AIN-76組成飼料に 1.8% Cholおよび 0.6%
コール酸ナトリウムを添加した胆石形成食
を 4 週間与えた Wistar ラット（雄性、6 週
令、6 匹）を、麻酔下で胆管カテーテルを留
置し、胆汁を 1時間採取した。胆汁は遠心分
離後、ポアサイズ 0.22 μmのメンブレンでろ
過滅菌した。下記の方法でフラボノイド代謝
物を塗布したマイクロプレートのウェルに、
ろ過滅菌した胆汁を無菌的に分注した後、フ
ィルムで密閉し、CO2インキュベーター中に
保持し、顕微鏡下で、Cholの結晶の有無を 2
日間観察し、フラボノイド代謝物の Chol 結
晶化阻害能を評価した。マイクロプレートに
塗布したフラボノイド代謝物として、メチル
化 C3Gおよびメチル化 Qをさらにグルクロ
ン酸抱合体にしたものを試験管内で人工的
に合成した[1]。胆石形成に抑制的に作用する
と考えられている胆汁酸(コール酸ナトリウ
ム)をポジティブコントロールとして、各フラ
ボノイド代謝物、または代謝前のフラボノイ
ドを滅菌ろ過し、マイクロプレートのウェル
に分注し、凍結乾燥により乾固して試験プレ
ートを調製した（胆汁分注時の終濃度で 100 
μM）。 
また、胆汁のみを分注して、Cholの結晶を
生成させたサンプルに Qおよび C3G代謝物
を添加し、Cholの結晶の再可溶化能の有無に
ついても評価を行った。 



 
４．研究成果 
（１）①胆汁中の C3G の代謝物は、メチル
化された C3G のみであり、一方、Q の主要
な代謝物は、脱抱合反応の結果から Qおよび
メチル化 Q の硫酸抱合体あるいはグルクロ
ン酸抱合体であることが示唆された。また、
胆汁中には C3Gおよび Qそのものは検出さ
れなかった。胆汁中のフラボノイド代謝物は
投与後 30 分でピークとなり、その後、120
分までは胆汁への排出が確認された。しかし、
Q 代謝物の濃度は C3G 代謝物の濃度の 6〜
10倍となり、フラボノイドの種類により排出
速度に差が見られた（図 1a）。胆汁中のフラ
ボノイド代謝物の排出量は、Q代謝物で最大
約 65 μM、C3Gでも約 10 μMであった。 

 C3G 投与による脂質の胆汁排出に関して
は、中性脂肪の胆汁排出量の一時的な亢進が
見られた（図 1b）。また、胆汁採取後の肝臓
中の中性脂肪含量が、対照区のものより有意
に低下していた。さらに HepG2 細胞を用い
た実験では、C3G処理した細胞においてのみ、
細胞内中性脂肪量が対照よりも有意に低下
していたが、細胞内の脂肪酸合成酵素量には
変化が見られなかったことから、C3G処理し
た HepG2 細胞においても中性脂肪の合成低
下ではなく、排出が促進された可能性がある。
以上のことをまとめると、C3G投与による胆
汁中への中性脂肪排出が肝臓中脂質含量低
下に寄与していることが示唆された。この結
果は、胆汁中への排出量の多いケルセチンで
は見られなかったことから、C3Gに特徴的な
作用であると考えられる。 
 一方、ケルセチン投与ラットでは、胆汁中
の主要な脂質である Chol、TBA、PLが投与
後 15 分以降、対照と比較して有意に低下あ
るいは低下する傾向が見られた。肝臓におけ

る TBA の胆汁排出輸送体である MRP2 は、
胆汁酸抱合体におけるグルクロン酸および
硫酸残基を認識して排出するということが
報告されている[3]。このことから、グルクロ
ン酸および硫酸抱合体が主体である Q 代謝
物は、MRP2を介して胆汁への排出が促進さ
れたため、C3G代謝物よりも排出量が多くな
ったと考えられ、一方、Q代謝物が胆汁酸と
競合した結果、胆汁中への TBA 排出が抑制
された可能性がある。 
 
（２）この実験で用いた、BE 製剤のフラボ
ノイド組成は、総アントシアニン含量が
67mg/g、カテキン類の重合体であるプロシア
ニジン類が 406mg/gであった。 
胆石形成食摂取により、胆のう重量および
肝重量が対照動物と比較して有意に増加し
たが、統計的な有意差は見られなかったもの
の、胆のう重量に関しては LG群と比較し、
BE群および Q群で 24%程度減少した。 
胆石の発症率は、LG 群と比較して BE 群
ではおよそ 1/3となった（表 1）。胆汁中の脂
質濃度に関して、Chol濃度は LG群で対照と
比較して約 5.7倍、Q群で 5.5倍であったの
に対し、BE群では約 4.4倍であった（表 1）。
また、胆汁中 PL濃度は、LG群、BE群、Q
群で対照と比較して約 2倍であったが、胆汁
中 TBA 濃度は食餌による違いは見られなか
った。これらの数値を基に CSIを算出したと
ころ、対照では 64%であったのに対し、LG
群および Q 群では約 200%、BE 群では約
180%と、わずかだが改善される傾向が見ら
れた（表 1）。以上のことから、LG食摂取に
よる胆石形成は主に胆汁中への Chol 排出の
促進が原因であることが示唆された。 

 そこで、肝臓に発現している各種脂質の輸
送担体の mRNA 量を測定したところ、肝臓
から胆汁に Chol を排出する輸送担体である
Abcg5 の mRNA が LG 群で対照と比較して
有意に増加していたのに対し、Q 群および
BE 群では増加傾向はあったものの、対照と
の有意な差は認められなかった（表 1）。この
時、胆汁中の Chol濃度と Abcg5 mRNA発現
量の間に有意な正の相関（r = 0.464、P < 
0.01）が見られたことから、胆汁中への Chol
排出に ABCG5発現が関与している事が示唆
された。当初の仮説では、両親媒性を持った

 
表 1 食餌成分の違いによる胆石発症因子の変化 
 発生率 Chol(1) CSI Abcg5 
 （%） （mM） （%） ｍRNA 
対照 0 1.57 ± 0.21 64 ± 8 1.00 ± 0.1 

LG 43 8.91 ± 1.29* 202 ± 31* 2.08 ± 0.29* 
Q 38 8.56 ± 0.85* 205 ± 22* 1.75 ± 0.31 
BE 13 6.99 ± 0.57* 176 ± 18* 1.72 ± 0.27 
数値は平均±標準誤差（n = 8） 
(1)胆汁中コレステロール濃度 

*対照と比較して有意な差（P < 0.05） 

 



フラボノイド代謝物がコレステロールの可
溶性を増加させることにより胆石症の発症
を抑制すると考えていたが、結果として、肝
臓における脂質代謝を改善することで胆汁
中の Chol 結晶化の抑制に影響したと考えら
れる。 
次に、LG 食摂取マウスでは顕著な脂肪肝
が見られたことから、肝臓中の脂肪含量を測
定したところ、総脂質量で LG群、Q群、BE
群で有意に増加していたものの、肝臓中の過
酸化脂質濃度について 4群間で差は見られな
かった。また、4 週目の血漿中の中性脂肪濃
度は、対照と比較して、LG群で 48%、Q群
で 57%、BE群で 56%まで低下していたこと
から、LG 食の摂取により中性脂肪排出が抑
制され、単純脂肪肝が引き起こされたことが
示唆された。 
そこで、肝臓中の脂肪酸代謝関連タンパク
質の mRNA 発現量を測定したところ、脂肪
酸合成酵素、脂肪酸酸化酵素の mRNA 量に
群間の差は見られなかったが（ただし、脂肪
酸合成酵素に関しては、BE 群で他の 3 群よ
り高値となる傾向が見られた）、肝臓におい
て TG を 切 り 出 す Patatin-like 
phospholipase domain-containing protein 3
（Pnpla3）および肝臓から TG を搬出する
Microsomal TG transfer protein（Mttp）
のmRNA発現量が、LG群、Q群、BE群で
有意に低下していた。以上のことを総合する
と LG食は肝臓中の PNPLA3および MTTP
発現を抑制したことで、肝臓から血液への
TG の移行が阻害され、脂肪肝を引き起こし
たと考えられる。 
また、この実験における TG代謝に関して
は、先の実験（（１）①）とは投与量や条件
が異なることから単純比較はできないが、
（１）①では、C3G摂取により肝臓から中性
脂肪排出が促進され、肝臓の TG量が減少す
ると考えられたが、長期的に摂取した場合、
肝臓における脂肪酸合成が補償的に亢進し
た可能性がある。 

 
②コレステロール高含有胆汁の試験管内胆
石形成（Chol結晶化）試験については、コー
ル酸、Q および C3G のみを塗布したウェル
では 1日目の段階で針状の結晶が確認された
が、Q 代謝物および C3G 代謝物を塗布した
ウェルではコレステロールの結晶は見られ
なかった（図 2）。この結果は 2日目でも変わ
らず、Q および C3G 代謝物の存在下では結
晶化は見られなかった。しかし、一度形成さ
れた Chol 結晶に対しては、どちらの代謝物
も再可溶化能は示さなかった。以上のことか
ら、フラボノイド代謝物は少なくとも胆石形
成を抑制する特性を有する可能性がある。し
かし、プレートへの塗布に用いたフラボノイ
ド代謝物を合成する際に、抱合反応に用いる
基質や肝臓から得られたミクロソームおよ
び細胞質を添加したが、コール酸ナトリウム、
C3G、Qには、それらの成分は含まれていな

いことから、そういった成分が結晶化を抑制
した可能性は排除できない。しかし、何らか
の生体成分が胆石形成に抑制的に作用して
いたとしても、その生体成分を同定すること
ができれば胆石症の発症予防に大きく貢献
することから、いずれの場合でも、今後の詳
細な研究が望まれる。 

 本研究を総括すると、摂取したフラボノイ
ドは、胆汁中の脂質組成に影響を与えたが、
フラボノイドの種類によりその反応は異な
ることが示唆された。仮説では、フラボノイ
ド代謝物が有する両親媒性が胆汁中の脂質
組成に影響すると考えていたが、動物実験で
は、十分にそれを示すことは出来ず、むしろ、
フラボノイドによる脂質代謝調節作用が示
唆された。しかし、代謝の可能性を排除した
試験管内での Chol 結晶化試験では、代謝物
の存在下で Chol 結晶化が抑制されたことか
ら、フラボノイド代謝物自体が胆汁・胆石形
成に何らかの影響を及ぼす可能性はまだ残
っており、今後の研究で解明していく必要が
ある。 
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