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Abbreviations 

  

1,5-DAN, 1,5-diaminonaphthalene 

3,9-DPO, 3,9-dihydroxypterocarpan 6a-

monooxygenase 

9-AA, 9-aminoacridine 

A. oryzae, Aspergillus oryzae 

ACN, acetonitrile 

ADME, absorption, distribution, 

metabolism, and excretion 

AUC, area under the curve 

B.W., body weight 

CA, caffeic acid 

CHCA, α-cyano-4-hydroxycinnamic acid 

DHB, 2,5-dihydroxybenzoic acid 

DHCA, 3,4-dihydroxyhydrocinnamic acid 

DMCA, 3,4-dimethoxycinnamic acid 

EIC, extracted ion chromatogram 

EtOH, ethanol 

FA, formic acid 

FL, fluorescence spectroscopy 

G2DT, glycinol 2-dimethylallyltransferase 

G4DT, glycinol 4-dimethylallyltransferase 

GS, glyceollin synthase 

HMPA, 3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl) 

propionic acid 

HMPA-GlcA, HMPA monoglucuronide  

HMPA-S, HMPA monosulfate 

HPLC, high performance liquid chromatography 

I2'H, isoflavone 2'-hydroxylase 

IAA, trans-3-indoleacrylic acid 

ITO, indium tin oxide 

LC-ESI-TOF/MS, liquid chromatography-

electrospray ionization-time-of-flight mass 

spectrometry 

LOD, limit of detection 

LOQ, limit of quantification 

MALDI-MSI, matrix-assisted laser desorption 

ionization-mass spectrometry imaging 

MCT, monocarboxylate transporter 

MeOH, methanol 

MS, mass spectrometry 

N.D., no detection 

OAT, organic anion transporter 

PAL, phenylalanine ammonia-lyase 

PRR, pattern recognition receptor 
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RT, retention time 

SD, standard deviation 

TCA, trichloroacetic acid 

THAP, 2',4',6'-trihydroxyacetophenone monohydrate 

TMS, tetramethylsilane 

tr, trace 

UPLC-PDA, ultraperformance liquid 

chromatography-photodiode array 

UV-VIS, ultraviolet-visible spectroscopy  
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第 1 章 諸論 

 

令和 4 年の⽇本総⼈⼝に占める 65 歳以上の⼈⼝は 29%に達し、令和 19

年には 3 ⼈に 1 ⼈が 65 歳以上になると予想されている（令和 5 年版⾼齢社会⽩

書、内閣府：https://www8.cao.go.jp/kourei/whitepaper/w-2023/zenbun/05pdf_index. 

html、令和 5 年 10 ⽉ 30 ⽇閲覧）。⽇本の平均寿命は 2021 年には戦後（1947 年、

昭和 22 年）から約 30 歳延伸し（男性 81 歳、⼥性 87 歳；厚⽣労働省）（Figure 

1-1A）、⽣物学的寿命は今後も延伸を続けると予想されるが、健康寿命（「健康

上の問題で⽇常⽣活が制限されることなく⽣活できる期間」と定義）との間には

2019 年時点で男性が約 9 年、⼥性が約 12 年の差が⾒られ、約 10 年間は薬剤治

療や介護が必要となる（厚⽣労働省令和元年度「健康寿命の令和元年値につい

て」https://www.mhlw.go.jp/content/10904750/000872952.pdf、令和 5 年 10 ⽉ 30 ⽇

閲覧）（Figure 1-1B）。平均寿命の延伸に伴い、社会保障予算は増加を続け、2023

年の給付費総額は 130兆円（国内総⽣産の 23.5%）となった（我が国社会保障制

度の構成と概況、厚⽣労働省：https://www.mhlw.go.jp/content/12600000/001144715 

.pdf、令和 5 年 10 ⽉ 30 ⽇閲覧）。⾼齢⼈⼝増に伴う社会保険予算の急増は、現

役世代への負担軽減および社会機能維持のための喫緊の課題であり、健康寿命

の延伸はその解決に有効であると考えられる。健康寿命の延伸には、⽣活習慣病

の予防が最重要であり、⽇常的に摂取可能な健康機能性⾷品の需要は今後も拡

⼤を続けると考えられる。 

⾷品には 1次（栄養機能）、2次（感覚・嗜好機能）、3次（⽣体調節機

能）機能がある。⾷品の⼀般成分である糖質（炭⽔化物）・タンパク質・脂質は

主に 1 次および 2 次機能を担う。⾷品の 3 次機能と呼ばれる栄養成分の⽣体調

節性や健康機能性は、脚気・ペラグラ・壊⾎病を対象とした栄養疫学研究におけ
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るビタミン類の発⾒が端となっている[1]。ビタミン⽋乏を対象とした疫学研究

の過程で、Szent Györgyi らは 1936 年にカンキツに含まれるフラボンとフラボ

ノール（当時はビタミン P とされた）に⾎管保護機能があることを報告してい

る[2]。その後、世界保健機構（WHO）が実施した MONICA project（1987）で

は、フランスにおける虚⾎性⼼疾患の死亡率が、他の欧⽶国（スイス、USA、イ

ギリス）と⽐較して、その⾷事中脂質量（虚⾎性⼼疾患を原因とする死亡率と正

の相関を⽰す）が同程度であるにもかかわらず、顕著に低いことを⽰した[3]。

この特徴的な統計結果は「フレンチ・パラドックス」として注⽬され、後にワイ

ンに含まれるポリフェノール（特にレスベラトロール）の抗酸化能が評価された

ことによって [4,5]、ポリフェノールの⽣体調節性や健康機能性が脚光を浴びる

契機となった。2023 年現在、ポリフェノールは⽇本消費者庁管轄の特定保健⽤

⾷品（トクホ）の関与成分として 135件[全 1058件中、消費者庁特定保健⽤⾷品

許可（承認）品⽬⼀覧、https://www.caa.go.jp/policies/policy/food_labeling/foods_fo

r_specified_health_uses/令和 5 年 12 ⽉ 22 ⽇]の登録があり、機能性⾷品成分とし

て今後も期待の⾼い⾷品成分となっている。  
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Figure 1-1 ⽇本⼈の平均寿命と健康寿命 

（A）⽇本⼈の平均寿命の遷移（厚⽣労働省令和 3 年簡易⽣命表より抜粋）（B）
⽇本⼈の平均寿命と健康寿命の⽐較（厚⽣労働省令和元年度「健康寿命の令和元
年値について」資料参考：https://www.mhlw.go.jp/content/10904750/000872952.pdf、
令和 5 年 10 ⽉ 30 ⽇閲覧） 
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植物が産⽣する⾮栄養性の⽣理活性物質はフィトケミカルと呼ばれ、

（ポリ）フェノールや有機硫⻩化合物、テルペノイドなどが含まれる（Table 1-

1）[6,7]。ポリフェノールは、広義には、複数のフェノール性⽔酸基を有する化

合物と定義される。モノフェノール環を有するフェノール酸類から、重合度の⾼

いタンニン類（>30,000 Da）に⾄るまで、現在 8,000 種以上のフェノール性化合

物が発⾒されている。ポリフェノールは⾻格特徴をもとに Harbone によって 10

種類に分類されている（Table 1-2）[8]。このうち、フラボノイド類は⾃然界に

5,000 種以上が確認されている主要ポリフェノールであり、さらに 13 種類のサ

ブクラスに分類される（Table 1-3）。フラボノイド類を含むポリフェノールの健

康機能性として、抗がん作⽤[9]、抗炎症作⽤[10]、抗肥満作⽤[11]、抗糖尿病作

⽤[12]、⾎圧上昇抑制作⽤[13]などが報告されている。これらのポリフェノール

の健康機能に関する知⾒は、ポリフェノールの抗酸化性を作⽤発現の中⼼とす

るものが多く、ポリフェノールが標的細胞や組織へ到達することを前提として

いる。その⼀⽅で、カテコール基を有するポリフェノールが体内で薬物代謝（第

I/II 相代謝）を受けることもよく知られている[14]。薬物代謝を受けたポリフェ

ノールは、⼩腸や肝臓において抱合基が付加され⽔酸基（OH）が保護されるた

め、抗酸化作⽤が減弱すると推察される。他⽅、抱合体として⽣理作⽤を⽰す報

告もあり（Table 1-4）、ポリフェノールは多様な⽣理作⽤を有する機能体として

認識できる。また、経⼝摂取したポリフェノールは⼤腸で腸内細菌によって代謝

分解を受け、新たな機能体、例えば酪酸などの低分⼦有機酸を産⽣することが知

られており、これら代謝物がポリフェノール摂取後に⾒られる健康機能の作⽤

本体と推察される。したがって、⽣体内におけるポリフェノールの吸収と代謝挙

動を把握することは、ポリフェノールによる⽣理作⽤機構の解明に必要不可⽋

といえる。  
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Table 1-1 フィトケミカルの例[6,7] 

フィトケミカル 化学分⼦種 フィトケミカル 化学分⼦種 
carotenoids  glucosinolates  
 cryptoxanthin  glucobrassicin 
 fucoxanthin  glucocalyxin 
 lutein  glucocapparin 
 lycopene  glucoiberin 
 xanthophylls  gluconapoleiferin 
 zeaxanthin  gluconasturtiin 
 α-carotene  glucoraphanin 
 β-carotene  glucosinalbin 
polyphenols   glucotropaeolin 
 acetophenones  neoglucobrassicin 
 anthraquinones  progoitrin 
 benzoquinones  sinigrin 
 chromones allium compounds  
 coumarins  isoalliin 
 flavonoids  methiin 

 
hydroxycinnamic 
acids 
hydroxybenzoic acids 

 
propiin 
 

 lignans, neolignans lectins  
 lignins  concanavalin A 
 naphtoquinones  peanut agglutinin 
 phenols  ricin 

 phenylacetic acids  wheat germ agglutinin 
phenylpropenes 

 stilbenes terpenes  
 xanthones  calotropin 
 tannins  caulerpenyne 
polyacetylenes   cinerin I 
 falcarindiol  farnesane 
 falcarinol  geraniol 
 oenanthetol  squalane 
  panaxydiol   strigol 
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Table 1-1（続き） 

フィトケミカル 化学分⼦種 フィトケミカル 化学分⼦種 
isoprenoids  alkaloids  
 limonene  ajmaline 
 myrcene  berberine 
 pinene  caffeine 
phytosterols   camptothecin 
 campestanol  cocaine 
 campesterol  codeine 
 sitostanol  hyoscyamine 
 sitosterol  irinotecan 
 stigmastanol  morphine 
 stigmasterol  nicotine 
polysaccharides   noscapine 
 amylopectin  oxycodone 
 amylose  oxymorphone 
 arabinogalactans  papaverine 
 arabinoxylans capsaicinoids  
 cellulose  capsaicin 
 gums  dihydrocapsaicin 
 hemicellulose  homocapsaicin 
 inulin  nonivamide 
 methyl cellulose betalains  
 mucilages  betaxanthins 
 oligofructans  indicaxanthin 
 oligosaccharide  miraxanthin 
 pectins  portulaxanthin 
 polydextrose  vulgaxanthin 
 polyfructose   
 resistant starch   
saponins    
 dammarane   
 oleanane   
 tirucallane   
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 Table 1-2 ⾻格構造に基づくポリフェノールの分類[8] 
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Table 1-2（続き） 
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Table 1-3 ⾻格構造に基づくフラボノイド類の分類[8] 
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Table 1-3（続き） 
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 Table 1-4 これまでに報告されているポリフェノール抱合体の⽣理作⽤ 

ポリフェノール抱合体 濃度 モデル 効果 参考⽂献 
3'- and 4'-O-methyl epicatechin 10 μM HUVEC NADPH oxidase阻害 [15] 
3'-O-methylgallic acid 10–100 µM Caco-2 cells 細胞死誘導 [16] 
4'-O-methylgallic acid 5, 10 μg/mL HUVEC 抗炎症 [17] 
apigenin glucuronide 12.5–100 µM RAW 264.7 cells 抗炎症 [18] 
apigenin-7'-O-glucuronide 25–100 µg/mL RAW 264.7 cells LDL取り込み抑制 [19] 
epicatechin sulfates  
(A-ring and B-ring conjugation) 

1–300 mM RAW 264.7 cells 抗炎症 [20] 

quercetin-4'-O-sulfate 
3'-O-sulfate-epicatechin  
3'-O-methyl-epicatechin 
4'-O-methyl-epicatechin 

50, 100 µM 
MCF-7 cells 
Caco-2 cells 
BxPC-3 cells 

増殖抑制 [21] 

ferulic acid-4-O-sulfate 3–30 µM ⾎管（mice） ⾎管弛緩誘導 [22] 
hydroxytyrosol acetate sulfate 
hydroxytyrosol sulfate 

2.5–10 µM 
SH-SY5Y cells 
LUHMES cells 

神経細胞保護 [23] 

hydroxytyrosol glucuronide 
hydroxytyrosol sulfate 
tyrosol glucuronide 
tyrosol sulfate 

1 µM Caco-2 cells 抗炎症 [24] 

isovanillic acid-3-O-sulfate 30 µM LHCN-M2 myoblasts 糖取り込み促進 [25] 
luteolin glucuronides 
luteolin sulfate 

40 µM RAW 264.7 cells 抗炎症 [26] 

quercetin glucuronides 2.5–10 µM NCI-H209 cells 細胞増殖抑制 [27] 
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Table 1-4（続き） 

ポリフェノール抱合体 濃度 モデル 効果 参考⽂献 
quercetin 3-O-glucuronide 50–200 µg/mL C3H10T1/2 cells 褐⾊脂肪細胞化誘導 [28] 
quercetin 3-O-glucuronide 10–50 µM 3T3 cells 細胞内 ROS抑制 [29] 
quercetin 3-O-glucuronide 10, 100 µM RASMC ⾎管収縮抑制 [30] 
quercetin 3-O-glucuronide 10, 100 µM VSMC 細胞遊⾛・増殖抑制 [31] 

quercetin 3-O-glucuronide 
50 mg/kg/day 
20 µM 

C57BL/6J mice 
SH-SY5Y cells 

抗認知症 [32] 

quercetin-3'-sulfate 10 µM ⾎管（pig） ⾎管弛緩誘導 [33] 
quercetin-3'-sulfate 
quercetin-3-glucuronide 

25–100 µM MCF-7 cells 抗がん [34] 

resveratrol disulfate 1–350 µM 
MCF-7 cells 
MDA-MB-231 cells 
ZR-75-1 cells 

抗腫瘍 [35] 

resveratrol disulfate 
resveratrol glucuronide 

1–100 µM 
Caco-2 cells 
HCT-116 cells 
CCL-228 cells 

細胞増殖抑制 [36] 

resveratrol disulfate 
resveratrol glucuronide 

17–144 µM 
HT-29 cells 
MCF-7 cells 

抗がん [37] 

resveratrol sulfate 30, 60 µM 
SW480 cells 
SW620 cells 

細胞増殖抑制 [38] 

urolithin A glucuronide 
urolithin B glucuronide 

15 µM HAEC 抗炎症 [39] 

urolithin B glucuronide 1 µM 
rat cardiomyocytes 
and fibroblasts 

細胞増殖抑制 [40] 
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植物体で⾮栄養性物質として産⽣されるフィトケミカルに対して、植物

が害⾍からの攻撃や環境ストレス（温度、光）に曝された際に、新規に産⽣が誘

導される化合物はフィトアレキシンと呼ばれる[41]。フィトアレキシンは主にテ

ルペンあるいはフラボノイド⾻格を有し、イネのフィトアレキシンとして報告

されている sakuranetin はその⼀例である[42]。その他の植物（トウモロコシやア

ブラナ科植物）でも様々なフィトアレキシンが発⾒されているが[43]、ダイズで

はフィトアレキシンとしてグリセオリン類が産⽣される。グリセオリン類はダ

イズイソフラボン daidzein から⽣じるプレニル化体であり、脂質代謝改善[44]や

抗糖尿病作⽤[45]のような⽣体調節機能を有する⽣理活性物質である。しかしな

がら、ダイズ中のグリセオリン類の存在量は僅かであるため、さまざまに産⽣量

の増⼤が試みられている（Table 1-5）。グリセオリン類の産⽣促進の⼿法として

wounding（種⽪への裂傷）や菌体感作（Phytophthora megasperma f. sp.など）が⽤

いられているが[46–53]、⾷品加⼯に広く利⽤される麹菌類（Aspergillus(A.) oryzae, 

A. sojae）によってもグリセオリン類の産⽣が促進されることが報告され[46,54–

57]、今後の展開が期待される。本産⽣促進において、グリセオリン類の⽣合成

に関与する酵素の報告はあるものの[58]、菌体感作によるグリセオリン類の産⽣

促進機構は不明のままである。 

⾷品成分の⽣体調節機能と安全性への関⼼が⾼まるにつれ、⾷品成分の

吸収（absorption）・分布（distribution）・代謝（metabolism）・排泄（excretion）、

すなわち ADME 挙動の解明が希求されている。しかしながら、その把握には、

複雑な⽣体サンプル中に存在する微量代謝物を測定する必要があるため、より

⾼い感度と特異性をもった分析法が必要とされる。質量分析法（mass spectrometry, 

MS）は化合物の精密質量（と電荷）に基づく検出法のため、紫外・可視分光分

析法（UV-VIS）や蛍光分光分析法（FL）などの従来法と⽐較して感度が⾼く（検
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出⼒：MS、~fmol/L；UV-VIS、~µmol/L；FL、~ pmol/L[59]）、かつ化学構造に対

する選択性の⾼い検出が可能である。質量分析計はイオン化部−分離部−検出

部から構成され、イオン化部で⽣成された化合物イオンを分離部で質量/電荷⽐

（m/z）に基づいて分離し、検出する。化合物のイオン化特性や検討⽬的に⾒合

ったイオン化部と分離部の組み合わせを選択することで、網羅性の⾼い化合物

の検出が可能である。このような特⻑から、MS は複数成分から成る複雑な⽣体

サンプル中ポリフェノールの分析に適している。例えば、Oesterle ら[60]はヒト

の尿中ポリフェノール代謝物の同定ならびに定量にタンデム MS（MS/MS）を、

また、Liu ら[61]は (−)-epicatechin から⽣じる微⽣物代謝物の同定に triple 四重

極（Q）/MS と⾶⾏時間型質量分析法（TOF/MS）を活⽤している。とりわけ、

TOF/MS は、質量分析部に導⼊された全てのイオンについて、精密質量数に基づ

く分離と検出が可能であることから、代謝物の予測や推定に適しているとされ

る。⾼速液体クロマトグラフィー（HPLC）を接続した LC-TOF/MS は、経⼝投

与後のポリフェノールの⽣体内代謝挙動の評価に対して適⽤されている[62]。ま

た、マトリックス⽀援レーザー脱離イオン化イメージング法（MALDI-MSI）は、

レーザー照射で⽣じるマトリックス剤とのエネルギー授受によって化合物をイ

オン化するため、固体試料中の標的化合物を直接分析可能であることから、LC

分析では失われてしまう試料中化合物の三次元情報を提供することができる

（Figure 1-2）。この特⻑から得られる標的化合物の組織内局在は、その組織内

での機能の推察に極めて重要な情報となる。例えば、部位によって機能が異なる

脳組織を MALDI-MSI に供することで、⾷品由来ペプチドが記憶系に作⽤する

可能性や[63]、脳内の脂質分布から病態が理解できる可能性[64]などが明らかと

なっている。しかし、MALDI 分析では、ポリフェノールのような中性分⼦種に

対するイオン化効率が低く、検出感度の点で問題があった。そこで、新たなマト
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リックス剤の登場（trans-3-indoleacrylic acid（IAA）[65]、1,5-diaminonaphthalene

（1,5-DAN）[66]、nifedipine [67]など）によってその解決が図られ、これによっ

て、⽣体や植物体組織におけるポリフェノールの分布評価も可能となっている

（Table 1-6）。⼀例として、Nguyen ら[68]は、MALDI-MSI を使⽤して腸管組織

における難吸収性フラボノイド theaflavin の吸収挙動を可視化した。その結果、

腸管組織上層部に theaflavin由来ピークが認められ、排出系トランスポーターの

阻害によりその蓄積が顕著になったことから、theaflavin は腸管組織へ取り込ま

れた後に管腔へ排出されることが⽰され、⾮吸収性フラボノイドの⽣体内機能

発現に重要な⽰唆を与える知⾒が得られている。また、Dare ら[69]は bilberry

（European blue berry, Vaccinium myrtillus L.）中に含まれる⼀次代謝物（糖類やア

ミノ酸）と⼆次代謝物（ポリフェノール）を MALDI-MSI で可視化した。その結

果、26 種類のフラボノイド類の検出に成功し、成熟過程における⼀次代謝物か

ら⼆次代謝物の産⽣および蓄積プロファイルを明らかにしている。 
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Figure 1-2 MALDI-TOF/MSI 分析装置とその分析例 
（Tanaka M., Kagaku to Seibutsu, 2023;61(1): 23–31 参照[70]） 

（A）MALDI-TOF/MSI 分析装置の概略図（B）⾷品サンプルへの MALDI-MSI
適⽤例（牡蠣切⽚の調製と分析結果）
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Table 1-5 菌体感作によるダイズ中でのグリセオリン類産⽣の例 

化合物 植物 刺激 菌体名 参考⽂献 

glyceollin I 
glyceollin II 
glyceollin III 

Glycine max (L.) Merr. 
var. Pioneer 95B41 

elicitation 

Aspergillus sojae (SRRC 1125), Aspergillus oryzae 
(SRRC 302), Aspergillus niger (SRRC 60), Aspergillus 
flavus (SRRC 13) 
Phytophthora megasperma var. sojae race 1 

[71] 

glyceollins Glycine max (L.) Merr. elicitation Aspergillus oryzae (Lu brewing 3042) [72] 
glyceollin I 
glyceollin II 
glyceollin III 

Glycine max (L.) Merr. 
var. Aga No. 3 

elicitation Aspergillus sojae [54] 

glyceollins 
Glycine max (L.) Merr. 
cv. Asgrow 5902 

wounding 
elicitation 

Aspergillus sojae (SRRC 1125)  [55] 

glyceollin I 
Glycine max (L.) Merr.  
cv. Altona 

elicitation Aspergillus oryzae [56] 

glyceollin I 
Glycine max (L.) Merr.  
cv. Harosoy 63 

elicitation 
Phytophthora megasperma Drechs. f. sp. glycinea  
(Kuan and Erwin) races 1 and 3 

[46] 

glyceollins 
Glycine max (L.) Merr.  
cv. Harosoy 63 

ethylene 
elicitation 

Phytophthora megasperma Drechs. f. sp. glycinea  
races 1 and 3 

[57] 

glyceollins 
Glycine max (L.) Merr.  
cv. Harosoy 63 

wounding 
elicitation 

light 
Phytophthora megasperma f. sp. glycinea [73] 
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Table 1-5（続き） 

化合物 植物 刺激 菌体名 参考⽂献 

glyceollins 
Glycine max (L.) Merr.  
cv. Harosoy 63 

elicitation Phytophthora megasperma f. sp. glycinea race 1 and 3  [74] 

glyceollins 
Glycine max (L.) Merr.  
cv. Harosoy 63 

wounding 
elicitation 

Phytophthora megasperma f. sp. glycinea race 1 and 3  [47] 

glyceollin I 
Glycine max (L.) Merr.  
cv. Harosoy 63 

wounding 
elicitation 

Phytophthora megasperma f. sp. glycinea [75] 

glyceollins Glycine max (L.) Merr. 
temperature 
elicitation 

Phytophthora megasperma f. sp. glycinea [48] 

glyceollins 
Glycine max (L.) Merr.  
cv. Harosoy 63 

elicitation Phytophthora megasperma var. sojae [49] 

glyceollins 
Glycine max (L.) Merr.  
cv. Harosoy 63 

wounding 
elicitation 

Phytophthora megasperma var. sojae race 1 [76] 

glyceollins Glycine max (L.) Merr. elicitation Phytophthora megasperma var. sojae race 4 and 6 [77] 

glyceollins 
Glycine max (L.) Merr.  
cv. Harosoys or Williams 

wounding 
elicitation 

Phytophthora sojae [50] 

glyceollins 
Glycine max (L.) Merr.  
cv. William 

wounding 
elicitation 
lactofen 

Phytophthora sojae  [78] 

glyceollins Glycine max (L.) Merr. 
wounding 
elicitation 

Phytophthora sojae (Kauf. and Gerde.) [51] 
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Table 1-5（続き） 

化合物 植物 刺激 菌体名 参考⽂献 

glyceollin I 
glyceollin II 
glyceollin III 
glyceollin IV 
glyceollin V/VI 

Glycine max (L.) Merr. elicitation Rhizopus microsporus var. oryzae (LU 581) [79] 

glyceollins Glycine max (L.) Merr. 
priming 

elicitation 
Rhizopus oligosporus, Rhizopus oryzae [52] 

glyceollin I 
glyceollin II 
glyceollin IV 
glyceollin VI 

Glycine max (L.) Merr. 
light 

wounding 
Rhizopus oryzae [53] 

glyceollin I 
glyceollin II 
glyceollin III 

Glycine max (L.) Merr. elicitation 

Trichoderma reesei (NRRL 3653), Aureobasidium 
pullulans (NRRL 58522), Neurospora crassa (NRRL 
2332), Fusarium venenatum (NRRL 26139), Rhizopus 
microsporus var. oligosporus (NRRL 2710), Paecilomyces 
variotii (NRRL1115), Aspergillus niger, Mucor 
circinelloides, Pichia kudriavzevii  

[80] 
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Table 1-6 組織内ポリフェノールの MALDI-MSI適⽤例 

測定対象組織 測定化合物 マトリックス剤 参考⽂献 

⽣体サンプル 

⼩腸（rat） 
(-)-epicatechin-3-O-gallate metabolites 
theaflavin-3′-O-gallate metabolites 

nifedipine [68] 

⼩腸（rat） anthocyanins metabolites DHB [81] 
眼球（mouse） anthocyanins DHB [82] 

腎臓（mouse） scutellarin metabolites 
ferulic acid, CHCA, THAP, 
DHB, CA 

[83] 

肝臓、腎臓、脾臓（mouse） daidzein DHB [84] 
植物サンプル 

bilberry (Vaccinium myrtillus) flavonoids THAP [69] 
leaf (Cannabis sativa) apigenin, kaempferol, luteolin, quercetin 1,5-DAN [85] 
grape berries anthocyanins DHB [86] 
rangpur lime (Citrus sinensis) hesperidin, rutin CHCA, DHB [87] 
rice (Oryza sativa)  anthocyanins DHB [88] 
ripe strawberry fruit kaempferol, quercetin, ellagic acid 1,5-DAN [89] 
ripe strawberry fruit ellagitannins 1,5-DAN [90] 

wolfberry fruit 
p-coumaric acid, caffeic acid, chlorogenic acid, 
kaempferol, quercetin, isorhamnetin, isoquercetin 

9-AA [91] 

9-AA, 9-aminoacridine；CA, caffeic acid；CHCA, α-cyano-4-hydroxycinnamic acid；1,5-DAN, 1,5-diaminonaphthalene；DHB, 2,5-
dihydroxybenzoic acid；THAP, 2',4',6'-trihydroxyacetophenone monohydrate
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以上の背景を鑑み、本研究では、イソフラボン類由来プレニル化代謝物

であるグリセオリン類と、フラボノイド類（hesperidin、curcumin など）由来腸

内細菌代謝産物としてのフェノール酸を対象に MS を駆使して様々な⽣体利⽤

性に関する検討を⾏った。グリセオリン類は、複数の健康機能性に加え、前駆体

イソフラボン類と⽐較して⽣体利⽤性が⾼いことから[92,93]、新規のダイズ由

来機能性成分として期待される。しかしながら、そのダイズ中存在量は僅かであ

るため[94]、産⽣量の増⼤が望まれ、そのための産⽣促進機構の解明が求められ

る。また、フラボノイド類にはさまざまな健康機能が報告されてきた⼀⽅で、そ

の作⽤本体は明らかでない。例えば、hesperidin は⾎圧上昇を抑制することが知

られ[95]、⾎管内⽪細胞に作⽤することで TRPV1/MasR/eNOS経路を介して、積

極的な⾎管弛緩を誘導する[96,97]。しかしながら、hesperidin は腸内細菌によっ

て、アグリコンやさらに低分⼦化合物まで代謝分解を受けて吸収されるとの報

告があり[98]、その代謝産物の体内利⽤性の解明が望まれる。 

そこで、第 2 章では麹菌（A. oryzae）感作を施した発芽ダイズにおける

グリセオリン類の産⽣挙動について MALDI-MSI を⽤いて評価した。その結果、

グリセオリン類の産⽣促進はダイズ表⾯への麹菌接触をトリガーとして誘発さ

れ、麹菌の接触領域に限定して⽣じることが明らかとなった。 

第 3 章では hesperidin をはじめとする複数のフラボノイド類の腸内細菌

代謝産物である 3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl) propionic acid（HMPA）について、

経⼝摂取後の体内吸収と臓器蓄積を LC-TOF/MS にて評価した。その結果、HMPA

は経⼝摂取後速やかに吸収・代謝され、抱合体として優勢的に循環系臓器に分

布・蓄積することが明らかとなった。 

本研究によって明らかとなったグリセオリン類の局所産⽣は、ダイズに

おけるグリセオリン類の産⽣機構の解明にさらなる知⾒を与え、また、HMPA の

吸収・代謝・臓器蓄積挙動は、数千種存在するポリフェノール（Table 1-2、1-3）
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の機能が、その代謝物によって理解できる可能性を与える知⾒といえ、今後のポ

リフェノール科学におけるエポックメーキングとなる成果と考える。  



 28 

第 2 章 マトリックス⽀援レーザー脱離イオン化⾶⾏時間型質量分析イメー

ジング法を駆使した、フラボノイド代謝物のダイズ種⼦中での産⽣挙

動 

 

第 1 節 緒⾔ 

ポリフェノールは植物体において産⽣されるフィトケミカルの⼀種で、

抗菌作⽤を⽰す。さらに、植物は外界からのストレスに曝された際に、遺伝⼦や

酵素発現を変化させ、フィトアレキシンと呼ばれる抗菌性の化合物を新規に合

成するが、植物種あるいは外的刺激の種類によって、その種類や特徴は様々であ

る[99–101]。ダイズ（Glycine max (L.) Merr.）は、ポリフェノールの⼀種である

イソフラボン類（特に daidzin、genistin、glycitin およびそのアグリコン）に富み、

環境あるいは微⽣物からのストレスに応答してイソフラボン類から様々なフィ

トアレキシン類（例えば coumestrol、C-methyl or 4-prenyl coumestrol、isotrifolio

l、glycinol、glyceocarpin、glyceollidins、glyceollins、glyceofurans）を産⽣する[7

9,102,103]（Figure 2-1）。とりわけ、イソフラボン daidzein のプレニル化体であ

るグリセオリン類は、脂質代謝改善[44]や糖取り込み促進[45]、再発乳がんの増

殖抑制[56]が報告されている新規のダイズ由来⽣理活性物質であり、さらに、Sp

rague-Dawley 系ラットにおいて前駆体イソフラボンと⽐較して⾼い⽣体利⽤性

を⽰すことが明らかになっている（glyceollin I、Cmax：1.9 ± 0.6 nmol/mL-plasm

a、AUC0-8h：8.5 ± 0.7 nmol･h/mL、吸収率：>13.4%-dose；daidzein、Cmax：0.11 

± 0.03 nmol/mL-plasma、AUC0-8h：0.6 ± 0.1 nmol･h/mL、吸収率：> 0.21%-dos

e）[92,93]。しかしながら、ストレス暴露のない通常ダイズでのグリセオリン類

の存在量は極めて少ない（< 0.05 mg/g-seed）[94]。そのため、含有量増⼤のため

の試みが⾏われており、菌体感作刺激が有効な⼿法の⼀つであることが⽰され

ている（Table 1-5）。また、グリセオリン類の産⽣に関与する代謝酵素反応に
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ついては多数報告があり[52,104–106]、isoflavone 2'-hydroxylase（I2'H）、3,9-dih

ydroxypterocarpan 6a-monooxygenase（3,9-DPO）、glycinol 4-dimethylallyltransfer

ase（G4DT）、glycinol 2-dimethylallyltransferase（G2DT）、glyceollin synthase（G

S）などが同定されている（Figure 2-1）。しかしながら、菌体感作刺激を受け

たダイズにおけるグリセオリン類の産⽣領域およびその挙動については明らか

でない。そこで本章では、MALDI-MSI を駆使し、A. oryzae 感作させた発芽ダイ

ズにおけるグリセオリン類の産⽣挙動について可視化解析し、グリセオリン類

⾼産⽣ダイズを作製するための知⾒を得ることを⽬的として、検討を⾏った。
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Figure 2-1 グリセオリン類の⽣合成経路[58,79,105] 

I2'H: isoflavone 2'-hydroxylase、3,9-DPO: 3,9-dihydroxypterocarpan 6a-monooxygenase、G4DT: glycinol 4-dimethylallyltransferase、
G2DT: glycinol 2-dimethylallyltransferase、GS: glyceollin synthase 
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第 2 節 材料および⽅法 

第 2.1 項 材料 

ダイズ種⼦（Glycine max (L.) Merr.、Yukipirika）は（株）果実堂（熊本）か

ら恵与されたものを使⽤した。Daidzein およびグリセオリン類（glyceollin I, III）は

富⼠フイルム和光純薬株式会社（⼤阪）から購⼊し、glyceollin II は発芽ダイズから

分取し、同定したものを⽤いた（Table 2-1）。Ultraperformance liquid chromatography-

photodiode array（UPLC-PDA）分析で使⽤したアセトニトリル（ACN）と酢酸は富

⼠フイルム和光純薬株式会社（⼤阪）から、biochanin A（内標準）は LKT Laboratories 

Inc. （MN、USA）から購⼊した。さらに、MALDI-MSI でマトリックス剤として使

⽤した 1,5-DAN および phytic acid は東京化成⼯業株式会社（東京）から、nifedipine

は富⼠フイルム和光純薬株式会社（⼤阪）から購⼊し、麹菌（A. oryzae AOL139）

は秋⽥今野商店（秋⽥）から購⼊した。その他、使⽤した試薬は全て分析⽤特級で

あり追加精製は⾏っていない。 

 

第 2.2 項 麹菌感作発芽ダイズの調製 

ダイズは発芽後、既報[56]に基づいて麹菌（A. oryzae）で感作を⾏った。ダ

イズ 180 g を遠沈管に⼊れ、発芽機（SU Technology、熊本）で培養し（20% O2、

0.023% CO2、28˚C）、3 ⽇間 1 時間おきに散⽔した。その後、発芽した種⼦を A. 

oryzae⾮感作群、（活性）A. oryzae 感作群、不活性 A. oryzae 感作群の 3群に無作

為に分類した（いずれの群も n = 6）。発芽 3 ⽇⽬に、A. oryzae を発芽種⼦に感作

させ（0.05 g-A. oryzae/g-seed）、さらに 3 ⽇間 28˚C で培養した。各感作⽇（発芽後

4 ⽇⽬から 6 ⽇⽬）においてサンプルを回収し、試験まで–80˚C で保存した（Figure 

2-2）。不活性 A. oryzae 処理群には加熱処理（121˚C、20 min）を施した A. oryzae を

使⽤し、上記と同様の感作条件で処理した。 
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第 2.3 項 ダイズ中フラボノイド代謝物の測定 

感作処理後に保存していたダイズ種⼦（根なし）を凍結乾燥し、粉砕した。

得られた粉末サンプル（100 mg）に 1 mL抽出溶液 [70% エタノール（EtOH）、内

標準として biochanin A を含む（終濃度：25 μg/mL）] を加え静置した（15 h、25˚C）。

遠⼼分離後（3,000 × g、10 min、25°C）、上清を回収し、UPLC-PDA 分析（Prominence、

（株）島津製作所、京都）に供した。種⼦中に含まれるフィトアレキシン量は内標

準法により算出した。分析に⽤いた UPLC-PDA 条件は下記の通りである：分離カ

ラム、ACQUITY UPLC BEH RP18 column （I.D. 2.1 × 150 mm、1.7 μm；Waters、MA、

USA）；溶離液、（A） 0.1%（w/v） 酢酸（B）ACN/0.1%（w/v） 酢酸；分離プロ

グラム、0–100%B（30 min）；流速、0.3 mL/min；カラムオーブン、35 ̊ C；モニタ

ー波⻑、280 nm。 

 

第 2.4 項 マトリックス⽀援レーザー脱離イオン化質量分析イメージング分

析 

冷凍保存したダイズ種⼦および根をそれぞれドライアイスで凍結させ、種

⼦表⾯に対して垂直、根は伸⻑⽅向に対して⽔平に Cryomicrotome（CM1100 Leica；

Leica、Wetzlar、Germany）を使⽤して切⽚（厚み 12 µm）を作製した。作製した切

⽚は indium tin oxide（ITO）コートガラススライド（Bruker Daltonics、Bremen、Germany）

に融解接着させ、窒素ガスで乾燥させた後に ImagePrep（Bruker Daltonics）を使⽤

して、マトリックス剤（nifedipineあるいは 1,5-DAN（10 mg/mL-70%ACN）5 µmol/mL 

phytic acid添加）を組織切⽚全体に噴霧した。噴霧条件は以下の通りである：spray 

power、20%；modulation、20%；spraying time、1.5 s；incubation time、10 s；drying 

time、60 s；spraying for 45 cycles。上記で作製したダイズ切⽚の MALDI-MSI には

SmartBeam III レーザー搭載の MALDI Autoflex III 質量分析計（Bruker Daltonics）を
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使⽤し、測定対象化合物は daidzein（[M–H]– = 253.0 m/z）および glyceollins I/II/III

（[M–H]– = 337.1 m/z）とした。測定に使⽤した MS条件は以下の通りである：ion 

source 1、20.00 kV；ion source 2、18.80 kV；lens voltage、7.50 kV；gain、12.00；laser 

frequency、200 Hz；laser power、80%；off set、60%；range、20%；laser focus range、

100%；value、6%；data range、100–1300 m/z；spatial resolution、100 µm。得られた

MS スペクトルは Bruker FlexAnalysis software（ver. 3.3、Bruker Daltonics）を⽤いて

解析した。また、イメージング分析には Bruker FlexImaging software（ver. 2.1、Bruker 

Daltonics）を⽤い、ピーク範囲は ± 0.2 m/z とした。 

 

第 2.5 項 統計処理 

統計処理には GraphPad Prism software（GraphPad、La Jolla、CA、USA）を

使⽤した。多群間⽐較には p < 0.05 の有意⽔準で Tukey–Kramer’s t-test を実施し

た。なお、結果は全て平均値 ± 標準偏差（SD）で⽰している。 
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Figure 2-2 ダイズの感作スケジュールとダイズ形態観察 
培養器（SU Technology、28˚C）で発芽させたダイズ種⼦をランダムに A. oryzae⾮
感作/感作群に分け、感作群には 0.05 g A. oryzae/g-seed を種⼦表⾯に塗布した。各
感作⽇におけるダイズ形態を図に⽰す（なお、感作群は活性 A. oryzae で感作した
ダイズのみを⽰した）。  
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第 3 節 結果および考察 

第 3.1 項 イソフラボン類とその代謝物の同定と定量 

 A. oryzae を感作させた（28˚C、3 ⽇間）発芽ダイズにおけるイソフラボン類関

連代謝物の産⽣量を評価した。A. oryzae を感作させたダイズ種⼦抽出液を UPLC-

PDA（λ = 280 nm）分析に供し、クロマトグラムを得た（Figure 2-3）。検出された

各ピークは、それぞれ daidzin（RT: 5.2 min）、genistin（RT: 6.3 min）、malonyldaidzin

（RT: 6.7 min）、malonylgenistin（RT: 7.9 min）、daidzein（RT: 9.0 min）、glyceollin 

III（RT:11.7 min）、glyceollin I（RT: 12.1 min）および内標準物質 biochanin A（RT: 

14.4 min）であると推定された。11.9 min に認められた未知のピークを同定するた

め、LC-ESI-TOF/MS（micrOTOF II（Bruker Daltonics）、negative mode）分析に供し

たところ、[M–H]– = 337.1074 m/z のイオンが検出され、精密質量から、その化学組

成は C20H18O であった。さらに、1H-NMR/13C-NMR 分析に供した結果、得られた化

学シフト値と⽂献値[107]との⽐較から、本ピークは glyceollin II であると同定され

た（Table 2-1、Figure 2-4）。また、UPLC-PDA 分析の結果、A. oryzae⾮感作ダイ

ズ抽出液では A. oryzae 感作ダイズと共通するイソフラボン類（daidzin、genistin、

malonyldaidzin、malonylgenistin、daidzein）由来のピークが確認されたが、グリセオ

リン類由来のピークは確認されなかった。したがって、グリセオリン類の産⽣は A. 

oryzae 感作によって誘発されたことが⽰された。なお、本研究の A. oryzae 感作ダ

イズでは、その他の glyceollin IV, V, VI[103,106]は検出されなかったことから、そ

れらの産⽣量が僅かであると推定された。 

UPLC-PDA 分析をもとに、感作 1 ⽇⽬（発芽 4 ⽇⽬）から 3 ⽇⽬（発芽 6

⽇⽬）までのダイズ中イソフラボン類およびグリセオリン類（mg/g-seed）を定量し

た（Table 2-2）。A. oryzae 感作ダイズでは、感作⽇数に応じてグリセオリン類

（glyceollin I, II, III）の量が増⼤し、特に glyceollin I 量は 3 ⽇間の感作によって約
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30倍に増加した（発芽 3 ⽇⽬、0.03 ± 0.01 mg/g-seed；発芽 6 ⽇⽬、0.96 ± 0.1 mg/g-

seed）。⼀⽅で、⾮感作ダイズではグリセオリン類はほとんど検出されず（発芽 6

⽇⽬、< 0.02 mg/g-seed）、A. oryzae 感作がグリセオリン類の産⽣誘導因⼦として働

いていることを確認した。先⾏研究において、Zhang ら[92]は 1 mg/kg-B.W. glyceollin 

I の経⼝投与で、⾎中濃度が最⼤ 1.9 nmol/mL-plasma に達すると報告しているが[92]、

これは A. oryzae 感作ダイズ 1 g（乾燥重量）の摂取で達成しうるレベルであること

がわかる。また、イソフラボン類の糖付加体 malonyldaidzin、malonylgenistin は A. 

oryzae ⾮感作/感作で変化は認められなかったものの、グリセオリン類の前駆体で

ある daidzin、genistin、daidzein 量は A. oryzae 感作によって増⼤していた（Table 2-

2 ） 。 フ ラ ボ ノ イ ド 類 の 産 ⽣ は phenylalanine→ t-cinnamate→ p-coumarate→ p-

coumaroyl CoA の代謝が起点である。これまでに、ダイズ表⽪への裂傷や菌体感作

による、この初期代謝の関与酵素である phenylalanine ammonia-lyase（PAL）の活性

化、ならびにその遺伝⼦（GmPAL2.1）発現量の上昇が明らかになっている[73,108]。

このことから、A. oryzae 感作されたダイズでは、フラボノイド類の初期代謝が活性

化され、イソフラボン類の産⽣が増⼤し、その結果、グリセオリン類の産⽣増⼤に

つながったのではと考えられる。また、glyceollin IV, V, VI は検出されなかったが、

既報[58]においても glyceollin I が主要なグリセオリン類であると報告されているこ

とから、ダイズ（Glycine max (L.) Merr.）では G2DT よりも G4DT の活性が⾼いこ

とが推察される。あるいは、PAL およびその下流の p-coumaroyl CoA ligase はダイ

ズ表⽪への裂傷でも活性化する[73]ことから、裂傷と菌体感作を組み合わせること

で今回検出できなかったグリセオリン類の産⽣も確認される可能性がある。以上の

結果から、発芽ダイズへの A. oryzae 感作はダイズ種⼦でのグリセオリン類の産⽣

を促進するが、これはフラボノイド類の初期代謝に関連する酵素が活性化され、前

駆体イソフラボン類の産⽣量が増⼤するためである可能性が⽰された。ただし、こ



 37 

れら知⾒はダイズ種⼦全体の総差であり、胚実等のダイズ種⼦内での分布は不明の

ままである。  
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Figure 2-3 A. oryzae ⾮感作/感作ダイズ抽出液の UPLC-PDA（λ=280 nm）分析

クロマトグラム  
ダイズ種⼦凍結粉末の 70%EtOH 抽出液を UPLC-PDA で分析した：分離カラム、
ACQUITY UPLC BEH RP18 column （I.D. 2.1 × 150 mm、1.7 μm；Waters、MA、USA）；
溶離液、（A） 0.1%（w/v） 酢酸（B）ACN/0.1%（w/v） 酢酸；分離プログラム、
0–100%B（30 min）；流速、0.3 mL/min；カラムオーブン、35˚C；モニター波⻑、
280 nm。IS：内標準 
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Table 2-1 glyceollin II の 1H/13C NMR 測定結果 

 δC δH (J value, Hz) 

位置 a 
実測値 ⽂献値 b 実測値 ⽂献値 

(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) 

1 N.D. 129.9 7.14 (s) 7.14 (s) 

2 117.2 117.3   

3 155.2 155.3   

4 104.8 104.9 6.21 (s) 6.21 (s) 

6  70.6  70.7   

6a  76.7  76.8 4.05 (d,11.3) 4.04 (d,11.3) 

6b 121.3 121.4 4.13 (d, 11.5) 4.13 (d, 11.3) 

7 125.2 125.3 7.20 (d, 8.2) 7.21 (d, 7.9) 

8 109.0 109.1 Not resolved 6.43 (dd, 8.1 and 2.1) 

9 160.7 160.8 8.45 (s) 8.46 (s) 

10  98.7  98.8 6.25 (d, 1.8) 6.25 (d, 2.3) 

10a 161.9 162.0   

11a  85.7  85.8 5.24 (s) 5.25 (s) 

11b 114.5 114.6   

12 122.3 122.4   

13 129.8 130.0 5.65 (d, 10.1) 5.65 (d, 9.8) 

14 N.D.  77.3 Not resolved 6.41 (d, 9.8) 

15  28.3  28.4 1.37 (s) 1.39 (s) 

16 N.D.  28.4 1.36 (s) 1.37 (s) 

測定条件：HPLC-PDA で RT: 11.9 min に該当するピークを分取し、acetone-d6（基準
物質として TMS）で溶解したものを 1H-NMR および 13C NMR に供した [ECS-400 
spectrometer（JEOL、東京）；共鳴周波数、400 MHz；試料温度、25℃；spinner、15 
Hz；scan、16（1H）20000（13C）；relaxation delay、15 s（1H）2 s（13C）]。 
a glyceollin II の炭素の位置番号（Figure 2-4 参照） 
b Ciesielski P, Metz P. Nature Communications. 2020;11:3091.[107]、N.D.：no detection 
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Figure 2-4 glyceollin II の化学構造 
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Table 2-2 UPLC-PDA によるイソフラボン類およびグリセオリン類のダイズ含有量の定量結果 

化合物種 

含有量（mg/g-seed） 

A.     oryzae 感作群   ⾮感作群 

発芽 4 ⽇⽬ 発芽 5 ⽇⽬ 発芽 6 ⽇⽬   発芽 6 ⽇⽬ 
（感作 1 ⽇⽬） （感作 2 ⽇⽬） （感作 3 ⽇⽬）   

malonyldaidzin 1.30 ± 0.09b 1.60 ± 0.24a 1.61 ± 0.05 a  1.62 ± 0.05 a 

malonylgenistin 1.03 ± 0.06 b 1.16 ± 0.13 ab 1.19 ± 0.05 ab  1.25 ± 0.02 a 

daidzin 0.71 ± 0.05 a 0.83 ± 0.13 a 0.82 ± 0.03 a  0.47 ± 0.05 b 

genistin 0.66 ± 0.04 a 0.75 ± 0.10 a 0.79 ± 0.06 a  0.31 ± 0.03 b 

daidzein 0.24 ± 0.02 b 0.30 ± 0.03 a 0.36 ± 0.02 a  0.15 ± 0.02 c 

glyceollin I 0.32 ± 0.06 b 0.83 ± 0.04 a 0.96 ± 0.12 a  0.02 ± 0.01 c 

glyceollin II 0.01 ± 0.00 c 0.03 ± 0.00 b 0.05 ± 0.01 a  tr d 

glyceollin III 0.01 ± 0.00 bc 0.02 ± 0.00 ab 0.03 ± 0.01 a  0.01 ± 0.00 c 

すべての値は平均値 ± SD（n = 4）で⽰した。tr：trace（≤ 0.005 mg/g-seed）。各化合物種について群間で統計的に有意な違
いが認められたものには異なる⽂字を付した（p < 0.05 by Tukey-Kramer’s t-test） 
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第 3.2 項 麹菌感作ダイズでのフラボノイド代謝物の分布解析 

 ダイズ切⽚に存在するイソフラボン類とグリセオリン類の分布について

MALDI-MSI で解明するため、まず、分析に⽤いる⾼感度マトリックス剤の検討

を実施した。先⾏論⽂[67]においてポリフェノールの MALDI-MSI の検出感度が

良好であった 1,5-DAN（10 mg/mL）と nifedipine（10 mg/mL）、および添加混合

によってマトリックス剤の均質化と感度向上が期待できる phytic acid（5 

µmol/mL）[109]を使⽤し、前項 3.1 においてグリセオリン類の産⽣促進が確認さ

れている A. oryzae を感作させた発芽ダイズ（栽培 5 ⽇⽬（感作 2 ⽇⽬））の

MALDI-MSI を実施した。なお、本分析装置には他の分離部を接続していないた

め、同⼀質量数である glyceollin I, II, III の個別検出はできず、同じ m/z値で検出

されている（glyceollin I, II, III：[M–H]– = 337.1 m/z）。その結果、いずれのマト

リックス剤においてもイソフラボン daidzein と glyceollins I/II/III が検出された

が、1,5-DAN 使⽤時では nifedipine 使⽤時と⽐較してグリセオリン類の種⼦内局

在が鮮明に可視化されることが判明した（Figure 2-5A左図）。さらに、A. oryzae

⾮感作/感作発芽ダイズにおける標的分⼦ピークの強度を⽐較したところ、1,5-

DAN 使⽤時では nifedipine 使⽤時と⽐較して A. oryzae 感作によるピーク強度の

変化が顕著に認められた（Figure 2-5A 右図）。Nguyen ら[67]の報告によると、

nifedipine はフラボノイド類の A環に位置する⽔酸基からプロトンを引き抜きや

すい特性を有する。グリセオリン類はイソフラボン daidzein の A 環にプレニル

基が導⼊された化合物であり、⽔酸基が消失している。このことから、nifedipine

によるグリセオリン類からのプロトンの引き抜き効果は弱く、イオン化効率が

低いと推察された。以上から、A. oryzae 感作によるイソフラボン daidzein と

glyceollins I/II/III の組織蓄積分布の変化がより明瞭に可視化されることを期待し

て、ダイズ中グリセオリン類の産⽣挙動の MALDI-MSI には 1,5-DAN をマトリ

ックス剤として採⽤することとした。なお、1,5-DAN への phytic acid（5 µmol/mL）



 
43 

添加を試みたが、混合によって⽩濁沈殿が⽣じたため、本研究のマトリックス剤

としては 1,5-DAN（10 mg/mL-70%ACN）のみを採⽤した。  
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Figure 2-5 MALDI-MSI ⽤マトリックス剤の検討 
（A）A. oryzae 感作ダイズ（栽培 5 ⽇⽬（感作 2 ⽇⽬））切⽚に各種マトリック
ス剤 [nifedipine（10 mg/mL）+ phytic acid（5 µmol/mL）、1,5-DAN（10 mg/mL）]
を噴霧し、MALDI-MSI に供した：mass range、0–1000 m/z；gain factor、10.5；spatial 
resolution、400 µm.（左：感作ダイズの MALDI-MSI画像、右：A. oryzae⾮感作
（⻘）/感作（⾚）ダイズの標的分⼦イオン強度⽐較）（B）ダイズ種⼦の主要構
造とその範囲 
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 次いで、発芽ダイズ（A. oryzae ⾮感作/感作）の種⼦と根を MALDI-MSI に供

し、daidzein とグリセオリン類（glyceollin I, II, III）の分布情報を得た（Figure 2-

6、2-7）。MALDI-MSI の結果、発芽ダイズ（A. oryzae ⾮感作/感作）種⼦切⽚の

daidzein 由来シグナルは種⼦全体で検出された⼀⽅で、glyceollins I/II/III 由来シ

グナルは A. oryzae 感作ダイズの種⼦表⾯で限定的に検出され、⼦葉部も含めそ

の他の部分では検出されなかった（Figure 2-6）。発芽ダイズの根の MALDI-MSI

の結果、種⼦と同様に、daidzein は根全体で、glyceollins I/II/III は A. oryzae 感作

ダイズの根の表⾯のみで検出された（Figure 2-7）。本結果より、発芽ダイズ全

体に存在するイソフラボン（daidzein）は、A. oryzae が付着した表⾯で限定的に

グリセオリン類へと変換されていることが⽰唆された。ブドウ（Vitis vinifera var. 

Optima）やエンドウマメ（Pisum sativum L.）のような植物はそれぞれフィトアレ

キシン類である resveratrol[110]や pisatin [111]を産⽣し、病原菌から植物本体を

保護している。したがって、ダイズ中のグリセオリン類に⾒られた局所的な分布

は A. oryzae の侵⾷からの⾃⼰保護の結果であると推察できる。実際、疫病菌で

ある Phytophthora megasperma var. sojae や Phytophthora capsici で感作したダイズ

の胚軸部分にグリセオリン類が蓄積し、菌の増殖を制御することが報告されて

いる[76,112]。前項 3.1 の結果から、グリセオリン類の産⽣促進には PAL の活性

化によるイソフラボン類の産⽣増⼤が関与する可能性があり、その遺伝⼦は⼦

葉や葉の部分に多く発現している[108]。実際に、マトリックス剤の検討試験に

おいて、1,5-DAN を使⽤した MALDI-MSI では⼦葉と幼芽へのグリセオリン類

の蓄積が認められた（Figure 2-5）。また、グリセオリン類は発芽後の根全体に

は分布していなかったことから（Figure 2-7）、種⼦で産⽣されたグリセオリン

類はほとんど根には移⾏しないと考えられる。さらに、PAL の活性化によって

ダイズ全体のイソフラボン類の産⽣が促進されたと仮定すると、表⽪に限定し

たグリセオリン類の産⽣は、イソフラボン daidzein からグリセオリン類への代
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謝変換に関わる下流酵素の局所的な発現誘導、あるいは局所的な活性化による

ものであると考えられる。また、根の MALDI-MSI画像から、グリセオリン類は

根の先端部分で集中して産⽣されているようである（Figure 2-7）。植物の根は

抗菌物質の産⽣と放出に重要な役割を担っており[113]、根の先端には根と⼟壌

の摩擦を軽減し根の伸⻑を補助するための境界細胞（border cells）が存在する。

フィトアレキシンは境界細胞から産⽣され、さらに、病原菌の侵⼊によって境界

細胞の産⽣が促進されることが報告されている[113]。したがって、今回認めら

れたダイズ根でのグリセオリン類の産⽣はこの境界細胞で⽣じている可能性が

⽰唆され、その産⽣量は根の境界細胞の数に依存するのかもしれない。グリセオ

リン類の代謝合成に関連する酵素についての報告は多いものの[52,104–106]、ダ

イズでのその発現挙動や活性化についての知⾒はなく、これらについてさらな

る解明が求められる。以上の結果から、A. oryzae 感作によって、ダイズでのグリ

セオリン類の産⽣が誘導されるが、その産⽣は菌体の接触領域に限定され、イソ

フラボン類からグリセオリン類への代謝合成に関連する酵素の局所的な発現誘

導や活性化に由来する可能性が⽰された。 
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Figure 2-6 ダイズ種⼦切⽚中のイソフラボン daidzein およびグリセオリン類

（glyceollins I/II/III）の MALDI-MSI 分析結果 
（A）A. oryzae ⾮感作/感作ダイズでの発芽後 3–6 ⽇⽬種⼦切⽚の調製⽅法およ
び（B）MALDI-MSI画像 
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Figure 2-7 ダイズ根切⽚中のイソフラボン daidzein およびグリセオリン類

（glyceollins I/II/III）の MALDI-MSI 分析結果 
（A）A. oryzae ⾮感作/感作ダイズでの発芽後 3–6 ⽇⽬根切⽚の調製⽅法および
（B）MALDI-MSI画像  
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第 3.3 項 麹⽣菌・麹死菌処理ダイズを⽤いたフラボノイド代謝物の産⽣

誘導機構 

前項 3.1、3.2までの UPLC-PDA ならびに MALDI-MSI の結果、A. oryzae

感作によって発芽ダイズのグリセオリン類の含量が増⼤すること、さらに、ダイ

ズ種⼦および根の表⽪で局所的にイソフラボン daidzein からグリセオリン類へ

の代謝変換が促進されることが⽰された。この産⽣誘導にはダイズ中グリセオ

リン類の合成に関連する代謝酵素の活性化や発現増⼤が関与する可能性が考え

られたが、ダイズがどのようにして A. oryzae 感作刺激を認識するかについては

明らかでない。そこで、グリセオリン類の産⽣促進における A. oryzae の菌増殖

活動の関与を評価するため、加熱処理によって不活化した A. oryzae（不活性 A. 

oryzae）を、活性 A. oryzae と同様の感作スケジュール（Figure 2-2）で発芽ダイ

ズに塗布した。 

活性/不活性 A. oryzae で処理した発芽ダイズ種⼦（発芽 6 ⽇⽬）の UPLC-

PDA による各化合物の定量と、MALDI-MSI による各化合物のダイズ組織内分

布の可視化を⾏った（Figure 2-8、2-9）。定量分析の結果、活性/不活性 A. oryzae

のいずれの処理でもダイズ中グリセオリン類の量が、⾮感作ダイズと⽐較して

有意に増⼤することが明らかとなった（e.g., glyceollin I 量：⾮感作ダイズ、0.02 

± 0.01 mg/g-seed；活性 A. oryzae 感作ダイズ、0.96 ± 0.12 mg/g-seed；不活性 A. 

oryzae 処理ダイズ、0.19 ± 0.04 mg/g-seed、p < 0.05、Figure 2-8）。ただし、活性

A. oryzae 感作ダイズでは不活性 A. oryzae 処理ダイズよりも顕著に⾼いグリセオ

リン類の産⽣が認められたことから（活性 A. oryzae 感作ダイズ、1.04 mg-

glyceollins/g-seed；不活性 A. oryzae 処理ダイズ、0.20 mg-glyceollins/g-seed）（Figure 

2-8）、A. oryzae の増殖による総菌体量の増⼤あるいは A. oryzae が産⽣する代謝

関連因⼦や代謝酵素もグリセオリン類の産⽣促進に関与する可能性がある。実

際に防御反応誘導因⼦（エリシター）になりうる菌の産⽣分⼦として、⽶の主要
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な病原体 Magnaporthe oryzae が 産 ⽣するペプチド である MoHrip1[114] や

MoHrip2[115]が報告されている。  
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Figure 2-8 麹⽣菌（活性 A. oryzae）感作および麹死菌（不活性 A. oryzae）処理

した発芽ダイズにおける各種グリセオリン類の UPLC-PDA 定量分
析結果 

（A）発芽ダイズの麹⽣菌感作/麹死菌処理と分析スケジュールおよび（B）UPLC-
PDA 定量分析結果；すべての値は平均値 ± SD（n = 4）で⽰している。tr：trace
（≤ 0.005 mg/g-seed）。各化合物について群間で統計的に有意な違いが認められ
たものには異なる⽂字を付した（p < 0.05 by Tukey-Kramer’s t-test）。  
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Figure 2-9 麹⽣菌（活性 A. oryzae）感作および麹死菌（不活性 A. oryzae）処理

した発芽ダイズの MALDI-MSI 結果 
（A）発芽ダイズの麹⽣菌感作/麹死菌処理と分析スケジュールおよび（B）
MALDI-MSI画像 
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次いで、活性/不活性 A. oryzae で処理したダイズ（発芽 6 ⽇⽬）の切⽚

を MALDI-MSI に供した。その結果、グリセオリン類は、活性 A. oryzae 感作ダ

イズと同様に不活性 A. oryzae 処理ダイズの種⼦表⾯に局在していた⼀⽅で、不

活性 A. oryzae 処理ダイズの根では検出されなかった（Figure 2-9）。このことか

ら、イソフラボン daidzein からグリセオリン類への代謝変換は A. oryzae⾃体の

ダイズ表⾯への接触によって誘導されると推察された。不活性 A. oryzae 処理し

た根でグリセオリン類の分布が認められなかったのは A. oryzae の増殖能が失わ

れ、延伸後の根の先端まで付着されなかったためであると考えられる。Figure 2-

8 に⽰したように、活性/不活性 A. oryzae 処理では、ダイズ種⼦全体のグリセオ

リン類の産⽣量に顕著な差が認められた。しかしながら、MALDI-MSI の結果、

いずれの菌体処理においてもグリセオリン類の産⽣部位はダイズ表⽪に限定さ

れたため、グリセオリン類の産⽣誘導に「菌体接触領域」が重要であることは確

かなようである。植物は pattern recognition receptor（PRR）を介して菌体を認識

し、免疫応答シグナルを活性化させる[116]。Kaku らは病原菌に対するコメの⽣

理学的防御反応は、菌体の細胞壁の構成成分であるキチン多糖類がコメの細胞

膜へ結合することに起因すると報告している[117]。同報告で新規に同定された

受容体（chitin oligosaccharide elicitor-binding protein）は細胞内の jasmonic acid の

産⽣、あるいはイオンチャネルの開⼝に関与し、その結果として細胞内シグナル

が活性化され、コメ中のフィトアレキシン産⽣が誘導される。他⽅、ダイズに発

現する PRR につい て の知⾒ は少な い も の の 、 chitin[118]ある い は β-1,3-

glucan[119,120]結合性の受容体発現は確認されており、菌体細胞壁由来のグルカ

ンでグリセオリン類の産⽣が増⼤することが⽰されている[121]。Mithöfer ら

[122]によると、β-glucan はダイズ細胞内の Ca2+濃度を⼀時的に上昇させ、ダイズ

の防御機構を促進するようである。以上の結果から、A. oryzae の菌体壁を構成

する多糖類がダイズ表⾯の受容体に結合し、認識されることで、ダイズの防御機
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構が働き、その対抗策としてグリセオリン類の産⽣が促進されることが⽰唆さ

れた。 
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第 4 節 ⼩括 

本章では、MALDI-MSI を活⽤して、A. oryzae 感作された発芽ダイズにおけ

るイソフラボン類からグリセオリン類への代謝挙動の可視化ならびに、その産⽣促

進機構の解明を試みた。 

まず、A. oryzae⾮感作/感作ダイズ中のイソフラボン類とグリセオリン類を

UPLC-PDA で定量した。その結果、A. oryzae 感作ダイズでは、⾮感作ダイズと⽐較

してイソフラボン類ならびにグリセオリン類（glyceollin I, II, III）の量が有意に増

加していた。次いで、切⽚化した発芽ダイズサンプルを MALDI-MSI に供し、前駆

体イソフラボン daidzein および glyceollins I/II/III の可視化を試みた。その結果、イ

ソフラボン daidzein はダイズ種⼦および根の全体に分布していた⼀⽅で、glyceollins 

I/II/III は A. oryzae 感作ダイズの種⼦および根の表⾯にのみ局所的に分布していた。

熱処理で不活化した A. oryzae を⽤いた処理ダイズでも、活性 A. oryzae 感作ダイズ

と同様に種⼦表⾯に局在した glyceollins I/II/III 産⽣が認められたことから、イソフ

ラボン daidzein からグリセオリン類への代謝変換には、ダイズ表⾯への A. oryzae接

触が重要であり、その産⽣部位は菌体接触領域に限られることが判明した。 

コメあるいはダイズでのフィトアレキシン産⽣機構に関する既報に基づき、

ダイズでの局所的な（ダイズ種⼦および根表⾯）グリセオリン類の産⽣機構につい

て考察した。Figure 2-10 に⽰したように、ダイズは表⽪に発現している chitin およ

び β-glucan 結合性の受容体を介して菌体壁の構成多糖を認識し、細胞内 Ca2+濃度

の上昇を介して、コメと同様に細胞内の MAPK カスケードを活性化させ、グリセ

オリン類産⽣に係る代謝系酵素の発現あるいは活性調節を誘導すると考えられた。

または、菌体が産⽣・分泌する化学分⼦による未知のグリセオリン産⽣誘導経路が

存在する可能性も⽰唆される。 
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以上から、発芽ダイズに A. oryzae を感作させると、ダイズは表⽪に発現し

ている受容体を介した菌体壁接触の認識あるいは菌体由来の化学分⼦による刺激

をトリガーとして、イソフラボン類とグリセオリン類の産⽣を誘導するが、グリセ

オリン類の産⽣に関わる代謝酵素はダイズ種⼦（あるいは根）の表⾯付近でのみ発

現あるいは活性化している可能性が⽰された。  
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Figure 2-10 麹菌（A. oryzae）感作による発芽ダイズ内でのグリセオリン類産⽣機

構（推定） 
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第 3 章 エレクトロスプレーイオン化⾶⾏時間型質量分析法を駆使した、フラ

ボノイド代謝物のラットでの⽣体利⽤性 

 

第 1 節 緒⾔ 

 1936 年にその⾎管保護機能が発⾒されて以降、ポリフェノール、とりわけフラ

ボノイド類の健康機能性に関しての研究が精⼒的に⾏われている。社会的要因によ

る健康意識の⾼まりは、機能性⾷品の需要を⾼め、その関与成分としてのフラボノ

イド類の期待は⾼い。これまでに、フラボノイド類には抗がん作⽤[9]や抗炎症作⽤

[123] をはじめとする様々な健康機能性が報告されているが、その⼀⽅で、体内利

⽤性は低いことが報告されている[124–127]。これまでに報告されているフラボノ

イド類による健康機能は、標的組織への到達を前提としているが、フラボノイド類

は腸管上⽪に発現する P 糖タンパク質や多剤排出トランスポーターに認識されて

管腔内へと排出されやすい [128,129]。さらに①⼩腸や肝臓での薬物代謝や、②⼤

腸での腸内細菌による代謝分解を受けるため、経⼝摂取したそのままの形で組織あ

るいは臓器に到達することは困難であると推察される。実際に、⾎圧上昇抑制効果

が報告されている hesperidin では、経⼝摂取後の⾎液中に、代謝体（抱合体）が多

く含まれていることが⽰されている[130]。このような背景から、フラボノイド類の

体内における作⽤本体については不明なままであり、標的組織での局所的な抱合基

の脱離[131,132]や代謝体（抱合体）の⽣理活性（Table 1-4）などが明らかにされつ

つある。また、フラボノイド類の腸内細菌代謝分解物にも腸管の炎症抑制[133]や⾎

管弛緩誘導[134]などの⽣体調節機能があることが報告されている。Gasperotti ら

[135]が、ベリー果実の摂取後に腸内細菌代謝で産⽣される 23 種のフェノール化合

物を Wistar系ラットに経⼝投与し、その後の臓器中動態を評価した結果、経⼝投与

した代謝物が脳、肝臓、腎臓へ移⾏することを報告している。このことから、経⼝
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摂取後に全⾝系で認められるフラボノイド類の健康機能発現に、⼤腸で産⽣された

腸内細菌 代 謝 産 物 が関与する可能性 も⼤い に 考えら れ る 。 3-(4-hydroxy-3-

methoxyphenyl) propionic acid（HMPA）は curcumin や cyanidin など複数の⽣理活性

フラボノイド類から共通して産⽣される腸内細菌代謝産物である[136]。例えば、

curcumin は Escherichia coli由来の CurA（NADPH-dependent curcumin/dihydrocurcumin 

reductase ） に よ っ て 代 謝 さ れ dihydrocurcumin → tetrahydrocurcumin →

hexahydrocurcumin を経て HMPA を産⽣し[137]、cyanidin ⾼含有ベリー抽出液から

の HMPA 産⽣には Enterobacter cancerogenous、Bifidobacterium dentium および Dorea 

longicatena による代謝が関与しているようである[138]。また、主にコーヒー由来フ

ラ ボ ノ イ ド 類 の 代 謝過程で 産 ⽣ さ れ る ferulic acid は [139] 、 Weissella 属や

Lactobacillus 属によって還元され HMPA を産⽣することが報告されている

[140,141]。先⾏研究において、HMPA の糖代謝改善作⽤[142]や抗肥満作⽤[143]が

明らかとなっており、⼤腸で産⽣された後、体内へ取り込まれ、フラボノイド類の

健康機能に寄与している可能性は⾼い。そこで本章では、LC-TOF/MS を駆使して

HMPA の体内動態（吸収・代謝・蓄積）を明⽰し、⽣理活性フラボノイド類の活性

発現に対する寄与因⼦についての学術的知⾒の集約を図った。 
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第 2 節 材料および⽅法 

第 2.1 項 材料 

HMPA は東京化成⼯業株式会社（東京）より購⼊し、dihydroferulic acid 4-

O-β-glucuronide（HMPA-GlcA）並びに dihydroferulic acid 4-O-sulfate sodium salt

（HMPA-S）は Toronto Research Chemicals Inc.（North York、ON、Canada）より購

⼊ し た 。 さ ら に 、 3,4-dihydroxyhydrocinnamic acid （ DHCA ） お よ び 3,4-

dimethoxycinnamic acid （DMCA）は Sigma-Aldrich（St. Louis、MO、USA）より、

MS グレードの蒸留⽔、メタノール（MeOH）、ACN およびギ酸（FA）は Merck

（Darmstadt、Germany）より購⼊した. その他、使⽤した試薬は全て分析⽤特級で

あり追加精製は⾏っていない。 

 

第 2.2 項 ラット投与試験 

18匹の雄性 Sprague-Dawley系ラット（7週齢、平均体重 260 ± 29 g（232 – 

308 g））を Charles River Laboratories（SPF/VAF Crj、神奈川）より購⼊し、CRF-1

飼料（オリエンタル酵⺟⼯業株式会社、東京）で 1週間飼育後、無作為に 6群（投

与後 0、0.25、1、2、6、24 h屠殺）に分類、16 時間の絶⾷の後、HMPA [10 mg/kg-

body weight（B.W.）、1 mL ⽣理⾷塩⽔に溶解] を経⼝投与した。投与後各タイムポ

イントにおいて、セボフルラン（富⼠フイルム和光純薬株式会社、⼤阪）で経⼝⿇

酔し、胸部⼤動脈から全⾎採⾎した。100 mL リン酸緩衝液（PBS、pH 7.4：137 mmol/L 

NaCl、2.7 mmol/L KCl、10 mmol/L Na2HPO4、1.8 mmol/L KH2PO4；2 mmol/L EDTA-

2Na含有）で全⾝を灌流後、ラットから主要臓器（肝臓、⼼臓、肺、ヒラメ筋、胸

部⼤動脈⾎管、腎臓）を回収した。循環⾎液を EDTA-2Na を添加したチューブに回

収し、遠⼼分離（3,500 × g、15 min、4 ̊ C）によって⾎漿を得た。得られた⾎漿と臓

器は液体窒素を⽤いて即時に凍結させ、分析まで–30˚C で保存した。全ての動物実
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験は「動物の愛護及び管理に関する法律（第 105号 1973 年、環境省）」、「実験

動物の飼養及び保管並びに苦痛の軽減に関する基準（第 88号 2006 年、環境省）」、

「研究機関等における動物実験等の実施に関する基本指針（第 71号 2006 年、⽂部

科学省）」、「九州⼤学動物実験規則」及び「九州⼤学動物実験規則実施細則」を

遵守し実施した。本動物実験計画およびプロトコルは九州⼤学動物実験委員会によ

って確認され、承認を受けた（承認番号 A20-095）。 

 

第 2.3 項 ⾎液測定 

⾎漿中からの HMPA および HMPA 代謝物の抽出は従来法[144]に変更を加

えて実施した。⾎漿 10 µL を 100 mmol/L酢酸ナトリウム緩衝液（pH 4.0）10 µL と

混合し、1 nmol/mL DMCA溶液 50 µL（内標準、終濃度 1 nmol/mL）を加えた。さ

らに、4%トリクロロ酢酸（TCA）100 µL を添加し、⼗分に攪拌後、遠⼼分離（10,000 

× g、20 min、4 ̊ C）した。得られた上清を Waters Sep-Pak C18カラム（Waters Co.、

MA、USA）に負荷し、50% ACN/0.1%FA で溶出した。 

 

第 2.4 項 臓器測定 

臓器中からの HMPA および HMPA 代謝物の抽出は従来法[93]に変更を加

えて実施した。凍結乾燥機（FDU-1000、東京理化器械株式会社、東京）を使⽤して

凍結サンプルを乾固し、BioMasher II（株式会社ニッピ、東京）で粉砕した。粉末サ

ンプル 25 mg に 50% MeOH/0.1%FA 1 mL と 1 nmol/mL DMCA溶液 100 µL（内標

準、終濃度  1 nmol/mL）を添加し混合溶液とした。この混合溶液を Polytron 

homogenizer （Kinematica AG、Luzern、Switzerland）でホモジナイズし（20,000 rpm、

30 s × 3）、次いで Branson Digital Sonifier SFX 250 （Branson Ultrasonics、Emerson 

Japan Co.、神奈川）を使⽤して氷上にて超⾳波処理（output control：3、10 s × 3）を
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⾏った。遠⼼分離後（14,000 × g、15 min、25 ˚C）、得られた上清を Amicon Ultra-

15 遠⼼フィルター（0.5 mL：cutoff、3K） （Merck Millipore、Darmstadt、Germany）

で限外濾過（14,000 × g、15 min、25 ˚C）し、濾液を回収した。 

 

第 2.5 項 エレクトロスプレーイオン化⾶⾏時間型質量分析 

分離には Agilent 1200 Series Gradient HPLC システム （Agilent Technologies、

Waldbronn、Germany）を使⽤した。分離条件は以下の通りである：分離カラム、

COSMOSIL C18-AR-II column （I.D. 2.0 × 150 mm、4.6 µm；ナカライテスク（株）、

京都）；溶離液、（A）0.1% （v/v）FA（B）ACN/0.1%（v/v）FA；分離プログラ

ム、0–5 min 0%B：5–25 min 0–100%B：25–35 min 100%B：35–45 min 100–0%B：45–

50 min 0%B；流速、0.2 mL/min；カラムオーブン、40˚C。検出には micrOTOF-II 質

量分析計 （Bruker Daltonics） を使⽤した TOF/MS を採⽤した [ESI（エレクトロ

スプレーイオン化）、negative mode]。主な測定対象として、HMPA、HMPA-S、HMPA-

GlcA および DMCA （内標準）をそれぞれ 195.0653 m/z、275.0231 m/z、371.0973 

m/z、207.2106 m/z（[M–H]–として）で検出した。測定に使⽤した MS条件は以下の

通りである：nebulizer pressure、1.6 bar；dry gas、nitrogen；dry gas flow、8.0 L/min；

drying temperature、200 °C；capillary voltage、3800 V；data range、100–1000 m/z。質

量値校正には 10 mmol/L ギ酸ナトリウム（50% ACN溶解）を使⽤し、得られたス

ペクトルデータの解析には Bruker Data Analysis software（version 4.0、Bruker Daltonics）

を使⽤した。 
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第 3 節 結果および考察 

第 3.1 項 フラボノイド代謝物分析法の妥当性評価 

まず、HMPA およびその代謝物の定量のための各種条件を最適化した。定

量には操作過程での損失等を考慮して、内標準法を採⽤した。HMPA と化学構造が

類似し、かつ、HMPA の代謝によって⽣じないと考えられる DMCA を内標準とし

て使⽤し（Figure 3-1）、標的化合物それぞれの標準品で作成した検量線を⽤いて

⾎液および臓器サンプル中の化合物濃度を LC-ESI-TOF/MS で定量した。標準品を

使⽤して作成した各化合物の検量線の濃度範囲、直線性と限界値は次の通りであっ

た：HMPA、 y = 19.664x – 0.024（0.005–1.0 nmol/mL；r2 = 0.981；検出限界（LOD）、 

1 pmol/mL；定量下限（LOQ）、4 pmol/mL）；HMPA-S、y = 104.31x – 2.983（0.005–

1.0 nmol/mL；r2 = 0.985；LOD、1 pmol/mL；LOQ、4 pmol/mL）；HMPA-GlcA、y = 

34.348x + 0.907（0.01–1.0 nmol/mL；r2 = 0.939；LOD、5 pmol/mL；LOQ、16 pmol/mL）、

なお、検量線の x軸は化合物の濃度（nmol/mL）を、y軸は内標準物質（DMCA）

のピーク⾯積に対する化合物のピーク⾯積⽐を採⽤した。また、本検量線はラット

のブランク⾎漿に標的化合物と内標準物質の標準品をスパイクして作成し、マトリ

ックスの影響を排除した[145]。構築した分析法の正確さ（accuracy）は 106 –120%

（HMPA、106%；HMPA-S、120%；HMPA-GlcA、115%）（n = 4）、分析法の精度

（coefficient of variation）は 4 –13%（HMPA、13%；HMPA-S、4%；HMPA-GlcA、

10%）（n = 4）であり、信頼性のある定量法であることを確認した。  
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Figure 3-1 HMPA と予測される代謝物、および内標準 DMCA の化学構造 

S：硫酸抱合（緑⾊）、GlcA：グルクロン酸抱合（⻘⾊）、Me：メチル基付加  
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第 3.2 項 ⾎中でのフラボノイド代謝物の吸収挙動 

体内吸収後の HMPA の⾎中動態を明らかとするため、HMPA（10 mg/kg-

B.W.）を経⼝投与して 0–24 h 後の循環⾎を採⾎した。まず、HMPA の構造類似体

である ferulic acid での先⾏研究[146]をもとに、Tmax と推定される経⼝投与後 15 min

の循環⾎を⽤いて、HMPA由来代謝物の同定を試みた。Figure 3-1 に⽰した代謝物

の m/z値（[M-H]–として）をもとに extracted ion chromatogram（EIC）検出によるス

クリーニングを⾏ったところ、HMPA-S と HMPA-GlcA の⼆つの HMPA 代謝物の

みが検出された。HMPA のメチル化体、ならびに HMPA の脱メチル体である DHCA

とその代謝物（DHCA-S、DHCA-GlcA、DHCA-S-S、DHCA-GlcA-GlcA、DHCA-S-

GlcA）、さらに HMPA のメチル基転移体は検出されず（Figure 3-2）、HMPA は⼩

腸ならびに肝臓において脱メチル/メチル化反応をほとんど受けないことが判明し

た。そこで、HMPA および HMPA-S と HMPA-GlcA についてのターゲット分析を

実施し、⾎中動態について検討を⾏った。その結果、全てのターゲットは投与後 6

時間まで⾎漿中から検出され、投与後 24 時間の⾎漿ではいずれのピークも消失し

た（Figure 3-3A、B）。このことから、HMPA およびその抱合体は経⼝投与後 6 時

間までは安定に⾎中に存在していると推定された。HMPA-S ならびに HMPA-GlcA

はいずれも HMPA と同様に経⼝投与後速やかに（Tmax=15 min）⾎中から検出され

たため、HMPA の代謝速度は極めて早いことが⽰唆された。  
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Figure 3-2 HMPA 予測代謝物の EIC スクリーニング結果（HMPA経⼝投与後 15 

min ⾎漿） 
N.D.：no detection  
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Figure 3-3 Sprague-Dawley系ラットにおける HMPA およびその代謝物（HMPA-

S、HMPA-GlcA）の⾎中動態（HMPA 10 mg/kg-B.W. 経⼝投与後） 
（A）HMPA経⼝投与後の各代謝物の経時的クロマトグラム（B）HMPA経⼝投与
後の各代謝物の投与後時間–⾎中濃度グラフ（C）各代謝物の⾎中存在割合（AUC0–

6 h） 
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HMPA、HMPA-S、HMPA-GlcA の⾎中動態を Table 3-1 および Figure 3-3B

にまとめて⽰した。HMPA、HMPA-S、HMPA-GlcA について、最⼤⾎中濃度（Cmax 

[nmol/mL-plasma]）はそれぞれ 2.6 ± 0.4、3.6 ± 0.9、0.55 ± 0.09 であり、HMPA と

HMPA-S が主体であった。LHCN-M2 myoblasts を 6 nmol/mL HMPA-S 30 min で処

理すると、インスリン受容体/ PI3K/ Akt/ GLUT4 が活性化され、グルコース取り込

みが促進されることが報告されている[25]。このことから、今回得られた HMPA な

らびにその代謝物の⾎中存在量（0.55–3.6 nmol/mL）は⼗分に機能発現が期待でき

る濃度レベルにあるといえる。さらに、経⼝投与後 6 時間までの⾎漿中化合物濃度

（nmol/mL）–投与後時間（h）グラフの曲線下⾯積（AUC）を⽐較すると、各代謝

物が⾎液中に占める割合はそれぞれ HMPA-S（59%、AUC0-6 h：2.9 ± 0.6 nmol·h/mL-

plasma）＞HMPA（36%、AUC0-6 h：1.8 ± 0.3 nmol·h/mL-plasma）＞HMPA-GlcA（5%、

AUC0-6 h：0.28 ± 0.05 nmol·h/mL-plasma）の順であった（Table 3-2、Figure 3-3C）。

したがって、HMPA は経⼝投与後、その⼤部分（95%）は HMPA もしくは HMPA-

S として存在していることが⽰された。本挙動は、ferulic acid の吸収プロファイル

と⼀致する（Cmax of intact form、1.7 nmol/mL；sulfated form、2.7 nmol/mL；glucuronidated 

form、0.87 nmol/mL at a dose of 5.15 mg/kg-B.W.）[147]結果であったことから、フェ

ノール酸類は硫酸抱合体化の代謝反応が主体であると考察される。また、これまで

の報告によると、単位投与量あたりのポリフェノールの⾎中吸収量は数 nmol から

数 µmol·h/mL であるとされる[62]。したがって、HMPA の単位投与量あたり⾎中吸

収量（0.50 nmol·h/mL/mg-dose、Table 3-2）は caffeic acid（0.17–3.9 nmol·h/mL/mg-

dose）や ferulic acid（0.01–1.3 nmol·h/mL/mg-dose）などのフェノール酸類に匹敵し

[62,148]、HMPA はフェノール酸類の中でも標準的な吸収能を⽰すことがわかる。

先⾏研究では、ferulic acid は胃や⼩腸でのモノカルボン酸トランスポーター（MCTs）

を介して吸収されると報告されている[149,150]。フラボノイド類の摂取後に産⽣さ
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れる HMPA の Tmax（5–6 h）と⽐較して、本研究で得られた HMPA の⾎中 Tmax（15 

min）は⾮常に短いことから、詳細な吸収経路は不明であるが、経⼝投与した HMPA

は⼤腸よりも早い段階、つまり ferulic acid と同様に胃や⼩腸経路で吸収される可能

性が⾼い。本試験で得られた⾎中での代謝物を含む HMPA の総吸収率を算出した

ところ（Table 3-2）、10 mg/kg-B.W.（13,274 nmol/260g-平均体重）投与時において

吸収率は 0.62%（総吸収量、82.5 ± 14.3 nmol；HMPA、31.5 ± 5.8 nmol；HMPA-S、

46.3 ± 10.7 nmol；HMPA-GlcA、4.7 ± 1.0 nmol）であった。なお、吸収率の算出は

O’Neill[151]と Bijsterbosch[152]らの報告に基づいた（吸収率 [%] ＝（ln2 × AUC 

[mol·h /mL or g] ×分⼦量 [g/mol] ×⾎漿（臓器）重量 [mL or g]）/（T1/2 [h] x 投与量 

[g]）；全⾎漿量 [mL] ＝0.0291 ×体重 [g]＋2.54）。HMPA は腸内細菌代謝によって

産⽣されるため[153]、その産⽣量は個々⼈の腸内細菌叢に依存する。さらに、ポリ

フェノールの構造の違いによって、その代謝速度は異なると考えられるため、ポリ

フェノール摂取後の HMPA の⽣体利⽤性についてはさらなる解明が必要と考えら

れる。  
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Table 3-1 Sprague-Dawley系ラットにおける各臓器への HMPA およびその代謝物
（HMPA-S、HMPA-GlcA）の蓄積動態（HMPA 10 mg/kg-B.W. 経⼝投与
後）a 

臓器 時間 （h） HMPA HMPA-S HMPA-GlcA 

⾎漿 0 N.D. b N.D. N.D. 
（nmol/mL-plasma） 0.25 2.6 ± 0.4 3.6 ± 0.9 0.55 ± 0.09 
 1 0.18 ± 0.04 0.51 ± 0.10 N.D. 
 2 0.33 ± 0.45 0.14 ± 0.08 N.D. 
 6 0.08 ± 0.05 0.08 ± 0.08 N.D. 
 24 tr c N.D.  N.D. 

肝臓 0 N.D. N.D. N.D. 
（nmol/g-tissue） 0.25 1.6 ± 0.9 1.8 ± 0.9 0.14 ± 0.13 
 1 0.19 ± 0.24 0.19 ± 0.14 0.03 ± 0.02 
 2 0.01 ± 0.02 0.04 ± 0.03 tr 
 6 0.02 ± 0.03 N.D. N.D. 
 24 N.D. N.D. N.D. 

⼼臓 0 N.D. N.D. N.D. 
（nmol/g-tissue） 0.25 0.78 ± 0.10 0.30 ± 0.09 tr 
 1 0.08 ± 0.06 0.06 ± 0.00 tr 
 2 tr 0.02 ± 0.02 N.D. 
 6 tr tr N.D. 
 24 N.D. N.D. N.D. 

肺 0 N.D. N.D. N.D. 
（nmol/g-tissue） 0.25 0.29 ± 0.06 0.80 ± 0.18 0.02 ± 0.01 
 1 0.03 ± 0.01 0.25 ± 0.16 tr 
 2 N.D. 0.07 ± 0.03 tr 
 6 N.D. 0.02 ± 0.01 N.D. 
 24 N.D. N.D. N.D. 
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Table 3-1（続き） 

臓器 時間 （h） HMPA HMPA-S HMPA-GlcA 

ヒラメ筋 0 N.D. N.D. N.D. 
（nmol/g-tissue） 0.25 0.96 ± 0.03 0.33 ± 0.09 0.03 ± 0.02 

 1 0.06 ± 0.04 0.03 ± 0.02 tr 

 2 tr 0.03 ± 0.02 N.D. 
 6 tr 0.02 ± 0.01 N.D. 
 24 N.D. N.D. N.D. 

胸部⼤動脈⾎管 0 N.D. N.D. N.D. 
（nmol/g-tissue） 0.25 0.92 ± 0.34 0.62 ± 0.35 0.03 ± 0.02 
 1 0.38 ± 0.48 0.10 ± 0.09 0.02 ± 0.02 
 2 tr 0.04 ± 0.03 tr 
 6 tr 0.01 ± 0.02 N.D. 
 24 N.D. N.D. N.D. 

腎臓 0 N.D. N.D. N.D. 
（nmol/g-tissue） 0.25 9.6 ± 1.9 6.1 ± 2.6 0.62 ± 0.23 
 1 0.60 ± 0.54 2.2 ± 1.2 0.04 ± 0.01 
 2 0.03 ± 0.01 0.14 ± 0.02 tr 
 6 0.02 ± 0.02 0.07 ± 0.07 N.D. 

  24 N.D. N.D. N.D. 
a すべての値は平均値 ± SD （n = 3）で⽰している。b N.D.：no detection c tr：trace 
（< LOQ：4 pmol/mL for HMPA and HMPA-S；16 pmol/mL for HMPA-GlcA） 
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第 3.3 項 臓器中でのフラボノイド代謝物の蓄積挙動 

HMPA およびその代謝物（HMPA-S、HMPA-GlcA）の臓器移⾏挙動を明ら

かにするため、 Sprague-Dawley系ラットへの経⼝投与後、標的臓器（肝臓、⼼臓、

肺、ヒラメ筋、⾎管、腎臓）を摘出し、LC-TOF/MS にて臓器蓄積を明らかにした。

その結果、HMPA および HMPA抱合体（HMPA-S、HMPA-GlcA）は⾎液と同様に

経⼝投与後 15 min において全ての標的臓器内から検出された（Figure 3-4）。特に、

標的臓器のうち腎臓で最⼤の MSピークが認められ、その後速やかに消失した（T1/2 

< 30 min、Figure 3-5）ことから、他のモノフェノール酸類（caffeic acid、ferulic acid、

p-coumaric acid）と同様に尿中排出が優先していると推察された[154]。また、経⼝

投与後 6 時間には HMPA 代謝物はほぼ全ての標的臓器から消失し、24 時間後には

全く検出されなかった（Table 3-1、Figure 3-5）。このことは、HMPA は⻑期間体

内に残留しないため毒性が低く、また、⽇常的な摂取が重要であることを⽰してい

る。HMPA の経⼝投与後 6 時間までの臓器中 AUC0–6h（Table 3-2）は腎臓＞肝臓＞

⾎管＞⼼臓＞ヒラメ筋＞肺の順であり、HMPA 抱合体も同様の挙動であった

（Figure 3-6A）。ただし、HMPA-S は HMPA-GlcA と⽐較して臓器蓄積されやすい

ことが判明し、とりわけ肺への蓄積に顕著な差が認められた。ポリフェノール抱合

体の肺への作⽤を評価した報告はなく（Table 1-4）、抱合基由来の取り込み特性の

違いも含め、検討が必要であると考えられる。また、この HMPA の各組織への分

布・蓄積挙動は、ferulic acid[155]や resveratrol[156]と類似する結果であった。次い

で、臓器中 HMPA およびその抱合体の蓄積量を算出した結果、HMPA抱合体は未

抱合体と同程度のレベルで肝臓や⼼臓、肺、腎臓に蓄積することが判明した（HMPA、

38.0 ± 13.8 nmol；HMPA-S、36.2 ± 6.3 nmol；HMPA-GlcA、2.7 ± 1.6 nmol）（Table 

3-2）。このことから、HMPA は抱合体としても各臓器で機能を発現する可能性が

⽰唆される。ポリフェノール抱合体の動物組織での機能発現の⼀例として、ferulic 
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acid の硫酸抱合体（ferulic acid-4-O-sulfate）が可溶性 guanylate cyclase を活性化させ

てマウスの⾎管弛緩を誘導すること[22]、quercetin のグルクロン酸抱合体（quercetin-

3-glucuronide）が海⾺でのアミロイド β の蓄積と Tau のリン酸化を抑制し、アルツ

ハイマー型マウスの認知機能を改善させること [32]などが報告されている。HMPA

は ferulic acid と同様に MCTs を介して取り込まれる可能性が⾼いが[157]、MCTs の

透過性は LogP値に依存するため[158]、HMPA抱合体の MCTs との親和性は⾼くは

なく、HMPA とは異なる輸送体を介して取り込まれると考えられる（LogP：HMPA、

1.4；HMPA-S、0.16；HMPA-GlcA、–0.45）。Wong らは有機アニオントランスポー

ター（OAT）1 と OAT3 がフラボノイド抱合体（硫酸抱合体、グルクロン酸抱合体）

の取り込みに関与する可能性を⽰し[159]、さらに OAT4 が HMPA-S およびその類

似化合物の（グルクロン酸抱合体ではなく）硫酸抱合体特異的に透過に関与するこ

とを明らかにしている[160]。Patel らもまた、resveratrol-3-sulfate が OATP1B3 を介

して細胞内へ取り込まれることを報告している[131]。これらの報告を考慮すると、

硫酸抱合体は OATs を介した取り込み、あるいは排出が⽣じている可能性が⾼いと

考えられる。また、分⼦ドッキングシミュレーションによって、phloridzin のグル

クロン酸抱合体は未抱合体以上に SGLT1/2 と良好な結合性を⽰すことが報告され

[161]、糖類の輸送体が抱合基を認識して HMPA抱合体の取り込みに関与する可能

性も期待される。細胞内で合成された抱合体が細胞外へ排出される経路は様々明ら

かになりつつある⼀⽅で、細胞外に存在する抱合体を細胞内へ取り込む経路につい

ては未だ不明な点が多いようである[162]。Table 1-4 に⽰したように、ポリフェノ

ール抱合体の⽣理活性が複数明らかになり、体内でのポリフェノールの作⽤本体と

して期待が⾼いものの、ポリフェノール抱合体が臓器内部へ到達していることを確

認した報告は少ない[62]。ゆえに本検討結果は、in vivo でのポリフェノール抱合体

の⽣理作⽤を裏付ける重要な知⾒であるといえる。⾎液サンプルと同様に、O’Neill
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らの報告[151]をもとに標的臓器中の HMPA およびその代謝物（HMPA-S、HMPA-

GlcA）の蓄積量を算出したところ、HMPA は総蓄積量 38.0 ± 13.8 nmol（肝臓、13.9 

± 8.8 nmol；⼼臓、0.98 ± 0.40 nmol；肺、0.28 ± 0.06 nmol；腎臓、22.9 ± 5.1 nmol）

HMPA-S は総蓄積量 36.2 ± 6.3 nmol（肝臓、15.5 ± 7.8 nmol；⼼臓、0.61 ± 0.24 nmol；

肺、0.97 ± 0.52 nmol；腎臓、19.2 ± 3.8 nmol）、HMPA-GlcA は総蓄積量 2.7 ± 1.6 

nmol（肝臓、1.2 ± 1.1 nmol；⼼臓、0.02 ± 0.00 nmol；肺、0.02 ± 0.01 nmol；腎臓、

1.5 ± 0.6 nmol）であった（Table 3-2、Figure 3-6B）。これらは経⼝投与量（10 mg/kg-

B.W.、13,274 nmol/260 g-平均体重）の 0.58%に相当する。前項 3.2 で算出した⾎中

存在量を加味すると、HMPA 10 mg/kg-B.W.（13,274 nmol/260 g-平均体重）を経⼝

投与した場合、HMPA の総吸収量は投与量の>1.2%（Sprague-Dawley系ラットでの

総量、159.5 ± 11.8 nmol；⾎漿中の総量、82.5 ± 14.3 nmol；標的臓器（⾎管、筋⾁を

除く）中の総量、77.0 ± 11.8 nmol）であると算出される。この吸収率はモノフェノ

ール酸類である caffeic acid（0.1% [163]）や ferulic acid（1.4%[164]）、chlorogenic 

acid（0.05%[165]）と同程度である。なお、吸収量算出の際、その総重量の把握が困

難であることから⾎管および筋⾁は除外したが、HMPA およびその代謝物は、他の

標的臓器の中でも当該臓器に⽐較的蓄積しやすい（Table3-2）。ラットの総筋⾁重

量は体重の 45%に相当するという Horbach らの報告[166]を考慮すると HMPA およ

びその代謝物の臓器蓄積量値は今回の算出値よりも⾼いと期待できる（筋⾁中の総

量、181 nmol（HMPA、115.5 nmol；HMPA-S、61.9 nmol；HMPA-GlcA、3.5 nmol）；

HMPA 総吸収率（筋⾁を含む）、≥2.6%）。また、既報においても HMPA によるグ

ルコース取り込み促進効果[142]や糖代謝改善効果[167]が認められていることから、

HMPA およびその代謝物の筋⾁組織における糖代謝制御への関与が期待される。

既報の HMPA による健康機能（抗糖尿病作⽤[142]や抗肥満作⽤[143]、神経保護作

⽤[168]など）を考慮すると、本研究で明らかとなった HMPA 代謝物の吸収・代謝・
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組織蓄積動態は、各臓器局所的な HMPA の⽣理機能発現を⽰唆する結果であり、

さらなる検討が求められる。  
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Figure 3-4標的臓器中 HMPA およびその代謝物（HMPA-S、HMPA-GlcA）の LC-

TOF/MS クロマトグラム（HMPA10 mg/kg-B.W. 経⼝投与後 15 min） 
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Figure 3-5 標的臓器における HMPA およびその代謝物（HMPA-S、HMPA-GlcA）
の経時 LC-TOF/MS クロマトグラム（HMPA10 mg/kg-B.W. 経⼝投与後
0, 0.25, 1, 2, 6, 24 h） 
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Table 3-2 Sprague-Dawley系ラットにおける HMPA およびその代謝物（HMPA-S、HMPA-GlcA）の体内動態パラメーター a 

  Cmax Tmax T1/2 AUC0–6h 総蓄積量 吸収率 c 

    
nmol/mL-plasma 

or g-tissue 
h h 

nmol·h /mL-plasma 
or g-tissue 

nmol % 

HMPA        
 ⾎漿 b 2.6 ± 0.4 0.25 0.40 ± 0.01 1.8 ± 0.3 31.5 ± 5.8  
 肝臓 1.6 ± 0.9 0.25 0.41 ± 0.04 1.0 ± 0.8 13.9 ± 8.8  
 ⼼臓 0.78 ± 0.10 0.25 0.42 ± 0.03 0.65 ± 0.31 0.98 ± 0.40  
 肺 0.29 ± 0.06 0.25 0.44 ± 0.05 0.17 ± 0.02 0.28 ± 0.06  
 ヒラメ筋 0.96 ± 0.03 0.25 0.40 ± 0.02 0.57 ± 0.06 –  
 胸部⼤動脈⾎管 0.92 ± 0.34 0.25 0.43 ± 0.05 0.82 ± 0.48 –  
 腎臓 9.6 ± 1.9 0.25 0.40 ± 0.02 5.5 ± 1.5 22.9 ± 5.1  

  合計         69.5 ± 13.8 0.52 ± 0.10 
HMPA-S        
 ⾎漿 3.6 ± 0.9 0.25 0.44 ± 0.01 2.9 ± 0.6 46.3 ± 10.7  
 肝臓 1.8 ± 0.9 0.25 0.46 ± 0.10 1.2 ± 0.4 15.5 ± 7.8  
 ⼼臓 0.30 ± 0.09 0.25 0.47 ± 0.03 0.43 ± 0.15 0.61 ± 0.24  
 肺 0.80 ± 0.18 0.25 0.92 ± 0.67 0.83 ± 0.16 0.97 ± 0.52  
 ヒラメ筋 0.33 ± 0.09 0.25 0.41 ± 0.02 0.31 ± 0.10 –  
 胸部⼤動脈⾎管 0.62 ± 0.35 0.25 0.66 ± 0.38 0.52 ± 0.26 –  
 腎臓 6.1 ± 2.6 0.25 0.47 ± 0.03 5.4 ± 1.2 19.2 ± 3.8  

  合計         82.5 ± 6.3 0.62 ± 0.05 
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Table 3-2（続き） 

  Cmax Tmax T1/2 AUC0–6h 総蓄積量 吸収率 c 

    
nmol/mL-plasma 

or g-tissue 
h h 

nmol·h /mL-plasma 
or g-tissue 

nmol % 

HMPA-GlcA        
 ⾎漿 0.55 ± 0.09 0.25 0.42 ± 0.02 0.28 ± 0.05 4.7 ± 1.0  
 肝臓 0.14 ± 0.13 0.25 0.58 ± 0.17 0.10 ± 0.07 1.2 ± 1.1  
 ⼼臓 0.01 ± 0.01 0.25 0.38 ± 0.00 0.01 ± 0.00 0.02 ± 0.00  
 肺 0.02 ± 0.01 0.25 0.53 ± 0.14 0.02 ± 0.01 0.02 ± 0.01  
 ヒラメ筋 0.03 ± 0.02 0.25 0.38 ± 0.00 0.02 ± 0.01 –  
 胸部⼤動脈⾎管 0.03 ± 0.02 0.25 0.66 ± 0.32 0.03 ± 0.01 –  
 腎臓 0.62 ± 0.23 0.25 0.41 ± 0.02 0.37 ± 0.13 1.5 ± 0.6  

  合計         7.4 ± 1.6 0.06 ± 0.01 

HMPA と HMPA抱合体（HMPA-S、HMPA-GlcA）の総蓄積量および総吸収率 159.5 ± 11.8 1.2 ± 0.1 
a すベての値は平均値 ± SD（n = 3）で⽰している。b全⾎漿量は Bijsterbosch ら[152]の式を参考に算出した（10.106 mL/260 g-
平均体重）。c 吸収率（%）は HMPA の経⼝投与量に基づき、HMPAモル当量として算出した（10 mg/kg-B.W.、13,274 nmol/260 
g-平均体重）。



 80 

 
Figure 3-6 標的臓器および⾎液における HMPA およびその代謝物（HMPA-S、

HMPA-GlcA）の蓄積量（HMPA10 mg/kg-B.W. 経⼝投与後 0–6 h） 
（A）各臓器と⾎液における HMPA およびその代謝物（HMPA-S、HMPA-GlcA）
存在⽐（AUC0–6 h [nmol h/mL or g]）（B）各臓器と⾎液における HMPA およびそ
の代謝物（HMPA-S、HMPA-GlcA）の総蓄積量（nmol）  



 81 

第 4 節 ⼩括 

本章では、LC-TOF/MS を駆使して、⽣理活性フラボノイド類の腸内細菌

代謝物である HMPA の経⼝投与後の体内動態（吸収、代謝、蓄積）を評価した

（Figure 3-7）。 

HMPA の予測代謝物スクリーニングの結果、HMPA は未抱合体、硫酸抱

合体、グルクロン酸抱合体として体内を循環し、脱メチル/メチル化反応はほと

んど⽣じないことが明らかとなった。次いで、HMPA 代謝物の⾎中濃度の経時

変化を評価したところ、HMPA は未抱合体と抱合体ともに、経⼝投与後 15 min

において最⼤⾎中濃度に達した。このことから、HMPA は経⼝投与後迅速に吸

収および代謝されることが⽰され、それらの⾎中 AUC0-6 h値から、HMPA は抱

合体として優勢的に体内を循環することが明らかとなった（HMPA、36%（1.8 ± 

0.3 nmol·h/mL-plasma）；HMPA-S、59%（2.9 ± 0.6 nmol·h/mL-plasma）；HMPA-

GlcA、5%（0.28 ± 0.05 nmol·h/mL-plasma））。また、代表的な循環系臓器中の

HMPA ならびにその代謝物を測定したところ、全ての臓器から HMPA未抱合体、

硫酸抱合体、グルクロン酸抱合体が検出され、その臓器中動態は⾎中と同様であ

った。さらに、その臓器蓄積量は HMPA 未抱合体と抱合体が同程度（HMPA、

38.0 ± 13.8 nmol；HMPA-S、36.2 ± 6.3 nmol；HMPA-GlcA、2.7 ± 1.6 nmol）であ

り、経⼝投与量に対する HMPA の総吸収率は>1.2%であった。 

以上から、HMPA は経⼝投与後迅速に吸収および代謝を受け、未抱合体

および抱合体として広く臓器中に分布・蓄積する、体内利⽤性の⾼い化合物であ

ることが明らかとなった。また、HMPA が抱合体として臓器に蓄積するという

知⾒は、ポリフェノール代謝物であっても⽣体での機能性発現に関わっている

ことを⽰唆するものであった。 
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Figure 3-7 Sprague-Dawley系ラットにおける HMPA の体内動態 
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第 4 章 総括 

 

⽇本⼈の平均的な⽣物学的寿命と健康寿命の間には約 10 年の差があり、

それによって社会保障予算が急増している。これは、社会構造維持のための喫緊

の課題であり、健康寿命の延伸はその有効な解決法の⼀つと考えられる。⽣活習

慣病の予防は健康寿命の延伸に最重要であり、⽇常的に摂取可能な健康機能性

⾷品は、その有効な⼿段として期待される。 

ポリフェノールは、135 件の特定保健⽤⾷品の関与成分として認可され

ている、よく知られた機能性⾷品成分の⼀つである。抗酸化作⽤や抗炎症作⽤を

有し、⽣活習慣病（がん、糖尿病、⾼⾎圧、肥満など）の予防効果や改善効果も

多数報告されている。しかしながら、ポリフェノールは体内で代謝を受けて化学

構造が変化するため、その作⽤本体は不明なままとなっている。近年では、代謝

系臓器で抱合化されたポリフェノールや、腸内細菌から代謝分解を受けたポリ

フェノールが、健康機能性を有することが明らかになっている。また、植物体に

存在するポリフェノールが環境ストレスに曝された際に代謝産⽣される抗菌物

質フィトアレキシンにもポリフェノールと同様に健康機能性が⾒出されている。

これら「ポリフェノール代謝物」は⾷事由来ポリフェノールの健康機能関与成分

として期待される。 

他⽅、MS（質量分析法）は化合物イオンの質量（と電荷）に基づいた分

離が可能な検出法である。そのため、多数の化合物種が混在するサンプルへの利

⽤性が⾼く、⽣体サンプル中の機能性成分の分析に汎⽤されている。分離特性に

よって様々な MS が開発されているが、とりわけ、検出対象の網羅性が⾼い

TOF/MS と、化合物の固体サンプルでの分布情報を提供できる MALDI-MSI は、

ポリフェノールの⽣体内挙動の分析に活⽤例が多い。したがって、これら MS の

活⽤は、「ポリフェノール代謝物」の⽣体内あるいは植物体内挙動の解明に有⽤

であると考えられる。 
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以上の背景から、本研究では環境ストレス応答によって植物体で産⽣さ

れるポリフェノール代謝物であるグリセオリン類と、フラボノイド類の経⼝摂

取後に消化管と腸内細菌によって産⽣されるポリフェノール代謝物である

HMPA を対象に、MS を駆使した組織蓄積挙動の分析化学的評価を⾏った。本研

究の概要を以下に列記する。 

 

第 2 章 マトリックス⽀援レーザー脱離イオン化⾶⾏時間型質量分析イメー

ジング法を駆使した、フラボノイド代謝物のダイズ種⼦中での産⽣挙動 

 グリセオリン類はダイズに含まれるフィトアレキシンの⼀種であり、イソフ

ラボン daidzein のプレニル化代謝によって⽣じる。グリセオリン類は、乳がんの

増殖抑制作⽤や抗糖尿病作⽤を⽰すことが報告されている有望な機能性ポリフ

ェノール代謝物であるが、通常ダイズの含有量は極めて少ない（＜0.05 mg/g-

seed）。これまでに菌体感作による産⽣促進が試みられ、産⽣に関与する酵素反

応については解明が進んでいる⼀⽅で、ダイズでの産⽣挙動には不明な点が多

い。そこで、サンプル中ポリフェノールの分布情報を獲得可能な MALDI-MSI を

活⽤し、菌体感作した発芽ダイズ組織でのグリセオリン類の産⽣挙動の可視化

評価を⾏った。 

 ダイズ（Glycine max （L.）Merr.、Yukipirika）を発芽後 3 ⽇⽬から 6 ⽇⽬ま

で A. oryzae で感作し、測定サンプルとした。まず、感作前後のダイズの 70%EtOH

抽出液を UPLC-PDA 分析に供し、検出されたイソフラボン類およびグリセオリ

ン類を内標準法（内標準、biochanin A）によって定量した。その結果、A. oryzae

⾮感 作 ダ イ ズ と A. oryzae 感 作 ダ イ ズ か ら は共通し て malonyldaidzin 、

malonylgenistin、daidzin、genistin、daidzein に該当するピークが検出され、A. oryzae

感作ダイズでは加えて glyceollin I、glyceollin II、glyceollin III に該当するピーク

が検出された。このことから、グリセオリン類（glyceollin I, II, III）は A. oryzae

感作によって産⽣が促進されることが確認され、これまでに報告されている
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glyceollin IV, V, VI の産⽣量は僅かであることが明らかとなった。さらに、A. 

oryzae 感作によってイソフラボン類の含有量が増⼤していたことから、グリセ

オリン類の産⽣増⼤には前駆体イソフラボン類の産⽣促進が関与する可能性が

⽰唆された。 

 次いで、発芽ダイズサンプルの切⽚を MALDI-MSI に供し、前駆体イソフラ

ボン daidzein（[M–H]– = 253.0 m/z）と glyceollins I/II/III（[M–H]– = 337.1 m/z）を測

定した。その結果、daidzein はダイズ種⼦および根全体で検出された⼀⽅で、

glyceollins I/II/III は A. oryzae 感作ダイズでのみダイズ種⼦および根の表⾯限定

的に検出された。熱処理によって不活化した A. oryzae で処理したダイズでも、

活性 A. oryzae 感作したダイズと同様に種⼦表⾯限定的なグリセオリン類の産⽣

が認められたことから、イソフラボン daidzein からグリセオリン類への代謝変

換は、ダイズ表⾯への A. oryzae接触がトリガーとなり、その産⽣部位は菌体接

触領域に限られることが判明した。また、不活性 A. oryzae 感作ダイズの根では

グリセオリン類の産⽣が認められなかったことから、種⼦でイソフラボン類か

ら代謝産⽣されたグリセオリン類は根へ移⾏せず、グリセオリン類は種⼦と根

の細胞それぞれで代謝産⽣されることが明らかとなった。さらに、活性/不活性

A. oryzae 処理間で認められた glyceollin I, II, III 産⽣量の差から、A. oryzae は菌体

壁成分以外のエリシターを合成、分泌している可能性も⽰された。 

 以上をまとめると、A. oryzae を感作した発芽ダイズではグリセオリン類

（glyceollin I, II, III）の産⽣が促進されるが、それには前駆体であるイソフラボ

ン類の産⽣促進が関係する可能性がある。しかしながら、daidzein は A. oryzae 感

作ダイズの種⼦および根の全体で検出され、glyceollins I/II/III はその表⾯でのみ

検出されたことから、グリセオリン類の産⽣に関与する下流の代謝酵素が A. 

oryzae 感作によって表⽪局所的に発現あるいは活性化が促進される可能性が考

えられた。さらに、不活性 A. oryzae 感作によっても種⼦の表⾯に限定的な

glyceollins I/II/III の産⽣促進が認められたことから、ダイズは表⽪受容体（β-
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glucan 結合性、chitin 結合性）を介して A. oryzae接触を認識し、種⼦全体のイソ

フラボン産⽣と菌体接触領域に限定的なグリセオリン類の産⽣を誘導すること

が⽰唆された。 

 

第 3 章 エレクトロスプレーイオン化⾶⾏時間型質量分析法を駆使した、フラ

ボノイド代謝物のラットでの⽣体利⽤性 

 HMPA はフラボノイド類（hesperidin、curcumin、anthocyanin など）から腸内

細菌によって代謝産⽣されるモノフェノール酸である。HMPA が抗肥満作⽤や

糖代謝改善作⽤などの健康機能を⽰すことが報告され、前駆体フラボノイド類

の健康機能にも寄与する可能性が考えられる。しかしながら、このポリフェノー

ル代謝物の体内動態（吸収・代謝・蓄積）は不明なままである。そこで、ポリフ

ェノールの ADME（absorption（吸収）、distribution（分布）、metabolism（代謝）、

excretion（排出））分析に汎⽤される TOF/MS を活⽤して、HMPA経⼝投与後の

臓器組織での挙動評価を⾏った。 

 8週齢雄性 Sprague-Dawley系ラットに 10 mg/kg-B.W.の HMPA を経⼝投与し、

経⼝投与後の各タイムポイント（0、0.25、1、2、6、24 h）にて全⾎採⾎および

屠殺し、全⾝灌流（PBS 100 mL）後に標的臓器（肝臓、⼼臓、肺、ヒラメ筋、胸

部⼤動脈、腎臓）を摘出した。 

HMPA の経⼝投与後に産⽣される代謝物を明らかとするため、予測代謝

物（HMPA、HMPA-S、HMPA-GlcA、HMPA-Me、DHCA、DHCA-S、DHCA-GlcA、

DHCA-S-S、DHCA-GlcA-GlcA、DHCA-S-GlcA）の m/z値（[M-H]–として）をも

とにスクリーニングを⾏った。その結果、⾎漿中（Tmax = 0.25 h）からは HMPA

（[M-H]– = 195.0653 m/z）、HMPA-S（[M-H]– = 275.0231 m/z）、HMPA-GlcA（[M-

H]– = 371.0973 m/z）のみが検出された。各 HMPA 代謝物の経時的な⾎漿中濃度

を定量したところ、それぞれの最⼤⾎中濃度およびその時間（Cmax [nmol/mL-

plasma]、Tmax [h]）は HMPA-S（Cmax =3.5 ± 0.9、Tmax =0.25）、HMPA（Cmax =2.6 
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± 0.4、Tmax =0.25）、HMPA-GlcA（Cmax =0.55 ± 0.09、Tmax =0.25）であった。ま

た、AUC0–6h をもとにその⾎中存在⽐を算出した結果、HMPA-S（59%）＞HMPA

（36%）＞HMPA-GlcA（5%）の順であった。したがって、HMPA は経⼝投与後

迅速に吸収・代謝され、主に抱合体として体内を循環することが明らかとなっ

た。この体内挙動は類似化合物である ferulic acid と⼀致するため、ferulic acid と

同様に経⼝投与後の HMPA は胃や⼩腸に発現する MCTs を介して取り込まれる

可能性が⾼いと考えられる。 

臓器中の HMPA 代謝物を測定した結果、全ての標的臓器から HMPA な

らびにその代謝物（HMPA-S、HMPA-GlcA）が検出された。それぞれの経時挙動

を調査したところ、HMPA およびその代謝物（HMPA-S、HMPA-GlcA）は経⼝

投与後 6 h まで臓器中に存在し、同様の臓器蓄積挙動を⽰すことが判明した

（AUC0–6h、腎臓＞肝臓＞⾎管＞⼼臓＞ヒラメ筋＞肺）。ポリフェノール抱合体

が各臓器中に蓄積するという結果は、ポリフェノール抱合体由来の⽣理活性に

関する報告（例えば、ferulic acid-4-O-sulfate による⾎管弛緩誘導作⽤[22]、

quercetin-3-glucuronide による認知改善作⽤[32]）を裏付ける重要な知⾒である。

さらに、その臓器蓄積量は HMPA とその代謝物（HMPA-S、HMPA-GlcA）が同

程度（HMPA、38.0 ± 13.8 nmol；HMPA-S、36.2 ± 6.3 nmol；HMPA-GlcA、2.7 ± 

1.6 nmol）であり、経⼝投与量に対する HMPA の総吸収率は>1.2%であった。 

以上をまとめると、HMPA は経⼝投与後迅速に吸収および代謝を受け、

未抱合体と抱合体（とりわけ、硫酸抱合体）として体内を循環することが明らか

になった。さらに、HMPA およびその抱合体（HMPA-S、HMPA-GlcA）は広く

循環系臓器に分布し、いずれの形態としても臓器に蓄積していたことから、抱合

体としての作⽤発現が⼤いに期待できる。 

 

 以上、本研究では MS を駆使して、ポリフェノール代謝物の植物体あるいは

⽣体における組織蓄積挙動を分析化学的側⾯から評価した。本研究によって明
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らかとなった麹菌感作ダイズにおけるグリセオリン類の局所産⽣は、グリセオ

リン類を豊富に含む⾼機能ダイズ開発の指針となる知⾒である。また、本研究に

よって明らかとなった HMPA の⽣体利⽤性は、8,000 種存在するとされるポリ

フェノールの⽣体内での作⽤の⼀端が分解物である HMPA によって担われてい

る可能性を⽰唆しており、ポリフェノール科学におけるエポックメーキングと

なる知⾒が予⾒される。 
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