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略語集 

本文中以下の略語を用いた 

 

2,4-D: 2,4-dichlorophenoxyacetic acid 

4-CL: 4-coumarate-coenzyme A ligase 

ABTS: 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 

ANR: anthocyanidin reductase 

ANS: anthocyanidin synthase 

ATP: adenosine triphosphate 

Ac2O: acetic anhydride 

Ac: acetyl 

AcOH: acetic acid 

AgClO4: silver(I) perchlorate 

BA: benzyl adenine 

BF3OEt2: boron trifluoride ethyl ether complex 

BSA: bovine serum albumin 

Bn: benzyl 

CHS: chalcone synthase 

CYP: cytochrome P450 

Coumarol-CoA: coumaroyl-coenzyme A 

DAIBAL: diisobutylaluminium hydride 

DDQ: 2,3-dichloro-5,6-dicyano-p-benzoquinone 

DFR: dihydro flavonol4-reductase 

DMAP: 4-N,N-Dimethylaminopyridine 

DMSO: dimethyl sulfoxide 

DNA: deoxyribonucleic acid 

DPPH: 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 

DTBMP: 2,6-di-tert-butyl-4-methylpyridine 

EDC: 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride 

EE: ethoxyethyl 

EEOH: 2-ethoxyethanol 

EGC: (–)-epigallocatechin 

EGCG: (–)-epigallocatechin-3-O-gallete 

Et3N: triethylamine 

EtOAc: ethyl acetate 

EtOH: ethanol 
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F3’H: flavanone-3’-hydrogenation 

FLS: flavonol synthase 

FT: flowering locus T 

GST: glutathione S-transferase 

Glu-6-P DH: glucose-6-phosphate dehydrogenase 

Glu-6-P: glucose-6-phosphate 

Gluconolactone-6-P: Gluconolactone-6-phosphate 

HPLC: high perforomance liquid chromatography 

IAA: indole-3-acetic acid 

IPTG: isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

LAR: leucoanthocyanidin reductase 

LB: luria-bertani  

LC-ESI-MS: liquid chromatography–electrospray–mass spectrometry 

LED: light emitting diode 

MS4A: molecular sieves 4A 

MS: murashige and skoog 

Me: methyl 

MeOH: methanol 

NADP: nicotinamide adenine dinucleotide 

NADPH: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

NAG: N-acetylglucosamine 

NMR: nuclear magnetic resonance apparatus 

NaClO: sodium hypochlorite 

PA: proanthocyanidin 

PAL: phenylalanine ammonia-lyase 

PCR: polymerase chain reaction 

PFD: photon flux density 

PPFD: photosynthetic photon flux density 

PPO: polyphenol oxidase 

RNA: ribonucleic acid 

ROS: reactive oxygen species 

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate - poly-acrylamide gel electrophoresis 

SDS: sodium dodecyl sulfate 

TBA: thiobarbituric acid 

TBDMS: tert-butyldimethylsily 

TBS: tert-butyldimethylsily 
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TEA-3HF: triethylamine trihydrofluoride 

TF2O: trifluoromethanesulfonic anhydride 

TFA: trifluoroacetic acid 

THF: tetrahydrofuran 

TMSOTf: trimethylsilyltrifluoromethanesulfonate 

UDP-glucose: uridine diphosphate glucose 

UGT: glucuronosyl transferase 

UV: ultraviolet 

VC: vitamin C 

VR: vitis red 

VW: vitis white 

cDNA: complementary DNA 

iPr: isopropyl 

n-BuOH: n-butanol 
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第 1 章 序論 

 近年健康への関心が深まる中、食品中に含まれる機能

性ポリフェノールが注目を集めている 1)。ポリフェノール

は分子内に数個以上のフェノール性水酸基を持つ植物成

分の総称で、その数は 5,000 種以上に及び、食物繊維に次

いで多く含まれ、生体防御や種の保存に関係しているとい

われている 2)。近年、食品に含まれる強い生物活性や高い

機能性を持つ化合物に注目が集まっており、様々な特定保

健用食品（特保）や機能性表示食品が流通している。例え

ば、（株）サントリーの「伊右衛門特茶」や（株）明治の「チ

ョコレート効果」などが挙げられる。これらの商品が注目

されるのは、政府が主導する「健康寿命延伸 3)」への世間

の関心が高まっており、医療費削減に向けた社会の取り組

みとして、健康食品への期待が高まっているためである。機能性を持つ化合物のなかでもポ

リフェノール化合物は様々な健康効果があることが科学的に証明されており、多くの健康

食品が実際に流通している 4)。それゆえ、ポリフェノール化合物の機能性解明研究を進める

ことは、食品が持つ活性を評価することに通じるため有益であると考えられる。しかし、ポ

リフェノールは植物中に含まれていて植物内で多様な修飾がなされ、混合物として得られ

るため、純粋にそれぞれの化合物を単離・構造決定することが極めて困難であり、生物活性

試験に十分な量の化合物量を確保することが難しいことから、詳細な構造-活性相関は解明

されていない 5)。 

また、ひとくくりにポリフェノール化合物と呼ぶが、構造の特徴によって多種類に分類さ

れており、植物中で様々な類縁体や配糖体 6)、硫酸化体 7)やメチル化体 8)として存在してい

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-1. アントシアニン 

の構造 

図 1-2.フラボノイドの基本骨格 

アグリコン 

グルコース 
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る。図 1-1 に、ポリフェノールの中でもフラボノイドと呼ばれる一群の骨格を示した。フラ

ボンは、ほとんどが無色でパセリの葉 9)、コスモスの花 10) などに含まれ、非常に多くの種

類があり、配糖体として存在するが、水に溶けないアグリコンの形で葉の表面などにあるワ

ックスに含まれている物もある。フラバノンは、無色でブンタン 11)ユズ 12) などに含まれて

いる。フラボノールは、無色で花や葉に多く含まれ、ムラサキツメクサの花 13)、オオイタド

リやアブラギリの葉 14,15) などに含まれている。イソフラボンは、他のフラボノイドと異な

り、3-フェニルクロマン骨格をもっており、シロツメクサ 16) などに含まれている。カルコ

ンは、黄色～橙黄色の色素で花や葉などに含まれ、カーネーションの黄色花 17)キバナコス

モス 18) などに含まれている。アントシアニンは、橙赤色からピンク、赤、紫、青色の色素

で花や果実、紅葉や芽生え、根などに含まれており、配糖体として多くの種類がある。アン

トシアニンに限ってはグルコースなどの糖が付加した配糖体をアントシアニン、アグリコ

ンをアントシアニジン 19)といい、チリイチゴ 20)、エゾノヘビイチゴ 21) などに含まれてい

る。(図 1-2)フラバン-3-オール誘導体は無色から茶色をしており茶葉 22)やリンゴ 23)などに多

く含まれている。また、ポリフェノールの中でもフラバン-3-オール誘導体は機能性が高い

という報告 24,25)がされており、抗酸化活性 26)を始め、抗発ガン活性 27)、ガン細胞増殖抑制

活性 28)、動脈硬化抑制 29)、抗ウイルス作用 30,31)、抗菌作用 32)などがある。フラバン-3-オー

ル誘導体は植物内で配糖体、メチル化体以外にも 2 位や 3 位の立体や水酸基の数が異なる

もの、ガロイル化や縮合 (図 1-3)などがあり、多くの混合物として植物中に存在している。

一般的に緑茶の主成分としてフラバン-3-オール誘導体が含有されていることが知られてお

り 33)、(−)-epicatechin (3)では 2 位、3 位の立体配置は cis 型で、(+)-catechin (2)は trans 型であ

り、お茶カテキンの基本となる成分は(−)-epicatechin (3)や EGC (4)、EGCG (5)などになって

いる 34)。(−)-epicatechin (3)は B 環に 2 つのフェノール性水酸基が存在しカテコール構造をも

ち、また B 環にフェノール性水酸基を 3 つ持ちピロガロール構造が存在する EGC (4)や 3 位

図 1-3. 植物中に含まれる一般的なフラバン-3-オール誘導体 
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にガロイル基を有する構造を EGCG (5)と呼ぶ。また、EGCG (5)は緑茶に大量に含まれるこ

とからお茶カテキンとも呼ばれ、様々な食機能性を示すことが化学的・生物学的に証明され

ている。例えば、油脂に添加することにより腐敗を防ぎ（抗菌作用）食品中の酸化を防止（抗

酸化作用）するなど、食品添加剤として利用されている 35）ほか、食品以外の疾病に対して

も、抗ガン 36）、アレルギー緩和 37)、生活習慣病予防 38,39)、抗菌 40)、抗ウイルス 41)など、さ

まざまな生理機能が明らかにされ注目されている。最近ではその生理作用の一つである体

脂肪蓄積抑制 42)を特徴とした特定保健用食品が認可され、販売されている 43)。 

さらに、(+)-catechin (2) や(−)-epicatechin (3)のよ

うなフラバン-3-オール誘導体がオリゴマー構造を

とった化合物群は proanthocyanidin (PA)、あるいは、

縮合型タンニンと呼ばれ、高機能性の化合物群と

して広く知られている。PA はフラバン-3-オール誘

導体が 4-8 位、または、4-6 位で縮合した procyanidin 

B-type、結合様式が異なる A-type がある。(図 1-4)

植物中には PA が多く含まれており、図 1-4 で示し

た以外の結合の PA も含まれている。図 1-4 には、

4-8 位、4-6 位で結合した構造を示したが、天然で

は 4-8 位で結合した化合物が最も多く存在してい

る 44) 。また B 環の水酸基の数によって、

prodestinidin 、 propelargonidin 、 procyanidin 、

prodelphinidin と呼ばれる 45)。これらは、鉱酸とともに加熱すると C-C 結合が開裂し赤色系

の色素アントシアニジンを生成し、prodestinidin からは destinidin、propelargonidin からは

pelargonidin、procyanidin からは cyanidin、prodelphinidin からは delphinidin を生成する。(図

1-5)一般的に、天然に存在する PA の大部分は B 環に水酸基を 2 つ持つ procyanidin である

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-5. PA の基本構造 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-4. PA の結合様式 

Procyanidin B-type Procyanidin A-type 
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46,47)。 

これらのポリフェノール化合物は、二次代謝産物として植物内で生合成される。一般的な

フラバン-3-オール誘導体を含むポリフェノール化合物の生合成経路を示した 20)(スキーム1-

1)。 フラバン-3-オール誘導体は、アミノ酸であるフェニルアラニンから生合成が開始され、

ポリフェノール化合物の前駆体である coumaroyl-CoA が生産される。ここから水酸化酵素

や還元酵素などの様々な酵素により、生合成

され、フラボノールやフラバン-3-オール誘導

体の化合物群となる。また、生合成の過程で植

物中に多く含まれる配糖化酵素のUGTなどを

用いて糖化反応が進行する。糖化反応とは、図

1-1 のようなアグリコンにグルコースなどの

糖が付加した化合物の総称である。植物中の

ポリフェノール化合物の多くは糖化されてい

ることが知られており、一般的に糖化化合物

は配糖化反応が進行するとアグリコンよりも

活性が増加する場合があることが報告されて

いる 48,49)。例えば、玉ねぎ 50)やリンゴ 51)など

スキーム 1-1. 一般的な植物中でのポリフェノール生合成経路 20) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-6. Quercetin-3-O-glucoside (11)、thiliroside (12)の構造 
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に含まれる quercetin の 3 位に配糖化反応が進行した quercetin-3-O-glucoside (11)では卵巣ガ

ン細胞において細胞内 ROS 生成の阻害効果が報告されている 52)。 また、（株）サントリー

の特定保健用食品（飲料）特茶では quercetin-3-O-glucoside (11)の機能性 53)を利用した商品で

ある「からだ巡茶アドバンス」ではローズヒップ由来の thilliroside (12)が含まれており、

thilliroside (12)には抗酸化作用などが報告されている 54)。天然に存在するポリフェノール配

糖体は、グルコース、ガラクトース、キシロース、アラビノース、グルクロン酸などの単糖

類に加え、二単糖や三単糖が結合した化合物 51,52)、またグルコースにフェルラ酸などが付加

した配糖体の単離も報告されており多岐にわたっている。ポリフェノール化合物はベンゼ

ン環が多く含まれ一般的に脂溶性が高い場合が多い。ここに糖が結合することによって水

溶性が高まることから生体内での輸送などに都合がよいと考えられる。 

植物中には前述の糖分子やメチル基など様々な官能基で修飾を受けたポリフェノール化

合物が多く、それらが任意の割合で混合しており複雑な混合物として存在している。それゆ

え、特定の化合物、とくに、微量成分を植物中から単離することは極めて困難である。この

ような複雑な混合物から化合物を単離する場合、次のような手順をとる； 

 

① キログラム、あるいは、数百グラムの原料（植物）を確保し、適した溶媒にて抽出を

行う。このとき、使用する溶媒によって抽出される化合物の量や混合比率が変化する

ため条件検討が必要となる。 

② 抽出された溶液を濃縮して各種機器分析、成分分析を行い（主に液体クロマトグラフ

ィーHPLC などを用いる）、目的の化合物を単離する戦略を立てる。 

③ 液液分配や各種クロマトグラフィーにより、化合物を分離・精製していく。このとき、

一種類の条件では分離できないことが多いため、条件を変えて数回精製を繰り返す。 

④ 精製された化合物の構造解析を行い、先行文献などと比較して構造を決定する。構造

確認には核磁気共鳴や X 線構造解析などの機器分析を行うことが多い。 

 

このように単離を行うが、キログラムスケール、あるいは数百グラムスケールから開始し

ても、得られる化合物量はミリグラムスケールまで減少することが多い。このため、植物中

に含まれる微量のポリフェノール化合物の機能性評価や構造確認などは、現在でもほとん

どなされておらず、植物から大量に、かつ、簡単に確保できる化合物を用いた研究が主流で

ある。しかし、植物を食品として摂取した場合、微量成分も同時に摂取する。もし、ある化

合物と比較して 100 分の 1 量しか含まれない化合物が、その 100 倍量含まれる化合物より

も活性が高い場合、その植物の機能性は正しく評価されていないことになると考えている。

すなわち、微量成分の単離・評価は食品の機能性評価に重要であり、必要な研究であると考

えている。さらに、単離すらできない現在の分析機器では検出限界以下の含有量の化合物も

ある可能性がある。 
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このような微量成分を確保する方法として、次のような方法が考えられる； 

 

① 人工的に合成して確保する：有機合成と生合成酵素を利用した方法があるが、前者は

合成法の開発が必要であり、後者は生合成酵素を遺伝子組み換え技術によって入手す

る必要がある。 

② 機能性が高い微量成分を多く生産する栽培法を検討する：植物に含まれる二次代謝産

物は、その生育条件により含有量が変化する。この方法の場合は植物の栽培をしなけ

ればならず栽培場所の確保が必要なうえ生育するまでの時間が必要となる。 

 

大阪電気通信大学工学部齊藤研究室では、植物に含まれる微量ポリフェノールの探索 55)

や、高い機能性を発揮する構造を明らかにすることを目的に、機能性が高いと予想される化

合物を上記①、②の両方で確保する検討を行っている。また、確保した純粋な化合物を用い

て構造-活性相関研究を実施し、微細な構造が生物活性に大きく影響することが確認されて

いる。56)ポリフェノールの微量成分に関する研究を実施している研究者は多いが、多くは①

か②かのどちらかで実施しており、両方を実施している例は極めてまれである。以下、齊藤

研究室で実施している研究について簡単に述べる。 

 

①人工的に合成で微量成分を確保する研究 

齊藤らは、PA オリゴマーの合成法の検討、開発を行ってきた 57)。PA オリゴマーは様々な

方法で合成されているが一般的な合成法は、(+)-catechin (1)や(−)-epicatechin (2)から保護基な

どを導入して誘導したフラバン-3-オール誘導体の 4 位に発生させたカチオンに、もう一分

子のフラバン-3-オール誘導体を縮合させてオリゴマー構造を構築していく手法を用いてい

る 57)。この 4 位は、ベンジル位に相当し、カチオンが安定しやすい構造である。一方で、2

位もベンジル位に相当するが、2 位に結合している B 環や 3 位の水酸基が嵩高いため、カチ

オンが生成しにくいと考えられる。 

実際の合成法をスキーム 1-2 に示した。カチオンを発生しやすくするため、4 位に脱離

基を導入した求電子体 13 を合成し、この化合物に酸触媒（ルイス酸など）を作用させ速や

かにカチオンを発生させることができる。このように、2 分子のフラバン-3-オール誘導体を

反応させる方法を、ここでは「分子間縮合反応」による合成法と呼ぶ。新たに生成した 4-8

間の結合は、3 位の水酸基に対して trans 配置をとるような生成物が優先して得られる。 

このとき、求電子体 13 の 4 位に、どのようにカチオンを発生させるか、求核 14 の 6 位

と 8 位のどちらを反応させるか（試薬選択）、求電子体 13 の 4 位に、、βのどちらかの側

から選択的に反応させるか（立体選択性）、生成したオリゴマー 15 が縮合する度合い（重

合度の）をどのように制御するか、さらに、フェノール性水酸基の保護基に何を用いるか、

などの検討をそれぞれ行う必要があり、これらがオリゴマー合成法開発のポイントとなる。 
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これまでの合成研究において様々な検討がなされ、この縮合反応については以下のこと

がわかっている 57-74)。 

1) 求電子体の 4 位の脱離基としてエトキシエタノール（EEOH）が、酸化反応で導入した

求電子体の合成収率や安定性、その後の縮合において最も優れている。メチル（Me）基、

イソプロピル（iPr）基、ベンジル（Bn）基、アセチル（Ac）基などでは、酸化反応の収

率、縮合における反応性、求電子体の安定性において、エトキシエチル（EE）基に劣る

ことが確認されている。また、水酸基の場合は、化合物自体が不安定となり、分解しや

すいことも確認されている 60)。 

2) 求核体の 5 位と 8 位を Bn 基や t-ブチルジメチルシリル（TBDMS）基で保護した場合、

8 位の反応性が 6 位に比べ圧倒的に高く、8 位が選択的に反応する。保護基がない場合

では 6 位と 8 位の両方に反応するが、この場合も 8 位が優先する。当研究室卒業生の条

件検討により、求核体のフェノール性水酸基の 5 位を電子吸引性の保護基で保護した場

合、8 位の反応性が下がり縮合反応が進行しないことが明らかになっている 75)。 

 

フラバン-3-オール(+)-catechin (2)は、2,3-trans 構造を持ち、この誘導体を求電子体と

した場合は、温度などの反応条件によって選択性が変化しやすい。3 位に導入した官能

基の大きさ・種類によりその立体選択性は変化する。求核体 3 位をエステル化すること

による隣接基関与を利用し、かさ高い求核体を反応させた場合では、より 3,4-trans 体

が優先して生成しやすい。また Bn 基で保護した求核体を用いた場合微量に 3,4-cis 体が

生成されるが Bn 基よりも嵩高い TBDMS 基を用いると 3,4-trans 体の選択性が向上す

る。 2,3-cis 型のフラバン-3-オールである(–)-epicatechin (3)を求電子体とした場合には、

3,4-trans 体が選択的に生成する。これは、2 位と 3 位の置換基が同じ方向にあるため、

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

スキーム 1-2. 分子間縮合反応による 2 量体合成法 
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求電子体の攻撃が官能基と反対側から優先して起こるためである。Bn で保護した(+)-

catechin (2)を用いて 2 量体合成を行った始めての例において、縮合位置の選択性は 3,4-

trans : 3,4-cis は 2:1 程度であった 76)。また、(–)-epicatechin (3)のオリゴマー合成では異

性体についての記述はないことか 77)、他研究グループにおいても立体選択的に縮合が

進行しており異性体の生成は確認されていないと考えられる。 

3) 当研究室では、自己縮合による長鎖のオリゴマー生成防ぐために、過剰量の求核体を用

いて縮合反応を行っている｡求電子体の 8 位にハロゲン置換基を導入し、過剰な重合が

起きないよう工夫して合成している例も報告されている 78)。また、反応に用いるルイス

酸の種類により自己縮合を防ぐ手法も報告されている 79)。 

4) フェノール性水酸基の保護基についても多くの報告がある。Ac 基や Me 基は、構造決定

の際の誘導体として用いられることが多く、安価に合成を行うことができる保護基であ

るが、これらは穏やかな条件で脱保護を行うことが難しく、PA のような反応性が高い

化合物では、脱保護の条件で分解する可能性があるため、このような合成で用いられる

ことは少ない。これにかわって水素による接触還元による脱保護が可能な Bn 基が主に

用いられている。一方で、Bn 化による副生成物として、C-Bn 化化合物の存在が精製を

困難としていることも確認されており、保護基については検討の余地がある。 

 

 また、これらの天然の化合物の合成だけではなく、非天然の PA オリゴマーの開発も報告 

している。例えば、procyanidin B1(16)の下ユニット、上ユニット、それぞれをアセチル (Ac)

化した化合物 17 と 18 で子宮頸ガン細胞 HeLa S3 に対して細胞増殖抑制活性試験を行い、

下ユニットを Ac 化したとき、活性が増加したことを報告している 80)。また、Hamada らは、

procyanidin の上下のユニットを入れ替えた 19 と 20 の 2 量体合成を行い、子宮頸ガン細胞

HeLa S3 に対する増殖抑制抑制活性では、19 が 20 よりも活性が高いことが確認され、上部

ユニットが活性に重要であることを見出して報告している 59)。Higashino らは TBS 基で保護

されたフラバン-3-オール誘導体の 5 位を酸性条件で脱保護する手法を開発している 81)。

 

 

 

 

 

 

 

図 XX.フラバン-3-オールの基本構造 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-7. Procyanidin B1 誘導体 
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Higashino らの方法を用いて Mori らは (+)-catechin (2)や(−)-

epicatechin (3) の 3,5 位、ガロイル基を導入した化合物の 21,22

の合成を行い 22 で子宮頸ガン細胞 HeLa S3 に対する増殖抑制

抑制活性で活性が高いことが確認された 56) 。また Hojima らは

塩基性条件下で TBS 基で保護されたフラバン-3-オール誘導体

の 7 位を脱保護する方法を開発している。この脱保護された 3,7

位にガロイル基を導入した化合物の 23,24 の合成を報告してい

る 82) 。 

 

 

 

②機能が高い微量成分成分を多く生産する栽培法を検討する 

まず、栽培場所の確保・栽培法の検討を行った。栽培場所として地域の社会福祉法人の持

つ畑にビニールハウスの圃場、また、学内（旧 F 号館前）に圃場を確保した。これらの場所

において、機能性ポリフェノールを多く含むラズベリー（キイチゴ、フランボワーズ、学名：

Rubus idaeus）をモデル植物として検討を行った。これらの栽培立ち上げに学部 3～４年生

の時に関与していたが、露地栽培やポットでの栽培を検討したところ、様々な問題点が明ら

かになった。微量成分の分析を試みたが、露地栽培やポット栽培、ハウス栽培では、その時

の気候で大きく含有量が変化し複数年における再現性を確保することが難しいことが確認

できた。とくに近年気候の変動が大きくデータの信頼性を確保することが難しいと考えた。

そこで、、環境に影響されずに栽培が可能な植物工場ユニット「アグリキューブ」を確保し

検討を行うことにした。また、栽培時、土の状況によって大きく栽培環境が変化することも

問題の一つであった。土の成分やそこに生育する微生物によって、生育状況が変化した。ま

た、昆虫による食害も発生した。そこで、根の保持剤を検討したところ、四条畷市のグリー

ンガーデン（砂栽培の貸し農場）の協力を得て、砂を用いたラズベリーの栽培を検討した。

砂栽培は液肥で栽培できるが、適度な空気を根に供給することができる方法でラズベリー

の栽培が可能であることを確認した。ラズベリーを液肥で栽培した例は調べた限りでは報

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-8. Procyanidin オリゴマー 誘導体 

図 1-9. フラバン-3-オ

ール単量体の構造 
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告例がなく、本例が最初の例である。このように栽培環境を整え、本博士論文研究に関する

研究を実施可能となった。 

 

 

これらの背景をふまえ、本博士論文研究では、生体触媒を効率的に用いて新たな化合物確

保の方法を開発するとともに、生物学的手法と化学的手法を用いた 2 つの方法からフラバ

ン-3-オール誘導体の生産検討を行った。具体的には、以下の手法を用いて検討を行った。 

① 生物学的手法として 3-1 章で植物体であるラズベリー(Rubus idaeus)を露地で栽培し果

実が開花した段階から生育段階に分けポリフェノール化合物の成分分析や定量分析を

行った内容について述べた。また上記サンプルについて PCR 法を用いたポリフェノー

ル生合成酵素の発現確認を行った。果実では成熟するとともに機能性フラボノイドが

減少傾向にあること、また、その原因が赤い色素であるアントシアニン生合成酵素

（ANS）の発現増加であることを確認した。これより、成熟した段階でのポリフェノー

ルを増加させる必要性が示唆された。 

② 3-2 章では植物工場ユニット内で異なる波長の LED を照射した時のラズベリー果実の

成分分析や定量分析、ポリフェノール生合成酵素の発現量の確認を行ったことを述べ

た。3-1 章では、成熟するとともに機能性フラボノイドが減少傾向にあることを見出し

た。そこで、紫色光照射下で栽培することで ANS の発現を減少させることに成功し、

機能性フラボノイドを果実中で増加させることに成功した。 

③ これまで果実に異なる波長を照射し成分分析を行ってきたが、3-3 章ではラズベリー葉

に LED を照射した時の成分分析を行った。葉においては、青色光照射下で栽培するこ

とで生合成経路の上流の酵素を活性化できることが確認され、機能性フラボノイドで

あるフラバン-3-オール誘導体を増加させることができた。 

④ 3-4 章ではラズベリー培養細胞を樹立し培養細胞に LED を照射した時の成分分析を行

った。その結果、ラズベリー培養細胞では、青色光や緑色光の照射によりフラバン-3-オ

ール誘導体生合成経路の上流の酵素が活性化され生産量を増加させることに成功した。 

次に 3-5 章~3-8 章では、研究室内で保有している「有機合成フラボノイドライブラリー」中

の化合物を生体触媒で変換して新たな化合物を生産する検討を行った。生体触媒として、植

物培養細胞（ブドウ、ラズベリー）、シロイヌナズナ由来糖化酵素、糖化酵素導入酵母菌体、

動物肝臓ミクロソームを用いて検討を行い、各生体触媒で特徴的な化合物を確保すること

に成功した。 

⑤ 3-5 章では 3 種類の植物培養細胞を用いたフラボノイド化合物の変換・配糖化反応を行

った結果を示した。 

⑥ 3-6 章では数種類の動物由来の肝臓ミクロソームを用いてフラバン-3-オール誘導体の

グルクロン酸抱合反応を行った結果を報告した。 

⑦ 3-7 章ではシロイヌナズナ由来糖転移酵素 UGT78D2 導入大腸菌を用いて 2 種類の方法
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でフラボノイド化合物の配糖化反応を行った。 

⑧ 3-8 章ではタルウマゴヤシ由来糖転移酵素 UGT71G1 導入酵母菌体を用いたフラバン-3-

オール誘導体の配糖化反応を行った。 

3 章では生物学的手法を用いて研究を行ったが、4 章では化学的手法を用いて研究を行った。

生物的手法ではトライ＆エラーで生成物が得られる条件を探す必要があるが、有機合成は

目的の化合物をデザインして得ることができる。4-1 章、4-2 章では有機合成にてラズベリ

ーに含まれるフラバン-3-オール 3 量体の合成、および、フラバン-3-オール誘導体の配糖化

に成功した。 

⑨ 4章では主に化学的手法について述べ、4-1章ではラズベリーに含まれているprocyanidin 

オリゴマーの合成を行った。 

⑩ 4-2 章では有機合成の技術を用いてフラバン-3-オール誘導体の配糖体合成を行った。 

 

①、②、③、④では、ラズベリー（キイチゴ、フランボワーズ、学名：Rubus idaeus）の植

物体や植物細胞をターゲットとして研究を行った。ラズベリーは広い農場を持たない本学

でも栽培が可能で、栽培にあまり手間がかからない、かつ、フラバン-3-オール誘導体を始め

として様々なポリフェノール化合物が多く含まれている 82,83,84)。ラズベリーは、図 1-10 に

示したように赤い色で、最大直径 2 センチ程度の果実が実る植物である。基本的に根茎で増

殖する多年生の植物であるため栽培に手間があまりかからず、栽培にも広い場所を必要と

しないことから本学でも栽培が可能であると考えた。 

ラズベリーの品種の選択は、1 年に 2 回収穫が可能な 2 季

なり種、及び、1 年に 1 回収穫が可能な 1 季なり種がある中

から、実験に必要なサンプルの確保が容易な 2 季なり種が適

当だと考えた。また、品種は、種苗法に登録されている品種で

あれば品質や遺伝子が安定していると予想されるこ

とからヒンボートップ(種苗法登録名称 Rafzaqu)を選

択し、研究を進めた。また、ラズベリーには、フラバン-3-オール誘導体を大量に含有してい

るという報告があり 82,83,84)、その論文中には各種ベリー類の中でラズベリーの PA 量が最も

多いという記述がある。一方で、ブラックベリー (R. fruticosus)では、抗酸化活性が高く総

フェノール量や総アントシアニン量が多いということが確認されている 85,86）。 

これらを踏まえ、本研究では、ラズベリーに含まれる PA 類を含むフラバン-3-オール誘導

体の定量、および、それらを増加させる栽培法・栽培条件について検討を行った。ここで重

要になるのは、一定の環境下で栽培して検討することである。一般的に、植物中に含まれる

化合物量は気候など（温度、湿度、光の強さなど）の変化に大きく影響される。露地栽培で

は年度で環境が変わるため実験の再現性が得られず、実験として成立しない場合が多い。そ

こで本研究では、栽培条件を一定に保つことができる植物工場ユニット中でのラズベリー

栽培に挑戦した。ラズベリーのように根茎の作物について植物工場ユニット内で栽培でき

図 1-10. ラズベリー(R. idaeus) 
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ている例はほとんど無く、ラズベリーでは調べた限り報告がなかった。植物工場ユニット内

において、栽培時の光の量や波長、栽培温度などについても検討を行うことができ、その結

果、光の波長によってポリフェノールの各成分量に大きな差が出ることが確認できた。 

 

⑤、⑥、⑦、⑧では、生体触媒を用いたフラバン-3-オール誘導体の合成を試みた。当研究

室では有機合成により様々なフラバン-3-オール誘導体を確保し、構造-活性相関研究を行っ

てきた 59,81)。しかし、有機合成では効率よく得ることが難しい化合物群がある。その中でも

糖化された化合物（配糖体、抱合体などと呼ばれる）は有機合成が難しい。それは、フラバ

ン-3-オール誘導体には複数の水酸基があるが、位置選択的に糖化するためには、保護基の

導入など多くの工程数が必要なためである。一方で植物内には、様々な配糖体が含まれるこ

とから、配糖化する酵素が存在する。酵素は基質特異性が高く、決まった位置に決まった分

子を導入することができる生体触媒であることから、有機合成で得ることが難しい配糖体

を効率的に得られると考えた。まず、植物培養細胞を用いた配糖体合成を行った。配糖体合

成に関する文献 87)に従い、同様な方法を用いてフラバン-3-オール誘導体の配糖化も可能で

はないかと考え検討した。糖化反応をすることにより化合物の生物活性が上がることも報

告されている 88,89)。また、植物培養細胞を用いるならば、その生成物は有機合成で得られた

ものと異なり、食品に添加することが可能となる。 

 

⑤ポリフェノール化合物を用いた植物細胞の配糖化反応は多くの論文が報告されている

87,90-95)。しかし、ブドウ培養細胞やラズベリー培養細胞を用いた反応やフラバン-3-オール誘

導体を用いている研究は報告されていない。 

まず、ブドウ培養細胞を用いてフラボノール化合物の配糖化反応をおこない、配糖化化合

物を合成することができた。フラバン-3-オール誘導体の EGCG (5)や(−)-epicatechin (3)を用

いた時、配糖化反応ではなくオリゴマー化反応が進行した化合物が得られることを確認し

た。一方、ラズベリーの葉から樹立した培養細胞を用いた場合は、フラボノール誘導体の糖

化反応が進行した。ブドウ培養細胞とラズベリー培養細胞では同じ化合物が得られたが、そ

れぞれに特徴的な生成物が確認された。これにより、安価なフラボノイド化合物から高価な

化合物を調整することが可能となった。 

 

⑥肝臓ミクロソームは生体内に吸収された毒物を抱合化することで無毒化をされる事が

知られており 96)、この機能性を利用し、フラバン-3-オール誘導体 21、22 の 2 つの化合物を

用いて用いてグルクロン酸抱合反応を行った。これより 3 位の立体が異なるだけだが複数

の生成物と考えられるグルクロン酸抱合体が検出された。 

 

⑦シロイヌナズナ由来糖転移酵素 UGT78D2 を用いたフラバン-3-オール誘導体の配糖化

反応では 2 種類の方法を用いて配糖体の合成を行った。1 つ目として、大腸菌体で発現させ
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た配糖化酵素を大腸菌から破砕し取り出し精製した酵素を用いる方法。2 つ目は大腸菌体を

破砕せずに配糖化反応を行った。精製した酵素を用いたフラバン-3-オール誘導体の配糖化

反応では、配糖化反応は進行しないことが確認された。しかし、大腸菌体を破砕せず行った

方法ではフラバン-3-オール誘導体の(−)-epicatechin 誘導体で糖化反応が進行することが確認

された。酵素で反応が進行しなかった理由として、酵素ではフラボノイド化合物が阻害剤と

して機能し反応が進行しなかったのではないかと考えた。これより、配糖化反応が難しいフ

ラバン-3-オール誘導体の微量成分の配糖化化合物の生産を可能とした。 

 

 ⑧シロイヌナズナ由来の酵素を用いた配糖化反応ではフラバン-3-オール誘導体は反応が

進行しなかったことから、タルウマゴヤシ由来糖転移酵素 UGT71G1 導入酵母菌体を用いて

フラバン-3-オール誘導体の配糖化反応を行った。UGT71G1 導入酵母菌体を用いた時、配糖

体と考えられる生成物が確認された。反応が進行した理由としては、酵素ではフラボノイド

化合物が阻害剤として機能しているが、菌体内での反応の場合、様々分子が存在しており酵

素の阻害が抑えられたと考えている。 

 

これまで、植物体や生体触媒を用いてポリフェノール化合物の生産検討をおこなってき

たが、⑨、⑩では化学的な手法を用いて生産検討を行った。ラズベリーには procyanidin 3 量

体が含まれているという報告がされていたことから、3 量体の合成検討を行った。同定が難

しい 3 量体を有機合成したサンプルを用いて同定することに成功している。また、これま

で、フラバン-3-オール誘導体のアグリコンの合成を行ってきたが、今回、フラバン-3-オー

ル誘導体の配糖体の合成を行った。配糖体の合成についても 3 章で得られた化合物の同定

や機能性評価を行うために実施し化合物の合成に成功し、配糖体に関する抗酸化活性につ

いて検討し新たな知見を見出した。 

 

 

 

このように、本博士論文研究では、植物体や生体触媒、有機合成の手法などを用い効率よ

く機能性の高い微量なポリフェノール化合物の生産を行うことを目的に研究を行った。 
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第 2 章 概論 

 

2-1. フラバン-3-オール誘導体の構造と機能 

序論に記載したように、フラボノイドは二次代謝産物として広く植物に存在し、フラボ

ン、フラボノール、フラバノン、フラバノール、イソフラボン、カルコン、アントシアニ

ジンなどに分類され、さらに、これらに糖（単糖、二糖）が β-グリコシド結合しているた

め、非常に多様な構造を持つ化合物群として存在する 97)。 

フラバン-3-オール誘導体は図 2-1 に示すような基本骨格を持ち、ベンゼン環を複数の水

酸基で置換された化合物である。この構造を持つ化合物は様々な植物に含まれ古くから機

能性があることが知られていたが、近年、ガン細胞増殖抑制活性 98)、抗酸化活性 99)などを

はじめとする様々な強い生物活性などが報告されており、その有効利用と機能性の化学的

解明研究が注目されている。 

しかし、植物から得られる抽出物は複雑な混合物として得られ、それぞれの化合物を純粋

に入手することが難しい。その理由として、フラバン-3-オールは C 環の 2 位のアリール基、

および 3 位の炭素が光学異性であること、多数ある水酸基への複雑な修飾があること、など

極めて多くの類縁体が存在することがあげられる。また、それぞれの類縁体の化学的な物性

は極めて似ており、化合物の性質の違いから分離する一般的な分離方法では分離が難しい。

このことから複数のフラバン-3-オール誘導体を含む植物

から一つの構造のみを単離することは困難とされており、

混合物としての機能を証明することしかできない。それゆ

え、個々の化合物の活性や構造と活性の相関、また、生体

に対する化学的な機能の詳細な証明が現在でも難しい状

態にある。我々は、微細な構造の違いが生物活性に大きな

影響を与えていると考えているが、抽出によって得られる

微量の化合物では機能解明に十分なデータが得られないうえ、対照実験に用いる化合物を

入手できないため、天然から得られるサンプルでは証明が不可能である。そこで、有機合成

の技術を用いてそれぞれを純粋、かつ、大量に合成し、その機能、および、構造-活性相関

研究を行ってきた。 

 

2-2 ラズベリー(Rubus idaeus) 

商業的に生産されているラズベリーは序論でも述べたように根茎の一年草である。日本

国内では、北海道、秋田県、富山県、滋賀県などで栽培がおこなわれており、基本的に寒

冷な地域で生産されることが多い。一方で、野生のキイチゴは日本全国に生育しているこ

とから、暑い地方でも生産できる可能性はある。 

 ラズベリーの果肉は柔らかく、遠距離の運搬は現状難しいとされている。秋田県立大学

ではラズベリー専用の運搬容器の開発を行ったが実用化までには至っていない。大阪のよ

図 2-1.フラバン-3-オール

の基本構造 
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うな大都市圏でラズベリーを栽培することは、商業的にもニーズがある。 

2-3 活性酸素 

 人間が生きていく上で酸素は必要であ

る。人間は呼吸により酸素を取り込み、

主にミトコンドリアに存在する電子伝達

系により、アデノシン三リン酸(ATP)を産

生し生命活動に必要なエネルギーを得て

いる。しかし、酸素は人間にとって有害

な物質であり、人間が光や紫外線などの

ストレスを受けの生体内で活性酸素にな

り、細胞内部で様々な化学反応を引き起

こす。活性酸素には、過酸化水素、ヒドロ

キシラジカル、スーパーオキシド、一重

項酸素などがあり、これらをまとめて活

性酸素種(ROS)と呼ぶ100)。酸素が1 電子

還元されると、スーパーオキシド（・O2

－）となる。スーパーオキシドがさらにも

う1 電子還元されたものはO2
2－であるが、これにH＋が2 個つくと過酸化水素（H2O2）にな

る。過酸化水素がさらにもう1 電子還元されると、 O 原子とO 原子の間の結合は安定に存

在することができず、結合が切れて、ヒドロキシルラジカル（・OH）と水酸化物イオン（OH

－）となる101,102)。 

 

2-4 生体触媒 

 生体内で働く酵素や、生体そのものを化学反応に用いたりする場合、それらの酵素や生体

を「生体触媒」とよぶ。酵素とは生体で起こる化学反応において触媒として機能するタンパ

ク質であり、生体内の様々な化学反応はこの酵素が触媒として活性化エネルギーを低下さ

せることにより、体温程度の温度でも反応が速やかに進行する。化学触媒と最も大きく異な

る点としては、生体は基質特異性、あるいは、構造特異性が高い点が挙げられる。フラバン

-3-オール構造のように、性質や環境の類似したフェノール性水酸基が分子内に多数存在す

る場合、化学反応では選択性を得ることは難しいが、生体触媒を用いた場合では選択性が期

待できる。一方で、選択性が高いため、目的の化合物と反応しないことも多い。 

 

 

 

図 2-2. 活性酸素の種類 
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2-4-1 植物培養細胞  

植物培養細胞（カルス）は、植物が傷を受けることによって細胞が出す傷害ホルモンによ

り傷回りの組織が分裂してできる細胞を指す。一般の植物体は様々な器官に分化して存在

しているが、植物培養細胞（カルス）は脱分化し、様々な器官に分化可能な万能細胞になる。

植物体の成長速度と比較し、脱分化した培養細胞は液体培地による振盪培養が可能であり、

増殖スピードが速く、条件検討を比較的短期間で行うことが可能となる。 

・ブドウ培養細胞 (Vitis vinifera L.)  

ブドウ培養細胞は理化学研究所から購入したアントシニン色素を合成しない vitis white 

(VW)、アントシアニン色素を合成する vitis red (VR)の 2 種類の培養細胞を用いた。 

・ラズベリー培養細胞 (Rubus idaeus) 

 ラズベリー培養細胞は文献を参考に構築し、品種はヒンボートップ種 (ラフザック)を選

択した。ラズベリーには多くのポリフェノール化合物や生合成酵素などが含まれているこ

とから選択した。 

 

2-4-2 シロイヌナズナ由来糖転移酵素 UGT78D2 

 UDP 糖依存型配糖体化酵素 (UDP-sugar-dependent Glycosyltrans-ferase:UGT)は、ホルモ

ンや二次代謝産物などの様々な代謝物質に糖を転移する酵素である。モデル植物であるシ

ロイヌナズナの場合、配糖化酵素が 107 種存在する 103が、その数は哺乳動物や酵母など他

の真核生物と比較すると圧倒的に多く、植物の持つ多様な二次代謝産物の生産を支えると

考えられている 104,105) 。低分子化合物に対する糖転移反応に関わる配糖化酵素は、ヌクレ

オチド糖を糖供与体として、糖受容体の水酸基やアミノ基、カルボキシ基などに糖を転移

する反応を触媒する 104-106)。ヌクレオチドとして UDP、糖として glucose が一般的である

が、その他に galactose、rhamnose、xylose、glucuronic acid など多様な糖が利用される。

UGT78D2 は糖供与体として UDP-glucose を利用し、glucose をフラボノイドの 3 位とアン

トシアニンの 5 位の水酸基に転移する 106-108)。 

 

2-4-3 遺伝子組み換え酵母菌体 

富山県立大学の生城真一教授に提供していただいた遺伝子組み換え酵母菌体を用いた。

図 2-3. 研究に用いた植物培養細胞 

A: ブドウ培養細胞のアントシアニン色素を合成しない VW 細胞, B:ブドウ培養細胞

のアントシアニン色素を合成する VR 細胞, C: ラズベリー培養細胞 

A B C 
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遺伝子組み換え酵母菌体を用いることで酵素反応時に補基質として高価な UDP-glucose が

不要となり静止菌体の状態において安価なグルコースで糖化反応を行うことができる 109-

112)。 

 

2-4-4 動物由来肝臓ミクロソーム 

 動物は体内に異物(化合物)が取り組まれたのち肝臓をはじめとする種々の組織において

複数の代謝酵素による変換を受ける。これを薬物代謝というが、通常、代謝物は水溶性が増

し、体外へ排泄されやすい形へと変換される。薬物代謝経路には酸化、還元、加水分解等を

行う第Ⅰ相反応と、極性の高いグルクロン酸などの置換基を付加する第Ⅱ相反応に大別され

る 111,112)。今回、数種類の肝臓ミクロソームを用いて第Ⅱ相反応で行われるグルクロン酸抱

合反応を行った。 

 

2-5 グルクロン酸抱合抱合酵素 

 グルクロン酸抱合酵素は薬物(化合物)やその代謝物の水酸基、カルボン酸、アミノ基にグ

ルクロン酸を転移させる酵素である。グルクロン酸抱合酵素はミクロソームなどに存在し、

ミクロソーム内で薬物(化合物)とグルクロン酸が抱合され無毒化されたのち尿として排出

される。ミクロソーム内に多くの種類のグルクロン酸抱合酵素が存在している 113,114)。 

 

2-6 シトクロム P450 (CYP) 

 シトクロム P450 はミクロソームに多く存在しており、分子量約 5 万のヘムタンパク質で

複数の分子種が存在している。また、分子種によって、代謝する薬物(化合物)や局在組織が

異なる 113,114)。 

 

2-7 生物学的物質変換 (Bio-Transformation) 

 培地に特定物質を投与して培養細胞の酵素系によってその構造を修飾する生物学的物質

変換は、目的とする有用物質の化学合成が難しく、植物細胞での蓄積は少ないが、培養細胞

が化学合成の容易な先駆物質を効率よく転換しうる場合に有効な手段となっている 115)。 

 

2-8 アロステリック効果 

 活性部位とは異なるところに化学物質が結合することにより、酵素活性が変化する酵素

をアロステリック酵素という。酵素に結合するアロステリックエフェクターには、正の効果

をもたらす物質と負の物質をもたらす物質がある。いずれの場合も、アロステリックエフェ

クターが酵素し、酵素タンパク質の立体構造が変化することにより反応速度が変化する 116)。 
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2-9 HPLC を用いた分析 

HPLC は、液体の移動相をポンプなどによって加圧してカラムを通過させ、分析種を固定

相及び移動相との相互作用（吸着、分配、イオン交換、サイズ排除など）の差を利用して高

性能に分離して検出する分析方法である。HPLC は、溶媒に溶解できる物質ならそのまま測

定ができ、分析目的以外に天然物成分や化学合成品などの分離精製するための分取装置と

しても用いられている 117,118)。 

 

2-10 LC-ESI-MS を用いた分析 

LC-ESI-MS は、liquid chromatography - electrospray ionization - mass spectrometry の略であ

り、分離と質量分析を同時に行うことが可能な機器である。様々な化合物が混じった混合物

を液体クロマトグラフィーで分離後、分離した化合物を順次にイオン化し、各化合物の分子

量を測定する。一般的に使用されている機器であるが、測定の限界がある。例えば、ピーク

の単離が出来ず分子量の値に信頼性が欠けてしまうこと、分子が全てイオンになってしま

うこと、イオン化が行われてから様々なフラグメントイオンに分解されたりする場合があ

るため、データ解析を行う上で注意する必要がある。LC - MS 単体での化合物同定は化学的

に不可能とされているが、有機合成によって出来た標準サンプルの測定や、実際に単離して

構造決定するなどは核磁気共鳴装置(NMR)等の手法と組み合わせて測定を行うことにより、

化合物の同定が可能となる。本研究では、ソフトなイオン化法の ESI 法を用いて測定を行っ

ている。ESI 法とは、一般的な大気圧イオン化法(API)の一種であり、フラグメンテーション

が少ないため、分子量そのものを検出しやすい。具体的には試料を極性溶媒に溶かし、約

2000 ~ 4000 V の電圧を印加したステンレスキャピラリーを通過させ、キャピラリー先端部

から大気圧下に噴霧して出てきた溶液が脱溶媒され、帯電した液滴が静電引力と真空下の 2

つの効果によって質量分析計の内部へ輸送されて検出される 118)。 

 

2-11 PCR 法 

PCR 法は、polymerase chain reaction 略で、ゲノムのような長い配列から特定の配列のみを

選択して増幅する。サーマルサイクラ―を用いて DNA の熱変異、プライマーのアニーリン

グ、ポリメラーゼによる相補鎖の合成を繰り返し行うことにより DNA を増幅する方法であ

る。1 サイクルごとに DNA が 2 倍、4 倍、8 倍と指数関数的に増幅する。この方法を用いる

と、DNA を数時間で 100 万倍に増幅できる 119)。 
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2-12 過去の PA の合成研究 

PA 類は、活性酸素やフリーラジカルなどとの反応性に富み、アルカリ条件下では簡単に

C 環の異性化や開環、転位反応などを引き起こす。そのうえ溶解性が悪く、反応に使用でき

る溶媒や合成や変換に適応できる反応が限られるなど、取り扱いやすい化合物とは言い難

い。また、基本的に同じ構造単位の繰り返しであるため、オリゴマーの重合度が増すにつれ

構造解析、特に NMR 測定では、ピークが同一領域に集中する傾向があり、さらに、回転異

性体の出現、スペクトルのブロードニング現象などの解析を複雑にする要因が存在し、これ

らが合成研究の進歩を遅らせた原因と考えられる。(+)-catechin (2)や(−)-epicatechin (3)などの

フラバン-3-オールを構造単位とする PA の立体選択的な合成研究に関して、Kozikowski ら

120,121,122)による(−)-epicatechin オリゴマーの合成研究、大森・鈴木ら 123)による(+)-catechin 三

量体の合成の報告が注目される。また現在までに真壁ら 124)による PA の合成について、吉

田・近藤ら 125)によるポリフェノール化合物の合成についての総説が報告されている。 
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第 3 章 生物学的手法を用いた生産検討 

 

3-1. ラズベリー果実を用いた分析研究 

 近年健康への関心が深まる中、食品に含まれる機能性物質が注目されている。その中でも

多くの植物に含まれているフラバン-3-オール誘導体は、強い抗酸化活性 98)や、抗発ガン活

性 28)、ガン細胞増殖抑制活性 99)、動脈硬化抑制 30)、胃潰瘍抑制 26,30)、抗ウイルス作用 27,42)、

抗菌作用 33)などの生物活性を持つことが確認され、多くの分野で注目されている。さらに、

赤いラズベリーはヒト口腔、結腸、前立腺腫癌ガン細胞株の成長を阻害することが知られて

いる 123)。ポリフェノールというといちごの赤色やブドウの紫色の色素であるアントシアニ

ンを想像するが、当研究室がターゲットにしているのは赤い色素ではなく、無色または茶褐

色の化合物群である。赤から紫色を示す色素であるアントシアニンは、化学的、あるいは、

酵素的に、フラバン-3-オールがカチオンを持つ構造に変換されたものである。スキーム 3-

1 に、その反応を示している。カチオンになることで水溶性が高くなり、フラバン-3-オール

誘導体が持つ「渋み・えぐみ」が感じられなくなると同時に、ある程度の脂溶性が必要な細

胞膜通過がしにくくなるため生体に対する機能性が低下する傾向がある。 

 

 

 

 

 

 

 

 

所属する研究室ではフラバン-3-オール誘導体の機能性の科学的証明と機能性が高い構造

を明らかにし、それを人々の健康維持や疾病予防、健康寿命延伸に役立てたいと考え研究を

進めている。そこで私は、本博士論文研究において、機能性の高いフラバン-3-オール誘導体

が多く含まれている植物を栽培し、食品に利用できる形でのフラバン-3-オール誘導体の効

率的な生産、および、提供を行いたいと考え研究を行った。栽培する植物としては、ラズベ

リーを選択した。ラズベリーは栽培のために広い栽培場所を必要とせず、かつ、地上部は一

年で生え替わるため比較的低い背丈の植物である。本章では、学内で栽培したラズベリーの

果実を成熟段階に分類して分析を行った、また、植物工場ユニットを用いて栽培環境を制御

し栽培したラズベリーの分析も行ったので報告する。品種は、種苗法の登録品種であるヒン

ボートップ（RAFZAQC）とした。これは、遺伝子的な状態を含む苗の状態について、常に

安定した品種の苗を入手できるためである。 

スキーム 3-1-1. フラバン-3-オール誘導体から生成するアントシアニン 

の構造 
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3-1-1. 土壌栽培ラズベリー果実の成分分析とポリフェノール合成酵素の解析 

本博士論文研究において選択したラズベリーは、成熟するにつれて赤色に変化していく

果実である。そこでまず、機能性が高いフラバン-3-オール誘導体などのポリフェノール類

がラズベリー果実のどの成熟段階において生産されるのか、また、その色と機能性ポリフェ

ノールの含有量の変化など確認するため果実の分析を行った。 

 図 3-2-1 に示したように、開花からの日数により 8 グループに分類したラズベリーを用

いて実験をおこなった。各果実成熟ステージは、果実の大きさ、色、形などから次のように

定義した。 

Stage 1 (S1)：開花後 6~9 日後に採取 

Stage 2 (S2) : 開花後 10~14 日後に採取 

Stage 3 (S3) : 開花後 15~18 日後に採取 

Stage 4 (S4) : 開花後 19~23 日後に採取 

Stage 5 (S5) : 開花後 24~28 日後に採取 

Stage 6 (S6) : 開花後 29~30 日後に採取 

Stage 7 (S7) : 開花後 31~36 日後に採取 

Stage 8 (S8) : 開花後 37~44 日後に採取 

以降これらを以降 S1~8 というように表記する。 

まず、土壌栽培で得られたラズベリー果実の各 stage の、各種成分分析研究をおこなった。

土壌栽培で栽培し収穫したラズベリー果実をそれぞれの stage に分類し、それぞれを乳鉢で

すりつぶしてメタノールで抽出し濃縮乾固後、DMSO で 100 mg/mL 溶液とした粗抽出液を

用いて分析を行った。一般的にメタノール溶媒を用いることでポリフェノール化合物が抽

出されることが報告されている。また、化合物の溶解性などを考えメタノールで抽出を行っ

た 126)。 

 

 

Stage  1      2       3        4         5        6        7         8 

図 3-1-1. 開花からの日数による stage 分類 
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3-1-2. 土壌栽培ラズベリー果実のポリフェノール類分析 

土壌栽培ラズベリー果実の総ポリ

フェノール量の分析をフォーリンチ

オカルト法を用いて行った (図 3-2-

2) 。フォーリンチオカルト法は一般

的に用いられている方法で、フォー

リンチオカルト試薬がフェノール性

水酸基により還元されて青色に呈色

することを利用した測定方法であ

る。総ポリフェノール量では、縦軸

が総ポリフェノール量  (mg/mL)に

なっており、総ポリフェノール量

は没食子酸 (25)量に換算した値と

なっている。植物抽出液中の総ポ

リフェノール量を測定する場合、

様々な構造を持つポリフェノール

化合物が含まれており、どのよう

な構造の化合物に換算するか選択

する必要がある。同様な研究をし

ている文献のほとんどの場合で没

食子酸に換算した値を論文で採用

しているため、本研究でもこれを

用いた。 

グラフの横軸は各 stage No.を示している。グラフから、成熟度が低い S1 の総ポリフェノ

ール量が多く 10 mg/mL 程度含まれることが確認できる。また、S2 から大きく減少すること

もわかる。これらの結果から、ラズベリー果実は、未熟な青い果実の時にポリフェノールを

多く含み、そこから成熟とともに徐々に減少することが示唆された。 

次に総ポリフェノール量を測定したものと同様の果実抽出液を用いて、ラズベリー果実

各ステージの総 PA 量の測定を行った (図 3-1-3) 。縦軸が総 PA 量 (mg/mL)、総 PA 量は

procyanidin B2 (6)量に換算した値となっている。この方法は、PA を含むポリフェノール化合

物の多くが牛血清アルブミン BSA に非特異的に吸着することを利用した方法で、BSA に吸

着させたあと、酸性の塩化鉄溶液を加えて加熱することでフラバン-3-オール誘導体のみが

アントシアニジンの赤い色素となることを利用している。このとき、単量体のフラバン-3-

オール誘導体が BSA に吸着しにくいことから、オリゴマー構造を持つ PA の定量が可能と

なる。総 PA 量においても総ポリフェノール量と同様に未成熟な S1 で含有量が多く、S2 か

らは大きく減少していくことが確認できた。 

図 3-1-2. 土壌栽培ラズベリー果実の 

総ポリフェノール量分析 
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図 3-1-3. 土壌栽培ラズベリー果実の 

総 PA 量分析 
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スキーム 3-1 で述べたよう

に、果実が成熟につれて赤くな

っていくのは、果実内でアント

シアニンが生成するためであ

る。これより総 PA 量の減少は

果実内の PA がアントシアニン

に変換されて減少しているので

はないかと考えた。 

そこで総アントシアニン量の

分析を行った。アントシアニン

はメタノール溶媒だけでは分解しやすく、アントシアニンを分析する場合は、果実をメタノ

ールで抽出したサンプルは使用できない。そこで、別途、果実を準備し、ギ酸を加えて酸性

にしたメタノールで抽出を行い分析した酸性条件にすることでアントシアニンの構造が安

定し分析をしやすいことから酸性条件で抽出を行った。(図 3-1-4) 縦軸が 1 mL あたりに含

まれるアントシアニン量 (mg/mL)、横軸が各 stage No.を示している。総アントシアニン量

は塩化シアニジン(26)量に換算した値となっている。総ポリフェノール量、総 PA 量では果

実が成熟していくと減少する傾向がみられたが、アントシアニン量では果実の成熟に従い

増加した。つまり、果実が成熟する過程で果実に

含まれるフラバン-3-オールが酵素などの影響に

よりフラバン-3-オールから分解してアントシア

ニンに変換されていることが確認され、アント

シアニン量の変化は色の変化と相関があること

が確認された。 
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図 3-1-4. 土壌栽培ラズベリー果実の 

総アントシアニン量分析 

 

図 3-1-5. 検量線に用いた化合物群 
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3-1-3. 土壌栽培ラズベリー果実の VC 量、DPPH, ABTS ラジカル消去活性試験 

次に、ビタミン C 量の測定を行った 

(図 3-1-6) 。今回用いた総ポリフェノー

ル量測定法は、化合物の還元力を測定

するものであるため、還元力を持つビ

タミンC量に影響されることが知られ

ている 127,128)。そのため、総ポリフェノ

ール量を測定する場合、同時にビタミ

ン C 量も測定することで、より正確に

総ポリフェノール量の変化を評価可

能となる。また、ビタミン C は DPPH

ラジカルを消去する能力も高い。図 3-

1-6に、ラズベリー抽出液のビタミンC量測定の結果を示した。縦軸がビタミンC量 (mg/mL)、

横軸が各 stage No.を示している。ビタミン C 量においては、果実が成熟してもビタミン C

量減少せず成熟段階で影響がないことが確認できた。 

 次に、図 3-1-7 で DPPH ラジカル

消去活性試験、および、ABTS ラジ

カル消去活性試験を行った (図 3-1-

7) 。ポリフェノール化合物にはラ

ジカル消去活性があることが知ら

れている。総ポリフェノール量測

定、及び、総 PA 測定によって、ラ

ズベリー果実にはポリフェノール

化合物が含まれていることが確認

されたことから、ラジカル消去活性

試験を行った。総ポリフェノール量

や総 PA 量の変化と DPPH ラジカル

消去活性の変化に相関があれば、化

合物量の変化が活性に影響を与え

ていると考えることができる。 

総ポリフェノール量測定、総 PA

測定に用いたラズベリー各 stage の

抽出液を用いて DPPH ラジカル消

去活性測定、および、ABTS ラジカ

ル消去活性試験を行った結果を示

した。縦軸がラジカル消去率 (%)、
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図 3-1-6. 土壌栽培ラズベリー果実の 

VC 量分析 

 

図 3-1-7. 土壌栽培ラズベリー果実のラジカル

消去活性試験. A:DPPH ラジカル消去活性試験, 

B: ABTS ラジカル消去活性試験 
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横軸が各 stage No.を示している。また、測定を行った時の終濃度を 100 g/mL、50 g/mL、

10 g/mL となっている。DPPH ラジカル消去活性や ABTS ラジカル消去活性試験ともに S1

が最も高い活性を示し、成熟が進むにつれて活性が低下することを確認した。総ポリフェノ

ール量や総 PA 量は S1 の果実に最も多く含まれていたが成熟段階での変化とラジカル消去

活性の変化との相関性は低いと考えられた。 

 

 

3-1-4. 土壌栽培ラズベリー果実中のグルコース類分析 

次にラズベリー抽出液を用いてラズベリー果実に含まれる糖類の分析を行った。果実に

は甘味成分の糖類である、グルコースやスクロース、フルクトースなどの糖が含まれており、

これらの糖類などが甘味成分となっている 129)。そこで、ラズベリー果実に含まれる糖類が

どの程度含まれているか分析を行った。 

まず、図 3-1-8 では総グルコース量の分析を行った。総グルコース量に関しては 2 つの手

法で分析を行った。1 つ目の手法はフェノール・硫酸法 130)、2 つ目は酵素法で糖測定キット

を用いたヘキソナーゼ法 131,132)を用いた。フェノール・硫酸法はグルコースを硫酸と加熱す

ることによりグルコースから furfural 誘導体が生成し、その後 furfural 誘導体のホルミル基

がフェノールと縮合し発色する方法を用いた測定方法になっている (図 3-1-8-A) 。酵素法

を用いたヘキソナーゼ法は、グルコースをヘキソキナーゼ によりグルコース-6-リン酸 

(Glu-6-P)へと変換する。その後 Glu-6-P は NADP+ 存在下でグルコース-6-リン酸 デヒドロ

ゲナーゼ (Glu-6-P DH)によりグルコノラクトン-6-リン酸 (Gluconolactone-6-P)へと変換され、

NADP+は H+を受け取り NADPH となる。NADPH が 340 nm に発色する方法を用いた測定方

法になっている (図 3-1-8-B) 。これらのメリットとしては、どちらとも簡便に測定できるこ

とが上げられる。しかし、フェノール・硫酸法では硫酸を用いるため危険であることが確認

されており、ヘキソナーゼ法に関しては、キットを用いるため一回の測定が非常に高価にな

ってしまうことがデメリットになっている。 
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縦軸がグルコース量を示しており、総グルコース量はグルコース量に換算した値となっ

ている。A がフェノール・硫酸法を用いて分析を行った。総グルコース量、B がヘキソナー

ゼ法を用いた総グルコース量分析となっている。A のフェノール・硫酸法を用いた総グルコ

ース量では果実が若い時にグルコース量が多く成熟に従い減少することが確認された。B の

総グルコース量では成熟した S6 ~ S8 にかけて若い果実と比べると増加していることが確認

された。これらの 2 つの結果の違いは、測定方法による違いであると考えている。次に総フ

ルクトースの分析を行った (図 3-1-10 A) 。総フルクトース量はフルクトースとグルコース

を同時に測定するキットを用いて測定しており、先に測定した総グルコース量の値から総

フルクトース量の総グルコース量の数値から引いた値の換算になっている。総フルクトー

スでは、果実が若い時は低く成熟していくと増加していくことが確認された。総スクロース

Glucose + ATP 
Hexokinase 

Glu-6-P + ADP 

Glu-6-P + NADP+ 
Glu-6-P DH 

Gluconolactone-6-P + NADPH + H+ 

図 3-1-8. グルコース分析法 

A: フェノール・硫酸法, B: ヘキソナーゼ法 
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図 3-1-9. 土壌栽培ラズベリー果実中の総グルコース量 

A: フェノール・硫酸法, B: ヘキソナーゼ法 
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でも総フルクトース量同様に総グルコース量の数値から引いた値の換算になっている (図

3-1-10 B) 。総スクロース量では一度 S4 で減少するが、stage ごとでの大きな変化は確認さ

れなかった。 

 

 

 

 

3-1-5. 土壌栽培ラズベリー果実中のポリフェノール化合物の分析、および、定量研究 

これまでの研究結果から、S1 では、ラズベリー果実のポリフェノール含有量やラジカル

消去活性が最も高いことが示唆された。そこで、これらの増減の原因となる成分を確認する

ために、HPLC 分析を行った。化合物の同定は、LCMS と標準サンプルとの比較を組み合わ

せて分子量を推定することで行ったが、得られた結果は先行研究の結果と一致したことを

確認した 133,134,135)。図 3-1-11 は、S1 のラズベリー果実について得られた HPLC のクロマト

グラムである。図 3-1-11（A）は、フラバン-3-オールなどの非カチオン化化合物が良好に分

離される条件で得られたクロマトグラムであり、図 3-1-11（B）は、カチオン化したアント

シアニン誘導体が分離できる条件で得られたクロマトグラムである。 

図 3-1-10. 土壌栽培ラズベリー果実中の総フルクトース量、および、総スクロース量分析 

A: 総フルクトース量, B: 総スクロース量 
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図 3-1-11 は、ラズベリー果実抽出液の LC クロマトグラムを示した。A の縦軸が 280 nm

における吸光度で S1 のラズベリー果実抽出液を用いた時の LC クロマトグラム、B の縦軸

が 520 nm における吸光度で S7 のラズベリー果実抽出液を用いた時の LC クロマトグラム。

横軸が保持時間を示している。ピーク上の数字は化合物番号を示し、標準化合物との保持時

間を比較および文献との比較によって同定したものである。LC クロマトグラムのピーク強

度は、溶液中の化合物濃度に比例するため（ランベルト・ベールの法則）、それぞれのピー

クの強度（面積）を利用して、あらかじめ作成した検量線で計算することで、各化合物の濃

度を算出することが可能である。これらの検出された化合物の定量実験を行った。ラズベリ

ーにはフラバン-3-オール化合物を含む様々なポリフェノール化合物が含まれていることが

確認されている 133)。 図 3-1-12、図 3-1-13 に、ラズベリー含まれるポリフェノール化合物

を示した。 
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図 3-1-11. ラズベリー果実抽出液の LC クロマトグラム 

A: 280 nm の吸収波長でのラズベリー果実のクロマトグラム 

B: 520 nm の吸収波長でのラズベリー果実のクロマトグラム 

 

A 
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図 3-1-12. ラズベリー果実中に含まれるフラボノイド化合物 
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具体的には、フラバン-3-オール類の単量体(+)-catechin (2)、(–)-epicatechin (3)、2 量体の

procyanidin B4 (40)、3 量体の procyanidin trimer (29)、ケルセチン誘導体の quercetin (27)、お

よび、ケルセチンの 3 位にグルクロン酸が着いた、querucetin-3-O-glucuronide (28)、加水分解

型タンニンと知られる 2 量体の sanguiin H-6 (42)や 3 量体の lambertianin C (43)、アントシア

ニン誘導体の cyanidin-3-O-sopheroside (30)、cyanidin-3-O-sambubioside (31)、cyanidin-3-O-

glucoside (1)、cyanidin-3-O-rutinoside (32)の 4 種類が確認できた。また、これら以外にも多く

のフラバン-3-オール誘導体が葉 136)や果実に含まれていることを確認しており、表 3-1-1 に

示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-1-13. ラズベリー果実中に含まれる加水分解型タンニン 
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    Fruit stage 

compound M-H S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 

2 289 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 

3 289 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 

5 457 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 

33 457 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 

36 441 〇 - - - - - - - 

37 441 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 

38 441 - 〇 - - - - - - 

39 441 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 

21 593 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 

22 593 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 

23 593 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 

24 593 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 

34 609 〇 〇 - - - - - - 

35 457 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 

16 577 〇 〇 〇 〇 - - - - 

6 577 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 

8 577 〇 〇 〇 〇 - - - - 

40 577 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 

41 865 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 

29 865 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 

 

 

次に表 3-1-2 では各化合物の定量を行った結果を示した。定量は各化合物の標準サンプル

を用いて検量線を作成して行った。各化合物の定量の単位は mg/mL となっており、誤差範

囲を±で示している。まず、果実の成熟段階の S1 から S8 にかけて，(+)-catechin(2)，(−)-

epicatechin (3)，procyanidin C3(29)の含有量は，元の含有量の 87〜89%まで徐々に減少した。

一方、procyanidin B4 (40)と sanguiin H-6 (42)の含有量は成熟するに従い著しく減少し、S8 段

階では元の値の 30%と 49%のレベルになった。さらに，アントシアニン誘導体である

cyanidin-3-O-sopheroside (30)，cyanidin-3-O-sambubioside (31)，cyanidin-3-O-glucoside (1)，

cyanidin-3-O-rutinoside (32)が S3-S6 で検出され，果実の成熟に伴ってその含有量が増加した。

これら 4 種のアントシアニン誘導体のうち、化合物 30 は成熟後に最も多く存在した。以上

表 3-1-1. ラズベリー果実抽出液中のフラバン-3-オール誘導体 
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の定量的な結果から、成熟期におけるフラバン-3-オール誘導体の含有量の減少は、アント

シアニン誘導体の増加に大きく関係していると考えられた。 

 

 

 

mg/mL S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 

(+)-catechin (2) 
2.29 

±0.005 

2.29 

±0.004 

2.29 

±0.006 

2.18 

±0.009 

2.04 

±0.0006 

2.02 

±0.005 

2.00 

±0.008 

2.00 

±0.003 

(-)-epicatechin (3) 
3.12 

±0.01 

3.33 

±0.009 

3.07 

±0.03 

2.70 

±0.02 

2.74 

±0.02 

2.70 

±0.006 

2.71 

±0.007 

2.70 

±0.008 

procyanidin B4 (40) 
0.23 

±0.002 

0.22 

±0.0001 

0.21 

±0.001 

0.11 

±0.002 

0.09 

±0.001 

0.08 

±0.001 

0.07 

±0.002 

0.07 

±0.001 

procyanidin trimer 

(29) 

0.35 

±0.0006 

0.35 

±0.0001 

0.33 

±0.0001 

0.31 

±0.0005 

0.31 

±0.0003 

0.31 

±0.0005 

0.31 

±0.0001 

0.31 

±0.0003 

sauguiin H-6 (42) 
1.98 

±0.007 

1.77 

±0.04 

2.05 

±0.03 

0.85 

±0.12 

0.70 

±0.009 

0.76 

±0.021 

0.72 

±0.009 

0.97 

±0.01 

cyanidin-3-O-

sophoroside (30) 
- - - - 

0.69 

±0.001 

0.68 

±0.005 

1.96 

±0.002 

1.59 

±0.01 

cyanidin-3-O-

sambubioside (31) 
- - - - 

0.27 

±0.002 

0.24 

±0.05 

0.65 

±0.007 

  0.67 

±0.009 

cyanidin-3-O-

glucoside (1) 
- - 

0.26 

±0.005 

0.21 

±0.003 

0.49 

±0.003 

0.50 

±0.009 

0.88 

±0.02 

0.83 

±0.02 

cyanidin-3-O-

rutinoside (32) 
- - - - - 

0.21 

±0.001 

0.35 

±0.008 

0.42 

±0.007 

 

 

 

 

3-1-6. 土壌栽培ラズベリー果実中に発現しているポリフェノール生合成酵素の発現確認 

ポリフェノール量や PA 量は、果実の成熟とともに減少し、それに従いラジカル消去活性

も低下することを確認した。一方で、アントシアニジン量は果実の成熟とともに増加したが、

ラジカル消去活性との間に相関関係は見られなかった。これによりどのポリフェノール化

合物が機能性に影響しているのか確認を行う必要があった。そこで、次にラズベリー果実中

で生産されるポリフェノール合成酵素の発現の確認を行った。植物内で生産される化合物

量は、その化合物の生合成に関与する酵素の発現量と相関がある。そこで、果実中で発現し

ている酵素の定量を試みた。スキーム 3-1-2 は 20)、ラズベリーにおけるフラバン-3-オール誘

表 3-1-2. ラズベリー果実抽出液中の各化合物の含有量 
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導体の推定生合成経路を示したものである。p-クマロイル-CoA からジヒドロケルセチンを

経由して生合成されると考えられている。Procyanidin B4（40）とフラバン-3-オール三量体

（4）は、ロイコシアニジン（ジヒドロケルセチン由来の求電子剤）と(+)-catechin (2)や(-)-

epicatechin (3)などの求核剤との反応によって生成されると考えられている。また、ロイコシ

アニジンはシアニジンを生合成することが予想されることから、フラバン-3-オールの生合

成とシアニジンの生合成は相互に影響しあっている。そこで、フラバン-3-オール誘導体生

合成酵素の発現量を、果実の成熟度に応じて フラバン-3-オール誘導体生合成酵素の発現量

を測定した。 

 

 

スキーム 3-1-2. 推定されるポリフェノール生合成経路 20) 

の構造 
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図 3-1-14は、フラバン-3-オール誘導体生合成遺伝子であるCHS (A)、UDP-グルコース (B)、

F3'H (C)、FLS (D)、DFR (E)、ANS (F)、ANR (G)の発現レベルを半定量 PCR 法で解析した結

果である。コントロールとして histone を用いたところ、果実の成熟段階 S5 および S7 で

histone の発現レベルの低下が認められた。なお、この現象の理由はまだ確認されていない。

また、様々酵素の発現量の中で、最も大きく変化したのは、ロイコシアニジンからシアニジ

ンを合成する ANS であった。ステージ S5 から S7 にかけて ANS 量が大きく上昇しており、

この結果はアントシアニン誘導体の量が増加した熟成段階と相関している。他の酵素につ

いては、成熟期に有意な差は認められなかったため、今回の結果は、フラバン-3-オール誘導

体の外部生合成酵素の発現レベルは変化しなかったものの、フラバン-3-オール誘導体の量

の減少は、ANS の発現量の増加によって引き起こされたことを示唆している。この ANS の

発現量の増加により、アントシアニンの生成が促進されることから ANS の発現量を減少さ

せなければ、フラバン-3-オール含量の減少は防げないと考えられた。この結果を受けて、現

在、栽培条件によって ANS の発現量を下げることができるかどうかを検討している。しか

し、果実の色は、熟していておいしいことを示しており、消費者の購買意欲を高めている。   

これらを踏まえ、3-2 章では ANS の発現とフラバン-3-オール誘導体の生合成との関係を詳

しく調べ、ANS を発現させながらもフラバン-3-オール誘導体の量が減少しない条件などの

探索・検討を行った。 

 

 

 

(A) CHS 

(B) UDP-glucose 

(C) F3’H 

(D) FLS 

(E) DFR 

(F) ANS 

(G) ANR 

(H) Histone 

S1  S2  S3  S4  S5  S6  S7  S8 S1  S2  S3  S4  S5  S6  S7  S8 

図 3-1-14. 土壌栽培ラズベリー果実中の酵素発現確認 

A: Chalcone synthase (CHS), B: Uridine diphosphate glucose (UDP-glucose),  

C: Flavonoid 3’-hydroxylase (F3’H), D: Flavonol synthase (FLS), E: Dihydroflavonol 

reductase (DFR), F: Anthocyanin synthase (ANS), G: Anthocyanin reductase (ANR), 

H; Histone. 
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3-1-7. 土壌栽培ラズベリー果実の成分分析とポリフェノール合成酵素の解析 まとめ 

 露地・土壌栽培で栽培したラズベリー果実を 8 段階の成熟段階に分類し、総ポリフェノー

ル量や総 PA 量、フラバン-3-オール誘導体量およびラジカル消去活性を評価した。その結果、

果実が成熟するに従いフラバン-3-オール誘導体量が徐々に減少し、それに伴いラジカル消

去活性も低下することが確認された。また、これらの化合物の減少はポリフェノール生合成

酵素の発現量と関係していると考え、半定量的ポリメラーゼ連鎖反応を用いて定量したと

ころ、成熟期にアントシアニン生合成酵素の発現量が増加するという変化のみが確認され

た。この結果はアントシアニン量の変化と相関があった。また、生合成経路からの考察にお

いても、フラバ-3-オール誘導体が変換されてアントシアニンになることからも、ラズベリ

ー果実の高機能フラバン-3-オール誘導体の含有量を増やすためには、アントシアニンの合

成を阻害する必要があることが示唆された。今回の結果を受けて、今後は、ANS の発現と

フラバン-3-オール誘導体の生合成の関係を詳しく調べ、ANS を発現させながらもフラバン

-3-オール誘導体の量を減少させない条件を探す必要性があると考えている。 

 ここまでの成果は、以下の学術論文としてすでに受理された。 

 

R. Kobori, S. Yakami, T. Kawasaki, A. Saito, “Changes in the Polyphenol Content of Red Raspberry 

Fruits during Ripening.”, horticulturas, 2021, 7, 569 
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3-2. 植物工場ユニットを用いたラズベリー果実のポリフェノール生産検討 

 序論でも述べたように、露地栽培果実を成熟段階に分類し各種分析を行ったが、露地栽培

の場合天気や気候、その他様々な影響を受けてしまうため、毎年同じような果実を栽培する

のは難しい。そこで、植物工場ユニットを用いて栽培環境を一定にした状態でラズベリーを

栽培した。また、イチゴ果実などに UV などを照射するとポリフェノールが増加するという

ことが報告されている 137-142。LED による植物育成は多くの研究がなされている 143)。そこ

で、ラズベリーにおいても与える光の波長によってポリフェノール量を増加させることが

できると考えた。紫外光でポリフェノール化合物が増加している文献を参考に異なる波長

領域の LED を照射した時の分析を行った 144)。栽培時にラズベリーに照射した波長の強度

を表 3-2-1 に示し、LED をもちいた栽培の様子を図 3-2-1 に示した。光は粒子としての性質

をもっており、その一粒一粒を光子（光量子） という。この光量子の単位面積・単位時間

当たりの個数を示したの が光量子束密度（PFD）単位はmol -2s -1である。さらに、植物が

光合成に利用できる光 は、葉緑素が吸収できる 400 nm から 700 nm の波長領域なので、

その波長 領域の光量子束密度を光合成光量子束密度（PPFD)という 145,146）。PFD-R が赤色の

波長を示しており、PFD-G が緑色の波長、PFD-B が青色の波長になっている。また、A が

青色 LED のみ B が赤色 LED のみ C が青色 LED、赤色 LED を 1:1 で照射し栽培したラズベ

リーになっている。また、植物工場内で 22 ℃の環境でラズベリーの栽培を行った。 

 

- A B C 

PPFD (mol -2s -1) 24.06 26.99 28.15 

PFD-B (Blue) (mol-2s -1) 23.64 0.162 13.73 

PFD-G (Green) (mol -2s -1) 0.33 0.2 0.487 

PFD-R (Red) (mol -2s -1) 0.09 26.62 13.93 

Temperature (℃) 22 22 22 

 

 

表 3-2-1. ラズベリーに照射した LED 光の波長 

 

 

 

C B A 

図 3-2-1. LED を用いた栽培様子 
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3-2-1. LED 照射ラズベリー果実を用いたポリフェノール類分析 

 LED を照射し栽培したラズベリー果実の総ポリフェノール量や総 PA 量の測定を行なっ

た。(図 3-2-2) A や B の条件と C の条件を比べると総ポリフェノール量で成熟すると減少し

ていたが S8 で増加することが確認された。これより C の条件、すなわち赤と青の混合光下

で栽培することによりポリフェノール量を増加させることができることが示唆された。 

3-2-2. LED 照射ラズベリー果実を用いた抗酸化活性の指標となるラジカル消去活性試験 

次に抗酸化活性の指標となる DPPH ラジカル消去活性試験や ABTS ラジカル消去活性試

験を行なった。縦軸がラジカル消去活性率、横軸は stage No を示している。ラジカル消去活

性試験に関しては 25 mg/mL の濃度のサンプルを用いた。DPPH ラジカル消去活性試験、お

よび、ABTS 消去活性試験でも総ポリフェノール量、総 PA 量と同様に C の条件（赤と青の

混合光下）で他の条件と比べると増加していることが確認でき、また成熟した S8 でも増加

していることが確認された。この結果は 3-2-2 の総ポリフェノール量や総 PA 量の変化とも

相関があることから、赤と青の混合光で栽培する方法はポリフェノール化合物を増加させ
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図 3-2-2. LED 照射栽培時のラズベリー果実中の成分分析 

a: 総ポリフェノール量, b: 総 PA 量,  

a b 

図 3-2-3. LED 照射栽培時のラズベリー果実抽出物を用いた活性評価 

a: DPPH ラジカル消去活性試験, b: ABTS ラジカル消去活性試験,  
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ることによってラズベリー果実の機能性を向上させることが分かった。 

 

3-2-3. LED 照射ラズベリー果実を用いたポリフェノール化合物 LC 分析 

これまでの研究でCの条件で栽培した S8の果実で総ポリフェノール量が多いことが確認

された。そこで、どのポリフェノール化合物が影響しているのか果実抽出液を用いて LC 測

定を行った。ラズベリー果実抽出液のクロマトグラムを図 3-3-3 に示した。縦軸が 280 nm

における吸光度で S1 のラズベリー果実抽出液を用いた時のクロマトグラム、横軸が保持時

間を示している。クロマトグラムより b や c の条件では加水分解型タンニンである sanguiin 

H-6 (42)が検出されたが a の条件では検出されないことが確認され加水分解型タンニンは青

色波長だけでは生産されず赤色の波長が必要であることが確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

次に図 3-2-3では検出されたポリフェノール化合物が栽培条件でどのように増減している

のか各化合物の検量線を用いて定量を行った。これまで総ポリフェノール量や総 PA 量より

C の条件の S8 でポリフェノール量などが増加することを確認してきたが、図 3-2-4 より、

S8 での増加は今回定量したフラバン-3-オール誘導体以外のポリフェノール化合物の増加に

よることが示唆された。 

図 3-2-3. ラズベリー果実抽出液の LC クロマトグラム 

S1 時の LC クロマトグラムになっている。a: A の栽培条件, b:B の栽培条件, 

c: C 栽培条件 
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図 3-2-4. ラズベリー果実抽出液中のポリフェノール化合物の定量 

a: (+)-catechin (2)の定量, b:(-)-epicatechin (3)の定量, c: procyanidin B4 (40)の定量,d: procyanidin trimer 

(29)の定量, e: sanguiin H-6 (42)の定量  
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3-2-4. LED 照射ラズベリー果実を用いたポリフェノール生合成酵素発現量分析 

総ポリフェノール量や総 PA 量が C（赤と青の混合光照射）の条件で成熟段階の S8 が増

加したことが確認され、これは、生合成酵素が関係しているのではないかと考え、半定量

PCR を用いてポリフェノール生合成酵素の発現量を確認した。半定量 PCR で control として

Histone 当たりでの各生合成酵素の発現量の数値化を行った。図 3-2-5 a はフェニルプロパノ

イド合成酵素 PAL、b が 4-CL の遺伝子発現、c は CHS の遺伝子発現、d は UDP-glucose の

遺伝子発現、e は F3’H の遺伝子発現、f は DFR の遺伝子発現、g は ANS の遺伝子発現、

h は ANR の遺伝子発現、の結果である。ANS 以外のほとんどの酵素で C の条件の S8 で増

加していることが確認された。ANS はアントシアニジンを生合成する酵素で ANS の生産を

減少させることにより、フラバン-3-オール誘導体の代謝を抑えることができ、結果として

フラバン-3-オール誘導体量を増加させることが示唆された。 
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図 3-2-5. LED 照射栽培時ラズベリー果実中のポリフェノール生合成酵素の発現量分析 

Histone 当たりの各生合成酵素の発現量の数値化を行った a: PAL, b: 4-CL, c: CHS, d: UDP-

glucose, e: F3’H, f: DFR, g: ANR, h: ANS 

a: PAL  b: 4-CL  

c: CHS  
d: UDP-glucose 

e: F3’H  f: DFR  

g: ANR  

h: ANS  
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3-2-5. 植物工場ユニットを用いたラズベリー果実のポリフェノール生産検討 まとめ 

 ラズベリー果実を 8 段階の成熟段階に分類し、外気の気候などに影響されない植物工場

ユニットを用いて 3 種類の条件(A:青色光・B:赤色光・C: 青色光/赤色光)でラズベリーの栽

培を行い、総ポリフェノール量や総 PA 量、フラバン-3-オール誘導体量、および、ラジカル

消去活性を評価した。その結果、C の条件において、成熟するに従いフラバン-3-オール誘導

体量が徐々に減少したが、成熟した S8 で再び増加すること確認された。また、ラジカル消

去活性においても S8 で活性が増加することが確認された。また、これらの化合物の変化は

ポリフェノール生合成酵素の発現量と関係していると考え、半定量的ポリメラーゼ連鎖反

応を用いて定量したところ、C の条件において S8 でアントシアニジン合成酵素の ANS の

発現量が減少していることを確認した。前章ではラズベリー果実が成熟すると ANS の発現

が増加し、フラバン-3-オール誘導体が代謝されて減少している可能性が示唆されていた。

その実験をふまえて栽培環境を制御できる植物工場ユニットを使用した検討を行い、C の条

件 (青色光/赤色光)でラズベリーを栽培することにより ANS の増加を抑制することができ

フラバン-3-オール誘導体、および、ポリフェノール量を増加させることで前章の問題を解

決した。 
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3-3. 植物工場ユニットを用いたラズベリー葉のポリフェノール生産検討 

 3-2 章では、ラズベリー果実を用いて露地や植物工場ユニットを用いて栽培を行い、生育

過程や栽培条件での成分分析研究を行った。本章では植物工場ユニットを用いてラズベリ

ー葉の栽培条件での分析を行った。ラズベリーに照射した波長の強度を表 3-3-1 に示し、照

射した時の実際の写真を図 3-3-1 に示した。A-H の波長強度をラズベリー葉に照射し栽培温

度は 22 ℃で行った。また、温度を下げた 18 ℃でも栽培を行った。温度を下げることによ

り植物のライチ (Litchi chinensis Sonn)で開花誘導遺伝子の LcFT1 の発現が増加するなどの

報告 147)があることから、温度を下げることにより、影響があると考えたため温度を変更し

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A1 B1 C D E F G H 

PFD-B (Blue) (mol m-2 s-1)  7.23 7.23 30.24 30.24 40.09 3.86 16.54 - 

PFD-R (Red) (mol m-2 s-1)  8.33 8.33 - - - 4.43 27.87 - 

Temperature (°C)    18    22    18    22    22    22    22    22 

A, B 

C, D E 

F G 

 表 3-3-1. ラズベリー葉に照射した LED 光の波長 
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3-3-1. LED 照射ラズベリー葉を用いたポリフェノール類分析 

 LED を照射し栽培したラズベリー葉の総ポリフェノール量や総 PA 量の測定を行なった 

(図 3-3-2) 。 A、および、B の条件では、総ポリフェノール量と総 PA 量の両方が 18 ℃で

減少し、温度がポリフェノールの生産に影響したことを確認した。また、C、および、D の

条件での総ポリフェノール量は温度での大きな変化はなく、総 PA 量では 22 ℃で増加する

ことが確認された。青色 LED の光量を増やした E の条件では総ポリフェノール量は増加し

たが、総 PA 量は増加しないことが確認さた。赤や青色 LED を照射した F や G の条件では、

総ポリフェノール量に大きな変化がないことが確認された。しかし、総 PA 量では光の増加

とともにわずかに増加したことが確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3-3-2. LED 照射ラズベリー葉中を用いた抗酸化活性の指標となるラジカル消去活性試験 

 次に抗酸化活性の指標となる DPPH ラジカル消去活性試験や ABTS ラジカル消去活性試

験を行なった。A や B の条件で DPPH、および、ABTS ラジカル消去活性試験を測定し A の

18 ℃で減少した。これは、総ポリフェノール量や総 PA 量と相関があることを確認した。

DPPH ラジカル消去活性では E の条件で最も高い活性を示した。一方で ABTS ラジカル消

去活性試験では DPPH ラジカル消去活性試験と異なる結果になったことが確認された。こ

れは、DPPH ラジカルと ABTS ラジカルの化学構造と測定条件に大きな違いがあるためだと

考えている。DPPH、および、ABTS はラジカルを持つ化合物を用いて、そのラジカル消去

を指標にして活性酸素種であるラジカルを消去する能力を推定する方法である。化学反応

であることから、含まれるポリフェノール化合物の構造と DPPH、ABTS が反応液中で接触

しにくい構造である場合は活性に差が生じる。一方で比較的簡単に行うことができる活性

測定であることから活性酸素消去能の指標として広く用いられている。今回活性差があっ

たが、よく知られている現象でありこの差異について問題はないと考えられる。 

図 3-3-2. LED 照射栽培時のラズベリー葉の成分分析 

a: 総ポリフェノール量, b: 総 PA 量 
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3-3-3. LED 照射ラズベリー葉を用いたポリフェノール化合物 LC 分析 

 ラズベリー葉中においてポリフェノールの組成は光と温度により変化することが示唆さ

れた。そこで A-H での条件で栽培したラズベリー葉抽出物を HPLC 分析により含まれる化

合物がどのように変化するのか確認を行った。ポリフェノール化合物は A と C の条件では

ほとんど検出されなかったが B や D の条件ではポリフェノール化合物が検出された。これ

より栽培温度がポリフェノール化合物の生産に影響することが確認された。また、D の条件

ではフラバン-3-オール誘導体の相対的含有量が増加した。これにより、青色 LED 光を照射

し栽培すると、フラバン-3-オール誘導体を効率的に増やすことが出来ると示唆された。赤

色 LED を照射した F や G の条件では加水分解型タンニンが増加したことを確認した。一方

で、H の条件では、加水分解型タンニンは減少したが、フラバン-3-オール誘導体は比較的増

加したことを確認した。これらの結果は、青色 LED または光を与えず一定期間ラズベリー

の栽培を行うことでフラバン-3-オール誘導体の含有量が増加することが確認された。高機

能性ポリフェノールであるフラバン-3-オール誘導体の増加は葉の機能性を向上させること

が確認されたことになる。 
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図 3-3-3. LED 照射栽培時のラズベリー葉の成分分析 

a: DPPH ラジカル消去活性試験, b: ABTS ラジカル消去活性試験,  
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図 3-3-4. ラズベリー葉抽出液 A-H の条件での LC クロマトグラム 
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 次に、ラズベリー葉中に含まれるフラバン-3-オール誘導体の定量を行った。フラバン-3-

オール 2 量体の procyanidin B4 (40)では、D や E、H の条件で増加したことを確認した。こ

れより、青色 LED を照射するとフラバン-3-オール 2 量体の procyanidin B4 (40)を増加させ

ることができると示唆された。これは、図 3-3-2 の総 PA 量と相関があることが確認された。

光照射によって総ポリフェノール量や総アントシアニジン量の増加についての報告例はあ

るが、フラバン-3-オールや PA の個々の化合物の増加について明らかにした報告例はこれま

でにないことから、今後の園芸分野において有用な成果である。 

 

 

 

3-3-4. LED 照射ラズベリー葉中に発現しているポリフェノール生合成酵素の発現確認 

 ポリフェノール量は光と温度によって変化することを確認した。この変化はポリフェノ

ール生合成酵素が光の影響を受けていると考えたため PCR 法を用いた生合成酵素発現量の

確認を行った。その結果を図 3-3-5 に示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A や C の条件での遺伝子発現レベルは、ほとんど違いがないことが示唆され、これより

18℃で栽培した A と C の条件での総ポリフェノール量の変化は今回確認を行った生合成以

外の酵素が関係していると考えている。一方で、22℃で栽培した B や D の条件では D の条

件で CHS の遺伝子発現量が増加していることが確認された。青色 LED を照射する事により

 A B C D E F G H 

(+)-catechin (2) 0.50 0.44 0.45 0.48 0.60 0.46 0.45 0.52 
(–)-epicatechin (3) 0.10 0.09 0.06 0.10 0.11 0.09 0.11 0.11 

procyanidin B4 (40) 0.59 0.58 0.48 1.25 1.00 0.79 0.87 1.35 

Procyanidin C3 (29) 0.34 0.32 0.30 0.38 0.38 0.34 0.37 0.39 

A C B D F 

Histone 

ANS 

DFR 

FLS 

F3’H 

CHS 

図 3-3-5. LED 照射栽培時のラズベリー葉の酵素発現確認 

 

 

 表 3-3-2. フラバン-3-オール誘導体の定量 
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CHS の発現量が増加することが示唆された。CHS（カルコンシンターゼ）はフラバン 3-オ

ール誘導体の生合成の上流に位置し、この酵素の発現が増加していることはフラバン-3-オ

ール誘導体全体の生産が増加していることを示している。この酵素が光に影響されるとい

う報告例がなく、どのようにして青色光で活性化されているかは不明であるが、光合成に関

連する経路と関係がある可能性がある。元来ポリフェノール化合物は植物に悪影響のある

紫外線の吸収や、紫外線による活性酸素を除去する目的で生産されると考えられており、青

色光のみの照射がラズベリー葉中で何らかの脅威としてとらえられている可能性がある。 

 

 

 

3-3-5. 植物工場ユニットを用いたラズベリー葉のポリフェノール生産検討 まとめ 

 植物工場内でラズベリーを栽培し、光の強さ、温度、異なる波長の LED を葉に照射し、

ポリフェノールの成分分析を行った。青色 LED で栽培した条件で総ポリフェノールが増加

することを確認した。また、HPLC 分析よりフラバン-3-オール 2 量体の procyanidin B4 (40)

が増加したことを確認した。また、半定量 PCR では青色 LED でフラバン-3-オール誘導体

生合成経路の上流にある CHS 遺伝子の発現が増加するが判明した。CHS の発現量が増加す

るのかは不明であるが、青色光を照射し栽培を行うことにより、フラバン-3-オール誘導体

が増加し機能性を向上させた。この成果はラズベリーだけではなく他の植物にも応用可能

であり機能性を向上させた作物栽培に貢献すると考えている。 

ここまでの成果は、以下の学術論文としてすでに受理された。 

 

R. Kobori, S. Hashimoto, H. Koshimizu, S. Yakami, M. Hirai, K. Noro, T. Kawasaki, A. Saito, 

“Flavan-3-ols content in red raspberry leaves increases under blue LED-light irradiation.”, 

Metabolites, 2019, 9, 56 
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3-4. ラズベリー培養細胞を用いたポリフェノール生産検討 

 植物栽培は、様々な環境要因に左右され、一定の条件下で栽培することが難しい。それゆ

え、3-2 章や 3-3 章では植物工場ユニットを用いた栽培を検討した。しかし、その場合でも、

植物体をじゅうぶん大きく成長させるには長い時間を要する。そこで、植物培養細胞(未分

化細胞、カルス)を用いることで、外界の環境に左右されることなく供給が可能になるので

はないかと考えた。植物培養細胞であれば、増殖速度が速い。植物体は葉や根のような様々

な分化した細胞から出来ているのに対し、植物培養細胞は同じ性質を持つ均質な細胞から

できており、フラスコなどで培養できるため、簡単に生育条件を一定に整えることができる

148)。一般的に植物体は、根の細胞でも、葉の細胞でも、1 個の体細胞が固体へと分化し得る

能力、すなわち、分化全能性を持っている。分化全能性を持って

いる植物体は、培地の組織や培養条件を制御することで、その組

織特有の分化(葉や茎など)や無限に増殖させることが可能であ

る 149)。また、カルスに異なる波長の LED を照射すると成長促進

150)、不定胚の成熟改善 151)、アルカロイド類 152)が増加するとい

う報告がある。例えば、Kubica らは Verbena officinalis L. 培養細

胞に LED を照射すると蛍光灯で培養した細胞より protocatechuic 

acid (42)などが増加するということが確認されている 153)。

Nadeem らは、ocimum basilicum 培養細胞に青色 LED を照射すると総フェノール類が増加す

ることが確認されている 154)。これより、本研究ではラズベリー培養細胞に異なる波長のLED

を照射しどの波長が効率よくポリフェノールを生産するのか検討を行った。ラズベリー培

養細胞は ganborg B5 培地で培養した細胞に 7 日間 LED を照射した。表 3-4-1 に LED を照射

し培養した時の条件を示した。コントロールとして培養細胞に光を与えず培養した細胞で

も研究を行った。 

 

 

 A B C D E 

PPFD (μmol -2s -1) 0 28.62 27.79 23.88 26.18 

PFD-B (Blue) (μmol -2s -1) 0 8.579 26.62 0.586 0.473 

PFD-G (Green) (μmol -2s -1) 0 6.648 0.451 2.684 24.87 

PFD-R (Red) (μmol -2s -1) 0 13.4 0.272 20.61 0.844 

Temperature (℃) 23 

 

 

3-4-1. ラズベリー培養細胞のポリフェノール分析 

 ラズベリー植物体には、多くのポリフェノールが含まれていることが確認されている 133)

 

 

 

 

 

図 3-4-1. Protocatechuic 

acid (42) の構造 

誘導体の構造 

表 3-4-1. ラズベリー培養細胞に照射した LED (µmol-2s-1)の波長 
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ため、培養細胞においてもポリフェノールが多く含まれている可能性がある。また、前項ま

での検討において光照射でポリフェノール量や組成が変化していることから培養細胞でも

光によって影響される可能性がある。そこでまず、培養細胞にどの程度ポリフェノールが含

まれているか確認するために、総ポリフェノール量、総 PA 量の測定を行った。a が総ポリ

フェノール量、b が総 PA 量で a の縦軸が総ポリフェノール量、b が総 PA 量、横軸が各 LED

を照射した時の培養細胞になっている。 

 総ポリフェノール量では、光を与えていない A と比べると、赤色光照射条件 D や緑色光

照射条件 E で増加することが確認された。また、総 PA 量では A と比べると緑色光照射条

件 E で最も増加することが確認された。赤色光や緑色光を照射によりポリフェノール類が

増加する可能性が示唆された。青色光照射条件 C では総ポリフェノール量がほとんど増加

しておらず、フラバン-3-オール誘導体のオリゴマーである総 PA 量が増加していることか

ら、C ではポリフェノール化合物の中でもフラバン-3-オール誘導体の生産が増加している

可能性がある。これは植物工場で栽培したラズベリー葉での結果と相関がある。一方で緑色

光照射条件 E により総ポリフェノール量、および、総 PA 量の両方が大幅に増加している。

これは非常に興味深い結果であり、培養細胞の場合は緑色光により機能性ポリフェノール

が増加したことを示している。植物体の場合は葉緑体が緑色を反射することで緑色光は取

り入れることができず、また葉緑体では緑色光を利用するシステムがない。一方、培養細胞

は葉緑体が発現しておらず無色透明の細胞であることから、すべての光が細胞内に透過す

る。このことから、培養細胞は緑色の光を吸収して生合成酵素を活性化する何らかのシステ

ムを持つことが示唆された。植物体も同様な緑色光を利用できるのかもしれないが、葉緑体

のために緑色を吸収できない可能性がある。 

 

 

 

 

図 3-4-2. LED 照射培養時のポリフェノール分析 

a: 総ポリフェノール量, b: 総 PA 量,  
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3-4-2. ラズベリー培養細胞のポリフェノール生合成酵素の発現量分析 

次に、半定量 PCR を用いてポリフェノール生合成酵素の発現量を確認した。生合成酵素

の発現量を確認することにより、図 3-4-2 の総 PA 量の A や D の条件で PA 量が減少した理

由が確認できるのではないかと考えた。図 3-4-3 に LED 照射培養時のポリフェノール生合

成酵素発現量分析を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-4-3 ではラズベリー中に発現している酵素の発現量の確認を行った結果を示してい

る。図中、a が PAL、b が 4-CL、c は CHS、d は UDP-glucose、e は F3’H、f は DFR になっ

ている。a の PAL では、C や E の条件で B よりも多く生合成されていることが確認された。
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図 3-4-3. LED 照射培養時のポリフェノール生合成酵素発現量分析 

a: PAL, b: 4-CL. c: CHS, d: UDP-glucose, e: F3’H, f: DFR  
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また、4-CL では赤、緑、青色の波長を一定の割合で照射している細胞で増加することが確

認された。c は CHS、d は UDP-glucose、e は F3’H、f は DFR になっている。c の CHS では、

条件ごとに大きな変化はないが、D の条件で減少することが確認され、UDP-glucose では C

の条件で増加していることが確認された。F3’H では C や E の条件で増加することが確認さ

れた。DFR では A や B の条件で発現量が少ないことが確認され、C や E の条件で増加して

いることが確認された。青色光照射条件 C、緑色光照射条件 E では総ポリフェノール量、総

PA 量測定の結果と相関があり、フラバン-3-オール誘導体の生合成経路が主に活性化されて

いた。ラズベリー葉では青色光でフラバン-3-オール誘導体の生合成が増加していたが、培

養細胞では青色光に加えて緑色光でも同様な酵素が活性化されている。このことから、培養

細胞は緑色光で活性化されるシステムを持っていることが明らかになった。赤色光でも酵

素は活性化されているが、フラバン-3-オール誘導体の増加にはあまり関与しない。この成

果から青色や緑色光照射下で細胞を培養することで機能性ポリフェノールを増加させるこ

とができた。 

 

 

3-4-3. ラズベリー培養細胞のポリフェノール化合物の LC 分析 

 前章で各条件により生合成酵素の発現量が異なることが確認され、とくに青色光や緑色

光でフラバン-3-オール誘導体が増加することが明らかになった。そこでラズベリー培養細

胞で生産されているポリフェノール化合物の含有量変化の確認を行った。まず、図 3-4-4 に

どのようなポリフェノール化合物が含まれているのか LC 分析を行った。LC 分析の結果、

11 種類のポリフェノール化合物が含まれていることが確認された。ポリフェノール化合物

の構造を図 3-4-5 に示した。 
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図 3-4-4. LED 照射培養時のポリフェノール化

合物 LC 分析 

a-e: 異なる波長の LED を照射した時のクロ

マトグラム 
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 次に、同定された化合物が LED の照射条件によりどのように変化するのか標準化合物の

検量線を用いて定量研究を行った。ラズベリー培養細胞中のポリフェノール化合物の定量

を図 3-4-7 に示した。まず、フラバン-3-オール誘導体の(+)-catechin (2)、(−)-epicatechin (3)の

定量を行った。(+)-catechin (2)では赤色光照射下 D の条件で増加していることが確認され緑

色光照射下 E の条件では減少することが確認された。また、(+)-catechin (2)とは逆に、(−)-

epicatechin (3)では E の条件で増加することが確認された。4-Hydroxybenzoic acid (43)では(+)-

catechin (2)と同じように D の条件で増加することが確認された。Protocatechuic acid (42)では

光照射無し条件 A と E の条件で増加していることを確認した。次に galiic acid (25)、caffeic 

acid (45)では条件ごとに大きな差はないが青色光照射下 D の条件で増加していることを確

認した。前章ではポリフェノール生合成酵素の発現量は C や E の条件で増加傾向であった

が、化合物ごとに定量を行ったところ、化合物によって影響される光が異なることが確認さ

れた。これらの結果より、照射する波長を変えることにより培養細胞を用いることで選択的

にポリフェノール化合物を生産できることが確認された。今回分析した化合物は市販され

ているが比較的高い値段で取引されている化合物である。培養細胞を大量に培養すること

ができれば上記化合物の新たな生産法となる可能性がある。 

図 3-4-5.ラズベリー培養細胞中に含まれる化合物群 
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3-4-5. ラズベリー培養細胞を用いたポリフェノール生産検討 まとめ 

 ラズベリー培養細胞の樹立を行い、波長の異なる LED を照射した時の総ポリフェノール

量、総 PA 量やポリフェノール化合物の定量分析を行った。総ポリフェノール量や総 PA 量

では青色光を照射した細胞で増加することを確認した。総ポリフェノール量や総 PA 量の変

化がポリフェノール生合成酵素に影響していると考え半定量 PCR を用いて生合成酵素の発

現を確認し、青色光や緑色光では、機能性ポリフェノールであるフラバン-3-オール誘導体

生合成に関係する PAL や CHS などの生合成酵素が増加したことを確認した。また葉緑体を

生産する植物体では見られない現象であるが、培養細胞を用いたときは緑色光でもフラバ

ン-3-オール誘導体の生産が増加した。これは緑色の葉緑体がある場合は緑色を反射するた

めに利用できないが、細胞中には緑色を利用できるシステムも存在することを示している。

また、培養細胞を用いた場合、植物体では見られなかったガロイル化されたフラバン-3-オ

ール誘導体が生合成されていることを確認した。 

植物体と培養細胞では主に葉緑体の発現の有無が異なっている。本文では示さなかった

が、培養細胞における葉緑体の発現の検討も行った。培養細胞における葉緑体の発現は培地

の組成を変え光を照射することにより発現することを確認した。しかし、葉緑体の発現した

細胞は成長しないため緑色の細胞にはなるがそれ以上成長しないため分析をすることが不

可能であった。培養細胞は脱分化した細胞であるが、葉緑体は分化後に活性化する細胞内小

器官であり、培養細胞中では基本的に発現しないことが確認された。植物体や果実で発現し

ている ANS の発現も見られなかったことも葉緑体に原因があると考えている。 

培養細胞に青色光や緑色光を照射してフラバン-3-オール誘導体を生産した例は本博士論

文を執筆している現在では報告されておらず本報告が初めての例となる。 

 

 

3-5. 植物培養細胞を用いたフラボノイド変換反応 

 前章ではラズベリー培養細胞に異なる波長の LED を照射しポリフェノール化合物の生産

検討を行ったが、本章の研究では、植物培養細胞を用いて機能性が高いフラバン-3-オール

誘導体を効率的に生産したいと考えた。理化学研究所から提供された植物細胞、ブドウ培養

細胞 Vitis Vinifera L.を用いて検討を行うことにした。また、ブドウ培養細胞同様にしてラズ

ベリー培養細胞を用い変換反応を行った。具体的には、有機合成では合成が難しいフラバン

-3-オール誘導体、とくに配糖体の合成に行った。植物培養細胞で配糖体が合成できるとい

う論文が発表されており 88,90-94)、同様な方法を用いてフラバン-3-オール誘導体の配糖化を

合成可能だと考え検討した。糖化反応をすることにより化合物の活性が上がる可能性か示

唆されている 87,95)。 
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3-5-1. ブドウ培養細胞 (Vitis vinifera L.)を用いたフラボノイド変換反応 

 ブドウには多くの配糖化酵素がふくまれている 155)。今回、用いたブドウ培養細胞は VW 

(Vitis White)株と VR (Vitis Red)株の 2 種類を用いた。VW は赤い色素であるアントシアニジ

ンを生産する能力がない株、VR はアントシアニジンを生産する能力がある株である。(写真

は 2 章概論で示した)。具体的な実験は次のように行った。ブドウ培養細胞をフラスコにて

前培養し、そこに化合物の終濃度が 2 mM になるように培養液に添加した。6 日間 27 度で

振とう培養を行い、培養液を遠心分離したのち細胞画分は破砕し、酢酸エチルで分配した。

また、遠心分離して得た水層も酢酸エチルで分配した。分析の結果、植物細胞区分から抽出

した酢酸エチル層にフラバン-3-オール誘導体が含まれていることが確認できた。まず、文

献を参考に VW 細胞を用いて quercetin (11)での糖化反応を行い、quercetin (11)の 3 位に糖化

反応が進行した quercetin-3-O-glucoside (50)、および、isoramunetin-3-O-glucoside (49)が生成

したことが確認できた 87,156)。VR 細胞でも同様の結果が得られている。これらの化合物は基

質を添加せず培養したコントロール (図 3-5-1-B)では確認されていない。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

次に、他のフラボノール化合物の fisetin (51)、kaempherol (53)、miricetin (55)用いて VR 細

胞で同様の変換反応を行った (図 3-5-2) 。アントシアニン色素を合成する VR 細胞を用い

たこれらの化合物の誘導体は報告されていない。Fisetin (51)は quercetin (11)の 5 位に水酸基

を持たない類縁体であり、VR 細胞を用いて fisetin (51)変換した結果、3 位が配糖化された

化合物 (52)が得られた (図 3-5-2-B) 。 Kaempferol (53)は quercetin (11)の 3’位に水酸基を持

たない類縁体であり、VR 細胞で変換した結果 fisetin (51)同様に 3 位が配糖化された化合物

52 が得られた (図 3-5-2-C) 。 一方、quercetin (11)の 5'位に水酸基が付加した誘導体である

myricetin (55)では、3 位に配糖化された化合物（56）また、7 位に配糖化された化合物 (57)

が VR 細胞によって得られた (図 3-5-2-D) 。これらの結果は、B 環上の水酸基がフラボノー

図 3-5-1. VW 細胞を用いた quercetin (23)の配糖化反応 

A: quercetin (27)を用いた時の LC クロマトグラム, B: 基質を添加せずに培養したブドウ培養細胞 (ブラ

ンク) 
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ル誘導体 quercetin (11)の類縁体に立体的な影響を与えている可能性を示唆している。また、

myricetin (55)のように水酸基を 3 つ持つ化合物では、B 環の水酸基が嵩高いために 3 位の反

応性が低下し、7 位が配糖化される可能性がある。VR 細胞では、フラボノール化合物であ

る quercetin 誘導体の配糖化反応が進行したが、フラバン-3-オール誘導体では様々な検討を

行ったが配糖化反応は進行しなかったという。VR 細胞は主にフラボノール化合物を変換で

きることが示唆された。また、VW 細胞でもこれらのフラボノール誘導体を用いて同様の検

討を行ったが、配糖化反応は進行しなかった。 
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図 3-5-2. VR 細胞を用いたフラボノイド化合物の配糖化反応 

A:フラボノール誘導体の構造, B: fisetin (51)を用いた時のクロマトグラム, C: kaempherol (53)

を用いた時のクロマトグラム, D: myricetin (55)を用いた時のクロマトグラム 
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これまで、フラボノールの配糖化反応を行ってきたが、次にフラバン-3-オール誘導体を

用いて化合物変換検討を行った。まず、最初にアントシアニン色素を合成しない VW 細胞

を触媒として用い基質として、EGCG (5)で反応を行った結果糖化反応は進行せず、オリゴ

マー化した EGCG (5)の thesinensin A(58)が生成していることが確認された。Theasinensin A 

(58)はウーロン茶 157)や紅茶 158)からの単離が報告されている。また、様々な方法で合成され

ることが報告されており、酸化剤としてフェリシアン化カリウムを用いる方法 157)、1,1−ジ

フェニル−2−ピクリルヒドラジル（DPPH）を用いてラジカル酸化する方法 159)、アルカリ条

件下で空気酸化する方法 160)がある。また、ナシ果実ホモジネートを用いて酸化する方法 158)、

及び、銅を用いて酸化も開示されている 161)。さらに、三井農林によって白金族触媒を用い

て酸化させる方法などがある 162)。また、theasinensin A(58)はアポトーシス誘導作用 163)、リ

パーゼ阻害作用 164)、抗炎症作用 165)、血圧値上昇抑制作用 166)、などの機能が報告されてい

る高機能生ポリフェノール化合物である。また、EGCG (5)をアントシアニン色素を合成す

る VR 細胞を用いて変換反応を行ったが theasinensin A (58)は生成されなかった。theasinensin 

A (58)が生成されるためには、B 環の水酸基が酸化されてキノン型の構造になる必要がある。

ポリフェノールをキノン型に変換する酵素としてポリフェノールオキシダーゼ（PPO）が一

般的に知られているが、VW 細胞では EGCG の B 環を酸化する PPO が生産されているた

め、酸化されてオリゴマー化反応が進行したと考えられる。 
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図 3-5-3. VW 細胞を用いたフラバン-3-オール誘導体変換反応 

A: EGCG(5)誘導体の構造, B: VW 細胞を用いた EGCG (5)の変換クロマトグラム 
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VR 細胞を用いて(−)-epicatechin (3)を変換すると、オリゴマー化反応が進行し、(−)-

epicatechin (3)が 2 分子縮合した procyanidin B2 (6)が、3 分子が縮合した procyanidin C1(7)が、

それぞれ 27%と 10%の収率で生成した（図 3-5-4）。アントシアニン色素を生産しない VW

細胞では、このオリゴマー化反応が起こらなかったことから、色素を生産する VR 細胞に存

在する酵素が重要であると考えられる。 (−)-epicatechin (3)からオリゴマーが合成されると

推定される経路をスキーム 1 に示した。スキーム 3-5-1 に示すように、ジヒドロフラボノ

ール誘導体(A)の 4 位のカルボニル基がフラバノール還元酵素で還元され、ロイコアントシ

アニジン誘導体（B）が生成されると考えられる。ロイコアントシアニジン誘導体（B）は、

アントシアニジン合成酵素によってカチオン化され、アントシアニジン誘導体となる。ロイ

コアントシアニジン誘導体（B）の 4 位の水酸基はベンジル位であるため、脱離能力が高く、

4 位にカチオンを有する中間体（D）が生成すると考えられる。このカチオン（D）に別の分

子のエピカテキンの 8 位と縮合すると二量体が生成し、既に生成している二量体と縮合す

ると三量体が生成すると考えられる。アントシアニジン（C）を生成しない VW 細胞では、

ロイコアントシアニジン誘導体（B）の誘導体が生成されないことを考えると、VW 細胞で

はオリゴマーが生成されないことが説明できる。 
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図 3-5-4. VR 細胞を用いたフラバン-3-オール誘導体変換反応 

A: (-)-epicatechin (3)誘導体の構造, B: VR 細胞を用いた(-)-epicatechin (3)の変換クロマトグラム 
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スキーム 3-5-1. VR 細胞によるオリゴマー合成の予想経路。 

(a）フラバノール還元酵素による還元反応,（b）アントシアニジン合成酵素によるプロトンの

脱離反応,（c）4 位の水酸基の化学的脱離反応,（d）オリゴマーの縮合反応 
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3-5-2 ラズベリー培養細胞 (Rubus idaeus)を用いたフラボノイド変換反応 

 ラズベリーにも多くのポリフェノール化合物や生合成酵素が含まれていることを確認し

ている。そこで、ラズベリー培養細胞を構築しブドウ培養細胞同様に植物に含まれている酵

素の力を使い様々な配糖体や置換されたポリフェノール化合物が得られるのではないかと

考えた。まず、文献を参考にラズベリー培養細胞を構築した 167,168,169)。品種はヒンボートッ

プ種(ラフザック)用いた。ブドウ培養細胞と同じように実験を行い、終濃度が 2 mM になる

ように基質を培養液に添加した。6 日間 23 ℃で振とう培養を行い、培養液を遠心分離した

のち細胞画分は破砕し、メタノールで抽出を行った。その後、酢酸エチルで分配し分析を行

った。まず、フラボノールの quercetin (11)を用いて反応を行った。 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-5-5 にラズベリーの培養細胞を用いて quercetin（11）を変換した結果を示した。ブド

ウ培養細胞での検討と同様に、quercetin (11)からは、isorhamnetin (61)、quercetin-3-glucoside 

(50)、 isorhamnetin-3-glucoside (49)が生成された。培養ブドウ細胞との大きな違いは、

isorhamnetin-3-O-glucosid (49)の生産量が多いことが確認された。また、quercetin-7-O-glucoside

（59）や 3-O-rutinoside（60）は少量しか生成されなかった。ラズベリーの培養細胞を用いる

方法は、入手が容易な quercetin (11)から高価な isorhamnetin-3-O-glucoside（49）を合成する

優れた方法になり得ると考えられる。また、ケルセチンを基質とした場合、副生成物が比較

的少ないことから、この反応にはケルセチンの 5 位の水酸基が反応に重要であることが確

認された。 

 

 

図 3-5-5. ラズベリー培養細胞を用いた quercetin (23)の配糖化反応 

A: quercetin (11)を用いた時の LC クロマトグラム, B: 基質を添加せずに培養したラズベ

リー培養細胞 (ブランク) 
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次に、基質として fisetin（51）を用いて検討した（図 3-5-6）。生成物は複雑な混合物であ

ったが、ブドウ細胞での fisetin (51)の反応に類似したものが得られ、7 位に配当化した fisetin-

7-O-glucoside（62）が得られた。他にも多くの生成物が得られたが、構造の確認はできなか

った。基質として添加した fisetin (51)も未反応で回収された。Quercetin (11)を基質とした場

合、副生成物が比較的少なかったことから、quercetin（11）にはあり、fisetin（51）にはない

5 位の水酸基がこの反応に重要であることが確認された。 

 

 

 

 

 

 図 3-5-7 に、quercetin（11）と同じく 5 位に水酸基を持つ kaempferol（53）を基質として用

いた結果を示した。Quercetin (11)と同じように kaempferol (53)を基質とした場合、反応は効

率的に進行し、基質はほとんど残らず、kaempferol-3-O-glucoside (54)が効率的に得られた。

また、quercetin (11)と同様に、ブドウ細胞では生成されない 7-O-glucoside (63)や 3-rutinoside 

(64)も生成された。副生成物の量が比較的少ないことから、ラズベリー培養細胞を生体触媒

として用いる場合には、5 位の水酸基が重要であることが示唆された。一般に、5 位に水酸

基があると、4 位のケトン基と水素結合を形成することが知られており、この構造が反応に

必須であることが確認された。 
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図 3-5-6. ラズベリー培養細胞を用いた fisetin (51)の配糖化反応 

A: fisetin (51)を用いた時の LC クロマトグラム, B:基質に用いた化合物、および、生成

した配糖化化合物 
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 次に、myricetin (55)も quercetin (11)の類縁体で、5 位に水酸基があり、B 環に 3 つの水酸

基がある化合物を基質として用いた結果を示した（図 3-5-7）。Quercetin (11)は B 環に 2 つの

水酸基を持ち、kaempferol (53)は B 環に 1 つの水酸基を持つため、B 環の水酸基の数はこの

反応に大きな影響を与えないと予想された。ブドウの細胞を用いた場合と同様に 3-O-

glucoside (56)と 7-O-glucoside（57）が得られたが、ラズベリーの細胞では 3-O-glucoside (54)

が優先的に得られた。ブドウ細胞と同様に、フラバン-3-オール誘導体を基質として用いた

が、非常に複雑な混合物が得られ、選択的に得られる生成物はなかった。これは、フラバン

-3-オール誘導体では quercetin (11)のような 4 位のケトン基が無いことや 2 位や 3 位の立体

があることから、細胞に含まれる酵素と相互作用ができず反応が進行しないため、生成物が

得られなかったと考えた。 
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図 3-5-7. ラズベリー培養細胞を用いた kaempherol (53)の配糖化反応 

A: kaempherol (53)を用いた時の LC クロマトグラム, B: 25 分-30 分までの拡大 

C: 基質に用いた化合物、および、生成した化合物 
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3-5-3. 植物培養細胞を用いたフラボノイド変換反応 まとめ 

 ポリフェノール化合物を多く含む植物の培養細胞を生体触媒として、フラボノイド誘導

体の製造を目的とした研究を行った。ポリフェノール化合物を多く生産するブドウの培養

細胞とラズベリーの培養細胞を用いて、フラボノイドを基質とした変換反応を試みた。その

結果、ブドウ培養細胞の VR 細胞ではフラボノール誘導体の糖化反応とフラバン-3-オール

誘導体のオリゴマー化反応が、VW 細胞ではフラバン-3-オール誘導体である EGCG (5)のオ

リゴマー化反応が確認された。一方、ラズベリーの葉から樹立した培養細胞を用いた場合は、

フラボノール誘導体の糖化反応が進行した。ブドウ培養細胞とラズベリー培養細胞では同

じ化合物が得られたが、それぞれに特徴的な生成物が確認された。これらの結果は、ポリフ

ェノールを生産する能力を持つ植物の培養細胞を用いることで、多くの誘導体を生産でき

ることを確認した。ラズベリーから樹立した培養細胞を用いた化合物変換は本報告が最初

となる。 
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図 3-5-8. ラズベリー培養細胞を用いた,myricetin (54)の配糖化反応 

A: myricetin (55)を用いた時の LC クロマトグラム, C: 基質に用いた化合物、および、

生成した配糖化化合物 
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3-6. 動物由来肝臓ミクロソームを用いたグルクロン酸抱合反応 

 体内に異物(化合物)が取り組まれたのち肝臓をはじめとする種々の組織において複数の

代謝酵素による変換を受ける。これを薬物代謝というが、通常、

代謝物は水溶性が増し、体外へ排泄されやすい形へと変換され

る。薬物代謝経路には酸化、還元、加水分解等を行う第Ⅰ相反応

と、グルクロン酸抱合、硫酸抱合、メチル抱合等を行う第Ⅱ相反

応に大別される 113,114)。例えば、サル肝臓ミクロソームを用い

て daidzein (72)の 7 位にグルクロン酸抱合反応が進行すること

が報告されている 96)。 

今回、富山県立大学の生城真一教授にご教授頂いた方法で

最もグルクロン酸抱合能が高い肝臓を用いて第Ⅱ相反応のグ

ルクロン酸抱合反応を行った。研究に使用した動物由来肝臓

ミクロソームは犬 (Female)、ヒト (Female)、マウス (Male)、

モルモット (Male)、ウサギ (Female)、子ブタ (Male) 由来を用

いた。基質として化合物 21、22 を用いて反応を行った。結果

を図 3-6-3、図 3-6-4 に示した。図 3-6-3、図 3-6-4 より基質と

して用いた化合物 21,22 のピークよりも脂溶性側に複数のグ

ルクロン酸が縫合したと考えられるピークが検出された。これ

によりミクロソームに含有する抱合酵素や CYP(概論 2-5,2-6

に記載)の違いにより反応方法が異なることが確認できた。 

グルクロン酸抱合体は、我々の体内において薬物代謝の第一段階として知られている。食

品や薬品として体内に取り込んだ脂溶性の高い化合物は肝臓にて代謝されてグルクロン酸

で修飾されて水溶性となる。グルクロン酸で修飾された化合物は血中に入ったのち腎臓に

移動して尿と一緒に排泄される。一方で、グルクロン酸抱合体の機能性などは入手が難しい

ことから研究が進んでいない。グルクロン酸抱合体を効率的に合成できれば、肝臓での代謝

後の化合物の機能性を評価するために用いることができる。今回用いたフラバン-3-オール

誘導体の 21,22 は、お茶などに微量成分として含まれる化合物であるが、ガン細胞に対して

増殖抑制活性を示している。基質としてまず、ガン細胞に対して活性が低いほうの化合物 21

を用いて反応を行い複雑な代謝物の混合物が得られたことを確認した。また、分子量解析し

たところ、グルクロン酸代謝物が含まれていることが確認できた。次に、ガン細胞に対して

活性が高い化合物 22 を用いた結果、化合物 22 でも代謝が進行し、グルクロン酸抱合体が

得られたことを確認した。また、22 の抱合反応に関して、人肝臓ミクロソームと犬肝臓ミ

クロソームで 21 と比較すると基質として用いた 22 でグルクロン酸抱合反応が進行せず非

常に多く残っていることが確認された。今回、抱合体を生産することが目的で実験を行った

が、反応しないこともよい結果だと考えている。その理由として、経口投与された化合物は、

図 3-6-1. daidzein (72) 

誘導体の構造 

図 3-6-2. Flavan-3-ol 誘

導体の構造 
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肝臓で分解代謝されて血中に入り、グルクロン酸が結合した部分は尿に排泄される。グルク

ロン酸が結合した場合、その活性の多くは低下することが確認されている。グルクロン酸が

結合せず、反応しない化合物は、その化合物の構造を保ったまま血中に入り全身に送られる。

これは、薬剤としては非常に望ましい性質と考えている。また、これらの化合物は大阪電気

通信大学 齊藤研究室でしか合成していない化合物であり 21,22 のグルクロン酸抱合体が単

離できたならば、今後の化合物代謝研究などに貢献できると考えている。 
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図 3-6-3. 化合物 21 を用いた肝臓ミクロソームの抱合反応 

A: 犬肝臓ミクロソームを用いた時の抱合反応, B: ヒト肝臓ミクロソームを用いた時の抱

合反応, C: マウス肝臓ミクロソームを用いた時の抱合反応, D: モルモット肝臓ミクロソー

ムを用いた時の抱合反応拡大, E: ウサギ肝臓ミクロソームを用いた時の抱合反応, F: 子ブ

タ肝臓ミクロソームを用いた時の抱合反応 
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図 3-6-4. 化合物 22 を用いた肝臓ミクロソームの抱合反応 

A: 犬肝臓ミクロソームを用いた時の抱合反応, B: ヒト肝臓ミクロソームを用いた時の抱

合反応, C: マウス肝臓ミクロソームを用いた時の抱合反応, D: モルモット肝臓ミクロソー

ムを用いた時の抱合反応拡大, E: ウサギ肝臓ミクロソームを用いた時の抱合反応, F: 子ブ

タ肝臓ミクロソームを用いた時の抱合反応 
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3-6-1. 動物由来肝臓ミクロソームを用いたグルクロン酸抱合反応 まとめ 

フラバン-3-オール誘導体を基質として数種類の動物由来肝臓ミクロソーム(犬、ヒト、マ

ウス、モルモット、ウサギ、子ブタ由来)でグルクロン酸抱合反応を行った。基質としてフ

ラバン-3-オール誘導体の 21,22 で用いて抱合反応を行い、用いるミクロソームにより抱合

反応が異なることが確認された。これは、ミクロソームに含有する抱合酵素や CYP の違い

により反応方法が異なることが示唆された。 

グルクロン酸抱合体は、我々の体内において薬物代謝の第一段階として知られている。食

品や薬品として体内に取り込んだ脂溶性の高い化合物は肝臓にて代謝されてグルクロン酸

で修飾されて水溶性となる。グルクロン酸で修飾された化合物は血中に入ったのち腎臓に

移動して尿と一緒に排泄される。一方で、グルクロン酸抱合体の機能性などは入手が難しい

ことから研究が進んでいない。グルクロン酸抱合体を効率的に合成できれば、肝臓での代謝

後の化合物の機能性を評価するために用いることができる。今回用いたフラバン-3-オール

誘導体の 21,22 は、お茶などに微量成分として含まれる化合物であるが、ガン細胞に対して

増殖抑制活性を示している。基質としてまず、ガン細胞に対して活性が低いほうの化合物 21

を用いて反応を行い複雑な代謝物の混合物が得られたことを確認した。また、分子量解析し

たところ、グルクロン酸代謝物が含まれていることが確認できた。次に、ガン細胞に対して

活性が高い化合物 22 を用いた結果、化合物 22 でも代謝が進行し、グルクロン酸抱合体が

得られたことを確認した。また、22 の抱合反応に関して、人肝臓ミクロソームと犬肝臓ミ

クロソームで 21 と比較すると基質として用いた 22 でグルクロン酸抱合反応が進行せず非

常に多く残っていることが確認された。今回、抱合体を生産することが目的で実験を行った

が、反応しないこともよい結果だと考えている。その理由として、経口投与された化合物は、

肝臓で分解代謝されて血中に入り、グルクロン酸が結合した部分は尿に排泄される。グルク

ロン酸が結合した場合、その活性の多くは低下することが確認されている。グルクロン酸が

結合せず、反応しない化合物は、その化合物の構造を保ったまま血中に入り全身に送られる。

これは、薬剤としては非常に望ましい性質と考えている。また、これらの化合物は大阪電気

通信大学 齊藤研究室でしか合成していない化合物であり 21,22 のグルクロン酸抱合体が単

離できたならば、今後の化合物代謝研究などに貢献できると考えている。 
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3-7. シロイヌナズナ由来 UGT78D2 を用いたフラボノイド配糖化反応 

果物の中には糖分が多く含まれ、フラバノール誘導体、フラバン-3-オール誘導体やその

オリゴマーであるプロアントシアニジンも多くは配糖体に変換されている。そのため、我々

ヒトもこれらの化合物の配糖体を大量に摂取しているはずである。一方で、配糖体の機能を

確認できている例は極めて少ない。その理由として、配糖体はアグリコンよりもさらに単離

が難しく、生物活性などに使用する化合物の十分な量を入手できないためである。そこで、

本研究では、フラバン-3-オール配糖体の機能を解明するため、フラバン-3-オール配糖体の

合成を行った。様々な糖化反応の例が報告されているが、本研究では、シロイヌナズナ由来

糖転移酵素 UGT78D2 を用いた検討を行った。この酵素は、quercetin (11)の 3 位を糖化可能

な酵素として知られており 105,106)、quercetin (11)、 kaempferol (53)以外の報告例は現時点で

ない。もしフラバン-3-オール誘導体の糖化反応が進行するならば、新規性が高く、学術的に

も価値があると考えている。前述したように、ポリフェノール化合物の糖化反応は、原料で

ある化合物が純粋な状態で入手が難しいうえ、これらの化合物が酵素反応を阻害すること

も予測されるため反応条件の設定が難しいと考えられる。 

本研究では、シロイヌナズナ由来 UGT78D2 を用いた 2 種類の手法で配糖体合成検討を行

った。その手法は、精製した酵素を用いて配糖化を行う反応と、大腸菌と改良型 M9 培地を

用いて菌体内で配糖化を行う反応である。この 2 種類の反応の詳細について述べる。精製し

た酵素を用いた反応では、大腸菌内で酵素を生産し、大腸菌を破砕後、精製を行い、酵素と

して基質と反応を行う。この反応では、これまでに quercetin (11)の 3 位を配糖化できること

が分かっている 105,106)。また、quercetin (11)以外にも kaempferol (53)など主にフラボンを配糖

化可能であることが知られている。この検討では、UDP-glucose を用いているため、glucose

が修飾した配糖体を得ることができる。UDP-galactose や UDP-rhamnose を用いることで、

galactose や rhamnose が修飾した配糖体を得ることもできる可能性がある。次に、大腸菌と

改良型 M9 培地を用いた反応では、大腸菌内で酵素を生産し、改良型 M9 培地に大腸菌を添

加し、菌体内で基質と反応を行う。この反応では、quercetin (11)で配糖化できることが分か

っている 170)。また、この反応では、菌体内であるため、酵素反応とは違い、glucose 以外に

も galactose や rhamnose、xylose などが一度の反応で修飾する可能性がある。この 2 つの反

応の大きな違いとして、大腸菌内で生産した酵素を、破砕と精製を行い酵素として反応する

のか、それとも、生命活動中の菌体内で反応するのかが大きな違いである。 
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3-7-1. 糖転移酵素 UGT78D2 酵素溶液を用いた配糖体合成検討 

 

 

シロイヌナズナ由来の糖転移酵素 UGT78D2 の遺伝子をコードした大腸菌を発現させ、組

み換え酵素を発現させた。図 3-7-1 の Lane 1 は Protein marker で、タンパク質の分子量を推

定できるマーカーである。Lane 2-3 の GST は、GST タグと呼び、コントロールとして用い

ている。Lane 4-7 は、糖転移酵素であり lane 4,5 は AtGT2、lane 6,7 は UGT78D2 になってい

る。この時、lane6-7 の UGT78D2 の発現量が lane4,5 の AtGT2 よりも多かったため、本研究

では UGT78D2 を用いて行った。精製した UGT78D2 酵素溶液と化合物を混合させた反応物

を HPLC を用いて確認を行った。まず、文献既知の quercetin (11)で反応を行い、quercetin (11)

の配糖体が生成していることを確認した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

文献通り quercetin (11)で糖化反応が進行したことを確認したので、次に fisetin (51)や

myricetin (55)でも同様に糖化反応を行った。Fisetin (51)での結果を図 3-7-3A に示した。3 位

図 3-7-1. 組み換えタンパク質の発現・精製の確認 
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図 3-7-2. UGT78D2 酵素溶液を用いた配糖化反応 

A: quercetin (11)の配糖化反応 LC クロマトグラム, B: quercetin 誘導体の構造  
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に糖化反応が進行した化合物 fisetin-3-O-glucoside (55)が得られた。次に myricetin (54)での結

果を図 3-7-3B に示した。myricetin (55)の 3 位に糖化反応が進行した myricetin-3-O-glucoside 

(56)が生成していることを確認した。 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 フラボノイド化合物でも反応が進行したことから、フラバン-3-オール誘導体でも糖化反

応が進行するのではないかと考えた。そこで、フラバン-3-オール誘導体の(+)-catechin (2)、

(-)-epicatechin (3)などを基質として反応を確認したがフラバン-3-オール誘導体では糖化反応

は進行しないことが確認された。これはフラボン骨格の 2 位と 3 位の 2 重結合、また、4 位

の 2 重結合の有無が重要であることを示している。 

 

 

3-7-2. 糖転移酵素 UGT78D2 を用いた菌体内配糖体合成検討 

次に UGT78D2 遺伝子を組み換えた大腸菌を用いて菌体内で配糖化反応を行った研究に

ついて記載する。ここで改良型 M9 培地と記載しているが、M9 培地は通常、大腸菌を培養

する培地である。しかし、本実験では、文献 170)に従い、M9 培地を作製し、反応に用いた。

本反応は精製した酵素を用いた反応とは違い、UGT78D2 遺伝子を導入した大腸菌体内で反

応を行う。これは大きな違いである。菌体内であるため glucose以外にも galactoseや rhamnose、

図 3-7-3. UGT78D2 酵素溶液を用いた配糖化反応 

A: fisetin (51)の配糖化反応 LC クロマトグラム, B: fisetin (51)の配糖化反応 LC クロマトグラム, 

C: 基質に用いた化合物、および、生成した化合物 
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xylose などが一度の反応で修飾する可能性があり、得られる生成物のラインナップが増え

る。しかし、反応後のクロマトグラムが複雑になり、同定、単離、構造決定が困難になる可

能性がある。まず、quercetin (11)を用いて文献通り配糖体が生成するか確認を行い文献通り

糖化反応が進行した配糖体が得られたことを確認した 170)。 

 

 

 

 

 

 

 

文献通り配糖化反応が進行することを確認できたため、フラバン-3-オール誘導体でも糖

化反応が進行するのではないかと考えフラバン-3-オール誘導体である(−)-epicatechin (3)の 3

位、5 位にガロイル基やプロトカテク基が導入されている化合物で配糖化反応を行った。ま

ず、(−)-epicatechin (3)の 3 位、5 位にガロイル基が導入されている 21 を用いて反応を行っ

た。反応を行った結果、微量に 21 の 7 位にグルコシル化反応が進行した化合物 67 が得ら

れることを確認した。 
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図 3-7-4. UGT78D2 導入大腸菌体を用いた配糖化反応 

A: quercetin (11)の配糖化反応 LC クロマトグラム, B: quercetin 誘導体の構造  
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また、次に(−)-epicatechin (3)の 3 位、および、5 位 protocatechuic acid (45)が導入されてい

る 75 に注目して検討を行った。68 を用いて糖化反応を行ったところ 68 の 7 位にグルコシ

ル化反応が進行している糖化体 69 が生成していることを確認した。また protocatechuic acid 

(45)単体でも神経幹細胞を増殖させ、そのアポトーシスを阻害することが報告されている

171)。また、LCMS 分析を行った結果 UGT78D2 を用いた菌体内反応で N-acetylglucosamine が

付加したと考えられる分子量が検出された。Quercetin (11)で N-acetylglucosamine が付加する

という報告があることから 172) 菌体内反応で得られた生成物は N-acetylglucosamine が付加

した化合物だと考えている。また、これらの菌体内糖化反応では(+)-catechin (2)誘導体では

糖化反応は進行しないことを確認している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-7-5. UGT78D2 導入大腸菌体を用いた配糖化反応 

A: 22 の配糖化反応 LC クロマトグラム, B: 10 分から 15 分の拡大図, C 基質として用いた化合

物、および、生成した化合物、 
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3-7-3. シロイヌナズナ由来 UGT78D2 を用いたフラボノイド配糖化反応 まとめ 

 シロイヌナズナ由来糖転移酵素 UGT78D2 を用いたフラバン-3-オール誘導体の配糖化反

応では 2 種類の方法を用いて配糖体の合成を行った。1 つ目として、大腸菌体で発現させた

配糖化酵素を大腸菌から破砕し取り出し精製した酵素を用いる方法、2 つ目は大腸菌体を破

砕せずに配糖化反応を行った。精製した酵素を用いたフラバン-3-オール誘導体の配糖化反

応では、配糖化反応は進行しないことが確認された。しかし、大腸菌体を破砕せず行った方

法ではフラバン-3-オール誘導体の(−)-epicatechin誘導体で糖化反応が進行することが確認さ

れた。酵素で反応が進行しなかった理由として、酵素ではフラボノイド化合物が阻害剤とし

て機能し反応が進行しなかったのではないかと考えた。 
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図 3-7-6. UGT78D2 導入大腸菌体を用いた配糖化反応 

A: 15 の配糖化反応のクロマトグラム, B 基質として用いた化合物、および、生成した化合物 
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3-8. 酵素発現酵母を用いた配糖化反応 

3-8-1. 酵素発現酵母を用いたフラボノイドの配糖化反応 

富山県立大学の生城真一教授に提供していただいた遺伝子組み換え酵母菌体を用いてフ

ラバン-3-オール誘導体の配糖化反応を行った。酵素発現酵母菌体を用いることで反応時に

補基質として高価な UDP-glucose が不要となり静止菌体の状態において安価なグルコース

で反応を行うことができる 109-112,173,174)。この酵母菌体を用いて配糖化反応を行った。まず、

酵母菌体にタルウマゴヤシ ( Medicago polymorpha) 由来配糖化酵素 UGT71G1を導入した

酵素発現酵母用いて、5, 21,22 の 3 種類で反応を行った。反応を行った結果を図 3-8-2 (A,C,E)

に示した。脂溶性側に配糖化反応が進行したと考えられるピークが検出された、しかしなが

ら、フラバン-3-オール誘導体のガロイル基部分が緩衝液中で分解している可能性が示唆さ

れている 175)。そこで、タルウマゴヤシ ( Medicago polymorpha) 由来配糖化酵素 UGT71G1

の酵素溶液で、UDP-glucuronic acid を用いた抱合反応を行った。UGT71G1 は glucose を付加

させる酵素であり UGT71G1 ではグルクロン酸は付加しない。この反応条件で生成物が検出

された場合、glucose や glucuronic acid の付加ではなくフラバン-3-オールのガロイル基が加

水分解している。図 3-8-2 (B,D,F)に UGT71G1 を用いた酵素反応を示した。UGT71G1 を用

いた酵素反応では、glucuronic acid の付加やガロイル基の加水分解は確認されなかった。こ

れらの結果より、酵素発現酵母を用いた配糖化反応は glucose が付加した生成物であると示

唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-8-1. 反応に用いた flavan-3-ol 誘導体の構造 
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3-8-2. 酵素発現酵母を用いたフラボノイドの配糖化反応まとめ 

シロイヌナズナ由来の酵素を用いた配糖化反応ではフラバン-3-オール誘導体は反応が進

行しなかったことから、タルウマゴヤシ由来糖転移酵素 UGT71G1 導入酵母菌体を用いてフ

ラバン-3-オール誘導体の配糖化反応を行った。UGT71G1 導入酵母菌体を用いた時、配糖体

と考えられる生成物が確認された。反応が進行した理由としては、酵素ではフラボノイド化

合物が阻害剤として機能しているが、菌体内での反応の場合、様々分子が存在しており酵素

の阻害が抑えられたと考えている。同じ反応をする酵素であっても、使用する酵素の由来植

物により酵素の配列がことなり、反応性や基質特異性に大きな影響がある。一般的に化合物
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図 3-8-2. UGT71G1 を用いた糖化反応 

A: 酵素発現酵母を用いた 5 の糖化反応, B:酵素溶液を用いた 5 の抱合反応, 

C: 酵素発現酵母を用いた 21 の糖化反応, D:酵素溶液を用いた 21 の抱合反応, 

E: 酵素発現酵母を用いた 22 の糖化反応, B:酵素溶液を用いた 22 の抱合反応 
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と酵素の組み合わせはトライ＆エラーで実際に使用してみるしかないが、タルウマゴヤシ

由来糖転移酵素 UGT71G1 で反応が進行したことから化合物の構造と酵素の組み合わせが

適していることが確認された。フラバン-3-オール誘導体の糖化反応は本論文でも述べてき

たように比較的難しい。本酵素による検討によりフラバン-3-オール誘導体の糖化ができる

ことが明らかになった。 
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4 章. 化学的手法を用いた生産検討 

 

4-1. Procyanidin オリゴマーの合成 

 ポリフェノールの中でも機能性が高い PA オリゴマーは多くの植物や食品、また本研究で

使用しているラズベリーにも多く含まれている 133)。 PA オリゴマーは様々な方法で合成さ

れているが、今回、齊藤らの分子間縮合反応を用いて PA オリゴマーの合成を行った 176)。

合成法は、(+)-catechin (2)や(–)-epicatechin (3)から保護基などを導入して誘導したフラバン-

3-オール誘導体の 4 位に発生させたカチオンに、もう一分子のフラバン-3-オール誘導体を

縮合させてオリゴマー構造を構築していく手法を用いている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

スキーム 4-1-1. 分子間縮合反応による 2 量体合成法 
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4-1-1. ラズベリーに含まれる PA オリゴマーの合成検

討 

ラズベリーに含まれている procyanidin 3 量体の合成を

行った。ラズベリーには procyanidin 3 量体が含まれてい

るという報告がされていたが 2019 年まで 3 量体の構造

は報告されていなかった。しかし、2019 年に Wu らの研

究によってラズベリーに含まれている procyanidin オリ

ゴマーは procyanidin C3 (29)であることが確認された 177)。

ラズベリー中に含有している procyanidin C3 (29)が同定

されたが、Wu らの研究は植物中からの同定であったた

め procyanidin C3 (29)の化学的な合成方法は報告されて

いない。そこで今回、分子間縮合反応を用いて 3 量体の

合成を行った。スキーム 4-1-2 に示した。まず、フェノー

ル性水酸基を Bn 基で保護した 14 を原料として用い、dry 

CH2Cl2中 EEOH を加えその後 DDQ を少しずつ反応液に

添加し、酸化的に 4 位に EE 基を導入した化合物 71 を収率 81 %で得た。その後化合物 71 の

3 位のフェノール性水酸基を Ac 化し収率 92 %で化合物 13 を得た。次に求電子体の 13 と求

核体の 72 をルイス酸である TMSOTf で縮合することで、2 量体の化合物 73 を収率 86%で

得た。また、73 に対し、再度 13 を縮合することで、74 が収率 54 %で得た。得られた 74 の

Ac 基を DAIBAL 試薬による還元反応で Ac 基の脱保護を行った 75 を 80 %で得た。その後、

加水素分解反応で Bn 基の脱保護を行った化合物 29 を 64 %で得た。この 3 量体の合成に関

しては学術論文として報告されておらず本研究で初めての合成となっている。 

得られた化合物 22 を用いて合成したラズベリーに含まれる procyanidin C3 (29)がどの程

度活性があるのか確認を行うため、抗酸化活性の指標となる DPPH ラジカル消去活性試験

を行った。DPPH ラジカル消去活性試験に比較として用いたフラバン-3-オール誘導体は市

販されている単量体の(+)-catechin (2)、(–)-epicatechin (3)、フラバン-3-オール オリゴマーで

2 量体の procyanidin B2 (6)、3 量体の procyanidin C1 (76)を用いた。図 4-1-2 に示した。終濃

度が 5M で測定を行い、オリゴマーになると活性が高くなると考えていたが、procyanidin 

C3 (29)は他のフラバン-3-オール誘導体と活性の差は確認されなかった。ラズベリーには

procyanidin C3(29)が含まれていることが確認されており、3-1 章では成熟過程でのラズベリ

ー果実の DPPH ラジカル消去活性試験を行い、未成熟果実で活性が高いことが確認された

が、この活性の影響は procyanidin C3(29)以外の化合物の影響であることが確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-1-1. procyanidin C3 の構造 
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スキーム 4-1-2. ラズベリーに含まれる procyanidin C3 の合成 
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図 4-1-2. フラバン-3-オール誘導体の DPPH ラジカル消去活性試験 

A: 活性試験に用いたフラバン-3-オール誘導体. 

B: フラバン-3-オール誘導体の DPPH ラジカル消去活性試験 
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4-2. フラバン-3-オール誘導体の配糖体合成 

 ポリフェノール配糖体は高い機能性が報告 88,95)されており、様々な植物に含まれている。

しかしながら配糖体は微量成分として植物中に含まれており、配糖体の機能性評価は植物

抽出物などの混合物で行われているものが多い、また配糖体合成は植物中に含まれる酵素

や生体内に含まれる CYP や抱合酵素などを用いて作るのがほとんどである 96,178-183)。これ

らの方法は、使用する酵素などによっては簡単に配糖体を合成できるが、大量に合成するこ

とは難しい。また、フラバン-3-オール配糖体の化学的合成はあまり報告されていない 184)。

そこで、本論文では、化学的にフラバン-3-

オール配糖体を合成することで機能性評

価や植物中に微量成分として存在してい

るかの同定が可能ではないかと考え研究

を行った。配糖体合成は様々な方法が報告

されている。Kahne185)らや koenigs-knorr186)

らのグルコシル化反応、schmidt187,188)らの

トリクロロアセトイミデートをルイス酸

で活性化し、オキソニウムカチオンを発生

さ せてグリ コシル化 を行う方 法、

mukaiyama-suzuki189-192)らの方法は、グルコ

ースの 1 位をフッ素化したグルコシルド

ナーを用いてグルコシル化を行う方法で

ある。今回、mukaiyama-suzuki らの方法を

用いて配糖化反応を行った。配糖化反応を

行うと機能性が増加することが確認されて

おり 88,95)、フラバン-3-オール誘導体の(+)-

catechin (2)や(−)-epicatechin (3)の 3 位、5 位

にガロイル基が導入されている 21 や 22 は

子宮頸ガン細胞 HeLa S3 に対する増殖抑制

抑制活性で(−)epicatechin 誘導体 22 で活性

が高いことが確認されており 56)、これら化

合物の配糖化を行うことでさらに機能性が

高い化合物が合成できるのではないかと考

え配糖体の合成を行った。フェノール性水

酸基を TBS 基で保護した(+)-catechin (81), 

(−)-epicatechin (82)の 5 位を Higashino81)らの

方法を用いて脱保護を行った 83 を 68 %、

84 を 53 %で得た。次に 3 位 5 位のフェノー

 

 

 

 

 

スキーム 4-2-1. Kahne グルコシル化反応 

 

 

 

 

 

スキーム 4-2-2. Koenigs - knorr グルコシ

ル化反応 

 

 

 

 

 

スキーム 4-2-3. schmidt グルコシル化反

応 

 

 

 

 

 

スキーム 4-2-4. Mukaiyama - suzuki グル

コシル化反応 
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ル性水酸基を Ac 化し 85 を 98%、86 を収率 89 %で得た。次いで THF 溶媒中、HF によって

7 位の TBS 基を脱保護した 87 を 43 %、88 を 62 %で得た。その後、7 位のフェノール性水

酸基に Mukaiyama-Suzuki グルコシル化反応を用いて Bn 化されたグルコースの導入を行っ

た 90 を 51 %、91 を 46 %で得た。次いで 3 位、および、5 位の Ac 基を DAIBAL 試薬によ

る還元反応により Ac 基の脱保護を行った 94 を 44 %、95 を 37 %で得た。次に 3 位、およ

び、5 位のフェノール性水酸基にガロイル基を導入した。まず、CH2Cl2 溶媒中、EDC を縮

合剤、DMAP を触媒として用い、BnG (92)を 3 位と 5 位に導入した 96 を 81 %、97 を 71 %

で得た。次に、フェノール性水酸基がガロイル基より 1 つ少ないプロトカテク基の BnPC 

(93)を導入した。、CH2Cl2溶媒中、EDC を縮合剤、DMAP を触媒として用い、BnPC (93)を 3

位と 5 位に導入した 98 を 90 %で得た。その後、TBS 基の脱保護を HF を用いて行った。99

を 72 %、100 を 84 %、101 を 58 %で得た。最後に Bn 基の脱保護を Pd 触媒を用いた水素添

加反応により脱保護を行った 102 を 41 %、67 を 56 %、69 を 62 %で得た。配糖化されると

機能性が増加するという報告があることから、得られたフラバン-3-オール配糖体を用いて

4-3 章で抗酸化活性試験を行った。 

 スキーム 4-2-5. フラバン-3-オール配糖体合成 
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 4-3. フラバン-3-オール配糖体の抗酸化活性評価 

 

合成して得られたフラバン-3-オール配糖体、および、アグリコンで DPPH ラジカル消去

活性試験、ABTS ラジカル消去活性試験、TBA 法を用いて抗酸化活性の測定を行った。表 4-

1-1 に示した。 

 まず、抗酸化活性の指標となる DPPH ラジカル消去活性試験、ABTS ラジカル消去活性試

験を行った。活性が 50 %程度になる濃度での活性評価を行っている。3 位、5 位にガロイル

基が導入されている配糖体の 102、67 をアグリコンの 21、22 の活性と比較するとアグリコ

ンの方で活性が高くなることが確認された。また 68 と 69 を比較するとあまり大きな差は

ないが配糖体の 69 で活性が高くなっていることが確認された。次に抗酸化活性の TBA 法

を用いた活性評価ではアグリコンと比べると 102 と 69 で活性が高くなることが確認され

た。しかし 67 に関してはアグリコンの方で活性が高いことが確認された。また、配糖化さ

れると水溶性が高くなることから脂溶性の尺度として用いられるオクタノール/水分配係数 

(logP)の測定を行った。アグリコンよりも配糖体の方で水溶性が高いことが確認された 

 

  21 102 22 67 68 69 

DPPH (SC50) 0.98 1.01 0.98 1.31 1.06 1.19 

ABTS (SC50) 3.23 4.35 4.53 8.13 6.27 3.20 

TBA (IC50) 1.19 0.77 0.71 2.19 1.32 1.30 

logPOW 1.99 0.02 1.31 -0.37 0.77 0.45 

 

 

 

一般的に配糖体の方がアグリコンよりも活性が高くなるということが報告されているが、

フラバン-3-オール誘導体に関して 3 位、5 位に修飾をうけた化合物は 7 位の水酸基が活性

に重要であることが示唆された。 

 

表 4-3-1. アグリコンと糖化体の活性評価 

図 4-3-1. フラバン-3-オール誘導体の構造 
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4-4. 化学的手法を用いた生産検討 まとめ 

4-4-1. ラズベリーに含まれる PA オリゴマーの合成検討 

ラズベリーに含まれている PA オリゴマー化合物 82 の合成を行った。2019 年に Wu ら

の研究によってラズベリーに含まれている procyanidin オリゴマーは procyanidin C3 (22)で

あることが確認されているが、化学的に合成された報告はされていない。そこで、分子間

反応を用いて procyanidin C3 の合成を行った。合成した procyanidin C3 (29)を標準サンプル

としてラズベリー抽出物に含まれている 3 量体と比較を行い、ラズベリーに含まれている

procyanidin 3 量体は procyanidin C3 (29)であることが確認された。化合物の同定を化学合成

にて行ったのは本報告が初めての例となる。また、抗酸化活性の指標となる DPPH ラジカ

ル消去活性試験を行い、フラバン-3-オール誘導体の単量体やオリゴマーと活性の差は確認

されなかった。これにより、ラズベリー未熟果実での活性の高さは procyanidin C3 (29)以外

の化合物が活性が影響していることが確認された。 

 

4-4-2. フラバン-3-オール誘導体の配糖体合成、および、抗酸化評価 

フラバン-3-オール配糖体の合成を行った。合成した配糖化化合物とアグリコンで DPPH

ラジカル消去活性、ABTS ラジカル消去活性試験を行い、配糖体の 106、74 よりもアグリコ

ンの 21、22 の方で活性が高いことが確認された。また、配糖体 75 に関しては大きな差はな

いが配糖体の方で活性が高いことが確認された。次に TBA 法では、106、75 でアグリコン

よりも活性が高かった。しかし、75 ではアグリコンの方の活性が高いことが確認された。

また、配糖化されると水溶性が高くなることから脂溶性の尺度として用いられるオクタノ

ール/水分配係数 (logP)の測定を行った。アグリコンよりも配糖体の方で水溶性が高いこと

が確認された。これより、フラバン-3-オール誘導体に関して 3 位、5 位に修飾をうけた化合

物は 7 位の水酸基が活性に重要であることが示唆された。 
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第 5 章 総括 

 生物学的手法と化学的手法を用いた 2 つの方法からフラバン-3-オール誘導体の生産検討

を行った。まず、生物学的手法で植物体のラズベリーや植物培養細胞を用いた栽培条件によ

る成分分析や生体触媒を用いたフラバン-3-オール誘導体の生産を行った。 

 

3-1 章では、ラズベリー果実を 8 段階の成熟段階に分類し、総ポリフェノール量や総 PA

量、フラバン-3-オール誘導体量、および、ラジカル消去活性を評価した。その結果、成熟す

るに従いフラバン-3-オール誘導体量が徐々に減少し、それに伴いラジカル消去活性も低下

することが確認された。また、これらの化合物の減少はポリフェノール生合成酵素の発現量

と関係していると考え、半定量的ポリメラーゼ連鎖反応を用いて定量したところ、成熟期に

アントシアニン生合成酵素の発現量が増加するという変化のみが確認された。したがって、

ラズベリー果実の高機能フラバン-3-オール誘導体の含有量を増やすためには、アントシア

ニンの合成を阻害する必要があることが示唆された。 

 

 

3-2 章では植物工場ユニットを用いてラズベリー果実の栽培を行い成分の分析を行った。

露地栽培では外気の気候などに影響されてしまうため、外気の気候に影響がされない環境

で栽培をする必要があった。植物工場ユニットを用いて 3 種類の条件(A:青色光・B:赤色光・

C: 青色光/赤色光)でラズベリーの栽培を行い、総ポリフェノール量や総 PA 量、フラバン-3-

オール誘導体量、および、ラジカル消去活性を評価した。その結果、成熟するに従いフラバ

ン-3-オール誘導体量が徐々に減少したが、成熟した S8 で再び増加すること確認された。ま

た、ラジカル消去活性も S8 で活性が増加することが確認された。また、これらの化合物の

変化はポリフェノール生合成酵素の発現量と関係していると考え、半定量的ポリメラーゼ

連鎖反応を用いて定量したところ、S8 でアントシアニジン合成酵素の ANS の発現量が減少

していることを確認した。前章ではラズベリー果実が成熟すると ANS の発現が増加し、フ

ラバン-3-オール誘導体が減少している可能性が示唆されていた。これにより、C の条件 (青

色光/赤色光)でラズベリーを栽培することにより ANS を増加させることなく、前章の問題

を解決したと考えている。 

 

 3-3 章ではこれまでラズベリー果実の分析を報告してきたが、植物工場内でラズベリーを

栽培し、光の強さ、温度、異なる波長の LED を葉に照射し、ポリフェノールの成分分析を

行った。青色 LED で栽培した条件で総ポリフェノールが増加することを確認した。また、

HPLC 分析よりフラバン-3-オール 2 量体の procyanidin B4 (40)が増加したことを確認した。

また、半定量 PCR では青色 LED で CHS 遺伝子発現が増加することも確認した。これより、

青色光を照射し栽培を行うことにより、フラバン-3-オール誘導体が増加する可能性が示唆
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された。 

 

3-4 章では、ラズベリー培養細胞の樹立を行い、波長の異なる LED を照射した時の総ポリ

フェノール量、総 PA 量やポリフェノール化合物の定量分析を行った。総ポリフェノール量

や総 PA 量では青色光を照射した細胞で増加することを確認した。総ポリフェノール量や総

PA 量の変化がポリフェノール生合成酵素に影響していると考え半定量 PCR を用いて生合

成酵素の発現を確認し、青色光や緑色光では、機能性ポリフェノールであるフラバン-3-オ

ール誘導体生合成に関係する PAL や CHS などの生合成酵素が増加したことを確認した。ま

た葉緑体を生産する植物体では見られない現象であるが、培養細胞を用いたときは緑色光

でもフラバン-3-オール誘導体の生産が増加した。これは緑色の葉緑体がある場合は緑色を

反射するために利用できないが、細胞中には緑色を利用できるシステムも存在することを

示している。また、培養細胞を用いた場合、植物体では見られなかったガロイル化されたフ

ラバン-3-オール誘導体が生合成されていることを確認した。 

。 

 

3-5 章では、ポリフェノール化合物を多く含む植物の培養細胞を生体触媒として、フラボ

ノイド誘導体の製造を目的とした研究を行った。ポリフェノール化合物を多く生産するブ

ドウの培養細胞とラズベリーの培養細胞を用いて、フラボノイドを基質とした変換反応を

試みた。その結果、ブドウ培養細胞の VR 細胞ではフラボノール誘導体の糖化反応とフラバ

ン-3-オール誘導体のオリゴマー化反応が、VW 細胞ではフラバン-3-オール誘導体の EGCG

のオリゴマー化反応が確認された。一方、ラズベリーの葉から樹立した培養細胞を用いた場

合は、フラボノール誘導体の糖化反応が進行した。ブドウ培養細胞とラズベリー培養細胞で

は同じ化合物が得られたが、それぞれに特徴的な生成物が確認された。これらの結果は、さ

まざまなポリフェノールを生産する植物細胞を用いることで、多くの誘導体を生産できる

ことを示唆している。 

 

3-6 章では、フラバン-3-オール誘導体を基質として数種類の動物由来肝臓ミクロソーム

(犬、ヒト、マウス、モルモット、ウサギ、子ブタ由来)でグルクロン酸抱合反応を行った。

基質としてフラバン-3-オール誘導体の 21,22 で用いて抱合反応を行い、用いるミクロソー

ムにより抱合反応が異なることが確認された。これは、ミクロソームに含有する抱合酵素や

CYP の違いにより反応方法が異なることが示唆された。また、今回用いたフラバン-3-オー

ル誘導体の 21,22は大阪電気通信大学 齊藤研究室でしか合成していない化合物であり 21,22

のグルクロン酸抱合体が単離できたならば新規化合物として様々な知見が得られると考え

ている。 
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3-7 章では、シロイヌナズナ由来糖転移酵素 UGT78D2 を用いたフラバン-3-オール誘導体

の配糖化反応では 2 種類の方法を用いて配糖体の合成を行った。1 つ目として、大腸菌体で

発現させた配糖化酵素を大腸菌から破砕し取り出し精製した酵素を用いる方法。2 つ目は大

腸菌体を破砕せずに配糖化反応を行った。精製した酵素を用いたフラバン-3-オール誘導体

の配糖化反応では、配糖化反応は進行しないことが確認された。しかし、大腸菌体を破砕せ

ず行った方法ではフラバン-3-オール誘導体の(−)-epicatechin誘導体で糖化反応が進行するこ

とが確認された。酵素で反応が進行しなかった理由として、酵素ではフラボノイド化合物が

阻害剤として機能し反応が進行しないことが示唆された。 

 

シロイヌナズナ由来の酵素を用いた配糖化反応ではフラバン-3-オール誘導体は反応が進

行しなかったことから、3-8 章では、タルウマゴヤシ由来糖転移酵素 UGT71G1 導入酵母菌

体を用いてフラバン-3-オール誘導体の配糖化反応を行った。UGT71G1 導入酵母菌体を用い

た時、配糖体と考えられる生成物が確認された。反応が進行した理由としては、酵素ではフ

ラボノイド化合物が阻害剤として機能しているが、菌体内での反応の場合、様々分子が存在

しており酵素の阻害が抑えられ目的の反応が進行した。 

 

 植物体や植物培養細部を用いてのフラバン-3-オール誘導体の生産検討を行ってきた。次

に、化学的手法を用いてフラバン-3-オール誘導体の合成検討を行った。 

 

4-1 章ではラズベリーに含まれている PA オリゴマー化合物 82 の合成を行った。2019 年

に L. Wu らの研究によってラズベリーに含まれている procyanidin オリゴマーは

procyanidin C3 (29)であることが確認されているが、化学的に合成された報告はされていな

い。そこで、分子間反応を用いて procyanidin C3 (29)の合成を行った。合成した procyanidin  

(29)C3 を標準サンプルとしてラズベリー抽出物に含まれている 3 量体と比較を行い、ラズ

ベリーに含まれている procyanidin 3 量体は procyanidin C3 (29)であることが確認された。ま

た、抗酸化活性の指標となる DPPH ラジカル消去活性試験を行い、フラバン-3-オール誘導

体の単量体やオリゴマーと活性の差は確認されなかった。これにより、ラズベリー未熟果

実での活性の高さは procyanidin C3 (29)以外の化合物の活性が影響していることが確認され

た。 

 

 

4-2 章では、フラバン-3-オール配糖体の合成を行った。合成した配糖化化合物とアグリコ

ンで DPPH ラジカル消去活性、ABTS ラジカル消去活性試験を行い、配糖体の 106、74 より

もアグリコンの 21、22 の方で活性が高いことが確認された。また、配糖体 75 に関しては大

きな差はないが配糖体の方で活性が高いことが確認された。次に TBA 法では、106、75 で
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アグリコンよりも活性が高かった。しかし、75 ではアグリコンの方が活性が高いことが確

認された。また、配糖化されると水溶性が高くなることから脂溶性の尺度として用いられる

オクタノール/水分配係数 (logP)の測定を行った。アグリコンよりも配糖体の方で水溶性が

高いことが確認された。これより、7 位にグルコースを導入することにより化合物が無毒化

され活性が低下したと考えている。また、フラバン-3-オール誘導体に関して 3 位、5 位に修

飾をうけた化合物は 7 位の水酸基が活性に重要であることが示唆された。 

 

これらの、生物学的手法と化学的手法をまとめた。 

＜生物学手法＞フラボノイドを多く含む植物であるラズベリーをモデル植物として選び、

露地と植物工場ユニット内での栽培を行い、果実と葉に含まれる機能性フラボノイドや機

能性、生合成酵素の定量研究を行った。その結果、果実では成熟するとともに機能性フラボ

ノイドが減少傾向にあること、また、その原因が赤い色素であるアントシアニン生合成酵素

（ANS）の発現増加であることを確認した。そこで LED 光を用いて照射する光の波長を制

御する検討を行ったところ、紫色光照射下で栽培することで ANS の発現を減少させること

に成功し、機能性フラボノイドを果実中で増加させることに成功した。葉においては、青色

光照射下で栽培することで生合成経路の上流の酵素を活性化できることが確認され、機能

性フラボノイドであるフラバン-3-オール誘導体を増加させることができた。さらに、ラズ

ベリー葉から脱分化した植物培養細胞（カルス）を樹立し、細胞に LED 光を照射して培養

する検討を行った。その結果、ラズベリー培養細胞では、青色光や緑色光の照射によりフラ

バン-3-オール誘導体生合成経路の上流の酵素が活性化され生産量を増加させることに成功

した。通常、葉緑体を持つ緑色の植物は緑色の光を光合成に利用しない。また、培養細胞に

は葉緑体がなく無色透明であるが、青色・緑色光で活性化される何らかの部位があることが

示された。 

また、研究室内で保有している「有機合成フラボノイドライブラリー」中の化合物を生体

触媒で変換して新たな化合物を生産する検討を行った。生体触媒として、植物培養細胞（ブ

ドウ、ラズベリー）、シロイヌナズナ由来糖化酵素、糖化酵素導入酵母菌体、動物肝臓ミク

ロソームを用いて検討を行い、各生体触媒で特徴的な化合物を確保することに成功した。 

 ＜化学的手法＞機能性微量フラボノイドを確保する手法として有機合成も有効である。

生物的手法ではトライ＆エラーで生成物が得られる条件を探す必要があるが、有機合成は

目的の化合物をデザインして得ることができる。有機合成にてラズベリーに含まれるフラ

バン-3-オール3量体の合成、および、フラボノール、フラバン-3-オール誘導体の配糖化に

成功した。 
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第 6 章 実験項 

 

6-1. General 

 本実験に用いた試薬等は全て特級グレードのものを精製せずに使用した。 

分析に用いたマイクロプレートリーダーは、Thermo Scientific 社の Multiskan FC を使用し

た。96 well プレートは THERMO 社、384 well プレートは greiner bio-one 社のものを使用し

た。HPLC 分析は SIMADZU LC-20AD を使用し、LC-MS 分析は SIMADZU LC-MS-2020 を、

用いて行い、試薬は LC-MS 用のものを使用した。サーマルサイクラ―は BIO-RAD 社の T100 

Themeal Cycler 使用した。また、全ての合成反応はアルゴン雰囲気下で行い、反応確認はメ

ルク社の 0.25 mm のシリカゲルプレート 60F254 Art 5715 の薄層クロマトグラフィーを使用

した。シリカゲルクロマトグラフィーは、関東化学 SilicaGel 60N (spherical, neutral) 63-210 μm

を用い、分取用薄層クロマトグラフィーは、メルク社の 0.5 mm のシリカゲルプレー

ト 60F254Art5477 を用いた。合成に用いた試薬、溶媒は、全て特級のグレードを使用した。

LC 分取は、HITACHI L-4000UV Detector, L-6000 Pump, L-6200 Intelligent Pump によって行い、

試薬は HPLC 用のグレードを使用した。旋光度は、ATAGO AP-300 を使用した。スペクトル

測定は以下の機器を使用した。1H 核磁気共鳴スペクトルは Agilent DD2 NMR (400 MHz)を

使用した。測定は TMS を基準として、CDCl3、または、CD3OD 中で行った。 

 

6-2. ラズベリーのポリフェノール類抽出サンプルの精製方法 

 ラズベリーを乳鉢ですりつぶし MeOH で抽出した後、セライト濾過にて固形物を除去し

た。ろ液をロータリーエバポレーターで濃縮し、その後減圧下乾固した。乾固した濃縮物を

一部とり、DMSO で 100 mg/mL の濃度に調整した。 

 

6-3. ラズベリーのアントシアニン抽出サンプルの精製方法 193) 

 ラズベリー果実を凍結乾燥を行い水分を取り除いた後、ミニスピードミル MS-05 を用い

て破砕し粉末になったラズベリー粉末 250 mg に 2% ギ酸 MeOH を 1 mL 加え、5 分攪拌し、

攪拌後、5 分超音波し 4000g で 20 分遠心し上清を回収した。この操作を 3 回行った。上清

を濃縮し、その後減圧下乾固した。乾固した濃縮物を一部とり、DMSO で 100 mg/mL の濃

度に調整した。 

 

6-4. ポリフェノール量測定 (Folin-Ciocalteu 法)194,195) 

 サンプル 2 L、Milli Q 水 200 L、10 % Na2CO3 水溶液 25 L を加え攪拌後、フォーリ

ン試薬 25 L を加えて暗所で 30 分反応させ、生成した青色色素を 740 nm の吸光度で測定

した。 
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6-5. PA 測定方法 196,197) 

 サンプル 5 L、Solution B 125 L、BSA 250 L を加え攪拌し、4 °C 15 分インキュベー

トした。その後 15000 rpm 5 分で遠心分離したのち、上清を捨てた。そこに Solution 50 L

を加え攪拌後、遠心し、上清を捨て、5 % TEA(v/v)、10 % SDS (w/v) 溶液を 70 L 加え攪拌

した。この溶液に、10 mM FeCl3 10 L 加え、10 分反応させたのち、520 nm の吸光度で測

定を行った。 

・Solution A : 200 mM AcOH , 170 mM NaCl を pH4.9 に調整した。 

・Solution B : 10 % EtOH , 5 mg /mL ロシエル塩を pH 3.3 に調整した。 

 

6-6. DPPH ラジカル消去活性試験 198) 

 サンプル 1 L、EtOH 500 L に 60 M DPPH 溶液 500 L 加え 30 分反応させたのち、520 

nm の吸光度で測定を行った。 

 

6-7. ABTS ラジカル消去活性試験 199) 

 7mM ABTS 溶液 5 mL に 140 mM ペルオキソ二硫酸カリウムを 88 L 加え、12～16 h、室

温、暗所で静置した。12～16 時間後、吸光度が 0.7±0.02 になるように EtOH で希釈した。 

希釈した ABTS 溶液 1 mL にサンプル 1 L 添加し、10 秒攪拌後、30 °C、4 分反応させた

のち、740 nm の吸光度で測定を行った。 

 

6-8. チオバルビツール酸(TBA)法 200) 

サンプル 1 µL に 0.1 %リノール酸溶液 100 µL を加え、紫外線(254 nm)を 3 時間氷上で照

射後、4.5 %BHT 溶液 2 µL、20 % AcOH 溶液 150µL、0.8 %TBA 溶液 150 µL を加えた。その

後、95 度で 1 時間加熱し、冷却したのち、n-BuOH 溶液 400µL 加え、15000 rpm、4 分、4 度

で遠心分離した。遠心分離した溶液の上層の n-BuOH 層を取り、530 nm の吸光度で測定を

行った。 

・0.1 % リノール酸溶液: SDS 200 mg を 25 mL の純粋で溶かし、リノール酸を 25 µL 加え

た。 

・n-BuOH 溶液：n-BuOH を 85 mL、MeOH を 15 mL 加えた 

 

6-9. 植物からの 1 本鎖 cDNA の合成、および、PCR 法を用いた遺伝子の増幅方法 

 新鮮なラズベリー果実を RNeasy Mini Kit をもちいて mRNA の抽出をおこなった。その

後、TURBO DNA-freeTM Kit を用いて、mRNA に含まれるゲノム DNA を取り除いたのち、

mRNA 5 µL、Oligo(dT) 0.5µL 、5× Buffer 4 µL、10 mM dNTPs 2 µL、ReverTra Ace (100 units/mL) 

1 µL、滅菌水 7.5 µL、加えサーマルサイクラ―を用いて、70 °C で 5 分、4 °C で 5 分、42 °C 

で 60 分、99 °C で 5 分のプログラムを組み、1 本鎖 cDNA の合成をおこなった。次に滅菌
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水 7.25 µL、10 µM Primer (F) 1 µL、10 µM Primer (R) 1 µL、Go-Taq Master Mix 10 µL、R .idaeus 

cDNA 0.75µL、を加え、各酵素の条件によって増幅をおこない、ポリアクリルアミド電気泳

動を用いて確認をおこなった。また、各 primer の塩基配列を表 7-1 に示した。4-CL をコー

ドする遺伝子の増幅方法は、95 °C で 3 分、95 °C で 30 秒、55 °C で 30 秒、72 °C で 20 秒

のプログラムを組み、これを 40 cycle で増幅をおこなった。PAL をコードする遺伝子の増幅

方法は、95 °C で 3 分、95 °C で 30 秒、43 °C で 30 秒、72 °C で 30 秒のプログラムを組

み、これを 40 cycle で増幅をおこなった。CHS をコードする遺伝子の増幅方法は、95 °C で 

3 分、95 °C で 30 秒、50 °C で 30 秒、72 °C で 22 秒のプログラムを組み、これを 40 cycle

で増幅をおこなった。UDP-glucose をコードする遺伝子の増幅方法は、95 °C で 3 分、95 °C 

で 30 秒、47 °C で 30 秒、72 °C で 20 秒のプログラムを組み、これを 30 cycle で増幅をお

こなった。F3’H をコードする遺伝子の増幅方法は、50°C で 5 分、95 °C で 30 秒、50 °C で

30 秒、72 °C で 45 秒のプログラムを組み、これを 40 cycle で増幅をおこなった。FLS をコ

ードする遺伝子の増幅方法は、95 °C で 5 分、95 °C で 30 秒、57 °C で 30 秒、72 °C で 45

秒のプログラムを組み、これを 40 cycle で増幅をおこなった。DFR をコードする遺伝子の

増幅方法は、95 °C で 5 分、95 °C で 30 秒、62 °C で 30 秒、72 °C で 45 秒のプログラムを

組み、これを 40cycle で増幅をおこなった。ANS をコードする遺伝子の増幅方法は、95 °C

で 2 分、95 °C で 1 分、55 °C で 20 秒、72 °C で 10 秒のプログラムを組み、これを 30 cycle

で増幅をおこなった。CHS をコードする遺伝子の増幅方法は、95 °C で 2 分、95 °C で 30 

秒、49°C で 30 秒、72 °C で 25 秒のプログラムを組み、これを 30cycle で増幅をおこなっ

た。Histone をコードする遺伝子の増幅方法は、95 °C で 3 分、95 °C で 30 秒、55°C で 30

秒、72 °C で 25 秒のプログラムを組み、これを 29cycle で増幅をおこなった。 

 

6-10. ラズベリーに含まれるポリフェノール化合物の LCMS 分析 

フラバン-3-オール誘導体の分析 

A 溶媒 : Milli Q 100 % 、 

B 溶媒 : アセトニトリル 100% 、ともにギ酸 0.05% 、 

カラム : MS-5C18GT、φ2.0×150 mm、カラム温度 : 40 °C、流量 0.2 mL/min 

グラジェント(B 溶媒) : 0 分 0 %、85 分 25 %、95 分 100 %、 100 分 100 %、  

110 分 0 %、  

6-11. アントシアニンの分析 

A 溶媒 : Milli Q 100 % 、 

B 溶媒 : アセトニトリル 100% 、ともに TFA 1% 、 

カラム : Navi C18-5、φ4.6×250 mm、カラム温度 : 40 °C、流量 0.2 mL/min 

グラジェント(B 溶媒) : 0 分 5 %、60 分 25 %、65 分 50 %、70 分 80 %、  

72 分 5 %、75 分 5 %、 
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Gene 
Accession No. of Sequence 

Used for Primer Design 
Primer Sequence 

4-CL AF239687 
F: ATG CGA AAC AAC TTG CAT TT 

R: GCT ACG ATT CAC GAC ATT GC 

PAL AF304366 
F: AAC CCT TGT TTC TTC GTA CCA TTA 

R: GAT GGG TAG CTA GTA CTT ACA CAT 

CHS AF292367 
F: GAT GGG TAG CTA GTA CTT ACA CAT 

R: GAT GGG TAG CTA GTA CTT ACA CAT 

UDP-glucose AWT04749 
F: CCATGTTTTCTTGGTTTCCTT 

R: ATGAAAGGGTTGTTAATGAGG 

F3'H GT029980 
F: TGA TGA AGC TTT ATA AGC ATG TGA GC 

R: GGG TCC ACT CTC TTG GTG AA 

FLS GT029981 
F: AGG TGA ACAGGT GGA GTT GG 

R: TGA AGA CCA TCA TCG AAT GC 

DFR GT029979 
F: ATG CGA AAC AAC TTG CAT TT 

R: GCT ACG ATT CAC GAC ATT GC 

ANS KX950789.1 
F: ATC GTA ATG CAC ATA GGC GAC ACC 

R: CCT TGG GCG GCT CAG AGA AAA 

ANR AMP19723 
F: ATC TCA AAC AAG ACT GCT TGT G 

R: GAG AGT ATT GAC AGT CAC TGC AG 

Histone AF301365.1 
F: CAA GGA AGC AAT TGG CTA CA AGG 

R: AGT TGG ATA TCC TTG GGC ATA ATA 

 

 

6-12. ブドウ培養細胞(Vitis Vinifera L.)の静置培養 201,202) 

本実験では理化学研究所より購入したヨーロッパブドウ(ヴィニフィラ種)の一種である

ブドウ培養細胞の Vitis Vinifera L.VW 株、VR 株を使用した。寒天培地の組成は MS 培地 4.6 

g、スクロース 30 g 、寒天 12 g を純粋で 1L に溶解し、pH 6.1 に調整した後、滅菌を行っ

た。滅菌後、Modified LS-VT (×400) 2.5 mL 、Kinetin 1 mL 、0.2 mg/mL 2,4-D 0.25 mL を加

え、植物培養細胞の植えつぎを行い、27 ° C で 30 日間寒天培養を行った。 

 

 

表 6-1. primer 配列 
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6-13. ブドウ培養細胞(Vitis Vinifera L.)の振盪培養、および、変換反応 

振盪培養の培地は MS 培地 4.6 g、スクロース 30 g を純粋で 1L に溶解し、pH 6.1 に調整

した後、滅菌を行った。滅菌後、Modified LS-VT (×400) 2.5 mL 、Kinetin 1 mL 、0.2 mg/mL 

2,4-D 0.25 mL を加えた。その後、植物培養細胞を 27 ° C で 7 日間液体培養を行い 7 日ごと

に培地の交換をおこなった。7 日間振盪培養を行った植物培養細胞に終濃度 2 mM になる

ように基質を添加し 6 日間振盪培養を行った。その後、各種、有機溶媒で抽出を行った。 

 

6-14. ラズベリー培養細胞(Rubus idaeus)の構築 167) 

本実験では使用した品種はラフザック種を選択した。まず、植物体のラズベリーからカル

スの作成を行った。ラズベリーの葉を水道水で軽く洗浄し、この後の作業からクリーンベン

チ内で行った。次に 70%EtOH で 15 分洗浄し、NaClO で 15 分洗浄した。その後、滅菌水で

5 分洗浄を行った。この操作を 3 回行い、ビタミン含有 MS 培地で 23° C で 60 日間培養を

行い、カルスの作成を行った。培地の組成はビタミン含有 MS 培地 4.4 g、2 % スクロース、

0.4% ゲランガムを純粋で 1L に溶解し pH 5.65 に調整した後、滅菌を行った。滅菌後 0.5 

mg/L 2,4-D、を加え培養を行った。カルスが構築されたのちカルスの培養を培地の組成を変

え培養を行った。組成は、ビタミン含有 MS 培地 4.4g、2%スクロース、0.4% ゲランガムを

純粋で 1L に溶解し pH 5.65 に調整した後、滅菌を行った。滅菌後 IAA 4mg/mL、BA 1mg/mL

を加え培養を行った。 

 

6-15. ラズベリー培養細胞(Rubus idaeus)の静置培養 168,169) 

カルスが構築されたのち生育速度を上げるため、培地の組成を変え 27° C で 30 日間培養

した。組成は、ganborg B5 培地 3.05g、3%スクロース、0.4% ゲランガムを純水で 1L に溶解

し pH 5.65 に調整した後、滅菌を行った。滅菌 myo-inositol 500mg/mL、2,4-D 1mg/mL、kinetin 

0.1mg/mL、adenin 1mg/mL を加え培養を行った。 

 

6-16. ラズベリー培養細胞(Rubus idaeus)の振盪培養、および、変換反応 

振盪培養の培地は ganborg B5 培地 3.05g、3%スクロース、0.4% ゲランガムを純粋で 1L

に溶解し pH 5.65 に調整した後、滅菌を行った。滅菌後、 myo-inositol 500mg/mL、2,4-D 

1mg/mL、kinetin 0.1mg/mL、adenin 1mg/mL を加えた。その後、植物培養細胞を 27 ° C で 7

日間液体培養を行い 7 日ごとに培地の交換をおこなった。7 日間振盪培養を行った植物培養

細胞に終濃度 2 mM になるように基質を添加し 6 日間振盪培養を行った。その後、各種、

有機溶媒で抽出を行った。 
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6-17. 植物培養細胞の変換反応の LC 分析 

A 溶媒 : Milli Q 100 % 、 

B 溶媒 : アセトニトリル 100% 、ともにギ酸 0.05% 、 

カラム : MS-5C18GT、φ2.0×150 mm、カラム温度 : 40 °C、流量 0.2 mL/min 

グラジェント(B 溶媒) : 0 分 0 %、35 分 35%、45 分 100 %、 50 分 100 %、70 分 0 %、  

 

6-18. 動物由来肝臓ミクロソームのグルクロン酸抱合反応 

 動物由来肝臓ミクロソームは SEKISUI XENOTECH 社で B6C3F1 Mouse Liver Microsomes 

Untreated, Male、Gottingen Minipig Liver Microsomes Untreated, Male、Hartley Albino Guinea Pig 

Liver Microsomes Untreated, Male、New Zealand Rabbit Liver Microsomes Untreated, Male、Beagle 

Dog Liver Microsomes Untreated, Female、Human Liver Microsomes, Female を用いた。 

20mg/mL 動物由来肝臓ミクロソーム 10 L、10mM 基質 1 L、1M KPi (pH 7.4) 10 L、

200mM MgCl2 2.5 L、100 mM アスコルビン酸 10 L、100 mM −グルクロニターゼ阻害剤 

2 L、5mg/mL alamethicin 5 L、20mM UDP-glucuronic acid 10 L、Milli Q 水 49.5 L を加え

37 °C で 1-3h 反応を行った。反応後、アセトニトリルを 50 L を加え反応を停止し、攪拌、

15000 rpm で 10 分遠心後、LC 分析を行った。 

 

6-19. 動物由来肝臓ミクロソームの LC 分析 

A 溶媒 : Milli Q 100 % 、 

B 溶媒 : アセトニトリル 100% 、ともにギ酸 0.05% 、 

カラム : MS-5C18GT、φ2.0×150 mm、カラム温度 : 40 °C、流量 0.2 mL/min 

グラジェント(B 溶媒) : 0 分 0 %、45 分 45%、50 分 100 %、 55 分 100 %、56 分 0 %、 

 

6-20. 遺伝子導入大腸菌 UGT78D2 の培養 

 前培養として LB 培地 4 ml に 4 l の 100 mg/ml アンピシリンを加えて糖転移酵素の遺伝

子をコードした大腸菌を白金棒で加えて 37 °C のインキュベーターで一晩振とう培養し

た。100 ml の LB 培地に前述した前培養液を 2 ml、100 mg/ml アンピシリンを 100 l 加え

て 37 °C インキュベーターで 2 h 30 min 振とう培養し本培養を行った。培養後、氷冷下で

100 mM IPTG を 1 ml 加えて 18 °C のインキュベーターで 22 h 培養した。  

 

6-21. 遺伝子導入大腸菌 UGT78D2 の精製 

 前述した培養液を 50 ml 遠沈管に移し、4000 rpm, 10 min で遠心後、沈殿以外を取り除い

た。そこに K_Binding buffer (100 mM KH2PO4/K2HPO4, pH7.0) +5 mM DTT を 10 ml 加え攪拌

後、4000 rpm, 10 min かけて沈殿以外を取り除いた。再び、K_Binding buffer (100 mM 

KH2PO4/K2HPO4, pH7.0) + 5 mM DTT を 5 ml 加え攪拌後、冷却しながら超音波破砕を行っ
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た。破砕液を 1.25 ml ずつ 1.5 ml チューブに移し、4 °C, 15000 rpm, 30min で遠心した。遠

心後、上清を回収し研究に用いた。 

 

 

6-22. 遺伝子導入大腸菌 UGT78D2 酵素溶液を用いた配糖化反応 

 回収した酵素溶液を SDS-PAGE を用いて UGT78D2 遺伝子が発現していることを確認し

た後、GST カラムを用いて精製を行った。精製を行った酵素溶液をブラッドフォード法を

用いてタンパク質の定量を行った。UGT78D2 酵素溶液 65 L、5mM 基質 15 L、pH7.0, 

1M Tris-HCl Buffer 50 L、5 mM UDP-Glucose 30 L, 1M DTT 2.5 L、Milli Q 337.5 L を加

え 37 °C で 3 h 反応させた。反応後 EtOAc を 500 L 加え、攪拌、15000 rpm で 10 分遠心

後、EtOAc 層の LC 分析を行った。 

 

6-23. 遺伝子導入大腸菌 UGT78D2 を用いた菌体内配糖化反応 

 本培養を行った遺伝子導入大腸菌体を 50 ml 遠沈管に移し、4000 rpm, 10 min で遠心後、

沈殿以外を取り除いた。そこに、OD600で 3.0 になるように改良型 M9 培地を加えた。この

溶液を 1 ml ずつ分注し、100 mg/ml アンピシリン 0.5 L、100 mM IPTG 10 L、5 mM 基

質 20 L を加え、30 °C で 24 h 反応させた。その後、反応液を、90 °C で 2 min 煮沸し、

4 °C、15000 rpm、10 min 遠心分離し、EtOAc 抽出を行い LC 分析を行った。 

 

改良型 M9 培地 

Milli Q 水 100 ml に対して、Na2HPO4 12.8 g、KH2PO4 3 g、NaCl 0.5 g、NH4Cl 1 g、

MgSO4⋅7H2O 0.494 g、CaCl2⋅2H2O 0.0152 g、Thiamine 0.01 g、FeSO4⋅7H2 O 0.01 g をオート

クレーブして用いた。その後、終濃度 2%となるようにグルコース溶液を加えた。 

 

 

6-24. 遺伝子導入大腸菌体 UGT78D2 の配糖化反応の LC 分析 

【HPLC の測定条件】 

A 溶媒 : Milli Q 100 % 、 

B 溶媒 :アセトニトリル 100 % 、ともにギ酸 0.05 % 、 

カラム : Navi C18-5、φ3.0×150 mm、カラム温度 : 40 °C、流量 0.5 mL/min 

グラジェント(B 溶媒) : 0 min 10%、9 min 100 %、10 min 100 %、 12 min 10 %、  

13 min 10 % 
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【LC-MS の測定条件】 

A 溶媒 : Milli Q 100 % 、 

B 溶媒 : アセトニトリル 100% 、ともにギ酸 0.05% 、 

カラム : MS-5C18GT、φ2.0×150 mm、カラム温度 : 40 °C、流量 0.2 mL/min 

グラジェント(B 溶媒) : 0 min 0 %、25 min 80 %、35 min 100 %、50 min 100 %、  

60 min 0 % 

 

 

 

6-25. 酵素発現酵母 UGT71G1 を用いた配糖化反応 

 富山県立大学 生城真一教授に提供していただいたタルウマゴヤシ由来 UGT71G1 導入酵

母菌体を用いて研究を行った。UGT71G1 酵母菌体 (50mg) 100 L、100 mM 基質 2L、1M 

KPi (pH 7.4) 20 L、40 % グルコース 40L、Milli Q 38 L を加え、30°C で 24h 反応を行っ

た。反応後、クロロホルム/メタノール 500 L で抽出を行い、攪拌後、15000rpm で 10 分遠

心を行った。遠心後、上層、および、下層の LC 分析を行った。 

 

6-26. 酵素発現酵母 UGT71G1 を用いた LC 分析 

A 溶媒 : Milli Q 100 % 、 

B 溶媒 : アセトニトリル 100% 、ともにリン酸 0.5% 、 

カラム : C30-5、φ3.0×150 mm、カラム温度 : 30 °C、流量 0.5 mL/min 

グラジェント(B 溶媒) : 0 min 10 %、5 min 10 %、20 min 60 %、23 min 60 %、  

25 min 10 % 
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 (2019 年、神奈川) 

42. ○小堀亮、多賀大輝、川崎崇、齊藤安貴子 

  「ブドウ培養細胞 (Vitis vinifera L.)を用いたフラボノイド変換研究」第 37 回 日本植物

細胞分子生物学会 (2019 年 9 月、京都) 

43. ○小堀亮、橋本誠也、川崎崇、齊藤安貴子 

  「機能性フラボノイドの生産検討」第 62 回天然有機化合物討論会 (2020 年 9 月、名古

屋) 
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44. ○小堀亮、齊藤安貴子 

 「ラズベリー培養細胞のフラボノイド化合物生産能検討」日本ポリフェノール学会 (2021

年 9 月、岐阜) 

45. 橋本誠也、○山口祥一、小堀亮、齊藤安貴子 

  「LED 光照射によるラズベリー葉中に含まれるポリフェノール化合物量や糖量の変化」

日本ポリフェノール学会 (2021 年 9 月、岐阜) 

46. ○小堀亮、道下僚、石丸拓実、齊藤安貴子 

 「UGT78D2 遺伝子導入大腸菌によるポリフェノール配糖体と SAR 研究」日本フードファ

クター学会 (2021 年 11 月、奈良) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


