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略語一覧 
AA: Ascorbic Acid 

AA-2G: Ascorbic Acid 2-Glucoside 

ASK1: Apoptosis Signal-regulating Kinase 1 

ATP: Adenosine Triphosphate 

BUdR: 5-bromo-2'-deoxyuridine 

CGTase: Cyclodextrin glycosyl transferase 

CHO: Chinese Hamster Ovary 

DCF: 2′, 7′–dichlorofluorescein 

DMSO: Dimethyl sulfoxide 

DNA: Deoxyribonucleic acid 

DPPH: 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 

DSB: Double strand break 

EMIQ: Enzymatically Modified Isoquercitrin 

EMS: Enzymatically Modified Stevia 

FCS: Fetal calf serum 

FDA: Food and Drug Administration 

5-FU: 5-fluorouracil 
GSH: Glutathione-SH 

H2DCFDA: 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate 

HES: Hesperetin 

HPLC: High performance liquid chromatography 

IQ: Isoquercitrin 

JNK: c-jun N-terminal kinase 

LET: Linear Energy Transfer 

mBCl: monochlorobimane 

MEMα: alpha Minimum Essential Medium 
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MGH: Monoglucosyl hesperidin 

MGN: Monoglucosyl naringin 

MGR: Monoglucosyl rutin  

NAR: Naringenin 

OD: Optical Density 

PARP: Poly (ADP-ribose) polymerase 

PBS: Phosphate Buffered Saline 

PDA: Photodiode array 

PTFE: Polytetrafluoroethylene 

QUE：Quercetin 

ROS: Reactive Oxygen Spices 

RT: Retention time 

RUT: Rutin 

SEM: Scanning Electron Microscope 

SOD: Superoxide dismutase 

TRX1: Thioredoxin 1 

UV: Ultra Violet 
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第１章	 緒論 

１−１	 フラボノイドと糖転移フラボノイド 

	 ポリフェノールの一種であるフラボノイドは、現在、誘導体を含めると5,000〜8,000

種類の化合物が確認され、その基本構造は、図１−１に示す通り、2つのベンゼン環（A

環、B環）と、酸素原子を含む複素環（C環）で構成されている。フラボノイドについ

ては、主に植物中に存在し、果物や野菜に広く含まれるケルセチンやルチンなどのフラ

ボノール類、柑橘類に特徴的に含まれるヘスペリジンやナリンジンなどのフラバノン類、

大豆などの豆類に含まれるイソフラボンなどのフラボン類、お茶やカカオなどに含まれ

るカテキンなどのフラバノール類などが代表的なフラボノイドとして挙げられる（図１

−１）[1, 2]。 

 

図１−１	 フラボノイドの化学構造と分類 

 しかしながら、これらフラボノイドの多くは、水溶性が低いものが多く、特にケルセ

チンは、極めて水溶性が低く（室温で、3mg/L以下）、難水溶性の物質のため、消化管

からの吸収率が低いことも知られている。そのため、クエルセチンやルチンはその抗酸

化活性の高さから機能性素材として注目されているが、難水溶性であることが利用拡大

の妨げとなっている[3-7]。これら、難水溶性フラボノイドの欠点を克服する方法の一つ

として、フラボノイドを糖転移酵素により処理を行い、大幅に水溶性を改善する方法が

提案された。このフラボノイドに糖転移するシクロデキストリングルカノトランスフェ

ラーゼ (CGTase)は、デンプンからシクロデキストリンを生成する酵素であるが、フラ

ボノイドに糖転移をすることも出来る。この糖転移酵素で糖転移体となった糖転移フラ

ボノイドのうち、現在確認されているものとして、糖転移ルチン、糖転移イソクエルシ

トリン、糖転移ヘスペリジン、糖転移ナリンジンなどが挙げられる(図１−２)。フラボ

ノイドではないが、ビタミンCとして有名なアスコルビン酸や天然の高感度甘味料であ

るステビアについても、その糖転移体が報告されている(図１−２)。これら配糖体はフ
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ラボノイドの様に水溶性改善効果ばかりではなく、安定性や呈味改善など新たな機能性

が配糖化する事によって付加される。また、ヘスペリジンにグルコースを付加した糖転

移ヘスペリジンは、水溶性が元のヘスペリジンに対して、1,000倍以上に改善すること

が報告されており、水溶性フラボノイドとして清涼飲料水などに使用されている。この

糖転移ヘスペリジンは、高血圧ラットに対する血圧上昇抑制効果など，水溶性以外の機

能性も報告されている[8, 9]。さらに、クエルセチンとルチンは、高い抗酸化活性や機

能性を持ち、植物に広域に分布していることから、食品科学や栄養学の分野で広く研究

の対象となっている（図１−２）。 

 

図１−２	 代表的な酵素処理化合物の化学構造式 

	 ルチンについては、そば、アスパラガスなど果物や野菜に広く含まれている代表的な
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クエルシトリンとし、さらに糖転移酵素で、オリゴ糖を付加した配糖体である。この

EMIQは、アグリコンであるクエルセチンの3位にマルトース，マルトトリオース，マ

ルトテトラオースなどのオリゴ糖が付加された混合物で、糖転移することで水溶性が大

幅に改善するが、ルチンの特徴であるルチノースが存在しない。また、本研究で検討す

る糖転移ルチンは、ルチンを原料とするが、加水分解することなく、ルチノースに直接

配糖化し、糖鎖整理したモノグルコシルルチンを主成分とする単一化合物である（図１

−３）。モノグルコシルルチン（Monoglucosyl rutin；MGR）は、ルチンにグルコース

が一つ付加した化合物で、元のルチンに比べ、安全性や抗酸化力を維持しながら、10,000

倍以上の水に対する溶解度の改善がされており、食品添加剤や化粧品原料として、食品、

飲料品、化粧品と広く世界中で使用されている[10, 11]（図１−４）。この糖鎖の構造の

相違によって、生体吸収性や細胞への取り込み効率に影響を与えるが、その点について

は、本研究のテーマに深く関連するため、次節で詳細に解説することにする。 

 

図１−３	 モノグルコシルルチンおよびEMIAQの酵素を用いた合成方法 
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図１−４	 糖転移酵素によるルチンの水溶性改善効果 
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１−２	 難水溶性フラボノイドの水溶性改善と生体吸収性 

	 難水溶性フラボノイドの水溶性改善についての検討は、食品化学や栄養学の研究分野

の主要なテーマとして、様々な方法が試みられており、界面活性剤や可溶化剤を用いて

ミセル化や可溶化をする方法や、難水溶性フラボノイドをメチル化や配糖化など化学修

飾し、誘導体化する方法などが検討されている。本研究で取り上げた糖転移フラボノイ

ドは、糖転移酵素を用いた配糖化による誘導体化の方法で水溶性を改善している。配糖

化による利点としては、糖付加による安全性や安定性の確保ができるが、配糖化による

水溶性の向上や分子量の増加が、逆に体内や細胞への吸収性を抑制する方向に働き、フ

ラボノイドの生物学的利用能の低下を引き起こす。 

	 これら配糖体化による体内吸収や細胞取り込み効率の低下という問題を解決するた

めの方法として、クエルセチン配糖体である酵素処理イソクエルシトリンは、配糖成分

であるルチノースから、ラムノースを取り除き、糖転移することによって、水溶性が向

上しながら、ラムノースが残存しているルチンや糖転移ルチンに比べ、ラットに対する

経口投与実験において、体内に吸収され易くなることが近年報告されている[12, 13]。 

	 一方、本研究の対象となっているモノグルコシルルチンは、糖転移イソクエルシトリ

ンと同様に、ルチンを原料にして、水溶性および体内吸収性を改善した糖転移フラボノ

イドである。糖転移イソクエルシトリンと異なり、ラムノースを除去しておらず、直接

糖転移しているため、水溶性は改善されているが、体内吸収や細胞取り込み効率には課

題が残る。実際に、ルチンに関しては、細胞への取り込み効率が、クエルセチンに比べ、

数％程度に低下することが報告されており、モノグルコシルルチンにおいても、細胞取

り込み効率については、さらに低下することが予測される。この様なモノグルコシルル

チンの欠点を改善する方法として、モノグルコシルルチンの可溶化効果を利用したモノ

グルコシルルチンと難水溶性物質の混合製剤による生物学的利用能の改善方法が提案

されている。この糖転移フラボノイドによる可溶化効果は、モノグルコシルルチンやモ

ノグルコシルヘスペリジンなどの配糖体成分であるルチノースや、モノグルコシルナリ

ンジンなどの配糖成分であるネオヘスペリジノースの様なラムノースを含む配糖体成

分に糖転移したフラボノイドに見られる現象である。このフラボノイド複合体は、糖転

移フラボノイドの配糖体部分（親水基）がアグリコン（疎水性）を取り囲んだ構造をと

っており、この構造体の中に難水溶性物質が含有されることにより、難水溶性物質の水

溶性が大幅に向上する（図１－５）。この手法によって、難水溶性医薬成分であるフル

ルビプロフェンの水溶性が約10 倍以上向上することが報告されている[14]。また、こ

れら難水溶性物質の水溶性向上とともに、動物を用いた経口投与試験において、フルル
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ビプロフェンの血中濃度が約3倍向上していることも報告されており、体内吸収性の向

上させることが期待される。さらに、他の可溶化製剤と異なる点として、糖転移フラボ

ノイド自身の機能性が維持された状態で可溶化効果を示すことが挙げられる。即ち、糖

転移フラボノイドが有する抗酸化力や紫外線吸収効果といった機能性が、難水溶性物質

の水溶性改善だけでなく保護安定性に働くため、通常の可溶化剤や界面活性剤に比べ、

可溶化効果だけでないフラボノイドが持つ機能性も付加されるという利点がある[15]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図１−５	 糖転移フラボノイドによる難水溶性物質の可溶化効果 
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１−３	 放射線防護剤・増感剤の開発状況 

	 放射線防護剤の開発は、冷戦時代に核兵器による兵士への放射線被曝を想定した放射

線防護を目的とした薬剤の開発が発端となり、積極的に進められた。そのため、高線量、

短時間、全身被曝といった条件で、優れた薬剤の開発が進められ、それら研究開発の成

果として、SH基を持つチオール化合物が防護効果に優れていることが分かった。その

中で、アミフォスチン（WR-2721）は、米国ウォルターリード陸軍研究所にて開発さ

れたチオール化合物であるが、現在、頭頚部癌の放射線治療により引き起こされる口腔

乾燥症を防止するための医薬品として米国 FDAで唯一認められた放射線防護薬剤であ

る[16, 17]。しかしながら、アミフォスチンは、放射線防護効果は強いが、副作用が高

く、限定的な使用目的でしか利用されておらず汎用的な防護剤とは言い難い。 

	 現在は、放射線の利用目的も変化しており、放射線治療や原子力発電などの平和利用

へ用途拡大しており、それら放射線が発生する施設で作業する作業者の被曝を抑える放

射線防護剤や放射線治療を受ける患者に必要な副作用緩和剤といった薬剤の使用目的

が多様化している。そのような多様な要望を満たす薬剤開発は現在、開発当初の高線量、

短時間、全身被曝といった使用条件から、低線量、長時間、部分被曝といった条件で使

用することを前提とした低毒性で効果がある薬剤の開発が中心となっている。 

	 近年検討されている放射線防護剤としては、有機合成化合物であるエダラボンが挙げ

られる。エダラボンは、フリーラジカルの消去剤として、急性脳梗塞における機能障害

の改善薬として、医薬品として認められている薬剤で、放射線防護剤として期待された

が、細胞試験の結果から、添加するエダラボン濃度によって、放射線防護効果（高濃度）、

放射線増感効果（低濃度）の両方の効果が確認された[18, 19]。また、天然由来の化合

物としては、アスコルビン酸の検討が進められている。アスコルビン酸は、安全性が高

く、抗酸化力も高いことから天然由来の放射線防護剤として期待されている[20]。しか

しながら、アスコルビン酸は酸化され易く、生体内での安定性が低いため、有用性を発

揮するためには、高濃度で使用するなどの課題がある。2011 年の福島第一原発事故の

際に支援に向かった自衛隊員の一部に試験的ではあるが、アスコルビン酸を予防的に服

用した実績[21]などあり、副作用と効果のバランスにおいて、現段階で最も現実的な放

射線防護剤と考えられる。 

	 本研究の対象であるフラボノイドについても、近年の低毒性で持続的な摂取が可能な

物質としての期待から、放射線防護剤としての検討が進められている。例えば、本研究

でも取り上げたクエルセチンは、DNA プラスミドおよびヒト末梢血リンパ球を利用し

た試験において、放射線防護効果が確認されている[22]。また、大豆等のマメ科に含ま

れるイソフラボンの一種であるゲニステインは、ホルモン様の活性を持ち、抗酸化、抗
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菌効果などの機能性を持つフラボノイドであるが、放射線防護効果があることが確認さ

れており、マウスの急性放射線症候群（ARS）モデルを使った骨髄細胞の保護効果やヒ

トにおける放射線治療時の副作用緩和などの効果が報告されている[16]。また、本研究

の対象であるモノグルコシルルチンに関しては、近年、放射線防護剤としての検討も進

められており、動物細胞を用いた試験において放射線防護効果が確認されている[23]。

しかしながら、モノグルコシルルチンを単独で放射線防護剤として使用する際に、高濃

度で使用しなければ、放射線防護効果を発揮しないという課題が明らかになっている

[23]。 

 

 

図１−４	 代表的な放射線防護剤 

 
	 一方、放射線増感剤の開発は、放射線治療の技術進歩と共に近年注目されている。酸

素効果が現れる低 LET 時の放射線治療法において、低酸素化した腫瘍細胞の放射線感

受性の向上を目的とした薬剤の開発が中心に進められてきたが、現在の所、臨床試験に

おいて、副作用があることが分かり、ニトロイミダゾール骨格のニモラゾールが、唯一

頭頸部癌治療用の増感剤として使用されている[24]。また、その他の増感剤としては、

DNA前駆体擬似物質として開発された BUdR（5−ブロモデオキシウリジン）と呼ばれ

るハロゲン化ピリミジンがあり、細胞内 DNA に取り込まれた後、DNA の立体構造に

歪を生じさせることにより、放射線照射選択的に増感効果を発揮する[25]。臨床的には、

脳腫瘍患者に対して、抗癌剤である 5−FU（5−フルオロウラシル）と併用した治験が試

みられているが、有効な治癒率を上げるには至っていない[26]。フラボノイドにおいて

も、放射線増感剤としての検討が進められており、本研究の対象となるクエルセチンに

おいても、小脳の髄芽腫(medulloblastoma)における薬剤スクリーニングの検討結果か

ら、放射線増感剤としての有用性が細胞実験および動物実験で報告されている[27]。 
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図１−５	 代表的な放射線増感剤 

 
この様に、放射線防護・増感剤の開発は、有用性と副作用との間で一進一退して進め

られて来た経緯があり、放射線防護剤・増感剤共に決定的な薬剤が開発されてないのが

現状である。特に、前述したエダラボンや本研究の対象となっているクエルセチンなど

は同じ物質であっても、投与濃度や条件によって、放射線防護や増感効果の両面の性質

を示すことが知られている（例えば、高濃度投与で放射線防護効果、低濃度投与で放射

線増感効果など）。この様な状況が、放射線防護剤・増感剤の開発をより複雑なものと

している。 

そこで、本研究では現在の放射線防護剤が求められている低線量、長時間、部分被曝

といった副作用の影響をなるべく少なくしたい環境で使用することに適した候補物質

として、食経験が長く安全性に優れたフラボノイドや糖転移フラボノイドに着目して研

究を進めた。 
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１−４	 本研究の目的 

	 本研究の目的は、糖転移フラボノイドを利用した新しい放射線防護剤の開発である。

その目的を達成するために、糖転移フラボノイドの課題である細胞への取り込み効率の

低さを改善する必要があると考え、糖転移フラボノイドと難水溶性フラボノイド（アグ

リコン）を混合製剤化したフラボノイド複合体を提案した。このフラボノイド複合体は、

糖転移フラボノイドの可溶化効果を用いて、難水溶性フラボノイドの水溶性を上げ、か

つ難水溶性フラボノイドの細胞への取り込み効果を期待した複合体である。本研究にお

いては、糖転移フラボノイドとして放射線防護効果の報告があるモノグルコシルルチン

を選択し、混合する難水溶性フラボノイドとしては、クエルセチン、ヘスペレチン、ナ

リンゲニンの 3種類を選択した。 

以下に、本研究で提案したフラボノイド複合体を用いた細胞取り込み効果および放射

線防護剤としての作用メカニズムを以下に示す（図１−６）。 

①	モノグルコシルルチンと難水溶性フラボノイドを混合製剤化したフラボノイド複

合体が、水溶液中で細胞に接触する。 

②	フラボノイド複合体は、細胞表面で分離し、モノグルコシルルチンは、細胞外もし

くは細胞膜に残存し、難水溶性フラボノイドは、細胞内に導入される。 

③	細胞内に導入された難水溶性フラボノイドは、放射線によって細胞内に発生した活

性酸素や DNA損傷などの影響を防護する。 

④	細胞外もしくは、細胞膜に残存したモノグルコシルルチンは、細胞外からの活性酸

素による細胞膜もしくは細胞内への影響を低減化する。 

 

 

図１−６	 フラボノイド複合体の細胞透過および放射線防護メカニズムの提案 
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本研究では、上記で提案したフラボノイド複合体の有効性と放射線防護剤としての可

能性を検証するために、以下の進め方で実験を進めた（図１−７）。 

 

（１）	本研究で提案した 3種類のフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグルコシル

ルチン複合体、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/モノ

グルコシルルチン複合体）のスプレードライ法による作製とその分析手法を確

立する（第２章）。 

 
（２）	作製したフラボノイド複合体の機能性評価として、フラボノイド複合体水溶液

濃度の時間変化測定および DPPHラジカルを用いた抗酸化活性評価を行い、そ

の機能性を確認する（第３章）。 

 

（３）	細胞試験を用いて、フラボノイド複合体による難水溶性フラボノイド（クエル

セチン、ヘスペレチン、ナリンゲニン）の細胞取り込み効果を確認する。また、

フラボノイド複合体の細胞毒性試験を薬剤短時間（30分）処理および長時間（3

日間）処理の 2条件において確認を行う（第４章）。 

 
（４）	放射線生物実験によって、フラボノイド複合体による細胞内 ROS上昇抑制効果

の確認およびコロニーアッセイ法によるフラボノイド複合体の放射線防護剤と

しての可能性を確認する（第５章）。 

 

（５）	フラボノイド複合体による細胞内レドックスへの影響を細胞内 GSH 濃度の測

定試験によって確認し、本研究で作製した３種類のフラボノイド複合体（クエ

ルセチン/モノグルコシルルチン複合体、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複

合体、ナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体）のうち、最も放射線防護剤

として最適な組み合わせについて検討を行う（第６章）。 

 

	 上記試験を進めることによって、本研究で提案したフラボノイド複合体の有用性を示

し、糖転移フラボノイドの新しい可能性を示すことが、本研究の最終目的である。 
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図１−７	 本研究における実験の進め方 
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第２章	 モノグルコシルルチンを用いたフラボノイド複合体の作製 

２−１	 背景 

	 本章では、モノグルコシルルチンを用いて難水溶性フラボノイドとのフラボノイド複

合体の作製を行った。モノグルコシルルチンを含めた糖転移フラボノイドを利用した難

水溶性物質の可溶化効果の検討は、糖転移フラボノイドの新たな機能性として、近年精

力的に検討が進めてられているが、モノグルコシルルチンを用いた複合体製剤について

は、詳細な検討は始まったばかりで、報告事例も少ない[15, 28-31]。 

	 本研究においても、先行研究と同様に難水溶性フラボノイド（アグリコン）を糖転移

ルチンで可溶化製剤化する際に、噴霧乾燥法（スプレードライ法）と呼ばれる手法で粒

子化を行った。このスプレードライ法は、図２−１に示す様な、１. 熱風発生装置、２.

噴霧装置、３. 乾燥室、４. サンプル回収装置の４つの要素で構成されるスプレードラ

イ装置を用いて製造され、粉体化する目的物を含有する液体や懸濁液をノズルの細孔か

ら噴霧し、瞬間的に乾燥して粉末化する方法である[32]。瞬間的に乾燥することから、

粉末化による目的物へのダメージも少なく、また、混合物で噴霧乾燥した場合は、溶液

中でのそれぞれの物質間の相互作用が、粉末の状態に引き継がれるため、溶液中で複合

体構造を形成した状態で乾燥するため、本研究の目的に適した乾燥法である。また、噴

霧乾燥法は、噴霧条件（溶液濃度、乾燥温度、噴霧速度など）によって、粉末の分子サ

イズ、形状、表面の状態を制御して乾燥することができるという特徴を持っている[33]。 

	 また、本研究においてモノグルコシルルチンで複合製剤化の検討する難水溶性フラボ

ノイドとして、モノグルコシルルチンのアグリコンであるクエルセチン、柑橘類に特徴

的に含まれるヘスペリジンやナリンジンのアグリコンであるヘスペレチンおよびナリ

ンゲニンを用いた。これら難水溶性フラボノイドは、試薬として入手が容易であるばか

りでなく、フラボノイドの研究においても、安全性や機能性が詳細に検討されている物

質であり、既に健康食品やサプリメントの原料として、市場に流通しているフラボノイ

ドである。これら実績のあるフラボノイドは、本研究の目的である安全性が高く長期摂

取を前提とした新しい放射線防護剤の開発において、適した物質であると考え選択した。 
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図２−１	 スプレードライ装置の構成 
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２−２	 実験概要 

	 本章では、モノグルコシルルチンを使用した３種類のフラボノイド複合体（クエルセ

チン/モノグルコシルルチン複合体、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリ

ンゲニン/モノグルコシルルチン複合体）をスプレードライ法で作製し、さらに、作製

したフラボノイド複合体の電子顕微鏡による外観を確認すると共に、含有する難水溶性

フラボノイド（アグリコン）およびモノグルコシルルチンについて HPLC 装置を用い

た定量方法を確立し、次章以降の実験に使用するフラボノイド複合体の濃度設定の根拠

とすることを目的とした。 

	 まず、フラボノイド複合体の原料となる難水溶性フラボノイド（クエルセチン、ヘス

ペレチン、ナリンゲニン）とモノグルコシルルチンそれぞれについて、HPLC 装置に

よる保持時間、UV吸収波長、ピーク面積の測定を行い、フラボノイド単独についての

分析方法を確立した。さらに、フラボノイド複合体の作製については、原料となる難水

溶性フラボノイドとモノグルコシルルチンを、目的とする配合比率に合わせ計量し、エ

タノール/水混合液に混合溶解した状態で、スプレードライ法によって乾燥させ粉末化

した。また、作製したフラボノイド複合体は、目視と走査型電子顕微鏡によって粉末形

状の観察を行う。さらに、作製したフラボノイド複合体中に含まれる難水溶性フラボノ

イドとモノグルコシルルチンの定量については、それぞれの原料の HPLC 分析結果か

ら算出し確認した。 
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２—３	 実験方法 

２−３−１	 試薬の入手先 

	 モノグルコシルルチン（分子量 772.66 g/mol）は、東洋精糖株式会社より提供を受け

た。クエルセチン二水和物（化学用；分子量 338.27 g/mol）、ヘスペレチン（化学用；

分子量 302.28 g/mol）、ナリンゲニン（化学用；分子量 272.25 g/mol）は、和光純薬工

業株式会社より購入した。また、ジメチルスルホキシド（DMSO）（特級）、エタノー

ル（特級）、酢酸およびアセトニトリル（高速液体クロマトグラフィー用）は、関東化

学株式会社より購入した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	 	 	 	 	 図２−２	 本研究で使用したフラボノイドの化学構造式 
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２−３−２	 フラボノイド原料の HPLC装置による分析手法 

	 フラボノイド複合体の原料に用いたモノグルコシルルチンおよび難水溶性フラボノ

イド（クエルセチン、ヘスペレチン、ナリンゲニン）について、各 500μMとなる様に、

アセトニトリル/水＝30/70 の混合溶液へ溶解した。難水溶性フラボノイドについては、

予めジメチルスルホキシドに 500ｍMとなるように溶解したものを、最終濃度でジメチ

ルスルホキシドが 0.1％（V/V）となる様に添加した。また、HPLC装置の測定条件は、

HPLC装置（Alliance 2695,Waters MA USA）を使用して、PDA検出器(Waters2996, 

Waters, MA, USA)波長：210～400nm 、カラム：Inert Sustain C18	 5µm,4.6×

250mm I.D.、 移動相：アセトニトリル/0.1vol%酢酸水溶液＝30/70、流速：1.0ml/min、

カラムオーブン内温度：40℃であった。サンプル注入量は、5.0μlとし、測定は、3回

繰り返して行い、それぞれの UV吸収波長（nm）および保持時間（分；Retention Time）

について測定を行った。 

 
２−３−３	 スプレードライ法によるフラボノイド複合体の作製方法 

	 難水溶性フラボノイド（クエルセチン、ヘスペレチン、ナリンゲニン）とモノグルコ

シルルチンを上記で測定した純度を用いて、それぞれ、モル比率 1：4になる様にそれ

ぞれ計量し、難水溶性フラボノイドについては、エタノールに予め溶解させ、完全に溶

解した状態を目視で確認し、その後、モノグルコシルルチンを蒸留水に溶解したものを

加え、最終的には、エタノール：蒸留水＝8：2（体積比）の混合溶液の状態にする。こ

の混合溶液を用いてスプレードライ装置（CPL-2；大川原製作所）にて乾燥し、粉末化

を行った。スプレードライの条件として、乾燥室の入口温度は、120℃、出口温度は、

68℃とし、噴射空気圧は、0.2MPa、処理量は、4.6ml/minであった。また、スプレー

ドライ乾燥した粉末は、デシケータ保存して十分に乾燥したものをその後の試験に用い

た。また、本研究で作製した 3 種類のフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグルコ

シルルチン複合体、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/モノグ

ルコシルルチン複合体）粉末のそれぞれの配合比率と平均分子量を表２−１にまとめる。 
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	 	 	 	 	 	 	 表２−１	 本研究で作製したフラボノイド複合体 

 

 
２−３−４	 フラボノイド複合体の電子顕微鏡による粉末形状の観察 

	 スプレードライ法により作製した３種類のフラボノイド複合体（クエルセチン/モノ

グルコシルルチン複合体、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/

モノグルコシルルチン複合体）粉末の一部をそれぞれ導電性カーボン両面テープ（５

mm幅；日新 EM）に接着し、オートカーボンコータ（JEC-560；日本電子）にて、内

圧５Pa、蒸着電圧４V、蒸着時間５秒にてカーボン蒸着し前処理を行った。その後、走

査型電子顕微鏡（JSM-IT300LV；日本電子）にて、印加電圧 15ｋV、5,000 倍の倍率

で、粉末形状の写真撮影を行った。 

 

２−３−５	 フラボノイド複合体の HPLC装置による分析方法 

	 ３種類のフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体、ヘスペ

レチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体）粉

末を、モル平均分子量より各 500μM となる様にそれぞれ計量し、アセトニトリル/水
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の混合溶液へ溶解した。溶解したサンプルは、HPLC装置（Alliance 2695,Waters MA 

USA）を用いて、含有する難水溶性フラボノイドおよびモノグルコシルルチンの定量

を行った。HPLC装置の測定条件は、PDA検出器(Waters2996, Waters, MA, USA)波

長：210～400nm 、カラム：Inert Sustain C18	 5µm,4.6×250mm I.D.、 移動相：

アセトニトリル/0.1vol%酢酸水溶液＝30/70、流速：1.0ml/min、カラムオーブン内温度：

40℃であった。サンプル注入量は、5.0μlとした。測定は、3回繰り返して行い、フラ

ボノイド複合体の原料分析で得た難水溶性フラボノイドとモノグルコシルルチンの

UV吸収波長と保持時間と比較することによりそれぞれの成分同定を行った。また、成

分定量は、標準とした原料サンプル（標準品）のピーク面積を用いて検量線を作成し、

絶対検量線法により計算した。 
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２−４	 実験結果 

２−４−１	 フラボノイド原料の HPLC装置による分析結果 

 
（a）	クエルセチンの HPLC分析結果 

	 クエルセチン（500µM）の HPLC分析結果を以下に示す。UV測定波長は 370nm

で、保持時間（RT）は 12.47分、標準偏差（SD）は±0.011であった。 

 

図２−２	 クエルセチンの HPLCチャート 

 
表２−２	 クエルセチンの HPLC分析結果 

フラボノイド 保持時間（min） 標準偏差(SD)* UV測定波長(nm) 

	 QUE 12.47 	 ±0.011 	 370 

*ｎ=3の平均値 

 
（b）	ヘスペレチンの HPLC分析結果 

	 ヘスペレチン（500µM）の HPLC分析結果を以下に示す。UV測定波長は

285nmで、保持時間（RT）は 22.67分、標準偏差（SD）は±0.0083であっ

た。 
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	 	 	 	 	 	 	 	 図２−３	 ヘスペレチンの HPLC チャート 

 

	 	 	 	 表２−３	 ヘスペレチンの HPLC分析結果 

フラボノイド 保持時間（min） 標準偏差(SD)* 測定波長(nm) 

	 HES 22.67 	 ±0.0083 285 

*ｎ=3の平均値 

 

（c）	 ナリンゲニンの HPLC分析結果 

	 ナリンゲニン（500µM）の HPLC分析結果を以下に示す。UV測定波長は

290nmで、保持時間（RT）は 19.47分、標準偏差は±0.0073であった。 

 

図２−４	 ナリンゲニンの HPLC チャート 
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表２−４	 ナリンゲニンの HPLC分析結果 

フラボノイド 保持時間（min） 標準偏差(SD)* 測定波長(nm) 

	 NAR 19.47 	 ±0.0073 	 290 

*ｎ=3の平均値 

 
（d）	モノグルコシルルチンの HPLC分析結果 

	 モノグルコシルルチン（500µM）の HPLC分析結果を以下に示す。UV測

定波長は 355nmで、保持時間（RT）は 7.02分、標準偏差（SD）は±0.006

であった。 

 

 

	 	 	 図２−５	 モノグルコシルルチンの HPLCチャート 

 
表２−５	 モノグルコシルルチンの HPLC 分析結果 

フラボノイド 保持時間（min） 標準偏差(SD)* 測定波長(nm) 

	 MGR 7.02 	 ±0.006 	 355 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 *ｎ=3の平均値 

 
２−４−２	 スプレードライ法によるフラボノイド複合体の作製結果 

	 本研究で作製した 3 種類のフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグルコシルルチ

ン複合体、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/モノグルコシル
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ルチン複合体）粉末の外観写真と走査型電子顕微鏡（JSM-IT300LV；日本電子）によ

る撮影結果を以下に示す。 

 

（A）	クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体（QUE：MGR=1：4） 

（１）外観；淡黄色粉末 

（２）走査型電子顕微鏡（倍率 5,000×）による観察結果； 

	 	 粒子径が 5µm以下の球状な粉末であった。 

 

	 	 	 図２−６	 QUE/MGR複合体粉末の外観および電子顕微鏡（SEM）写真 

 

（B）	ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体（HES：MGR=1：4） 

（１）外観；淡黄色粉末 

	 	 	 （２）走査型電子顕微鏡（倍率 5,000×）による観察結果； 

	 	 粒子径が 5μｍ以下の球状な粉末であった。 

 
	 	 	 図２−７	 HES/MGR複合体粉末の外観および電子顕微鏡（SEM）写真 
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（C）	ナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体（NAR：MGR=1：4） 

（１）外観；淡黄色粉末 

	 	 	 （２）走査型電子顕微鏡（倍率 5,000×）による観察結果； 

	 	 粒子径が 5μｍ以下の球状な粉末であった。 

  
	 	 	 図２−８	 NAR/MGR複合体粉末の外観および電子顕微鏡（SEM）写真 

 

２−４−３	 フラボノイド複合体の HPLC装置による分析結果 

	 上記で作製した 3 種類のフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグルコシルルチン

複合体、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/モノグルコシルル

チン複合体）粉末をアセトニトリル/水（30/70）の混合溶液にモル平均濃度で 500μM

の濃度で溶解したものを HPLC 分析結果から算出した難水溶性フラボノイド（アグリ

コン）およびモノグルコシルルチン（MGR）のモル濃度（μM）を表２−６に示す。 

 
表２−６	 本研究で作製したフラボノイド複合体の HPLC分析結果 

フラボノイド複合体 アグリコン濃度  

   （μM） 

MGR濃度 

 （μM） 

アグリコン濃度/ 

MGR濃度 

	 複合体濃度	 	 	 	  

	 	 （μM） 

QUE/MGR 	 	 95.7	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  	 371.8 	 0.257 	 	 467.5 

HES/MGR 	 	 97.5 	 380.8   0.256 	 	 478.3 

NAR/MGR 	 	 96.1 	 378.0   0.254 	 	 474.1 

n=3の平均値 
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２—５	 考察 

	 本章では、3種類のフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体、

ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合

体）粉末をスプレードライ法によって作製したが、その準備段階として、それぞれの複

合体の原料となる難水溶性フラボノイドおよびモノグルコシルの HPLC 分析を行った。

難水溶性フラボノイドについては、試薬グレード品を用いたため、純度も 95％以上と

高く、単一成分であることが確認できた。また、モノグルコシルルチンについては、試

薬として販売されていないため、分取用クロマト分離装置を用いて精製を行い、純度

100％のものを実験に使用した。 

	 さらに、3 種類のフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体、

ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合

体）粉末の外観および走査型電子顕微鏡による観察を行ったが、何れのフラボノイド複

合体も、球状粒子で、大きさも 5μm以下の微小な粒子で形成されている点も類似して

おり、混合したアグリコンの種類に関係なく、ほぼ同様の可溶化状態で複合体形成し、

粉末化されていることが分かった。 

	 さらに、作製したフラボノイド複合体を HPLC 分析した所、難水溶性フラボノイド
とモノグルコシルルチンとモル比率は変わらないもののフラボノイド複合体のモル平

均濃度が、最大で 6.5％程度低くなっている。この原因として、スプレードライ乾燥後

にフラボノイド複合体粉末に残存する水分が、その後のデシケータによる乾燥によって

も除去されず、残っていると考察している。クエルセチンやものグルコシルルチンの原

料であるルチンは、水和物として安定化することが知られており、モノグルコシルルチ

ンにおいても、同様の水和物として安定化する可能性が高く、デシケータ乾燥によって、

水分を完全に除去することは難しいと推測している。以後の実験においては、この水分

によるフラボノイド複合体の濃度低下を補正して、サンプル調整を行った。 
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第３章	 フラボノイド複合体の機能性評価 

３−１	 背景 

	 本章では、フラボノイド複合体の機能性評価の中で、フラボノイド複合体の水溶

液安定性と抗酸化活性について評価を行うことにした。 

	 まず、フラボノイド複合体の水溶液安定性についてであるが、フラボノイド複合

体は、前述した糖転移フラボノイドの可溶化効果を用いて、難水溶性フラボノイド

の溶解度を向上させるために提案された手法であり、本研究で作製したクエルセチ

ン/モノグルコシルルチン複合体については、既に先行研究によって、アグリコンで

あるクエルセチンの水に対する溶解度を約 40 倍上昇させることが報告されている

[29]。また、水溶液中で数 nm 程度のナノ構造体を形成して存在し、モノグルコシ

ルルチンとクエルセチンの配合比率が 20：1（重量比）の場合、その可溶化状態が

安定化すると報告されている。さらにこの様なナノ構造体を安定的に形成するため

には、糖転移フラボノイドが有するアグリコン骨格部分と難水溶性物質の化学構造

の間の相互作用（相性）が重要となり、類似した化学構造の物質ほど可溶化効果が

高いことが知られている[14, 34-38]。 

 

 
図３−１	 フラボノイド複合体の構造 
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	 また、フラボノイドを含めたポリフェノールの抗酸化活性については、フェノー

ル性水酸基の数と位置が重要であり、フラボノイドの場合は、B環にカテコール構

造を持つフラボノイドの抗酸化力が高い。B環のカテコール構造によるラジカル消

去メカニズムについては、図３−２に示す通り、2段階のステップにより、B環のカ

テコールがジケトンとなりラジカルを消去する。また、クエルセチン、ナリンゲニ

ン、ヘスペレチンの様に B 環の OH 基の数や修飾されると抗酸化活性が低下する。

さらに、C 環の OH 基が配糖化によって、修飾されると抗酸化活性も低下するが、

B環の OH基の影響ほど顕著ではない[1, 39, 40]。 

 

 

 

 

図３−２	 フラボノイドの分子構造と抗酸化メカニズム 
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copper to quercet in compared to that of kaempferol (similar
in st ructure to quercet in except tha t it lacks the ca techol
group in the B r ing).44
2. Due to their lower redox poten t ia ls (0.23 < E 7 < 0.75

V),45 flavonoids (Fl-OH) are thermodynamica lly able to
reduce highly oxidizing free radica ls with redox poten t ia ls
in the range 2.13-1.0 V,46 such as superoxide, peroxyl,
a lkoxyl, and hydroxyl radica ls by hydrogen atom donat ion:

where R• represents superoxide anion, peroxyl, a lkoxyl, and
hydroxyl radica ls.47-49
The aroxyl radica l (F l-O•) may react with a second

radica l, acquir ing a stable quinone st ructure (Figure 3).
The aroxyl radica ls could in teract with oxygen, genera t -

ing quinones and superoxide anion , ra ther than termina t -
ing cha in react ions. The last react ion may take place in
the presence of h igh levels of t ransien t meta l ions and is
responsible for the undesired prooxidant effect of fla -
vonoids.50 Thus, the overa ll capacity of flavonoids to act
as an t ioxidants depends not only on the redox poten t ia l of
the couple Fl-O•/F l-OH but a lso on possible side react ions
of the aroxyl radica l. Scavenging of superoxide is par t icu-
la r ly impor tan t , because th is radica l is ubiquitous in
aerobic cells and, despite it s mild react ivity, is a poten t ia l
precursor of the aggressive hydroxyl radica l in the Fenton
and Haber-Weiss react ions.51 Besides scavenging, fla -
vonoids may stabilize free radica ls involved in oxida t ive
processes by complexing with them.52
Many studies have been per formed to establish the

rela t ionship between flavonoid st ructure and their radica l-
scavenging act ivity, and the most relevant a re br iefly
descr ibed. Rice-Evans et a l.53 developed a va luable assay
tha t a llows for the determina t ion of the hiera rchy of
radica l-scavenging ability of flavonoids (and rela ted phe-
nolic acids). This assay is based on the ability of an
ant ioxidant to scavenge (a t pH 7.4) a preformed radica l
cat ion chromophore of 2,2′-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-
6-su lfon ic acid (ABTS•+) in rela t ion to tha t of 6-hydroxy-

2,5,7,8-tet ramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox), an
aqueous soluble vitamin E analogue. The Trolox equivalent
ant ioxidant capacity (TEAC) is defined as the concentrat ion
of Trolox with the same ant ioxidant capacity as a 1 mM
concent ra t ion of the ant ioxidant under invest iga t ion . J o-
vanovic et a l.45 adopted the same approach descr ibed for
determining the prior ity46 (hierarchy of one-electron reduc-
t ion poten t ia ls a t pH 7, Table 2) of radica l couples and
eva lua ted the in vit ro ant ioxidant poten t ia l of flavonoids
on the basis of the one-elect ron reduct ion poten t ia l a t pH
7 (E 7) of the Fl-O•/F l-OH pair . In cont rast , the ha lf-peak
oxidat ion potent ia ls (E p/2) of flavonoids have been proposed
as suitable parameters to evaluate the scavenging act ivity.
This assumes tha t both the elect rochemica l oxida t ion Fl-
OH f Fl-O• + e- + H+ and the hydrogen a tom donat ing
react ion Fl-OH f Fl-O• + H • involve the breaking of the
same O-H bond.54 According to th is approach , flavonoids
with E p/2 < 0.2 are defined as readily oxidable and
therefore good scavengers. TEAC, E 7, and E p/2 va lues of
selected flavonoids are compared in Table 3.
The da ta obta ined by the three differen t approaches

ment ioned above provide clear evidence tha t the radica l-
scavenging act ivity depends on the st ructure and the
subst ituen ts of the heterocyclic and B r ings, as suggested
by Bors et a l.55 More specifica lly, the major determinants
for radica l-scavenging capability are (i) the presence of a
ca techol group in r ing B, which has the bet ter elect ron-
dona t ing proper t ies and is a radica l ta rget , and (ii) a 2,3-
double bond conjuga ted with the 4-oxo group, which is
responsible for elect ron deloca liza t ion .
The presence of a 3-hydroxyl group in the heterocyclic

r ing a lso increases the radica l-scavenging act ivity, while
addit ional hydroxyl or methoxyl groups at posit ions 3,5 and
7 of r ings A and C seem to be less impor tan t . These
st ructura l fea tures cont r ibu te to increase the stability of
the aroxyl radica l, i.e., the ant ioxidant capacity of the
paren t flavonoid. Thus, flavonols and flavones conta in ing
a ca techol group in r ing B are highly act ive, with flavonols
more potent than the corresponding flavones because of the
presence of the 3-hydroxyl group. Glycosyla t ion of th is
group, as in ru t in , reduces grea t ly the radica l-scavenging
capacity. An addit ional hydroxyl group in r ing B (pyrogallol
group) enhances fur ther the an t ioxidan t capacity, as
exemplified by myr icet in . On the cont ra ry, the presence of
only one hydroxyl in r ing B diminishes the act ivity.
F lavanonols and flavanones, due to the lack of conjugat ion
provided by the 2,3-double bond with the 4-oxo group, a re
weak ant ioxidants. Ant ioxidant act ivit ies of flavan mono-
mers are comparable to those of flavanonols (ca tech in vs
taxifolin). However , the presence of a pyroga llol group in
r ing B (like in epiga lloca tech in) or ga lloyla t ion of the
3-hydroxyl group (as for epiga lloca tech in ga lla te and epi-
ca tech in ga lla te) enhances the ant ioxidant capacity.
Anthocyanidins and their glycosides (an thocyanins) a re

equipotent to quercet in and catechin gallates, provided that
a ca techol st ructure is presen t in r ing B (like in cyanidin).
Removal of the 3-hydroxyl group from ring B, as in
pelargonidin , reduces the ant ioxidant capacity a t the same

Figure 2. Binding sites for t race meta ls.

Figure 3. Scavenging of ROS (R•) by flavonoids.

F l-OH + R• f Fl-O• + RH

Table 2. One-Elect ron Reduct ion Poten t ia ls a t pH 7 (E 7, V) for
Selected Radica l Couples (Adapted from Ref 46)

HO•, H+/HO 2.310
RO•, H+/ROH (alkoxyl) 1.600
ROO•, H+/ROOH (peroxyl) 1.000
PUFA•, H+/PUFA-H 0.600
HU •, H+/UH2 (ura te) 0.590
TO•, H+/TOH 0.480
ascorba te•-, H+/ascorba te- 0.282

1038 J ournal of Natural Products, 2000, Vol. 63, No. 7

①�Catechol	group�
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３−	２	 実験概要 

 本章では、前章で作製した 3 種類のフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグル

コシルルチン複合体、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/

モノグルコシルルチン複合体）の水溶液中での安定性を確認するために、フラボノ

イド複合体に含まれる難水溶性フラボノイドの水溶液モル濃度の時間変化を

HPLC装置で測定を行い、ジメチルスルホキシド（DMSO）との比較を行った。そ

の際に、可溶化状態の見極めとして、水溶液を 0.2μmの親水性 PTFEメンブレン

フィルターによる濾過し、その濾過液に含まれる難水溶性フラボノイドの量によっ

て可溶化していると判断をした。 

	 さらに、本研究で使用する難水溶性フラボノイドおよびフラボノイド複合体にお

ける抗酸化力の評価は、DPPH（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl）ラジカルを用い

た抗酸活性試験によって実施した。この DPPH法は、使用する DPPHラジカルの

安定性が高く、再現性も良いことから、抗酸化物質の抗酸化活性の評価方法として

最も一般的な方法である [41-44]。図３−３にその測定原理を示すが、DPPHラジカ

ル溶液に抗酸化物質を添加することによって、DPPHラジカルが還元化され、色調

が紫色（517nm）から、消色（淡黄色）する。その吸光度（OD517）の差から、抗

酸化物質が持つ抗酸化活性を測定する評価方法である。DPPHラジカルは、水には

溶解しないため、通常アルコール（メタノール、エタノール）で溶解したものを使

用し、水溶性の抗酸化物質を測定する場合は、アルコールと水を混合した DPPHラ

ジカル溶液を用い測定を行う。 

 

 

 

 

図３−３	 DPPHラジカルの抗酸化物質による色調変化 
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３−３	 実験方法 

３−３−１	 試薬の入手先 

	 モノグルコシルヘスペリジン（＞95.0％（HPLC）；分子量 772.70）およびモノグル

コシルナリンジン（＞90.0％（HPLC）；分子量 742.68）は、東洋精糖株式会社より提

供を受けた。また、L-アスコルビン酸（東京化成特級；分子量 176.12）、DPPH	

(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) フリーラジカル（＞97.0％（HPLC）；分子量 394.32）

は、東京化成工業株式会社より購入した。その他の試薬や溶媒は、試薬グレードのもの

を用いた。また、親水性 PTFE 0.2μmメンブレンフィルターは、アドバンテック東洋

株式会社のディスポーザブルメンブレンフィルターユニット（25HP020AN）を使用し

た。  

 

 

図３−４	 本章で使用した試薬の化学構造式 

 

３−３−２	 フラボノイド複合体の水溶液濃度の時間変化測定 

	 フラボノイド複合体の水溶液の調整については、蒸留水（DW；10ml）に、前述で作

製した 3 種類のフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグルコシルルチン、ヘスペレ

チン/モノグルコシルルチン、ナリンゲニン/モノグルコシルルチン）を、それぞれ平均
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モル濃度で 500μMになる様に溶解した水溶液を準備した。ここで、それぞれのサンプ

ルに含まれる難水溶性フラボノイドのモル濃度が、100μMになる様に調整した。さら

に、比較用サンプルとして、可溶化剤を使用しない蒸留水のみの水溶液、および、ジメ

チルスルホキシド（DMSO）で高濃度（500mM）に溶解した難水溶性フラボノイドを

添加して混合調整した１%(v/v)の水溶液を準備した。また、各サンプルについては、そ

れぞれボルテックスミキサーで 1分間以上撹拌して完全に溶解させ、測定時間（5、10、

20、40、60 分）毎に水溶液中に含まれる難水溶性フラボノイドの濃度を測定した。濃

度測定方法としては、0.2µm メンブレンフィルターを装着した 10ｍｌシリンジに水溶

解液（1ｍｌ）をサンプリングし、加圧濾過する。その後、フィルタ濾過したサンプル

を 700µlに対し、アセトニトリル 300µlを加えた後、HPLC装置（Alliance 2695,Waters 

MA USA）を使用して、難水溶性フラボノイドの定量を行った。HPLC 装置の測定条

件は、PDA検出器(Waters2996, Waters, MA, USA)波長：210～400nm 、カラム：Inert 

Sustain C18	 5µm,4.6×250mm I.D.、 移動相：アセトニトリル/0.1vol%酢酸水溶液

＝30/70、流速：1.0ml/min、カラムオーブン内温度：40℃であった。サンプル注入量

は、5.0μlとした。難水溶性フラボノイドの極大吸収波長（クエルセチン；370nm, ヘ

スペレチン; 285nm, ナリンゲニン; 270nm）におけるピーク面積（µVs）を求め、標準

サンプル（クエルセチン、ヘスペレチン、ナリンゲニン；それぞれ 500µM）のピーク

面積（µVs）との比から難水溶性フラボノイドの定量を行った。 

 
３−３−３	 DPPHラジカル消去活性を用いた抗酸化力評価 

 (A) 難水溶性フラボノイドおよび糖転移フラボノイド単独での抗酸化力評価 

	 難水溶性フラボノイド（クエルセチン、ヘスペレチン、ナリンゲニン）は、予めジメ

チルスルホキシド（DMSO）に高濃度（500mM）溶解したものを準備し、50％エタノ

ール/水混合溶液の中に、2mMに調整したものを準備する。混合調整した難水溶性フラ

ボノイド混合溶液を準備した 96-well プレートに各 100µｌ入れる。また、糖転移フラ

ボノイド（モノグルコシルルチン、モノグルコシルヘスペリジン、モノグルコシルナリ

ンジン）は、50％エタノール/水混合溶液に直接溶解し、2mMに調整したものを同様に

96-wellプレートに各 100µl入れる。そこに、各 wellに、100%エタノールで溶解した

DPPHラジカル液（モル濃度；600µM）を 100µl添加する。最終的に、各 well当たり、

液量 200µl（サンプル 1mM、DPPHラジカル 300μM）の 75%エタノール/水混合溶液

中に、ジメチルスルホキシド（DMSO）の濃度が、0.2％（vol/vol）となる。その後、

プレート用振動台で撹拌し、十分に混合した後、暗所にて 30分間静置する。その後、

マルチプレートリーダ（SpectraMax M5、Molecular Devices、CA、USA）を使用し、
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各 well の DPPH ラジカル吸収波長（517nm）における吸光度（OD517）を測定する。

また、測定サンプルの吸光度（OD517）とコントロール（サンプル未添加）の吸光度（OD517）

との差をコントロールの吸光度（OD517）で規格化することによって、DPPHラジカル

消去活性（％）を計算する（式３−１）。 

（B）フラボノイド複合体の抗酸化力評価 

	 フラボノイド複合体 3 種類（クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体、ヘスペレ

チン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体）を、

50％エタノール/水混合溶液の中に、それぞれ平均モル濃度で 2mM になる様に溶解し

たものを準備する。調整したフラボノイド複合体溶液を準備した 96-wellプレートに各

100µl入れ、さらに、50％エタノール/水混合溶液で２倍希釈を合計３段階行った（2mM、

1mM 、500μM）。	  

	 そこに、各wellに、100%エタノールで溶解したDPPHラジカル液（モル濃度；600µM）

を 100µl添加する。最終的に、各 well当たり、サンプルのモル濃度（1mM 、500μM 、

250μM）、DPPHラジカルのモル濃度 300μMで、液量 200µlとなり、混合溶液は、

75%エタノール濃度となる。	  

	 その後、プレート用振動台で撹拌し、十分に混合した後、暗所にて 30分間静置する。

その後、マルチプレートリーダ（SpectraMax M5、Molecular Devices、CA、USA）

を使用し、各 wellの DPPHラジカル吸収波長（517nm）における吸光度（OD517）を

測定する。また、測定サンプルの吸光度（OD517）とコントロール（サンプル未添加）

の吸光度（OD517）との差をコントロールの吸光度（OD517）で規格化することによっ

て、DPPHラジカル消去活性（％）を計算する（式３−１）[45]。 

 

DPPHラジカル消去活性（％）= OD517（サンプル）- OD517(コントロール）
OD517（コントロール）

×100	 （式３−１） 

 
３−３−４	 統計処理 

	 全ての実験は、3回以上繰り返し行い、統計的有意性は、Prism 6 software (GraphPad 

Software, Inc.)を用いて、一元配置分散分析（One-Way ANOVA）による有意差検定に

て確認した。また、すべてのデータにおいて、p<0.05（$、#で表示）または、p<0.01

（$$、##で表示）で統計的優位性を示し、エラーバーは、標準誤差を表す。 
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３−４	 実験結果 

３−４−１	 フラボノイド複合体の水溶液濃度の時間変化測定結果 

（A）	クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体 

	 クエルセチンの各可溶化剤（ジメチルスルホキシド、モノグルコシルルチン）による

水溶液濃度の時間変化測定を行った結果を図３−５に示す。クエルセチンのモル濃度変

化については、モノグルコシルルチンで可溶化したものは測定１時間後まで大きな濃度

低下（69μM）を示さなかったが、ジメチルスルホキシド（DMSO）で可溶化したも

のは、測定直後から濃度低下が始まり、測定１時間後にはクエルセチンのモル濃度は、

1.9μM となった。これは、蒸留水で溶解したものと同じ程度のモル濃度(2.0μM)であ

った。 

 
図３−５	 クエルセチン水溶液濃度の時間変化 

 

（B）	ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体 

	 ヘスペレチンの各可溶化剤（ジメチルスルホキシド、モノグルコシルルチン）による

水溶液濃度の時間変化測定結果を図３−６に示す。ヘスペレチンのモル濃度変化につい

て、ジメチルスルホキシド（DMSO）で可溶化したものは、測定直後から濃度低下が

始まり、測定１時間後では 15μM と低下した。また、モノグルコシルルチンで可溶化

されたものは、測定後 1時間以内ではヘスペレチンのモル濃度低下は測定されなかった。 
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図３−６	 ヘスペレチン水溶液濃度の時間変化 

 
（C）	ナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体 

	 ナリンゲニンの各可溶化剤（ジメチルスルホキシド、モノグルコシルルチン）による

水溶液濃度の時間変化測定結果を図３−７に示す。ナリンゲニンのモル濃度変化につい

て、測定 1 時間後では、ジメチルスルホキシド（DMSO）で、76μM、モノグルコシ

ルルチンで、91μM となり、両可溶化剤共に測定後 1 時間以内では、可溶化された状

態が持続し、ナリンゲニンの大幅なモル濃度低下は測定されなかった。 

 
図３−７	 ナリンゲニン水溶液濃度の時間変化 
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３−４−２	 フラボノイド複合体の DPPH法による抗酸化力評価結果 

(A) 難水溶性フラボノイドおよび糖転移フラボノイド 

	 DPPHラジカル消去試験については、難水溶性フラボノイドとそのた糖転移フラボノ

イドの各１ｍMでの抗酸化力の比較を行った所、クエルセチン（97.4％）＞モノグルコ

シルルチン（82.6％）＞アスコルビン酸（78.6％）＞ヘスペレチン（31.0％）＞モノグ

ルコシルヘスペリジン（24.6％）＞モノグルコシルナリンジン（17.1％）≧ナリンゲニ

ン（16.1％）の順番で抗酸化活性が高い結果であった。クエルセチン骨格のフラボノイ

ドは、今回比較したフラボノイド骨格の中で最も抗酸化活性が高く、ヘスペレチン骨格

とナリンゲニン骨格のフラボノイドは、それらに比べ低かった。また、難水溶性フラボ

ノイド（アグリコン）とその糖転移フラボノイドとの抗酸化活性の比較において、クエ

ルセチンおよびヘスペレチン骨格のフラボノイドに関しては、若干の抗酸化活性の低下

が見られたが、ナリンゲニンの配糖体であるモノグルコシルナリンジンについては、配

糖化による抗酸化活性の低下は見られなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３−８	 難水溶性フラボノイドおよび糖転移フラボノイド抗酸化力比較 
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(B) 難水溶性フラボノイドおよびフラボノイド複合体 

	 500μM濃度における難水溶性フラボノイドとアスコルビン酸の比較試験において、

クセルセチン（81.0％）やモノグルコシルルチン（65.9％）がアスコルビン酸（60.0％）

よりも抗酸化力が高く、ヘスペレチン（17.6％）、ナリンゲニン（4.3％）については、

アスコルビン酸（60.0％）に比べ低い抗酸化活性であった。 

	 また、フラボノイド複合体およびモノグルコシルルチンとの比較においては、クエル

セチン/モノグルコシルルチン複合体（74.3％）＞モノグルコシルルチン（65.9％）＞

ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体（58.6％）、ナリンゲニン/モノグルコシル

ルチン複合体（55.0％）の順番で抗酸化力が強い結果であった。特に、クエルセチン/

モノグルコシルルチン複合体（74.3％）が、今回作製した3種類のフラボノイド複合体

の中で最も抗酸化力が高い結果であった。また、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン

複合体（58.6％）、ナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体（55.0％）においては、

可溶化剤として使用したモノグルコシルルチンの抗酸化活性が高いため、複合製剤とし

てそれらに含有する難水溶性フラボノイド（ヘスペレチン、ナリンゲニン）単独よりも

抗酸化活性が高い結果となった。 

 

 
図３−９	 難水溶性フラボノイドおよびフラボノイド複合体の抗酸化力比較 
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３−５	 考察 

	 フラボノイド複合体水溶液の時間変化試験の結果から、難水溶性であるクエルセチン

の可溶化剤として、モノグルコシルルチンはジメチルスルホキシド（DMSO）と比較

して、優れたものであることが明らかになった。このことは、モノグルコシルルチンが

クエルセチンを骨格とした界面活性剤と考えると、クエルセチンの可溶化効果が高いこ

とは予測し易い。さらに、他の難水溶性フラボノイドであるヘスペレチンについても、

モノグルコシルルチンによる可溶化は、ジメチルスルホキシド（DMSO）と比較し利

点が見られた。これら難水溶性フラボノイドに対して、より高い可溶化効果を期待する

のであれば、それぞれの糖転移化合物であるモノグルコシルヘスペリジンやモノグルコ

シルナリンジンを用いた方がより好ましいと考えられる。しかしながら、可溶化される

ヘスペレチンやナリンゲニンは、難水溶性とは言え、クエルセチンに比べ水溶性が高く、

モノグルコシルルチンでも十分な可溶化状態を維持することが本章の試験によって確

認出来たことから、難水溶性フラボノイドの可溶化剤として３種類の難水溶性フラボノ

イドの内、最も溶解度が低いクエルセチンに合わせモノグルコシルルチンを選択するこ

とは、フラボノイド複合体におけるバランスの良い組み合わせであると考えられる。ま

た、今回の実験で使用したフラボノイドの溶解条件は、PBS(-)にサンプルを投入し、1

分間のボルテックス撹拌を行ったのみの簡易的な溶解法である。そのため、溶解度が低

く、結晶性が高いフラボノイドの場合には、水溶液中での溶解が十分ではなく、析出を

開始していると考えている。その結果、溶解度測定時のフィルタによって、それら結晶

が水溶液中から取り除かれたため、溶解度が低下したと考えている。実験中に、クエル

セチンについては、測定開始の5分後、また、ヘスペレチンについては、測定開始の20

分後には、水溶液が濁り始めていることが目視で観測されたため、これら2つのアグリ

コンについては、ジメチルスルホキシド（DMSO）1％の水溶液では、十分な溶解性が

得られないことが明らかとなった。 

	 次に、DPPHラジカルによる抗酸化活性の評価試験の結果から、以下の知見が得られ

た。まず、難水溶性フラボノイドおよび糖転移フラボノイド単独比較による試験結果か

ら、フラボノイド骨格のB環にカテコール構造を持つ、クエルセチン骨格のフラボノイ

ド（クエルセチン、モノグルコシルルチン）が、他のフラボノイド骨格および比較で用

いたアスコルビン酸と比較しても、高い抗酸化力を示した。また、同じフラバン類のフ

ラボノイドであるヘスペレチンやナリンゲニンの抗酸化活性の比較において、ヘスペレ

チンの方がナリンゲニンにくらべ抗酸化活性は高かったことからも、B環の構造（水酸

基の位置や数）がフラボノイドの抗酸化活性を決める重要な要素であること分かる。ま

た、それぞれのフラボノイド骨格における配糖化による糖鎖の影響については、配糖化
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による大きな抗酸化力の低下は見られなかったことから、配糖化によるフラボノイドの

抗酸化活性の低下は、フラボノイド骨格中のフェノール性水酸基が糖転移により失われ

たことが原因であると推測される。 

	 さらに、フラボノイド複合体の抗酸化活性の比較試験を行ったが、クエルセチン/モ

ノグルコシルルチン複合体が、最も高い抗酸化活性を示し、可溶化剤としたモノグルコ

シルルチン単独よりも高い抗酸化活性を示した。一方、ヘスペレチン/モノグルコシル

ルチン複合体、ナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体においては、可溶化剤とし

て使用したモノグルコシルルチン単独よりも、抗酸化活性の低下は見られたが、同濃度

のヘスペレチンやナリンゲニンよりも抗酸化活性が高い結果となった。このことは、ヘ

スペレチンやナリンゲニン単独では、アスコルビン酸よりも低い抗酸化活性のフラボノ

イドであっても、モノグルコシルルチンと組み合わせることにより、混合製剤としては

抗酸化活性の低下を抑えることが出来る。	  

	 本章の結論として、モノグルコシルルチンは、抗酸化活性が高いクエルセチン骨格を

持った糖転移フラボノイドであるため、可溶化剤として使用した場合、可溶化効果と同

時に抗酸化活性を有する複合製剤の作製が可能となる。この様に、糖転移フラボノイド

によるフラボノイド複合体製剤は、難水溶性フラボノイドの可溶化剤としての働きだけ

でなく、糖転移フラボノイドがもつ別の機能性も加味されたことにより、他の可溶化剤

とは異なる機能性が付加された可溶化剤と言える。 
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第４章	 フラボノイド複合体の細胞取り込み試験 

４−１	 背景 

	 フラボノイドの細胞透過性に関する研究は、既に先行研究として進められており、細

胞への取り込み効率やスピードや、フラボノイド構造と取り込み相関など様々検討され

ている。それらフラボノイドを用いた細胞試験において、課題となるのは、やはりフラ

ボイドの難水溶性の問題である。現状、細胞への難水溶性フラボノイドの添加試験にお

いては、ジメチルスルホキシド（DMSO）が可溶化溶剤として多用されている。この

ジメチルスルホキシド（DMSO）は、難水溶性の物質を溶解させるために有用な有機

溶媒として広く使われており、添加することで物質の膜透過性を向上させている。膜透

過の作用メカニズムとして、ジメチルスルホキシド（DMSO）が細胞膜に細孔を形成

することで難水溶性物質を細胞内に届けていると報告されている[46]。しかしながら、

この作用メカニズムだと目的物を特異的に取り込むだけではなく、非特異的に他の物質

も同時に取り込まれる危険性が増すことが考えられる。ジメチルスルホキシド（DMSO）

がそのもの自身の毒性が低い割に副作用や細胞障害が生じる理由は、この非特異的な細

胞吸収性にあると思われる[47]。さらに、ジメチルスルホキシド（DMSO）は、タンパ

ク質の変性にも影響を与えているという報告[48]もあり、可溶化剤として使用する場合

は、細胞への影響を少なくするために、なるべく低濃度で使用することが望ましいと考

えられる。実際に、ジメチルスルホキシド（DMSO）が可溶化剤として用いた難水溶

性フラボノイドの細胞透過試験が行われ、フラボノイド添加から、15分から 30分以内

に細胞内取り込まれ、細胞核までフラボノイドが到達していることが実験において報告

されている[49-51]。しかしながら、この実験においてもあくまでもジメチルスルホキ

シド（DMSO）によって難水溶性フラボノイドを可溶化した条件での実験結果であり、

難水溶性フラボノイドを単独で分散させて添加した試験ではない。 

	 一方、本研究で検討を進めている糖転移フラボノイドを利用して難水溶性フラボノイ

ドを可溶化した場合の最大の利点として、先に述べたジメチルスルホキシド（DMSO）

などの有機溶媒としての影響を考えず、難水溶性フラボノイドを水溶化できる点である。

この糖転移フラボノイドを利用した可溶化方法は、難水溶性物質の生物学的利用能（バ

イオアベイラビリティ）の観点で大変興味深い現象であり、動物を用いた経口投与試験

において、糖転移ルチンを用いて難水溶性の医薬品成分であるフルルビプロフェンの血

中濃度が約 3倍向上していることが既に報告されている。これらの報告は、糖転移フラ

ボノイドによって、難水溶性物質の体内吸収性が向上することを示した報告であるが、

糖転移フラボノイドを用いた難水溶性物質の可溶化製剤を用いた細胞試験により、糖転
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移フラボノイドを用いて可溶化した難水溶性物質が、細胞取り込みに関してどのような

影響を及ぼすかについては、先行研究の調査においても確認されていない。そこで、本

章では、本研究で作製した 3 種類のフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグルコシ

ルルチン複合体、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/モノグル

コシルルチン複合体）の細胞試験による細胞取り込み効果の確認を行い、従来の添加方

法であるジメチルスルホキシド（DMSO）で難水溶性フラボノイドを可溶化して、同

等の細胞取り込み効率を示すか否かを確認したい。 

まず、フラボノイド複合体の原料となるモノグルコシルルチンは、クエルセチン配糖

体であるルチンを原料にした糖転移フラボノイドである。ルチンは、そのアグリコンで

あるクエルセチンを配糖化することによって、大幅な毒性低減がなされており、クエル

セチンの欠点である変異原性がルチンには見られないなど、より安全性の高いフラボノ

イドとなっている。しかしながら、その反面、配糖体のため細胞への取り込み効率は大

幅に低下する欠点があり、モノグルコシルルチンについても、ルチンを更に糖転移した

物質のため、同様に安全性は高いものの、細胞への取り込み効率が低いという課題は同

様である（図４－１）。この欠点は、本研究の最終目標である安全で効果が高い放射線

防護剤の開発において放射線による主要な細胞障害が、細胞内で生じていることから、

フラボノイドの細胞への取り込みは、重要な課題である。そこで、本研究ではモノグル

コシルルチンの可溶化効果を用いたモノグルコシルルチンと難水溶性フラボノイドと

の複合製剤によって、従来のモノグルコシルルチンの放射線感受性に加えて、細胞内で

の難水溶性フラボノイドの効果が加わることによって、より効果が高い放射線防護剤を

見出すことを目的としている。 

 

 
図４－１	 糖転転移フラボノイドの課題 
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４−２	 実験概要 

	 本章では、本研究で作製した 3 種類のフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグル

コシルルチン複合体、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/モノ

グルコシルルチン複合体）を用いたアグリコンの細胞取り込み効果の確認を行うため、

以下の２つの実験を行った。 

	 まず、フラボノイド複合体によるアグリコンの細胞取り込み効果を直接確認するため、

フラボノイド複合体を培養細胞に短時間処理（30 分）した後に、細胞を破砕し、破砕

した細胞から抽出した細胞内に取り込まれたアグリコンを HPLC によって定量するこ

とによって、確認する実験方法を検討した[49]。 

	 次に、フラボノイド複合体の細胞への影響（毒性）を確認するため、２つの条件で細

胞毒性試験を行った。①フラボノイド複合体を短時間処理（30 分）し、その後、細胞

を洗浄し再び培地に移し替えて、培地で 3日間培養した培養細胞の細胞増殖率を測定す

ることによって、フラボノイド複合体の短時間処理（30 分）による細胞毒性における

確認する実験および、②フラボノイド複合体を添加した培地でそのまま 3日間培養した

培養細胞の細胞増殖率を測定することによって、フラボノイド複合体の長時間処理（３

日）による細胞毒性を確認するという２つの条件である。この実験は、先に検討した短

時間処理（30 分間）でのフラボノイド複合体によるアグリコンの細胞取り込み効果の

みに注目した実験ではなく、より長時間（3日間）でのフラボノイド複合体の細胞への

影響を確認するための実験である[52]。また、この実験で細胞増殖率を算出するために、

コールターカウンタを用いた細胞数の測定を行った。コールターカウンタは、1953 年

に、W.H.Coulterによって原理が確立された電気的検知帯法（コールター原理）による

細胞などの微小粒子数を測定する装置である。その原理は、電極を取り付けたガラスチ

ューブの先端に微小な細孔（アパーチャー）を開け、その細孔を通った細胞を電気的に

感知し、細胞数として測定する。この方法は、細胞数測定の一般的な方法として広く使

用されている[53]。 
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４−３	 実験方法 

4−３−１	 細胞培養法および継代 

	 細胞は、チャイニーズハムスターの卵巣由来細胞である CHO-K1を、RIKEN BRC

（理化学研究所）より入手し使用した。培地は、MEMα (alpha minimum essential 

medium;和光純薬)に 10% fetal bovine serum (FBS；コーニング)と 1% antibiotics 

and antimycotics (Gibco)を加えた培地を用い、100mm培養皿に 10mlの上記MEMα

培地と CHO-K1細胞を入れ、37oC 、5% CO2 存在下のインキュベータ内で培養した。

継代は、セミコンフルエントになった CHO-K1 細胞を、PBS（-）(和光純薬)を用いて

洗浄後、Trypsin-EDTA (0.25%), phenol red（Gibco）を用いて処理を行い細胞回収し

たものをコールターカウンタ Z1（Beckman Coulter Inc.）で細胞数を測定し、再び、

MEM培地（10%FCS）に適当数入れて継代した。また、全ての実験は、指数増殖期の

細胞を使用した。 

 
4−３−２	 フラボノイド複合体の細胞透過試験 

	 100mm 培養皿で予めセミコンフルエントに培養した CHO−K1 細胞をトリプシン処

理し、剥離した細胞をMEMα培地（10%FCS）に懸濁したものを準備した。24ウェル

プレートに、MEMα培地（10%FCS）に懸濁した CHO−K1細胞を 3×106個/dishにな

るように入れ、1 日間培養する。培養後は、培地をアスピレータで除去し、その後

PBS(-)5mｌで 2回洗浄後する。洗浄した細胞に PBS（-）中に DMSO（1％）で溶解し

たフラボノイド（50µl）または、フラボノイド複合体（250µl）を添加し、30minイン

キュベータ内に置く。ここで、フラボノイド複合体（250μM）に含まれるアグリコン

濃度は、50μM であるため、それぞれのサンプルに含まれるアグリコンの濃度は等し

くして試験を行っている。その後、フラボノイドをアスピレータで除去し、PBS(-) 5m

ｌで 4 回洗浄後する。セルスクレーパー(NUNCTM 179693)で細胞を剥離し、遠心機

（1400rpm）で回収した。その後、細胞の一部を、コールターカウンタ Z1で、細胞数

を計測した。回収した細胞を、PBS(-)100µlで懸濁して、メタノール 500µlを加え、氷

中で、27G シリンジ(テルモシリンジ)で、ポンピング 20 回繰り返し、細胞を破砕後、

遠心機（15,000rpm）細胞ペレットを落とし、その上清部分を回収した。回収した細胞

上清を、0.2µmフィルタで濾過した後、HPLC装置（Alliance 2695）を使用して、含

まれるフラボノイドの定量を行った。 

 
４−３−３	 フラボノイド複合体の細胞毒性試験 

(A) 短時間処理（30分） 
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100mm 培養皿で予めセミコンフルエントに培養した CHO−K1 細胞をトリプシン処理

し、剥離した細胞 を MEMα 培地（10%FCS）に懸濁したものを準備し、コールター

カウンタ Z1（Beckman Coulter Inc.）で細胞数を計測した。 

	 次に 24well プレートに MEMα 培地（10%FCS）に 400μl 入れ、剥離した細胞 を

MEMα 培地（10%FCS）に懸濁し、24-well プレートに 40,000 個/well 入れる。CO2

インキュベータ内で１日間培養した後、培地をアスピレータで除去し、その後

PBS(-)500µｌで 2 回洗浄後する。洗浄した細胞に PBS（−）で溶解したフラボノイド

（200µl）を添加し、３０minインキュベータ内に置く。フラボノイドをアスピレータ

で除去し、その後 PBS(-)500µｌで 2 回洗浄後する。コールターカウンタ Z1 で、細胞

数を計測し、24-well プレートに、5,000 個/wellの CHO−K1細胞（200µl）を入れる

（well当たりの最終培地量は、600µｌ）。3日間、インキュベータ内で細胞培養を行っ

た後、培地をアスピレータで除去し、PBS(-)で洗浄後した。洗浄した細胞はトリプシン

処理で剥離し、PBS(-)に懸濁した細胞 をコールターカウンタ Z1（Beckman Coulter, 

Inc.）で、細胞数を計測する。得られた細胞数から、薬剤未処理の細胞数で規格化を行

い、相対細胞増殖率を計算した。 

 

相対細胞増殖率（Relative Cell Growth）= 薬剤処理細胞の総数（個）

薬剤未処理細胞の総数（個）
	 （式４−１） 

 
(B) 長時間処理（３日処理） 

	 100mm 培養皿で予めセミコンフルエントに培養した CHO−K1 細胞をトリプシン処

理し、剥離した細胞 を MEMα 培地（10%FCS）に懸濁したものを準備し、コールタ

ーカウンタ Z1（Beckman Coulter Inc.）で細胞数を計測した。 

	 次に 24wellプレートにMEMα培地（10%FCS）に 400μl入れ、同じ培地に溶解し

た薬剤を 200μl 添加し、各ウェルに様々な濃度（3 倍段階希釈）になる様に希釈した

ものを準備する。その際に、難水溶性フラボノイド（クエルセチン、ヘスペレチン、ナ

リンゲニン）の添加については、ジメチルスルホキシド（DMSO）に溶解させ、ジメ

チルスルホキシドの最終濃度が、0.2％（vol/vol）になる様に添加し、希釈に用いた培

地についても、同様のジメチルスルホキシド（DMSO）濃度を加えた。また、モノグ

ルコシルルチンおよびフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグルコシルルチン複合

体、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/モノグルコシルルチン

複合体）については、そのまま計量し、培地に直接添加した。希釈準備が出来た状態で、

培地に懸濁した CHO-K1 細胞を 24well プレートに、5,000 個/well の CHO−K1 細胞
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を入れる。3日間、インキュベータ内で細胞培養を行った後、培地をアスピレータで除

去し、PBS(-)で洗浄後した。洗浄した細胞はトリプシン処理で剥離し、PBS(-)に懸濁し

た細胞をコールターカウンタ Z1（Beckman Coulter, Inc.）で、細胞数を計測する。得

られた細胞数から、薬剤未処理の細胞数で規格化を行い、相対細胞増殖率を計算し、グ

ラフソフトウェア Prism 6 (GraphPad Software, Inc.)を用いてシグモイドフィッティ

ングによる近似曲線化した後、細胞の生存率が 0.5となる添加濃度である 50 %阻止濃

度(IC50)を算出し、薬剤間での IC50を比較し、フラボノイド複合体の細胞毒性を評価し

た。 

 

4−３−４	 統計処理 

全ての実験は、3 回以上繰り返し行い、統計的有意性は、Prism 6 software 

(GraphPad Software, Inc.)を用いて、スチューデントの t検定もしくは、一元配置分

散分析（One-Way ANOVA）による有意差検定にて確認した。また、すべてのデータ

において、p<0.05（#で表示）または、p<0.01（##で表示）で統計的優位性を示し、エ

ラーバーは、標準誤差を表す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 50 

４−４	 実験結果 

４−４−１フラボノイド複合体の細胞透過試験結果 

 まず、ジメチルスルホキシド（DMSO）1％で PBS(-)に溶解したクエルセチン（50μ

M）と PBS(-)のみで溶解したクエルセチン/モノグルコシルルチン複合体（250μM）の

比較試験結果を図４−４に示す。CHO-K1細胞（1×10７個）当たり、クエルセチン（50

μM）添加細胞で、7.8 nmol/1×10７個、クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体（250

μM）添加細胞で、11.9 nmol/1×10７個のクエルセチンが細胞内に含まれていることが

確認された。また、クエルセチン（50μM）添加細胞に比べ、クエルセチン/モノグル

コシルルチン複合体（250μM）添加細胞の方が、含有するクエルセチンが高い結果で

あった。しかしながら、両サンプル間の有意差について、t検定による有意差検定を行

ったが、有意差は見られなかった。 

	 次に、ジメチルスルホキシド（DMSO）１％で PBS(-)に溶解したヘスペレチン（50

μM）と PBS(-)のみで溶解したヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体（250μM）

の比較試験結果を図４−４に示す。CHO-K1細胞（1×10７個）当たり、ヘスペレチン（50

μM）添加細胞で、2.1 nmol/1×10７個、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体（250

μM）添加細胞で、3.8 nmol/1×10７個のヘスペレチンが細胞内に含まれていることが

確認された。また、ヘスペレチン（50μM）添加細胞に比べ、へスペレチン/モノグル

コシルルチン複合体（250μM）添加細胞の方が、含有するスペレチンが高い結果であ

った。しかしながら、両サンプル間の有意差について、t検定による有意差検定を行っ

たが、有意差は見られなかった。 

	 次に、ジメチルスルホキシド（DMSO）1％で PBS(—)に溶解したナリンゲニン（50

μM）と PBS(-)のみで溶解したナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体（250μM）

の比較試験結果を図４−４に示す。CHO-K1細胞（1×10７個）当たり、ナリンゲニン（50

μM）添加細胞で、3.5 nmol/1×10７個、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体（250

μM）添加細胞で、5.9 nmol/1×10７個のナリンゲニンが細胞内に含まれていることが

確認された。また、ナリンゲニン（50μM）添加細胞に比べ、ナリンゲニン/モノグル

コシルルチン複合体（250μM）添加細胞の方が、含有するナリンゲニンが高い結果で

あった。しかしながら、両サンプル間の有意差について、t検定による有意差検定を行

ったが、有意差は見られなかった。 

	 最後に、3 種類のフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体、

ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合

体）間によるアグリコンの取り込み効率およびモノグルコシルルチン（250μM）単独

投与について比較を行った。モノグルコシルルチン（250μM）単独投与に関しては、
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今回の試験条件では、検出することが出来なかった。同様に、フラボノイド複合体に含

まれるモノグルコシルルチン（200μM）についても、検出できなかった。また、フラ

ボノイド複合体における難水溶性フラボノイドの取り込み効率に関しては、クエルセチ

ン＞ナリンゲニン＞ヘスペレチンの順番であった。一元配置分散分析（One-Way 

ANOVA）による有意差検定を行った所、クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体

（250μM）とヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体（250μM）、ナリンゲニン/

モノグルコシルルチン複合体（250μM）間には、有意差（＃＃）が見られるが、ヘス

ペレチン/モノグルコシルルチン複合体（250μM）とナリンゲニン/モノグルコシルル

チン複合体（250μM）間には、有意差は見られなかった。 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図４−２	 フラボノイド複合体の細胞透過試験結果 
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４−４−２	 フラボノイド複合体の細胞毒性評価結果（30分間処理） 

	 モノグルコシルルチンおよび３種類のフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグル

コシルルチン複合体、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/モノ

グルコシルルチン複合体）による短時間（30 分）処理における細胞毒性試験結果を図

４−２に示す。モノグルコシルルチンは、今回検討した 250μM〜5.0ｍMの範囲で、細

胞増殖率の低下が見られなかった。また、クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体

については、1.25ｍM（クエルセチン 250μM、モノグルコシルルチン 1.0ｍM）から、

一元配置分散分析（One-Way ANOVA）による有意差検定を行った所、有意（＃）な

細胞増殖率の低下が見られた。ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体については、

5.0ｍM（ヘスペレチン 1.0ｍM、モノグルコシルルチン 4.0ｍM）から、有意（＃＃）

な細胞増殖率の低下がみられた。ナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体について

も、5.0ｍM（ナリンゲニン 1.0ｍM、モノグルコシルルチン 4.0ｍM）から、有意（＃

＃）な細胞増殖率の低下がみられた。 

 

 

図４−３	 フラボノイド複合体の細胞毒性評価結果（30分間処理） 
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４−４−３	 フラボノイド複合体の細胞毒性評価結果（3日間処理） 

①	 難水溶性フラボノイドおよび糖転移フラボノイド 

	 ジメチルスルホキシド（DMSO）0.2％によって可溶化した難水溶性フラボノイド（ク

エルセチン、ヘスペレチン、ナリンゲニン）および糖転移フラボノイド（モノグルコ

シルルチン）の単独添加による試験結果を図４−３に示す。各フラボノイド単独での

50％阻害濃度（IC50）を比較すると、クエルセチン（IC50= 13.4μM）、ヘスペレチン

（IC50= 135μM）、ナリンゲニン（IC50= 138μM）に対して、モノグルコシルルチン

（IC50= 703μM）となり、難水溶性フラボノイドの中では、クエルセチンの IC50が最

も低く、細胞毒性が高いことを示している。また、ヘスペレチンおよびナリンゲニン

は、細胞毒性の差は、見られなかった。また、モノグルコシルルチンは、他の難水溶

性フラボノイド（クエルセチン、ヘスペレチン、ナリンゲニン）に比べ、細胞毒性が

大幅に低減していた。 

 

 

 
 

図４−４	 難水溶性フラボノイドおよび糖転移フラボノイド比較 
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②	 クエルセチンとクエルセチン/モノグルコシルルチン複合体 

	 ジメチルスルホキシド（DMSO）0.2％によって可溶化したクエルセチンとクエルセ

チン/モノグルコシルルチン複合体の比較試験結果を図４−４に示す。それぞれの 50％

阻害濃度（IC50）を比較すると、クエルセチン（IC50= 13.4μM）に対して、クエルセ

チン/モノグルコシルルチン複合体（含有するクセルセチンに対して、IC50= 14.5μM）

となり、ジメチルスルホキシド（DMSO）によって可溶化し単独添加したクエルセチ

ンと、モノグルコシルルチンによって可溶化したクエルセチンは、その可溶化剤の種

類に依存せずに共にほぼ同じ IC50を示した。 

	 	 	  

 

 

 
 
	 	 	 	 図４−５	 クエルセチンとクエルセチン/モノグルコシルルチン複合体比較 
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③	 ヘスペレチンとヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体 

	 ジメチルスルホキシド（DMSO）0.2％によって可溶化したヘスペレチンとヘスペレ

チン/モノグルコシルルチン複合体の比較試験結果を図４−６に示す。それぞれの 50％

阻害濃度（IC50）を比較すると、ヘスペレチン（IC50= 135μM）に対して、ヘスペレ

チン/モノグルコシルルチン複合体（含有するヘスペレチンに対して、IC50= 59μM）

となり、ジメチルスルホキシドによって可溶化したヘスペレチンと、モノグルコシル

ルチンによって可溶化したヘスペレチンでは、モノグルコシルルチンで可溶化したヘ

スペレチンの方が、IC50が低下する結果となった。 

 

 
 

図４−６	 ヘスペレチンとヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体比較 
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④	 ナリンゲニンとナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体 

	 ジメチルスルホキシド（DMSO）0.2％によって可溶化したナリンゲニンとナリンゲ

ニン/モノグルコシルルチン複合体の比較試験結果を図４−７に示す。それぞれの 50％

阻害濃度（IC50）を比較すると、ナリンゲニン（IC50= 138μM）に対して、ナリンゲ

ニン/モノグルコシルルチン複合体（含有するナリンゲニンに対して、IC50= 61μM）

となり、ジメチルスルホキシドによって可溶化したナリンゲニンと、モノグルコシル

ルチンによって可溶化したナリンゲニンでは、ヘスペレチンと同様に、モノグルコシ

ルルチンで可溶化したナリンゲニンの方が、IC50が低下する結果となった。 

 

 
 

図４−７	 ナリンゲニンとナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体比較 
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４−５	 考察 

	 本章では、本研究の目的の一つである 3 種類のフラボノイド複合体（クエルセチン/

モノグルコシルルチン複合体、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲ

ニン/モノグルコシルルチン複合体）による難水溶性フラボノイド（クエルセチン、ヘ

スペレチン、ナリンゲニン）の細胞取り込み効果とその細胞毒性について細胞試験を用

いて確認することを実施した。 

まず、CHO-K1細胞への短時間処理（添加 30分後）でのフラボノイド複合体の細胞

取り込み効果を、フラボノイドを取り込んだ細胞を破砕し、メタノールで抽出したもの

を HPLC 装置で分析を行い確認した。その結果、フラボノイド複合体による難水溶性

フラボノイドの細胞取り込み効果と、ジメチルスルホキシド（DMSO）1％で可溶化し

単独添加した難水溶性フラボノイドの細胞取り込み効果が、同様程度の効果を有してい

ることが確認された。この試験結果から、3つの知見を得ることが出来た。一つは、フ

ラボノイド複合体によって、可溶化された難水溶性フラボノイドの細胞内への取り込み

が確認されたこと、二つに、フラボノイド複合体に含まれるモノグルコシルルチンと有

機溶剤であるジメチルスルホキシド（DMSO）の両者の可溶化および細胞膜透過のメ

カニズムが異なるにも関わらず、同程度の効率で細胞取り込み効果が得られていること、

三つにモノグルコシルルチンが、本実験の様な短時間（添加 30分間）では、細胞内に

取り込まれないという知見である。特に、細胞膜透過において、ジメチルスルホキシド

（DMSO）の場合は、ジメチルスルホキシド（DMSO）が細胞膜に細孔を形成するこ

とで難水溶性物質を細胞内に取り込み易くすると考えられているが、モノグルコシルル

チンの場合は、今回の実験結果からも細胞内へ透過しておらず、その分子量の大きさや

配糖化による水溶性向上による細胞膜への直接的な結合は考えにくく、ジメチルスルホ

キシド（DMSO）の透過メカニズムとは異なる別の透過メカニズムを有していること

が推測される。このモノグルコシルルチンと細胞膜の相互作用については、本研究の目

的である難水溶性フラボノイドの取り込み効果についてだけではなく、モノグルコシル

ルチン自身の細胞への機能性に関わる課題であり、その詳細な検討が望まれる。 

次に、細胞への短時間処理（添加 30分間）による細胞毒性試験の結果から、クエル

セチン/モノグルコシルルチン複合体においては、1.25ｍM から既に細胞増殖率が低下

しており、他のヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体とナリンゲニン/モノグルコ

シルルチン複合体の 5.0ｍMと比較しても、明らかにクエルセチン/モノグルコシルルチ

ン複合体即ち、細胞内に取り込まれたクエルセチンの細胞毒性が高いことが分かる。ま

た、モノグルコシルルチン単独添加では、5.0ｍM においても細胞毒性を示さなかった

ことは、上記の細胞取り込み試験でモノグルコシルルチンが細胞内に検出されなかった
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結果と相関が取れている。 

次に、細胞への長時間処理（添加 3日間）による細胞毒性試験の結果から、細胞毒性

が高いクエルセチンを含有したクエルセチン/モノグルコシルルチン複合体においては、

ジメチルスルホキシド（DMSO）1％で可溶化したクエルセチン単独添加と含有するク

エルセチンで比較するとほぼ同じ IC50 を示したが、細胞毒性の低いヘスペレチンやナ

リンゲニンを含有したヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体とナリンゲニン/モノ

グルコシルルチン複合体に関しては、それぞれヘスペレチンおよびナリンゲニンを単独

添加の場合に比べて、少ないアグリコン量で、細胞毒性が確認された。このことは、フ

ラボノイド複合体に含有するモノグルコシルルチンの細胞への影響が関与していると

考えられる。短時間処理での細胞取り込み効果試験においては、難水溶性フラボノイド

何れにおいても、ジメチルスルホキシド（DMSO）およびモノグルコシルルチンによ

る細胞取り込み効果に大きな差が見られなかったことから、モノグルコシルルチンによ

って、ヘスペレチンおよびナリンゲニンの細胞取り込み効率が向上したというよりは、

ヘスペレチンおよびナリンゲニンとモノグルコシルルチンとの組み合わせによる相乗

効果による影響であると考えている。このことは、フラボノイド複合体の設計において、

モノグルコシルルチンを単なる可溶化剤として考えるのではなく、難水溶性フラボノイ

ドとの組み合わせも考慮することが重要となり、その組み合わせによっては、それぞれ

単独添加とは異なる生物活性をフラボノイド複合体で作り出すことが可能となること

を示している。このことは、既に報告されているマウス経口摂取試験におけるモノグル

コシルルチンによる難水溶性物質の生体吸収効率の改善効果[28, 31]と合わせて、モノ

グルコシルルチンなどの糖転移フラボノイドをドラッグデリバリーシステム（DDS）

の様な役割として利用することが期待できることを示している。 
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第５章		 フラボノイド複合体の放射線生物実験 

５—１	 背景 

	 本章では、細胞試験を実施して、放射線防護剤としてフラボノイド複合体を活用する

可能性を検討した。放射線生物学におけるフラボノイド利用の検討は、近年、放射線治

療発展と共に、より安全で長期摂取に適した薬剤としての期待から積極的に進められて

いる。 

	 まず、放射線の細胞への影響についてであるが、大きく分けて直接作用と間接作用の

２種類が存在する[54]。直接作用は、放射線が直接細胞核やミトコンドリア内の DNA

が一本鎖切断（single strand break; SSB）もしくは、二本鎖切断（double strand break; 

DSB）し、細胞傷害が起こる。間接作用は、細胞内外の酸素や水分子が放射線によっ

て活性酸素種(Reactive Oxygen Spices; ROS)が発生し、この活性酸素種（ROS）が引

き金となり、細胞傷害を引き起こす（図５−１）[55]。特に低 LETや低線量の放射線照

射による細胞傷害については、およそ 70％が、この間接作用により誘発された活性酸

素種（ROS）の影響だとされている[56]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５−１	 放射線による直接作用および間接作用 
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次に、放射線による細胞への間接作用に重要な役割を果たす活性酸素種（ROS）の

発生メカニズムを図５−２に示す[57]。活性酸素種（ROS）と呼ばれるものは、一重項

酸素（1O2）、スーパーオキシドアニオンラジカル（・O２−）、過酸化水素（H2O2）、ヒド

ロキシルラジカル（・OH）の４種類が存在する[58]。特にヒドロキシルラジカル（・

OH）は反応性が高く、活性酸素種（ROS）の中でも最も危険なラジカルと言われてお

り、多くの放射線防護剤は、このヒドロキシルラジカル（・OH）の消去活性が高いも

のがより望まれる[59, 60]。 

 
図５−２	 放射線による活性酸素種（ROS）の発生メカニズム 

 
また、活性酸素種（ROS）は細胞内シグナル分子としての機能も有しており、細胞

が外的要因（例えば、放射線）によって大きく影響を及ぼす状態が生じた場合に、その

状態を細胞内器官に伝える働きがある。活性酸素種（ROS）がシグナル分子として働

く場合として、細胞の増殖抑制や、アポトーシスの誘導などが挙げられる[61-63]。 

	 また、細胞内 ROSのレベルが上昇した場合、その上昇を緩和するように働く物質が

細胞内に複数存在し、活性酸素種（ROS）による酸化作用と細胞内の抗酸化物質によ

る抗酸化作用で細胞内レドックスのバランスをとっている[64-66]。 

 この細胞内 ROS の制御のために細胞内に存在する抗酸化物質は、主にタンパク質や

酵素で構成されている。グルタチオン (Glutathione-SH; GSH)は、細胞内に含まれ、

抗酸化作用を示すトリペプチドで、過酸化水素（H2O2）を H2Oへ変換することで無害

化する働きをもつ。また、カタラーゼやチオレドキシンも、グルタチオン同様、過酸化

水素（H2O2）を H2Oへ変換することで無害化する働きをもつ抗酸化作用を示す酵素や

補酵素である [67, 68]。さらに、スーパーオキサイドディスムターゼ (Superoxide 

dismutase ; SOD)は、スーパーオキシドアニオンラジカル（・O２−）と反応して H2O2
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を生成する働きをもつ酸化還元酵素であり、活性中心に金属イオンを持っている。銅イ

オンが結合した CuSODや亜鉛イオンが結合した ZnSODは細胞質内に、また、マンガ

ンイオンと結合したMnSODはミトコンドリア内に多く局在している[69]。通常は、こ

れら細胞内の抗酸化物質によって、外部要因によって、生じた活性酸素種（ROS）に

上昇も、正常な状態となり、細胞内レドックスのバランスは保たれている。 

	 しかしながら、先に述べた外部からの要因によって、過度な活性酸素種（ROS）が

細胞内に発生すると細胞内レドックスのバランスが崩れ、DNA 損傷、タンパク質の酸

化や、DNA タンパク質クロスリンク損傷などが生じ、細胞傷害を引き起こす。放射線

照射においては、DNA 損傷が主な細胞傷害として挙げられるが、それ以外に、細胞内

レドックスを調整するタンパク質や酵素が、活性酸素種（ROS）によって酸化やカル

ボニル化され不活化することで、細胞内レドックスが調整できない状態になることも、

放射線による細胞損傷の重要な点として挙げられる。このことは、それらを緩和する放

射線防護剤や促進する増感剤の開発においても重要な課題と言える。 

	 また、放射線照射による細胞内 ROSの上昇は、二段階の局面が存在する。第一段階

で、放射線照射直後に、細胞内の水分子や酸素が照射されたことによって生じる活性酸

素種（ROS）によって、細胞内 ROSレベルが上昇する。第二段階は、細胞内のミトコ

ンドリアが放射線によって障害を受け発生する活性酸素種（ROS）による上昇である[70, 

71]。ミトコンドリアは、細胞が生命活動するためのエネルギーである ATPを生み出す、

重要な器官であるが、一方で、呼吸による活性酸素種（ROS）の発生源でもある。そ

のミトコンドリアが、放射線によって損傷を受けると、ミトコンドリアがさらに過度の

活性酸素種（ROS）を発生させ、結果として、アポトーシスによる細胞死を引き起こ

すことが報告されている。このミトコンドリア異常によるアポトーシスのシグナリング

機構として、まず、抗酸化タンパクであり、p53と結合して転写活性を調整する核内レ

セプターと DNA との結合やアポトーシスを制御するチオレドキシン 1 (TRX1)とよば

れるタンパク質が酸化される。次に、チオレドキシン 1の酸化を受けて、アポトーシス

誘導の初期マーカーとして機能するアポトーシスシグナル調節キナーゼ(ASK1)とチオ

レドキシン 1との結合が妨げられる。この分離によって、ASK1が自己リン酸化される

ことで活性化されアポトーシスが誘導される（図５−３）。こういったアポトーシスが起

こる一連の経路を c-Jun N末端キナーゼ(JNK)経路と呼ぶが、この経路において、損傷

を受けたミトコンドリアから発生するスーパーオキシドアニオンラジカル（・O２−）に

よってチオレドキシン 1が酸化されることでアポトーシスが起こる[72, 73]。このよう

な損傷を受けたミトコンドリアに由来する活性酸素種（ROS）の増加は、細胞の種類

によって異なるが、損傷を受けて数日後に見られることが多い[74]。 
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	 この様に、細胞における放射線の影響を確認する上で、細胞内 ROSの変化を観測す

ることは、非常に有効な手段であることが分かる。 

 

 
 

図５−３	 TRX1による ASK１の活性制御[73] 
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５−	２	 実験概要 

	 フラボノイド複合体の放射線照射細胞への影響を三つの実験を行うことで確認を行

った。一つ目の実験は、フラボノイド複合体による細胞内 ROS消去試験である。この

実験で、使用した活性酸素種（ROS）測定用試薬（H2DCFDA）は、細胞内 ROSを測

定するために開発された蛍光プローブである。これら蛍光プローブは、細胞内に蛍光プ

ローブを効率良く取り込ませる工夫として、親水性の蛍光プローブに親油性を向上させ

る置換基を導入することで細胞膜透過性を高め、その後、細胞内で置換基部分を除去す

ることで細胞内にとどまるように工夫されている。具体的には、蛍光プローブの親水性

を示すカルボキシル基やヒドロキシル基に対して、アセチル基やアセトキシメチル基を

導入する。これら置換基を導入することで蛍光プローブの親油性を高め、細胞内へ効率

的に蛍光プローブを導入することができる。その後、細胞内に導入された蛍光プローブ

は、親油性を向上させるために導入した置換基が、細胞内のエステラーゼによって切断

され、元の親水性蛍光プローブに戻り、細胞内に留まり易い構造に変化する。この状態

で、細胞内に存在する活性酸素種（ROS）と反応することによって蛍光プローブ（H2DCF）

が酸化されて蛍光性を持つ DCF へ変換される（図５−４）。この状態で、DCF の励起

光を照射すると、DCF が存在する細胞は、励起状態に遷移し、再び基底状態に戻る際

に蛍光を発する。この蛍光強度を測定することによって、細胞内 ROSレベルを観測す

ることが出来る[75, 76]。 

 

 
図５−４	 H2DCFDAの蛍光発生メカニズム 

 
二つ目の実験は、前章で使用したコールターカウンタを用いた放射線照射後の細胞増殖

率についての評価、最後に、コロニーアッセイ法を用いた放射線照射後の細胞生存率に

ついての評価を行うことによって、フラボノイド複合体の放射線感受性を評価した。こ

のコロニーアッセイ法は、細胞に対する放射線の影響を生存率の観点で評価するときの

最も代表的な手法である。1956 年に Puckと Marcusによって、哺乳動物単細胞がコ

ロニー形成能力を示したと報告されて以来、様々な培養細胞によってこの実験手法が確
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されている[77, 78]。本研究においても、この手法を用いて、フラボノイド複合体の放

射線防護を評価した。 

 

５−３	 実験方法 

５−３−１	 細胞培養および放射線照射の照射条件 

	 細胞は、前章と同様にチャイニーズハムスターの卵巣由来細胞である CHO-K1 を、

RIKEN BRC（理化学研究所）より入手し使用した。培地は、MEMα(alpha minimum 

essential medium;和光純薬)に 10% fetal bovine serum (FBS；コーニング)と 1% 

antibiotics and antimycotics (Gibco)を加えた培地を用い、100mm培養皿に 10mlの上

記MEMα培地と CHO-K1細胞を入れ、37℃ 、5% CO2 存在下のインキュベータ内で

培養した。継代は、セミコンフルエントになった CHO-K1 細胞を、PBS（-）(和光純

薬)を用いて洗浄後、Trypsin-EDTA (0.25%), phenol red（Gibco）を用いて処理を行い、

細胞回収したものを再び上記培地に適当数入れて継代した。また、全ての実験は、指数

増殖期の細胞を使用した。また、放射線照射は、X線照射装置 TITAN 320(200 kV, 20 

mA, 島津製作所)を室温中で使用した。また、照射線量率は、1Gy/minであった。 

 
５−３−２	 細胞内 ROS（過酸化水素）のフラボノイド複合体による消去試験 

	 100mm 培養皿で予めセミコンフルエントに培養した CHO−K1 細胞をトリプシン処

理し、剥離した細胞をMEMα培地（10%FCS）に懸濁したものを準備した。24ウェル

プレートに、MEMα 培地（10%FCS）に懸濁した CHO−K1 細胞を 80,000 個/ウェル

になるように入れ、1日間培養する。培養後は、培地をアスピレータで除去し、MEMα

培地（10%FCS）で溶解した薬剤（フラボノイド）を各 wellに 200μl添加する。その

際に、難水溶性フラボノイド（クエルセチン、ヘスペレチン、ナリンゲニン）の添加に

ついては、ジメチルスルホキシド（DMSO）に溶解させ、ジメチルスルホキシドの最

終濃度が、0.5％（vol/vol）になる様に希釈して添加し、また、モノグルコシルルチン

およびフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体、ヘスペレチ

ン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体）につい

ては、PBS(-)に溶解したものを希釈して培地に添加した。30 分間インキュベータ内で

保管した後、培地をアスピレータで除去し、PBS(-)に溶解した活性酸素種（ROS）測

定用試薬（H2DCFDA、10µM）を各 wellに 200μl添添加する。10分間インキュベー

タ内で保管した後、再び PBS(-)をアスピレータで除去し、MEMα培地で希釈した過酸

化水素（H2O2、25mM）を各 wellに 200μl添加する。暗所で 15分間保管した後、マ

イクロプレートリーダ（SpectraMax M5、Molecular Devices、CA、USA）を利用し
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て、細胞内の DCF蛍光強度（励起波長 485nm、蛍光波長 538 nm）を測定した。得ら

れた DCF 蛍光強度は、放射線未照射の細胞における DCF 蛍光強度で規格化を行い、

ROS活性能として計算をした（式５−１）。 

 

相対 ROS活性（Relative ROS activity）= H2O2処理細胞の蛍光強度（RFU）
H2O2未処理細胞の蛍光強度（RFU）

	 	（式５−１） 

 

	 また、活性酸素種（ROS）測定用試薬（H2DCFDA；分子量 486.03）は、Invitrogen 

(Thermo Fisher Scientific Inc.)より購入した。 

 

 

 

 

 

 

 

図５−５	 H2DCFDAの分子構造式 

 
５−３−３	 細胞内 ROS（放射線）のフラボノイド複合体による消去試験 

	 100mm 培養皿で予めセミコンフルエントに培養した CHO−K1 細胞をトリプシン処

理し、剥離した細胞をMEMα培地（10%FCS）に懸濁したものを準備した。24-well プ

レートに、懸濁した CHO−K1細胞を 40,000 個/wellになるように入れ、インキュベー

タ内で 1日間培養する。培養後は、培地をアスピレータで除去し、PBS(-)で細胞を洗浄

後、照射直後に測定するサンプルにつては、PBS(-)に溶解した薬剤（250µM）と活性

酸素種（ROS）測定用試薬（H2DCFDA、10µM）を同時に加えたものを各 wellに 200µ

ｌ添加する。また、照射当日以降の測定サンプルについては、照射時に、PBS(-)中に薬

剤（250µM）のみとして、ROS測定用試薬（H2DCFDA、10µM）を抜いたものを well

に添加する。インキュベータ内で 30 分間保管した後、X 線照射装置にて 4Gy の X 線

を照射した。照射直後に測定するサンプルについては、照射 30分後、マイクロプレー

トリーダ（SpectraMax M5、Molecular Devices、CA、USA）を利用して、細胞内の

DCF蛍光強度（励起波長 485nm,蛍光波長 538 nm）を測定した。得られた DCF蛍光

強度は、放射線未照射の細胞におけるDCF蛍光強度で規格化を行い、活性酸素種（ROS）
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活性能として計算をした（式５−２）。 

 

相対 ROS活性（Relative ROS activity）= 放射線照射細胞の蛍光強度（RFU）
放射線未照射細胞の蛍光強度（RFU）

	 （式５−２） 

 
５−３−４	 放射線照射における細胞増殖率試験  

	 100mm 培養皿で予めセミコンフルエントに培養した CHO−K1 細胞をトリプシン処

理し、剥離した細胞をMEMα培地（10%FCS）に懸濁したものを準備した。24-well プ

レートに、懸濁した CHO−K1細胞を 40,000 個/wellになるように入れ、インキュベー

タ内で 1日間培養する。培養後は、培地をアスピレータで除去し、PBS(-)で細胞を洗浄

後、PBS(-)溶解に溶解した薬剤（250µM）を各 wellに 200µl添加する添加する。イン

キュベータ内に 30分間置いた後、X線照射装置にて、4Gyの X線照射を照射した。照

射後は、PBS(-)をアスピレータで除去し、PBS(-)で洗浄後、細胞をトリプシン処理で剥

離し、MEMα培地（10%FCS）培地に懸濁した細胞をコールターカウンタ Z1で、細胞

数を計測する。細胞懸濁液を 24-well プレートに、20,000 個/well入れる。3日間、培

養した後、培地をアスピレータで除去し、PBS(-)で洗浄した細胞をトリプシン

/EDTA(0.25w/v%)処理（100µlで 5分間）処理で剥離し、再び PBS(-)に懸濁した細胞 を

コールターカウンタ Z1で、細胞数を計測した。得られた細胞数から、薬剤未処理の細

胞数で規格化を行い、細胞増殖率を計算した。（式５−３） 

 

相対細胞増殖率（Relative Cell Growth）= 放射線照射細胞の総数（個）

放射線未照射細胞の総数（個）
	 （式５−３） 

 
５−３−５	 コロニーアッセイ法による細胞生存率試験 

10cm培養皿で予めセミコンフルエントに培養したCHO−K1細胞をトリプシン処理し、

剥離した細胞を MEMα 培地（10%FCS）に懸濁したものを準備した。24-well プレー

トに、懸濁した CHO−K1細胞を 40,000 個/wellになるように入れ、インキュベータ内

で 1日間培養する。培養後は、培地をアスピレータで除去し、PBS(-)で細胞を洗浄後、

PBS(-)溶解に溶解した薬剤（250µM）を各 well に 200µl 添加する。薬剤（250μM）

処理した CHO細胞に X線照射装置を使用して、0、2、4、6、8Gyの X線を照射した。

照射後、薬剤入りの PBS(-)をアスピレータで除去し、PBS(-)で洗浄後、細胞をトリプ

シン/EDTA(0.25w/v%)処理（100µｌで 5min）で剥離し、MEMα 培地（10%FCS）に

懸濁した細胞についてコールターカウンタ Z1 で、細胞数を計測する。細胞懸濁液を 
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10cmディッシュに、200 個/well（0Gy）, 500 個/well（2Gy）, 1000 個/well（4Gy）, 

2000 個/well（6Gy）、4000個/well（8Gy）になる様に入れる（ディッシュ当たりの培

地量は、7ml）。10 日間培養した後、培地をアスピレータで除去し、PBS(-)で洗浄し、

エタノール（100%）で、細胞を固定する。その後、クリスタルバイオレット染色液に

て細胞染色後、水洗し、乾燥させる。乾燥後の培養皿上のコロニー数（コロニー当たり

50個以上）を目視で計測した後、放射線未照射（0Gy）のコロニー数で規格化を行い、

細胞生存率（Survival Fraction）を計算する（式５−４）。 

 

細胞生存率（Survival Fraction）= 放射線照射細胞のコロニー総数(個）
放射線未照射細胞のコロニー総数（個）

	 （式５−４） 

 
５−３−６	 統計処理 

	 全ての実験は、3回以上繰り返し行い、統計的有意性は、Prism 6 software (GraphPad 

Software, Inc.)を用いて、スチューデントの  t 検定もしくは、一元配置分散分析

（One-Way ANOVA）による有意差検定にて確認した。また、すべてのデータにおい

て、p<0.05（*、#で表示）または、p<0.01（**、##で表示）で統計的優位性を示し、

エラーバーは、標準誤差を表す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 68 

５−４	 実験結果 

５−４−１	 細胞内 ROS（過酸化水素）のフラボノイド複合体による消去試験結果 

	 （A）クエルセチンとクエルセチン/モノグルコシルルチン複合体の比較 

 クエルセチンとクエルセチン/モノグルコシルルチン複合体の比較試験結果を図５−６

に示す。過酸化水素（H2O2）未処理の細胞内 ROSをコントロールとして、過酸化水素

処理した細胞は、細胞内 ROS が 3.51 倍上昇した。さらに、過酸化水素（H2O2）処理

した細胞において、薬剤未添加の細胞（コントロール）に対して、クエルセチンおよび

モノグルコシルルチンを添加した細胞は、t検定による有意差（＊＊、＊）が見られる

細胞内 ROSの低減効果を示した。また、ジメチルスルホキシド（DMSO）で可溶化し

単独添加したクエルセチンとクエルセチン/モノグルコシルルチン複合体との結果を比

較すると、クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体の方が、同じクエルセチン濃度

において細胞内 ROS の低減効果が高かった。さらに、モノグルコシルルチン（200μ

M）とクエルセチン/モノグルコシルルチン複合体（250μM）における結果について t

検定による比較をすると、クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体の方が有意（＃

＃）に細胞内 ROSの低減効果があった。 

 
 

図５−６	 クエルセチンとクエルセチン/モノグルコシルルチン複合体の比較 
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	 （B）ヘスペレチンとヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体における比較 

	 ヘスペレチンとヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体の比較試験結果を図５−

７に示す。過酸化水素（H2O2）未処理の細胞内 ROSをコントロールとして、過酸化水

素（H2O2）処理した細胞は、細胞内 ROSが 3.51倍上昇した。さらに、過酸化水素（H2O2）

処理した細胞において、薬剤未添加の細胞（コントロール）に対して、モノグルコシル

ルチンを添加した細胞については、t 検定による有意差（＊）が見られる細胞内 ROS

の低減効果は見られたが、ジメチルスルホキシド（DMSO）で可溶化し単独添加した

ヘスペレチン（50μM）については、t 検定による有意差が見られる細胞内 ROS の低

減効果は見られなかった。一方、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体を添加し

た細胞は、細胞内 ROSの低減効果は見られ、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合

体（250μM）において、薬剤未添加の細胞（コントロール）およびモノグルコシルル

チン（200μM）に対して、何れも t 検定による有意差（＊＊、＃）が見られる細胞内

ROSの低減効果を示した。 

 

 

 
図５−７	 ヘスペレチンとヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体における比較 
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（C）ナリンゲニンとナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体における比較 

	 ナリンゲニンとナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体の比較試験結果を図５−

８に示す。過酸化水素（H2O2）未処理の細胞内 ROSをコントロールとして、過酸化水

素（H2O2）処理した細胞は、細胞内 ROSが 3.51倍上昇した。さらに、過酸化水素（H2O2）

処理した細胞において、薬剤未添加の細胞（コントロール）に対して、モノグルコシル

ルチンを添加した細胞については、t 検定による有意差（＊）が見られる細胞内 ROS

の低減効果は見られたが、ジメチルスルホキシド（DMSO）で可溶化し単独添加した

ナリンゲニン（50μM）では、細胞内 ROS 低減効果は見られなかった（有意差なし）

が、ナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体を添加した細胞では、細胞内 ROSの低

減効果を示し、ナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体（250μM）においては、薬

剤未添加の細胞（コントロール）およびモノグルコシルルチン（200μM）に対して、t

検定による有意差（＊＊、＃＃）が見られた。 

 

 
 

図５−８	 ナリンゲニンとナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体における比較 
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５−４−２	 細胞内 ROS（放射線）のフラボノイド複合体による消去試験結果 

	 まず、モノグルコシルルチン単独添加による細胞内 ROS消去活性を放射線照射コン

トロール（薬剤未添加）と比較を行った。その結果、僅かに細胞内 ROS消去効果は見

られるが有意差は得られなかった。また、3種類のフラボノイド複合体（クエルセチン

/モノグルコシルルチン複合体、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲ

ニン/モノグルコシルルチン複合体）の比較を行った所、クエルセチン/モノグルコシル

ルチン複合体が最も細胞内 ROS消去効果が高く、次に、ヘスペレチン/モノグルコシル

ルチン複合体であった。これらフラボノイド複合体について、クエルセチン/モノグル

コシルルチン複合体については、放射線照射コントロールおよびモノグルコシルル単独

添加に対して共に一元配置分散分析（One-Way ANOVA）による有意差（＊＊、＃＃）

が見られた。ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体については、放射線照射コン

トロールおよびモノグルコシルル単独添加に対して共に一元配置分散分析（One-Way 

ANOVA）による有意差（＊＊、＃）が見られた。また、ナリンゲニン/モノグルコシル

ルチン複合体とアスコルビン酸は、細胞内 ROS低減効果は見られるが、何れも放射線

照射コントロールに対して有意差がある低減効果ではなかった。 

 

 
図５−９	 放射線照射（4Gy）による細胞内 ROSの消去試験 
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５−４−３	 細胞増殖率におけるフラボノイド複合体の放射線防護効果試験 

	 モノグルコシルルチンおよびアスコルビン酸単独添加については、共に放射線照射コ

ントロール（薬剤未添加）と同程度の細胞増殖率であり、薬剤添加による影響は見られ

なかった。また、3種類のフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグルコシルルチン複

合体、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/モノグルコシルルチ

ン複合体）の比較を行った所、放射線照射コントロールに対して、クエルセチン/モノ

グルコシルルチン複合体については、細胞増殖率に変化が見られなかったが、ヘスペレ

チン/モノグルコシルルチン複合体およびナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体に

ついては、共にｔ検定における有意差（＊）が見られる細胞増殖率の上昇を示しており、

特にヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体が、その上昇率が最も高かった。 

 

 

 
 

図５−１０	 放射線照射（4Gｙ）3日後の細胞増殖率の比較 
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５−４−４	 コロニーアッセイ法による細胞生存率試験結果 

	 まず、モノグルコシルルチンおよびアスコルビン酸単独添加の細胞における細胞生存

率の比較試験を行ったが、モノグルコシルルチンおよびアルコルビン酸共に、2、4、6、

8Gyすべての照射強度において、薬剤未添加コントロール細胞と比較して同程度の細胞

生存率の上昇が見られたが、一元配置分散分析（One-Way ANOVA）による有意差検

定において有意差は得られなかった。また、モノグルコシルルチンとアルコルビン酸、

両薬剤間の有意差も同様に見られなかった。 

	  

 

 
図５−１１	 MGRおよび AAにおける細胞生存率の比較 

 

	 次に、3種類のフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体、ヘ

スペレチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体）

についての比較試験を行った。最も細胞生存率の高かったのは、ヘスペレチン/モノグ
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ルコシルルチン複合体で、一元配置分散分析（One-Way ANOVA）による有意差検定

において、6Gy、8Gy において薬剤未添加コントロールとの間で有意差（＊＊）、8Gy

においてモノグルコシルルチンとの間で有意差（＃＃）が得られた。次に、ナリンゲニ

ン/モノグルコシルルチン複合体が高く、6Gy、8Gy において薬剤未添加コントロール

との間で有意差（＊）が得られた。一方、クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体

は、すべての照射強度について、細胞生存率の上昇は見られるものの、有意差が見られ

なかった。 

 

 
図５−１２	 フラボノイド複合体における細胞生存率の比較 
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５−５	 考察 

	 本章では、CHO-K1 細胞を用いたフラボノイド複合体の放射線生物実験を行った。

最初に、フラボノイド複合体による細胞内 ROS消去試験を実施した。まず、予備検討

として放射線照射による活性酸素種（ROS）の発生を利用する代わりに、過酸化水素

（H2O2）を直接細胞培地に添加することによって、細胞内 ROSを上昇させ、薬剤添加

による消去効果を確認した。その結果、難水溶性フラボノイド（クエルセチン、ヘスペ

レチン、ナリンゲニン）およびモノグルコシルルチンにおいては、クエセルチンおよび

モノグルコシルルチンにおいて、過酸化水素（H2O2）処理のみの細胞（コントロール）

に対して、t検定による有意な差が得られた。また、ヘスペレチンおよびナリンゲニン

については、細胞内 ROSの減少傾向は見られるが、コントロールに対して有意差は見

られなかった。一方、3種類のフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグルコシルルチ

ン複合体、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/モノグルコシル

ルチン複合体；各 250μM）については、ジメチルスルホキシド（DMSO）に溶解した

同濃度の難水溶性フラボノイド（クエルセチン、ヘスペレチン、ナリンゲニン；各濃度

50μM）と比較した場合、３種類すべてのフラボノイド複合体において、コントロール

に対し、有意差のある減少を示しただけではなく、モノグルコシルルチンと比較しても、

有意に細胞内 ROSの減少効果を示した。これらの結果は、前章で示されたフラボノイ

ド複合体の細胞取り込み試験において、細胞内にはモノグルコシルルチンが検出できな

かった実験結果からも、細胞外に存在する過酸化水素（H2O2）が、まず、細胞膜表面

のモノグルコシルルチンにより消去され、残りの過酸化水素（H2O2）が、細胞内の難

水溶性フラボノイドで再び消去される２段階の ROS消去メカニズムが存在すると推測

される。 

	 一方、放射線照射による細胞内 ROS発生においては、薬剤未添加の放射線照射細胞

（コントロール）に対して、クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体およびヘスペ

レチン/モノグルコシルルチン複合体については、一元配置分散分析（One-Way ANOVA）

による有意差検定を行った所、有意に細胞内 ROS消去活性能力を確認した。しかしな

がら、ナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体やモノグルコシルモノグルコシルに

ついては、有意差が無く、放射線照射による細胞内 ROS発生においては、先に行った

過酸化水素（H2O2）を用いた実験と相違が見られる。この理由として、放射線によっ

て発生した活性酸素種（ROS）は、主に細胞内で発生するため、過酸化水素（H2O2）

の様に細胞外から細胞内に透過した状況と異なっており、そのため、細胞内に取り込ま

れないモノグルコシルルチンの影響は、放射線照射による細胞内 ROS発生においては、

少ないと考えられる。したがって、放射線照射による細胞内 ROSへのフラボノイド複
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合体の効果は、その含有する難水溶性フラボノイドの抗酸化力の強さによる消去能の差

に反映する。特に、クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体は、含有するクエルセ

チンの抗酸化活性が高いため、他のフラボノイド複合体に比べ、高い細胞内 ROS消去

能を示した。この結果は、前章で確認したフラボノイド複合体から細胞内へ難水溶性フ

ラボノイドの取り込みが起こっているという現象を改めて確認しただけでなく、フラボ

ノイド複合体による難水溶性フラボノイドの組み合わせによって、放射線による初期の

細胞内 ROS上昇を制御することが可能であることを意味している。 

	 次に、放射線照射から３日後の細胞増殖率に与えるフラボノイド複合体の影響を確認

した。その結果、放射線照射から３日後の薬剤未添加の細胞（コントロール）に対して、

ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体およびナリンゲニン/モノグルコシルルチン

複合体を添加した細胞の細胞増殖率について t 検定による有意差がある減少抑制が見

られた。一方、先のフラボノイド複合体による細胞内 ROS 消去試験の結果に反して、

活性酸素種（ROS）消去効果が最も高かったクエルセチン/モノグルコシルルチン複合

体で処理した細胞が、薬剤未添加の放射線照射細胞（コントロール）に対して、細胞増

殖率の低減抑制効果が見られなかった。この結果から、細胞内に取り込まれる難水溶性

フラボノイドについては、細胞内 ROSの捕捉剤としての効果だけでなく、別の効果が

細胞増殖率へ影響していることが考えられる。 

	 最後に、フラボノイド複合体の放射線防護剤としての可能性検討のために放射線照射

後の CHO-K1 細胞における生存率にフラボノイド複合体が及ぼす影響の確認試験を行

ったが、先の細胞増殖率試験と同様に、モノグルコシルルチンと組み合わせた難水溶性

フラボノイドの種類によって、放射線防護効果に差が見られた。最も放射線防護効果が

高かったのは、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体であり、その次に、ナリン

ゲニン/モノグルコシルルチン複合体であり、クエルセチン/モノグルコシルルチン複合

体については、細胞増殖率試験と同様に、放射線防護効果は、殆ど見られなかった。 

	 これら試験結果は、モノグルコシルルチンと組み合わせる難水溶性フラボノイドとし

て、放射線照射直後の細胞内 ROS消去効果が高い即ち抗酸化力の高いものがすべて優

れた放射線防護効果を持つ訳ではないこと、また、その後の細胞応答におけるフラボノ

イドの影響や、直接作用における放射線照射後の DNA損傷における修復に関する影響

など、より総合的な視点に立ち、放射線防護メカニズムの解明および検討が必要である

ことを示している。今回放射線防護効果が確認された難水溶性フラボノイドのへスペレ

チンやナリンゲニンに関して、ヘスペレチンについては、マウスの脾細胞を用いた試験

において、放射線照射によるマウス脾細胞の DNA損傷を抑制する放射線防護効果が報

告[79]され、また、ナリンゲニンについては、マウスへの経口投与試験において放射線
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誘導型のアポトーシスをナリンゲニンが抑制する作用メカニズムによって、放射線防護

効果を発揮していることが報告されている[80]。本研究で使用したヘスペレチン/モノグ

ルコシルルチン複合体やナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体においても、同様

の作用メカニズムで放射線防護効果が得られていると考えられる。一方で、クエルセチ

ン/モノグルコシルルチン複合体について、顕著な放射線防護効果が見られなかった原

因については、次章にて詳細に検討を進めたい。 
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第６章	 フラボノイド複合体の組み合わせ検討 

６−１	 背景 

	 前章におけるフラボノイド複合体の放射線生物実験によって、フラボノイド複合体に

含まれる難水溶性フラボノイドの種類によって、放射線防護効果に差があることが確認

された。特に、クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体は、DPPH ラジカル消去試

験によって示されたクエルセチンの抗酸化効果の強さに加え、細胞内 ROS低減効果も

確認され、放射線防護効果も期待されたが、コロニーアッセイ法による放射線防護効果

の確認試験では、予測とは反対に放射線防護効果を見出すことは出来なかった。そこで、

本章では、この結果の原因を確かめるための追加試験を行うと共に、本研究で作製した

3種類のフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体、ヘスペレチ

ン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体）につい

て、放射線防護剤として、適切な難水溶性フラボノイドの組み合わせ検討について行う

ことにする。 

	 本研究では、放射線防護剤として、一貫してフラボノイド複合体の抗酸化力に着目し

て検討を進めてきた。このアプローチは、過去の放射線防護剤の開発経緯から考えても

正しいと言える[17, 81, 82]。しかしながら、強い抗酸化剤については、酸化を促進する

効果、所謂、酸化促進効果（プロオキシダント効果）と言われる負の効果も指摘されて

いる。フラボノイドの研究においては、この抗酸化と酸化促進の両面の影響を明らかに

することが、研究対象の一つとして精力的に研究が進められているテーマであり、先行

研究によっても、様々な面から検討されている[83-85]。本研究と同様のクエルセチン

を用いた細胞試験においても、その添加条件によって、クエルセチンの抗酸化と酸化促

進の両面の効果が確認されている[86, 87]。本研究においても、フラボノイド複合体で

細胞内に導入された難水溶性フラボノイドの酸化促進効果に着目して、実験を進めるこ

とにした。 

	 フラボノイドの酸化促進効果については、酸化したフラボノイドが自ら他の物質の酸

化剤として作用することより引き起こされる。特に、細胞内に含まれる還元型グルタチ

オンは、SH基を持つことにより細胞内還元状態を維持しており、放射線などにより発

生した細胞内 ROSを消去する生体内抗酸化物質の役割を担っている[67, 88]。細胞外か

ら導入される放射線防護剤に関しても、薬剤自身が抗酸化剤として作用する以上に、細

胞が本来有している細胞内酸化還元電位（レドックス）の調整因子への影響をなるべく

少なくしなければ、結果的に細胞への悪影響が増加することになる。さらに、細胞内に

含まれる各種調整因子として働くタンパク質の多くは、SH基を介したジスルフィド結
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合によって、その活性を制御している[89-91]。例えば、本研究のテーマである放射線

障害によって、細胞内の DNA が損傷を受けた場合に、DNA 修復に重要な役割を果た

すタンパク質である PARP(Poly (ADP-ribose) polymerase)に関しても、分子内 SH基

の酸化／還元により、その活性が制御されている[92]。 

	 この様に、細胞内の SH基の制御は、細胞における様々な外的要因（主に酸化による

ストレスや障害）に対して極めて重要な役割を果たしていることが分かる。そこで、本

研究の最終目標である安全で効果が高い放射線防護剤の開発において、フラボノイド複

合体に組み合わせる適切な難水溶性フラボノイドの選択をするために、今回検討したク

エルセチン、ヘスペレチン、ナリンゲニンの３種類の中でより望ましいフラボノイドは

何かについて、細胞内 SH基への影響について確かめることにする。 
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６−２	 実験概要 

	 本章では、本研究で作製した 3 種類のフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグル

コシルルチン複合体、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/モノ

グルコシルルチン複合体）において、クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体にお

いて組み合わせに用いた難水溶性フラボノイドによる SH 基への影響を確認するため

に、2つの実験を実施することにした。 

	 まず、CHO-K1細胞を用いたフラボノイド複合体処理による細胞内 GSH濃度の変化

を確認する試験を行った。この実験は、フラボノイド複合体を培養細胞に短時間処理（30

分）した後に、細胞内に存在する還元型グルタチオン（GSH）の濃度が、細胞に導入

された難水溶性フラボノイドにより、どの様に変化するか確認する実験である。また、

細胞内 GSH の濃度測定には、細胞内 GSH 濃度を計測する試薬 Monochlorobimane

（mBCl）を使用した。mBClは、SH基の検出試薬として実績がある試薬であり、mBCl

単独では蛍光を発生しないが、SH基と結合することによって、蛍光を発生し、この蛍

光を検出することによって、SH 基の定量を行うことが出来る[93]。また、mBCl は細

胞への取り込みも可能であることから、細胞内の SH 基検出にも使用可能で、細胞内

SH基の大部分は、還元型グルタチオン（GSH）が有する SH基であるため、mBClは、

細胞内 GSH濃度の計測に用いられる[93-95]。 

 

 
図６−１	 Monochlorobimane（mBCl）の蛍光発生メカニズム 
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６−３	 実験方法 

６−３−１	 試薬の入手法 

	 細胞内 GSH測定用試薬 Monochlorobimane（mBCl；分子量 226.66）は、Life Technologies  

(Thermo Fisher Scientific Inc.)より購入した。 

 

 
図６−２	 Monochlorobimane(mBCl)の分子構造式 

 
６−３−２	 細胞培養法および継代 

	 細胞は、チャイニーズハムスターの卵巣由来細胞である CHO-K1を、RIKEN BRC

（理化学研究所）より入手し使用した。培地は、MEMα (alpha minimum essential 

medium;和光純薬)に 10% fetal bovine serum (FBS；コーニング)と 1% antibiotics 

and antimycotics (Gibco)を加えた培地を用い、100mm培養皿に 10mlの上記MEMα

培地と CHO-K1細胞を入れ、37oC 、5% CO2 存在下のインキュベータ内で培養した。

継代は、セミコンフルエントになった CHO-K1 細胞を、PBS（-）(和光純薬)を用いて

洗浄後、Trypsin-EDTA (0.25%), phenol red（Gibco）を用いて処理を行い細胞回収し

たものをコールターカウンタ Z1（Beckman Coulter Inc.）で細胞数を測定し、再び、

MEM培地（10%FCS）に適当数入れて継代した。また、全ての実験は、指数増殖期の

細胞を使用した。 

 
６−３−３	 細胞内 GSH濃度測定試験 

	 100mm 培養皿で予めセミコンフルエントに培養した CHO−K1 細胞をトリプシン処

理し、剥離した細胞をMEMα培地（10%FCS）に懸濁したものを準備した。96ウェル

プレートに、MEMα 培地（10%FCS）に懸濁した CHO−K1 細胞を 40,000 個/ウェル

になるように入れ、1日間培養する。培養後は、培地をアスピレータで除去し、PBS(-)

で 2 回洗浄した後、PBS(-)に溶解した薬剤（フラボノイド）を各 wellに 50μl添加す

る。その際に、難水溶性フラボノイド（クエルセチン、ヘスペレチン、ナリンゲニン）

の添加については、ジメチルスルホキシドに溶解させ、ジメチルスルホキシド（DMSO）
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の最終濃度が、0.5％（vol/vol）になる様に希釈して添加し、また、モノグルコシルル

チンおよびフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体、ヘスペ

レチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体）に

ついては、PBS(-)に溶解したものを希釈して培地に添加した。30 分間インキュベータ

内で保管した後、PBS(-)をアスピレータで除去し、PBS(-)に溶解した SH基検出試薬（ｍ

BCｌ, 50µM）を各 wellに 100μl添加する。30分間インキュベータ内で保管した後、

マイクロプレートリーダ（SpectraMax M5、Molecular Devices、CA、USA）を利用

して、細胞内の mBCl-GSH複合体の蛍光強度（励起波長 430nm、蛍光波長 485 nm）

を測定した。得られた mBCl-GSH複合体の蛍光強度は、フラボノイド未添加の細胞に

おける mBCl-GSH 複合体の蛍光強度で規格化を行い、細胞内 GSH 濃度相対比として

計算をした。 

 

細胞内 GSH濃度相対比	 = フラボノイド処理細胞の蛍光強度（RFU）
フラボノイド未処理細胞の蛍光強度（RFU）

	 （式６−１） 

 

６−３−４	 統計処理 

全ての実験は、3 回以上繰り返し行い、統計的有意性は、Prism 6 software 

(GraphPad Software, Inc.)を用いて、一元配置分散分析（One-Way ANOVA）による

有意差検定にて確認した。また、すべてのデータにおいて、p<0.05（*、#で表示）ま

たは、p<0.01（**、##で表示）で統計的優位性を示し、エラーバーは、標準誤差を表

す。 
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６−４	 実験結果 

６−４−１細胞内 GSH濃度測定試験結果 

	 まずは、ジメチルスルホキシドで可溶化し単独添加した 3種類の難水溶性フラボノイ

ド（クエルセチン、ヘスペレチン、ナリンゲニン）について、2 種類の濃度（50μM、

250μM）で添加した場合の細胞内 GSH 濃度を確認した。その結果、クエルセチンの

みが、薬剤未添加の細胞（コントロール）に対して、50μM の時に 54％、250μM の

時に 30％と何れも有意差（＊＊）のある細胞内 GSH濃度の減少が見られた。逆に、ヘ

スペレチン、ナリンゲニンについては、難水溶性フラボノイド添加による細胞内 GSH

濃度の変化は見られなかった。 

	 また、同様に 3 種類のフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグルコシルルチン複

合体、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/モノグルコシルルチ

ン複合体）およびモノグルコシルルチンについても同様の試験を行った。モノグルコシ

ルルチンは、細胞内 GSHの濃度変化が見られなかった。また、フラボノイド複合体に

おいては、クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体について、モノグルコシルルチ

ン添加の細胞に対して 49％と有意差（＃＃）のある細胞内 GSH濃度の減少が見られた。

また、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体およびナリンゲニン/モノグルコシル

ルチン複合体については、細胞内 GSH濃度の変化は見られなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図６−３	 細胞内 GSH濃度変化試験結果 
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６−５	 考察 

	 本章では、3種類のフラボノイド複合体における放射線防護効果が、モノグルコシル

ルチンと組み合わせた難水溶性フラボノイド（クエルセチン、ヘスペレチン、ナリンゲ

ニン）の種類の違いによって差が見られたこと、また、特に抗酸化効果が高く、細胞内

ROS 消去効果も高い効果を示したクエルセチンが、放射線防護効果を顕著に示さなか

った原因について、各難水溶性フラボノイドの酸化促進効果に着目して検討を行った。 

難水溶性フラボノイドおよびフラボノイド複合体の CHO-K1 細胞への短時間処理

（添加 30分後）によって、細胞内に取り込まれた 3種類の難水溶性フラボノイドの細

胞内 GSH濃度における影響を確認した。その結果、クエルセチンおよびクエルセチン

/モノグルコシルルチン複合体に関しては、細胞内 GSHを減少させる効果が見られ、先

行研究において、クエルセチン単独投与による試験結果と同様の結果であった[96, 97]。

このことは、細胞内に取り込まれたクエルセチンが酸化を受け、酸化クエルセチンとな

り、さらに細胞内に含まれる還元型グルタチオン（GSH）に結合し、その濃度を低下

させていると推測される。実際に、先行研究においてもこの酸化クエルセチンの還元型

グルタチオン（GSH）への結合やその結合部位に関しても詳細に検討され報告されて

いる[98, 99]。一方ヘスペレチン、ナリンゲニンは、細胞内 GSH への低下を引き起こ

さなかったことから、細胞内で酸化を受けたこれらのフラボノイドは、クエルセチンと

は異なり還元型グルタチオン（GSH）への結合しないことを示している。すなわち、

フラボノイド複合体もしくは、ジメチルスルホキシド（DMSO）により細胞内に導入

された難水溶性フラボノイドが、放射線防護のため、抗酸化物質として機能することは、

重要であるが、その一方で、酸化された難水溶性フラボノイドが、細胞内の還元型グル

タチオン（GSH）に結合することにより、細胞内レドックスの制御を阻害する状態に

成らない様な難水溶性フラボノイドの選択が必要となることが明らかになった。 

	 一方で、クエルセチンによる細胞内 GSHの減少は、還元型グルタチオン（GSH）の

主な機能の 1 つであるグルタチオン抱合を利用した細胞内有害物質を除去する機能の

低下も引き起こす[88,	100]。即ち、細胞自身が持つ生存または回復機能の低下を意味

し、放射線による細胞障害を加速させてしまう。	

	 また、SH基へのクエルセチンの結合は、細胞内に存在する還元型グルタチオン（GSH）

以外の SH 基によって制御されている様々なタンパク質調整因子の別の障害を引き起

こす。例えば、DNA修復を制御する PARPは、先に述べたチオレドキシン１（TRX1）

と同様に SH基によって活性が制御されている。筆者らの先行研究により、本研究で検

討した 3種類の難水溶性フラボノイドについて、PARP阻害試験を行ったが、この試験

結果も予測通り、クエルセチンの PARP 阻害効果が最も高く、ヘスペレチンやナリン
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ゲニンの阻害効果はクエルセチンに比べ低いものであった[101]。このことは、PARP

の活性制御を行う SH 基に酸化されたクエルセチンが結合する事による活性阻害の増

強もその要因となっていると予測される。さらに、先行研究においても、クエルセチン

およびその配糖体について、同様の PARP 阻害活性試験が行われており、配糖化によ

るクエルセチンの構造変化により、PARP阻害効果が異なっていることが明らかになっ

ている[28, 52, 102]。これらの結果からも PARP阻害効果は、フラボノイドの抗酸化力

の強さによる影響だけでは無く、フラボノイドの構造、特に酸化したフラボノイドの

SH基への結合のし易さによって、変化すると考えられる。 

以上、本章で実施した実験結果から、3種類の難水溶性フラボノイド（クエルセチン、

ヘスペレチン、ナリンゲニン）のうち、クエルセチンが細胞内 GSHの低下すなわち細

胞内の SH 基への結合を示しており、このことは、酸化を受けた酸化クエルセチンの

SH基へ結合によって、引き起こされたと考えられる。この実験結果は、フラボノイド

複合体によって細胞内に導入された難水溶性フラボノイドの選択に対して大きな知見

を与えている。即ち、放射線防護剤として適した難水溶性フラボノイドは、抗酸化力が

高く細胞内 ROS を低減する効果が強いものほど好ましいと考えていたが、実際には、

本研究で明らかになった様に、細胞内で酸化を受けた酸化フラボノイドの細胞内での影

響も重要であることが分かった。特に、SH基への結合性に関する影響は、その中でも

特に重要視すべき課題であり、これら、フラボノイドの抗酸化と酸化促進の両効果のバ

ランスを考慮することが、放射線防護剤に適した難水溶性フラボノイドを選択する上で

重要であることが明らかとなった。この結果は、過去の古典的なチオール系放射防護剤

における開発状況と同様の結果となっている。即ち、還元状態の SH基のままでは、細

胞内での SH基を有する調整因子への影響が大きく、毒性や副作用が強く発生してしま

う。そのため、アミフォスチンの様に、SH基をリン酸化することによって還元性を下

げ、細胞内の SH基への影響を下げることによって、細胞への毒性を下げつつも、結果

的に放射線防護剤効果を高めている。所謂、プロドラッグ化と言われる誘導化を施した

薬剤となっている。この様なプロドラッグ化することによって、抗酸化と酸化促進効果

のバランスを取ることが出来、その結果として細胞毒性を最小限としながら、放射線防

護効果を得ることが可能となっている。この様なプロドラッグ化の考え方によって、今

回検討した難水溶性フラボノイド３種類（クエルセチン、ヘスペレチン、ナリンゲニン）

を見るとクエルセチンは、抗酸化の中心的な役割を果たす B 環のカテコール構造にお

ける OH基が全て残っており、それ故に高い抗酸化力を有している。一方、ヘスペレチ

ンに関しては、B環のカテコールの OH基の一つがメチル化されていることによって、

抗酸化力が弱まるが、B環にカテコール構造を持たないナリンゲニンよりは高く、また、
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細胞毒性に関しては、この 2つのフラボノイド共に同程度であることを考えると、ヘス

ペレチンが、抗酸化と細胞毒性のバランスが取れた難水溶性フラボノイドと言える。 
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第７章	 結論と今後の課題 

７－１	 結論 

	 本研究では、糖転移フラボノイドであるモノグルコシルルチンと難水溶性フラボノイ

ド（クエルセチン、ヘスペレチン、ナリンゲニン）を組み合わせた新しいフラボノイド

複合体を提案し、放射線防護剤としてより安全で効果のあるフラボノイド製剤の開発を

最終目標として進めてきた。 

	 まずは、第 2 章において、3 種類のフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグルコ

シルルチン複合体、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/モノグ

ルコシルルチン複合体）をスプレードライ法により作製し、電子顕微鏡による粉体形状

の観察や、HPLCによる分析手法の確立をした。 

	 次の第 3章で、第２章で作製した 3種類のフラボノイド複合体について、水溶液濃度

の時間変化測定や DPPH ラジカル消去試験による抗酸化活性の測定などの機能性評価

を行った。その結果、モノグルコシルルチンは、代表的な可溶化剤であるジメチルスル

ホキシド（DMSO）に比べ、クエルセチンの可溶化効果が高く、また、ヘスペレチン、

ナリンゲニンについても、同様に可溶化効果を示した。また、DPPH ラジカル消去試

験において、クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体、ヘスペレチン/モノグルコシ

ルルチン複合体、ナリンゲニン/モノグルコシルルチン複合体の順番で、高い抗酸化力

を示した。 

次の第 4 章において、CHO-K1 細胞を用いたフラボノイド複合体の細胞取り込み試

験を実施し、フラボノイド複合体を用いた難水溶性フラボノイドの細胞内取り込みを確

認した。一方、モノグルコシルルチンについては、細胞内で検出できず、細胞への取り

込みは確認できなかった。さらに、フラボノイド複合体の細胞毒性効果試験によって、

細胞内に取り込まれた難水溶性フラボノイドの種類により細胞毒性に変化があること

を確認した。 

	 次の第 5章において、放射線誘起による細胞内 ROSのフラボノイド複合体による低

減効果の確認試験を行った。その結果、クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体お

よびへスペレチン/モノグルコシルルチン複合体について、細胞内 ROS低減効果が確認

された。特に、クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体の細胞内 ROS低減効果が高

いことが分かった。しかしながら、コロニーアッセイ法にてフラボノイド複合体の放射

線防護効果を確認した所、クエルセチン/モノグルコシルルチン複合体は、放射線防護

効果を示さず、へスペレチン/モノグルコシルルチン複合体、ナリンゲニン/モノグルコ

シルルチン複合体については、共に放射線防護効果を示した。特に、へスペレチン/モ
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ノグルコシルルチン複合体は、本研究で作製した３種類のフラボノイド複合体のうち、

最も放射線防護効果が高かった。これらの結果は、モノグルコシルルチンと組み合わせ

る難水溶性フラボノイドとして、放射線誘起による細胞内 ROS消去効果が高い、即ち

抗酸化力の高いものが優れた放射線防護効果を持つ訳ではないことを示している。 

	 次の第 6章では、フラボノイド複合体にて細胞内に取り込まれた難水溶性フラボノイ

ドの抗酸化効果ではなく、酸化促進効果に着目して、フラボノイド複合体による細胞内

GSH濃度への影響を確認した。その結果、クエルセチンおよびクエルセチン/モノグル

コシルルチン複合体を添加した細胞のみに細胞内GSH濃度の低減が見られた。これは、

クエルセチンが細胞内で容易に酸化され、還元型グルタチオン（GSH）を含む SH 基

への結合することによって、引き起こされている。すなわち、クエルセチンは、極めて

高い抗酸化物質であるが、その反面、自らが酸化を受け、細胞内の様々な SH基を持つ

調整物質に結合し、その機能を抑制する（酸化促進効果）。一方、ヘスペレチンは、ク

エルセチン程の高い抗酸化力は有していないが、酸化促進効果が低いため、細胞毒性が

低く、放射線防護剤として、より好ましい物質と言える。この様に、フラボノイド複合

体に組み合わせる難水溶性フラボノイドの選択は、抗酸化（放射線防護）と酸化促進（細

胞毒性）の両面を考慮した検討が必要であると考えられる。 

最後に、図７−１に本研究で検討したフラボノイド複合体を用いた放射線防護剤の検

討結果をまとめたものを示す。この図の中で、第一章で仮定したフラボノイド複合体の

放射線防護剤としての作用メカニズムが本研究の中で確認された事実と共に、新たな課

題（難水溶性フラボノイドの酸化促進効果）も示されている。今後の課題については、

次節において詳細を記載するとし、結言となるが、フラボノイドは、身近な植物由来の

食品や薬用植物に含まれる有効成分として古くから利用されて来たが、その二面性（抗

酸化と酸化促進）故に、摂取量を間違えると逆に有毒成分となり得る。一般的な言い方

であるが、「フラボノイドは適量が大事」という言葉は正しいと思われる。本研究で検

討した糖転移フラボノイドを利用したフラボノイド複合体は、この様なフラボノイドの

特性を考慮した上で、有機溶剤を用いず、難水溶性フラボノイドを可溶化し、細胞取り

込み効果を上げることが出来る安全で有効な手段であるばかりでなく、難水溶性フラボ

ノイドを過剰に摂取することによる有毒性を回避し、フラボノイド本来が持つ機能性を

上手く使い分け摂取することを可能にする新しいフラボノイド製剤であると考えてい

る。この様な素晴らしい機能性を有する糖転移フラボノイドの新しい可能性が、本研究

を通して更に発展することを期待する。 
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図７−１	 本研究で進めたフラボノイド複合体を用いた放射線防護剤の検討結果まとめ 

 

 

 

 

 

 

 

ROS�

����

HES	

��$"
�

GSH%��	&�

SH	
'�

×�

MGR�HES/MGR�
����

S	
'�

S	
'
�

GSSG%��	&�

�

���

��	��

����

��#���

�����
�! �������

O

O

HO

OH

OH

O

OH

O

O

O
HO

OH

O

OH

H3C
HO

HO

O

OH

HO
HO

OH

O

O

HO

OH

OCH3
OH

MGR�

HES	

HES/MGR�



 90 

７－２	 今後の課題 

	 本研究では、安全で効果的な放射線防護剤の開発を目指し、モノグルコシルルチンを

利用したフラボノイド複合体を提案した。このフラボノイド複合体によって、モノグル

コシルルチンの課題である細胞透過性の問題を解決することが出来た。実際に検討した 

3種類の難水溶性フラボノイド（クエルセチン、ヘスペレチン、ナリンゲニン）は何れ

も、モノグルコシルルチンによって可溶化することが出来、細胞内への取り込み効果が

確認出来た。また、三種類のフラボノイド複合体（クエルセチン/モノグルコシルルチ

ン複合体,ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体,ナリンゲニン/モノグルコシルル

チン複合体）の内、ヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体の放射線防護効果が一

番高い結果となった。 

 
	 これら、本研究で得られた知見を元に、今後の課題として、以下の二つを考えている

（図７−２）。 

 
【課題①	 糖転移フラボノイドの選択検討】 

	 まず、フラボノイド複合体に糖転移フラボノイドとしてモノグルコシルルチンの利用

を前提としたが、他の糖転移フラボノイド（モノグルコシルヘスペリジン、モノグルコ

シルナリンジン）については、今回詳細に検討することは出来なかった。これら糖転移

フラボノイドもモノグルコシルルチンと同様に可溶化効果を持つことが知られており、

新たなフラボノイド複合体としての可能性を有していると考えている。特に、本研究で

その放射線防護効果が確認されたヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体は、難水

溶性フラボノイドとしてヘスペレチンが有効であったことを考えると、その組み合わせ

に最適な糖転移フラボノイドとして、同じアグリコン構造を持つモノグルコシルヘスペ

リジンを使用することがより、溶解性や細胞への取り込み効率に好ましい結果をもたら

すことが期待される。本研究と同様のスプレードライ法により、ヘスペレチン/モノグ

ルコシルヘスペリジン複合体の作製は可能であることは確認しており、本研究で作製し

たヘスペレチン/モノグルコシルルチン複合体とこのヘスペレチン/モノグルコシルヘス

ペリジン複合体の比較試験をすることは、大変興味深い。 

	 また、本研究で取り上げたモノグルコシルルチンは、抗酸化力に優れた糖転移フラボ

ノイドであることが、放射線防護剤として期待された。しかしながら、モノグルコシル

ルチンは、本研究においても細胞内への取り込み効果は殆ど見られず、細胞外もしくは

細胞膜上に存在していることが予測される。そのため、放射線防護剤としてのモノグル
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コシルルチンは、細胞外から細胞膜を通過して進入して来る放射線誘発の活性酸素種

（ROS）への防護効果は期待出来るかもしれないが、放射線照射時に細胞内に直接発

生する細胞内 ROSへの関与は期待できない。このことは、フラボノイド複合体に使用

する糖転移フラボノイドとして、モノグルコシルルチンの様な高い抗酸化力を持つ糖転

移フラボノイドが適切であるかについて再考する必要があると考えている。 

 

【課題②	 難水溶性フラボノイドの誘導化検討】	  

	 次に、フラボノイド複合体として組み合わせる難水溶性フラボノイドの選択について

である。本研究においては、3種類の難水溶性フラボノイド（クエルセチン、ヘスペレ

チン、ナリンゲニン）の内、ヘスペレチンが最も好ましい結果となったが、これは、ク

エルセチンの酸化促進効果が強すぎたため、フラボノイド複合体によって、細胞内に取

り込まれたクエルセチンが、結果として抗酸化効果が強い割には、放射線防護剤として

期待される程の効果が得られない結論となった。この問題は、先に述べたが、古典的な

放射線防護剤（チオール系化合物）においても、同様の展開となっており、放射線防護

剤開発の歴史の中で、最も解決が難しい課題である。本研究では、ヘスペレチンの様な

プロドラッグ化された難水溶性フラボノイドが、上記の課題解決に有効であることが示

されたが、この考え方を更に発展させるアイデアは、面白いと思われる。例えば、クエ

ルセチンの場合、誘導化されたイソラムネチン（メチル化）やイソクエルシトリン（配

糖化）などが、すでに天然フラボノイドとして存在しており、この様な未検討の天然フ

ラボノイドの中から、ヘスペレチンの様な新たなプロドラッグ化された物質を探索し、

検討を進めることは大変興味深い。さらに、天然フラボノイドではなく、化学合成法を

用いて人工的に難水溶性フラボノイドをプロドラッグ化する手法は、薬剤設計の自由度

が増し、可能性が広がる点からも是非試みたい研究課題である。	  

	 さらに、この様なフラボノイド誘導体が、プロドラッグ化により抗酸化力が低下する

一方、放射線による細胞障害や回復に関与する細胞内調整因子に対する増強剤として機

能すれば、今までに無い、より効果的な放射線防護剤としての可能性があると思われる。	  

	 この様に、本研究で目指した安全で効果がある新しい放射線防護剤として、フラボノ

イドは、食経験が長く、安全性や機能性に関するエビデンスも多いことから、誘導体材

料としても適した物質と言える。 
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図７−２	 本研究で検討したフラボノイド複合体の今後の課題 
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