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１．はじめに

　ヒトの健康機能維持を目的とした食品が数多く市場

化されている．現在，特定保健用食品（トクホ）は 

1000 種類以上認可されており，届出のみで済む機能

性表示食品は 5000 種以上が製品化されている１）．食

物繊維，腸内環境改善に関する製品が大半を占めてい

るが，その他にはカテキン，イソフラボン，クルクミ

ンなど抗酸化，抗炎症機能に着目した製品も数多くあ

る．

　これら機能性成分を合成，あるいは改良するために

は有機化学的合成法ではなく，食品成分あるいは食品

添加物のみを用いた方法が望まれる．

　本研究では，極めて強力な抗炎症作用を示すアデ
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ノシン N1-オキシド（Adenosine N1-oxide，ANO）

のアデノシンからの合成，またブドウ，赤ワインな

どに含まれる機能性成分であるレスベラトロール

（Resveratrol）の水溶性向上を目的とした配糖体合成

を試みることにした．

２．ANO合成法の検討

　ローヤルゼリーは働き蜂が花粉を食べて体内で分

解・合成し，下咽頭線などから分泌する乳白色のクリー

ム状の物質であり，女王蜂が生涯にわたって食べる唯

一の食料である．女王蜂は働き蜂の約２～３倍の大き

さであり，寿命は働き蜂の約１ヶ月に対して３～４年

とはるかに長寿であることから，中国では「不老長寿

の妙薬」として扱われていた．

　筆者の一人である福田が以前所属していた研究所に

おいて，ローヤルゼリーの効果を確かめる試験を実施

した．すなわちC3H/HeJマウスにローヤルゼリーを連

日経口投与し，３年にわたってマウスの生死，さらに

は疾患発生状況を調べた．その結果，50 % 生存率で

はコントロール 89 週に対し試験群では 112 週に，ま

た 75 % 生存率ではコントロール 63 週に対し，試験

群では 105 週と約 1.7 倍の寿命延長が認められた２）． 

通常食では炎症性疾患，発癌による死亡例が多数認め

られたのに対し，ローヤルゼリー投与群ではこれらの

疾患発生が極めて低く，健康寿命の延伸が認められた．

　この結果を受けて河野らは，ローヤルゼリー中に強力

な抗炎症活性が存在することを見出し，マクロファージ

のLPS処理により誘導される腫瘍壊死因子-α（Tumor 

Necrosis Factor-α，TNF-α）の産生抑制作用を指標に 

精製，同定した結果，アデノシン（Adenosine，ADO），

アデノシン一リン酸（Adenosine monophosphate，AMP） 

の酸化体であるアデノシン N1-オキシド（Adenosine 

N1-oxide，ANO），アデノシン一リン酸 N1-オキシド

（Adenosine monophosphate N1-oxide）であることが

分かった３）．癌の末期，高齢者の細菌感染などにより

引き起こされる敗血症モデルにおいても，30 時間以

内に全例が死亡したのに対しANO投与群では 80 % 

が生き残り，ANOは強烈な炎症反応を抑制すること

が分かった．

　しかし，ローヤルゼリー 1 g 中のANO含量は 100 ～ 

120 μg 程度と極めて微量であり，継続摂取するには

費用がかかる．ANOを安価に大量に合成することが

できれば健康寿命延伸への寄与が期待される．従来

ANOは化学合成法により合成されてきたが４），この

方法では食品添加物として認可されていない原料を用

いているため食品として使うことができない．そこで

本研究では安価かつ大量に生産可能な合成法を検討す

ることにした．調味料にも含まれているアデノシンを

原料に，大量に生産可能な酵素合成法，及び過酸化水

素水を用いた直接酸化法を検討することにした．

２-１．�グルコースオキシダーゼによるANO合成法の

検討

　ローヤルゼリーには，核酸の成分であるアデノシン

類が存在すること５），また強いグルコースオキシダー

ゼ（Glucose Oxidase，GOD）活性が存在することが

分かっている６）．このことから，ローヤルゼリー中の

グルコースオキシダーゼがグルコースを酸化し，生成

した過酸化水素がアデノシンを酸化することにより

ANOが生成しているのではないかと考えられる．

　先に中杉は図１の反応模式を想定し，アデノシン，

図１　�グルコースオキシダーゼによるアデノシンの酸
化機構（推定）
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グルコース，グルコースオキシダーゼの存在比を種々

検討した結果，アデノシン 10 mg から約 150 μgの

ANOが合成されることを確認した７）．

（1）実験材料

　グルコースは試薬特級，アデノシンは富士フィルム

社製特級試薬を，グルコースオキシダーゼは天野エン

ザイム社製「ハイデラーゼ15」を用いた．アデノシン 

N1オキシドはInter Bio Screen Dec社より購入した．

（2）実験方法

　アデノシン 100 mg/2 mL 水溶液に対し，グルコース  

200～1000 mg，グルコースオキシダーゼ溶液（15 mg/

mL）300 μL を加え，37℃もしくは 50℃で７日間反

応させた．

（3）薄層クロマトグラフィー分析法

　Merck社のアルミニウムプレートに反応液をスポッ

トし，１-ブタノール：エタノール：水＝４：３：３

で展開した．風乾後，紫外線ランプ照射下でスポット

を確認した．

（4）�液体クロマトグラフィー質量分析法（LC-MS/MS）

　以下の装置，条件で分析を行った．

装置：Waters ACQUITY UPLC with Xevo TQD

分析カラム：�ACQUITY UPLC BEH Amide 2.1×100 

mm，1.7 μm

移動相A：Acetonitrile with 0.1 % Formic Acid 

移動相B：0.1 % Formic Acid solution

流速：0.4 mL/min，カラム温度：45℃

（5）結果

　反応液の分析例としてグルコース高濃度存在下，

60℃，７日反応後のLC-MS/MSクロマトグラムを 

図２（a）に示した．ANOの分子量を指標にしたLC-MS 

分析では 4.42 min にピークが認められ，LCで相当

するピークが 4.45 min に確認された．このピークが

ANOに相当すると考えられるが，4.53 min 付近にも

同等量のピークが確認された．これはANO以外の副

反応物であると推定される．

　図２（b）に示したように薄層クロマトグラフィー

の結果でもスポットがスメアになり，ANOの合成反

応以外に副反応が起こっていることが分かった．酵素

製剤は酵素生産菌の培養液から調製されているため，

グルコースオキシダーゼ以外の夾雑酵素によりアデノ

シンが分解，変性作用を受けたものと考えられる．

　純粋なグルコースオキシダーゼを用いることができ

れば高純度のANOを得ることが期待されるが，現状

の酵素製剤では高純度合成は困難であると判断した．

２-２．�過酸化水素（H2O2）によるアデノシン直接酸

化法の検討

　グルコースオキシダーゼにより生成した過酸化水素

がADOを酸化している可能性が考えられたので，今

度は過酸化水素によるアデノシンの直接酸化法を検討

した．なお，過酸化水素は漂白目的で食品添加物とし

ての使用が認められている．

　アデノシンは水溶性が低く（0.04 mg/mL），中性条

件下では反応が進行しにくいと考えられたため，酸性条

件下での反応も試みることにした．アデノシンは 20 %  

酢酸溶液にほぼ完全に溶解することを確認している．

図２　�グルコースオキシダーゼによるADOの酸化，
ANO合成反応

	 （a）50℃反応液④のLC（上），LC-MS/MS（下）分析
	 （b）反応液のTLC分析
	 　① 37℃，７日反応
	 　②，③，④グルコース量を 200，600，1000 mg 加え，50℃，７日反応
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（1）実験材料

　反応に用いる過酸化水素，酢酸は試薬特級を用いた．

（2）実験方法

　アデノシン 50 mg/mL，過酸化水素として 15 % と

なるよう混合し，37℃，50℃，60℃で３週間反応させ，

LC-MS/MS分析，TLC分析を行った．分析は前記と

同じ条件で行った．

　なお上記反応組成に酢酸を追加し（最終濃度 20 %），

同様に反応させた後，分析を行った．

（3）結果

　酢酸非存在下での結果を図３に示す．反応温度が高

いほどANOの生成率が上昇した．一方TLCではANO

のスポットの上下に副反応と思われるスポットが増加

していた．反応温度が高いほど，また反応時間が長い

ほど副反応が進行すると考えられる．

　一方，20 % 酢酸存在下での分析結果を図４に示し

た．反応温度に関係なく反応は１週間でほぼ完結して

おり，ANOの生成率は 80 % 近くに達していること

が分かった．酸性下でADOが完全に溶解しているこ

とが必須条件であると考えられた．ただし，（b）の

TLC結果を見てもわかるように，反応温度が高いほ

ど，反応時間が長いほど副反応が進行している．

　37℃，１週間反応後のLC分析結果を図５に示す．

極めてシャープなANOのピークが観察されており，

純度の高い標品が得られることが分かった．

３．レスベラトロール配糖化の検討

　ヨーロッパ諸国の中で，フランス人は飽和脂肪酸が

豊富に含まれる食事を摂取しているにもかかわらず血

管系の疾患による死亡率が低いことから，この現象は

「フレンチパラドックス」と呼ばれている８）．フラン

ス人は赤ワインを大量に飲むため，その要因がワイン

の成分にあるのではないかと考えられ，ポリフェノー

ルの一種であるレスベラトロールが注目された．レス

ベラトロールはマウスの寿命を延長させるとの成果が

発表され，大きな注目を集めた９）．またヒトでの臨床

試験において動脈硬化の改善10），認知症の予防11），肥

満抑制12）などの効果が報告されている．

図３　中性条件下での過酸化水素によるANO合成

図４　酢酸存在下での過酸化水素によるANO合成

図５　LCによるANO分析例
	 酢酸存在下，37℃，７日反応後の分析
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　またレスベラトロールを有効成分とした機能性食

品，化粧品などが製品化されている．しかし水溶性

が 0.03 mg/mL と極めて低いため高濃度の処方が難

しい．シクロデキストリンなどの環状糖質を用いた分

散法の工夫がされているが十分ではない．一方で，ポ

リフェノールなどの水酸基（OH基）へ糖質を結合さ

せることにより，飛躍的な水溶性向上が期待される．

ミカン果皮に含まれるヘスペリジンにデンプンとシク

ロマルトデキストリングルカノトランスフェラーゼ

（Cyclomaltodextrin glucanotransferase，CGTase）

を作用させると，ヘスペリジンのOH基にオリゴ糖を

結合させた配糖体が合成される．この配糖体の水溶性

は 10 万倍上昇し，生体内において吸収効率が上昇す

ることが分かっている13）．

　そこで，レスベラトロールの配糖化による水溶性向

上を目的として，図６に示したような反応系を設計し

た．すなわち，デンプンに作用してオリゴ糖を転移さ

せるCGTase，もしくはマルトースのような２糖に作

用してグルコース単位で転移させるグルコシルトラン

スフェラーゼ（Glucosyltransferase，GTase）を用い

て配糖体合成を試みることにした．これらの酵素を用

いた場合，糖の結合様式はα-結合になる．

　なおレスベラトロールにグルコースがβ-結合した

ピセイド（Piceid）が知られているが，ブドウ果皮中

の含量は低い．またイタドリの根にピセイドが比較的

多く含まれているが，イタドリの根は「虎状根」とい

う漢方薬に属し，食品に用いることはできない．

　レスベラトロールには３カ所OH基が存在してお

り，そのいずれにも糖が結合する可能性がある．

３-１．�レスベラトロールの配糖化可能性検討，及び

エタノール共存下での最適反応条件の設計

（1）実験材料

　基質用のデンプンとして松谷化学製のパインデック

ス#100，もしくは#1を用いた．配糖体調製には主に

#100を用いた．耐熱性菌由来CGTaseとしてNOVO社

のToruzymeを，中温菌由来CGTaseとして天野エン

ザイム社のコンチザイム，またGTaseとして天野エン

ザイム社のトランスグルコシダーゼを用いた．

　なおCGTaseの活性を糊精化法14）により測定した結

果，Toruzyme原液は約 170 U/mL，コンチザイムは

約 140 U/mL であった．トランスグルコシダーゼの

活性は測定していない．

（2）薄層クロマトグラフィー分析法

　前記ANO分析と同様Merck社のアルミニウムプ

レートを用い，１-ブタノール：エタノール：水＝ 

４：３：３で展開した．風乾後，紫外線ランプ照射下

でスポットの確認を行った．

（3）�液体クロマトグラフィー質量分析法（LC-MS/MS）

　以下の装置，条件で分析を行った．

装置：Waters ACQUITY UPLC with Xevo TQD

分析カラム：CAPCELL PAK C18 Type：MGⅡ

移動相：Water：Acetonitrile=70：30

流速：0.4 mL/min，カラム温度：45℃

（4）結果

　まず３種類の酵素を用いて 37℃で 16 時間反応後，

薄層クロマトグラフィーによる転移生成物の確認を

行った．その結果，図７に示したようにToruzymeの

反応液でわずかに転移生成物と思われるスポットが認

められた．コンチザイム，GTaseでは新たなスポット
図６　�糖転移酵素によるレスベラトロール配糖体合成

スキーム
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をほとんど確認することができなかった．この結果よ

り，以降の試験にはToruzymeを用いることにした．

　次に反応液中でのレスベラトロールの溶解性を向上

させるため，種々の濃度のエタノール存在下，37℃～ 

80℃の条件で３～５日間反応させた．反応液は 

LC-MS/MS分析を行った．分析例を図８に示す．

　図８（d）では，グルコース１分子結合体が３ピー

ク認められた．これはレスベラトロールに３カ所OH

基が存在しており，その結合異性体ではないかと考え

られる．

　上記LC分析により，各反応液の糖転移率を求めた．

図９に 37℃，70℃における糖転移率の経時変化を示

した．37℃ではエタノール濃度が高くなるに従い糖転

移率が上昇しているが，40 % を超えると転移率が逆

に低下した．これはエタノール高濃度下で酵素タンパ

ク質の変性，失活が起こっているものと考えられる．

さらに 70℃では 20 % エタノール存在下で最も高い

転移効率を示した．

　糖転移率に及ぼすエタノール濃度，反応温度の影響

を図10にまとめた．今回設定した試験条件では 20 % 

エタノール存在下，70℃での反応条件が最も転移効率

が高いことが分かった．

　次に最適反応条件下でデンプン濃度，酵素使用量の

図７　�糖転移酵素によるレスベラトロール配糖化可能
性の検討

	� レスベラトロールとして１%，デンプンもしくはマルトースは 10 % 濃
度で37℃，16 時間反応させた．

	 矢印の位置にわずかながら反応生成物が確認された．

図８　糖転移反応物の分析例
	� （a）340 nmにおけるクロマトグラム
	 　�5.96 minのピークはレスべラトロール，1.32 min ～ 2.30 min のピー

クが配糖体と考えられる．
	 　以下（b）～（e）は各分子種の質量数をもとにしたクロマトグラム
	 （b）グルコース３分子結合体，（c）２分子結合体，
	 （d）１分子結合体，（e）レスベラトロール

図９　37℃，70℃における糖転移率の経時変化
	� 各エタノール濃度存在下，レスベラトロール 10 mg/mL，デンプン 10 

%，CGTase 1.7 U/mLの条件で反応を行った．右肩の数値はエタノー
ル濃度を示す．
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影響を調べた．表１に示すようにデンプン濃度が高い

ほど転移率も上昇し，35 % に達することが分かった．

３-２．既報との比較

　レスベラトロールの配糖化はいくつかの研究グルー

プで実施されており，我々の方法に近い２例と比較し

て表２にまとめた．

　T. Mariaらは，シクロデキストリンにレスベラ

トロールを包接させ，水溶性が向上した条件下で

Toruzymeによる配糖化を試み，80℃という高温下で

34.5 % の転移率に達している15）．しかし反応時のレス

ベラトロール濃度が低く，更なる条件検討が必要であ

ると考えられる．

　一方，P. Torresらはジメチルスルホキシド（DMSO）

存在下でレスベラトロールを可溶化させ，種々反応条

件を検討した結果，20 % DMSO存在下，60℃反応

で 50 % の転移率に達したと報告している16）．しかし

DMSOは有機溶媒の一種であり，食品製造には適さな

い．我々はエタノールを用いることにより糖転移効率

が上昇することを確認したが，DMSOと本質的に異な

るのかどうかを確認することにした．

　エタノール，DMSOともに 20 % 存在下で 60℃，

70℃におけるレスベラトロールへの糖転移率を調べ

た．その結果を表３にまとめた．レスベラトロールの

DMSOへの溶解性が高いためか反応の立ち上がり（１

日目）は早いが，最終到達点，糖転移率に有意な差は

認められなかった．今回の試験では糖転移率が 35 % 

程度であったが，さらに詳細な反応条件の検討を行う

ことにより，エタノール存在下で 50 % 近い糖転移率

を達成することが可能であると考えている．

４．考察

（1）ANOの簡易合成法

　グルコースオキシダーゼを用いた合成法は夾雑酵素

図１０　�糖転移率に及ぼすエタノール濃度，反応温度
の影響

表１　糖転移率に及ぼすデンプン濃度，酵素量の影響

表２　�Toruzymeによるレスベラトロール配糖化の比較

表３　�レスベラトロールへの糖転移に及ぼすエタノー
ルとDMSOの比較
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の影響により副反応が起こっていると考えられ，酵素

剤によるANO合成は不可と判断した．血液中，微生

物培養液中にはアデノシンデアミナーゼ（Adenosine 

deaminase:ADA）が存在している場合が多く，これ

らの酵素によりアデノシンが分解されている可能性が

高い．純粋なグルコースオキシダーゼ，あるいは夾雑

酵素を低減した酵素剤があれば応用可能であると考え

られる．

　一方，アデノシンを酢酸で可溶化した条件下で過酸

化水素を用いた場合，80 % 近いANO変換率を達成す

ることができた．食品添加物として過酸化水素は漂

白目的に使用限定されているが，食品添加物のみで

ANOを合成することができた意義は大きいと考えて

いる．なお反応後の過酸化水素，酢酸はpHを中性に

戻した上での結晶化により容易に除去可能であると考

えられる．

　ANOの安全性等，実用化へ向けての課題がまだま

だ多いが，今後の進展を期待している．

（2）レスベラトロールの配糖化

　糖転移反応の最適条件であった 20 % エタノールに

おけるレスベラトロールの溶解度は数％程度であり，

あまり高くはない．しかし高温で反応していること，

また反応により生成した糖転移レスベラトロールは水

溶性が高いため，未反応のレスベラトロールが徐々に

水層へ移動し，酵素反応を受けているのではないかと

考えられる．アデノシンの酸化反応では，アデノシン

も生成したANOも溶解性が極めて低いため，完全に

溶解した状態で反応させる必要があるのではないかと

考えられる．

　今後の課題としては，配糖化レスベラトロールの分

離，および配糖体の水溶性を確認する必要がある．配

糖体の分離にはHP-20のような合成吸着剤（三菱ケミ

カル）が適しているのではないかと考えている．
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