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概要

バイオフラボノイドのケルセチンは、食品中でさまざまなグリコシドとして存在してい
ます。そうしたグリコシドの組成は、生物種や栽培品種に固有のものです。ヒトの場合、
ケルセチンは幅広いフェーズ II 生体内変化を経て、複雑な一連の代謝物となります。各
代謝物の生物活性は、生体内変化の際に生成される複合体の種類や位置により異なりま
す。Agilent 1290 HPLC と Agilent 6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS を用いて、微粉化
アップルピール (AP) またはオニオンパウダー (OP) で濃縮したアップルソースの摂取後
のヒト血漿における各ケルセチン代謝物の同定および相対量の測定をおこないました。
AP と OP を標準化し、総ケルセチングリコシド量を 100 mg としました。代謝物の同定
にあたっては、フェーズ II 生体内変化のケルセチン関連生成物について作成したカスタ
ム Agilent Personal Compound Database Library (PCDL) と、Agilent MassHunter Qualitative
Analysis ソフトウェアを使用しました。Q-TOF MS/MS フラグメンテーションデータと
Agilent MassHunter Molecular Structure Correlator (MSC) ソフトウェアを用いて、同定し
た代謝物の構造確認をおこないました。
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はじめに

ここで紹介するケルセチン代謝物研究の補足レポートは、Journal
of Agriculture and Food Chemistry に掲載されています [1]。この研
究でケルセチンを選択したのは、疫学的研究により、フラボノイ
ドが多く含まれる食物を摂取すると、循環器疾患、癌、その他の
加齢に伴う疾患のリスクが低下する可能性があることが示されて
いるためです [2,3,4]。図 1 に示すように、ケルセチンは食品中に
グリコシドとして存在しています。グリコシドの形態により、バ
イオアベイラビリティ (吸収率) が異なります。食品中に存在する
グリコシドの組成は、生物種や栽培品種によって異なります。タ
マネギに見られるおもなグリコシドは、ケルセチン 4’-O-グルコシ
ドです。リンゴに見られるおもなグリコシド形態は、ケルセチン
3-O-ガラクトシドです。

ケルセチングリコシドは、腸内で吸収されます。グリコシドは、
小腸刷子縁膜で b-グルコシダーゼとラクターゼフロリジンヒドロ
ラーゼの作用により切断され、アグリコンが吸収されます。腸細
胞内では、フェーズ II 生体内変化酵素により、さまざまなアグリ
コン代謝活動がおこなわれます。これにより、硫酸化、グルクロ
ン酸化、メチル化などのさまざまな化合物種が生まれます。これ
らの代謝物は、肝門静脈経由で肝臓に運ばれ、さらなるフェー
ズ II 代謝を経たのち、全身に循環します。

In vitro 研究では、ケルセチン代謝物の活性が、それぞれの複合
体グループの種類や位置により異なることがわかっています。た
とえば、Jansich らの研究では、ケルセチン-7-グルクロニドによ

り、in vitro 遅延型 LDL 酸化がケルセチンアグリコンの場合より
も増加するものの、同じ濃度のケルセチン-3’-スルフェートやイ
ソラムネチン-3-グルクロニドの影響は受けないことがわかりまし
た [5]。血漿中の各代謝物の作用や生体活性のメカニズムを理解
するためには、それぞれの動的プロファイルを特定することが不
可欠です [6]。

血漿中代謝物の同定には、四重極 ESI LC/MS によるスキャンメ
ソッドが用いられていますが、そうしたメソッドの感度では、6
時間以上にわたって血漿中の各代謝物をモニタリングすることは
できません [7,8,9]。ケルセチン代謝物の ESI LC/MS/MS 定量の際
には、グルクロニドおよびスルフェート複合体の酵素的切断と、
ケルセチンアグリコンおよびイソラムネチン (メチルケルセチン
アグリコン) の同時測定がおこなわれます。このアプローチは、
薬物動態研究には有効ですが、循環している代謝物に関する情
報は得られません。複雑な混合物中の代謝物構造の解析は、精
密質量 MS/MS を用いれば、大幅に効率化します。特に、標準
試料が市販されていない、ケルセチンなどのフラボノイド代謝物
の複雑な混合物には有効です。精密質量四重極飛行時間型 (Q-
TOF) MS メソッドは、同重体イオンの識別や分子式の解明に必要
な感度と選択性を備えており、非ターゲット未知化合物の同定
にも対応することができます。Q-TOF LC/MS モードで生成され
るプロダクトイオンの精密質量分析をおこなえば、構造解明が円
滑化し、化合物同定のさらなる向上が可能です。
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図 1. タマネギおよびリンゴで見られるおもなケルセチン (Q) グリコシド
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このアプリケーションノートでは、ケルセチンのバイオアベイラ
ビリティの違いを分析するためのツールを紹介します。Agilent
Personal Compound Database Library (PCDL) マネージャと Agilent
MassHunter Qualitative Analysis ソフトウェアを組み合わせ、
UHPLC-ESI Accurate-Mass Q-TOF LC/MS 分析をおこないました。
具体的には、ケルセチンの総量が同じで、ケルセチングリコシド
の組成が異なる 2 種類の食品 (アップルピールとオニオンパウ
ダー) の摂取後に、血漿中に存在するケルセチン代謝物を分析し
ました。分析の目的は、グリコシド形態が吸収や代謝などに与
える影響を調べることです。標準試料は入手できないため、代
謝物のレスポンスと参照用標準のレスポンスを比較し、半定量
分析をおこないました。

実験手法

実験設計および手順の詳細な説明は、Journal of Agriculture and
Food Chemistryの補足レポートに記載されています [1]。

実験設計
カリフォルニア大学デービス校の施設内治験審査委員会に承認
されたランダム化クロスオーバー摂食試験プロトコルを用いて、
濃縮アップルソースにおけるケルセチングリコシドの吸収および
代謝を調べました。試験には 16 人の被験者が参加しました。8
人が女性、8 人が男性です。参加者はすべての試験手順を完了し
ました。いずれもみずからの意志で行動し、順不同で研究に参
加しました。参加者は試験前と試験日の 2 日にわたって、低フ
ラボノイド (ケルセチンフリー) 食を摂取しました。一晩の絶食
後、アップルピールパウダー (AP) 濃縮アップルソースか、オニ
オンパウダー (OP) 濃縮アップルソースを朝食として提供しまし
た。いずれの食事も、総ケルセチン量は 100 mg です。

表 1 に示す濃縮アップルソースのケルセチングリコシド組成につ
いては、あらかじめトリプル四重極液体クロマトグラフィ質量分
析 (LC/MS/MS) により同定し、高圧液体クロマトグラフィ
(HPLC) により定量しました [6]。AP で濃縮したアップルソースで
は、おもなケルセチン形態は 3-ガラクトシド、3-グルコシド、3-
ラムノシドなどです。OP で濃縮したアップルソースでは、おも
なケルセチン形態はケルセチン 3,4’ ジグルコシドとケルセチン 4’-
グルコシドです。

濃縮アップルソース摂取後、0、0.5、1、2、4、6、8、24 時間後
に被験者の血液サンプルを採取しました。採取したサンプルを遠
心分離し、血漿を血球から分離しました。

サンプル前処理 : ケルセチン代謝物の抽出
抽出メソッドとしては、Mullen らのメソッドを修正したものを
使用しました[8,10]。ベースライン血漿に添加したケルセチン 4’-
O-グルコシド (最終濃度は血漿1 mL 中 10 および 1,000 ng) を参照
用標準 (RS) として、回収率を測定しました。過去の研究では、
ケルセチングリコシドまたはケルセチングリコシドを豊富に含む
食品の摂取後に、ケルセチン 4’-O-グルコシドは検出されていま
せん [11,12]。

表 1. 濃縮アップルソースのケルセチングリコシドプロフィール (単位 mg)

ケルセチングリコシド

濃縮アップルソース 100 g :
アップルピール
パウダー

オニオン
パウダー

ケルセチン 3,4’-O-ジグルコシド 0 mg 44.9 mg

ケルセチンn 3-O–ルチノシド (ルチン) 6.5 0

ケルセチン 3-O-ガラクトシド 16.8 0

ケルセチン 3-O-グルコシド 16.1 4.9

ケルセチン -O-キシロシド 9.3 0

ケルセチン -O-アラビノフラノース 3.0 0

ケルセチン -O-アラビノピラノース 17.6 0

ケルセチン 3-O-ラムノシド 30.6 0

ケルセチン 4’-O-グルコシド 0 48.7

総量 99.9 ± 2.3 mg 98.5 ± 2.1 mg
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使用機器
抽出したケルセチン代謝物の分析にあたっては、Agilent 1290
Infinity バイナリ LC システムと、エレクトロスプレーイオン化に
対応する Agilent Jet Stream 技術を備えた Agilent 6530 Accurate-
Mass Q-TOF LC/MS システムを組み合わせて使用しました。
UHPLC システムは、一体型真空デガッサ搭載バイナリポンプ
(G4220A)、オートサンプラ (G4226A) とサーモスタット (G1330B)、
カラムコンパートメント (G1316C) を搭載しています。UHPLC パ
ラメータを表 2 に示しています。

存在する可能性のあるすべてのケルセチン代謝物を同定するため
に、抽出した血漿サンプルの Q-TOF MS1 分析をおこないました。
m/z 100～1,000 の質量範囲において、ネガティブモードとポジ
ティブモードの両方でトータルイオンスペクトルを採取しました。
Q-TOF MS パラメータを表 3 に示しています。

必要な質量精度を得るために、分析中は常に校正物質によるリ
アルタイム質量補正をおこないました。

ケルセチン 4’-O- グリコシドを RS として用いて、Q-TOF MS1 モー
ドにより各ケルセチン代謝物の相対定量をおこないました。キャ
リブレーションにあたっては、プールした血漿に既知量の標準原
液を添加する標準添加メソッドを使用しました。RS 検出の検出
下限は、血漿 1mL 中 1 ng でした。直線ダイナミックレンジは 3
桁でした。MS/MS ネガティブ ESI モードの Q-TOF を用いて、存
在する可能性のあるケルセチン代謝物に対応する溶出ピークをさ
らに調査しました。

表 2. UHPLC パラメータ

装置 Agilent 1290 Infinity バイナリ LC
移動相 A) 0.1 % ギ酸を含む水

B) 0.1 % ギ酸を含むアセトニトリル
初期 5 % B

グラジエント 直線

時間 (分) %B
0−5 5−10
5−8 10−12
8−10 12−15

10−15 15
15−18 15−55
18−20 55−90

流量 0.4 mL/min
カラム Agilent Poroshell EC18 HPLC カラム

2.1 × 100 mm、2.7 µm (p/n 695775-902)、
Agilent 2.1 mm × 5 mm ガードカラム
(p/n 821725-911)

ポストランタイム 4 分、初期移動相

温度 30 °C
注入量 5 µL

表 3. Q-TOF LC/MS パラメータ

機器 Agilent 6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS

イオン化モード ポジティブおよびネガティブエレクトロスプレー、
Agilent Jet Stream 技術

採取レート 1.0 スペクトル/秒
質量範囲 100–1,000 m/z

乾燥ガス温度 225 °C

乾燥ガス流量 8.0 L/min

シースガス温度 300 °C

シースガス流量 10.0 L/min

ネブライザガス 45 psi

スキマー電圧 65 V

オクタポール RF 750 V

フラグメンタ 125 V
キャピラリ 2.5 kV (ネガティブモード) または

3.5 kV (ポジティブモード)
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データ解析
以下の手順を用いて、ケルセチン代謝物を同定しました。

1. すでに報告されている代謝物と、既知のフェーズ II 生体内変
化経路にもとづいて算出した質量を用いて、代謝物のデータ
ベースを作成しました。ケルセチン代謝物候補の正確な質量
を PCDL マネージャにコンパイルしました (図 2)。その後、こ
のデータベースを MassHunter Qualitative Analysis ソフト
ウェアにインポートしました。

2. MassHunter Qualitative Analysis ソフトウェアを用いて、Q-
TOF MS1 分析で得られたデータを、上述の手順 1 で述べた
PCDL に照らして検索しました。精密質量、同位体アバンダ
ンス、同位体間隔をもとに、検索で得られたケルセチン関連
代謝物候補を特定しました。この手順により、化合物候補の
リストが得られました。

3. MassHunter MSC ソフトウェアによる Q-TOF MS/MS フラグ
メンテーションデータの化学式マッチングにより、手順 2 で
特定したケルセチン代謝物の構造確認をおこないました。

薬物動態分析
測定した薬物動態変数は、血漿ケルセチンのピーク濃度
(Cmax)、Cmax に達するまでの時間 (tmax)、0～24 時間 (AUC0−24 時
間) の血漿濃度−時間曲線における面積です。P < 0.05 で対応のあ
る t-検定を用いて、各摂食試験間での血漿薬物動態パラメータ
の有意な変化を測定しました。P < 0.05 で対応のない t-検定を用
いて、血漿薬物動態パラメータの性差を評価しました。

図 2. MassHunter PCDL マネージャを用いて、フラボノイド代謝物の精密質量ライブラリを作成しました。化合物の構造と名前を入力すると、
ソフトウェアが自動的に質量と化学式を計算します。
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結果と考察

ケルセチン代謝物の同定と確認
濃縮アップルソース摂取後 2 時間の被験者の血漿サンプルで同
定されたケルセチン代謝物の抽出イオンクロマトグラム例を図 3
に示しています。同定にあたっては、MassHunter Qualitative
Analysis ソフトウェアを用いて、既知代謝物の PDCL ライブラリ
からインポートした値をもとにデータ検索をおこないました。精
密質量と同位体強度比をもとに同定しました。

表 4 に、ケルセチン代謝物候補のピーク番号と、それぞれのリ
テンションタイム、分子イオンの種類、観察質量と予測質量、
質量誤差をまとめました。実測および理論 m/z 間の誤差は、一
貫して 2.5 ppm 未満でした。

構造確認のために、同定された 15 種類のケルセチン代謝物につ
いて、Q-TOF MS/MS 分析をおこないました。ケルセチンのモノ
アイソトピック質量は 302.0427 Da と算出されています。すべて
のケルセチン関連代謝物は、ケルセチンアグリコン (複合体のな

いケルセチン) に対応する m/z 301.0354 の陰イオンフラグメント
イオンを生成しました。例外はメチル化ケルセチン代謝物で、こ
れは複合体のないメチル化ケルセチンイオンに対応する m/z
315.0510 のフラグメントイオンを生成します。
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図 3. 濃縮アップルソース摂取後 2 時間における血漿中ケルセチン代謝物
の抽出イオンクロマトグラム。同定には MassHunter ソフトウェア
とカスタム PDCL ライブラリを使用しました。

ピーク RT (分) 化合物候補
分子イオンの
種類 理論 m/z 実測 m/z

質量誤差
(ppm)

1 8.86 メチル Q ジグルクロニド [M-H]– 667.1152 667.1146 0.9
2 10.07 Q ジグルクロニド [M-H]– 653.0996 653.0987 1.4
3 10.70 メチル Q ジグルクロニド [M-H]– 667.1152 667.1136 2.4
4 11.10 Q ジグルクロニド [M-H]– 653.0996 653.0986 1.5
5 11.22 メチル Q ジグルクロニド [M-H]– 667.1152 667.1147 0.6
6 12.18 Q ジグルクロニド [M-H]– 653.0996 653.0989 1.1
7 12.32 Q ジグルクロニド [M-H]– 653.0996 653.0989 1.1
8 13.38 Q グルクロニドスルフェート [M-H]– 557.0243 557.0240 0.5
9 13.10 Q-3-グルクロニド [M-H]– 477.0675 477.0671 0.8

10 16.80 Q-3’-グルクロニド [M-H]– 477.0675 477.0673 0.4
11 16.85 メチル Q 3 グルクロニド [M-H]– 491.0831 491.0832 –0.2
12 16.90 Q グルタチオン [M+HCOO]– 651.1012 651.0998 2.2
13 17.07 Q グルクロニド [M-H]– 477.0675 477.0672 0.6
14 17.10 メチル Q グルクロニド [M-H]– 491.0831 491.0831 0.0
15 17.45 Q-3-スルフェート [M-H]– 380.9922 380.9925 –0.8

表 4. ケルセチン代謝物候補のピーク番号、リテンションタイム、分子イオンの種類、実測質量および
理論質量、質量誤差
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図 4 は、ケルセチングルクロニドおよびケルセチンスルフェート
の Q-TOF MS/MS スペクトルを示しています。477.0673 の分子イ
オンからのグルクロニドの脱離、および 380.9925 の分子イオン
からのスルフェート基の脱離に対応する m/z 301.0354 の特徴的
なフラグメントイオンが見られました。m/z 113.0244 は、グルク
ロニド部に対応しています。

測定された MS/MS フラグメントと、推定構造およびそのフラグ
メントをマッチングさせることで、同定結果の信頼性がさらに高

まります。MassHunter MSC ソフトウェアを用いて、化学式マッ
チングにより、同定された代謝物の構造確認をおこないました。
MassHunter MSC ソフトウェアでは、体系的な結合切断アプロー
チにより、測定された MS/MS フラグメントイオンと推定構造が
比較されます。図 5 は、m/z 301.0354 におけるケルセチングルク
ロニドフラグメントイオンの MS/MS 確認例を示しています。図
6 は、MassHunter MSC ソフトウェアにより提示された予想され
るケルセチングルクロニドのフラグメントを示しています。
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図 4. 特徴的なフラグメントイオンを示すケルセチングルクロニドおよびケルセチンスルフェートの Q-TOF MS/MS スペクトル
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図 5. MassHunter MSC ソフトウェアによる m/z 301.0354 におけるケルセチングルクロニドフラグメントイオンの MS/MS 確認。
ソフトウェアでは、親化学式およびフラグメント化学式が表示されます。化学式をハイライトすると、構造が表示されます。
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薬物動態分析
長時間 (24 時間) にわたる Q-TOF LC/MS の高感度検出により、各
代謝物の薬物動態パラメータを高精度・簡便に算出することが
できます。このアプリケーションノートの研究では、使用したど
ちらの食品の摂取後についても、血漿におけるケルセチン代謝物
のプロフィールは基本的に同じであることがわかりました。ただ
し、それぞれのバイオアベイラビリティは異なっています (図 7)。
各ケルセチン代謝物の血漿濃度は、AP 濃縮アップルソースに比
べて、OP 濃縮アップルソースの摂取後のほうが大幅に高くなり
ました。純正な標準試料を使用しなかったため、図 7 に示す定量
結果は、絶対値ではなく相対値となります。

結論

精密質量 Q-TOF LC/MS を使えば、ヒト血漿中のケルセチン代謝
物の検出、同定、相対的定量、薬物動態モニタリングを、高い
感度と選択性でおこなうことが可能です。総ケルセチン 100 mg
を含む微粉化アップルピールまたはオニオンパウダーで濃縮した
アップルソースの摂取後 24 時間について、各 8 人の女性および
男性の血漿中の各ケルセチン代謝物を経時的に同定しました。

フラボノイド代謝物のカスタム PCDL を MassHunter Qualitative
Analysis ソフトウェアにインポートすることで、スクリーニング
と同定が迅速化されました。Q-TOF MS/MS フラグメンテーショ
ンデータと MassHunter MSC ソフトウェアにより、同定した代謝
物の構造確認をおこないました。ESI の極性は、ケルセチン代謝
物のイオン化効率に影響を与えます。たとえば、ケルセチングル
タチオンはネガティブ ESI モードでは検出されましたが、ポジ
ティブ ESI モードでは検出されませんでした。

検出されたおもな代謝物は、ケルセチンスルフェート、ケルセチ
ングルクロニド、ケルセチンジグルクロニドで、いずれの食品で
も同じでした。ただし、薬物動態パラメータ AUC0−24 h および
Cmax については、2 種類の食品で違いが見られました。ケルセ
チン代謝物の血漿濃度は、オニオンパウダー摂取後のほうが大
幅に高くなりました。ケルセチンスルフェートおよびケルセチン
スルフェートグルクロニド代謝物の AUC0−24 h については、性
別による違いも見られました。

図 7. ポジティブエレクトロスプレーイオン化モードで検出された血漿中ケルセチン代謝物
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