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第 1章 序論 
 
1-1 はじめに 
 日本は、2007年から 65歳以上の高齢者が、総人口の 21%以上を占める超高齢
化社会に突入しており、2030年には総人口の 30%、2050年までには 40%が高齢
者で占める社会になることが予測されている。2020年の総務省の推計によると、
65歳以上の人口は総人口の 28.7%で、このうち 75歳以上の人口は 14.8%である
のに対し、15 歳未満の人口は 12.0%と少子高齢化の傾向は顕著となっている。
これに伴う国民医療費の増大は大きな社会問題であり、厚生労働省の推計によ

れば、4人に 1人が 75歳以上となる 2025年には、国民医療費は 57.9兆円に上
ると推定されている。そのような中で、健康寿命の延伸と病気に至る前の状態

である未病の改善が重要な課題となっており、栄養・食品による予防医学の考

え方に基づき、自らの健康を自ら守り管理するセルフメディケーションの考え

方が浸透しつつある。 
 食品成分には栄養面での機能（一次機能）、おいしさ面での機能（二次機能）、

そして生体内で果たす生体調節あるいは生体防御面での機能（三次機能）があ

る。進展する超高齢化社会に伴う健康寿命の延伸に、この食品の三次機能を有

効活用するため、食品の機能性を表示できる枠組みが構築されており、1991 年
に最終製品の個別認可型の特定保健用食品制度（トクホ）が、2001 年にビタミ
ンやミネラルに限り規格基準を満たした場合に、機能性表示を認める栄養機能

食品制度が発足している。食品の機能を表示する上で、国からの認可が必要と

なるトクホは、最終製品での臨床試験が必須であり、認可のためのハードルが

高い。そのため、制度発足から 2022年 4月現在までで、認可が下りている製品
数は 1,060件であり、2021年度の 1年間では 16件の承認にとどまっている。そ
こで、健康増進と健康産業の成長を名目に、事業者の責任において食品の機能

性を表示できるようにした「機能性表示食品制度」が 2015 年 4 月に発足した。
本制度では、必ずしも最終製品での臨床試験をする必要はなく、表示したい機

能性とその関与成分（有効成分）のシステマティックレビュー（SR）により、
機能性を表示することができる。また、健康食品やサプリメントだけでなく生

鮮食品でも機能性を表示することが認められたため、制度発足から 2022年 4月
までで届出数は 5,400件を超え、2021年度では年間 1,400件を超える届出がなさ
れている（Figure 1-1）。これらの届出に関する資料は全て公開されており、人々
が、自身の健康の維持・増進に役立つ食品を選択するための情報収集が、可能

になったことの意義は大きい。また、制度発足時から、届出成分はトクホでも

使用されている難消化性デキストリンや GABA、DHA、EPA を関与成分として
SRされたものが多かったが、2019年度から植物エキスや分泌物においても機能
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性が謳えるようになった。これにより、古くから健康に良いとされてきた蜂産

品（ローヤルゼリーやプロポリスなど）も、その有効性についてメカニズムや

関与成分を明らかにし、情報発信をしていくことで、より一層人々の健康の維

持・増進に貢献できるようになると期待される。 
 
 
1-2 プロポリスとは 
プロポリスは、ミツバチ（Apis mellifera L.）が巣の周辺植物の新芽や樹皮を採
取し、自らが分泌する唾液やミツロウを混ぜ合わせて作る樹脂状の物質である

（Figure 1-2）。プロポリスの語源はギリシャ語の「防御」を意味する“Pro”と「都
市」を意味する“Polis”との複合語で、ミツバチの巣の防壁という意味である。そ
の名が示すように、ミツバチはこのプロポリスを巣の補強や修繕に用いる他、

巣内の雑菌の繁殖を抑えること等に利用しているとされている。プロポリスは

古くは紀元前 300 年頃から伝統療法として用いられてきた歴史があり、抗菌、
抗ウイルス、抗炎症作用等の活性が報告されている 1-3)。プロポリスはその高い

抗菌、抗ウイルス、抗炎症作用から、17世紀から 19世紀頃には傷薬として利用
され、第二次世界大戦においてはプロポリスを配合した軟膏が兵士の傷の治療

に用いられたといわれている 4)。また、弦楽器のニスとして利用されていたこと

でも有名である 5)。欧州の一部の国では、現在でも医薬品としてプロポリスが用

いられており、眼科、耳鼻咽喉科、歯科、消化器科、循環器科、泌尿器科、産

婦人科、および皮膚科のそれぞれの領域においてプロポリス製剤が利用されて

いる 6)。日本では 1985年に名古屋にて開催された第 30回国際養蜂会議（アピモ
ンディア）にてプロポリスの有用性が発表されたことで関心が高まり、1991 年
に国立予防衛生研究所（現国立感染症研究所）からプロポリスの抗腫瘍作用に

関する報告がなされたことを契機に研究が進められ 7)、健康食品として一般的に

知られるようになった。 
 
 
1-3 世界のプロポリスとその成分特徴 
 プロポリスは一般的に樹脂が 50%、ミツロウが 30%、精油が 10%、花粉が 5%、
その他成分が～5%で構成される 8)。しかし、ミツバチたちがプロポリスの原料

として集めてくる植物（起源植物）は生産される地域の植生により異なるため、

一口にプロポリスと言っても起源植物の違いから、産地によりその含有成分も

様々である。養蜂大国と言われるルーマニアで採取されるプロポリスは、ポプ

ラの 1 種であるセイヨウハコヤナギ（Populus nigra）やセイヨウトチノキ
（Aesculus hippocastanum）が起源植物であることが報告されており 9)、chrysin
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や pinocembrin、galangin 等のフラボノイド類が主要な成分として含まれている
ことが報告されている 10)。同じ欧州でも、ルーマニアの北部に位置するポーラ

ンドで生産されるプロポリスには、フラボノイド類に加え、p-coumaric acid や
caffeic acid、およびそのエステル（特にベンジルエステル）が特徴的に含まれる
ことが報告されており、このような成分を特徴的に含むプロポリスはヤマナラ

シ（P. tremula sect. Leuce）が起源植物であると考えられている 11)。 
 環太平洋地域は、温暖な気候から欧州諸国と比べ植生も大きく異なり、採取

されるプロポリスの成分特徴も大きく異なる。沖縄県、台湾、およびハワイで

採取されるプロポリスについては、トウダイグサ科のオオバギ（Macaranga 
tanarius）が起源植物であることが報告されており 12-14)、eriodictyol を基本骨格
にゲラニル基が付加した nymphaeol類が特徴的な成分として同定されている 12)。

また、オーストラリア南部に位置するカンガルー島産のプロポリスは、島固有

のカヤツリグサ科の植物（Lepidosperma sp.）が起源植物であり、このプロポリ
スから、いくつかのプレニルヒドロキシスチルベンが新規化合物として同定さ

れている 15)。 
 日本において健康食品等で広く流通しているのは、ブラジル産のプロポリス

であり、特にブラジル南東部に位置するミナスジェライス州で採取されたグリ

ーンプロポリスが多く使われている。このブラジル産グリーンプロポリス

（Brazilian green propolis; BGP）は、キク科の植物であるアレクリン（Baccharis 
dracunculifolia）が起源植物であると報告されており 16)、桂皮酸誘導体、特に

artepillin Cや drupanin、baccharin等のプレニル基が付加したものを多く含むこと
を特徴としている。また、これらの桂皮酸誘導体の他にも、kaempferide や
6-methoxykaempferide等のフラボノイド類、chlorogenic acid等のカフェオイルキ
ナ酸類も含まれることを先行研究で報告している（Figure 1-3）17)。同じブラジ

ル国内であっても、ミナスジェライス州の北部に位置するバイーア州産のプロ

ポリスは、シソ科のイガニグサ属の 1種である Hyptis divaricataが起源植物とさ
れ 16)、メトキシ化されたフラボノイドを多く含んでいる 18)。 
 
 
1-4 プロポリスの有効性 
 上述の通り、プロポリスには様々な成分が含まれ、抗菌、抗酸化作用以外に

も、ルーマニア産プロポリスでは紫外線（UVB）からの皮膚の保護 19)、ポーラ

ンド産プロポリスでは歯周病予防 20)、ハワイ産（沖縄県産）では COX2、α-グル
コシダーゼ、アセチルコリンエステラーゼの阻害活性 21)、ブラジル・バイーア

州産では抗糖化作用等が報告されており 22)、各プロポリスの成分特徴を反映し

ているものと思われる。 
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ブラジル・ミナスジェライス州産のグリーンプロポリス（BGP）には、運動
時の疲労感の軽減や 23)、風邪や花粉症症状の低減 24,25)、抗肥満効果等が 26)、ヒ

トや動物試験にて報告されている。特に、近年ヒト試験にて、BGP の認知機能
への有効性に関する研究が報告され、注目されている。浅間らは、60-79歳の男
女 68 名を対象にしたランダム化プラセボ対照二重盲検試験において、BGP の
24 週間の継続摂取により、情報処理能力や言語記憶がプラセボと比較して有意
に改善したことを報告している 27)。また、Zhuらは標高 2,000 mと認知症が進行
しやすい高地において、認知機能の尺度の一つであるMMSE（Mini-Mental State 
Examination）スコアがプラセボ群では低下した一方で、BGP 摂取群ではスコア
が維持されたことを報告している 28)。上述したとおり人口の高齢化が進む日本

では、認知症患者が増加しており、2010 年時点において認知症患者は約 440 万
人、軽度認知障害は約 380万人と推定され 29)、認知症患者数は 2025年には 650
～700万人、2040年には 800～900万人に達するとされている 30)。認知症による

経済損失は 2014年時点で年間約 14.5兆円、2060年には年間約 24兆円と推定さ
れ、大きな社会問題となっている。根本的な治療薬が開発されていない現状で

は、予防医学的な観点からも BGP の認知機能への有用性がもたらす健康利益、
経済利益は、今後ますます大きくなることが想像される。 
また、2019 年末より世界的なパンデミックを引き起している新型コロナウイ
ルス（COVID-19）に対しても BGP の治療効果が期待され、いくつかの臨床試
験が実施されている。例えば、18歳以上の PCR検査で陽性と判定され、新型コ
ロナウイルス感染と診断された患者を対象に、通常の治療に加えて BGPを 1日
あたり 400 mgおよび 800 mg飲用させた結果、通常の治療のみでは入院期間が
12.6日であったのに対し、BGP併用摂取群では 400 mg飲用で 3.03日、800 mg
飲用で 3.88日間入院期間が短くなったことが報告されている 31)。加えて、別の

臨床試験では、BGP を含む植物抽出物を新型コロナウイルス感染患者に投与す
ることで、咳や息切れ、喉の痛み、熱、めまい、頭痛、腹痛などの症状が抑え

られたことが報告されている 32)。 
このような社会情勢を背景に、BGP の有効性に対するメカニズムや有効成分

を解明し、情報発信をしていくことで BGPの信頼性を高めることが、人々の健
康寿命延伸への貢献の意味からも、一層重要な課題になると考えられる。BGP
の示す有効性について、そのメカニズムや有効成分は不明な点が多いが、BGP
に特徴的な成分である artepillin C や drupanin、baccharin 等の桂皮酸誘導体、
kaempferide等のフラボノイドにもいくつかの機能性が報告されており、BGPの
有効成分として期待されている（Table 1-1）。特に、BGPに最も多く含まれる桂
皮酸誘導体である artepillin C については、機能性に関する研究が多く報告され
ており、抗菌、抗酸化、抗炎症作用に加え 33)、ペルオキシソーム増殖因子活性
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化受容体 γ（PPARγ）のアゴニスト活性や 17)、ミトコンドリア脱共役タンパク質

（UCP1）の発現上昇と脂肪細胞のベージュ化誘導を介した、エネルギー代謝亢
進作用等が報告されている 34)。PC12m3細胞株において、artepillin Cは p38/MAPK
経路の活性化を誘導し、神経成長因子単独処理と比べて artepillin C を併せて処
理することで神経突起が 5～7倍伸長することが報告されており、BGPの認知機
能改善効果のメカニズムの一つであると考えられている 35)。また、新型コロナ

ウイルス感染症の重症化を防ぐメカニズムの一つとして、artepillin Cは p21活性
化キナーゼ（PAK1）を阻害することが報告されており 36)、新型コロナウイルス

が PAK1の活性化を介して引き起こす炎症や免疫応答抑制を防ぐことで、感染に
よる重症化を防ぐと考えられている 37)。 
 
 
1-5 ブラジル産グリーンプロポリスに含まれる成分の吸収と代謝 
 BGP中の含有量が多い artepillin Cは、BGPの有効性に対する寄与も大きいと
考えられ、機能性に関する報告も多い。しかしながら、BGP は複数の成分から
なる混合物であるため、artepillin Cだけでなく様々な成分が BGPの有効性に寄
与していると考えられる。加えて、経口投与された BGP成分は、消化管や肝臓
での吸収・代謝を経て機能を発揮すると考えられるため、BGP の有効性メカニ
ズムや有効成分を明らかにするためには、各 BGP成分の吸収・代謝を理解した
上で、BGPの有効性に対する各成分の寄与を考えることが重要である。 
食品の機能性成分として代表的なポリフェノールであるフラボノイドでは、

吸収・代謝に関する研究が進められている（Figure 1-4）。経口投与されたフラボ
ノイドは消化管を経て体内に取り込まれる際、消化管上皮に発現している UDP-
グルクロノシルトランスフェラーゼ（UGTs）やスルホトランスフェラーゼ
（SULTs）によって、グルクロン酸あるいは硫酸が付加した抱合代謝物へと代謝
される 38)。吸収された代謝物は、主に門脈を介して肝臓へと運ばれ、更なる代

謝を受けた後、胆汁へと排泄されるか 38)、血液循環を介して末梢組織に到達し、

最終的には尿中に排泄される 39)。タマネギ等に含まれる quercetinはヒト血漿中
の代謝物として、主に quersetin-3’-sulfateおよび quercetin-3-glucuronideに代謝さ
れ、一部はカテコール基にメチル基が付加した isorhamnetinに代謝されることが
知られている 40)。大豆イソフラボンである daidzein や genistein は 4’位および 7
位の水酸基でグルクロン酸や硫酸と結合し、代謝される 41)。また、一部の daidzein
は腸内細菌の働きで equolへと代謝され、機能性を発揮することも知られている
42)。 
一方で、artepillin Cをはじめとする桂皮酸誘導体等の BGP成分の吸収・代謝

に関する報告は少ない。ヒト小腸の培養細胞モデルとして用いられる Caco-2細
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胞を用いて artepillin Cの細胞透過性と代謝性を検証した報告では、artepillin Cは
抱合体へ代謝されることなく、Caco-2 細胞の単層膜を透過することが報告され
ているが 43)、生体内での代謝は明らかにされていない。小西らのグループから

は、artepillin Cおよび p-coumaric acidの標準品を、ラットにそれぞれ単独投与し
た際の薬物動態学パラメーターが報告されており、その中で、酵素加水分解に

より血漿中の artepillin Cおよび p-coumaric acid濃度が増加することから、これ
らの化合物が抱合代謝を受ける可能性が示されている 44)。しかしながら、抱合

体の種類や結合位置など詳細を明らかにするには至っておらず、桂皮酸誘導体

が体内でどのような代謝を受けるかは不明なままである。また、フラボノイド

では、複数の成分を同時に摂取することで代謝パターンが変化する例が報告さ

れている。タマネギと豆腐をそれぞれ単独で摂取した場合と、同時に摂取した

場合で quercetinと大豆イソフラボンの血中代謝物のパターンが異なり、quercetin
単独では UGTsによる代謝が優先されるが、イソフラボンが共存した際にはイソ
フラボンが優先して UGTs により代謝され、quercetin は SULTs の代謝が優先し
て行われたことが報告されている 45)。このことからも、BGP のような複数の成
分からなる混合物の吸収・代謝を理解するためには、単一化合物投与時の吸収・

代謝だけでなく、混合物として BGPを摂取した際の各成分の吸収・代謝を比較
することも重要であると考えられる。 
そこで、本研究では artepillin C をはじめとする桂皮酸誘導体や、kempferide
をはじめとするフラボノイド等の BGP成分が生体内でどのように吸収・代謝さ
れるかを明らかにすることを目的に、まず、ヒトにおいて BGPを投与した際の
桂皮酸誘導体やフラボノイドの血中への取り込みと、主要な血中代謝物の同定

を試みた。次いで、モデル生物としてラットを用いて、BGP の主要な桂皮酸誘
導体（artepillin C、drupanin、baccharinおよび p-coumaric acid）それぞれを投与
した際の代謝物を検証し、生体内での桂皮酸誘導体の代謝経路を推定した。 
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Table 1-1. Pharmacological effects of Brazilian green propolis components in in vitro and in vivo 
studies. 
Components assay model dose effect references 

Artepillin C 

in vitro 3T3-L1 adipocytes 25 µM Anti-inflammatory [46] 

in vitro Raw 264.7 cells 25, 50, 100 µM Anti-inflammatory [47] 

in vitro HEK293 3, 10, 100 µM Anti-inflammatory [48] 

in vitro RGC-5 cells 20, 200 µM Antioxidant [49] 

in vitro 
Caco-2 

HepG2 
20 µM Antioxidant [43] 

in vitro 

Staphylococcus aureus 

Listeria monocytogenes 

Enterococcus faecalis 

Staphylococcus 

saprophyticus 

166.6 mM 

(50 mg/mL) 
Antibacterial [50] 

in vitro Staphylococcus aureus 
820 µM 

(246.3 µg/mL) 
Antibacterial [51] 

in vitro Melanoma 
13 µM 

(38.9 µg/mL) 
Antitumor [52] 

in vitro 

Colon cancer (SW480) 

Gastric cancer (MKN1) 

Leukemia (HL-60) 

150 µM Antitumor [53] 

in vitro PC12m3 10-50 µM Neuroprotection [35] 

in vitro HL-60 cells 
23 µM 

(7.0 µg/mL) 
Anti-allergy [54] 

in vivo 
Mice 

（UCP1 expression） 
10 mg/kg Anti-diabetes [34] 

Drupanin 

in vitro 

Colon cancer (SW480) 

Gastric cancer (MKN1) 

Leukemia (HL-60) 

150 µM Antitumor [53] 

in vitro HL-60 cells 
44 µM 

(10.3 µg/mL) 
Anti-allergy [54] 

in vivo 3T3-L1 adipocytes 4.8 µM RXRα agonist [55] 

Baccharin 

in vitro 

Colon cancer (SW480) 

Gastric cancer (MKN1) 

Leukemia (HL-60) 

150 µM Antitumor [53] 

in vitro Prostate cancer (CRPC) 440 nM Antitumor [56] 

in vitro HL-60 cells 
12 µM 

(4.4 µg/mL) 
Anti-allergy [54] 
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p-Coumaric 

acid 

in vitro LDL peroxidation 
27.4 µM 

(45 µg/mL) 
Antioxidant [57] 

in vitro Colon cancer (HCT-15) 1.4 mM Antitumor [58] 

Kaempferide 
in vitro HL-60 cells 

6.6 µM 

(2.0 µg/mL) 
Anti-allergy [54] 

in vitro Lung cancer (A549) 22.5 µM Antitumor [59] 
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Figure 1-1. The annual number of notifications for foods with functional claims. 
  



10 

 
A 

 
B 

 
 
Figure 1-2. Honey bees producing propolis to fill the gaps in their nests (A). Brazilian 
green propolis collected from the nest (B).
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p-coumaric acid : R1=R2=H  
caffeic acid : R1=OH, R2=H
drupanin : R1=CH2CH=C(Me)2, R2=H  
3,4-dihydroxy-5-prenyl-(E)-cinnamic acid : 
R1=CH2CH=C(Me)2, R2=OH
drupanal : R1=CH2CH=C(Me)CHO, R2=H

artepillin C : 
R1=Me, R2=H, R3=CH2CH=C(Me)2
capillartemisin A : 
R1=CH2OH, R2=H, R3=CH2CH=C(Me)2
baccharin : 
R1=Me, R2=CO(CH2)2Ph, R3=H

2,2-dimethylchromene-
6-(E)-propenoic acid : R=H 
culifolin : R=CH2CH=C(Me)2

kaempferol : R1=R2=R3=H  
kaempferide : R1=R3=H, R2=Me 
betuletol : R1=OMe, R2=Me, R3=H
quercetin : R1=R2=H, R3=OH

pinocembrin : R1=R2=H
isosakuranetin : R1=H, R2=OMe
dihydrokaempferide : R1=OH, R2=OMe

chlorogenic acid : 
R1=R2=H, R3=caffeoyl 
3,5-dicaffeoylquinic acid : 
R1, R3=caffeoyl, R2=H
4,5-dicaffeoylquinic acid : 
R1=H, R2=R3=caffeoyl

R3

 
Figure 1-3. Chemical structures of representative compounds of Brazilian green 
propolis (BGP) ethanol extract 17). 
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Figure 1-4. Putative metabolism of quercetin glycosides in the small intestine in humans 38). LPH, 
lactase-phlorizin hydrolase; SGLT1, sodium glucose co-transporter 1; SULTs, sulfotransferases; 
UGTs, UDP-glucuronosyltransferases. 
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第 2章 世界のプロポリスの成分分析 
 
2-1 はじめに 
 第 1 章で概説したように、プロポリスはミツバチが巣の周辺から集めてくる
植物の新芽や樹皮を原料に作られる。そのため、一口にプロポリスと言っても

産地の植生により、ミツバチが収集してくる植物（起源植物）が異なり、含有

成分も異なってくる。そこで本章では、入手できた世界各地のプロポリスの含

有成分について、標準品もしくは既報との比較により主要成分を特定すること

を目的に成分分析を実施した。 
 
 
2-2 材料と方法 
2-2-1 実験材料 
 分析に用いたルーマニア産、ブルガリア産、ハンガリー産、ウルグアイ産、

ポーランド産、オーストラリア・カンガルー島産、ハワイ産、ロシア・バシキ

ール地方産、ブラジル・バイーア州産、およびブラジル・ミナスジェライス州

産プロポリスは株式会社山田養蜂場から入手したものを用いた。Table 2-1 には
成分同定に用いた標準品と、その入手先を示す。 
 
2-2-2 サンプル前処理方法 
 原塊の状態の各プロポリスをフードプロセッサーにて粉砕し、80%エタノール
にて抽出、エバポレーターにて減圧濃縮を行い、各種プロポリスのエタノール

抽出物粉末を得た。各エタノール抽出物粉末 100 mgを 10 mLの 80%エタノール
にて再溶解し、それぞれ固形分 100 µg/mL の濃度になるよう希釈後、分析に供
した。 
 
2-2-3 分析条件 
 分析はオービトラップMSシステム（Q Exactive Focus, Thermo Scientific）およ
び UPLCシステム（UltiMate 3000, Thermo Scientific）を使用し、下記の条件で実
行した。また、フォトダイオードアレイ検出器（PDA；検出波長 280 nm）をタ
ンデムに繋いだ、LC-PDA-MS/MS システムにて分析を行った。各標準品はメタ
ノールもしくはアセトンで溶解し、1 µg/mLになるように希釈後、分析に供した。 
 
・LC条件 
 カラム：Acquity BEH C18 (Waters, 2.1 mm × 100 mm, i.d. 1.7 µm) 
 オーブン：30℃ 
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流速：0.3 mL/min 
 溶媒：(A) 0.1%ギ酸, (B) Acetonitrile 
 溶出条件：5%B: 2 min, 5–95%B: 18 min, 95%B: 4.5 min, 95–5%B, 0.5 min, 5%B: 5 

min (Total 30 min) 
 注入量：5 µL 
 
・MS条件 
 イオン化法：加熱エレクトロスプレーイオン化法（HESI） 
 検出方法：Full MS scan / Data dependent MSMS scan 
 Spray voltage：3.5 kv (positive) / 2.5 kv (negative) 
 Sheath gas rate：50 
 Auxillary gas：10 
 Heater temperature：400℃ 
 Capillary temperature：250℃ 
 Resolution：70,000 (Full MS) / 17,500 (MS/MS) 
 Scan range：m/z 70-1,000 
 
 
2-3 結果 
2-3-1 ルーマニア産プロポリスの含有成分 
 第 1 章でも述べたように、ルーマニアで採取されるプロポリスは、chrysin や
pinocembrin等のフラボノイドを含むことを特徴としており、ポプラの 1種であ
るセイヨウハコヤナギ（Populus nigra）やセイヨウトチノキ（Aesculus 
hippocastanum）が起源植物であることが報告されている 9)。今回入手したルーマ

ニア産プロポリスを分析して得られたクロマトグラムを Figure 2-1に示す。入手
したルーマニア産プロポリスについても chrysinや pinocembrin、galanginが主要
なフラボノイドとして検出された。また、rhamnetin、pinobanksin が標準品との
比較により同定され、caffeic acid、p-coumaric acid、ferulic acid等の桂皮酸誘導体
も確認できた。最も強いピーク強度で検出された化合物については、標準品で

の同定はできなかったが、精密質量（ m/z 315.0863 [M+H]+）から、

3-O-acetylpinobanksinと推定され、既報と同じく、セイヨウハコヤナギやセイヨ
ウトチノキを起源植物としていると考えられた。同様のクロマトグラムのパタ

ーンは、ルーマニアのすぐ南に位置するブルガリアや、北に位置するハンガリ

ーで採取されたプロポリスについても確認できた。また、興味深いことに、南

アメリカ大陸にあるウルグアイで採取されたプロポリスも、類似したクロマト

グラムのパターンを示し、これらのプロポリスが共通の植物を起源としている
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ことがわかった。 
 
2-3-2 ポーランド産プロポリスの含有成分 
 ポーランド産プロポリスについても pinocembrin や pinobanksin、chrysin、
galangin等を多く含むプロポリスは、ルーマニア産と同様セイヨウハコヤナギや
セイヨウトチノキが起源植物であると考えられている。一方、ポーランド南部

で採取されるプロポリスにはフラボノイド類に加え、p-coumaric acid や caffeic 
acid、およびそのエステル（特にベンジルエステル）が特徴的に多く含まれ、ヤ
マナラシ（P. tremula sect. Leuce）が起源植物であると考えられている 11)。今回

入手したポーランド産プロポリスを分析した結果、chrysinやpinocembrinに加え、
caffeic acidや p-coumaric acid、およびそのベンジルエステルが標準品との比較に
より同定できた（Figure 2-2）。p-Coumaric acidと benzyl p-coumaric acidが主要
なピークとして検出されていることからも、今回入手したポーランド産プロポ

リスの起源植物はヤマナラシで、ポーランド南部で採取されたことがうかがえ

る。 
 
2-3-3 環太平洋地域のプロポリスの含有成分 
 オーストラリア南部のカンガルー島で採取されたプロポリスは、島固有のカ

ヤツリグサ科の植物（Lepidosperma sp.）が起源植物であることが確認されてお
り、スチルベン骨格を基本として、メチル基やプレニル基が付加した化合物を

もつことが報告されている 15)。入手したプロポリスにおいても、報告されてい

る化合物と同じ精密質量を有する化合物がいくつか検出され（Figure 2-3）、既
報と同じ成分を有していることが推定される。しかし、質量分析だけでは分子

組成が同じ化合物を見分けることや、メチル基やプレニル基などの置換基の位

置を特定することは難しいため、正確な同定のためには成分を分離し、NMR等
で構造を解析する必要があると思われる。 
 沖縄県、台湾、およびハワイで採取されるプロポリスについては、eriodictyol
または naringenin等のフラバノンを基本骨格とし、プレニル基やゲラニル基が付
加した nymphaeol 類が特徴的な成分として含まれ、トウダイグサ科のオオバギ
（Macaranga tanarius）が起源植物であることが報告されている 12-14)。Figure 2-4
に今回入手したハワイ産プロポリスの分析結果を示す。標準品を用いた成分特

定には至らなかったが、得られたクロマトグラムの溶出時間とピーク強度、精

密質量の結果を既報と比較することで、nymphaeol A、B、C 等の主要なピーク
については、特定できたと思われる。 
 
2-3-4 ロシア産プロポリスの含有成分 
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 広大な国土を誇るロシアでは、採取された地域によってプロポリスの起源植

物が異なってくる。ロシア北部で採取されるプロポリスの起源植物はシラカバ

（Betula verrucosa）であるとされ、acacetin、apigenin、kaempferideが含まれるこ
とが報告されている 60)。一方、今回入手したロシア産プロポリスは、カザフス

タンにほど近いバシキール地方で採取されたプロポリスである。このバシキー

ル地方で採取されたプロポリスの起源植物について詳細は不明だが、成分につ

いては pinostrobin、sakuranetin、3-O-acetylpinobanksin、および apigenin-7,4’-dimethyl 
esterが含まれることが報告されており、ストローブマツ（Pinus strobes）が起源
植物の一つである可能性が示唆されている 61)。今回入手したロシア産プロポリ

ス を 分 析 し た 結 果 、 acacetin や kaempferide に 加 え 、 sakuranetin や

3-O-acetylpinobanksin、naringenin-4’,7-dimethyl ester、apigenin-7,4’-dimethyl ester
等が検出された（Figure 2-5）。起源植物については現地の植生を確認する必要
があるが、今回入手したプロポリスはシラカバとストローブマツの両方を起源

としているかもしれない。 
 
2-3-5 ブラジル産プロポリスの含有成分 
 バイーア州はブラジル北東部に位置しており、そこで採取されるプロポリス

はシソ科のイガニガクサ属の 1種である Hyptis divaricataが起源植物であるとさ
れる 16)。このプロポリスからは、新規化合物として 2-phenoxychromeneを含め、
6-methoxyapigenin、3,6-dimethoxyapigenin、3-methoxyquercetin などのメトキシ化
されたフラボノイドが含まれることが報告されている 18)。入手したブラジル・

バイーア州産プロポリスについても既報と同様に、 6-methoxyapigenin、
3,6-dimethoxyapigenin、3-methoxyquercetinが標準品との比較で特定できた（Figure 
2-6）。 
ブラジル南東部に位置するミナスジェライス州で採取されたグリーンプロポ

リスは、日本において健康食品等で広く使用され、多く流通している。このブ

ラジル産グリーンプロポリス（Brazilian green propolis; BGP）は、キク科の植物
であるアレクリン（Baccharis dracunculifolia）が起源植物であり 16)、artepillin C
や drupanin、baccharin 等のプレニル基が付加した特徴的な桂皮酸誘導体を多く
含むことが知られている。先行研究においても新規化合物をはじめ、一部の含

有成分について報告しており 17)、本研究で用いた BGPにおいても artepillin Cを
はじめとするプレニル化した桂皮酸誘導体が多く検出された（Figure 2-7）。 
 
 
2-4 考察 
 本研究により、世界各国で採取されたプロポリスについて、標準品や既報と
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比較することで、主要な成分を特定することができた。本結果は、それぞれの

プロポリスの有効性やそのメカニズムを明らかにしていく上で、基礎的な情報

として活用できると考える。 
 国境を接しているルーマニア、ブルガリア、ハンガリーから入手したプロポ

リスは、得られたクロマトグラムパターンから、ヨーロッパで多く生産される

典型的なポプラ型プロポリスであると思われる。また、ウルグアイ産プロポリ

スにおいても同様のクロマトグラムパターンが認められ、これらは同じ植物種

を起源としていることが示唆された。これらのプロポリスには

3-O-acetylpinobanksin、chrysin、pinocembrin等のいくつかのフラボノイドが、主
要成分として共通して含まれており、これらのフラボノイドに起因した生理活

性を示す可能性がある 62)。一方で、今回入手したポーランド産プロポリスには、

フラボノイドに加え、benzyl p-coumaric acidや benzyl caffeic acidが特徴的な成分
として検出され、同じ欧州産でも異なる起源植物をもつことが示唆された。採

取されたプロポリスの起源植物は、現地の植生等を確認する必要があるが、ル

ーマニアとウルグアイのように地理的に遠く離れた 2 か所で採取されたプロポ
リスの成分系が類似していた一方で、ルーマニアとポーランドのように同じ欧

州であっても、採取されたプロポリスの成分系が異なり、起源植物が異なって

いたことは興味深い。 
環太平洋地域で採取されたプロポリス、特に、沖縄、ハワイ、台湾産のプロ

ポリスについては eriodictyolを基本骨格にゲラニル基が付加した nymphaeol類が
特徴的な成分であることが知られており、入手したハワイ産プロポリスにおい

ても同様の特徴成分が含まれていた。Nymphaeol類の生理活性として、カスパー
ゼ依存的なアポトーシスを誘導することや 63)、PAK1 の阻害 64)、AMPK の活性
化を介した筋細胞への糖取り込み作用等が報告されており 65)、活性成分として

も Nymphaeol 類が沖縄、ハワイ、台湾産のプロポリスを特徴づける上でも重要
であるといえる。 
ブラジル産プロポリスにおいては、同じブラジル国内であっても、採取され

た地域によって含有成分が異なっており、特に、ブラジル・ミナスジェライス

州産のグリーンプロポリス（BGP）には、artepillin C、drupanin、baccharin等の
特徴的なプレニル化した桂皮酸誘導体が多く含まれていた。他の産地のプロポ

リスでも、p-coumaric acidや caffeic acid、ferulic acid等の桂皮酸誘導体は検出さ
れたが、プレニル化した桂皮酸誘導は検出されなかったことから、このプレニ

ル化した桂皮酸誘導体は BGP を特徴づける上で重要な化合物であるといえる。
また、第 1 章で述べたように、BGP には認知機能に対する有効性や、新型コロ
ナウイルス感染症への有効性がヒトにて確認されており、artepillin Cが有効成分
の一つとして注目されていることから、プレニル化した桂皮酸誘導体は活性成
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分としても BGP を特徴づける上で重要であると考えられる。また、artepillin C
や drupanin、baccharin等は BGPの有効性に対して協力的に寄与していると考え
られるため、生体内で発揮される BGPの有効性について、そのメカニズムや有
効成分を明らかにするためには、BGP を摂取した際のそれらの成分の生体利用
性や代謝を確認することが必要であると考えられる。 
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Table 2-1. Sources or references of the compounds used in this study. 
Compounds Sources or References 

caffeic acid Fujifilum Wako Pure Chemical Industies  

p-coumaric acid Sigma-Aldrich 

ferulic acid Cayman Chemical Company 

artepillin C Fujifilum Wako Pure Chemical Industies  

drupanin 
Prepared according to the procedures described in the 

previous report [54]. 

baccharin 
Prepared according to the procedures described in the 

previous report [54]. 

culifolin 
Prepared according to the procedures described in the 

previous report [54]. 

3,4-dihydroxy-5-prenylcinnamic acid Isolation from BGP according to the previous report [17]. 

2,2-dimethylchromene-6-propenoic acid Isolation from BGP according to the previous report [17]. 

capillartemisin A Isolation from BGP according to the previous report [17]. 

benzyl caffeic acid Cosmo Bio Co. 

benzyl p-coumaric acid BioCrick Biotech Co. 

chlorogenic acid Sigma-Aldrich 

pinobanksin Funakoshi 

rhamnetin Funakoshi 

chrysin Sigma-Aldrich 

pinocembrin Sigma-Aldrich 

galangin Fujifilum Wako Pure Chemical Industies  

3,6-dimethoxyapigenin BioCrick Biotech Co. 

6-methoxyapigenin Sigma-Aldrich 

3-methoxyquercetin Toronto Research Chemicals 

sakuranetin Funakoshi 

kaempferide Fujifilum Wako Pure Chemical Industies  

kaempferol Fujifilum Wako Pure Chemical Industies  

dihydrokaempferide Isolation from BGP according to the previous report [17]. 

6-methoxykaempferide Nacalai Tesque, Inc. 

naringenin-4',7-dimethyl ester Wuhan ChemFaces Biochemical Co. 

apigenin-7,4'-dimethyl ester Wuhan ChemFaces Biochemical Co. 
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Figure 2-1. LC chromatogram of ethanol extract of Romanian propolis. The obtained propolis were 
extracted with 80% ethanol and then analyzed by ultra-performance liquid chromatography (UPLC). 
Detection was performed with a photodiode array detector (280 nm). 
 

 
Figure 2-2. LC chromatogram of ethanol extract of Polish propolis. The obtained propolis were 
extracted with 80% ethanol and then analyzed by ultra-performance liquid chromatography (UPLC). 
Detection was performed with a photodiode array detector (280 nm). 
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Figure 2-3. LC chromatogram of ethanol extract of Australian (Kangaroo Island) propolis. The 
obtained propolis were extracted with 80% ethanol and then analyzed by ultra-performance liquid 
chromatography (UPLC). Detection was performed with a photodiode array detector (280 nm). The 
illustrated chemical structures were speculative and the position of the functional group has not been 
identified. 
 

 
Figure 2-4. LC chromatogram of ethanol extract of Hawaiian propolis. The obtained propolis were 
extracted with 80% ethanol and then analyzed by ultra-performance liquid chromatography (UPLC). 
Detection was performed with a photodiode array detector (280 nm). The peak annotation was 
performed by comparing the chromatogram data in previous study 14).   
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Figure 2-5. LC chromatogram of ethanol extract of Russian (Bashkir region) propolis. The obtained 
propolis were extracted with 80% ethanol and then analyzed by ultra-performance liquid 
chromatography (UPLC). Detection was performed with a photodiode array detector (280 nm). 
 

 

Figure 2-6. LC chromatogram of ethanol extract of Brazilian (Bahia state) propolis. The obtained 
propolis were extracted with 80% ethanol and then analyzed by ultra-performance liquid 
chromatography (UPLC). Detection was performed with a photodiode array detector (280 nm). 
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Figure 2-7. LC chromatogram of ethanol extract of Brazilian (Minas Gerais state) propolis. The 
obtained propolis were extracted with 80% ethanol and then analyzed by ultra-performance liquid 
chromatography (UPLC). Detection was performed with a photodiode array detector (280 nm). 
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第 3 章 ヒトにおけるブラジル産グリーンプロポリス投与時の成分吸収および

主要代謝物の同定 
 
3-1 はじめに 
 ブラジル産グリーンプロポリス（BGP）には認知機能の改善等、様々な有効
性がヒトにて確認されており、BGPに特徴的な artepillin Cをはじめとする桂皮
酸誘導体や kaempferide等のフラボノイドが、その有効性に関与していると考え
られている。これらの成分が、BGP の有効性にどの程度寄与しているかを理解
するためには、それらが BGP摂取時にどの程度吸収され、どのように代謝され
るかを理解する必要がある。しかし、BGP 成分の吸収・代謝に関する報告は少
なく、ラットにおいて単一成分として artepillin Cと p-coumaric acidを投与した
際の、血中濃度変化が報告されているのみである 44)。そこで、本章では主要な

BGP成分について、BGP投与後の血中濃度変化と、血漿中の主要な代謝物をヒ
トにて確認した。 
 
 
3-2 材料と方法 
3-2-1 実験材料 
 試験食は BGPの原塊をエタノールにて抽出し、その抽出物を凍結乾燥するこ
とで作製した BGP粉末（Lot：LY-008）を、120 mg/球でソフトカプセルに充填
した BGPカプセルを使用した。BGPカプセルは株式会社山田養蜂場にて製造さ
れた。また、標準品は Table 2-1に示したものを使用した。ヒト肝ミクロソーム
は、Corning Life Sciences から、Helix pomatia 由来サルファターゼタイプ H-1
（10,000ユニット/g以上、および βグルクロニダーゼ 30,000ユニット/g以上を
含む）、Trichodema viride由来 alamethicin、および D-saccharic acid-1,4-lactoneは
Sigma-Aldrichから入手した。その他、溶媒類はすべて分析グレードを使用した。 
 
3-2-2 試験デザイン 
 本試験はヘルシンキ宣言の倫理原則に従い、研究プロトコルは医療法人小金

橋さくらクリニック倫理委員会によって承認され、大学医療病院情報ネットワ

ーク（UMIN; #000032818）に登録されている。また、試験は小金橋さくらクリ
ニックにて実施し、被験者には研究内容について十分な説明を行った上で、す

べての被験者から書面による試験参加の同意を得ている。 
臨床検査と、試験責任医師による問診に基づいて健康であると診断され、か

つ以下の除外基準に合致しない 12 名のボランティア（男性 6 名 女性 6 名）を
試験に組み入れた。①過度な喫煙（>20 本/日）、飲酒（ビール換算で> 500 mL/
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日）をする者、②妊娠・授乳している者、③12 日以内に他の臨床試験へ参加し
た者、④試験開始数週間前にから薬を服用している者、⑤既往歴（重大なアレ

ルギー、喘息、糖尿病、胃、肝臓、心臓、腎臓、または血管の病気）がある者。 
 Table 3-1に被験者の背景情報を示す。被験者には試験開始 1週間前から試験
完了まで、プロポリスやその他のサプリメント、またはプロポリスを含む食品

や飲料を摂取しないように指示した。12時間の絶食の後、200 mLの水と一緒に
BGPカプセル 3球（BGP粉末 360 mg）を投与した。BGPカプセルを投与してか
ら 4時間後と 12時間後に、ポリフェノールを含まないコントロール食（おにぎ
り 2個、水 500 mL）を摂取させた。血液サンプルは BGPカプセル投与前および
投与後 30分、1、1.5、2、4、8、12、および 24時間に採取した。採取した血液
サンプルを 1,500 × g、4℃で 10分間遠心分離し、得られた血漿は分析するまで
-80℃で保存した。 
 
3-2-3 血漿サンプルの前処理 
 LC-MS/MSによる BGP代謝物の分析を行うため、100 µLの血漿と 500 µLの
メタノールを混合した後、10,000 × gで 10分間、室温（25 ± 2℃）にて遠心分離
した。回収した上澄みを新しいエッペンチューブに移し、37℃加温下にて窒素
ガスにより乾固後、100 µLのメタノールに再溶解させ、脱抱合未処理サンプル
として分析に供した。 
血漿中のグルクロン酸抱合体および硫酸抱合体の酵素加水分解は、上記手順

にて乾固させたサンプルに、100 µLの超純水と、50 µLの酵素溶液（100 mM酢
酸ナトリウム緩衝液 pH 4.7、サルファターゼ 100ユニット/mL）および 1.5 µLの
500 mM L-ascorbic acid水溶液を加えた。混合物を 37℃で 1時間インキュベート
後、700 µLのメタノールを加え、反応を停止させた。反応液は 10,000 × gで 10
分間、室温にて遠心分離し、上澄みを回収、37℃加温下にて窒素ガスにより乾
固後、100 µLのメタノールを加え、脱抱合処理サンプルとして分析に供した。 
 
3-2-4 グルクロン酸抱合代謝物標準品の調製 
 桂皮酸誘導体のグルクロン酸抱合代謝物（artepillin C-4-O-β-D-glucuronideおよ
び drupanin-4-O-β-D-glucuronide）は、ウリジン二リン酸（UDP）-グルコースデヒ
ドロゲナーゼ（UGDH）と UDP-グルクロノシルトランスフェラーゼ（UGTs）を
共発現する出芽酵母と、親化合物をインキュベートし、酵素的に調製する既報

の方法によって調製した 66)。哺乳類のUGTアイソフォームの中で、ヒトUGT1A7
およびサル UGT1A8を発現した出芽酵母が、artepillin C-4-O-β-D-glucuronideおよ
び drupanin-4-O-β-D-glucuronideの生成効率がそれぞれ最も良かった。桂皮酸誘導
体を UGT発現酵母とインキュベートした後、反応混合物を遠心分離して、酵母
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細胞を除去、C18樹脂（Cosmosil 140C18-OPN, ナカライテスク）を充填したオ
ープンカラム（2.5 × 30 cm）にアプライした。カラムを 200 mLの水で洗浄した
後、各グルクロン酸抱合体を 15〜25%のメタノール水溶液で溶出させた。合成
したグルクロン酸抱合体は、Cosmosil 5C18-MS-II（20 × 250 mm, ナカライテス
ク）を用いて、分取 HPLCにより精製した。UPLCでの純度確認後、化学構造を
MS と 1H、13C、および 2D NMR 分析の組み合わせを使用して確認した。MNR
スペクトルは Buker AVANCE NEO 500を用いて取得した。 
 
3-2-5 ヒト肝ミクロソームを用いた artepillin Cおよび drupaninグルクロン酸
抱合代謝物の合成 
 ヒト肝ミクロソーム（最終濃度 2.0 mg/mL）、100 mMリン酸カリウム緩衝液（pH 
7.4）、5 mM MgCl2、0.25 mg/mL alamethicin、2 mM D-saccharic acid-1,4-lactone、10 
mM L-ascorbic acid、および 200 µMの artepillin Cもしくは drupaninを混合した反
応液 90 µLを氷上で 2分間プレインキュベートし、10 µLの 20 mM UDP-グルク
ロン酸（UDPGA, 最終濃度 2 mM）を加え、37℃で 3時間インキュベートした。
反応後、50 µL の氷冷アセトニトリルを添加して各反応を停止させ、混合物を
13,000 × gで 15分間 4℃にて遠心分離し、分析サンプルとして上清を得た。 
 
3-2-6 LC-MS/MS分析 
 LC-MS/MS の分析条件は 2-2-3 記載の方法にて実施した。差分解析は

Compound Discoverer ver. 3.1ソフトウェア（Thermo Scientific）を使用した。本ソ
フトウェアで LC-MS/MS 分析により得られたクロマトグラムピークを質量情報
（> 5 ppm）と保持時間（> 0.2 min）でアライメントし、検出された化合物リス
トを作成、BGP カプセル投与前と投与後を比較してピーク面積が統計学的有意
（p < 0.05, Student’s t test）に 2倍以上増加した化合物を BGPの代謝物として洗
い出した。血漿中の桂皮酸誘導体とフラボノイドの定量は、ブランク血漿に 9
濃度（1、5、10、50、100、250、500、1,000、および 2,000 ng/mL）の標準化合
物を添加したものを検量線として使用した。 
 
3-2-7 薬物動態および統計解析 
 データは平均 ± 標準偏差（SD）で示した（n = 12）。得られた各血中代謝物の
定量値は、Microsoft Excelソフトウェア（ver. 14.0.7268.5000）にて解析した。各
成分の最大血中濃度（C max）および C maxに到達するまでの時間（t max）はデー

タから直接決定した。投与前から最後のサンプリング時間までの血漿濃度-時間
曲線下面積（AUC, nM・h）は、線形台形公式を使用して計算した。統計解析は
JMP for Windows ver. 5.1（SAS Institute Japan）を使用した。 
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3-3 結果 
3-3-1 BGPに含まれる主要成分量の定量 
 試験食に使用している BGP粉末を 90%メタノールにて溶解させ、5 µg/mLの
濃度になるように希釈後、BGP の主要な 14 化合物の含有率を LC-MS/MS にて
分析した。その結果、主要 14化合物の含有率の合計は、BGP粉末重量の 24.7%
に達した。また、桂皮酸誘導体の含有率の合計は、BGP 粉末重量の 20.6%であ
り、その内の約半分（10.9%）が artepillin Cであった（Table 3-2）。 
 
3-3-2 血漿サンプル前処理方法の検討 
 血漿サンプルを脱抱合酵素で処理するにあたり、反応時間の検討を行った。

被験者 1名の BGP投与後 1時間の血漿を用いて、酵素溶液を添加直後、および
添加後 30、60、90分間 37℃でインキュベートし、脱抱合処理によりアグリコン
となった血漿中の各化合物を定量した。その結果、artepillin Cや drupanin等の桂
皮酸誘導体は 60分間の反応で、十分に脱抱合が完了していた。また、kaempferide
や kaempferol は 90 分間反応させると分解する可能性が確認されたため（Figure 
3-1）、以降の酵素反応時間は 60分とし、実験を進めた。 
 
3-3-3 BGP投与後の桂皮酸誘導体およびフラボノイドの血中濃度変化 
 12名の被験者に 360 mgの BGP粉末を含む BGPカプセル（3球）を投与し、
投与後 24時間までの血漿を採取、BGPの主要な 14化合物について血中濃度を
LC-MS/MSにて分析した。その結果を Figure 3-2および Table 3-3に示す。どの
血漿サンプルにおいても baccharinと chlorogenic acidは検出されなかったが、8
つの桂皮酸誘導体と 4 つのフラボノイドの、合計 12 化合物が BGP 投与後の血
漿で検出された。脱抱合処理した血漿において、12 化合物中 drupanin の C max

が最も高く、次いで C maxが高かったのは artepillin Cで、その濃度はともに 1 µM
を超えていた。また、脱抱合未処理の血漿で検出された artepillin C アグリコン
および drupaninアグリコン（＝抱合代謝を受けずに血中に吸収されたもの）の C 
maxは、脱抱合処理後の C maxと比較して、それぞれ 15%および 38%程度であっ
た。また、p-coumaric acid、capillartemisin A、3,4-dihydroxy-5-prenyl cinnamic acid、
caffeic acid、kaempferide、6-methoxykaempferide、dihydrokaempferide、および
kaempferolは脱抱合処理後の血漿では検出されたが、未処理の血漿では検出され
なかったことから、artepillin C、drupaninを含めたこれらの化合物は、体内でグ
ルクロン酸抱合や硫酸抱合等の抱合代謝を受けると考えられる。一方で、culifolin
および 2,2-dimethylchromene-6-propenoic acid の血中濃度-時間曲線は脱抱合処理
の有無に関わらず変化がなかった。これは、この 2 化合物がほとんど抱合代謝
を受けることなく血液中に取り込まれることを示しており、抱合代謝酵素の基
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質にならない化学構造を有していることが明らかになった。Baccharin および
chlorogenic acidは脱抱合処理の有無に関わらず、どの血漿サンプルにおいても検
出されなかった。Chlorogenic acidは腸内細菌等で caffeic acidや quinic acidに分
解されることが報告されていることから 67)、baccharinについても同様に drupanin
と 3-phenylpropionic acidに加水分解される可能性が示唆された。 
 
3-3-4 差分解析による BGP投与後の血中代謝物の特定 
 BGP成分由来の代謝物を特定するために、差分解析を用いて、BGP投与後の
血漿中で増加した化合物の絞り込みを行った。BGP 投与前と投与 1 時間後の血
漿を LC-MS/MSにより分析し、得られたクロマトグラムを比較、投与 1時間後
の血漿で統計的有意に 2 倍以上ピーク強度が増加した化合物を代謝物として絞
り込んだ結果、20 化合物が BGP 成分の代謝物として検出された（Table 3-4）。
検出された化合物のうち、No.1~5 は代謝されることなくアグリコンとして血液
中に取り込まれたものとして、標準品との比較により同定された。No. 6~11 は
桂皮酸誘導体もしくはフラボノイドのグルクロン酸抱合体、No12~15 は硫酸抱
合体であることが、精密質量および MS/MS フラグメントから推定された。
No.16~20 は artepillin C、drupanin、capillartemisin A、2,2-dimethylchromene-6- 
propenoic acid、および culifolinそれぞれのメチル化代謝物である可能性が得られ
た精密質量から考えられた。 
 
3-3-5 出芽酵母による artepillin Cおよび drupaninのグルクロン酸抱合体の合
成と血中主要代謝物の同定 
 BGP 投与後の血漿中における主要な代謝物として、差分解析により見出され
た artepillin Cおよび drupaninのグルクロン酸抱合体の結合位置を決定するため、
artepillin Cと drupaninの標準品にヒト肝ミクロソームと UDP-グルクロン酸を加
え、それぞれ反応させた。反応液を LC-MS/MSに供し、artepillin Cグルクロン
酸抱合体（m/z 475.19 [M-H]-）のマスクロマトグラムおよび drupaninグルクロン
酸抱合体（m/z 407.13 [M-H]-）のマスクロマトグラムを確認した結果、artepillin C
グルクロン酸抱合体のマスクロマトグラムでは 13.1、15.2 分の保持時間に 2 つ
のピークが、drupaninグルクロン酸抱合体のマスクロマトグラムでは 11.1、12.6
分の保持時間に 2つのピークがそれぞれ検出された（Figure 3-3A, Figure 3-4A）。
主要な代謝物として血漿中で検出された artepillin C グルクロン酸抱合体、およ
び drupanin グルクロン酸抱合体の保持時間は、それぞれ 13.1、11.1 分に対応し
ていた（Fig. 3-3B, Fig. 3-4B）。出芽酵母を用いて、血漿中で検出された artepillin 
Cグルクロン酸抱合体と、drupaninグルクロン酸抱合体の保持時間に対応するそ
れぞれの抱合体を合成し、オープンカラムおよび分取 HPLCにて精製後、MS/MS
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フラグメントを確認したところ、それらのMS/MSフラグメントは血漿代謝物の
MS/MSフラグメントと一致した（Fig. 3-3C,D and Fig. 3-4C,D）。出芽酵母で合成
した artepillin Cグルクロン酸抱合体と drupaninグルクロン酸抱合体の構造を、
1H, 13C, 2D NMRにて確認した。化学シフトは下記のようになり、それぞれ 4位
の水酸基にグルクロン酸が結合した artepillin C-4-O-β-D-glucuronide と
drupanin-4-O-β-D-glucuronideと確認できた（Figure 3-5~3-10）。 
 

artepillin C-4-O-β-D-glucuronide 
1H NMR (500 MHz, CD2HOD; δ = 3.31) δ 1.74 (6H, s), 1.77 (6H, s), 3.42‒3.54 (3H, 

m), 3.54‒3.65 (5H, m), 4.71 (1H, d, J = 7.8 Hz), 5.27‒5.32 (2H, m), 6.28 (1H, d, J = 

15.9 Hz), 7.20 (2H, s), 7.55 (1H, d, J = 15.9 Hz). 
13C NMR (125 MHz, CD3OD; δ = 49.0) δ 18.1, 25.9, 29.6, 73.3, 75.4, 77.2, 77.5, 106.1, 

118.2, 124.1, 128.5, 132.2, 133.8, 137.5, 146.2, 155.7, 170.7, 173.1. 

drupanin-4-O-β-D-glucuronide 
1H NMR (500 MHz, CD2HOD; δ = 3.31) δ 1.74 (3H, s), 1.76 (3H, s), 3.40 (1H, dd, J = 

15.7, 7.3 Hz), 3.45 (1H, dd, J = 15.7, 7.3 Hz), 3.51 (1H, dd, J = 9.1, 9.0), 3.56 (1H, dd, 

J = 9.0, 7.5), 3.63 (1H, dd, J = 9.7, 9.1), 3.99 (1H, d, J = 9.7 Hz), 5.04 (1H, d, J = 7.5 

Hz), 5.33‒5.38 (1H, m), 6.32 (1H, d, J = 15.9 Hz), 7.12 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.35 (1H, d, 

J = 2.0 Hz), 7.41 (1H, d, J = 8.5, 2.0 Hz), 7.60 (1H, d, J = 15.9 Hz).  
13C NMR (125 MHz, CD3OD; δ = 49.0) δ 17.9, 25.9, 29.2, 72.9, 74.7, 76.6, 77.6, 102.4, 

116.4, 117.3, 123.3, 128.4, 130.1, 130.3, 133.3, 133.9, 146.2, 158.4, 170.7, 172.3. 

 
3-3-6  主要代謝物の血中濃度変化 
 得られた artepillin C-4-O-β-D-glucuronideと drupanin-4-O-β-D-glucuronideの標準
品を用いて、これら代謝物の血中濃度を確認した。その結果、脱抱合未処理の

血漿において artepillin C-4-O-β-D-glucuronideの C maxおよび AUCは、それぞれ
1121 ± 399 nMおよび 5701 ± 2542 nM・hであり、drupanin-4-O-β-D-glucuronideの
C maxおよび AUCは、それぞれ 2553 ± 563 nMおよび 8252 ± 1471 nM・hであっ
た。脱抱合処理後の血漿中の artepillin C濃度は、抱合代謝を受けた artepillin C
と、抱合代謝受けることなしに血中に取り込まれた artepillin C の合計と考えら
れる。そのため、脱抱合処理後の血漿中の artepillin C 濃度から、脱抱合未処理
の血漿中の artepillin C濃度の差し引くことで、抱合代謝された artepillin C量を
推定することができる。そこで、artepillin C-4-O-β-D-glucuronide標準品を用いて
求めた血中濃度-時間曲線（Figure 3-11, Black line）と、計算により推定された
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artepillin C抱合代謝物の血中濃度-時間曲線（Fig. 3-11, Gray line）を比較したと
ころ、どの時点においても統計的に有意な差はなかった。また、同様の結果が

drupaninでも認められた。 
 
 
3-4 考察 
 本研究により、ヒトにおいて BGP を経口投与した際の、BGP の主要な 14 化
合物中 12化合物（8つの桂皮酸誘導体と 4つのフラボノイド）の経時的な血中
濃度変化が明らかになった。また、 artepillin C-4-O-β-D-glucuronide および
drupanin-4-O-β-D-glucuronideが、BGP投与後の主要な血中代謝物として同定され
た。 
 血漿中で検出できた 12 化合物のうち、10 化合物（artepillin C、drupanin、
p-coumaric acid、capillartemisin A、3,4-dihydroxy-5-prenyl cinnamic acid、caffeic acid、
kaempferide、6-methoxykaempferide、dihydrokaempferideおよび kaempferol）は脱
抱合酵素で処理することにより、AUC が統計的有意に増加することから、これ
らの化合物は何かしらの抱合体へ代謝されることが示された。これらの中で、

主 要 な 代 謝 物 と し て artepillin C-4-O-β-D-glucuronide と

drupanin-4-O-β-D-glucuronide が同定され、それらの C maxは、脱抱合処理した血

漿中の artepillin Cおよび drupaninの C maxの 89.3%と 88.2%にそれぞれ達した。
また、脱抱合処理前後の artepillin C濃度の差分から得られる、artepillin C抱合代
謝物濃度の推定値と、実測の artepillin C-4-O-β-D-glucuronide濃度は近似しており、
drupanin でも同様の結果が得られたことから（Fig. 3-11）、体内へ吸収された
artepillin Cと drupaninのほぼ全ては、フェノール部分の水酸基が抱合代謝を受け
ることが示唆された。一般的に、UGTsはフェノール性の水酸基だけでなく、カ
ルボキシル基がもつ-OH へのグルクロン酸転移も触媒することが知られている
68,69)。実際に、ヒト肝ミクロソームを用いた in vitro代謝では、artepillin Cおよび
drupaninともに、特徴的な m/z 193のMS/MSフラグメントを持つグルクロン酸
抱合体が生成され、この m/z 193のMS/MSフラグメントは、カルボキシル基に
グルクロン酸が結合したアシルグルクロニドに特徴的なフラグメントであるこ

とが報告されている 70)。アシルグルクロニドは不安定な反応性代謝物として細

胞毒性を示すことが報告されているが 71)、体内に吸収された artepillin C と
drupaninは、アシルグルクロニドよりも安定なフェノール性の水酸基でのグルク
ロン酸抱合体へ代謝されるため、安全であると考えられる。 
 BGP投与後の drupaninの C maxおよび AUCは artepillin Cのそれと比べ、それ
ぞれ 2.3倍および 1.5倍高値であった（Table 3-3）。一方で、BGP投与後 24時間
時点の artepillin Cの血中濃度（193 ± 101 nM）は drupaninの血中濃度（22 ± 22 nM）
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よりも高値であった。これら結果は、artepillin Cの吸収性は drupaninよりも低い
が、クリアランスは drupaninよりも遅い可能性を示しており、これは、drupanin
にプレニル基が付加した artepillin Cの構造的な特徴によるものだと考えられる。
フラボノイドでは、8-prenylnaringeninの C maxと AUCが naringeninよりも有意に
低い一方で、投与後 24時間時点の 8-prenylnaringeninの血中濃度は naringeninと
比べ高かったことが報告されている 72)。さらに、quercetin のプレニル化が筋管
細胞への取り込みを増加させ、長期摂取により組織へ蓄積されることが報告さ

れていることから 73)、プレニル基の付加は、化合物の吸収性と血液循環量を減

少させる一方で、組織への蓄積を促進すると考えられる。これまでの細胞研究

において、artepillin Cの薬理活性として cys-ロイコトリエン遊離を抑制すること
や 54)、癌細胞の増殖を阻害することが報告されているが 36)、それらの 50%阻害
濃度（IC50）は脱抱合処理後の血漿における artepillin Cの C maxよりも、それぞ

れ 5.6倍と 19.9倍高い。標的組織への artepillin Cの蓄積を確認することで、BGP
の継続的な摂取により、標的組織で生理活性を示す artepillin C の有効濃度に達
する可能性を検証できると考える。 
 本試験では artepillin Cと drupaninに加えて、いくつかの桂皮酸誘導体とフラ
ボノイドが、BGP 投与後にグルクロン酸および硫酸抱合体へ代謝され、体内に
吸収されることを示した（Table 3-4）。これらの代謝物の機能と作用機序を明ら
かにすることで、BGP の有効性メカニズムの解明につながると考えられるが、
そのためには、代謝物の種類と抱合されている位置を特定する必要がある。例

えば、体内に吸収された quercetin はグルクロン酸抱合体または硫酸抱合体に代
謝される 74)。その中で quercetin-3-O-glucuronideは炎症部位でマクロファージ由
来の β-グルクロニダーゼによる脱共役により抗炎症活性を示すことが報告され
ている 75)。また、 quercetin-3-O-sulfate は、 quercetin アグリコンおよび
quercetin-4’-O-sulfateよりも強力に、3T3-L1成熟脂肪細胞のトリアシルグリセロ
ール量を減少させることが報告されている 76)。フラボノイド同様に、桂皮酸誘

導体においても、抱合体の種類と結合位置が抱合代謝物の生理活性に影響を与

える可能性が考えられるため、個々の桂皮酸誘導体それぞれの代謝様式につい

て、更なる検証を進める必要がある。また、BGP中の artepillin Cおよび drupanin
量と BGP 投与後のそれぞれの血中への吸収量に相関がないこと、baccharin が
BGP投与後の血中で検出されないことが明らかとなった。これは artepillin Cや
baccharinの吸収性が低い可能性に加え、これらの成分が第 II相代謝だけでなく、
別の化合物へ代謝されている可能性も考えられる。BGP 投与時の代謝物と、単
一成分として artepillin Cや baccharinを投与した際に生じる代謝物を比較するこ
とで、個々の桂皮酸誘導体の吸収性と代謝様式を明らかにでき、BGP の有効性
メカニズムや有効成分の解明につながるとものと考える。 
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Table 3-1. Clinical and demographic characteristics of study participants. 
Group n Age High (cm) Weight (kg) BMI (kg m-2) 
Female 6 30.0 ± 6.5 160.3 ± 4.1 52.3 ± 4.2 20.3 ± 0.9 
Male 6 34.8 ± 9.5 173.7 ± 5.3 65.2 ± 5.0 21.6 ± 1.4 

All values are means ± SD; BMI, body mass index. 
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Table 3-2. The major chemical compounds of Brazilian green propolis ethanol extract powder used in clinical trial. 

Compounds Type 
Content 

 (%) 
artepillin C cinnamic acid derivatives 10.90 ± 0.78 
baccharin cinnamic acid derivatives 3.12 ± 0.42 
drupanin cinnamic acid derivatives 2.06 ± 0.16 
p-coumaric acid cinnamic acid derivatives 1.82 ± 0.09 
capillartemisin A cinnamic acid derivatives 1.68 ± 0.13 
2,2-dimethylchromene-6-propenoic acid cinnamic acid derivatives 0.32 ± 0.02 
3,4-dihydroxy-5-prenyl cinnamic acid cinnamic acid derivatives 0.29 ± 0.02 
culifolin cinnamic acid derivatives 0.24 ± 0.01 
caffeic acid cinnamic acid derivatives 0.20 ± 0.03 
kaempferide flavonoids 1.83 ± 0.10 
6-methoxykaempferide flavonoids 1.14 ± 0.11 
dihydrokaempferide flavonoids 0.72 ± 0.02 
kaempferol flavonoids 0.13 ± 0.00 
chlorogenic acid caffeoylquinic acid  0.23 ± 0.02 

All values are means ± SD; n = 3.  
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Table 3-3. Pharmacokinetic parameters of Brazilian green propolis components in human volunteers after consumption of BGP 
capsules. 

Compounds 
Enzymatic 
hydrolysis 

C max (nM) t max (h) AUC 0-24 h (nM・h) 
Ave ± SD Ave ± SD Ave ± SD 

artepillin C 
- 184 ± 136 2.0 ± 2.0 439 ± 284 
+ 1255 ± 517 1.6 ± 0.8 5583 ± 2479 ** 

drupanin 
- 1085 ± 461 1.4 ± 0.8 1591 ± 824 
+ 2893 ± 711 1.5 ± 0.8 8534 ± 2013 ** 

p-coumaric acid 
- 29 ± 27 1.6 ± 0.9 25 ± 24 
+ 134 ± 42 1.5 ± 0.8 293 ± 120 ** 

capillartemisin A 
- 48 ± 24 1.4 ± 0.8 124 ± 67 
+ 274 ± 95 1.5 ± 0.8 1238 ± 540 ** 

2,2-dimethylchromene-6-propenoic acid 
- 467 ± 118 1.6 ± 0.8 1138 ± 383 
+ 400 ± 112 1.7 ± 0.8 1015 ± 283 

3,4-dihydroxy-5-prenyl cinnamic acid 
- 5 ± 11 1.9 ± 0.9 6 ± 13 
+ 246 ± 58 1.8 ± 1.0 1061 ± 279 ** 

culifolin 
- 252 ± 58 2.1 ± 0.9 1327 ± 344 
+ 243 ± 48 2.4 ± 1.2 1180 ± 225 

caffeic acid 
- n.d. n.d. n.d. 
+ 58 ± 28 1.8 ± 0.7 223 ± 129 

kaempferide 
- n.d. n.d. n.d. 
+ 84 ± 30 1.7 ± 0.8 421 ± 189 
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6-methoxykaempferide 
- n.d. n.d. n.d. 
+ 34 ± 7 2.0 ± 0.9 208 ± 63 

dihydrokaempferide 
- n.d. n.d. n.d. 
+ 45 ± 17 1.5 ± 0.8 81 ± 55 

kaempferol 
- n.d. n.d. n.d. 
+ 14 ± 7 2.0 ± 1.0 71 ± 36 

All values are means ± SD (n = 12). C max, maximum plasma concentration; t max, time to reach C max; AUC, area under the curve (0–24 
h); n.d., not detected; The comparison of AUC 0-24 h values with and without enzymatic hydrolysis were analyzed by student’s t test 
(**p < 0.01). 
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Table 3-4. List of plasma metabolites after oral administration of Brazilian green propolis capsules in human volunteers. 

Metabolite 

No. 

Putative 

Formula 
Metabolite Putative Identification 

RT 

(min) 
Assignation 

Detected 

Mass 

Theoretical 

Mass 

Mass 

difference  

 (ppm) 

Detect Peak Area Ratio 

(1 h/Pre) 

p-values   

(1 h vs Pre) 
Pre 1 h 

1 C19 H24 O3 artepillin C * 17.62 [M-H]- 300.1722 300.1725 -1.19 1.96×105 6.02×107 307.3 2.50×10-10 

2 C14 H16 O3 drupanin * 14.35 [M-H]- 232.1096 232.1099 -1.33 2.35×105 3.83×108 1633.8 2.23×10-10 

3 C19 H24 O4 capillartemisin A * 14.50 [M-H]- 316.1670 316.1675 -1.59 6.00×104 1.16×107 193.0 2.30×10-10 

4 C14 H14 O3 2,2-dimethylchromene-6-propenoic acid * 15.48 [M+H]+ 230.0942 230.0943 -0.45 1.44×105 9.39×107 649.9 2.23×10-10 

5 C19 H22 O3 culifolin * 19.53 [M+H]+ 298.1566 298.1569 -1.17 5.02×105 2.14×107 42.7 2.23×10-10 

6 C25 H32 O9 artepillin C monoglucuronide # 13.07 [M-H]- 476.2042 476.2046 -1.01 3.37×105 2.07×108 712.8 2.23×10-10 

7 C20 H24 O9 drupanin monoglucuronide # 11.09 [M-H]- 408.1416 408.1420 -0.97 3.58×105 3.41×108 952.3 2.23×10-10 

8 C25 H32 O10 capillartemisin A  monoglucuronide # 11.39 [M-H]- 492.1991 492.1996 -0.89 1.10×105 3.63×107 329.5 2.23×10-10 

9 C20 H24 O10 
3,4-dihydroxy-5-prenyl cinnamic acid 

monoglucuronide # 
11.15 [M-H]- 424.1367 424.1370 -0.66 8.25×104 7.61×106 92.2 2.23×10-10 

10 C20 H24 O10 
3,4-dihydroxy-5-prenyl cinnamic acid 

monoglucuronide # 
12.28 [M-H]- 424.1367 424.1370 -0.54 2.62×105 2.71×107 103.7 2.23×10-10 

11 C22 H20 O12 kaempferide monoglucuronide # 11.50 [M-H]- 476.0952 476.0955 -0.63 2.18×105 1.59×107 73.2 2.40×10-10 

12 C14 H16 O6 S drupanin monosulfate # 11.99 [M-H]- 312.0665 312.0668 -0.96 8.59×104 7.07×106 82.3 2.23×10-10 

13 C9 H8 O6 S p-coumaric acid monosulfate # 7.80 [M-H]- 244.0037 244.0042 -2.1 9.99×104 2.30×106 23.1 2.23×10-10 

14 C9 H8 O7 S caffeic acid monosulfate # 7.83 [M-H]- 259.9986 259.9991 -1.78 1.63×105 2.03×106 12.5 2.24×10-10 

15 C16 H12 O9 S kaempferide monosulfate # 13.79 [M-H]- 380.0197 380.0202 -1.33 5.51×106 3.66×107 6.7 5.50×10-10 

16 C20 H26 O3 methyl artepillin C # 15.65 [M+H]+ 314.1879 314.1882 -0.96 1.57×105 5.34×106 33.9 2.24×10-10 

17 C15 H18 O3 methyl drupanin # 16.98 [M-H]- 246.1253 246.1256 -1.33 1.93×105 2.27×107 117.9 2.23×10-10 
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18 C20 H26 O4 methyl capillartemisin A # 16.76 [M-H]- 330.1829 330.1831 -0.78 3.74×105 2.40×108 640.0 2.23×10-10 

19 C15 H16 O3 methyl 2,2-dimethylchromene-6-propenoic acid # 17.62 [M+H]+ 244.1097 244.1099 -1.08 1.37×105 6.61×106 48.1 7.05×10-9 

20 C20 H24 O3 methyl culifolin # 16.76 [M+H]+ 312.1723 312.1725 -0.84 1.30×105 1.15×107 88.6 2.23×10-10 

RT, retention time; [M - H]-, negatively charged molecular ion; [M + H]+, positively charged molecular ion. The mass difference was 
calculated by subtracting the detected mass from theoretical mass. P values were obtained by comparing pre dose and after BGP 
ingestion (student's t test). * Identified using standard sample. # Putative identified on the basis of their exact mass (5 ppm of accepted 
mass difference) and/or MS/MS fragments. 
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Figure 3-1. Time courses of plasma concentration of each composition during 
enzymatic hydrolysis reaction. The plasma sample collected from a volunteer at 1 h 
after BGP intake was mixed deconjugation enzyme and incubated at 37°C. After 
incubation at 0 (Immediately after the addition of enzyme), 30, 60, and 90 min, 
methanol was added to stop the reaction. These samples were prepared to LC-MS/MS 
analysis according to methods section. 
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Figure 3-2. Plasma concentration-time profiles of 12 BGP components in human subjects (means ± 
SD; n = 12) within 0–24 h after ingestion of BGP capsules. To confirm the presence of sulfates and 
glucuronides, the plasma samples were incubated with deconjugating enzyme. The plasma 
concentrations were analyzed by LC-MS/MS with (black) or without (gray) deconjugation. 
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Figure 3-3. A comparison of LC retention time and MSMS fragment of biosynthesized standard with a metabolite in plasma. (A) MS 
chromatograms of artepillin C monoglucuronide (m/z; 475.19) synthesized by human liver microsomes, (B) in plasma at 1 h after BGP intake 
and (C) produced by yeast cells. (D) The MSMS spectra of peak 1 to 4. 
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Figure 3-4. A comparison of LC retention time and MSMS fragment of biosynthesized standard with a metabolite in plasma. (A) MS 
chromatograms of drupanin monoglucuronide (m/z; 407.13) synthesized by human liver microsomes, (B) in plasma at 1 h after BGP intake and 
(C) produced by yeast cells. (D) The MSMS spectra of peak 1 to 4. 
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Figure 3-5. 1H NMR spectrum of artepillin C-4-O-β-D-glucuronide  
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Figure 3-6. 13C NMR spectrum of artepillin C-4-O-β-D-glucuronide  
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Figure 3-7. HMBC spectrum of artepillin C-4-O-β-D-glucuronide  
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Figure 3-8. 1H NMR spectrum of drupanin-4-O-β-D-glucuronide  



 

 

 

4
6 

 
Figure 3-9. 13C NMR spectrum of drupanin-4-O-β-D-glucuronide  
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Figure 3-10. HMBC spectrum of drupanin-4-O-β-D-glucuronide
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Figure 3-11. A comparison of plasma concentration of artepillin C-4-O-β-D-glucuronide 
or drupanin-4-O-β-D-glucuronide (black) with the values of subtraction the 
concentration of artepillin C or drupanin in intact plasma from their total plasma 
concentrations with deconjugation.  
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第 4 章 ブラジル産グリーンプロポリスの主要な桂皮酸誘導体の吸収・代謝経

路・尿排泄量の検討 
 
4-1 はじめに 
 桂皮酸誘導体は植物、果物、穀物および野菜等、様々な食品に広く含まれて

おり 77)、caffeic acid、ferulic acid、chlorogenic acid等の桂皮酸誘導体には抗酸化、
抗菌、肝保護作用や循環器保護作用等の有効性が報告されている 78-81)。ブラジ

ル産グリーンプロポリス（BGP）にも artepillin Cや drupanin、baccharin、p-coumaric 
acid 等の桂皮酸誘導体が特徴的に含まれており、BGP のもつ様々な有効性に寄
与していると考えられている。第 3章で述べたヒトに BGPを投与した際の、BGP
成分の吸収・代謝を確認した試験において、drupaninの BGP含有率は artepillin C
の 1/5程度であるのに対し、C maxと AUCはそれぞれ 2.3倍、1.5倍高値になるこ
と、および baccharinが BGP投与後のどの血漿サンプルにおいても検出されない
ことを見出している。これは、各成分の吸収性が異なる可能性に加え、別の成

分へと代謝されている可能性が考えられる。それを検証するには、混合物とし

ての BGP投与だけでなく、単一成分として BGPの各成分を投与する必要がある
が、単一成分での安全性が確認されていない BGP成分をヒトに投与することは
倫理的に難しい。そこで、本章ではモデル動物としてラットを使用し、BGP の
主要な桂皮酸誘導体である、artepillin C、drupanin、baccharinおよび p-coumaric acid
を投与した際の、各化合物の吸収性と代謝を明らかにすることを目的として試

験を実施した。 
 
 
4-2 材料と方法 
4-2-1 実験材料 
 本試験に用いた BGP粉末（Lot：LY-008）はヒト試験で試験食に使用したもの
と同様のものを使用した。動物の投与に用いた標準品は Table 2-1に、サルファ
ターゼは 3-2-1に記載のものを使用した。 
 
4-2-2 動物および動物試験デザイン 
 本試験のプロトコルは島根大学動物試験倫理委員会の承認を得ており、島根

大学の動物実験規則に従って実施された（承認番号：MA31-5）。 
 Wistar/STラット（オス、6–7週齢）は日本 SLCから購入し、室温 23 ± 2℃、
湿度 60 ± 10%、12時間の明暗サイクル（8：00–20：00）、自由摂餌摂水の環境下
で 1週間順化飼育を行った。 
 10時間以上絶食させたラット（25 g グルコース+ 4.97 g NaCl/L溶液のみ自由
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摂水にて投与）に、10%プロピレングリコールに溶解させた BGP 粉末を 300 
mg/kgの投与量になるように経口ゾンデにて投与した（1 mL/匹）。Artepillin C、
drupanin、baccharin、および p-coumaric acidは BGPの含有量に従い、BGP粉末
300 mg/kgの投与量に合わせて、それぞれ経口ゾンデにて投与した。血液サンプ
ルは投与 15 分前および投与後 30 分、1、1.5、2、3、6、9、24 時間に尾部末端
静脈からヘパリンを塗布したヘマクリットチューブ（Thermo Scientific）を用い
て採取した。採取した血液サンプルは室温（23 ± 2℃）にて 4,000 rpm、5分間遠
心し、血漿に分離した。尿サンプルは投与前 15時間および投与後 0–3、3–6、6–
9、9–24 時間の尿をパルプシート（パルマス 3000、株式会社天然素材探索研究
所）を用いて回収した。得られたサンプルは分析まで-20℃にて保管した。 
 
4-2-3 サンプル前処理 
 LC-MS/MSによる代謝物の分析を行うため、血漿は 3-2-3記載の方法に従って
前処理を行った。25 µLの血漿に 500 µLのメタノールを加え、脱タンパク後、
上清を 37℃加温下で窒素ガスにより乾固し、37℃で 1時間サルファターゼ（50
ユニット/サンプル）にて処理した。サルファターゼによる脱抱合処理前後の血
漿サンプルを LC-MS/MSに供した。 
 尿排泄量はパルプシートの凍結乾燥前後の重さを計量することで算出した。

乾燥させたパルプシートを 2 mm角に裁断し、パルプ 4 gあたり 50 mLの 50%メ
タノールにて尿中代謝物を抽出した。抽出液を濾過後、エバポレーターおよび

凍結乾燥により乾固させ、2 mLの 50%メタノールに再溶解させた。再溶解した
サンプルをエッペンチューブに尿量として 20 µL になる量を分注し、血漿サン
プルと同様の手順でサルファターゼによる脱抱合処理を行った。 
 
4-2-4 LC-MS/MS分析 
 LC-MS/MSの分析条件は 2-2-3記載の条件で実施した。また、血漿、尿サンプ
ル中の代謝物定量、および差分解析による各桂皮酸誘導体代謝物の洗い出しも

3-2-6記載の方法で実施した。ただし、差分解析については投与前および投与後
30 分時点の血漿を比較し、統計的有意に 50 倍以上ピーク強度が異なるものを、
投与化合物の代謝物として洗い出した。 
 
4-2-5 薬物動態解析 
 3-2-7記載の方法にて実施した。 
 
4-2-6 統計解析 
 データは平均 ± 標準偏差（SD）で示した（n = 4）。総計解析は JMP for Windows 
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ver. 5.1（SAS Institute Japan）を使用した。脱抱合未処理の血漿中で検出された投
与化合物のアグリコン、異化代謝物、抱合代謝物など 3つ以上の代謝物間の AUC
の比較は一元配置分散分析と Tukey-Kramer法を用いた。脱抱合処理後の血漿お
よび尿で検出された投与化合物とその異化代謝物間のAUCと尿中排泄量の比較、
および drupanin 投与群と baccharin 投与群間の尿中代謝物の回収率の比較は、
Student’s t-検定にて行った。検定結果は p ≦ 0.05で有意とした。 
 
 
4-3 結果 
4-3-1 BGP 投与時におけるラットでの BGP 主要桂皮酸誘導体の吸収とヒトと
の比較 
 ラットにおける BGPの主要な桂皮酸誘導体の吸収を確認し、ヒトと比較する
ため、ラットに BGP を投与後、24 時間までの血漿を採取、脱抱合酵素処理後、
LC-MS/MSにて分析した。BGPの主要な桂皮酸誘導体として artepillin C、drupanin、
baccharin、p-coumaric acidの C maxと AUCを Table 4-1に示す。これらの化合物の
内、ラットではp-coumaric acidのC maxおよびAUCが最も高く、次いで、drupanin、
artepillin Cの順であった。第 3章で得られたヒトの結果と比較すると、ヒトでは
drupaninの C maxと AUCが最も高く、次いで、artepillin C、p-coumaric acidの順
であった。また、ヒトと同様にラットにおいても baccharinはどの血漿サンプル
でも検出することはできなかった。これらの結果から、p-coumaric acidの吸収は
ヒトとラット間で種差がある可能性があるが、BGP の含有量に反して drupanin
の C maxや AUCが artepillin Cよりも高値になる点、および baccharinがどの時点
の血漿においても検出されない点はヒトとラットで共通していた。 
 
4-3-2 BGP主要桂皮酸誘導体の血中代謝物の特定 
 BGPの主要な桂皮酸誘導体である artepillin C、drupanin、baccharin、p-coumaric 
acidに由来する代謝物を特定するため、それぞれの標準品を単独投与し、採取し
た血漿サンプルについて脱抱合酵素による処理を行わず、LC-MS/MSに供した。
Table 4-2には各標準品単独投与前と投与 30分後の血漿を分析した際のクロマト
グラムを比較し、ピーク強度が投与後に統計的有意に 50倍以上増加した化合物
を代謝物として示す。 
 Artepillin C投与後において、7化合物が artepillin C投与 30分後の血漿中で有
意に増加した代謝物として検出された。それらの代謝物の内、artepillin Cのアグ
リコン、artepillin C-4-O-β-D-glucuronide、および capillartemisin A（artepillin Cの
水酸化代謝物）が標準品との比較により同定された。また、capillartemisin Aと
同一の精密質量だが保持時間の異なる代謝物は、capillartemisin Aの cis異性体で
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ある capillartemisin Bと推定された。加えて、精密質量と MS/MSフラグメント
からメチル化された artepillin Cのグルクロン酸抱合体や capillartemisin Aのグル
クロン酸抱合体が暫定的に同定された。一方で、今回の解析では artepillin C の
脱プレニル化体である drupaninやその抱合代謝物は検出されなかった。 
 Drupanin 投与後では、13 化合物が代謝物として検出され、drupanin アグリコ
ン、drupanin-4-O-β-D-glucuronide、3,4-dihydroxy-5-prenyl cinnamic acid（drupanin
の水酸化代謝物）が標準品との比較により同定された。また、精密質量とMS/MS
フラグメントから、drupaninの硫酸抱合体および 3,4-dihydroxy-5-prenyl cinnamic 
acidの硫酸抱合体が暫定的に同定された。加えて、drupaninが還元もしくはメチ
ル化された後、グルクロン酸抱合や硫酸抱合を受けたと推定される代謝物も併

せて検出された。一方で、drupaninの脱プレニル化体である p-coumaric acidは検
出されなかった。 
 Baccharinは BGP投与時と同様に、どの血漿サンプル中でも検出されなかった
が、14化合物が baccharin代謝物として検出された。その内 12化合物が drupanin
代謝物と共通しており、drupanin アグリコン、drupanin-4-O-β-D-glucuronide、
3,4-dihydroxy-5-prenyl cinnamic acidが標準品との比較により同定された。加えて、
baccharin投与時にのみ検出された代謝物の一つ（推定組成式：C9 H10 O3）が精

密質量と MS/MSフラグメントから、3-(4-hydroxyphenyl)propionic acidと推定さ
れた。これらの結果から、baccharin は体内へ吸収される際に drupanin へと加水
分解された後、drupaninと同様の代謝を受けることが示唆され、ヒトおよびラッ
トにおいて BGP摂取後の血中 drupanin濃度に、baccharin由来の drupaninが寄与
していることが明らかになった。 
 p-Coumaric acid投与では、p-coumaric acidのアグリコンおよび、その硫酸抱合
体が検出されたが、グルクロン酸抱合体は検出されなかった。また、メチル化

された p-coumaric acidとその硫酸抱合体と推定される代謝物も検出された。 
 各標準品投与後の血漿において、artepillin Cおよび capillartemisin Aではグル
クロン酸抱合体が、p-coumaric acidでは硫酸抱合体が、drupaninではグルクロン
酸抱合体と硫酸抱合体の両方が代謝物としてそれぞれ検出されたことから、桂

皮酸誘導体と抱合代謝酵素との親和性に、基質となる化合物の極性が関係して

いる可能性が示唆された。また、第 3 章において、BGP 投与後のヒト血漿でも
これらの代謝物が検出されていることから、これらの BGP成分の抱合代謝経路
はヒトとラットで類似していることが示唆された。 
 
4-3-3 BGP主要桂皮酸誘導体投与後の血中代謝物濃度と尿中排泄量 
各桂皮酸誘導体の主要な代謝経路を推定するため、前項で標準品との比較に

より同定した代謝物について、血中濃度と尿中排泄量を定量した。 
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Artepillin C投与後、脱抱合未処理の血漿において、artepillin Cアグリコンおよ
び artepillin C-4-O-β-D-glucuronideの C maxは、脱抱合処理後の血漿の、総 artepillin 
C（アグリコン+抱合体）の C max（951 ± 278 nM）に対して、それぞれ 52%およ
び 44%に達した。さらに、脱抱合未処理の血漿中の artepillin C アグリコンと
artepillin C-4-O-β-D-glucuronideの AUCは、それぞれ 1656 ± 702、1666 ± 287 nM・
hであり、その合計は、脱抱合処理後の総 artepillin Cの AUC（3771 ± 687 nM・h）
の 88%に達した。この結果は、抱合代謝を受けた artepillin Cのほとんど全てが 4
位の水酸基にグルクロン酸が結合するかたちで代謝されたことを示しており、

第 3章のヒトでの結果と一致していた。また、脱抱合処理後において、artepillin 
Cの代謝物としての capillartemisin Aの C maxは 455 ± 152 nMであり、その AUC
（6831 ± 1560 nM・h）は総artepillin CのAUCと比較して有意に高かった（p < 0.05; 
Figure 4-1A）。尿においても、artepillin Cおよび capillartemisin Aが血漿中と同様
に代謝物として検出され、それらの 24 時間までの尿中排泄量は、投与した
artepillin C量の 2.34%であり、その内の約 70%が capillartemisin Aであった（Table 
4-3）。また、artepillin Cおよび capillartemisin Aの排泄は投与後 9–24時間にかけ
ても認められ、24時間までの capillartemisin Aの尿排泄量は artepillin Cの尿排泄
量と比較して有意に高値であった（p < 0.05; Figure 4-2A）。これらの結果から、
ラットの artepillin C代謝において第 II相抱合代謝よりも水酸化代謝が、より主
要な代謝経路である可能性が示唆された。 
 Drupanin 投与後、脱抱合未処理の血漿における drupanin アグリコンおよび
drupanin-4-O-β-D-glucuronideの C maxは、脱抱合処理後の血漿における総 drupanin
（アグリコン+抱合体）の C max（5469 ± 1662 nM）に対して、それぞれ 20%およ
び 29%程度であった。また、脱抱合未処理の血漿におけるそれらの AUCは、そ
れぞれ 1532 ± 536および 2227 ± 839 nM・hであり、その合計は脱抱合処理後の
総 drupaninの AUC（7309 ± 2156 nM・h）の 51%程度であった。第 3章のヒトで
の結果では、drupaninの主要な抱合代謝経路はグルクロン酸抱合であったのに対
し、ラットでのこの結果は、硫酸抱合などのグルクロン酸抱合以外の抱合代謝

物が約 50%を占めていることを示している。また、脱抱合処理後、drupaninの水
酸化代謝物としての 3,4-dihydroxy-5-prenyl cinnamic acid の AUC は、293 ± 80 
nM・hであり、総 drupaninのAUCと比較して有意に低かった（p < 0.01; Fig 4-1B）。
Baccharin 投与後の脱抱合処理した血漿において、baccharin 代謝物としての
drupaninの AUCは 6047 ± 982 nM・hであり、その内、グルクロン酸抱合体が占
める割合は 46%と、アグリコンよりも有意に高値であった（p < 0.05; Fig 4-1C）。
Drupanin 投与時および baccharin 投与時の尿においても、drupanin および
3,4-dihydroxy-5-prenyl cinnamic acid が血漿と同様に検出され、24 時間までの
drupaninの尿中排泄量は、投与した drupaninおよび baccharin量のそれぞれ 29.9%
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および 22.5%にそれぞれ達した（Table 4-3）。その回収率は drupanin投与時の方
が baccharin投与時よりも有意に高値であったことから（p < 0.05）、吸収過程に
加水分解が行われる baccharinよりも drupaninの吸収効率が高い可能性が示唆さ
れた。また、drupanin投与時および baccharin投与時のどちらにおいても、drupanin
と 3,4-dihydroxy-5-prenyl cinnamic acid の尿排泄は投与後 9 時間で完了していた
（Fig. 4-2B and C）。 

p-Coumaric acid投与後、脱抱合未処理の血漿における p-coumaric acidアグリコ
ンの C maxおよび AUCは、それぞれ 4981 ± 2185 nMおよび 4233 ± 1969 nM・h
であり、脱抱合処理後の血漿における総 p-coumaric acidの 44%および 42%にそ
れぞれ達した。差分解析で p-coumaric acid のグルクロン酸抱合体が検出されな
かったことを考慮すると、血中に取り込まれた総 p-coumaric acidの約 60%が硫
酸抱合体に代謝される可能性ある（Fig. 4-1D）。また、24時間までの p-coumaric 
acidの尿中排泄量は投与量の 87%に達し（Table 4-3）、投与後少なくとも 3時間
でクリアランスが完了していた（Fig. 4-2D）。 
 
 
4-4 考察 

 本研究により、BGP の主要な桂皮酸誘導体である artepillin C、drupanin、
baccharinおよび p-coumaric acidの代謝経路をラットをモデルとして、明らかに
することができた（Figure 4-3）。生体内で artepillin Cの capillartemisin Aへの代
謝、および baccharinの drupaninへの代謝を捉えたのは、知る限りにおいて初め
てである。 

Artepillin C投与後の血漿において、capillartemisin Aが artepillin Cのグルクロ
ン酸抱合体と同様に、artepillin Cの代謝物として同定された（Table 4-2）。この
結果は、artepillin Cの極性と排泄率を高める代謝プロセスの一つとして、artepillin 
Cのプレニル基が生体内で水酸化されたことを示している。ヒトおよびラットの
肝ミクロソームを使用した in vitro 代謝では、artepillin C はチトクローム P450
（CYP2E1および CYP2C9）によって capillartemisin Aおよび Bに代謝されるこ
とが報告されており 82)、ラットでの本結果と一致している。また、artepillin C
代謝物としての capillartemisin Aの血中濃度-時間曲線は、投与後 30分と 9時間
で 2つのピークを有していた（Fig. 4-1A）。血中濃度-時間曲線に複数ピークを示
すのは、腸肝循環によるものだと考えられている 83,84)。そのため、artepillin Cも
プレニル基の水酸化を受けた後、胆汁酸中に排泄されている可能性があり、

capillartemisin Aの AUCが artepillin Cの AUCよりも有意に高値になった一つの
要因と考えられる。また、この胆汁酸排泄が artepillin Cと capillartemisin Aのク
リアランスが drupaninや p-coumaric acidと比べ遅くなった要因の一つであると
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思われる。第 3 章におけるヒトの結果においても、 artepillin C および
capillartemisin Aは BGP投与後 24時間時点の血漿中に存在し、他の桂皮酸誘導
体よりもクリアランスが遅いことが確認されていることから、ヒトにおいても

artepillin Cの capillartemisin Aへの代謝と胆汁酸への排泄は行われていると思わ
れる。 

Drupaninおよび baccharin投与後において、12化合物がそれぞれの代謝物とし
て共通して血漿中で検出されたが、2 化合物が baccharin 投与時の血漿でのみ検
出された。その内の一つは 3-(4-hydroxyphenyl)propionic acidと推定され、baccharin
の加水分解により生じた 3-phenylpropionic acid の水酸化代謝物であると考えら
れる。3-Phenylpropionic acidと構造が類似している桂皮酸（3-phenylprop-2-enoic 
acid）においては、フェニル基の水酸化代謝が生じる可能性がラットで報告され
ており 85)、baccharinから生じた 3-phenylpropionic acidも同様にフェニル基が水
酸化され、3-(4-hydroxyphenyl)propionic acid へと代謝されたのであろう。この
3-(4-hydroxyphenyl)propionic acidには HT-29細胞を用いた研究において、抗腫瘍
や抗炎症作用を有することや 86)、ラットにおける抗酸化作用 87)、MAPK, p38 , 
ERK1/2経路を介した神経保護作用等が報告されていることから 88)、baccharinの
加水分解により生じた drupaninや 3-phenylpropionic acid、およびそれらの代謝物
が BGP のもつ生理活性の有効成分として寄与しているかもしれない。加えて、
baccharinがdrupaninと3-phenylpropionic acidに加水分解されるという本結果は、
ヒトおよびラットで共通してみられた BGP 投与時の血中 drupanin 濃度が、
artepillin C よりも高値になる主な要因の一つであることを示していると考えら
れる。BGPをラットへ投与した際の、総 drupaninの AUCは 31.7µM・hであり、
総 artepillin Cの AUC（7.6 µM・h）の 4.2倍高値であった。一方、単一成分とし
て drupaninおよび baccharinをそれぞれ投与後、脱抱合処理したの血漿中で検出
された drupaninの AUCは、それぞれ 7.3 µM・hおよび 6.0 µM・hであり、その
合計は artepillin C単独投与時の artepillin Cの AUC（3.8 µM・h）の 3.5倍に達し、
BGP投与時の artepillin Cと drupaninの AUC比に近似した。実際には、BGP中
の微量成分が artepillin Cや drupaninへ代謝される可能性や、成分単独よりも混
合物としての BGPを摂取した方が各成分の吸収効率が高まる可能性等を考慮す
る必要はあるが、本研究の結果から、BGP 投与時の血中 drupanin 濃度のおよそ
40~50%は baccharin由来の drupaninが占めていると思われる。 

BGP投与後の p-coumaric acidの吸収においては、ヒトとラットで種差がある
可能性が示された（Table 4-1）。p-Coumaric acidは、Caco-2細胞を使用した研究
において、頂端側のモノカルボン酸トランスポーター（MCTs）によって細胞内
に取り込まれることが報告されている 89)。一方で、artepillin Cは、同じモデルを
使用した研究において、主に受動拡散により細胞内に取り込まれることが報告
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されている 90)。MCTsを含む有機陰イオン輸送体の遺伝子発現プロファイルは、
マウス、ラット、およびヒトの腸で異なることが報告されていることから 91)、

これらの腸管トランスポーターの発現レベルの種間の差異が、トランスポータ

ーを介して膜輸送される桂皮酸誘導体の吸収の種差に関与していると思われる。 
差分解析を用いた桂皮酸誘導体由来の血中代謝物の探索において、artepillin C
および capillartemisin Aの硫酸抱合体は検出されず、グルクロン酸抱合体が検出
された。一方、Drupanin はグルクロン酸抱合体および硫酸抱合体が検出され、
p-coumaric acidは硫酸抱合体のみが検出された。加えて、これらの桂皮酸誘導
体のメチル化も認められた。第 3 章の BGP 投与時のヒトの血中においても、
artepillin C、capillartemisin A、および drupaninのグルクロン酸抱合体、drupanin
および p-coumaric acidの硫酸抱合体が検出され、メチル化された桂皮酸誘導体
もいくつか検出されたことから、BGPに含まれる桂皮酸誘導体の抱合代謝のパ
ターンはヒトとラットで類似していると思われる。また、artepillin Cの主要な
抱合代謝経路がグルクロン酸抱合体であることもヒトとラットで共通していた。

一方で、ヒトではグルクロン酸抱合体が drupaninの主な抱合代謝物であったが、
ラットでは硫酸抱合等のグルクロン酸以外の抱合体に代謝された drupanin が
50%を占めていた（Fig. 4-1B）。一般的に UDP-グルクロノシルトランスフェラ
ーゼ（UGTs）の基質はスルホトランスフェラーゼ（SULTs）と競合するとされ
るが 92)、化合物に対する親和性は動物種によって異なり、特に定義されていな

い。例えば、フラボノイドの一つである genisteinはグルクロン酸抱合がヒトの
主要な抱合代謝経路であり、硫酸抱合の割合はラットやサルよりも低いことが

報告されている 93)。さらに、genisteinグルクロン酸抱合体のエストロゲン受容
体に対する親和性は genistein硫酸抱合体よりも高いことが報告されいる 94)。プ

レニル化した桂皮酸誘導体の抱合代謝物の活性については報告がなく、さらな

る研究が必要であるが、ヒトと動物の BGP成分の吸収性や代謝プロファイルを
比較することで、ヒトと動物における BGPの有効性について、その外挿を理解
するための重要な情報が得られると考えられる。 
 本試験で明らかとなった、BGP に特徴的な桂皮酸誘導体の水酸化やエステル
加水分解、および第 II 相抱合代謝を含む代謝経路（Fig. 4-3）は、BGPだけで
なく類似した桂皮酸誘導体やプレニル化合物を含む、植物や生薬、漢方等の天

然物の吸収・代謝を理解する上でも有用な知見となり、それらの有効成分や有

効性メカニズム解明にもつながると考えられる。 
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Table 4-1. C max and AUC of cinnamic acid derivatives in deconjugated plasma after Brazilian green propolis (BGP) ingestion in rats and humans. 

Components 

Rats a   Humans b 

Dose c 

(mg/kg) 

C max 

(µM) 

AUC 

(µM・h) 
  

Dose d 

(mg) 

C max 

(µM) 

AUC 

(µM・h) 

artepillin C 32.7 2.64 ± 1.37 7.59 ± 3.64 
 

39.2 1.25 ± 0.52 5.58 ± 2.48 

drupanin 6.2 16.30 ± 3.62 31.72 ± 6.88 
 

7.4 2.89 ± 0.71 8.53 ± 2.01 

baccharin 9.4 n.d. n.d. 
 

11.2 n.d. n.d. 

p-coumaric acid 5.5 27.88 ± 4.58 33.94 ± 12.79   6.6 0.13 ± 0.04 0.29 ± 0.12 

a: Values are means ± SD (n = 4). C max, maximum plasma concentration; AUC, area under the curve (0–24 h); n.d., not detected. 
b: The data are reported in previous study (Chapter 3). 
c: Equivalent to the BGP powder content of 300 mg/kg used in this study.  
d: equivalent to the 360 mg BGP powder content used in a previous clinical study (Chapter 3).
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Table 4-2. List of plasma metabolites after ingestion of cinnamic acid derivatives in rats. 
Ingested 

compound  

(formula) 

Detected 

mass 

RT 

(min) 

Putative 

formula 
Transformation Identified metabolite 

Detect peak area 

Ratio p-values   
Pre 

CV 

(%) 
30 min 

CV 

(%) 

artepillin C 

(C19 H24 O3) 

300.1725 17.7 C19 H24 O3 - artepillin C *, § 1.7 × 105 4.9 5.0 × 107 48.3 301 <.00001 

476.2048 13.1 C25 H32 O9 glucuronidation artepillin C-4-O-β-D-glucuronide *, § 1.8 × 104 6.1 1.5 × 107 78.5 812 <.00001 

316.1673 14.6 C19 H24 O4 hydroxylation capillartemisin A *, § 2.2 × 105 15.4 3.2 × 107 57.0 147 <.0001 

316.1673 15.1 C19 H24 O4 hydroxylation capillartemisin B 2.6 × 104 38.4 2.0 × 107 58.8 752 <.00001 

492.1998 11.4 C25 H32 O10 hydroxylation, glucuronidation capillartemisin A (or B) glucuronide **, § 1.8 × 104 8.2 5.2 × 106 92.9 285 <.00001 

492.1999 11.7 C25 H32 O10 hydroxylation, glucuronidation capillartemisin A (or B) glucuronide **, § 2.0 × 104 10.2 3.2 × 106 96.3 158 <.00001 

490.2205 15.7 C26 H34 O9 methylation, glucuronidation 

 

2.1 × 104 5.6 3.1 × 106 62.5 150 <.00001 

drupanin  

(C14 H16 O3) 

232.1096 14.4 C14 H16 O3 - drupanin *, § 2.1 × 105 4.8 1.6 × 108 62.6 755 <.00001 

312.0662 12.0 C14 H16 O6 S sulfation drupanin sulfate **, § 4.1 × 104 2.6 7.4 × 108 22.2 17828 <.00001 

408.1413 11.1 C20 H24 O9 glucuronidation drupanin-4-O-β-D-glucuronide *, § 3.4 × 104 4.2 4.1 × 107 29.3 1204 <.00001 

246.1252 17.0 C15 H18 O3 methylation methyl drupanin § 1.7 × 105 1.7 3.7 × 107 32.0 214 <.00001 

326.0817 14.4 C15 H18 O6 S methylation, sulfation 

 

7.8 × 104 18.2 9.3 × 107 8.6 1199 <.00001 

422.1571 13.3 C21 H26 O9 methylation, glucuronidation 

 

3.5 × 104 3.4 2.2 × 107 32.8 629 <.00001 

314.0818 12.0 C14 H18 O6 S reduction, sulfation 

 

3.9 × 104 2.6 1.6 × 107 25.3 405 <.00001 

410.1569 11.4 C20 H26 O9 reduction, glucuronidation 

 

3.2 × 104 1.6 1.8 × 106 13.5 57 <.00001 

248.1046 13.9 C14 H16 O4 hydroxylation 3,4-dihydroxy-5-prenyl cinnamic acid * 3.2 × 104 3.8 2.7 × 106 36.2 85 <.00001 

328.0610 9.5 C14 H16 O7 S hydroxylation, sulfation 3,4-dihydroxy-5-prenyl cinnamic acid sulfate ** 7.7 × 104 8.2 1.5 × 107 14.7 194 <.00001 

328.0610 12.7 C14 H16 O7 S hydroxylation, sulfation 3,4-dihydroxy-5-prenyl cinnamic acid sulfate ** 4.2 × 104 4.2 8.6 × 106 35.7 206 <.00001 

286.0505 11.4 C12 H14 O6 S 
 

 

4.1 × 104 4.8 4.2 × 107 30.7 1033 <.00001 

300.0661 11.6 C13 H16 O6 S     3.8 × 104 2.9 1.1 × 107 26.5 294 <.00001 
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baccharin  

(C23 H24 O4) 

232.1097 14.3 C14 H16 O3 hydrolyzation drupanin *, § 1.6 × 105 30.2 1.8 × 108 60.5 1165 <.00001 

312.0664 12.0 C14 H16 O6 S hydrolyzation, sulfation drupanin sulfate **, § 2.9 × 104 4.4 5.4 × 108 38.6 18808 <.00001 

408.1416 11.1 C20 H24 O9 hydrolyzation, glucuronidation drupanin-4-O-β-D-glucuronide *, § 1.0 × 105 3.4 5.2 × 107 49.6 510 <.00001 

246.1255 17.0 C15 H18 O3 hydrolyzation, methylation methyl drupanin § 1.4 × 105 3.9 2.3 × 107 78.4 166 <.00001 

326.0819 14.4 C15 H18 O6 S hydrolyzation, methylation, sulfation 

 

4.5 × 104 19.1 4.1 × 107 35.9 911 <.00001 

422.1575 13.3 C21 H26 O9 hydrolyzation, methylation, glucuronidation  1.2 × 105 5.8 1.9 × 107 53.5 167 <.00001 

314.0819 12.0 C14 H18 O6 S hydrolyzation, reduction, sulfation 

 

2.7 × 104 2.4 1.3 × 107 19.2 476 <.00001 

410.1572 11.4 C20 H26 O9 hydrolyzation, reduction, glucuronidation 

 

2.2 × 104 4.4 1.3 × 106 42.4 60 <.00001 

248.1046 13.9 C14 H16 O4 hydrolyzation, hydroxylation 3,4-dihydroxy-5-prenyl cinnamic acid * 1.1 × 105 4.8 9.1 × 106 20.1 85 <.00001 

328.0612 9.5 C14 H16 O7 S hydrolyzation, hydroxylation, sulfation 3,4-dihydroxy-5-prenyl cinnamic acid sulfate ** 4.2 × 104 11.0 1.0 × 107 40.3 250 <.00001 

328.0612 12.7 C14 H16 O7 S hydrolyzation, hydroxylation, sulfation 3,4-dihydroxy-5-prenyl cinnamic acid sulfate ** 4.1 × 104 10.2 6.4 × 106 41.5 154 <.00001 

286.0507 11.4 C12 H14 O6 S 
 

 

2.8 × 104 2.7 3.4 × 107 20.2 1218 <.00001 

194.0939 11.6 C11 H14 O3 
 

 

2.5 × 104 5.7 3.7 × 106 93.8 145 <.00001 

166.0626 9.0 C9 H10 O3 hydrolyzation, hydroxylation 3-(4-hydroxyphenyl)propionic acid ** 1.3 × 105 50.5 9.2 × 106 70.0 72 <.00001 

p-coumaric acid  

(C9 H8 O3) 

164.0471 9.3 C9 H8 O3 - p-coumaric acid * 5.6 × 105 16.7 1.9 × 108 45.9 342 <.00001 

244.0035 7.5 C9 H8 O6 S sulfation p-coumaric acid sulfate **, § 2.9 × 105 9.9 3.3 × 108 31.6 1135 <.00001 

178.0628 12.4 C10 H10 O3 methylation 

 

1.8 × 105 9.2 2.8 × 107 15.5 158 <.00001 

258.0194 10.7 C10 H10 O6 S methylation, sulfation   4.6 × 104 8.0 7.7 × 106 32.9 166 <.00001 

RT, retention time. Hyphens indicate that the compounds were unchanged from the ingested components. p-values were obtained by comparing pre 
dose and after ingestion of each compound. * Identified by comparison with standard compounds. ** Putatively indicated from their exact mass and 
liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) fragments. §Also detected in plasma after BGP ingestion in the previous clinical 
trial (Chapter 3).
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Table 4-3. Amounts and yields of excretion in deconjugated urine for 24 h after ingestion of cinnamic acid derivatives in rats. 

Ingestion 

  Detected components 

  artepillin C drupanin baccharin p-coumaric acid capillartemisin A 
3,4-dihydroxy-5-prenyl 

cinnamic acid 

artepillin C  
(nmol/d) 171.1 ± 47.2 n.d. n.d. n.d. 413.3 ± 162.9 n.d. 

(%) a 0.68 ± 0.19 - - - 1.65 
 

0.65 - 

drupanin  
(nmol/d) n.d. 1941.7 ± 121.0 n.d. n.d. n.d. 47.1 ± 13.4 

(%) a - 29.9 ± 1.9 - - - 0.72 ± 0.21 

baccharin 
(nmol/d) n.d. 1487.3 ± 234.1 n.d. n.d. n.d. 36.2 ± 7.2 

(%) a - 22.5 ± 3.5 - - - 0.55 ± 0.11 

p-coumaric 

acid  

(nmol/d) n.d. n.d. n.d. 7208.5 ± 811.4 n.d. n.d. 

(%) a - - - 86.8 ± 9.8 - - 

Values are presented as the mean ± SD (n = 4). a, Percentage of excretion amount and ingestion (mol/mol); n.d., not detected. * p < 0.05. 

* 
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Figure 4-1. Plasma concentration time and area under the curve (AUC) of cinnamic acid 
derivative metabolites in rats (mean ± SD; n = 4) within 0 h–24 h after ingestion of (A) 
artepillin C, (B) drupanin, (C) baccharin, (D) or p-coumaric acid. The plasma concentrations 
were analyzed using liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) with and 
without deconjugation. The AUC was calculated according to the trapezoidal rule. * p < 0.05, 
** p < 0.01. n.d., not detected. n.s., not significant. 
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Figure 4-2. Total amount of urine excreted cinnamic acid derivatives in rats (mean ± SD; n = 4) 
within 0 h–24 h after ingestion of (A) artepillin C, (B) drupanin, (C) baccharin, (D) or 
p-coumaric acid. * p < 0.05, ** p < 0.01. 
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Figure 4-3. Proposed metabolic pathways of major cinnamic acid derivatives of Brazilian 
green propolis (BGP) in rats. The metabolic pathways found are indicated with arrows with the 
corresponding metabolic enzymes. The cross marked metabolic pathway was not found in this 
study. COMT, catechol-O-methyltransferase; CYP, cytochrome P450; SULT, sulfotransferase; 
UGT, UDP-glucuronosyltransferase.  
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第 5章 結論 
 
 本研究では、ブラジル産グリーンプロポリス（BGP）に含まれる、桂皮酸誘
導体およびフラボノイドの吸収・代謝を明らかにする目的で、BGP もしくは成
分単独投与後の血漿中と尿中代謝物を解析した。 
第 3章で述べたヒト試験において、BGPに含まれる主要な 14成分中 12成分
（8 つの桂皮酸誘導体と 4 つのフラボノイド）が、BGP 投与後に血中へ吸収さ
れることを明らかにすることができた。BGP投与後における複数の BGP成分の
吸収に関するヒトでの報告は、知る限りにおいて初めてである。日常で摂取可

能な用量の BGPをヒトへ投与した後の血漿中で、最も多く検出された BGP成分
は drupaninであり、脱抱合処理した血漿において、その C maxは 2.9 µMに達す
ることが示された。BGP 中に最も多く含まれる桂皮酸誘導体である artepillin C
の含有率（10.9%）と比較すると、drupanin の含有率は 2.06%と約 1/5 程度であ
るのに対し、血漿における drupaninの C maxは、artepillin Cの C maxの約 2.3倍高
値であった。このことから、artepillin Cよりも drupaninの方が生体利用性が高く、
BGP の有効性に対する寄与が大きい可能性が考えられる。今回ヒトにて確認で
きた血中成分濃度を元に、日常で摂取可能な用量の BGP摂取により、生体内で
到達し得る drupanin 濃度での機能性評価を行うことが、BGP の有効性メカニズ
ム解明に重要であるといえる。また、脱抱合未処理の血漿中では artepillin C お
よび drupanin は 4 位の水酸基がグルクロン酸にて抱合された artepillin 
C-4-O-β-D-glucuronideおよび drupanin-4-O-β-D-glucuronideにそれぞれ代謝される
ことを見出し、体内に吸収された artepillin Cおよび drupaninの 80~90%がこのグ
ルクロン酸抱合体へと代謝されることを明らかにした。体内に吸収された成分

がどのように機能を発揮するかを明らかにするためには、実際に血漿中に存在

する代謝物の構造を明確にすることが重要であり、ヒトにおける主要な代謝物

の構造を解明できたことは、BGP の有効性メカニズム解明に向けた重要な成果
と 言 え る 。 一 方 で 、 ク ロ メ ン 骨 格 を 有 す る culifolin や

2,2-dimethylchromene-6-propenoic acidの血中濃度は、脱抱合処理の有無によって
変化しなかったことから、これらは抱合代謝されることなしに血中に取り込ま

れることが示唆された。一般的に、抱合代謝は化合物の様々な活性を減弱する

ことが知られている。前述の artepillin C の場合、脱抱合未処理の血漿における
artepillin Cアグリコン（抱合されることなしに取り込まれた artepillin C）の AUC
は 439 ± 284 nM・hであり、抱合体の AUCの 1/10以下であったのに対し、culifolin
および 2,2-dimethylchromene-6-propenoic acidの AUCは、それぞれ 1327 ± 344お
よび 1138 ± 383 nM・hであったことから、BGPの有効性メカニズム解明のため
には、血漿中濃度が最も高かった drupanin と同様に未代謝物としての吸収性が
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高い culifolinおよび 2,2-dimethylchromene-6-propenoic acidの機能性評価を進める
ことも重要だと思われる。本研究で明らかにした、実際にヒトが日常レベルで

摂取可能な用量の BGPを摂取した際に、各 BGP成分がどの程度吸収されるかと
いう情報は、BGP の有効性に対する各成分の生体内での寄与を推察する上で重
要な情報である。また、成分の機能性評価を目的とした in vitro試験においても、
評価濃度設定や評価対象化合物の検討に本結果は活用できると思われる。 
ヒト試験より BGPの構成成分量と吸収量に相関がみられないことが明らかに
なったことから、第 4章に述べた通りラットを用いて単一成分と BGP投与時の
各成分の吸収性と代謝物の比較を実施した。その結果、BGP の主要な桂皮酸誘
導体は第 II 相代謝だけでなく、エステル加水分解や水酸化代謝を受けることが
明らかとなった。BGP中の含有量が最も多い桂皮酸誘導体である artepillin Cを
単一成分としてラットに投与したところ、グルクロン酸抱合体に加え、

capillartemisin A（水酸化代謝物として）が代謝物として血漿中および尿中で検出
され、その AUCや尿排泄量は投与化合物である artepillin Cよりも有意に高値で
あった。このことは、artepillin Cの capillartemisin Aへの水酸化代謝の占める割
合が artepillin Cの抱合代謝より大きいことを示しており、ラットにおいてはBGP
の有効性に対する capillartemisin Aの寄与が大きい可能性を考慮に入れる必要が
あることを示している。また、artepillin Cから代謝された capillartemisin Aの経
時的な血中濃度変化は、胆汁酸へと排泄され腸肝循環する化合物の特徴を示し

た。腸肝循環する化合物は体内の滞留時間が長くなり、反復投与により血中濃

度が高まることが予測される 95)。そのため、反復投与により血中濃度が一定ま

で高まることで、BGP の有効性に対する寄与も大きくなる可能性も考えられ、
反復投与時のデータの取得や、胆汁酸中代謝物の分析も進めることが、今後必

要であると考えている。BGP 中の含有量が 2 番目に多い桂皮酸誘導体である
baccharin の場合、単一成分としてラットに投与した後、どの時点の血漿および
尿サンプルにおいても検出されず、代わりに、drupanin 単独投与時と共通した
12 代 謝 物 と 3-phenylpropionic acid の 水 酸 化 代 謝 物 と 思 わ れ る

3-(4-hydroxyphenyl)propionic acidが血漿で検出された。このことから、baccharin
は吸収過程において drupaninと 3-phenylpropionic acidに加水分解され、体内へ吸
収されることが明らかとなった。ヒトに BGPを投与した際にも、baccharinは血
漿中で検出されなかったことから、baccharin はヒトにおいても drupanin と
3-phenylpropionic acidへ加水分解された後、体内へ吸収されていると考えられる。
Baccharin 投与時に検出された 3-(4-hydroxyphenyl)propionic acid には、抗腫瘍や
抗炎症、抗酸化、神経保護作用などの有効性が報告されており 86-88)、BGP に含
まれていない成分が代謝により生体内で生じ、BGP の有効性に寄与する可能性
があることは興味深い。また、この baccharinから drupaninへの加水分解が、BGP
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摂取後の血中 drupanin濃度が、artepillin Cより高くなるというヒトとラットで共
通して認められた特徴の、一つの要因であると思われる。加えて、単一成分と

して drupaninおよび baccharinを投与した際に、血漿中で検出された drupaninの
AUCはそれぞれ 7.3、および 6.0 µM・hであり、その合計は 13.3 µM・hであっ
たのに対し、BGPを投与した場合における drupaninの AUCは 31.7 µM・hと、
混合物として投与した場合の方が drupaninの AUCは高値となった。これは上記
のような他の BGP成分から drupaninへの異化代謝に加え、複数成分が混合して
いることで成分の溶解性が高まり、吸収性が高まった可能性が考えられ、単一

成分と混合物を投与した際の吸収・代謝を比較することの重要性を示している

と思われる。 
一方、ヒトとラットでは、drupaninの抱合代謝物の割合が異なることが示され

た。ヒトでは、drupaninはグルクロン酸抱合が優先して行われるのに対し、ラッ
トではグルクロン酸抱合体以外の抱合体へ代謝された割合が高く、主に硫酸抱

合が優先して行われることが推察された。この結果は、動物とヒトとの外挿性

を理解する上で重要な情報であると考えられる。フラボノイドでは抱合体の種

類と結合位置により異なる活性強度を示す例が知られており 94)、作用機序や体

内分布の一部には、体内での脱抱合反応の影響が考えられている 75)。本研究で

BGP 成分の吸収性と、それぞれの成分における代謝物の構造を解明できたこと
で、実際に体内に存在する BGP成分の抱合代謝物の生理活性評価や、BGP成分
の組織移行性等の検証が大きく進展することが期待でき、さらには、BGP の有
効性に対する各成分の寄与や、ヒトと動物の外挿性、BGP の有効用量の解明に
つながると考えられる。 

 
日本の高齢化社会の進行に伴う医療費の増大や、治療薬の開発されていない

新型ウイルス感染症の蔓延等の社会情勢を背景に、それらの課題にアプローチ

できる BGPの重要性は、今後ますます大きくなると考えられる。しかし、BGP
は天然物であり、採取する季節や年、保管条件や経年による劣化で品質が変化

する 96,97)。そのため、期待される有効性を担保するための品質規格を設ける必

要があるが、有効性メカニズムや有効成分について不明な点が多く、artepillin C
等の主要成分量による品質規格が行われているのが実際である。また、有効性

メカニズムや有効成分の解明を目的とした、BGP 成分の機能性に関する研究に
おいても、吸収・代謝による生体利用性や構造変化を考慮しない機能性研究が

ほとんどであり、研究が進んでいる artepillin C の機能性においても、アグリコ
ンでかつ生体内では到達し得ないと思われる高濃度での評価が多い。本研究で、

ヒトおよびラットから得られた BGP成分、特に桂皮酸誘導体の吸収・代謝に関
する知見は、BGP中で含有量の多い artepillin Cや baccharinよりも、drupaninや
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culifolin、2,2-dimethylchromene-6-propenoic acid、capillartemisin Aの方が生体利用
性が高く、BGP の有効性に対する寄与が大きい可能性を示唆しており、含有量
だけでなく吸収・代謝を踏まえた上で、それぞれの成分の機能性評価を実施し

ていくことの重要性を示していると考えられる。BGP成分およびその代謝物が、
生体内で発揮し得る機能性の評価ができれば、BGP の有効性メカニズムや有効
成分の解明、BGP に期待される有効性を担保する品質規格の実現につながるも
のと考えられる。また、それらの実現により、BGP に対する信頼性向上にもつ
ながり、社会問題となっている高齢化社会の医療費の増大や、新型ウイルス感

染症の治療や予防への更なる貢献につながることが期待される。 
加えて、本研究の結果は、BGP だけでなく桂皮酸誘導体や類似したプレニル

化化合物を含む植物や生薬、漢方等の天然物の吸収・代謝を理解する上で有用

な情報を提供するものとなった。また、複数成分が含まれる食品素材の機能性

解明において、単一成分に対してのみならず、複雑形である実際の素材を用い

た吸収・代謝試験を行うことの重要性が示すことができた。本研究で実施した

ように、食品成分の生体利用性や代謝による構造変化と併せて、ヒト‐動物間や、
混合物・単一成分投与時での吸収性・代謝性の違いを検証することで、実際に

ヒトがその食品を摂取した際に得られる健康利益の正しい理解につながり、今

後の食品科学分野の発展と、食品の機能性が人々の健康寿命延伸に対してどの

ように貢献するかの理解につながることが期待される。 
第 2章でも述べたように、プロポリスには本研究で対象とした BGP以外にも、
様々な植物を起源とするプロポリスが世界に存在し、含有している成分の特徴

も様々である。これらのプロポリスにも抗糖化や紫外線からの皮膚の保護、歯

周病予防、シクロオキシゲナーゼ 2（COX2）や α-グルコシダーゼの阻害活性等、
成分特徴を反映していると思われる有効性が報告されている 19-22)。引き続き、

BGPだけでなく、各国のプロポリスについても成分の吸収・代謝を明らかにし、
蜂産品を通して人々の健康に貢献できるよう努めたい。 
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摘要 
 
 プロポリスはミツバチ（Apis mellifera L.）が様々な植物の新芽や樹皮を採取し
作りだす樹脂状の物質で、生産される地域の植生によりその含有成分も様々で

ある。ブラジル産グリーンプロポリス（BGP）はブラジル南東部で生産され、
主な起源植物は Baccharis dracunculifolia であることが知られており、様々な有
効性がヒトや動物で報告されている。BGP には起源植物を由来とする桂皮酸誘
導体（artepillin C、drupanin、baccharinおよび p-coumaric acid）やフラボノイド
（kaempferide や 6-methoxykaempferide）が含まれることが知られ、BGP の有効
性にこれらの成分が寄与すると期待されている。実際に、いくつかの国と地域

で生産されたプロポリスを集め、その含有成分を比較したところ、artepillin C

や drupanin、baccharin等のプレニル化した桂皮酸誘導体は他の産地のプロポ

リスには含まれておらず、BGPの有効性はこのような成分特徴を反映している

ものと思われる。 
 生体内で発揮される BGPの有効性に対する BGPに特徴的な成分の寄与を理

解するためには、BGP成分の吸収・代謝を理解する必要があるが、BGP成分の

吸収・代謝に関する報告は少ない。そこで、BGP投与時の、主要な BGP成分の
吸収・代謝をヒトで検証した。その結果、BGP 投与後、12 成分（8 つの桂皮酸
誘導体と 4 つのフラボノイド）の薬物動態プロファイルが明らかになった。脱
抱合処理後の血漿で、主な血中代謝物として検出された artepillin C および
drupanin の C max はともに 1 µM を超えており、その内の約 90%がそれぞれ
artepillin C-4-O-β-D-glucuronideと drupanin-4-O-β-D-glucuronideに代謝されること
が明らかになった。 
 上記のヒト試験において、BGP 摂取後に血中に吸収された各桂皮酸誘導体の
量が BGP含有量に比例しないことが明らかになった。これは、各桂皮酸誘導体
の体内への吸収速度が異なる可能性、およびいくつかの桂皮酸誘導体が他の化

合物に代謝される可能性を示していると考えられる。そこで次に、BGP の主要
な桂皮酸誘導体である artepillin C、drupanin、baccharin、および p-coumaric acid
を単一成分として経口投与した際の代謝経路を、ラットをモデルとして調査す

ることとした。その結果、artepillin Cはグルクロン酸抱合体だけでなく、水酸化
代謝物（capillartemisin A）に代謝された。Drupaninおよびその 3-phenylpropionic 
acid エステルである baccharin 投与後において、drupanin の硫酸抱合体、グルク
ロン酸抱合体、および drupaninの水酸化代謝物（3,4-dihydroxy-5-prenyl cinnamic 
acid）が代謝物として共通して検出された。また、p-coumaric acidはグルクロン
酸抱合体には代謝されずに、主に硫酸抱合体に代謝されることが明らかになっ

た。 
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本研究により、ヒトおよびラットから得られたBGP成分、特に桂皮酸誘導体
の吸収・代謝に関する知見は、BGP中の含有量だけでなく吸収・代謝を踏まえ
た上で、BGP成分それぞれの機能性評価を実施していくことの重要性を示して
いると考えられる。本研究でBGP成分の吸収性や代謝物の構造を明らかにでき
たことで、実際に体内に存在するBGP成分や、その抱合代謝物の生理活性評価、
組織への移行性等の検証が大きく進展することが期待でき、BGPの有効性メカ
ニズムや有効成分の解明につながるものと考えられる。 
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Summary 
 
 Propolis is a resinous substance collected by honey bees (Apis mellifera L) from leaf 

buds and cracks in the bark of various plants. The components of propolis vary from the 
production area because the botanical sources collected by honey bees are different 
depending on the vegetation of the regions.  
Brazilian green propolis (BGP) produced in Southeastern Brazil has been consumed as 

a supplement and its main botanical source is Baccharis dracunculifolia. A multitude of 
pharmacological activities of BGP has been reported in animals and clinical studies. 
BGP has chemical compounds from botanical origin that are mainly cinnamic acid 
derivatives (artepillin C, baccharin, drupanin, and p-coumaric acid) and flavonoids 
(kaempferide and 6-methoxykaempferide). These components are expected to play an 
important role in the pharmacological activities of BGP. In fact, a comparison of the 
components in propolis collected from several countries and regions revealed that the 
prenylated cinnamic acid derivatives are characteristic components of BGP that reflect 
the effectiveness of BGP.  
 To understand the contribution of each BGP component to BGP pharmacological 
activities in vivo, it is important to clarify their pharmacokinetics and metabolism. 
However, there is little known about the pharmacokinetics and metabolism of BGP 
components after oral administration of BGP. The aim of the first study is to investigate 
the pharmacokinetics and metabolism of BGP components in humans. After BGP 
ingestion, the pharmacokinetic profiles of 12 compounds (8 cinnamic acid derivatives 
and 4 flavonoids) were revealed. The C max values of artepillin C and drupanin, which 
were detected mainly in plasma after ingestion of BGP, were over 1 µM, respectively, of 
which about 90% were found to be the phenolic glucuronide conjugate. 
 In the human pharmacokinetic study, it was found that the amount of each cinnamic acid 
derivative absorbed in the blood after BGP ingestion was not proportional to the BGP 
content. This finding indicated that each of the cinnamic acid derivatives could have a 
different absorption rate into the body, and/or some could be metabolized to other 
compounds. Therefore, the following study was performed to investigate the metabolic 
pathways after oral ingestion of artepillin C, drupanin, baccharin, and p-coumaric acid as 
a single component using rats as the model animal. Artepillin C metabolized to 
hydroxylated metabolites (capillartemisin A), as well as glucuronide. Drupanin sulfate, 
glucuronide, and hydroxylated form were detected in plasma both after ingestion of 
drupanin and its 3-phenylpropionic acid ester (baccharin). p-Coumaric acid underwent 
sulfation, but not glucuronidation. 
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The findings on the absorption and metabolism of BGP components, especially 
cinnamic acid derivatives, in humans and rats, suggested the importance of functional 
evaluation of each BGP component based on not only the content in BGP but also the 
absorption and metabolism. The achievement in this thesis would contribute to the 
significant advances in elucidating the pharmacological activity and organ distribution 
of BGP components and the determination of their metabolites, and would help 
elucidate the mechanism of BGP efficacy and the active components. 
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略語表 

AUC Area under the curve  血中濃度-時間曲線下面積 

BGP Brazilian green propolis 
ブラジル産グリーンプロポ

リス 

C max Maximum plasma concentration 最大血中濃度 

PDA Photodiode array detector 
フォトダイオードアレイ検

出器 

HPLC High performance liquid chromatography 
高速液体クロマトグラフィ

ー 

LC-MS/MS 
Liquid chromatography 
-tandem mass spectrometry 

液体クロマトグラフィー 
タンデム質量分析法 

MS Mass spectrometry 質量分析法 

NMR Nuclear Magnetic Resonance 核磁気共鳴 

SULTs Sulfotransferase スルホトランスフェラーゼ 

t max Time to reach C max 最高血中濃度到達時間 

UGTs UDP-glucuronosyltransferases 
UDP-グルクロノシルトラン
スフェラーゼ 

UPLC Ultra-performance liquid chromatography 
超高速液体クロマトグラフ

ィー 
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