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カテ キ ン に よる細胞保護

川瀬　雅也

　カ テ キ ン は，そ の 持 つ さまざまな生 理 活性 か ら ， さま

ざまな方面で 研究が行われ る よ うにな っ て き た ．そ の 研

究結果も書籍 と して ま と め られ 、研究 の 動向な ど多くの

情報が比 較 的たやす く入手 で き る ように な っ て きた ．1・2）

こ れ ま で ，カ テ キ ン の 生 理 作 用 に つ い て 行われ て きた

多くの 研究は ，た とえば抗癌作用 で あ っ た り，抗 ア レ ル

ギ
ー

作用 で あ っ た り，抗菌作用 で あっ た り と，ど ちらか

と言えば，カ テ キ ン の 薬理 的作用 に 注 目 し た もの で あ っ

た ．

　筆者 らは，カ テ キン に他 の 可能性 を見 い だす こ とが で

きな い か と考え て，細胞 死 に 対す る カ テ キ ン の 効果を調

べ 始 め た ．本特集で は ， 筆者 らの こ れま で の 研究成果を

中心 に 紹介す る こ と とする．

細 胞 毒 に よ る細胞死 か らの 保護
3）

　細胞 死 に は ネ ク ロ ーシ ス とア ポ トーシ ス の 2 種類があ

る．それぞれの 過程 の 細胞死 に 対 し て，カ テ キ ン が 果 た

して 保護効果を発揮す る の か どうか を，まず調 べ た ，本

研究で 用 い た細胞毒 を 図 1に示 す ．プ ロ モ ベ ン ゼ ン （BB ）

は ネク ロ
ーシ ス を，ル ブ ラ トキ シ ン B （RB ）は ア ポ ト

ー

シ ス を，そ れ ぞ れ 肝 細胞 に 引き起 こ す こ とが 知 られ て い

る．

　肝臓 は，身体に 1つ し か ない臓器 で，そ こ で は 500 以

Eの 生命維持 に 関わ る反応 が 行 わ れ て い る．しか も，少 々

機能 が落ちて も自覚症 状 と して 表れ て こ な い 臓器 で あ

る．健康診断 で は じめ て 肝機能 が 落 ちて い る と知 る場合

も多 くある．肝臓障害は ，他 の 多くの 病気 と同 じ く，臓

．
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図 1．本研 究で 用 い た 細 胞 毒

器 中 の 細胞 が ど ん ど ん 死 ん で い くこ と に よ る も の で あ

り，肝機能 が 落ち，過度 に 細 胞 を 失 うと死 に 至 る．

　
一
方で，肝 臓 は 非常に再 生 力 が 高く ， 70％ 切 り取 られ

て も数週間 で 元 に戻 る．現在 の 肝 障害治療 の 基本的な進

め 方 は，で きるだ け病状が進まない よ うに して ，肝 臓 の

自己 再生を待 つ 方法 が と られ る．こ の 意味 か らも，肝細

胞保護効果 を 調 べ る意義 の 大 き い こ と が うか が え る，

　筆者 ら は，ラ ッ トよ り単離 した 初代肝細胞 を用 い
，

カ

テ キ ン の 細胞保護効果を検討 した．細胞毒に よ り肝細胞

に障害を与える時間を24時間 と し ，24時間後 に 生 存 して

い る細胞 の 割合 を調 べ た ．実験条件は ， 結果 と共に図 2

に 示 し た．

　 こ の 結果 よ り，エ ピ ガ ロ カ テ キ ン ガ レ ー ト （EGCG ）

は BB ，RB の 両毒素か ら肝 細胞を保護す る こ とが 分 か っ

た ．すなわち ，
カ テ キ ン は ネ ク ロ ーシ ス とア ポ ト

ー
シ ス

の 両細胞 死 要 因 か ら細胞 を守 る こ と を 示 すこ とが で き

た，
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図 2．カ テ キ ン の 細 胞毒 か らの 細胞 の 保 護 効 果，播種 細 胞 数 を

1    ％ と した 時の ，24時間培養 後の 肝 細胞 の 生存 率 カテ キ ン 類

は 全 て 02mM を加 え た ．　 BB とRB は そ れ ぞ れ 1mM ，77．1μM

で 処理 に 用 い た．E 〔：，エ ピ カ テ キ ン ； EGC ，エ ピ ガ ロ カテ キ ン ；

EGCG ，エ ピガ ロ カ テ キ ン ．
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　 他 に 検討 した カ テ キ ン は，保 護作用 が 弱 い もの で あ っ

た．

　 さ ら に，通常，肝細胞 の 培養 で は，培養 中に 肝細胞 が

どん ど ん 死んで い くが ，EGGG を添加 し培養す る こ と で ，
こ の 細胞 の 自然死 か ら も細胞 が 守 られ ，コ ン トロ

ー
ル （細

胞毒 もカ テ キ ン も添加 し て い ない もの ）が 24 時間培養

後，70％ 強 の 生 存率 で あ る の に対 して ，EGGG 添加 で は ，
ほ ぼ 100％ の 細胞 が 生 存 して い た．こ の よ うに，カ テ キ

ン は 細胞を毒素よ り守るだけで は な く，自然死 を抑え，

細胞 の 寿命を延 ば す こ とが分 か っ た ．

　EGCG が ，どの よ うな メ カ ニ ズ ム で 細胞毒 や 自然 死 よ

り細胞 を守 っ て い る の か に つ い て 検討 して み た．BB は，

そ の p450 に よ る代謝過程 で ，高反 応性 物 質 に 変換 され，

生体内 の 高分子 （遺伝 7−R）タ ン パ ク質）と結合 し，そ の

機能 を 消失 させ る こ とで ネ ク ロ
ー

シ ス を誘導す る こ と が

報告 され て い る．BB の 代謝 に 関 わ る 酵素 に 対 し て の カ

テ キ ン の 効果 を検討す る こ とで，EGCG を は じめ とする

カ テ キ ン 類は ，そ の 非常 に 高 い 抗酸 化性 に よ り，上 記高

反 応 性 物質 を消 去 し
，

BB の 毒性 を軽減 して い る こ とを

突き ［ヒめ た．また，RB に 関 して は，　 RB の ア ポ ト
ー

シ ス

誘導機構 も ト分 わ か っ て い な い た め
， まず，い くっ か あ

る ア ポ トーシ ス 経路 の 多 くに 関 与し て い る Caspase　3 の

活性化 に 対 して の EGGG の 効果か ら調べ た．

　図 3 に示す よ うに ，RB に よ りCaspase 　3の 活性が誘導

され て お り ， こ の 活 性 化 を EGCG が 見事 に抑制 して い た．

また，筆者 が 以 前よ り検剖 して きた，茶 葉 中 に 微 量 しか
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図 3．カ テ キ ン の Caspase　：3活 性化 に 対す る 影響．　RB お よび EGCG
の 添加 量は 図2 と「司じ．EGCG ，エ ビガ ロ カ テ キ ン ；3’「−OMe ，3一
θ一メ チ ル エ ビ ガ ロ カ テ キ ン ガ レ

ー
ト．

HO

OH

図4，EGCG −3「10Mc の 構造

含 まれな い 稀少 カ テ キ ン 3’「−0一メ チル エ ピ ガ ロ カ テ キ ン

ガ レ
ー

ト （3”−OMe ）
4・；’）に もEGCG と 同様 に Capase 　3の

活 性 化 を抑 え る こ とを見 い だ した．こ の 構造 を図 4 に 示

す．

　こ の 稀少 カ テ キ ン が ，EGCG と同程度 の 細胞 保護効果

を持 つ こ と も見い だ して い る．こ の よ うに，EGGG や 3層「−

OMe は Caspase　3 の 活性 化 を 直接 あ る い は 間接 に抑え

る こ と で ，ア ポ ト
ー

シ ス か ら肝細胞を守 っ て い る こ とが

分 か っ た，現在，よ り詳細 な 機 構解 明 を 進 め て お り，
EGCG が Caspase　3 の か な り上 流 に も作用 して い る こ と

を見い だ して い る．

カテ キ ン に よ る肝細胞 の 低温保存 6｝

　 重篤な肝疾患 の 究極 の 治療法は肝臓移植 で ある と され

て い る，しか し，肝臓移植 の た め の ドナー
肝 は 非常 に 少

な く，移植待機患者だけが増 えて い る の も現状 で あ る，

この た め，肝臓 で はなく，高い 機能を 有 し た フ レ ッ シ ュ

な肝細胞を移植す る こ とで ，ある程度，患者 の 肝機能を

補 う肝細胞移植 の 研究が なされ て い る．また ，肝細胞を

用 い た薬物代謝の 研究も，医 薬 品 開 発 上 ，必 要不可欠 で

あ り，機能を保持 した ヒ ト初代肝 細胞 の 入手が 必要 で あ

る と され て い る．

　い ずれ の 場合 に お い て も，多 くの 場合 ， 細胞 の 保存
・

細胞 の 移送 が 必 要 と な る ケ
ー

ス が ほ とん ど で あ る こ とが

推察 され る．特 に 薬品開発 の 場合，研 究 に か か る前 に，
所 定の 機関 よ り細胞を譲 り受け る研究所まで 移送 して く

る ケース が ほ とん どで あ る．そ の た め，移送中に細胞 を

凍結す る の で は な く，低温 保 存 して 運 ぶ 方が コ ス ト ・設

備 の 面 か ら有利 とな る．そ の た め 細胞 の 低温保存技術 の

開発 が 急務と なっ て い る．

　ま た，こ の 技術 は ，発 展 させ る こ とに よ り臓器 の 低 温

保存技 術 に もつ な が る もの で あ る．こ れ ま で 多 くの 細胞

保存液 に 関 して の 研究が なされ て き た．そ の 多 くが 株化

細胞 の 凍結保存を 対象 と し て お り，そ の 手 法 をそ の ま ま
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低温 保存 に 使 うこ とが で きな い ．

　筆者 らは，先 に も述 べ たように カテ キ ン が細胞 の ア ボ

ト
ー

シ ス を抑制す る点に着 目 し，カテ キ ン が細胞の 低温

保存に 用 い る こ と が で き る と考 え た ．

　京都 の あ る企業が，EGCG を 添加 した細胞保存液 に 関

し て の 特許 を 出 願 して い たが ，EGCG の 添加効果 につ い

て 調べ たもの で ，メ カ ニ ズ ム な ど に 関 し て は 触 れ られ て

い な か っ た．そ こ で筆者 ら は，本当にカ テ キ ン が細胞 の

低温 保存に 有効 か を調 べ ，さら に そ の 作用機構 を 調べ る

た め に 研究 を行 っ た．

　単離直後の 初代肝細胞を落 ち着か せ る た め に 6 時間程

度培養 した 後，回収 し，4 °C で 24時間保存した ．保存後，

1時間加温 し た 後，MTT 法 に より生存細胞数 を 測定 し

た．こ の 結呆 を図 5 に 示す．

　 コ ン トロ ール は 通常 の 培地 で 保存した もの ．DMSO は

細胞 を 低 温 障害よ り守るとされ て お り，比較対象 として

用い た．図 5 に 示 され る よ うに，コ ン トロ
ー

ル あ る い は

DMSO 添加 で は，保存後の 細胞生存率 が 20％以下で あ っ

た の に対 し て ，3”−OMe を添加 した場合は，生 存率 が 40％

近 く あ っ た ．EGGG に つ い て も 同 様 の 検討 を加 え た が ，

3”−OMe 添力11とほ ぼ同 じ結果を得 た．

　 入手可能 な細胞保 存液 セ ル バ ン カーを 用 い て も検討 を

行 っ て み た．セ ル バ ン カーは 本来，株化細胞 の 凍結保 存

月1に 開発 されたもの で あ り，低温 保存 に はあま り向か な

い と考え られ た が
，

上 記条件 で は カ テ キ ン 類 に 匹 敵す る

程度 の 効果 を 示 した．

　 保存後 の 加 温 時間を 24時間 とす る と，コ ン ト卩
一ル ・

DMSO ・セ ル バ ン カーは細胞生存率 が 10％ 程度 に ま で 落

ち込 ん だが，カ テ キ ン 類 を 添 加 し た もの は 1時間加温 し

DMSO
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図 5．31’−0 一メチ ル エ ピ ガ ロ カテ キ ン ガ レ
ー

トに よ る肝 細胞 の 低温

障害か らの 保護．播種 細 胞 数 を LUOとし ，24時間 4°C で 保 存後の ，
生存肝 細胞 数 を示 す．3

”−OMe は S”−O一メ チル ユ ビ ガ ロ カ テ キ ン

ガ レ
ー

トを 0．4　mM ，1〕MSO は ジ メ チル ス ル ポ キ シ ドを 10％ 加 え

保存 した こ と を 示 す．

たときとほ ぼ同等の 生存率 で あっ た ．こ の 結果 は ，
セ ル

バ ン カ
ー

は，保存中 の 細胞 の 生存をある程度確保する が ，

保存後そ の 細胞 を使用す る場合，急速 に 細胞死が 起こ る

の に 対 し，カ テ キ ン は 保存中も保存後 も，あ る程度細胞

死 を抑制す る こ と を 意味 して お り，肝細胞 を 医 薬品開発に

利用す る場合，カ テ キ ン が有利 で あ る こ とが 示 唆され た．

　カ テ キ ン は ，どの よ うに して 細胞 を低温障害 よ り守 っ

て い るの か に つ い て も検討 を加 え た．カ テ キ ン は 先 に 述

べ た ように，ア ポ ト
ー

シ ス ・ネ ク ロ
ー

シ ス を抑制す る こ

と も
一

因 で あ る こ と が考え られる．細胞内の 活性酸素種

を 取 り 除 く こ ともメ カ ニ ズ ム の
．・

っ で あ る と考 え て よ

い ．こ れ 以 外 の 作用はない の か に つ い て検討を行 っ た．

　低 温 保存後 の 肝 細胞機能 （今回 は 尿素合成能） に っ い

て 調 べ て み る と，カ テ キ ン で 保存 し た場合，保存終了後

1時 間 の 加 温 で は，肝特異的機能 の
一

つ で ある尿素合成能

が 非常に低く，加 温 を 24時問行 っ た 場 合 に 尿 素合成能 が

回復す る傾向 に あ る こ とか ら，カ テ キ ン 添加倍地中で は

保存 中，細胞 の 尿 素 合成能な どの 代謝 が 非常に低 レ ベ ル

に抑制 され て い る こ とが 分 か っ た．こ の こ とは，細 胞 の

代謝を抑え る こ とで エ ネル ギーの ロ ス を防がれ，ま た 有

害な活性酸素種 の 発 生 も抑 え られ る た め，カ テ キ ン の ラ

ジ カ ル ス カベ ン ジャ
ー

能が有効に活用 され，細胞 の 低温

保存 に 見 られ た よ うな結果を得た と考えて い る．

　 しか し ， カテ キ ン の 作用 は ま だ
一
卜分で な い こ と も確 か

で あ り，今後 は 今回の 知見を基 に して ，よ り細胞保存率

の 高 く細 胞 機能 も損 なわれ な い 細胞保存法 の 開発 を 目指

したい と考 え て い る．ま た，今 回 の 知見は臓器保存 に 役

立 っ と 考え られ る．

カ テ キ ン 機能 の 強化
7〕

　 こ れ まで 見て き た よ うに カ テ キ ン ，特 に 緑茶 カ テ キ ン

の 主成分 で あ る EGCG は 細胞 死 抑制・毒素 よ りの 細 胞 保

護 ・細胞 の 低温保存 に お い て有効で あ っ た． し か し，そ

の 効 果 は 必 ず し も
．
卜分 なもの で あ る と は 言 い 難 い 面 もあ

る．そ こ で，筆者 らは EGCG の 機能強化 を試 み た ．カ テ

キ ン 類 は良好な金属 キ レ
ー

タ
ー

で ある こ と もよ く知 られ

て お り，こ の 点を生 か し，EGGG の 機能強化 を 行 うこ と

が で きない か と考え て，種 々 の 金属 イオ ン の 添加効果 を

調 べ た．

　そ の 結果，亜鉛 （Zn） を EGGG と共 に 添加 す る こ と

で，図 2 の 10 分 の 1の 旦GGG 濃度 で ， 図 2 と同様 の 結果

を 得 る こ とが で きた ．つ ま り，Zn 添加 に よ り EGGG の

機能向上が見 られ た こ と に な る．

　 ス ペ ク 1・ル 測定な どの 結果 よ り ， EGCG は Zn と錯体
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を形成 して い る こ と が わ か っ た ，図 6 は 亜鉛 と EGCG
の 比 を 変 え て BB に 対 し て の 細胞保護効果 を見 た もの

で ，Zn −EGCG の 効 果 が 横 ば い とな る 量 比 が ，　 Zn と

EGCG の 錯体で の 構成 比 とな る．すなわ ち，こ の 錯体 は

Zn （EGCG ）？とい う構 造を持 っ て い る こ と が 判明 した．

　 EGCG を Zn で 錯体化す る こ と は，上 記 の 細胞保 護 に お

い て 有効で あ る ばか りで な く，細胞 の 低 温保存に お い て

もEGGG の 機能 を強化するとの 結果 も得 て い る ．

　で は ，なぜ EGCG を Zn で 錯体化す る こ とで EGCG の

機能 が 強化 され る の か に つ い て検討を行 っ た，まず，最

初に考えられた の は錯体の ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ
ー

能 が

高ま っ て い る こ とで あ っ た ．し か しなが ら，EGCG 錯体

の ラ ジカ ル ス カ ベ ン ジ ャ
ー

能を測定 して みる と，錯体 は

EGCG と 同程度 の ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ
ー

能 し か もっ て

お らず，機能強化機構は ラ ジ カ ル ス カベ ン ジ ャ
ー

能 の 強

化 で はない こ とが判明 した ．次に，抗酸化能 の 向上 が考

え ら れ た。そ こ で ，錯体 と EGCG との 間に 酸化 されやす

さに お い て 差 が 見 られるか どうか を，サ イ ク リッ クボル

タ ン メ ト リーに よ り評価 した．そ の 結果を図 7 に 示 す．

　サ イ ク リ ッ ク ボ ル タ ン メ ト リーに お い て も両者 に違 い

は 見 られなか っ た．以 上 か ら，Zn 錯体形成 に よ り EGCG

の 物性的な変化 は 起 こ ら な い こ とが 推察 され た ．

　で は なぜ
， 錯体 と な っ た 場合，先 に 見 られ た よ うな機

（哺 ）
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図 7．EGCG お よ び そ の Zn 錯体 の サイ ク リッ ク ボル タ ン モ グラ
ム ．a，　 EGCG ；b，　 Zn−EGCG ．作用 極，対極，参 照極 は そ れ ぞ

れ グ ラ ッ シ ー
カ
ーボ ン ，白金 ，Ag ！AgCl 電解液 は メ タ ノ

ー
ル と0．l

M リン 酸緩衝 液 （pH 　7．4） とメ タ ノ
ー

ル を等量 混合 したも の ．

能強化が生 じた か，その 機構 は，カ テ キ ン は 非常に 酸化

を 受 けや す い 物 質で あ り，最初に酸化 され る部位 は Zn と

錯体を作る箇所 で あ る．こ の こ とは 吉岡 らにより報告 さ

れ て い る Cu とEGCG の 錯体 の ESR に よる研究か ら推察

す る こ とが で き る．S）つ ま り，錯体を作 る こ とで 自動酸化

が抑 え られ ，そ の 効果の 持続時間が長くな っ た の が 理 由

と考 え られ る．ま た
， 錯体 を 作るこ とで 細胞 へ の 取 り込

みや代謝 も遅 くな り，効果 の 持続時間が 延び る可 能 性 も

あ り，．ヒ記 の い くつ か の 要因が 複合 して，今 回 紹介した

結果 を 生ん で い ると考えて い る．

　今後，さ ら に研究を進め錯体化 に よ る機能強化 の メ カ

ニ ズ ム を 明 らか に し て い き た い と考 え て い る．
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