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緑茶 カテ キ ン を用い た生体組織保存液

玄 丞 烋 ＊ ・松村　和明

臓器 ・組織移植 と 保存液

　事故や疾病な どに より臓器不全になっ た患者 へ の 救命

手段 の
一

つ と して 臓器 ・組織移植が行われ て い る．従来

よ り行われ て き た こ の 臓器 移植 で あ る が，外 科 的技 術 の

向上 お よび新規免疫抑制剤 の 登場 に よ り最近 で は急激 に

件数お よび成功率 が 向 ト し，現在で は 世界 中で 移植医療

と し て 確 立 され る に 至 っ て い る．特 に ア メ リカ で は ， 脳

死患者 か らの 移植 も多 く，2002年 に は 計約 4，000，000件

も の 臓器 ・組織移植 が 行 わ れ て い る （表 1）．移 植 用 臓 器

は レ シ ピ エ ン トに 移植 され る ま で の 問，臓器保存液 に浸

漬し て輸送され る．保存液 の 中で 最も世界的 シ ェ ア が 大

きい もの は UW （University　of 　Wisconsin ）液 で
，

つ い で

ユ
ー

ロ コ リン ズ液 で ある．い ずれ も腎臓 ， 肝臓 ， 膵臓移

植用 に 主 に 用い られ，4QC に て 4 〜24 時間程度 しか臓器

を保存す る こ と が で きない ．1，2＞臓器移植 の 増加に伴 っ て

移植用臓器 の 保 存も重要 な研究課題 と して 残 され て お

り，よ りす ぐれ た 保存効果を持つ 保存液 の 開発 が 強 く望

まれ て い る，臓器 は 生体か ら切 り離され る こ と に よ り血

流が途絶え，活性が低 下 す る．種 々 の 臓器に 共 通 し て い

え る こ と は，虚 血 お よ び 血 流 再 開時 に 生 じ る フ リーラ ジ

カル が 引き金 とな り，細胞膜 の 脂質過酸化 に伴 う膜障害

が 起 こ り，そ の 結果臓器 の さま ざまな機能障害が生 じ る

とい うこ とで あ る．っ ま り，こ の 酸化に よ る細胞障害を

抑 え る こ とが よ り良い 保存液を開発す る こ との 鍵 とな る

可 能性があ る，

　
一

方，組織移植 は，表 1 か ら明 らか な よ うに臓器移植

よ りも 格 段 に件数 が 多 い こ と が 特徴 で あ る．組織 お よ び

細胞 は通常一196 °C で 保存 され て い るが，た とえば小 口径

血 管 の 場合，凍結 ・解凍 の 作業を行 うこ と に よ り障害 を

起 こ し，移植 に 問題 が残 る場合が あ る．ま た ，角膜は凍

結 に よ り内皮細胞 に障害を 与え る た め，凍結保存で きず

4℃ で 1週 間程度 の 保存 し か で きな い ．こ れ らの 組織 の 凍

結障害お よ び 常温 で の 保存時にお い て も活性酸素 に よ る

細胞 障害が 保存に悪影響を及 ぼす こ とが考えられ る．

　近年 ， 組織 工 学技術の 急速な進歩に よ り，培養皮膚や

培養軟骨，角膜が 臨床応用 の レ ベ ル ま で 近 づ い て お り，

組織 の 供給 が今後大幅 に伸び る可能性 が あ る．

　 ヒ トか らの 提供に よる 血液，細胞 ， 組織 臓器 ある い

は組織 工 学や遺伝 子 工 学技術 に よ り生産 され た 組織が 適

用 され る場 面 が 増大 して い る に も か か わ らず ，そ の 保存

技術や流通ネ ッ トワーク シ ス テ ム が 確 立 され て い ない の

が 現状 で あ る．そ こ で 我 々 は，保存時 の 細胞障害 を防 ぐ

目的 で 抗酸化活性 とい う点 か ら緑茶 カ テ キ ン に 注 目 し，

凍結す る こ とな く，組織 ・臓器 の 機能 を保 っ た ま ま保存

す る こ とが 可 能 な 保存液 の 研 究 開 発 に 取 り組 ん で い る，

表 1．ア メ リカ に お ける臓器 お よ び 組織移植 件数

1999 2000 2001 2002 2003

Organ　　Kidney

　 　 　 　 Liver

　 　 　 　 Lung

　 　 　 　 Pancreas

　 　 　 　 Intestine

12，4004

，707

　 8891

，298

　 71

13，3724

，962

　 9561

，346

　 79

14，1525

，178

　 1541

，S52

　 112

15，0015

，4251

，1481

，370

　 141

n ，d．

n ，d．

n ．d．

n ，d ．

n ，d ．

「
rissue　　　Cornea

　 　 　 　 Blood 　
＄tern 　cclls

　 　 　 　 Bone

　 　 　 　 Heart 　va 旦ves

　 　 　 　 Vas⊂ular

　 　 　 　 Skin

33，020

　 n ．d．

9．　70，00096

，000

　 n．d．

　 n ．d．

　 33，260

　 n．d，

　 n ，d ．

101 ρ00

　 n，d．

1，05L934

　 33ρ35

　 n ，d．

　 n ．d．

107，000

　 n ．d，

1，588．967

　 33，042132

，000

1，116，000112

，000794

，000

1，698，280

　 33，049127

，000

1，170．O〔〕 

Il8，000790

，000

1，820，237

n，d．，　no 　data．
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カテ キ ン に よる細胞増殖 コ ン トロ
ー

ル

　緑茶 カ テ キ ン 類 の 抗 ガ ン 作用 は 近年大きく取 り上 げら

れ，心 臓病 へ の 効果や代謝 の 活性化 などさまざまな効能

が 注 目を浴 び て い る．S・4）

　玄 らは マ ウス 線維芽細胞 由来 L929 細胞 お よび ブ タ 肝

細胞 を 緑茶カ テ キ ン で 処 理 する こ と で ，細胞分裂を い っ

た ん 停止 させ ，またその 洗浄により増殖 を再開 させ る こ

とが 可能 で あ る こ とを発見 した．5）フ ロ
ー

サイ トメ ト

リーを 用 い た 詳 細な検討 よ り，カ テ キ ン を投 与す る こ と

に よ り S期，M 期 の 細胞 の 減少 と と もに GOfGlraの 細胞

が増加 し，洗浄後 は徐々 に S お よ び M 期 の 細胞 が 増加 し

て くる こ とが 確認 され た．

　細胞 の 増殖 を機能 の 阻害な く抑制 で き る ならば，組織

と し て 定常 状 態 に あ る 細胞 の 代謝 を 抑 え る こ とに よ り，

保存す る こ と が 可能 で あ る の で は な い か と の 仮説 の 下，

我 々 は こ れま で 種 々 の 組織 の 保存を行 っ て きた．本稿 で

は ，
こ れ ら研究 の

一
部を紹介 し

， 非凍結組織保存液 の 可

能性 を報告す る．

角膜 の 保存

　角膜 とは眼球 の 表面にある透明な膜 で ，表面よ り5 〜

7 層 の 細胞が重層 した 角膜 E皮，コ ラ
ー

ゲ ン とプ ロ テ オ

グ リカ ン が 整然と配 列 した 角膜実質，お よび 内皮細胞 よ

り形成され るバ リア
ー機能と ポ ン プ機能を もつ 角膜 内皮

の 3 層 か ら構成 され て い る．感染 な ど の 外的疾患や 遺伝

的疾患，外傷 などに よ り透明性を喪失す る な ど して機 能

を 失 っ た 場 合，角膜移植 が 必 要 と な る．角膜 の 保存状態

は，良好 な 移植成績を得る 上 で 非常に重要な要素で あ る．

角膜の 場合，凍結保存は 内皮細胞 に 回復不能な 大 き なダ

メ
ージ を 与 え る た め，未凍結 で 保存 され て い る．こ れ ま

で さま ざまな保存 液 が 開発 され て き て い る が ，それ ら

の 目的 とす る と こ ろは，主に角膜組織 の 膨 潤 を防 ぎ，

viability を 維持する こ と で あ る．現在最も眼 科の 臨床 に

お い て 用 い られ て い る保 存液に Optisol  が あ げ られ る

が，保存期間 は 4°C で た か だ か 7 〜10 目 間で あ る．そ こ

で 我 々 は，緑 茶カ テ キ ン を Optisol  に 添加 す る こ とで ，

角膜 の 保存期間 の 延長 を 試 み た （投稿 中）．Optisoloに 各

種 濃度 に な る よ うに 緑茶 カ テ キ ン を加 え，そ の 中 に ウサ

ギ 強角膜片 を 浸漬 し4℃ で 24時間処 理 した．そ の 後，洗

浄し た角膜 を新た な Optisol  中 に て 2週 間保存 した ，図

1 に 保存角膜上皮 の ヘ マ トキ シ リン ・
エ オ ジ ン 染色像を

示 す ．Optiso1  の み に 浸漬した 場合，2週 間保存後 に は 上

皮組織 に 障害 が見 られ る の に 対 し，緑 茶 カ テ キ ン 添加

Optisol 
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図 L 保存角膜 E皮 に 対す る 緑茶 カ テ キ ン の 影響
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図 2．保存角膜 上 皮 の 増殖 能 に対 す る緑茶 カ テ キ ン の 影響．（A ）
ヘ マ トキシ リン 染色像，（B）増殖 面積．

OI）tisol  中で は 明 らか に 形態が 保 た れて い る．

　さらに ， 直径 3mm の 角膜 中心をく りぬ き， デ ィ ソ シ ュ

上 で 24 時間培養 した ときの 角膜上皮細胞 の 遊走を顕微

鏡 で 観察 し，そ の 面 積 を 調べ た 結果 を 図 2 に 示 す．カ テ

キ ン 添加 （⊃ptisol
 

中 で 処理 し た 角膜は増殖能 が 有意に

高 く，保存後 も viability が 保たれ て い る こ とが わか る．ま

た，角膜内皮細胞 に 関 して も，緑 茶 カ テ キ ン を 添加す る

こ と で，4°C で 4週 間 とい う保存期間に お い て 形態 が保

持 され る こ とが わ か っ て い る，以 上 の 結 果 か ら，緑茶 カ

テ キ ン によ り角膜 上 皮，内皮 ともに形態や機能 の 維持 に

有用 で ある可能性 が 示唆された．

膵島の 保存

　膵臓 に は 消化酵素 を 分泌す る だ けで なく，イ ン ス リン

や グル カ ゴ ン な どの ホル モ ン を分泌する内分泌器官 とし

て の 役割 が あ る．こ れ らホ ル モ ン を分泌 して い る数千個

の 細 胞 か ら な る 組織 を膵島ま た は ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 と呼

ぶ ．こ の 膵島 が 正 常 に機能 し なくな っ た 糖尿病患者 は

年 々 増 え て い るた め，膵臓移植や膵島移植，膵島再生の

研 究 が盛 ん に行 わ れ て い る．我が 国で も2004 年 4 月 に 京

都 大 学病院 に て 初 の 膵 島移植 が 行 わ れ，良好な結果 を納

め て い る．膵島移植に お い て，ドナー
膵臓 か ら移植用膵
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島 を 純化 し移植 まで 持っ て 彳〕
．
く道程 で ，い か に 活性 と機

能 を低下 させ ず に 保存す るか は非常に重要 で あ る．従来 ，

膵 島は 冷凍 で 保存され て い るが，解凍後の 生存率や機能

低 下 の 問題 で 移植 に は 使 われ て い な い ．玄 ら は ラ ッ ト膵

島を 緑 茶 カ テ キ ン で 処 理 す る と37°C で 2 ヶ 月間 も形態 の

み で な く生 理 活性 も保持 で き る こ とを見 い だ し た ．6）そ

こ で ，緑茶 カ テ キ ン を用 い て ヒ ト膵島の 保存 を試み た ．7）

通常，ヒ ト膵島は 単離 して か ら移植す る まで の 間，37ec

で培養す る．こ の と き の 培養液 に 所定濃度 とな る よ うに

緑茶 カテ キ ン を添加 し，48時問培養 し た 後，形 態，機能

を 評価 した．図 3 に 48 時間後 の 形態を示す．明 らか に

緑茶 カ テ キ ン を添加 した 培 地 の 丿iが 形態 を保 っ て い た，

図4 に 24 時間後 の 生存率を示す．緑茶 カ テ キ ン を 添 加 し

なか っ た 系で は 50％ 程度な の に比 べ ，緑茶 カ テ キ ン 添加

で は い ずれ の 濃度に お い て も 80％ を 超 え た 値 を 示 し た．

図 5 は保存後 の 膵島 か ら RNA を抽出 し，　 RIILP（］R を行 っ

た 結果 で あ る．BCL −2 タ ン パ ク は ア ポ ト
ー

シ ス を抑制

し，BAX タ ン パ ク は ア ポ ト
ー

シ ス を 引 き起 こ す転写 因 丁
一

　　 Catechln（125　pgtml）　　　　　　　　 Catechin（O μglmb）

図 3，緑茶 カ テ キ ン の 48時 間保 存後 の ヒ ト膵島の 形態への 影響
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図4．保 存 ヒ ト膵 島生存率 に 対す る緑 茶カ テ キ ン の 影響
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図 5．48時 間保存 ヒ ト膵 島の BGL −2お よび BAX 発 現 への 緑 茶カ

テ キ ン の 影響

で あ る．こ の 結果 よ り，緑 茶 カ テ キ ン 処 理 に よ り膵島細

胞 の ア ポ ト
ー

シ ス が 抑制 され て い る こ とが わ か る．また，

保存後 の イ ン ス リ ン 産 生 能 も低 下 して い な い こ とが確認

され て い る．外 科 于 術 を必要 と しな い 膵島移植 は 今後

糖尿病根治療法と して 確 立 される こ と は間違 い ない と考

え られ るが，そ の 際 に緑茶 カ テ キ ン が 活躍す る こ とが期

待 で き る．

血管の 保存

　次 に，ラ ッ トの 腹腔大動脈 を緑茶 テ キ ン で 長期保存 し

た 結果を示す．ラ ッ ト （Lewis　355　g） の 腹腔大動脈 （3

〜5　cm ）を採取 し，11ng11nlの 緑茶カテ キ ン 添加 培地 に

て 24 時 間 処 理 した 後，37°C で
一一

定期間保存 した ．保存4

週間後 の 血管の 力学的特性 を調 べ た と こ ろ，緑茶 カ テ キ

ン 未処理群 に 比 べ て 有意 に 形態を維持 し，採取直後 と同

程度 の 引張破断強度 ，伸度 を示 し た．ま た ，血管内 に 生

理 食塩水を流 し，そ の 血管内圧 に 対す る膨 張度 を 測 定 し

た と こ ろ，やは り緑茶 カ テ キ ン 処 理 の 保存 血 管 で は よ り

採取直後 に 近 い 値が 得 られ た．8 週 間 保 存 した血 管を同

種移植 に供 した と こ ろ ， 炎症反応 も起 きず，約 2ヶ 月後

に犠牲 死 させ る ま で 拒絶 されなか っ た （図6）．8｝

　ま た ，
ヒ トの 伏在静脈 の 保存も行 っ た ．伏在静脈 は バ

イ パ ス 術時 に移植 され る静脈 で あ る．緑茶 カ テ キ ン 処 理

後 ，37°C ，2 週 間の 保存期間に お い て 血管内皮細胞 の 生

存 が 確認 され ，elldothelial 　nitric 　oxide 　synthase （cNOS ）

（A ）

t
一

グラ。、 　† ． シピ ェ i、 「

　　　　（B）

認囃難1∫智
　 　 　 　 　 　 　 　

誥器艸訟 嚊姫 　
’tt／』

　 　 　 　 blood　vessel き；瓢＿遥鬘べ 灘 驫

図 6，緑 茶 カ テ キン lmg 〆ml で 24時 間処珥1後 2 ヵ 月 間 保 存 した

ラ ッ ト腹空 大動 脈 （A ）60H 後 の 血 管．血栓 が認 め られ な い ．

（B ）組織 切 月
．
の 光 学 顕 微鏡 f象
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の 発 現 も保 た れ て い た ．eNOS は 血 管拡張を促す
一

酸化

窒素を合成す る酵素 で あ り，血 管の 機能 が 保 た れ て い た

こ とが わ か る．ま た，血 管形 態 も維持 され て い た こ とが

わ か っ た．9）

神経の 保存

　2〔｝mnl の ラ ッ ト座骨神経を 1週間 Img ！ml の 濃度の 緑

茶 カ テ キ ン で 処理 後 ，4℃ で 3週間保存し同種移植 した．

移植 24 週後 の 電子顕微鏡 写 真を 図 7 に 示 す．緑茶カ テ

キ ン 未処 理群で は 軸策 の 数も減少 して い た が ，処理 群 で

は 軸索 が ミエ リ ン 化 され た 正 常 に 近 い 形状 を保 っ て い

た．また，シ ュ ワ ン 細 胞 の 生 存率 も有意 に 高い 結果が 得

られ た．

表 面 の 種 々 の レ セ プ タ
ー

タ ン パ ク 質 に 物 理 的 に 吸着 し，
シ グナ ル 伝達を

一
時的 に 阻 害 して い る可能性が示 唆され

る．す な わ ち，増殖因 子 に よ る信号が 伝達 され ず ，代 謝

活 性 が 抑制され る．ま た ，抗酸化活性 の ある 緑茶カ テ キ

ン が 細胞膜近傍 に多数存在す る こ とに よ り脂 質酸化 に よ

るフ リ
ー

ラ ジカ ル を 消 去 し，細胞膜破壊 を抑 え て い る可

能性 が あ る，そ して ，洗浄 に よ り緑茶 カ テ キ ン が脱着す

る こ とに よ り信号伝達が再開 され ，ス ム
ーズ に 増殖 が 開

始 さ れ る の で は な い か と考 え られ る ．組織 に お い て は，
細 胞 へ の 吸着 に加 え て細胞外 マ トリクス へ の 吸着が 起 こ

り，一・
時的な架橋の よ うに マ トリク ス を補強す る 役割を

果 た し，同 時 に MMP に よ る分解を阻害するこ とで ， 組

織 と して 長期 の 形態維持が可 能 に なると考えられ る．

組織保存 の メ カ ニ ズ ム

　緑茶 カ テ キ ン が どの よ うな メ カ ニ ズ ム で 細胞 の 増殖 コ

ン トロ
ー

ル と生体組織の 保存に 寄与 して い る の か，正 確

な と こ ろ は まだわ か らな い が，我 々 は 以 下 の よ うに 考 え

て い る．こ れ ま で，カ テ キ ン を含 む ポ リフ ェ ノ
ー

ル 類 に

さま ざま な 生 理 活性 が あ る こ とは多くの 報告 よ り明らか

で あ る．た と え ば，抗ガ ン 作 用 ，抗菌作用，心 臓病予 防

作用 な ど で あ る．こ れ ら の 作用 の メ カ ニ ズ ム と して は 大

きく以下 の ように 説 明 され て い る，まず，フ レ ン チ パ ラ

ドッ ク ス と して 赤 ワ イ ン の ポ リフ ェ ノール が 一
躍 有名 と

な っ た 心 臓病予防で あ る が ， こ れ は ポ リフ ェ ノ
ー

ル 類の

強 い 抗酸化活性 に よ り活性酸素が 消 去 され る た め で あ る

と 言わ れ て い る．S）抗ガ ン 作用 に 関 して は，ガ ン 細胞 を直

接 ア ポ ト
ー

シ ス に導く作用 と，マ トリクス メ タ n プ ロ テ

ア
ーゼ （MMP ）活性 を 阻害 し，ガ ン の 進行 を食い 止 め る

作用 を併せ 持っ こ とが 報告 されて い る．10・11）一方，正 常細

胞 で は ア ポ トーシ ス を引き起 こ さな い ．12）ま た，我 々 は 緑

茶 カ テ キ ン 類 が タ ン パ ク 質 と非 常 に 強 い 親和性 を持 ち，

叮逆性 の ある 強 い 吸着作用 を持 つ こ とを明らか に した．13）

　 こ れ らの 実験結果を総合す る と，緑茶 カ テ キ ン が 細 胞

　　 Fresh　　　　　 Catechin　　　　 Medium　（x4000 〕

図 7．S週間保存 後移植 した ラ ッ トの 24週 後 の 坐 骨神経 の 電子 顕
微鏡 像，

　緑茶 カ テ キ ン は角膜，膵島，血 管，神経 とい っ た 種 々

の 組織 の 未凍結 Fで の 保存 に きわめ て有効 で あ る こ とが

示唆 された，現在，日本 で は 東京 大学 病 院 と大 阪国立循

環 器 病 セ ン ター
に 「組織 バ ン ク 」 が 設 立 され て い る が，

こ こ で の 血 管，軟骨，皮膚や 心臓弁な どの 保存 は一196°C

で の 凍結保存法が 採用 され て い る．また，保存研 究も凍

結法 の 改良に 関す る もの で ある．しか し，凍結に は 細胞

破壊を防 止す る た め に ジ メ チ ル ス ル ポ キ シ ドを添加 す る

必 要 が あ り，そ の 毒性 の 問題 は解決 され て い ない ．我 々

は，今回種々 の 実験結果 か ら，今後 の さ らなるメ カ ニ ズ

ム の 解明を 詳細 に 調査す る と と も に，各種組織 の 常温 保

存法 と し て 緑茶 カ テ キ ン を用 い た 方法 の 提案 を行 うもの

で ある．
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