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報 文

緑茶飲料中カテ キ ン類の CYP3A4 に よ る代謝系へ の 阻害効果

の解析

中村　拓己
1
，浅田　絵美

1
， 永田　佳子

1
， 金澤　秀子

＠ 1

Effect　of 　metabolic 　inhibition　against 　CYP3A4 　by　catechins 　in

　　　　　　　　　　　bottled　green　tea　drinks
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Catechins，画 or 　polyphenol　constituen 聡 of 　green　tea，　are 　well   own 　because　of 　their 　antiox
−

idant　activity　and 　chemopreventive 　effects 　against 　cancers ．　 Wc 　determined　catechins （catechin

（C），・pi・・t・・hi・ （EC ），
・pigal1・ ・atechin （EGC ），・picat・・hin　g・ll・ t・ （EGG ）・・pig・ll・・ atechi ・ g・1−

late（EGCG ）and 　gallocatechin　gallate（GCG ））in　bottled　green　tea 　drinkS．　 The　effects 　of 　tem −

P… tu・e ・ n 　thc 　c ・ nve ・・i・n ・f　EGCG 　t・ GCG 　by ・ h・・ t　t・eatm ・nt　were 　exami ・ ・d・ Thc　epime 「−

ization　reaction 　seemed 　to　proceed 　slowly 　around 　80℃，　and 　was 　observed 　to　occur 　rapidly 　at　98℃・

In　this　study ，　we 　also 　investigated　the 　effect 　of 　metabolic 　inhibition　against 　CYPI　A4 　by　individual

catechins ．　The 　inhibition　effectS 　of 　the 　gallate　catechins 　wcrc 　greater　than　those　of 　non
−gallate

catechins ．

Kaywords ： catechins ；cpimerization ；GYP3A4 ；green　tea．

1 緒 言

　近年，健康志向の 高 ま り，ペ ッ トボ トル の 導入な どで ，

緑茶 は そ の 消費量 を急 速 に 伸 ば しつ つ あ る．緑 茶 の 主要成

分 で ある カ テ キ ン類 の 効果
・
効能 は，発 が ん抑制作凧 抗

しゅ よ う作 用，突 然 変異抑制作用，活性酸素 の 消去，抗酸

化作用，血 中コ レ ス テ ロ ール 低下 作用，血圧 上 昇抑制作用

な ど
1〕− S）

多岐 に わ た り，そ の 機能が 注 目 され て い る ．現在，

カ テ キ ン類 は お茶 か らの 摂 取 の み な らず，様々 な 製品 に添

加 され る など，多方面で 利用 され て い る．

　 カ テ キ ン 類 は フ ラバ ンー3一オー
ル 骨格 を も ち，ヘ テ ロ 環

（C 環） の ＊C2 ，

＊Q 位 に 2個 の 不 斉炭素を もつ 光 学活 性 な

化合物で ある．フ ラ バ ンー3一オー
ル 骨格 に は理 論的に は，4

種 の 異性体 が存在す る が，茶葉中に 存在す る カテ キ ン 類 は

（
一
）−epi 体 と （＋ ）一体及 び （

一
）−epi 体 の ガ レ

ートが 報 告 さ

れ て い る の み で ，（
一
）一体や （＋ ）−epi 体 は検 出 され て お ら

［
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ず ， 茶葉から分離され た とい う報告は，製茶 の 工 程又 は殺

菌工 程
4｝−5＞

にお け る 熱異性化 に よ っ て 生 じた もの で あ る と

され て い る
1｝．緑茶中最も多 く含まれ て い る カ テ キ ン 類 は

エ ピ ガ ロ カ テ キ ン ガ レ
ート （EGCG ）で あり，本研究 で は，

市販 の 茶飲料中 の EGCG 及 び そ の 熱異性化体で あ る ガ ロ

カテ キ ン ガ レ
ー

ト （GCG ），エ ピ カ テ キ ン （EC ），エ ピ ガ

ロ カ テ キ ン （EGC ），エ ピ カ テ キ ン ガ レ
ート （EGG ），カ

テ キ ン （C ）及 び カ フ ェ イ ン （GAF ） の 定量 を行 っ た

（Fig，1）．

　また，カ テ キ ン類 の 機能の
一つ と して，薬 物 代 謝酵 素 シ

トク ロ ーム P450 （cytochrome 　P450，　 CYP ） に よる代謝活

性 化 の 阻 害 が 挙 げ ら れ
7｝，こ の 作用 は カ テ キ ン 類 の 抗 が ん

作用 メ カ ニ ズ ム の
一

つ で あ る と考 え られ て い る．薬物代謝

に は 多 くの 酵素が か か わ っ て い るが ，第 1相 の 薬物代謝反

応 の 約 80％ に 関与 す る と い わ れ て い る の が CYP で ある ．

CYP は 遺伝 子 ス ーパ ーフ ァ ミ リ
ーを 形成 し て お り，人 に

お け る 薬物代謝型 は 約 20 種あ る が ，中 で も CYPIA2 ，

CYP2A6 ，　 CYP2C9 ，　 CYP 　2　C 　19 ，　 CYP2D6 ，　 CYP2El ，
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Fig・1　Structures　of 　catechins

（＋ ）
−C ： （＋ ）t ・techi・ ，（

一
）
−EC ・ epi ・a … hi・・（つ

一EGC ・ epig ・U・・a・echi ・ ，（
一
〉
・ECG ・ epi ・a … hi・ gal−

1・t・
・ （つ 一EGGG ・ epig ・ll・・at・・hi・ 9a11・t・，（

一
）−GCG ・ 9・11・ ・ at ・・hi・ g・il・t・

CYP3A4 の 7 種類 が ヒ ト肝 の 薬物 代 謝 に関与す る 主 な GYP

分 子種 で あ る
S）．また ， 今まで 緑茶 に 含まれ る カ テ キ ン 類

の 生体機能 に関す る研究 は数多く行わ れて きたが ，そ の 熱

異性化体の 活 性 につ い て の 報告 は 少 ない ．よ っ て 本研究 で

は ， EGCG の 熱異性化体で あ る GCG も含め た カ テ キ ン 類

の CYP3A4 代謝系 に 対す る阻 害効果 の 解析 を行 っ た ．

2　実 験

Table　l　Linearit
ア of 　calibration 　curve 　and 　recovery

　　　　 ofsolid 　phase　extraction

Equation
り一
r Recovcry，％

EGCCCAFEGEGCGGCGECG】／＝0．713X − 2．91
y ‘3．46X − 4．01
γ＝ISIX − 22．4
y ＝3．39X ＋ 9．64
｝
7＝7，37X − 5．42

｝
7＝8．11X − 5，25

｝
／＝11．3X − 1．50

0，99960
．99940
．99930
．99760
．99980
．99990
．9996

94，896
．196
，898
，193
．79L890

．6

　2・1 装　置

　カ テ キ ン類 の 定量 に お い て は，送液 ポ ン プ ： HITAGHI
L −6320，検出器 ： HITACHI 　L−4250　UV −VIS 　Detector ，デー

タ 処理 ： HITACHI 　D −7500 を用 い た．また ，
　 CYP3A4 代謝

系に 対す る カ テ キ ン類 の 阻害効果の 解析に お い て は，送液

ポ ン プ ： HITAGHI 　L7100 ，検 出 器 ： HITACHI 　L −7400
， デ

ー
タ 処 理 ： HITACHI 　D−7500，オ

ー
トサ ン プ ラ ー

：

HITACHI −L7200 を用 い た．また，　 pH メ ーターは HORI −

BA 　D−22，遠 心 分離 に は EF −1300 （TOMY 製）を使用 した．

　 2・2 試　薬

　（＋ ）−C，（
一
）−EC ，（

一
）−EGC ，（

一
）−ECG ， （

一
）−EGCG ，

（一）−GCG は sigma 製 を使用 した．テ ス トス テ ロ ン ，エ チ

レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸 （EDTA ），リ ン 酸二 水 素 カ リ ウ ム ，

CAF ，ア セ トニ トリル は 和光純薬製を ，
　 CYP3A4 ，

　 NADPH

Regenerating　System は GENTEST 製を使用 した．6β一ヒ ド

ロ キ シ テ ス トス テ ロ ン は 住友化学製を用 い た．

　 2・3 実　験

　2・3・1　内標準法 を用 い た カ テ キ ン 類の 検量 線　　内標

準物質 と して ，β
一ヒ ドロ キ シ エ チ ル テ オ フ ィ リ ン （lmg

ml
−1

）を用 い た．溶離液 は，　 A 液 ；50　mM リ ン 酸二 水素 力

y ＝peak　area 　ofstandard 　catechins ／peak 　area 　ofI ．S ；X ＝con −
centrati ・ n ・f ・ atechins （μg　ml

−1
）；r；・ ・ rrelati ・ n … mcient

リ ウム 水溶液 （pH　3）：CH ／iCN 　＝　94 ；6 と B 液 ；5  mM リ

ン 酸 二 水素 カ リウ ム 水溶液 （pH 　3）：CHsCN 　＝＝　80 ： 20 を

用 い た．linear　gradient法 に よ り C ，　 EC ，　 ECG は 12．5〜

100・P9・ml
− 1
，　 EGC ，　EGCG ，　 CCG ，　 CAF は 25 〜200・Pg

ml
’i

の 範囲 で検 量 線 を作成 した （Table　1）．紫外 の 測 定

波長 は 280　nm9
♪

，カ ラ ム は lnertsil
 

ODS −3 （100 × 4，6

mm 　ID ，　 GL 　Sdences 製） を使用 した．また，緑茶試料 に

つ い て も同様 の 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（HPLG ）の

条件 を用い て 測 定 した．

　2・3・2　前処理 に お け る回 収 率の 決 定　　緑茶試料を測

定する 際，Sep−Pak  

Plus　Cls （Waters 製）を用 い た 前処理

を行 うた め ，標準品を用 い て 固 相 抽 出 法 に よ る回 収率 を求

め た （Table　 l）．回 収率の 算出は
， 固 相 抽 出 を行う前の カ

テ キ ン類標準品濃度 と固 相抽出後の カ テ キ ン 類標 準品 濃度

の 比 か ら求め た．緑茶試料 の 前処理 法は Fig．2 に示 した．

　2・3・3 緑 茶試料 の 測定　　数種 の 緑茶飲料 （ペ ッ トボ

トル の 市 販 品 ） を 2・3・2 の 固相抽出 と 同様 に 前処 理 し，

内標準物質 を加えた後 に，前述 の HPLC 条件 で 分析 した ，

N 工工
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Sep・Pak   Plus　Cl8

↓
　conditioning 　Methanol　2ml ，　Water 　5ml

　　　　　　　 O．05M 　KH2PO4 （pH3 ）5ml

Table　2　Concentration　of 　catechins 　in　bottled　green
　 　 　 　 tea 　drinks

Sample

　 　 　 　 　 　
一1

Catechins／从9　ml

EGG 　　 C　　 GAF 　　EC 　 EGGG 　GCG 　 EGG

Green　tea　5ml

卜 O．05M 　KH2PO4 （pH3 ）5ml

ABCDEFG 79，2　　 26．0　　　95，0　　31．5
92．1　　27．3　　113．3　　39．0
64．5　　19．0　　　82．1　　16，1
75，0　　27．0　　114．2　　20．9
79．5　　28．7　　11LO 　　35，0
49．3　　　18．6　　124．O　　l4．4
62，4　　 25．8　　　88，2　　36．7

52ユ 　　　50．6　　16，7
74．2　　 79．8　　 22．6
47．3　　53．4　　　13．6
72．4　　88．3　　22．9
73．4　　80，4　　22，4
78，7　　73．4　　 24，0
68．4　　　77．8　　　23．7

Elution　with
O．05M 　KH2PO4 （pH3 ）： CH

，
CN ＝ 70 ：305ml

Fig．2　The　scheme 　Qf 　solid 　phase　extraction

また，緑茶 の 抽 出 温 度を変化 させ た際 （45，80，98 ℃ ）

の カ テ キ ン 類 に つ い て も同 様 に 定 量 した （抽 出 時 間 は 30

分で，茶葉 O．2g を 100　ml の 水で 抽出）
1°）11）．

　2・S・4　CYP3A4 に よ る 代謝系へ の カ テ キ ン 類の 阻害効

果の 解析　　CYP3A4 の 基質 に は テ ス トス テ ロ ン を 用 い ，

その 代謝物 で あ る 6β一ヒ ドロ キ シ テ ス トス テ ロ ン の 生成 に

お け る カ テ キ ン 類 の 影響 に つ い て 検 討 し た．反 応 は全 量

0．5m1 ， 100　mM リ ン 酸緩衝液 （pH　7，4） の 条件下 で 行 っ

た．リ ン 酸緩衝液中で CYP3A4 （30　pmol ），基質 （2   

μM ），阻害物質と して 用 い た カ テ キ ン類 ， 50 μMEDTA に

NADPH 　Regenerating　Systeln （1．3　mM 　NADP
＋

， 3．3　mM

グ ル コ
ー

ス・5 リ ン 酸，0．4Um1
−1

グ ル コ ー
スーa リ ン 酸脱水

素酵素，3．3mM 　MgC12） を加 える こ と で 反応を開始した．

反応時間は 50 分間とし，アセ トニ トリル O ．5　ml で 反応を

停 止 させ た．そ の 後 ， 遠 心 分 離 （13000　rpm ，15分）を行

い ，上 澄み に 内標準物質 （デ キ サ メ タ ゾ ン
， 100　pM ）を

加 え，HPLC に よ り測定 した．本研究で は，基質濃度を
一

定 （200 μM ） と し ，
カ テ キ ン類濃度 を 変化 （200，100，

50，25，12．5 μM ） させ たときに 生じる代謝物量を測定 し，

カ テ キ ン 類 を 加 え て い な い と きの 代 謝 物 量 を 100％ と し

て ，そ の 活性 を 示 し た．ま た，HPLC の 溶離液 に は 20

mM 酢酸 ア ン モ ニ ウ ム水溶液 と ア セ トニ トリル の 混液を 用

い ，紫外 の 測定波長 は 254nm ，カ ラ ム は Mightysil　RP−18

GP （150× 4．6　mm 　1．D，関東化学製）を使用 した．

Sample　A 〜E ；Japanese　green 　 tea ；sample 　F〜G ： Chinese

green　tea

3 結果及び考察

　3・1 ペ ッ トボ トル 飲料 （緑茶）中 カテ キン類の 定量

　Table 　 2 にペ ッ トボ トル 中の 緑茶 カ テ キ ン 類定量 の 結果

を示 し，Fig．3 に は ，　 sample 　E の ク ロ マ トグ ラ ム を示 し

た．どの 飲料 で も，EGCG と GCG と EGC の 含有量が 高

か っ た．EGCG と GCG の 総量 は，本研究 で 測定 した ペ ッ

b ボ トル 中 の 緑茶中総 カ テ キ ン 類量 の 約 40〜50％ で あ

d
口

口
O
αD
 
　
9
邸

Φ

9
目
邸

ゆ
旨

O
の

⊇

＜

1．S
　 3

1〜

　 5

4

＼

6

7

　 5　 10　15 　20　25　30

Retention　time ／min

Fi昏 3　Chromatog 皿 m 　of 　sample 　E

l ； E   ，2 ： C ，3 ： CAF ，4 ： EC ，5 ： EGCG ，6 ： GCG ，7 ：

EGG ，1．S ： β一hアdroxyethアltheophylline

り，その 比 は 約 1 ： 1 で あっ た．それ は，EGCG が 殺菌工

程 な どで 熱異 性化 し，GCG に 構造変化す る と い う過去の

文献
1！｝

と一致す る．

　本研究で は，緑茶 （日本）と中 国緑茶の 2 種に つ い て

検討 した ．中国緑茶 の ほ うが 日本 の 緑茶 よ り，EGCG ，

EGC 含量 に つ い て は多い との 報告があ る が
2），測定した 緑

茶飲料 におい て，日本 の 緑茶と中国緑茶 に優位な差は認め

られ なか っ た．こ れ に つ い て は
， 使用 した 茶葉 の 量 ， 抽出

条件などメ ーカーに よ る 差に そ の 原因 が ある こ とが 考えら

れ た．

　3・2　抽出温度 に よ る カ テ キン 類量の 影響

　緑茶抽出温度を変化 させ た際 （45，80，98℃）の カ テ

キ ン 類 の 濃度 を Fig．4 に 示 し た ．．抽出温 度 に よ り， 抽出
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一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

772 BUNSEKI 　 KAGAKU Vol．52　　（2003）

0410210010

　（
U
　

O
　

O

8
　

6
　

4
　

20

　
　
　
　

　
　（肖．
ヨ

讐）

の

口祠
謂
O
Φ

→

邸
O

璃

O

属
O喟

9

邸
臼

ρ

自

Φ
U

口
OO

0410210010

　

0
　

0
　

0

8
　

6
　

4
　

20

　

　
　

　

　
　

　（昌゚
【

日
bD
試）

ω

q刺
ぷ
O
 紛
釘
O

蘭

OqO

咽
臼

郎
』り
帽
 

O
口

OQ

0410210010

　　
0
　　
0
　

0

8
　

6
　

4
　

20

　

　

　

　
　
　
（門
h
目
60

置）

の

口咽
調
O
 ρ
邸
O

申

O

口
O喟
9
郎

』り
口
Φ

9
口

OO

（a）

（b）

゜

（爵   評 e・
tS
ず

（c）

゜
詩   評 評 避

e
譜   評 謔 ぜ

Fig・4　Goncentration　of 　catechins 　in　extracted 　green
tea　at　different　temperature ｛（a ）45℃，（b＞80℃，（c ）

98℃ ｝

1，2

　

1
　

　
　

8
　

　
　

6
　

　
　

4．
　

　

2

　

　
　

　

　

α
　
　
α

　
　
α

　
　
α

8刷
捻
H

爵
。

壱
台−

器

 

8
』

83
の
 

ご
o

告

三
ぢ
く

00

　　　　　50　　　　100 　　　 150　　　200　　　 250

　Concentration　of　catechins 　1 μ M

Fig．5　1nhibitory　effect 　of 　catechins 　against 　CYP3A4

▲ ： EGC ，● ： EC ，◆ ： EGG ，■ ： EGCG ，口 ： GCG

d
口

口
寸

ゆ

 

→
邸

 

O
冐

羇
諏
臼

O
の

』

ぐ

口
口

目

マ

の

囚

靼

 

 

O
【【
邸

の
hOo

曾

ρ

＜

d
日

儲

寸

ゆ
σ煽

→

邸

Φ
Oq

雨

⊇
臼

00
摯

ρ

＜

（a ）

　 　5　 　 10　 　 15
Retention　time ！min

（b）

（c）

51015
Retention　time ！min

−
ー
⊥
▼

仁

　　 2　　　 3

51015
Retention　time ！min

Fig．6　 Chromatograms 　 of 　 metabolic 　inhibition
against 　GYP3A4 　by　catechins （1 ： 6β一hydroxytestos −
terone ，2 ： dexamethasone （1，S），3 ： testosterone ）

An 　incubation 　 mixturc 　 consisted 　 of 　lOO　mM 　phos−

phate　buffer （pH 　7，4），．50　pM　EDTA ，　CYP3A4 （30
pmol ），catechins （O〜　200　pM ），0．2　mM 　 testostcrone ，
and 　NADPH 　Regenerating　system 　in　a 　final　volume 　O．5
ml ．　 （a ）EGCG 　O μM ，（b）EGCG 　50　pM ，（c）EGCG

lOOμM

された カ テ キ ン類量 は 異なっ た．抽出温度 45℃ で は，ほ

とん ど EGCG は 熱 異 性 化 して い な い の に対 して ，80℃ で

は 少量，98 ℃ で は 大量の EGCG が GCG に熱 異 性化 して

い る こ とが 分か っ た．こ の こ とか ら，水で 緑茶を抽出する

際，ほ ぼ 80 ℃ 付近 か ら熱 異 性化が 起 こ る と い うこ と が推

測 で きる ．ま た，EGC 量 は，45 ℃ で 抽出 した 際 に
一・．
潘 多

くな っ た．こ れは，EGCG や EGG な ど疎水性 が 高 い カ テ

キ ン 類 に 比 べ ，EGG は 親水性 が 高い の で ，抽出温度 に か

か わ らず抽 出 さ れ た こ とが 推測 さ れ る ．抽出 温 度 80℃ 以

上 で は，EGC 量 は 減少 した が ，こ れ は 熱異性化 し た可能

性が考え られ る．
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報　文 中村，浅田，永田，金 澤 ： 緑茶飲料中 カ テ キ ン類 の CYP3A4 に よ る代 謝系へ の 阻害効果の 解析 773

　3・3CYP3A4 代謝系に 対す る カ テ キ ン類の 阻害効果 の

解析

　CYP3A4 代謝系 に 対す る カ テ キ ン 類 の 阻害効果 を示す グ

ラ フ を Fig．5 に ，　EGCG の GYP3A4 代謝系へ の 活性 を測

定 した 際の ク ロ マ トグ ラ ム を Fig．6 に示 した．　CYP3A4 代

謝 系 に対 す る カ テ キ ン 類の 阻害効果 は，カ テ キ ン 類の 種類

に よ っ て 異 な っ た．EGGG や GCG ，　 ECG な ど ガ レート構

造をもつ カ テ キ ン 類 で は そ の 阻害効果 は大 きく，その 構造

をもた ない カ テ キ ン 類 に お い て は，阻 害効果 は 小 さか っ

た．3・1 の 結果 より，緑茶飲料中 に は EGCG の 熱異性化

体で あ る GCG も多 く含まれ る こ とが 明 らか と な っ た が，

GCG の 薬物代謝系に対す る 活性 に つ い て は，こ れ まで ほ

とん ど報告が なか っ た．本研 究 に よ りGCG は，　 EGCG と

同 程度の GYP3A4 阻害活性 が あ る こ とが 明 らか とな っ た．

他 の CYP 分子種 を用 い た代謝系へ の 効果 に つ い て も現在

検討中 で あ る．
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要 旨

　市販品の 緑茶中の 主 要成分 で ある カテ キ ン 類 は，そ の 製茶工 程ある い は 殺菌工 程 で 熱異性化が 起 こ る こ とが 知 られ て お

り，緑茶 カ テ キ ン類 の うち含有量 の 最 も多 い と され て い るエ ピガ ロ カ テ キ ン ガ レート （EGGG ） は ，
ペ ッ トボ トル 飲料 に

お い て は，そ の 熱異性化体 で ある ガ ロ カ テ キ ン ガ レ
ート （GCG ） と ほ ぼ 1 ： 1 の 割合 で存在して い た．また ， 抽出温度を

変化させ た 実験 か ら，緑茶 は お よそ 80℃ 付近か ら，熱異性化が起 こ り，抽出温度が 98℃ とな る と EGCG の 熱異性化 は

更 に 進 む こ とが 確認 さ れ た．更 に，こ れ ら カテ キ ン 類 の シ トク ロ
ー

ム P450 （CYP ） 3A4 代謝系 に 対す る 活性 に つ い て 検

討 し た結果，構造中 に ガ レ
ートを有す る カ テ キ ン 類 で あ る EGGG ，　 GCG ，

エ ピ カ テ キ ン ガ レート （ECG ）の ほ うが ガ レ

ート構造を持たない カ テ キ ン類 と比較して 阻害効果 が大 きい こ とが 明 らか と な っ た．した が っ て
， CYP3A4 代謝系 に 対す

る カテ キ ン類 の 阻 害効果 は ，
ガ レ

ー
ト構造の 有無 に よ り大 きく．影響 され る こ とが 示唆 され た．
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