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研究成果の概要： 

健康な成人女性の末梢血より好中球を単離し、protein kinase Cの賦活剤である PMAで刺激、

好中球細胞質内の顆粒に活性酸素を産生させ、この活性酸素を、酸化されると蛍光を発する

H2DCFDA で標識した。各種の植物に含まれる polyphenol、catechin、tocopherol (vitamin E)、

の抗酸化剤を PBS で 1mM, 10mM, 100mM の 3 段階の濃度で作用させ、抗酸化の程度を蛍光

顕微鏡で形態学的に観察して評価するとともに、Flow cytometry を用いて、レーザーの励起光

488nm を用いて、580nm の緑色の蛍光を gateG1 で前方および側方蛍光強度を測定し、阻害

度を生化学的定量的に測定した。その結果、polyphenol、catechin、tocopherol は濃度に比例

して、抗酸化度は正の相関を示した。In vitro ではなるが、その阻害度は polyphenol が 97.4%、

tocopherol が 43.0%、catechin が 44.4%であった。このように、自然の中で日中太陽からの紫

外線に曝されることから、これらの植物由来の化学物質は、自身を護る働きを持つものである

が、程度の差はあれ、ヒト好中球で産生される活性酸素に対して、強力な抗酸化作用を有する

ことが明らかとなった。なお、本研究は本学のヒト研究倫理委員会の承認を得て実施された研

究である。 
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１．研究開始当初の背景 

好中球は、人体では体内に侵入した細菌を
認識して、血管より組織中へ遊走し、貪食
し、強力な活性酸素で酸化殺菌する作用を
持つ、生体内で生体防御の第一線で働く重
要な細胞である。この活性酸素を産生する
のは NADPH oxidase なる酵素で、この酵素
は従来形質膜にあるとされていたが、我々
は酵素組織細胞化学的方法を応用して、特
殊顆粒に類似の現在分泌顆粒と呼ばれる顆
粒の限界膜にあることを見出した。またこ
の顆粒中に産生された活性酸素は細菌を貪
食していない時には好中球外へ放出され、
細菌を貪食した場合は、この貪食胞内へ放
出され、酸化殺菌に働くことを見つけた。
この機構を制御するメカニズムを明らかに
すれば、活性酸素による組織細胞の障害に
由来する各種の疾患を予防することができ
る、臨床的に有意である。 
また、この活性酸素陽性顆粒の標識には、
酸化されると蛍光を発する H2DCFDA を用
い、蛍光顕微鏡、あるいは共焦点蛍光顕微
鏡で観察することが、その細胞内動態の研
究には非常に有利であることを報告してい
る。 
 
 

２．研究の目的 

種々の疾患が活性酸素の酸化作用により、好
中球の周囲の正常の組織細胞が傷害される
ことにより、惹起することが指摘されている。
それゆえ好中球のこの活性酸素産生ならび
に顆粒の動態を制御する情報伝達機構を明
らかにすることは、この傷害機序により生じ
る疾患を予防するためにも重要である。先ず
抗酸化作用をもつといわれる物質で、栄養に
関連する植物由来の polyphenol、catechin、
tocopherol (vitamin E)の抗酸化作用につい
て、その細胞内動態ならびに抗酸化作用の程
度について検索し、活性酸素陽性顆粒の細胞
内動態を明らかにすることを試みた。 
 

 

３．研究の方法 

健康な成人女性の末梢血を 6%Dextran 2ml

を入れた試験管(以下すべてプラスチック製)

に入れ、30 分間室温に精置し、赤血球を沈殿
させる。上澄みをプラスチックスポイトで採
取し、pH7.3 の分離用 PBS 緩衝液(2.7M 

NaCl, 0.05M KCl, 0.02M KH2PO4, 0.13M 

Na2HPO4）10ml を入れた試験管に取り、
1000 回転で 5 分間遠心分離する。得られた
ペレットにスポイトで 2ml の分離用 PBS を

加え、ピペッティング後、2ml の Histopaque

を加え、その後 1500 回転 10 分間遠心分離す
る。得たペレットに混入している赤血球を冷
却した蒸留水を 1ml を加えて、10 数回ピペ
ティングする。その後分離用 PBS を加えて、
1000 回転 15 分間遠心分離する。得たペレッ
トは tripane blue弁別染色法で95%の細胞は
生きており、98%の細胞は好中球で、あるこ
とを白血球分画検査法で確認している。
protein kinase C の賦活剤である PMA で好中
球を刺激して、NADPH oxidase を活性化し、
産生された活性酸素を H2DCFDA で蛍光標識し
た。10mM H2DCFDA を DMSO に溶解し、保存液
とし、これより 4μl を蛍光顕微鏡用あるい
は Flow Cytometry 用試料に加え 37℃ 20 分
間恒温水槽中で震とうし、観察あるいは測定
に供した。阻害実験では、それに polyphenol、
catechin、tocopherol (vitamin E)等の抗酸化
剤を 100mM、10mM、1mM の 3 段階で 37℃ 
20 分間恒温水槽中で作用させ、それぞれの活
性酸素産生の阻害の割合を、形態学的に蛍光
顕微鏡で観察するとともに、生化学的定量的
に flow cytometry で前方ならびに側方の蛍
光強度を測定し、活性酸素の阻害度を求めた。 
 

 

４．研究成果 
1）polyphenol 

Flow cytometry の測定結果 
阻害剤 polyphenol を用いないで、好中球を
PMA で刺激し、活性酸素を産生させると、
前方および側方の蛍光散乱強度のスッキャ
ッタで好中球 1万個のゲート１のヒストグラ
ムの蛍光濃度の平均は 1879.55 であった。
Polyphenol を 100mM、10mM、１mＭの濃
度の調整し、好中球活性酸素産生溶液に作用
させ、どの程度阻害されているかを測定する
と、これらの濃度のいずれにおいても、蛍光
強度は低下していた。すなわちゲート１での
蛍光濃度の平均は、100mM では 49.66、
10mM では 297.54、1mM では 1171.00 であ
った。Polyphenol はその濃度勾配に比例して、
活性酸素の産生を阻害することが明らかと
なった。またその阻害の効果は、100mM で
97.4%、10mM で 84.17%、1mM で 37.7%で
あった。 

蛍光顕微鏡による観察 

同一視野を明視野像と蛍光顕微鏡像で観察
した。Polyphenol を作用させない場合には、
明視野像でみられる敷石のように並んだ細
胞内の顆粒には、蛍光顕微鏡で蛍光を発して
いるのが観察された。Polyphenol を上記の濃
度で作用させた場合、flow cytometry での阻



害の効果に応じて、蛍光顕微鏡による観察で、
細胞内の顆粒が減尐していた。 

2) catechin 

Flow cytometry の測定結果 

Catechin を抗酸化剤として用いた場合、
catechin 無添加では、flow cytometry の前方
および側方の蛍光強度のスキャタグラムの
ゲート１での蛍光濃度は 1690.46 であった。
100mM、10mM、1mM の catechin を作用
させると、それぞれのゲート１での蛍光強度
は、100mM 添加で、1046.57、10mM 添加
で、1227.84、1mM 添加で、1235.83 であっ
た。Catechin も polyphnol と同様に、濃度勾
配に比例して活性酸素産生を阻害し、その効
果は、100mM で 44.4%、10mM で 34.7%、
1mM では 34.4%の阻害効果を示した。 

蛍光顕微鏡による観察 

蛍光顕微鏡による観察でも、明視野像と蛍光
顕微鏡像を比較することにより、好中球内の
顆粒で蛍光を発する割合は、添加した
catechin の濃度に比例して、上記の割合で減
尐していくのが観察された。 

3) tocophenol 

Flow cytometry の測定結果 

Tocophenol (vitamin E)では、本物質無添加
の場合、好中球での活性酸素の産生を flow 

cytometry で測定すると、ゲート１での蛍光
強度は 1879.55 であった。 

蛍光顕微鏡による観察 

蛍光顕微鏡観察においても、ほとんどすべて
の好中球において、多数の顆粒が蛍光を発し
ているのが観察された。阻害実験では、
100mM tocophenol のゲート１での蛍光強度
は 1070.49、10mM は 1451.73、1mM で
1478.93 であった。その阻害効果は 100mM

で 43.0%、10mM で 22.8%、1mM で２１．
３％であった。 

結論 

今回検索した抗酸化物質の効果は濃度に比
例して、正の相関を示し、その阻害度は、
polyphenol が 97.4%、catechin が 36.5%、
tocopherol が 43.0%、であった。このように
今回検索した植物由来のこれらの化学物質
は in vitro ではあるが、強力な抗酸化作用
を示すことがヒト好中球で明らかとなった。
また。Flow Cytometry を用いた生化学的、定
量的方法は、H2DCFDA を用いて、産生された
活性酸素を測定し、形態学的に観察するのに、
非常に簡便で、精密な方法であることを強調
したい。 
特に polyphenolは強い抗酸化作用を示した。
polyphenol は一般に多くの物質を包含し、そ
の解析は困難であるが、いわゆるフレンチパ
ラドックスならびに種々の疫学的研究によ
り疾病予防の効果があることが知られてい
るが、本実験からも、示唆される。 
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