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研究成果の概要：緑茶は、生活習慣病の予防に効果を発揮することが期待されているが、機能

性の発現機構は解明されておらず、化学的根拠は得られていない。最近、多くの蛋白質が生体

内・外に存在する低分子化合物と相互作用し、生体機能を調節することが明らかとなった。本

研究では、緑茶の主要な機能性成分であるカテキン類と結合し生体機能調節に関与する蛋白質

を探索する為の方法論を確立し、血清あるいは細胞内で結合する複数の蛋白質を見出した。 
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１．研究開始当初の背景 
 緑茶に含まれるカテキン類は、抗酸化作用
や抗炎症作用、抗肥満作用など様々な生理機
能を有しており、ガンや動脈硬化などの生活
習慣病のリスク低下に効果を発揮すること
が期待されている。カテキン類の生理機能は、
一般に非常に強い抗酸化活性が担っている
と考えられているが、作用機構に関しては充
分な解明がなされていない。 
 カテキン類は、プロテアソームやマトリッ
クスメタロプロテアーゼを不可逆的に阻害
することで抗ガン作用を示すほか、酸化スト
レスの関与しない様々なシグナル伝達の調

節因子として働くことで、生理作用を示すこ
とが報告されている。そのため、カテキン類
の生理作用発現機構を理解するためには、抗
酸化活性では説明できない新たな作用機序
の解明が必要である。 
 カテキン類と蛋白質との結合による複合
体の形成は古くから知られている。カテキン
類の舌や口腔粘膜のペプチドや蛋白質との
結合による変性作用は、苦渋味を呈し、緑茶
においてはその味覚を決める重要な現象の
ひとつである。また、カテキン類は食品中の
蛋白質とも強く結合するため、食品科学分野
においては嗜好性だけでなく、調理、製造、



加工あるいは食品の機能性の損失の観点か
らも重要な現象である。このように、カテキ
ン類と蛋白質との相互作用は一般に広く認
識されているにも関わらず、カテキン類の示
す生理作用の観点からはこれまであまり研
究が進んでいなかった。 
 近年、ガン細胞の増殖抑制に関与するカテ
キン結合分子として 67-kDa ラミニンレセプ
ターが報告され、カテキン類と蛋白質の相互
作用の重要性が明らかとなった。しかしなが
ら、カテキン類と結合する蛋白質の探索はほ
とんど行われておらず、結合による蛋白質の
機能変化を構造化学的に証明した研究例は
少なかった。 
 
 
２．研究の目的 
 カテキン類と結合する蛋白質をプロテオ
ーム解析により決定し、カテキン類と蛋白質
の結合反応や蛋白質構造変化を化学的に解
析することで蛋白質の機能変化を明らかに
し、カテキン類の様々な生理機能の作用機序
を解明することを目的とした。 
 この目的を達成するために、カテキン類と
結合した蛋白質を分析する新しい方法の開
発を当初の目標とし、これを利用した分子標
的の決定をその後の目標とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) カテキン類と結合した蛋白質の検出、精
製及び構造解析を行うための方法論の開発
を行った。モデル蛋白質としてヒト血清アル
ブミン、モデルペプチドとして CAMKII（ペプ
チド配列：MHRQETVDC）を用いた。 
①カテキン類と蛋白質との結合を簡便に検
出する方法として、レドックスサイクリング
染色法(電気泳動後に PVDF 膜に転写し、膜上
でニトロブルーテトラゾリウムの還元によ
る紫色の沈殿を利用した染色法) の利用を
試みた。 
②カテキン類が結合した蛋白質を精製する
方法として、ホウ酸結合ビーズ（塩基性条件
下でカテコール構造と結合し、酸性条件下で
外れるビーズを利用）の利用を試みた。 
③カテキン類と蛋白質との結合構造を解析
する方法として、質量分析法(MS: カテ蛋白
質との結合による質量増加および MS/MSを利
用した結合部位の特定)の利用を試みた。 
 
(2) 緑茶に含まれる主要なカテキン類とし
ては、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 (ECg)、エ
ピガロカテキンガレート (EGCg) を使用し
た (図 1)。構築した手法を利用し、ヒトガン
細胞系においてカテキン類標的蛋白質の探
索を行った。探索法としては、二次元電気泳

動法と MS を利用したプロテオミクスにより
行った。さらに、標的となる蛋白質をモデル
蛋白質として利用し、結合様式、結合部位、
結合に関与する条件を解析するために質量
分析と種々の生化学的手法を用いて解析し
た。特にカテキン類の酸化安定性が蛋白質と
の結合に与える影響を評価した。 
 

A

B

C

EC
EGC
ECg
EGCg

R1 R2

H
OH
H
OH

H
H
Gallate
Gallate

図1 カテキン類の化学構造
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４．研究成果 
(1) はじめに、EGCg とヒト血清アルブミンと
をインキュベートした試料を用いて、レドッ
クスサイクリング染色の条件検討を行い、カ
テキン類と蛋白質との結合を検出する方法
を確立した（図 2）。これによりカテキン類が
結合した蛋白質を電気泳動で分離した後に、
青紫色の染色強度で結合の強弱を評価する
ことが可能となった。 
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 次に、ホウ酸結合ビーズを用いて条件検討
を行い、EGCg が結合した蛋白質の精製法を構
築した（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ROS

membrane

OH

OH

O

O

ROS

alkaline pH

O

O

HO

OH

OH
OH

OH

O
OH

OH
OH

O

O

HO

OH

OH
OH

OH

O
OH

OH
OH

glycine

図2 レドックスサイクリング染色によるカテキン結合蛋白質の検出
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図3 ホウ酸結合ビーズによるカテキン結合蛋白質の精製
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前記したレドックスサイクリング染色は、カ
テキン類との結合を簡便に評価することが
できるが、カテキン類が結合していない蛋白
質と結合した蛋白質を分離できないため、二
次元電気泳動による分離能を相当に高めな
い限り、MS による同定された蛋白質が必ずし
もカテキンと結合した蛋白質であるとはい
えない。本精製法の構築によりカテキン類結
合蛋白質のプロテオーム解析が可能となっ
た。 
 さらに、EGCg と CAMKII とをインキュベー
トした試料を用い MS による結合構造の解析
を行った。その結果、EGCg の結合による質量
増加は EGCG の質量 458-Da よりも 2-Da 小さ
い 456-Da であること、この結合は有機溶媒
や強酸性条件下でも解離しないことが明ら
かとなった。また、結合部位はシステイン残
基であることが明らかとなった。これらの結
果より、EGCg と CAMKII との結合様式は共有
結合であり、蛋白質中のシステイン残基が共
有結合の標的となることが示唆された（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの方法論の確立により、カテキン類と
結合する蛋白質の検出、分離、同定、構造決
定が可能となった。 
 
(2) はじめに、構築した方法論を用い、ヒト
胃ガン細胞 AZ521 に 4種のカテキン類を投与
し、レドックスサイクリング染色法により細
胞内蛋白質への結合を評価した。その結果、
結合性は EGCg が最も高く、次いで ECg が高
かった。ガロイル基を有していない EGC や EC
と細胞蛋白質との結合は殆ど検出されなか
った。これは、ガロイル基を有していないカ
テキン類の細胞膜への親和性が低く、細胞内
に取り込まれ難いためだと考えられた。EGCg
と細胞蛋白質との結合は他のヒトガン細胞
にも認められ、結合は投与濃度に依存的であ
り、投与 3時間で最も多くの結合が認められ
た。 
 次に、EGC と結合する蛋白質を同定するた
めに、レドックスサイクリング染色により最
も多くの結合が認められた条件において、ホ
ウ酸結合ビーズによる精製を行った。精製し
た蛋白質を二次元電気泳動により分離し、銀

染色により検出した。さらに検出した蛋白質
をトリプシン消化し MSにより同定した結果、
グリセルアルデヒド-3-リン酸脱水素酵素
（GAPDH）やグルタチオン S-トランスフェラ
ーゼ P1-1（GSTP1)が、EGCg と結合する蛋白
質であることが明らかとなった（図５） 
  
 

図5 EGCgか結合する細胞内蛋白質の精製と同定
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 そこで、GAPDH をモデル蛋白質として用い、
EGCg の結合による酵素活性の変化や結合部
位及び結合構造の解析を行った。その結果、
GAPDHの酵素活性はEGCgの結合量の増加に伴
い低下することが明らかとなった。MS による
解析の結果、EGCg は活性中心のシステイン残
基や酵素活性制御に関与する分子表面のシ
ステイン残基と共有結合することが明らか
となった。したがって、EGCg による GAPDH の
酵素活性の低下は、活性制御に関与するシス
テイン残基との共有結合により引き起こさ
れることが示唆された。 

Peptides (MHRQETVDC) 0.1mg/mLPeptides (MHRQETVDC) 0.1mg/mL
Catechins 100 Catechins 100 µµM at 37M at 37℃℃ for 1 h in pH 7.4for 1 h in pH 7.4

m/z m/z

EGCg

 EGCg とシステイン残基との共有結合には
EGCgのB環の酸化によるキノン構造の形成が
必須である。したがって、EGCg と蛋白質との
結合には EGCg の酸化安定性が重要であると
予想した。そこで、カテキン類の酸化安定性
が GAPDHのシステイン残基との反応性に及ぼ
す影響を評価した。中性の水溶液中での 4種
のカテキンの酸化安定性は EGCg・EGC >> 
ECg・EC である。GAPDH のシステインとの反
応性も EGCg と EGC が ECg や EC よりも高く酸
化安定性の結果と一致した。また、カテキン
類は pH がアルカリ性になるほど酸化安定性
は低くなるが、pH が高くなるほど反応性は高
まった（図 6）。さらに、GAPDH のシステイン
残基との反応性はビタミン Cやグルタチオン
などの抗酸化剤存在下では低く、ラッカーゼ
や過酸化水素など酸化を促進するものの存
在下では高くなった。 
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6.26.2 6.66.6 7.07.0 7.47.4 7.87.8 8.28.2
PB (pH)PB (pH)

図6 EGCgとGAPDHとの反応性に及ぼすpHの影響



以上の結果より、カテキン類と蛋白質システ
イン残基との反応性は、カテキン類の酸化安
定性に強く影響されることが明らかとなっ
た。また、システイン残基との共有結合反応
は GSTP1 においても認められ、GAPDH と同様
にカテキン類の酸化安定性が反応性に強く
影響した。 
 本研究により、カテキン類と結合し生体機
能調節に関与する蛋白質を探索する為の新
しい方法論を確立し、これを利用して複数の
蛋白質を同定することに成功した。また、蛋
白質との結合様式にシステイン残基との共
有結合を見出し、この結合反応がカテキン類
の酸化安定性に影響されることを明らかと
した。生体内は酸素分圧が低く、また細胞内
はグルタチオンなどの抗酸化物質の存在に
より還元状態に保たれている。しかし酸化ス
トレスの亢進により活性酸素種が生成する
と細胞内は酸化状態に偏ることが知られて
いる。カテキン類は抗酸化性を有しており、
細胞内で活性酸素を消去し、自身が酸化され
る。すなわち、EGCg は酸化ストレスにおいて
は生体内の蛋白質システイン残基と結合す
る可能性がある。蛋白質のシステイン残基は
シグナル伝達制御の最重要因子のひとつで
ある。EGCg とシステイン残基との結合は、蛋
白質機能ひいては細胞機能を制御する可能
性がある。一般にカテキン類の示す生理作用
は抗酸化活性によるものが多いと考えられ
ているが、本研究成果より、蛋白質システイ
ン残基との共有結合により酸化ストレスか
ら生体を防御するシグナルを伝達し、これが
カテキン類の示す生理作用を発現すること
が予想された。今後、更なる標的蛋白質を明
らかにし、その結合構造や機能変化を解析す
ることで、茶の機能性に化学的根拠を与える
ことが期待される。 
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