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研究成果の概要（和文）：本研究では、ポリフェノールの1つであるプロシアニジンB2（PCB2）にガレート基を
付加した化合物がT細胞の活性化を抑制するメカニズムを明らかにすることを目的とした。PCB2ガレートはT細胞
の解糖系を抑制することで、mTOR/HIF-1シグナルを抑制し、炎症性サイトカインであるTNF-αの翻訳を抑制し
た。さらに、解糖系酵素の一つであるLDHに結合したTNF-αのmRNA量がPCB2ガレートにより増加した。以上のこ
とから、PCB2ガレートはT細胞の解糖系シグナルを阻害することで、TNF-αの翻訳を抑制することが明らかにな
った。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to clarify the mechanism by which a 
procyanidin B2 (PCB2) with gallate groups, which is one of the polyphenols, suppressed the T cell 
activation. PCB2 gallate suppressed mTOR / HIF-1 signaling by suppressing T cell glycolysis and 
suppressed translation of the inflammatory cytokine TNF-α. Furthermore, the amount of TNF-α mRNA 
bound to LDH, one of the glycolytic enzymes, was increased by PCB2 gallate. These finding suggested 
that PCB2 gallate suppresses the translation of TNF-α by inhibiting the glycolytic signaling 
pathway of mTOR / HIF-1 in T cells.

研究分野：食品免疫学

キーワード： プロシアニジン　T細胞　サイトカイン　炎症　解糖系

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、PCB2ガレートが代謝を制御し、免疫反応を制御することを明らかにした。現在、免疫代謝を制御す
る食品成分が同定された報告はなく、世界に先駆けて明らかにしたと言える。また、PCB2ガレートはT細胞から
のサイトカイン産生を抑制し、炎症を抑制する効果が示されたため、慢性炎症によって引き起こされる免疫関連
疾患の予防・軽減効果を持つ可能性がある。将来的に、PCB2ガレートが免疫関連疾患の症状を軽減し、健康長寿
をサポートする食品由来成分として実用化されることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

生体における恒常性を保つためには、細胞のエネルギー代謝調節が適切に維持されることが
重要である。例えば、代謝を制御する酵素の遺伝子に異常が起こると、エネルギーの恒常性が破
綻する。これによりエネルギー産生が解糖系に依存し、がんの発生につながることが報告されて
いる[1]。免疫担当細胞における代謝の変調は、慢性炎症だけでなく、自己免疫疾患や敗血症な
どの様々な疾患の引き金になることが報告されている[2]。そのため、免疫細胞の代謝調節を介
した免疫制御、つまり「免疫-代謝システム」の調節が疾患の予防・軽減において重要である。 

プロシアニジンは、リンゴ、カカオ、ブドウなどの食品に多く含まれるポリフェノールの 1 つ
である。プロシアニジンの中で、エピカテキンの二量体であるプロシアニジン B2（PCB2）は免
疫調節機能として、マクロファージに対して抗炎症効果をもつことが報告されている。研究代表
者らは、これまで免疫細胞に対する効果が未知であった PCB2 にガレート基を付加した PCB2

ガレートを合成し、PCB2 ガレートによる T 細胞の機能制御について検証した。その結果、PCB2

ガレートが T 細胞で過剰に産生される IFN-γ産生を抑えることを明らかにした[3]。加えて、
解糖系最終産物である乳酸量が PCB2 ガレートの添加により有意に低下することも確認した。
しかしながら、PCB2 ガレートがどのようなメカニズムで T 細胞の免疫-代謝を制御しているの
か、また PCB2 ガレートは生体内でも効果を発揮するかについては不明である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、PCB2 ガレートによるサイトカイン産生抑制効果について代謝制御を介した作用
機序を明らかにする。また、PCB2 ガレートと相互作用する細胞内のタンパク質を同定し、作用
するシグナル伝達を明らかにすることを目的とする 

 

３．研究の方法 

本研究では、PCB2 の 3 位および 3”位にガレート基を付加した PCB2 
3,3”-di-O-gallate（PCB2 ガレート）を使用した（図 1）。本化合物
は、信州大学農学部の真壁秀文教授によって合成された（４）。 

マウスより磁気ビーズ法で単離した CD4 陽性 T 細胞に対して、抗
CD3 抗体および抗 CD28 抗体（抗 CD3/CD28 抗体）刺激下で PCB2 ガレー
トを添加し、24 時間の培養を行った。培養上清中の TNF-αおよび IFN-
γレベルを ELISA で測定した。解糖系の抑制を確認するため、培養上
清中に含まれる乳酸量を Glycolysis Cell-Based Assay Kit を用いて
測定した。また、蛍光標識したグルコースである 2-NBDG を用いて細
胞の糖取り込みを評価した。 

PCB2 ガレートが制御する解糖系シグナル経路を解析するために、
CD4 陽性 T 細胞に抗 CD3/CD28 抗体刺激下で PCB2 ガレートを添加し、
Hypoxia-inducible factor 1 α（HIF-1α）、p-mTOR、p-p70S6Kinase
（p70S6K）の発現をウェスタンブロッティング法で解析した。 
PCB2 ガレートが HIF-1αおよび mTOR を介してサイトカイン産生を制御することを確かめるため
に、HIF-1αの活性化剤である DMOG、阻害剤である PX-478、mTOR の活性化剤である Leucine、阻
害剤である Rapamycin を使用した。CD4 陽性 T 細胞に対して、抗 CD3/CD28 抗体で刺激し、それ
ぞれの活性化剤および阻害剤を添加した。活性化剤については、PCB2 ガレートとの共添加も行
った。培養 24 時間後の培養上清を採取し、TNF-αおよび IFN-γレベルを ELISAで測定した。 
 PCB2 ガレートの解糖系を介したサイトカインの翻訳制御を解析するため、RNA 免疫沈降法を
用いて解糖系酵素である Lactate dehydrogenase（LDH）に結合した TNF-α mRNA 量を解析した。 
 統計処理に関して、有意差検定は一元配置分散分析法（One-way ANOVA）と Tukey の多重比較
法を用いて行い、有意水準は P<0.05 とした。 
 
４．研究成果 
① CD4 陽性 T 細胞のサイトカイン産生に対する
PCB2 ガレートの影響 

抗 CD3/CD28抗体で CD4陽性 T細胞を活性化さ
せ、産生されるサイトカインに対する PCB2 ガレ
ートの影響を検証した。培養上清中の TNF-α お
よび IFN-γ レベルを ELISA で測定したところ、
PCB2 ガレートの添加で有意に低下した（図 2）。
以上のことから、PCB2 ガレートは CD4 陽性 T 細
胞のサイトカイン産生を抑制することが示され
た。 
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図 1．PCB2 ガレートの 
構造式 



 

 

 
② CD4 陽性 T 細胞の解糖系に対する PCB2 ガレートの影響 

次に、PCB2 ガレートの解
糖系への影響を評価するた
めに、解糖系の最終産物で
ある乳酸を測定することと
した。抗 CD3/CD28 抗体で
CD4 陽性 T 細胞を活性化さ
せ、PCB2 ガレートで処理し
た時の培養上清中の乳酸量
を測定したところ、PCB2 ガ
レートの処理で有意に低下
した（図 3A）。 

また、蛍光標識した 2-
NBDG を用いて、糖取り込みについて検証した。その結果、抗 CD3/CD28 抗体の刺激で増加した 2-
NBDG の蛍光強度が、PCB2 ガレートの処理で有意に減少した（図 3B）。以上のことから、PCB2 ガ
レートは糖の取り込みを阻害し、解糖系を抑制することが明らかになった。よって、PCB2 ガレ
ートは解糖系を阻害することでサイトカイン産生を抑制する可能性が示唆された。 
 
③ PCB2 ガレートの解糖系シグナルに対する影響 

CD4 陽性 T 細胞が活性化すると、mTOR のシグナルが亢進し、解糖系酵素を制御する HIF-1α の
発現が増加して、解糖系
が促進される。これらの
解糖系シグナルに対す
る PCB2 ガレートの影響
を検証した。CD4 陽性 T
細胞を抗 CD3/CD28 抗体
で活性化させ、PCB2 ガ
レートで処理した時の
HIF-1α の発現をウェ
スタンブロッティング
で解析した。その結果、
HIF-1α の発現は PCB2
ガレートの処理で有意
に低下した（図 4A）。加
え て 、 mTOR お よ び
p70S6K のリン酸化も、
PCB2 ガレートの添加で
低下した（図 4B）。以上のことから、PCB2 ガレートは解糖系を制御する mTOR/HIF-1α シグナル
を抑制することが示された。 
 
④ PCB2 ガレートのサイトカイン産生制御に対する mTOR/HIF-1α シグナルの影響 

PCB2 ガレートが HIF-1α の発現を低下させることが明らかになったため、PCB2 ガレートによ
る HIF-1α を介したサイトカイン産生制御について検討した。HIF-1α の活性化剤である DMOG
を PCB2 ガレートとともに CD4 陽性 T 細胞に添加したところ、PCB2 ガレートによる TNF-α およ
び IFN-γ の低下が回復した（図 5A）。一方、HIF-1αの阻害剤である PX-478 で処理したところ、
TNF-α および IFN-γ の産生は有意に低下した（図 5A）。 

同様に、mTOR のシグナルの関与についても検討を行ったところ、mTOR の活性化剤である
Leucine を PCB2 ガレートとともに添加すると、PCB2 ガレートによる TNF-α および IFN-γ の低
下が回復し、mTOR の阻害剤である Rapamycin の処理で、これらのサイトカイン産生は有意に低
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図 4．HIF-1a、p-mTOR および p-p70S6K の発現に対する PCB2 ガレートの影響 

図 5．PCB2 ガレートのサイトカイン産生に対する mTOR/HIF-1aシグナルの影響 

 



 

 

下した（図 5B）。以上のことから、PCB2 ガレートは解糖系を制御する mTOR/HIF-1α シグナルを
介して、サイトカイン産生を抑制することが示された。 
 
⑤ PCB2 ガレートによる解糖系を介したサイトカイン翻訳制御の解析 
 PCB2 ガレートは CD4 陽性 T 細胞の
mTOR/HIF-1 経路に作用することで解
糖系および TNF-α産生を抑制するこ
とが示された。また、CD4 陽性 T 細胞
における TNF-αは、解糖系酵素 LDH に
よって翻訳が制御される報告がある
[4]。そこで、LDH に結合した TNF-α
の mRNA 量を解析するため、抗 CD3/28
抗体刺激下で PCB2ガレートを添加後、
培養した CD4 陽性 T 細胞を回収し、抗
LDH 抗体を用いて RNA 免疫沈降を実施
した。無処理のサンプル（10% Input）
および免疫沈降サンプル（IP）において LDH のタンパク質レベルをウェスタンブロットで解析し
たところ、LDH のバンドを検出することができ、LDH が免疫沈降されていることを確認した（図
6A）。免疫沈降後のサンプルを用いて、LDH に結合したサイトカイン mRNA 量を解析した結果、抗
CD3/28 抗体刺激で LDH は TNF-αmRNA から解離し、PCB2 ガレートがその解離を抑制しているこ
とが確認された（図 6B）。以上の結果から、PCB2 ガレートは LDH と TNF-α mRNAの結合を維持す
ることで、TNF-αの翻訳を制御していることが示唆され、PCB2 ガレートによる解糖系の制御に
伴う TNF-α産生抑制のメカニズムが明らかになった。 
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図 6．PCB2 ガレートのサイトカイン翻訳制御メカニズム 
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