
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２２年 ４月１３日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

研究種目：若手研究 (B) 
研究期間：2008～2009 
課題番号：20780101 
研究課題名（和文） 食品ポリフェノールの酸化付加反応による蛋白質の修飾と生理作用 

発現機構の解明                  

研究課題名（英文） Elucidation of biofunctional expression mechanism of food polyphenols 
by oxidative modification of protein 

研究代表者 

赤川 貢（AKAGAWA MITSUGU） 

大阪府立大学・生命環境科学研究科・助教 

研究者番号：70405356 

 
 
 
研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞内の蛋白質へ酸化付加反応を介して共有結合する食

品ポリフェノールを評価・探索するとともにその標的蛋白質の同定を行った。さらに、ポリフ

ェノールの結合によってもたらされる標的蛋白質の機能変化と細胞応答を並行して解析するこ

とによって、ポリフェノールの多様な生理機能の発現機構を解明することを試みた。その結果、

主要な緑茶ポリフェノールである epigallocatechin-3-gallate (EGCG) の標的蛋白質を同定し、そ

の抗癌作用への関与を明らかにすることができた。 
 
 
研究成果の概要（英文）： In the present study, we searched for polyphenols that covalently bind to 
cellular proteins. A major green tea catechin, epigallocatechin-3-gallate (EGCG), was identified to bind 
to cellular proteins with high affinity. The regulation mechanism of protein function by the binding of 
EGCG was examined. We also identified cellular protein targets of EGCG in several functional 
categories including energy metabolism, glycolysis, chaperone, and RNA processing. The binding of 
EGCG to the target protein was suggested to be closely involved in anti-cancer effect of EGCG.  
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１．研究開始当初の背景 
 近年、ポリフェノールが、抗癌作用、抗ア
レルギー作用、血圧上昇抑制作用、抗動脈硬
化作用などの様々な生理作用を持つことが

報告され、ポリフェノールの摂取による癌や
循環器疾患などの生活習慣病の予防効果に
大きな期待が寄せられている。ポリフェノー
ルの摂取による健康増進効果は、その強い抗



酸化活性の解明によりひとつの化学的根拠
が与えられた一方で、多くの研究が進む過程
で抗酸化活性だけでは説明できない様々な
生理作用も報告されてきている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、細胞膜上や細胞内の蛋白質シ
ステイン残基へ酸化付加反応を介して共有
結合する食品ポリフェノールを評価・探索す
るとともにその標的蛋白質の同定を目的と
した。さらに、ポリフェノールの結合によっ
てもたらされる標的蛋白質の機能変化と細
胞応答を並行して解析することによって、ポ
リフェノールの多様な生理機能の発現機構
を解明することを試みた。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞蛋白質に結合する機能性食品ポリ
フェノールの評価・探索 
 代表的な食品ポリフェノールをヒト培養
細胞に投与し、細胞蛋白質への結合を評価
した。また、得られた知見からそれぞれの
ポリフェノールの反応性と構造の相関を解
析した。 
（２）ポリフェノールとモデル蛋白質の化学
的解析 
 結合能が認められたポリフェノールとモ
デル蛋白質を反応させ、蛋白質機能へ与える
影響を評価した。さらに、詳細な構造化学的
解析を行いその結合部位と構造を決定し、細
胞蛋白質の機能変化との相関を調べた。 
（３）フォーカスドプロテオミクスによるポ
リフェノール標的蛋白質の解析 
 細胞培養系においてポリフェノールが結
合する標的蛋白質を網羅的に同定し、機能解
析を行うことでポリフェノールが発現する
生理作用の作用機序の解明に着手した。研究
代表者らは、既にカテコールとフェニルボロ
ネイトアガロース (PBA) ゲルの親和性を利
用することによって特異的にカテキン付加
蛋白質をアフニティー分離する技術の開発
に成功している。本研究では、この技術をフ
ォーカスドプロテオミクスに応用すること
でポリフェノール標的蛋白質の同定を行っ
た。 
（４）ポリフェノールの蛋白質への結合によ
って誘導される細胞応答の解析 
  ポリフェノール標的蛋白質の機能解析
から得られた情報をもとに、推定される細胞
応答を解析しポリフェノールの生理作用発
現メカニズムの解明を蛋白質側から試みる。
また、特に癌細胞を用いることによって抗癌
作用への関与を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）本研究では、緑茶の主成分であるポリ
フ ェ ノ ー ル 、 (–)-epigallocatechin-3-gallate 

(EGCG) が他のポリフェノールと比較して非
常に強い蛋白質結合能を持つことを明らか
にした。以下、本研究成果の概略を記す。 
（２）緑茶カテキンは、抗癌作用、血圧上昇
抑制作用、血中コレステロール調節作用、血
糖値調節作用、老化抑制作用、抗アレルギー
作用などの多彩な生理機能性を有すること
が知られている。これらの機能性は、主に緑
茶カテキンの非常に強い抗酸化活性によっ
てもたらされると考えられていたが、最近に
なって、緑茶カテキンとタンパク質などの生
体分子との相互作用が、機能性発現の重要な
分子機構の一つであることが明らかにされ
つつある。主要な緑茶カテキンであり最も強
い活性を有する EGCG の標的タンパク質とし
て vimentin、GRP78、および 67 kDa ラミニン
レセプターなどが同定されており、それらの
タンパク質への結合が機能性の発現に関与
しているという報告がなされている。しかし
ながら、その作用機序や結合機構は十分には
解明されていない。我々は、EGCG の自動酸化
によって生成する EGCG キノンが、タンパク
質のシステイン残基のチオール基に求電子
的に共有結合すること、さらに、その結合に
よってタンパク質機能を制御しうることを
見出している (図１)。タンパク質中のシス
テイン残基は、多様な酵素の活性中心として
機能するほか、酸化還元反応を介してシグナ
ル伝達のスイッチとして作動することで生
体機能を調節している。したがって、緑茶カ
テキンが持つ多様な生理機能性の発現には、
EGCG のシステイン残基への共有結合が関与
している可能性が考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 １  (–)-epigallocatechin-3-gallate (EGCG) 
の自動酸化を介した蛋白質への共有結合 
 
（３）本研究では、培養細胞において EGCG
が共有結合する細胞内標的タンパク質を同
定し、EGCG の結合によってもたらされる標的
タンパク質の機能変化を解析することによ
って、緑茶カテキンのもつ生理機能性の発現
機構を解明することを目的とした。 
（４）ヒト胃癌細胞株 AZ521 細胞に EGCG を
投与し、抽出した細胞タンパク質を SDS-PAGE
で分離した後、PVDF 膜に転写し、カテコール
基を特異的に検出する redox-cycling染色を
行って、EGCG 結合タンパク質を検出した。そ
の結果、EGCG 濃度依存的に陽性バンドが複数
検出されたことから、EGCG が細胞内タンパク



質に結合することが明らかになった。また、
カ テ コ ー ル 基 に 親 和 性 を も つ
m-aminophenylboronic acid (PBA) ビーズを用
いて pull-down 法による EGCG 結合タンパク
質の分離を行い、SDS-PAGE によって分離後、
銀染色および redox-cycling 染色を行った。
その結果、EGCG 濃度依存的に陽性バンドの増
加が観察されたため、PBA ビーズによる EGCG
結合タンパク質の精製法を確立することが
できた。EGCG の標的タンパク質を同定するた
め、PBA ビーズによる精製後、二次元電気泳
動を行い、PMF 法による解析を行った。その
結果、vimentin や GRP78 など、すでに EGCG
と相互作用することが報告されているタン
パク質を含む 12 のタンパク質の同定に成功
した。本研究では、同定した標的タンパク質
の中で、p68 に着目した。p68 は DEAD box RNA 
helicase ファミリーの一員であり、RNA スプ
ライシング、翻訳、およびリボソームの発生
などの RNA 代謝において機能し、個体の成長
や発達に重要な役割を果たしている。最近に
なって p68 は、癌細胞において過剰に発現し
ており、c-myc や cyclin D1 などの癌関連遺
伝子の転写活性化を誘導する-catenin のコ
アクチベーターとして機能し、癌の発生と進
展に密接に関与していることが明らかにな
り、癌治療における抗癌剤の新しい分子標的
として注目されている。したがって、EGCG の
p68 への結合が緑茶カテキンの抗癌作用の発
現に関与している可能性が考えられた。 
（５）EGCG の投与によって AZ521 細胞の増殖
阻害が観察されたため、EGCG が発現する抗癌
作用への p68 の関与を検証した。EGCG の投与
によって p68 のリン酸化レベルや b-catenin
との複合体形成には影響が認められなかっ
たが、細胞質と核内の p68 と-catenin のタ
ンパク質レベルの顕著な減少が観察された。
さらに、-catenin の標的癌遺伝子産物であ
る c-myc と cyclin D1 の発現レベルが減少す
ることも明らかになった。次いで、EGCG が
p68 タンパク質レベルの減少を誘導するメカ
ニズムを検証した。タンパク質合成阻害剤で
ある CHX の投与は、p68 レベルに影響を与え
なかったが、CHX と EGCG の同時投与は、経時
的に p68 レベルを減少させた。さらに、プロ
テアソーム阻害剤である MG-132 処理によっ
て EGCG が誘導する p68 レベルの減少が阻害
されたことから、EGCG はプロテアソームを介
した p68の分解を促進することが明らかにな
った。以上の結果から、EGCG は p68 に結合す
ることによってプロテアソームを介した p68
の分解を誘導して、-catenin の標的癌遺伝
子の転写を抑制し、癌細胞の増殖を阻害する
という抗癌作用発現機構が考えられた (図
１)。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 １  (–)-epigallocatechin-3-gallate (EGCG) 
の自動酸化を介した蛋白質への共有結合 
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