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研究成果の概要（和文）： 

茶カテキン類とタンパク質あるいはリン脂質との分子間相互作用を解析し、以下のような成果

を得た。 

１．水晶発振子マイクロバランス法により、ガレート型カテキン類のヒト血清アルブミン

（HSA）に対する親和性が、非ガレート型カテキン類に比べて 100 倍以上強いことを見出した。 

２．HSA は酸化したカテキン類と反応すると、カルボニルが生成することを見出した。 

３． 13
C でラベルされた ECg を合成し、13

C–31
P rotational echo double resonance 測定法によ

り、ECg のカルボニル炭素とリン脂質のリン原子との距離が 5.3 ± 0.1 Å であることを明ら

かにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 

1. The association constants obtained from the frequency changes of quartz-crystal microbalance 

(QCM) revealed interactions of ECg and EGCg with HSA that are 100 times stronger than those of 

EC and EGC.  

2. The most important structural element contributing to the formation of protein 

carbonyl in HSA by tea catechins is the pyrogallol structural motif in the B-ring, followed 

by the galloyl group. By both mass spectrometry and electrophoresis/blotting with redox-cycling 

staining, we revealed that pyrogallol-type catechins had higher reactivity with protein thiols than 

catechol-type catechins. 

3. We synthesized [
13

C]-ECg, in which the carbonyl carbon of the galloyl moiety was labeled by 

13
C isotope, and analyzed it by solid-state NMR spectroscopy. Solid-state 

31
P NMR analysis 

indicated that ECg changes the gel-to-liquid-crystalline phase transition temperature of DMPC 

bilayers as well as the dynamics and mobility of the phospholipids. The accurate intermolecular–

interatomic distance between the labeled carbonyl carbon of [
13

C]-ECg and the phosphorus of the 

phospholipid was determined to be 5.3 ± 0.1 Å by 
13

C–31
P rotational echo double resonance 

(REDOR) measurements.  

4. The DEAD-box RNA helicase p68, which is overexpressed in a variety of tumor cells and plays 

an important role in cancer development and progression, was identified as a novel EGCG-binding 

target. 
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１．研究開始当初の背景 

茶には数種類のカテキン類が含ま

れており、様々な生理機能が調べられ

た結果、個々のカテキン類の生理活性

強度に大きな差があることが明らか

になっている。多くの場合、その理由

は詳しく調べられていないが、特殊な

場合として細胞膜に存在するある種

のタンパク質がカテキンの受容体に

なっていることが報告されている。

我々はカテキン類が有する様々な生

理作用に共通するメカニズムを分子

レベルで明らかにするためには、リン

脂質およびタンパク質との相互作用

を化学生物学的な立場から解明する

ことが、必要であると考え、「ポリフ

ェノール類が細胞に作用するとき最

初に接触するのは細胞膜の脂質二重

層である」との仮定に基づき、カテキ

ン類をはじめとした植物ポリフェノ

ールの脂質二重層への作用を10年以

上にわたって調べてきた。その過程で

リポソームを用いた取り込み量や存

在位置の測定、HPLCやQCMを用いた親

和性や結合定数の測定、溶液NMRや固

体NMRの様々な手法を用いた、リン脂

質膜中でのカテキン類の存在位置・配

向性・動的挙動の解析等で成果をあげ

てきた。また、結合に関与する様々な

因子を明らかにしてきた。 

 一方、カテキン類は酵素や受容体を

含む多くのタンパク質と相互作用す

ることが報告されてきた。最近、我々

は、カテキン類と反応するタンパク質

の検出法、精製法、結合位置の解析法

を開発し、EGCgが血中で安定であるこ

と、さらにその安定性に寄与している

成分がアルブミンであることを見出

した。また、カテキン類が選択的に結

合した細胞タンパク質を明らかにす

ることに成功した。 
 

２．研究の目的 

茶に含まれるカテキン類がその機

能発現の過程で、リン脂質膜やタンパ

ク質などの生体成分と、どのような相

互作用をするかを、NMR、MS、quartz 

crystal microbalance (QCM)、電気泳

動等の、物理化学的、分析化学的、有

機化学的、生物化学的手法を駆使して

明らかにすることを目的とした。 
 

３．研究の方法 

(1)カテキン類（Fig.1）の脂質二重層

内における分子配向や位置を溶液NMR

と固体NMRの様々な手法を用いて、正確

に数値化し、図示する。 



(2)カテキン類のモデル脂質膜に対す

る、結合定数、解離定数、結合速度定

数、解離速度定数をquartz crystal  

microbalance (QCM)を用いて明らかに

する。  

(3)ポリフェノールとタンパク質との

相互作用に関して、QCM、MSなどの手段

を用いて、共有結合の場合はその化学

構造と結合位置、物理的結合の場合は、

タンパク質中での位置と配向、さらに

は疎水結合・水素結合・静電的相互作

用等の結合に関与する力の性質を明ら

かにする。 
 
 
４．研究成果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(1) 水晶発振子マイクロバランス  

（QCM）を用いて、ECg、EGCgなどのガ

レート型カテキン類はEGCやECなどの

非ガレート型カテキン類に比べてヒト

血清アルブミン（HSA）に対する親和性

が100倍以上強いことを見出した。（発

表論文１） 

 

Table 1. Association constants (Ka) of 

catechins toward HSA immobilized on QCM 

Catechins   Ka [M
-1

] 

EC  2.1×10
3
 

EGC  2.8×10
3
 

ECg  1.4×10
5
 

EGCg  2.5×10
5
 

 

(2) 酸化EGCgによる結合 

酸化したカテキン類が HSAと反応し

た結果、HSAにカルボニルが生成する。

その生成量を検討した結果、カテキン

類の構造のうち、B環がピロガロール基

であること、ガレート型カテキン類で

あることの両者が重要であることを明

らかにした（発表論文２）。また、質

量分析法とレドックスサイクリング染

色を伴った電気泳動法により、ピロガ

ロール型のカテキン類がカテコール型

よりもタンパク質のチオール基と反応

しやすいことを見出した（発表論文３）。

EGCgは中性からアルカリ性のpHにおい

て不安定であるが、HSAの存在下で安定

性が高まる。EGCgのガロイル基がHSAと

の相互作用に関わることが 

HSAによるEGCgの酸化抑制に関係して

いることを明らかにした。（発表論文

４）。 

 

(3) 固体NMR測定 

MLV試料の固体31P NMR  測定において、

異方性を示す特徴的なパウダーパター

ン（粉末線形）が観測されたため、こ

の実験系ではMLVはECgによって破壊さ

れないということを確認した。DMPCで

構成されるMLVの相転移温度は23ºCで

あるが、今回の測定では相転移温度以

下である20ºCにおいてもパウダーパタ

ーンが観測された。これらの結果はECg

がリン脂質膜の性質を変化させている

ためであると推測できる。一方、水和

試料の固体13C NMR (DD-static) 測定

では、と の2軸で表される軸対称

パウダーパターン (Fig. 3A) を示し、

化学シフト異方性が観測された。また、



固体13C NMR (DD-MAS, 2000 Hz) 測定

においてiso 値が観測され (Fig. 3B)、 

DD-static法で得られた化学シフト異

方性との解析により、ECgはリン脂質膜

中で異方性を持った運動を有している

ことが確認された。 

 

 

 

また  
13

C–31
P rotational echo double 

resonance （REDOR）測定法により、 

ECgのカルボニル炭素とDMPCのリン

原子との距離が5.3 ± 0.1 Åであること

を明らかにした（Fig. 4）。（発表論文

５） 

  

Fig.4  Distance between the 13C-carbonyl    

carbon and the phosphorus atom (above).         

Schematic representation of the correlation 

between  [13C]-ECg and phospholipid in the 
13C–31P REDOR experiment. 

 

さらに、いままで、本研究室で行った

茶カテキン類とリン脂質との分子間相

互作用に関する、研究結果を整理し、

日本語の総説として公表した。（総説

１） 

 

 (4) がん細胞増殖因子との結合 

EGCgが、がん細胞の増殖に関与してい

るDEAD-box RNA helicase p68と結合

することを明らかにした。（発表論文

６） 
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