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研究成果の概要（和文）：フラボノイド類は、血液や臓器に含まれる蛋白質（標的分子）と複合

体を形成することが報告されている。フラボノイド類の標的分子に対する結合親和性の違いは、

化学構造に起因しており、その違いが生理活性の発現や強度に重要であると考えられている。

本研究では、フラボノイド類のなかでも主に茶に含まれるカテキン類とその類縁体を用いて蛋

白質との相互作用を評価し、化学構造と結合親和性の関係を調査した。研究の結果、ガロイル

基の有無、B 環水酸基の数、および C 環 2,3 位の立体配置の違いが、血清蛋白質や細胞内の標

的蛋白質との結合親和性の強弱に関与することが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：Previous research has indicated that several flavonoids form 
complexes with target molecule such as protein in blood and organs, and differences in 
binding affinity toward the target molecule are believed to determine their biological 
activity. In this study, the interaction of catechins and their analogs to proteins were 
evaluated and the relationship between the chemical structure of each catechin and its 
binding affinity were investigated. The study indicates the galloyl group, the number 
of hydroxyl groups on the B-ring, and the configuration at C-2 of each catechin influence 
binding affinity for the serum proteins and the several cellular proteins. 
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研究分野：農学 
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１．研究開始当初の背景 
 フラボノイド類の多くは、分子内に複数の
フェノール性水酸基を持つポリフェノール
であり、高い抗酸化活性を有している。フラ
ボノイド類の示す健康維持・増進効果の一部
は、抗酸化活性により説明することができる

が、それだけでは全ての生理作用を説明する
ことはできない。一般的に、物質の化学構造
の違いは、生理作用の種類や強度に影響する
が、フラボノイド類の化学構造と生理作用の
発現に関する詳細は解明されていない。 
 近年、プロテオミクス技術の発達やケミカ



ルバイオロジー研究の進展により、食品成分
と生体成分、とりわけ蛋白質との相互作用が
生理作用の発現に重要であることが明らか
になった。近年、ガン細胞の増殖抑制に関与
するカテキン結合蛋白質として 67-kDa ラミ
ニン受容体が報告され、カテキン類の生理作
用発現機構の一端が明らかになった。また、
フラボノイド類の化学構造の違いが、生体内の「蛋

白質との相互作用」に多様性を与え、多彩な生理

機能を示す可能性が示唆された。67 kDa ラミニ
ン受容体は、フラボノイド類の中でもガロイ
ル基を持つカテキン類の示す抗がん作用や
抗アレルギー作用を説明し得る蛋白質であ
り、生理作用の発現機構を議論するうえで重
要な標的分子である。したがって、このよう
な標的分子の探索が進めば、様々なフラボノ
イド類の生理作用の発現機構が明らかにな
る可能性がある。しかし、フラボノイド類と
蛋白質の相互作用を検出し、結合親和性や結
合構造を解析するための有効な方法は少な
く、標的蛋白質の探索や標的蛋白質に対する
結合親和性の評価・解析はほとんど進んでい
なかった。 
 
  
２．研究の目的 
 フラボノイド類と蛋白質との相互作用の
解析法、特に結合親和性の評価や結合分子の
探索に応用できる方法を構築し、標的分子、
標的分子に対する結合構造および標的分子
に対する結合親和性の強弱を明らかにする
ことで、フラボノイド類の示す多彩な生理機
能の作用機序に関する新たな知見を得るこ
とを目的とした。 
 
（1）フラボノイド類と血中で結合しその体
内動態や生理活性強度に影響を与える標的
分子であるヒト血清アルブミン（HSA）に着
目し、フラボノイド類（特にカテキン類）の
化学構造が HSAに対する結合構造や結合親和
性に及ぼす影響を明らかにする。 
 
（２）フラボノイド類と蛋白質との共有結合
反応を解析し、フラボノイド類（特にカテキ
ン類とテアフラビン類）の化学構造が蛋白質
との共有結合反応に及ぼす影響を明らかに
する。 
 
（３）カテキン類と相互作用する生体蛋白質
を探索し、生理機能発現の作用機序に関する
知見を得る。 
 
 
３．研究の方法 
（1）フラボノイド類として、フラバノン類、
フラバノール類（カテキン類）、アントシア
ニジン類、フラボン類およびフラボノール類

を用いた（図 1）。カテキン類として、シス型
カテキン類であるエピカテキン (EC)、エピ
ガロカテキン (EGC)、エピカテキンガレート 
(ECg)およびエピガロカテキンガレート 
(EGCg)を用いた (図 2)。また、シス型カテキ
ン類の類縁体として、ピロガロール、没食子
酸、トランス型カテキン類、メチル化カテキ
ン類およびテアフラビン類を用いた。 
 HPLC 法、水晶発振子マイクロバランス
（QCM）法および電気泳動法により、フラボ
ノイド類（主にカテキン類）と HSA の相互作
用を解析する方法を構築し、それらを利用す
ることでフラボノイド類と蛋白質との相互
作用に重要な化学構造を解析した。また、得
られた知見を基に、カテキン類と HSA の相互
作用の意義を検討した。 
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図 1. フラボノイド類の基本骨格 
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図 2. シス型カテキン類の化学構造 
 
（２）カテキン類として、EC、EGC、ECg およ
び EGCg を用いた。また、カテキン類の類縁
体としてメチル化カテキン類およびテアフ
ラビン類を用いた。 
 カテキン類やその類縁体の安定性を HPLC
法により評価した。また、蛋白質チオール基
に対する反応性を質量分析法とレドックス
サイクリング染色を利用した電気泳動法に
より評価した。得られた知見を基に、カテキ
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ン類やその類縁体の溶液中での安定性と蛋
白質に対する反応性との関係を調査した。 
 
（３）EGCg が結合した担体（カテキン結合セ
ファロース）を作製し、血清中および細胞ラ
イゼート中で EGCg と相互作用する蛋白質を
探索した。リン脂質膜結合プレートを利用し
た渋味の評価法を構築・応用して、カテキン
類の蛋白質に対する相互作用と体内動態と
の関係を調査した。 
 ホウ酸結合ビーズを用いたプロテオミク
スにより、EGCg のがん細胞増殖抑制作用に関
与する標的蛋白質を探索した。 
 
 
４．研究成果 
（１）はじめに、HSA結合カラムを備えた HPLC
法により、カラムに対する保持時間を基にフ
ラボノイド類と HSAの結合親和性を評価でき
る系を構築した（成果・論文⑫）。シス型カ
テキン類の HSA に対する結合親和性は、EGCg 
> ECg > EGC > EC の順であった（図 3）。類
縁体の結果と比較することにより、ガロイル
基の有無、B 環水酸基の数および C 環 2,3 位
の立体配置が HSAとの結合に影響することが
示唆された。また、得られた結果をメチル化
カテキン類などの類縁体の結果と比較する
ことで、血清アルブミンとの相互作用には分
子の疎水性だけでなく B環およびガロイル基
の水酸基を介した蛋白質との水素結合も重
要であることが示唆された。また、フラバノ
ン類、アントシアニジン類、フラボン類およ
びフラボノール類においても、疎水性相互作
用に加えて、B 環の水酸基を介した水素結合
が重要であることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. HPLC 法によるシス型カテキン類と 

HSA との結合親和性評価 

 次に、金電極に HSA が結合した QCM 法によ
りカテキン類と HSA の結合速度定数、解離速
度定数および結合定数を決定できる系を構
築した（成果・論文⑩）。シス型カテキン類
とHSAとの結合定数はECgと EGCgが ECと EG
に比べて大きく（表 1）、HPLC 法により得ら
れた結果を支持するものであった。 
 
表 1. シス型カテキン類と HSA との結合定数 
 
 
 
 
 
 
 

2.53 × 1058.85 × 10−42.24 × 102EGCg

1.38 × 1053.59 × 10−34.97 × 102ECg

2.84 × 1032.99 × 10−38.50EGC

2.14 × 1032.75 × 10−35.88EC

Ka [M−1]Koff [S−1]Kon [M−1S−1]Catechins

2.53 × 1058.85 × 10−42.24 × 102EGCg

1.38 × 1053.59 × 10−34.97 × 102ECg

2.84 × 1032.99 × 10−38.50EGC

2.14 × 1032.75 × 10−35.88EC

Ka [M−1]Koff [S−1]Kon [M−1S−1]Catechins

 
 
 さらに、蛋白質カルボニルの検出を指標と
した電気泳動法により、カテキン類と HSA と
の相互作用を解析できる系を構築した（成
果・論文⑪）。シス型カテキン類においては、
B 環およびガロイル基の水酸基が重要であり、
B 環にピロガロール構造を持つカテキン類が
B 環にカテコール構造をもつカテキン類より
も高い結合親和性を示すことが確認された。 
 そして、HSA と結合することによりカテキ
ン類の酸化安定性が高まることを確認し、
HSAがEGCgの抗酸化剤となり得ることを見出
した（成果・論文②）。また、カテキン類の
結合様式や安定化機構を推定した（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. HSA によるカテキン類の安定化機構 
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（２）まず、カテキン類が中性から塩基性の
pＨを示す水溶液中で酸化され易く不安定で
あるが、一定量以上のアスコルビン酸（AA）、
チオール化合物およびシクロデキストリン
の共存下で安定化することを確認した（成
果・論文④および⑤）。また、安定性は、EGC
と EGCg が EC と ECg に比べて低く、酸化され
やすいことが明らかになった。 
 次に、ペプチドや蛋白質に対する反応性は
EGC と EGCg が EC と ECg に比べて高く、シス
テイン残基のチオール基と共有結合するこ
とを確認した（成果・論文⑥および⑨）。ま
た、AA やチオール化合物により EGCg の酸化
を抑制すると蛋白質に対する反応性が低下
することが明らかになった（図 5）。一方で、
テアフラビン類は酸化の有無に関わらず蛋
白質中のチオール基と共有結合することが
示唆された。 
 以上の研究成果より、カテキン類と蛋白質
中のチオール基との反応性および反応が関
与する生理作用の発現には、カテキン類の溶
液中における安定性が大きく影響すること
が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5. 抗酸化物質の存在下における 
EGCg の蛋白質に対する反応性 

 
（３）まず、作製したカテキン結合セファロ
ース（図６）を用いたプルダウン法により
EGCg が血清中で相互作用する蛋白質を探索
し（成果・論文③）、HSA、補体成分およびト
ランスサイレチンが主要な標的分子である
ことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6. 作製したカテキン結合セファロース 

 次に、細胞ライゼートを用いて同様の検討
を行い、熱ショック蛋白質や細胞骨格系の蛋
白質を中心に複数の標的分子候補を見出し
た（成果・論文⑦）。 
 さらに、ホウ酸結合ビーズを用いたプロテ
オミクスにより、EGCg のがん細胞増殖抑制作
用に関与する標的蛋白質を探索し（成果・論
文①および⑧）、EGF 受容体および DEAD box 
RNA helicase p68 を見出した。 
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