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はしがき

臨床肺移植において、術後早期のグラフト機能不全を引き起こす最大の原因

は肺の虚血再瀧流傷害と考えられる。この虚血再濯流傷害の抑制に、抗酸化力

とcytostaticな作用を併せ持つ緑茶ポリブエノーノレが有効で、ある可能性がある。

肺胞上皮細胞は酸化ストレスによって IL-6、E醐 8、RANTES等のサイトカイン

を分泌し、このうち特に丘四8は再濯流傷害において重要な役割を果たしている。

本研究では肺胞上皮細胞からの江田8産生に対する緑茶ポリフェノーノレの抑制効

果を検討した。
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研究成果

( 1 )はじめに

蹄移植は末期肺疾患の治療法として確立されているが、肺移植の術後成績は

いまだ満足されるべきものではなく、早期のグラフト機能不全がレシヒ。エント

の 20%に認められている。グラフト機能不全の原因としては、拒絶反応や虚血

再濯流傷害が重要な問題としてあげられる。虚血再濯流傷害の成因としては酸

素化の際に生じる活性酸素が重要な働きをしていることが知られている。冷保

存と再濯流は移植手術にとって避けることのできない過程であり、その傷害の

抑制によって術後早期死亡率を下げることが可能となる。肺胞上皮細胞は H202

等の刺激で Eる、 IL-8、RANTES等のサイトカインを分泌し、肺移植後の再濯

流傷害において重要な役割を果たしている。特に好中球活性化サイトカインで

ある江田8は重要で、あり、肺胞領域における局所的な IL-8発現と好中球の組織

内浸潤は密接にかかわっている。

ポリフェノーノレは様々な食品(お茶、ワイン、柑橘系果実など)に含まれ、

体内で抗酸化的に働くことが知られている O 中でも緑茶に多く含まれる

Epigallocatechin gallate(EGCG)は転写因子抑制や DNA合成抑制、細胞増殖抑制

などの cytostaticな作用が報告されている。抗酸化力と cytostaticな作用を併せ

持つ緑茶ポリフェノールは細胞を酸化ストレスから守り、酸化ストレスによる

IL-8産生を抑制できる可能性がある。且唱の産生を抑制することは、好中球の

集積・活性化の抑制につながり、虚血再瀧流傷害をコントロールする手段にな

り得る。そこで我々は肺胞上皮細胞の H202刺激による江品産生に対する緑茶

ポリフェノールの作用を肺胞上皮 II型細胞株である A549細胞を用いて検討し

た。

(2)酸化ストレス刺激による江品産生に対する緑茶ポリフェノーノレの効果

1x105/mlの A549細胞を 24welldishで培養。緑茶ポリフェノール添加(0四

0.2mg/ml)培地で、 2時間前処置したのち H20μ00μM)刺激を加え、 1，3，6時間後

の培地中 IL-8濃度を ELISA法を用いて測定した。培地中江田8濃度は、緑茶ポ



リフェノーノレ濃度依存的に減少した。緑茶ポリフェノーノレと H202を同時に投与

した場合に比べ、緑茶ポリブェノーノレで、前処置した場合のほうが、且皿8産生抑

制が著明に認められた。

( 3 )酸化ストレス刺激による正酬8mRNA発現に対する緑茶ポリフェノーノレの

効果

1x105/mlの A549細胞を 100mmdishで培養。緑茶ポリフェノーノレ添加

(0.2mg/ml)培地で、 2時間前処置したのち H20i400μM)刺激を加え、 1，3ヲ6時間後

の IL-8mRNA発現を RT♂CR法を用いて検討した。立園8mRNA発現は H202刺

激によって増強し、緑茶ポリブェノーノレを加えることにより、 1，3，6各時間にお

いて IL-8mRNA発現の抑制が認められた。

(4)緑茶ポリフェノーノレによる H202スキャベンジ作用

緑茶ポリフェノール含有培地(0醐 0.2mg/ml)にH202 (400μM)を添加し、 30分後

の培地中 H202濃度を測定した。緑茶ポリフェノールの濃度依存的に培地中日202

濃度の減少が認められた。

( 5) 緑茶ポリフェノーノレ添加後の細胞生存数の検討

1x105/mlのA549細胞を 96welldishで培養。緑茶ポリフェノーノレ(0・O.2mg/ml)

及びH202(400μM)を添加し、 8時間後の細胞生存数を計測した。本実験で使用

した濃度の禄茶ポリフェノール及び H202は A549の生存率に影響を与えなかっ

た。

(6 )酸化ストレス刺激による mitogenactivated protein kinase (MAPK)活性化に

対する緑茶ポリフェノールの抑制効果

1x105/mlのA549細胞を 60mmdishで培養。緑茶ポリフェノーノレ添加(0.2mg/ml)

培地で 2時間前処置したのち H20i400μM)刺激を加え、 15，30ヲ60ヲ120分後の

MAPKリン酸化を Westemblot法を用いて測定した。江田8産生に関与する 3種



類の MAPKである JunN欄 tenninalkinase (JNK)，p38ヲp44/42に関して検討を行った。

到 K，p38，p44/42とも H202刺激後 15，30，60，120分でリン酸化が認められた。応il(

は H202刺激後 60分で最も強いリン酸化を受け、 p38は H202刺激後 30分で最

も強くリン酸化された。応ほと p38はH202刺激後 15ヲ30，60，120分とも緑茶ポリ

フェノールによってリン酸化の抑制が認められたが、 p44/42リン酸化は緑茶ポ

リフェノーノレによって影響を受けなかった。

(7)酸化ストレス刺激による取K活性化に対する緑茶ポリフェノーノレの濃度

別効果

1x105/mlの A549細胞を 60mmdishで培養。緑茶ポリブェノーノレ添加(0四

0.2mg/ml)培地で、 2時間前処置したのち H2Oz(40 0μM)刺激を加え、60分後の JNK

リン酸化を Westernblot法を用いて測定した。別K リン酸化は緑茶ポリフェノ

ールによって有意に抑制されたが、濃度依存性は認められなかった。

(8 )酸化ストレス刺激による p38活性化に対する緑茶ポリブェノールの濃度

別効果

1x105/ml の ~549 細胞を 60mm dishで培養。緑茶ポリフェノール添加(0岬

O.2mg/ml)培地で、 2時間前処置したのち H20μ00μM)刺激を加え、 30分後の p38

リン酸化を Westernblot法を用いて測定した。 p38リン酸化は緑茶ポリフェノ}

ノレによって有意に用量依存的な抑制を受けた。

( 9 )まとめ

以上の結果から以下のことが判明した。 1)緑茶ポリブエノーノレは H202刺激

によって引き起こされる肺胞上皮細胞 ~-8 産生を抑制する。緑茶ポリフェノー

ノレと H202を同時に投与した群よりも、緑茶ポリフェノーノレで、前処置を行った群

の方がより強い且品産生抑制を受けることから、緑茶ポリフェノーノレは単に培

地中の H202 を scavenge することによって ~-8 産生抑制をもたらしているので

はなく、細胞内の ~-8 産生系に対して、何らかの作用を行っていることが推察



された。 2) ヒトの肺胞上皮細胞において酸化ストレスによる IL-8産生に関与

する MAPKはJNK、p38、p44/42の3つが知られており、そのうち、 JNKとp38

の 2つが緑茶ポリフェノーノレによって活性化の抑制を受けた。そのことから、

緑茶ポリフェノーノレによる IL-8産生抑制には丹ほと p38の活性化抑制の経路

が関与することが判明した。

緑茶ポリフェノーノレは肺胞上皮細胞において酸化ストレスによって誘導され

るIレ8産生を、酸化ストレスの除去と細胞内刺激伝達系の抑制という 2つのメ

カニズムによって抑制することが判明した。酸化ストレスによって産生される

IL-8を抑制することは虚血再濯流傷害の軽減に対して有効であると思われる。
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