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【目的】虚血再港流（IR）傷害は臓器移植のみならず，様々な臨床場面で発生し，その克服は重安な課題である。IR傷  

害の発生には活性酸素とinterleukin，8（IL－8）が重要である。再港流時に発生する活性酸素は，それ自体が組織を傷害す  

るとともに，肺胞上皮細胞からのIL－8産生を誘導する。好中球活性化・遊走因子であるIL－8は，肺胞領域への活性化好  

中球の集積を促進し，さらなる組織傷害を引き起こす。抗IL－8抗体によるウサギ肺でのIR傷害の軽減が報告されており，  

肺胞上皮細胞から産生されるIL－8を抑制することは，IR傷害の軽減に繋がると考えられる。緑茶ポリフェノールは，そ  

の抗酸化作用が広く知られているが，TNF alpha等のサイトカイン産生抑制作用をも有する。また，ワインに含まれるポ  

リフェノールであるresveratrolによるラット心臓におけるIR傷害の軽減や，緑茶ポリフェノールの主成分であるEpigal－  

locatechingallateによるネズミ脳におけるIR傷害の軽減が報告されている。我々は緑茶ポリフェノールは抗酸化作用とサ  

イトカイン産生抑制作用を併せ持ち，肺におけるIR傷害に有効ではないかと考え，ヒト肺胞上皮細胞株であるA549細胞  

を用いて，酸化ストレス刺激によるIL－8産生やIL－8mRNA発現に対する緑茶ポリフェノールの効果を検討した。さら  

に，細胞内シグナル伝達カスケードの重要な要素である3つのmitogen activated protein kinase（Jun N－terminalkinase  

（JNK），P38，P44／42）に及ぼす影響を検討した。【方法】緑茶ポリフェノールは0－0．2mg／ml，H202は40伽Mの濃度で使  

用した。1）A549細胞を緑茶ポリフェノール含有培地で2時間培養。その後，H202を培地に添加し，1，3，6時間後  

に培地上清を採取するとともに，細胞溶解液を作成。ELISA及びRT－PCRを行い，培地中IL－8濃度，細胞内IL－  

8mRNAを測定した。また，緑茶ポリフェノールとH202を同時に投与し，2時間前処置群との比較を行った。2）緑茶  

ポリフェノールのH202SCaVenge作用を検討するために，緑茶ポリフェノールとH202を添加した後の培地中H202濃度を  

検討した。3）緑茶ポリフェノールの細胞毒性を検討するために，緑茶ポリフェノール及びH202添加8時間後の細胞生存  

率をト リバンプルー染色法を用いて計測した。4）A549細胞を緑茶ポリフェノール含有培地で2時間培養。その後，H202  

を培地に添加し，15，30，60，120分後に細胞溶解液を作成。Westernblottingを行い，JNK，p38，p44／42の活性を測定し  

た。【結果】1）緑茶ポリフェノールはH202添加1，3，6時間後において，培地中IL－8濃度上昇を濃度依存的に抑制  

した。また，緑茶ポリフェノール・H202同時投与群よりも，2時間前処置群のほうがIL－8産生を強く抑制した。緑茶ポ  

リフェノールは細胞内IL－8mRNAの発現を抑制した。2）緑茶ポリフェノールを加えることにより培地中H202濃度は  

低下した。3）緑茶ポリフェノールは0－0．2mg／mlの濃度では細胞生存率に影響を与えなかった。4）緑茶ポリフェノール  

は，H202によるJNK，P38の活性化を抑制したが，S44／42の活性化には影響を及ぼさなかった。【総括】緑茶ポリフェノ  

ールは，酸化ストレスによる肺胞上皮細胞からのIL－8産生を抑制した。前処置群で抑制効果がより強く現れること，また，  

培地内でscavengeされるH202は最大40％程度であるが，IL－8産生抑制効果は最大70％以上であることから，緑茶ポリフ  

ェノールは細胞内の蛋白産生メカニズムに何らかの作用を及ぼしていると考えられた。そのメカニズムとしては，細胞内刺  

激伝達経路の一員であるJNKおよびp38の活性化抑制が考えられた。緑茶ポリフェノールは酸化ストレスによって産生さ  
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れるIL－8を抑制することによって，IR傷害の軽減に寄与する可能性が示唆された。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

虚血再港流傷害は臓器移植のみならず，様々な臨床場面で発生し，その克服は重要な課題である。緑茶ポリフェノールは  

8種類のカテキンを含んだ緑茶抽出物であるが，近年，緑茶ポリフェノールの主成分であるEpigallocatechin ga11ateによ  

るネズミ脳における虚血再港流傷害の軽減が報告されている。しかし，肺における虚血再港流傷害に対する作用は検討され  

ておらず，また，虚血再港流傷害の発生に重要なサイトカインであるインターロイキン8（IL－8）の産生や細胞内刺激伝  

達系に対する緑茶ポリフェノールの影響は検討されていない。   

本申請者は緑茶ポリフェノールの肺虚血再港流傷害に対する抑制効果を検討するために，in vitroの系を用いて，酸化ス  

トレス刺激後に産生される！L－8お上び細胞内刺激伝達系の重要な一員であるmitogenactivated protein kinase（MAPK）  

に村する作用を検討した。その結果，1）緑茶ポリフェノールは酸化ストレスによるIL－8産生を濃度依存的に抑制するこ  

と，2）ヒトにおいてIL－8産生に関与すると考えられている3種類のMAPKのうち，Jun N－terminalkinase，P38に村  

して活性化を特異的に抑制することが示された。   

以上の研究は，これまで不明であった酸化ストレスによるIL，8産生やMAPK活性化に対する緑茶ポリフェノールの抑  

制効果の解明に貢献し，肺虚血再港流傷害予防の研究発展に寄与するところが多い。   

したがって，本論文は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。   

なお，本学位授与申請者は，平成14年11月27日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け，合格と認められたものであ  

る。  
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