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研究成果の概要（和文）：緑茶は世界で広く飲用されており、その主成分はEGCGであり、抗酸化作用を有する。
今回、老齢ラット脳外傷モデルを用いてEGCG飲料による脳外傷後の脳機能の改善効果を調べた。24か月齢の
wistar rats に0.1%ECGC(ECGC群)またはwater(water群)を受傷前4週より与え受傷させた。脳外傷後にwater飲料
群はssDNA, 8-OHdG, 4-HNE陽性細胞及び過酸化脂質量の有意な増加認めた。EGCG飲料群でNeuN陽性細胞数で有意
な増加を認めた。脳機能評価でEGCG飲料群で有意な改善効果が認められた。脳外傷後に起こる脳機能不全をEGCG
飲料群は有意な改善効果をしめした。

研究成果の概要（英文）：A major component of green tea, a widely consumed beverage, is EGCG, which 
has strong antioxidant properties. In this study, we investigated the effects of EGCG on cerebral 
function and morphology following TBI. 24-month-old rats male Wistar rats that had access to normal 
drinking water, or water containing 0.1% (w/v) EGCG ad libitum, received TBI with a pneumatic 
controlled injury device for 4weeks. Immunohistochemistry and lipid peroxidation studies revealed 
that at 1, 3 and 7 days post-TBI, the number of 8-OHdG-, 4-HNE- and ssDNA-positive cells, and the 
levels of MDA around the damaged area after TBI, significantly decreased in the EGCG treatment group
 compared with the water group. In addition, there was a significant increase in the number of 
surviving neuronal cells and an improvement in cerebral dysfunction after TBI in the EGCG treatment 
group compared with the water group. In summary, consumption of green tea may be an effective 
therapy for TBIaged patients.

研究分野： 神経病理学
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１．研究開始当初の背景 
脳外傷は全米の疫学的調査によれば毎年

150 万人が受傷し、米国人口の約 2%、530 万
人が脳外傷を原因とした障害を持って生活
しているとされている[1]。日本では交通事故
や不慮の事故による脳外傷による死亡は年
3.9 万人であり死亡総数の 4.1%を占める[1]。
さらに受傷者の 2/3 以上は高齢者である。高
齢者の受傷者では救命はされたものの高度
な認知症、言語障害、運動障害などの高度高
次脳機能障害を発症する症例が死亡者数よ
りはるかに多く、死亡者数の約 10 倍以上の
外傷後遺症を有する高齢者患者が存在する
と推測されている 3)。このように高齢者の脳
外傷は社会的影響の極めて大きい傷害であ
り、高齢者の高度な高次脳機能障害の軽減を
目指す臨床的アプローチの開発は非常に重
要な課題である。 
 
２．研究の目的 
申請者らは加齢ラット脳外傷モデルで外傷
後の外傷局所で神経幹細胞の出現と高度な
高次脳機能障害を発症することを明らかに
した[1]。更に申請者らは緑茶カテキン（エピ
ガロカテキンガレート、EGCG）による脳外
傷後の高次機能障害発症を改善することを
報告した[2]。加齢ラット脳外傷モデルにおい
て EGCG 飲料が外傷後に出現する神経幹細
胞数の増加や神経幹細胞から成熟神経細胞
への分化・生存・維持を促進し、脳外傷後に
起こる高次脳機能障害を改善するであろう
と考えた。 
 
３．研究の方法 
(1)群分け 

EGCG 群；Wistar ラット(♂)24 ヶ月齢を用
いて飲料水の代わりに脳外傷受傷 4 週間前よ
り 0.1%EGCG 溶液を屠殺まで自由摂取させ
た。 

water 群；飲料水のみを自由摂取させ脳外
傷受傷後も屠殺まで飲料水を自由摂取させ
たラットを用いた。 
 
(2) モデル動物の作製 

Pneumatic control injury device を用いて上
記二群のラットに対して脳外傷を与え、脳外
傷ラットを作製した。 

 
 
(3)記憶学習の回復効果 
 損傷後 7 日後に water 群及び EGCG 群につ
いて water maze 試験を行った。 
 
(4)免疫組織染色 

損傷後 1,3,7 日後に water 群および EGCG
群のラットを 4%パラホルムアルデヒド液に
て灌流固定し、脳を取り出し、損傷最大径の
部分より 20m の連続切片を作製した。連続
切片3枚ずつを脳外傷部位の大きさを測定し
た。更にアポトーシス及び神経細胞の免疫染

色を行い、顕微鏡下で倍率 200 倍、任意の 5
カ所にて計数を行った。 
 
(5)神経細胞のアポトーシスに関する二重染
色 
損傷後3日の運動群及び非運動群の切片を

用いてアポトーシスと神経細胞の蛍光二重
染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡を用いて
観察及び写真撮影を行い、water群及び ECGC
群の評価を行った。 
  
 
 
４．研究成果 
 
(1) EGCG 飲料による加齢ラットの記憶学習
改善 
到達時間において water 群に比較し EGCG

群で有意に減少した(P<0.05, 図 1-A)。泳いだ
距離においては EGCG 群に比較し water 群で
有意に増加した(P<0.05, 図-1B)。泳ぐ速度で
は群間において差が見られなかった(図-1C)。
記憶試験では EGCG 群は、water 群に比較し
記憶が保持されていた (P<0.05, 図-1D)。 
 

図-1 加齢ラット脳外傷後の EGCG 飲
料による記憶・学習改善効果 
 
 
(2) EGCG 飲料による加齢ラットの脳外傷部
位の変化 
 加齢ラットの water 群及び EGCG 群におけ
る損傷後 7 日の損傷部位を図-2 に示した。HE
像を比較すると water 群（図-2A）に比較し、
EGCG 群（図-2B）では損傷部位の有意な損
傷面積の減少が見られた(P<0.01, 図-2C)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図-2 EGCG 飲料による加齢ラットの脳外傷
部位の減少効果 Scale bar 2 mm 
 
(3) EGCG 飲料による加齢ラットの脳外傷周
囲組織のアポトーシス抑制効果 
損傷後 3 日において water 群ではアポトー

シスを起こしている大型の神経細胞が損傷
部位周囲組織に多数見られた (図-3A)。しか
しながら EGCG 群ではアポトーシス陽性細
胞は少数見られた (図-3B)。損傷後 1,3,7 日に
おいて EGCG 群で water 群に比較しアポトー
シスを起こしている細胞の有意な減少が認
められた(P<0.05, 図-3C)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図-3  EGCG 飲料による損傷周囲におけるア
ポトーシス発現抑制 Scale bar 50 m 
 
(4) EGCG 飲料による加齢ラット脳外傷後の
神経細胞数の変化  
損傷後 7 日において water 群では少数の小

さな神経細胞が損傷部位周囲組織に認めら
れた(図-4A)。しかしながら EGCG 群では一部
に小型の障害を受けた神経細胞が散見され
たが、ほとんどが大型の神経細胞が多数認め
られた(図-4B)。損傷後 7 日において water 群
に比較し、EGCG 群では神経細胞数の有意な
増加が認められた(P<0.01, 図-4C)。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図-4 EGCG飲料による加齢ラット神経保護作
用 Scale bar 50 m 
 
(5) EGCG 飲料による加齢ラット損傷周囲組
織における神経細胞のアポトーシス抑制効
果 
 water 群では損傷周囲組織で多数の神経細
胞のアポトーシスが見られた(図-5C)。しかし
ながら EGCG 群では神経細胞のアポトーシ
スが抑制されていた (図-5F)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

図-4  加齢ラットの EGCG 飲料による脳外
傷周囲組織の神経細胞アポトーシス抑制効
果(損傷 7 日後)  Scale bar 50 m 
 
(5)考察 
 脳外傷後早期に損傷部位周で発現してい
るアポトーシスのマーカである ssDNA 陽性
細数が ECGC 群で water 群に比較して有意に
減少した。さらに ssDNA と NeuN 二重染色陽
性細胞数が water 群に比較し、減少していた。
加えて、損傷後 7 日で ECGC 群は water 群に
比較し NeuN 陽性細胞が有意に増加していた。
脳外傷後早期から損傷部位周においてアポ
トーシス陽性細数が water 群で EGCG 群に比
較して有意に減少した。さらに water 群のア
ポトーシス陽性細胞のほとんどは神経細胞
で有り、EGCG 群ではその数は、減少してい
た。加えて、損傷後 7 日で EGCG 群は water
群に比較し神経細胞が有意に増加していた。
脳損傷後の神経細胞は損傷早期にカスペー
ス３の活性化が見られ、アポトーシスが引き
起こされると報告されている[2]。さらに、最
近の報告により我々は脳外傷後の損傷早期
において損傷周囲部位の神経細胞はアポト
ーシスにより神経細胞死を起こすこと報告
した[1]。加えて、ECGC 投与で脳外傷後に引
き起こされる 8-OHdG、4-HNE 陽性細胞数の
増加や MDA 量の増加を有意に減少させ、ア



ポトーシスを減少させることを報告した[3,4]。 
Sugawara et al [5]は脳虚血３日後に海馬
CA1 の神経細胞やグリア細胞のミトコンド
リアが活性化されフリーラジカルが産生さ
れ、さらに活性化されたミトコンドリアから
のシトクロムC放出によりカスペース３の活
性化が見られ、アポトーシスが引き起こされ
ると報告している[3]。脳虚血後の ECGC の投
与は海馬や大脳皮質神経細胞やグリア細胞
質内のミトコンドリアでのフリーラジカル
の産生を抑制し、カスペース３の活性化を有
意に阻害することにより神経細胞死を抑制
することが知られている[4]。 
一方、Bcl-2 は O2-の産生抑制、シトクロム

C の放出抑制やカスペース依存性アポトーシ
スカスケード抑制をすることによりアンチ
アポトーシス因子として知られている[5]。
Bcl-2の過剰発現はBcl-2ノックアウトマウス
の虚血実験から神経保護作用を有すること
が報告されている[6,7]。ECGC は Bcl-2 の発
現を有意に増加させ、アポトーシスを誘導す
る Bax の発現を抑制し、神経細胞やグリア細
胞のアポトーシスを減少させ、神経保護作用
を有ることが報告された[8,9]。これらのこと
からECGCが損傷後に発生したフリーラジカ
ルによる神経細胞のアポトーシスを阻害す
ることにより、ECGC 群で神経細胞数が増加
したと考えられた。本実験においても ECGC
は脳外傷後の神経細胞死に対し神経保護作
用を有することが示された。 
本実験で用いたwater maze試験は海馬の記

憶・学習機能効果を評価するものであるが、
最近の報告では大脳の機能が評価できるこ
とが報告[10]され、我々の最近の報告におい
てもまた脳外傷後の脳機能不全の改善効果
を評価できることを報告した[11]。本実験に
おいてプラットフォームへの到着時間が
ECGC 群で損傷群の到達時間に比較して、有
意に短縮した。本実験では ECGC 群が脳外傷
後に起こるフリーラジカルによる神経細胞
死を抑制し、神経細胞が多数生存することを
示した。このことからプラットフォームへの
到着時間が ECGC 群で損傷群に比較して、有
意に短縮したと考えられた。さらに本実験の
結果により外傷後にECGC群により細胞死か
ら保護され、生存している多数の神経細胞は
正常な機能を有することが示された。これら
のことからECGC群は脳外傷後に起こる脳機
能不全を改善することが示唆された。 
 本実験において、高齢者において EGCG 飲
料は脳外傷後に起こされる損傷周囲組織の
神経細胞アポトーシスを抑制することによ
り神経保護作用を示し、脳外傷後に出現する
脳機能不全を改善させると考えられた。 
 
(6)まとめ 
 本実験において、ECGC 群は脳外傷後に

発生する O2-や·OH などのフリーラジカルの
産生抑制や直接的にラジカル吸収を行い、神
経細胞のアポトーシスを抑制することによ

り神経保護作用を示し、脳外傷後に出現する
脳機能不全を改善させると考えられた。緑茶
飲料は脳外傷の治療に有効なであることが
示された。 
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