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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 (-)-epigallocatechin 

gallate (EGCG)であり、抗酸化作用を有することが報告されている。今回、ラット脳外傷モデル
を用いて EGCG 飲料による脳外傷後の神経保護作用と脳機能の改善効果を組織学的、生化学的
及び行動学的手法を用いて調べた。Wistar rats に 0.1%ECGC(ECGC 群)または water(water 群)を
与えて飼育し、10週齢で脳外傷を受傷させた。脳外傷後に water 飲料群において ECGC 飲料群
に比較し 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。さらに外傷
後 EGCG 飲料群で water 飲料群に比較し NeuN 陽性細胞数で有意な増加を認めた。外傷後の脳
機能評価において EGCG 飲料群では water 飲料群に比較し、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。緑茶飲料は脳外傷の
治療に非常に有効であることが示された。 

 
研究成果の概要（英文）：A major component of green tea, a widely consumed beverage, is 

(-)-epigallocatechin gallate (EGCG), which has strong antioxidant properties. In this study, we 

investigated the effects of EGCG on cerebral function and morphology following traumatic brain injury 

(TBI). Six-week-old 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 at 10 weeks of age. 

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 TBI patients. 
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１．研究開始当初の背景 

日本では交通事故や不慮の事故による脳
外傷による死亡や神経障害の後遺症を有す
る患者が激増している。このように脳外傷は
社会的影響の極めて大きい傷害であり、脳外
傷後の脳障害や神経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 

本研究では緑茶成分エピガロカテキンガ
レート（EGCG）による脳外傷部局所におけ
る脳障害と記憶障害の改善効果を組織学的、
生化学的及び運動学的に明らかにすること
である。 

 

３．研究の方法 

(1)群分け 
EGCG 群；Wistar ラット(♂)6 週齢を用いて

飲料水の代わりに 0.1%EGCG 溶液を与えて
10 週齢まで飼育し、10 週齢で脳外傷を受傷
させ、さらにラットを屠殺するまで
0.1%EGCG を自由摂取させた。 

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。 

sham群；飲料水を自由摂取させた脳外傷が
ない sham operate 処置を行ったラットを用い
た。sham群は water maze test 及び過酸化脂質
量測定に用いた。 

 

(2) モデル動物の作製 
Pneumatic control injury device を用いて

Wistar ラット（10 週齢♂）に脳外傷を与え、
脳外傷ラットを作製した。 
 
(3)免疫組織染色 
損傷後 1、3、及び The Morris water maze

試験終了直後（7 日後）に water 群及び 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 20µmの連続切片を作製した。連続
切片 3枚ずつを 8-OHdG, 4-HNE, ssDNA及び
NeuN 抗体で免疫染色し、損傷周囲に発現し
ているそれぞれの陽性細胞数を対物 20 倍の
顕微鏡下で計数した。 

 

(4) ssDNA と NeuN に関する二重染色 
損傷後 3日の water群及び EGCG群の切片

を用いて ssDNA と NeuN の蛍光二重染色を
行った。その後、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、評価を行った。 
 
(5) The Morris water maze 試験 
損傷後、7日後に The Morris water maze 試

験を行った。The Morris water maze 試験は

Elvander の方法を改良して行った。 

 

(6) 過酸化脂質量測定 

損傷後 1、3、The Morris water maze 試験終了
直後（7 日後）に water 群、EGCG 群および
sham 群のラット脳の損傷部位を中心に大脳
皮質部分を取り出し malondialdehyde (MDA)

量を測定した。 

 

４．研究成果 
(1)8-OHdG陽性細胞数の変化 

water 群では損傷後に核及び細胞質に
8-OHdG 陽性を認める多数の神経細胞と考え
られる大型の 8-OHdG陽性細胞が認められた
(図-1a)。しかし EGCG 群では少数であった 

(図-1b)。損傷 1, 3, 7日後でwater群では EGCG

群に比較し 8-OHdG陽性細胞の有意な増加を
認めた(P<0.001, 図-1c)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図-1. 8-OHdG の発現 

 
(2) 4-HNE 陽性像及び陽性細胞数 

water 群では損傷後に細胞質に 4-HNE 陽性
を認める多数の神経細胞と考えられる大型
の 4-HNE 陽性細胞が認められた(図-2a)。しか
し EGCG 群では少数であった(図-2b)。しかし
損傷 1, 3 日後で EGCG 群において water 群に
比較し 4-HNE 陽性細胞の有意な減少を認め
た(P<0.001, 図-2c)。 

 

  
   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図-2. 4-HNE の発現 



(3) ssDNA陽性像及び陽性細胞数 

water 群では損傷後に損傷周囲に大型の細
胞質を有する神経細胞と考えられる ssDNA

陽性を核に認める多数の ssDNA 陽性細胞が
見られた(図-3a)。しかし
EGCG 群では少数の
ssDNA 陽性細胞が認め
られた(図-3b)。損傷 1, 3, 

7 日後で water 投与群に
比較し EGCG 群では
ssDNA 陽性細胞の有意
な減少を認めた(P<0.05, 

図-3c)。  

 

図-3. ssDNAの発現 

 
 
(4) ssDNAと NeuN の蛍光二重染色 

water 群(図-4a)及び EGCG 群(図-4d)では多
数の NeuN 陽性細胞が認められた。さらに
water 群では ssDNA 陽性細胞(図-4b)が多数認
められ、その大半が NeuN 陽性細胞と一致を
示した(図-4c)。また EGCG 群では少数の
ssDNA陽性細胞(図-4d, e)が認められたが、そ

れらのほとん
どは NeuN 陽
性を示さなか
った(図-4f)。 

 
 

図-4. ssDN と NeuN の二重染色 

 
(5) Malondialdehyde (MDA)測定結果 

損傷後 1，3 日で water 群は sham群に比較
し MDA量の有意な増加を認めた(p<0.01, 図
-5)。EGCG 群では sham群に比較し MDA量
の有意な増加を認められなかった。損傷後７

日では各群間に差                                 

を認めなかった。損傷後
１、３日で water 群と比
較し ECGC 群で MDA

量の有意な減少が認め
られた(p<0.05, 図-5)。 

 

図-5. MDAの発現 

 

(6) NeuN 陽性像及び陽性細胞数 

water 群および EGCG 群では細胞質と突起
に NeuN を有している
大型の NeuN 陽性の神
経細胞が認められた(図
-6a, b)。NeuN 陽性細胞
数において EGCG 群で
water 群に比較し、有意
図-6c)。 

 

図-6. NeuN の発現 

(7) Water maze 試験 

損傷７日後で sham群に比較し、water のプ
ラットフォームへの到着時間に有意な増加
を認めた(P<0.05, 図-7)。しかしながら、EGCG

群では sham 群に比較し、プラットフォーム
への到着時間に差を認めなかった (図-7)。さ
らに、EGCG 群では water 群に比較し、損傷

７日後のプラッ
トフォームへの
到着時間では有
意な減少を認め
た(P<0.05, 図-7)。 
 
 

図-7. Water maze 試験 

 
(8)考察 
本実験において、water 群に比較し ECGC

投与群で 8-OHdG、4-HNE 陽性細胞数や MDA

量の有意な減少が見られた。脳障害後に発生
する O2-や·OH などのフリーラジカルにより
組織中の不飽和脂肪酸から MDA が産生され、
その産生された MDA 測定は細胞や組織の酸
化ストレスの指標になることが報告されて
いる[Ates, 2007 #102]。さらに我々の最近の報
告において脳外傷により発生したフリーラ
ジカルにより脳内の 8-OHdG、4-HNE 陽性細
胞数が有意に増加することや MDA 量や過酸
化脂質量が有意に増加することを報告した
[1,2]。これらのことから脳外傷モデルにおい
てECGCが脳外傷後に発生するフリーラジカ
ルの産生抑制や吸収を行うことにより、
8-OHdG および 4-HNE 陽性細胞数の減少や
MDA 量の有意な減少が認められたものと考
えられた。このことは ECGC が脳外傷後に外
傷局所で発生するフリーラジカルの除去に
有効に作用することを意味すると考えられ
た。 

  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。
Sugawara et al [3]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[2,11]。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。 

 

(9)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う。さら
にECGC群は脳外傷後のフリーラジカルによ
る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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