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研究成果の概要（和文）：エピガロカテキンガレート（EGCG)は緑茶に含まれる抗酸化作用を有する物質である。EGCG
飲水による脳外傷後の神経幹細胞の出現・分化について調べた。EGCGは0.1%水溶液としてラットに与えた(EGCG群)。対
照群は通常水を用いた(water群)。EGCG群ではwater群に比較し神経細胞数及び神経幹細胞数が多数であった。water群
では神経細胞や神経幹細胞にアポトーシスを認めたがEGCG群ではほとんど認めなかった。EGCG群での神経幹細胞は神経
細胞、アストロサイト、オリゴデンドロサイトへの分化を認めた。EGCG飲水は脳外傷後の神経細胞・神経幹細胞の生存
・維持に関与していることが示された。

研究成果の概要（英文）：A major component of green tea is (-)-epigallocatechin gallate (EGCG), which has 
strong antioxidant properties. we investigated the effect of EGCG on neural stem cell (NSC) proliferation 
following traumatic brain injury (TBI). Male Wistar rats that had access to normal drinking water, or 
water containing 0.1% (w/v) EGCG, ad libitum. Immunohistochemistry revealed that the number of 
nestin-positive cells after TBI in the EGCG group increased significantly. The number of single-stranded 
DNA (ssDNA)-positive cells after TBI significantly decreased in the EGCG group. Almost all ssDNA-positive 
cells in the water group co-localized with NeuN and nestin-staining. Spheres could only be isolated in 
the water group at 3 days.In the EGCG group, spheres could be isolated at all days following TBI. Spheres 
differentiated into neurons and glia. These results indicate that EGCG inhibits degradation of NSCs, 
which have the potential to differentiate into neurons and glia following TBI.

研究分野：神経病理学
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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 
緑茶カテキン（エピガロカテキンガレート、
EGCG）による脳外傷後における大脳の外傷局
所の神経再生との関連を組織学的、生化学的
および運動学的手法を用いて解明すること
を目的とする。 
 
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。 
 
(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 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 nesitn, ssDNA 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)nestin又はNeuNとssDNAに関する二重染
色 
損傷後 3 日の EGCG 群及び water 群の切片
を用いてnestin又は NeuNと ssDNA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、EGCG
群及び water 群の評価を行った。 
 
(5)神経幹細胞の単離 
損傷後 1、3、7日に非運動群及び運動群の
ラット脳の損傷部位を中心に径2mmの大きさ
で大脳皮質部分のみを実体顕微鏡下で取り
出し、神経幹細胞の培養培地にて大脳皮質を
ピペッティングにより分散させた。分散させ
た細胞を１脳当たりオルニチンおよびフィ
ブロネクチン処理した培養皿(径 6cm)一枚に
蒔き、5% CO2 下にて 3日間培養した。培養 4
日目に培養皿に接着した細胞を回収し、無処
理培養皿に再び細胞を蒔き、上記培地にて

10-14 日培養し、sphere を得た。培養皿一枚
ずつ当たりの sphere の数を測定した。さら
に細胞の分化を調べるために sphere をオル
ニチン処理した丸形カバーガラスが入った
24well の培養プレートにて４日間培養した。 
 
(6) 培養細胞の免疫染色 
分離された sphere が神経幹細胞であるか
調べるために分化誘導実験を行った。sphere
を上記カバーガラス上にて分化誘導用培地
を用いて培養を行い、培養 4日後に細胞を固
定し、幼弱な神経細胞のマーカー；Tuj1,ア
ストログリア細胞のマーカー；GFAP,オリゴ
デンドログリア細胞のマーカー；O4 抗体を用
いて免疫染色を行い、神経細胞やグリア細胞
への分化を確認した。 
 
 
４．研究成果 
(1)nestin 及び ssDNA 陽性細胞数の変化 
損傷後1、3、7日においてEGCG群ではwater
群に比較して大型の細胞質を有する nestin
陽性細胞が多数存在した(図 1)。また 7 日後
では water 群では損傷周囲に nestin 陽性の
突起を多数認めたが、EGCG 群では見られなか
った(図 1)。nestin 陽性細胞数は water 群に
比較し、EGCG 群で有意に増加した (P<0.01, 
図 1)。また損傷後 1、3、7日において ssDNA
陽性細胞数は EGCG 群に比較し water 群で有
意に増加していた (P<0.05, 図 2)。 

 
 

 
 
 
  
 
 
図-1．nestin の発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図-2．ssDNA の発現 
 

 
(2) nestin 又は NeuN と ssDNA に関する二重
染色 
  脳外傷後の損傷周囲組織による nestin 又
は NeuN 及び ssDNA の蛍光二重染色像を図-3
に示した。 
損傷後3日ではEGCG群及びwater群でNeuN
陽性細胞が認められたが water 群では NeuN
陽性細胞のほとんどが ssDNA 陽性を示した。
さらに EGCG 群に比較し、water 群で多くの



nestin 陽性細胞が ssDNA 陽性を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図-3．Nestin 又は NeuN 及び ssDNA 蛍光
二重染色 
 
 
(3)神経幹細胞の分離 
 損傷周囲組織から損傷後 1日では water 群
で neurosphere の分離はできなかった。しか
しながらEGCG群では分離できた(P<0.05, 図
4)。損傷後 3 日では water 群及び EGCG 群の
組織から neurosphere の分離ができ、その数
は water 群に比較して EGCG 群の損傷周囲組
織から得られたneurosphereの数が有意に多
く分離できた(P<0.01, 図 4)。しかしながら、

損傷後7日ではwater
群 か ら は
neurosphere の分離
はできなかったが
EGCG 群の組織からは
分離ができた。さら
に、その neurosphere
はほとんどが nestin
に 陽 性 を 示 し た
(P<0.05,図 4)。 
                

図-4. neurosphere の分離 
 
 
(4)神経幹細胞の分化誘導 
 分離された neurosphere は神経細胞、アス
トログリア細胞及びオリゴデンドログリア
細胞へ分化した(図 5)。 
 
 
 

                 
 
 
 
 

 
 
 
図-5．神経幹細胞の神経細胞及びグリア細胞
への分化 
(5)考察 
ラット脳外傷モデルではwater群及びEGCG

群で損傷後１日より 7 日まで nestin の陽性
細胞が認められ、nestin 陽性細胞数が損傷後
３日で最大になった。この結果は以前我々の
報告した結果と一致した[11,12]。さらに
Changjong Moon ら[14]が行った cryoinjury
では大脳皮質の損傷周囲で nestin 陽性細胞
が損傷後 24 時間から増加し始め 4 日まで増
加し、次いで減少することを報告している。
さらに A.G.Douen ら[4]が行った ablation 
injury 実験では nestin の陽性細胞は大脳皮
質の損傷周囲で損傷後3日で最大になること
を報告している。またS.Chenら[2]によるCCI
モデル実験でも損傷後 24 時間から 7 日で
nestin陽性像が見られ4日で陽性数が最大に
なることを報告している。これらのことから
損傷周囲では損傷後 3,4 日後に nestin の発
現のピークをむかえると考えられた。 
我々の研究グループは、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を
報告した[7]。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[10,12]。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
ることを報告した[7]。 
  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 [16]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[16]。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[16]。 
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[6]。



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[5,13]。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[6]。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。さらに神経幹細胞
の障害が軽減され、nestin 陽性細胞が増加し
たかも知れない。 
 損傷後１日、３日、7 日の損傷周囲の大脳
皮質部分のみを実体顕微鏡下で分離し
nestin 陽性細胞の単離を試みた。また、１、
７日では water 群では sphere の単離ができ
なかったが１、３、７日後で ECGC 群では
nestin 陽性の sphere を単離することが出来
た。さらに sphere 数において ECGC 群では
有意な増加が見られた。 
脳組織損傷周囲における ECGC 群では
nestin陽性細胞の増加及びssDNA陽性細胞数
の減少が認められた。しかしながら water 群
では ssDNA 陽性細胞の増加が認められた。こ
れはECGCが脳外傷後に損傷周囲組織におけ
る nestin 陽性細胞に含まれる神経幹細胞の
増殖能を高めていると考えられた。 
 water 群と ECGC 群で単離された sphere
の免疫染色では sphere 全体的に nestin 陽性
を示し Tuj1、Vimentin には陰性であった。
本実験で得られた sphere の培養液より bFGF
および EGF を取り除き、更に 4日後の免疫染
色で Tuji1 と GFAP の陽性細胞が認められた。
さらに O4 陽性細胞が認められた。我々は損
傷早期の損傷周囲組織からneurosphereが得
られ、神経細胞やグリア細胞への分化能を有
することを報告した[8]。このことから本実
験で単離培養された sphere は neurosphere
であり神経細胞とグリア細胞への分化をす
ることが確認された。 
 神経幹細胞の由来に関して、損傷後、周囲
のアストロサイトが反応性に幼若化し
nestin を持つ神経前駆体となり新しい神経
細胞に分化するということが報告されてい
る[8]。さらに我々はラット培養Ⅰ型アスト
ロサイトが bFGF 存在下で幼若化し nestin 陽
性神経幹細胞へと変化し、神経細胞やグリア
細胞へ分化することを報告した[9]。また SVZ
や SEZ に存在する神経幹細胞が障害部位に
migration するという報告も見られる
[1,3,15]。しかしながら現在の所、脳外傷後
に出現する nestin 陽性細胞の起源は SVZ や
SEZ から神経幹細胞が移動してきたのかアス
トロサイトが反応性に幼若化し nestin 陽性
細胞が増加したのかは明確ではない。本実験
でも明らかではなく今後の実験課題である。 
 

 (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
る神経細胞及び神経幹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及び神
経幹細胞の生存・分化・維持に関与すること
が示された。以上のことから脳外傷後に出現
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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