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チ ャCamellia sinensisの 葉 抽 出 液 に 含 まれ る(-)epigallocatechin gallate(EGCg)の 膜 傷 害 作 用

機 構 に つ い て 研 究 した 。EGCgのStaphylococcus aureusに 対 す る 吸 着 量 はEscherichia coliや

Salmonella Typhimuriumに 比 べ て 約1.5～3倍 多 く,グ ラム 陽 性 菌 と グ ラ ム 陰性 菌 に対 す るEGCgの

抗 菌作 用 の 差 が 菌 体 へ のEGCgの 吸 着 量 に依 存 して い る こ とが 示 唆 さ れ た 。 ま た,S.Typhimuriumの

wild株(SL696)はlipopolysaccharide(LPS)変 異 株(SL1069,TA2168)よ りEGCgの 吸 着 量 が

少 な く,LPSがEGCgの 吸 着 を 阻 害 して い る こ とが 考 え られ た 。 しか し なが ら,本 研 究 で 用 い た サ ル

モ ネ ラ菌 株 の 問 で はEGCgのminimum inhibitory concentration(MIC)に 差 が 認 め られ な か っ た 。

次 に,膜 傷 害 性 抗 菌 物 質polymyxin B(PL-B)とEGCgの 膜 傷 害 活 性 に つ い て 比 較 し た 。

Phosphatidylcholine(PC)リ ボ ソ ー ム 膜 中 に 含 ま れ るphosphatidylserine(PS)濃 度 の 増 大 に 伴 っ て

リボ ソー ム に 内 包 さ れ た 蛍 光 物 質5,6-carboxyfluorescein(CF)のEGCgに よ る放 出 は抑 制 され,PC

とPSの モ ル比 が19:1に な る とCFの 放 出 は ほ と ん ど起 こ らな く な っ た。 一 方,PCリ ボ ソ ー ム 膜 中 の

PS含 量 の 増 大 に 伴 いPL-Bに よ る リボ ソ ー ム か らのCF放 出 が 増 加 した 。 こ れ ら の結 果 か ら,EGCg

は マ イナ ス のnet chargeを 持 ち,プ ラ ス の 電 荷 を持 つ 細 菌 の 膜 成 分 に結 合 後,膜 傷 害 を 引 き起 こ す 可

能性 が 示 唆 さ れ た 。
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ツバキ科Theaceaeの チ ャCamellia sinensisの 葉 を原料

とした茶 の抽 出液 に含 まれ るcatechinは 多様 な生理 活性 を

持つ物 質で あ る こ とが 知 られ て い る1～5)。そ の 中で 微生 物 学

的見地 に立 っ た研 究 か ら,catechinは 抗 菌作 用6～12),抗ウ イ

ルス作 用13～15),抗真 菌作 用16,17),毒素 阻害 作用6,18)を持 つ こ と

が 明 らか に され て きた。Flavan-3-olsを 母 核 とす るcate-

chinは,C環2位 や3位 にpyrogallol基 やgallate基 がそ

れ ぞれ付 加 され る と,生 理 活 性 が 増 強 され る5,6,18,19)。特 に,

(-)epigallocatechin gallate(EGCg)はpyrogallol基 と

gallate基 を併せ て持 つ た め に,catechinの 中で抗 微 生物 作

用6)や 毒素 阻害作 用18)が も っ と も強 い 。Catechinの 抗 菌 作

用は細菌細 胞 膜 の脂 質二 重層構 造 を破 壊 す る こ とに よ って引

き起 こ され る と考 え られて い る20)。さ らにcatechinに よ る

真 菌細 胞膜 の傷 害 も電 子 顕微 鏡 の超微 細構 造 の研 究か ら明 ら

かに され た17)。

本 稿 では細 菌 や リボ ソー ム に対 してEGCgと 膜 傷 害性 抗

菌物 質で あ るpolymyxin Bと の比 較検 討 を行 い,EGCgの

抗菌作 用 に関す る新 しい知 見 が得 られた ので 報告 す る。

I. 材 料 と 方 法

1. 材 料

EGCgは 既 報21)に よ っ て 緑 茶(三 井 農 林,藤 枝)抽

出 液 か ら分 離 精 製 さ れ た もの を 使 用 し た 。EGCgの 構

造 はFig.1に 示 した 。Polymyxin B sulfate(PL-B),

phosphatidylcholine(PC)お よ びphosphatidylserine

(PS)はSigma(St.Louis,MO,USA)か ら購 入 し

た。

2. 供 試 菌

Staphylococcus aureus ATCC 25932,Escherichia

coliK-12G6,な ら び に 中 江 太 治 博 士(東 海 大 学)よ

り供 与 され たSalmonella Typhimurium SL 696(野 生

株),S.Typhimurium SL 1069(LPS一 部 欠 損 株;構

造,KDO-Hep-Hep-Glc),S.Typhimurium TA2168

(KDOの み でpolysaccharideを 持 た な い株)を 実 験 に

用 い た 。

3. EGCg吸 着 試験

各供 試 菌 を10mlのL-broth(tryptone 10g,yeast

extract 5g,NaCI 5gper 1,000ml,pH7.2)に 接 種

し,37℃,100rpmで 一 昼 夜 振 盪 前 培 養 し た。 こ の培

養 液 を37℃ に保 温 したL-broth(90ml)に 混 和 し,

240rpm,37℃ で3.5時 間培 養 後,150mMNaCl/5

* 東京都 品川区旗の 台1 -5-8
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Fig. 1. Structure of (-) epigallocatechin gallate.

mM Hepes緩 衝 液(pH7.2)で 菌 体 を1回 洗 浄 後,

0.5%(v/v)に な る よ うに 上 記Hepes緩 衝 液 で 懸 濁 し,

菌 液 を調 整 し た。 次 に,0.5%菌 液(1ml)に 最 終 濃 度

が50μMに な る よ うにEGCgを 加 え,指 示 され た 時 間

37℃ で 静 置培 養 し た。 氷 中 で30秒 間冷 却 後,10,000

rpm,4℃ で5分 間 遠 心 し,EGCgの 吸 収 波 長 で あ る

280nmで 上 清 の 吸 収 を測 定 した 。EGCgの 供 試 菌 へ の

吸 着 は次 式 の よ うに 計 算 した 。

吸 着(%)=(A280 at 0-A280 at the indicated time/A280

ato)×100

4. 抗 菌 薬 感 受 性 試 験

EGCgとPL-Bのminimum inhibitory concentra-

tion(MIC)は1.5%寒 天 加L-brothを 用 い て2倍 希

釈 法 で 調 べ た22)。

5. 5,6-carboxyfluorescein封 入 リボ ソー ム の 作 製

PC(7.5μmol)を15mlの ガ ラス ス ピ ッツ管 壁 に コ

ー トし
,真 空 下 で ク ロ ロ フ ォ ル ム を 吸 引 除 去 後,110

mM5,6-carboxyfluorescein(CF)を 含 む1mlの150

mM NaCl/5mM Hepes緩 衝 液(pH7.2)に 懸 濁 し,

超 音 波 破 砕 器(Branson Sonifer-200)で20W,10分

間超 音 波処 理 してCF封 入 リボ ソー ム を作 製 した23)。さ

ら に,こ の リボ ソー ム液 を150mM NaCl/5mM Hepes

緩 衝 液(pH7.2)で 平 衡 化 したSephadex G-15(1×

30cm)を 用 い てCF封 入 リボ ソー ム を分 離 した。

II. 成 績

1. EGCgの 細 菌へ の 吸 着

グ ラ ム 陰性 菌 は グ ラ ム 陽 性 菌 に比 べcatechinに 対 す

る 感 受性 が 低 い。 そ の 原 因 の1つ と してcatechinの 菌

体 へ の 吸 着 量 が グ ラ ム 陽 性 菌 と グ ラ ム 陰 性 菌 の 間 で 異

な る の で は な い か と考 え,EGCgの 菌 体 へ の 吸 着 量 を

調 べ た(Fig.2)。50μMEGCgの 細 菌(0.5%v/v)へ

の 吸 着 は約2分 で 平 衡 状 態 に達 し,そ の 後 わ ず か ず っ

増 加 して い く こ と が わ か っ た。4時 間 後 に はE.coliや

S.Typhimuriumに 対 す るEGCgの 吸 着 量 は 約15～

30%,一 方S.aureusに 対 して は約45%に 達 し,こ こ

で 用 い た グ ラム 陰 性 菌 に 比 べ て約1.5～3倍 多 く吸 着 す

る こ と が わ か っ た 。 ま た,S.Typhimuriumの

lipopolysaccharide(LPS)変 異 株SL1069お よ びTA

Fig. 2. Adsorption of(-) epigallocatechin gallate by

bacterial cells. Staphylococcus aureus (○),

Escherichia coli (△),Salmonella Typhimurium

SL696 (□),S. Typhimurium SL1069(●), S.

Typhimurium TA2168(▲).

Table 1. Antibacterial effect of EGCg a) and PL-B b)

a) EGCg:(-)epigallocatechin gallate

b) PL-B:polymyxin B

c)-:PL-B had no effect against S .aureus.

2168はwild株sL696に 比べてEGcgの 吸着が多く,

LPS中 のpolysaccharide部 分がEGCgの 菌体への吸着

を物理的に妨げていることが示唆 された。 しか しなが

ら,EGCgのMICはSalmonella属 の閥で差が認めら

れなかった(Table 1)。

2. EGCgの 膜傷害作用における膜電荷の影響

EGCgの リボ ソーム膜傷害活性 は膜表面がマ イナス

に荷電 している場合,抑 制 されてい くが,プ ラスへ増

加 してい く場合 は この活性 にほ とん ど影響 しない。

我々はEGCgに よる膜傷害の機構を明らかにするため

に,膜 表面 をマイナスに荷電 した リボソームを用い,

PL-BとEGCgの 膜傷害活性の比較検討を行った。

PCリ ボソーム膜に含まれるPS量 が増大するにつれ

てEGCgに よる膜傷害が減少 し,リ ボソーム中に内包

された蛍光物質CFの 放出量が抑制された(Fig.3)。

しかし,PS含 量が2.5か ら5mol%の 問で急速にCF

放出が減少し,5mol%のPSがPCリ ボソーム膜に含

まれている とCFの 放出がほとんど起こ らなかった。

一方,PL-BはPCリ ボソーム膜中のPS含 量の増大に

伴い.逆 に リボソームか らのCFの 放 出が増加 した

(Fig.4)。

III. 考 察

EGCgが グラム陰性菌と比較 してグラム陽性菌に強
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Fig. 3. (-)Epigallocatechin gallate (EGCg)-caused leak-
age of 5, 6-carboxyfluorescein from phosphatidyl-
choline (PC) liposomes. Liposome membranes were

prepared from PC(○), 97.5mol% PC plus 2.5mol%

phosphatidylserine(PS)(△), 95mo1% PC plus 5

mol% PS(□),or 92.5mol% PC plus 7.5mol% PS

(●).EGCg was added at 293μg/ml.

Fig. 4. Polymyxin B (PL-B)-caused leakage of 5, 6-car-
boxyfluorescein from phosphatidylcholine (PC) lipo-
somes. Liposome membranes were prepared from PC
alone(○), 97.5mol% PC plus 2.5mol% phos-

phatidylserine (PS)(△),95mol% PC plus 5mol%

PS(□), 92.5mol% PC plus 7.5mol%PS(●), or PS

alone(▲). PL-B was added at 1μg/ml.

い抗菌効果を示す原因の1つ がEGCgの 菌体への結合

量の違いであり,そ の結合をLPSが 阻害 していること

を明らかにした。このことから,catechinの 菌体への

吸着が各細菌のcatechinに 対する感受性を決定 してい

る要因 となっていることは明らかである。 またリポソ

ームを用いた実験 か ら,膜 中に含 まれる酸性 リン脂質

であるPSが 増加 してい くとEGCgの 作用が減少 して

い くことがわか った。 これらの結果は次の ように説明

できる。水溶液中に溶解 しているcatechinは 溶液の

pHが6か ら7付 近ではマ イナスに荷電 している(原,

未発表)。 したがって,EGCgが 酸性 リン脂質である

PSの マイナス電荷 と電気的に反撥 しあい,脂 質二重層

に結合できないことか ら,PSを 含むPCリ ボソームで

はEGCgに よる膜傷害が引き起 こされないのではない

か と考え られる。同様 にグラム陰性菌はグラム陽性 菌

にないLPSを 持ち,そ の中にマイナスの電荷を有する

lipid Aが 存在するので,グ ラム陽性菌に比べてグラム

陰性菌はEGCgと の静電反擾が大 きくな り,EGCgの

結合が低 くなると考えられる。 しか しなが ら,原 核生

物 細 胞 膜 に 含 ま れ る 脂 質 はphosphatidyl-

ethanolamine,phosphatidylglycerol,caldiolipine,

PSな どのマイナス電荷を持つ酸性 リン脂質が主なもの

であるので,膜 全体はマイナスに帯電 している24)。した

がって,EGCgは 細菌の細胞膜に結合 しに くい性質を

持っていることが推測 される。

また,グ ラム陰性菌に関して,次 の ような2つ の結

果が得 られた。i)S.TyphimuriumのLPS変 異株は野

生株SL696に 比べてEGCgが 多 く結合するにもかか

わらず,こ れ らの菌の間でMIcに 差がなかった。ii)

EGCgはS.Typhimurium(SL696)に 比べてE.coli

に対 して約2倍 も多 く結合するにもかかわ らず,MIC

はE.coliの 方が高かった。これ らの結果か ら,グ ラム

陰性菌はEGCgの 結合量 と抗菌力が相関しないと考え

られた。 したがって,グ ラム陰性菌が グラム陽性菌 と

比較 し,EGCgの 抗菌作用 に対 して抵抗性 を示す機構i

がさらに存在 している可能性がある。

我々はさらに鎖環状ペプチ ド抗生物質で主 としてグ

ラム陰性菌の細胞膜に作用 し25,26),膜傷害を引き起 こす

PL-BとEGCgの 抗菌作用について比較検討 した。最

近,平 面膜 を用いた実験か ら,プ ラスの電荷 を持つ

PL-Bは マイナスに荷電 した脂質二重層に結合後,直 径

約3nmの 孔を開けることが報告 された27)。したがって,

EGCgとPL-Bの 間でみられた膜表面の電荷がまった

く逆の リボ ソームに作用する性質は両物質の持つnet

chargeの 差に起因しているものと考えられた。

また,プ ラスイオンとマイナスイオンを1つ ずつ持

つ 双 イオ ン性 のPCで 作 られた リボ ソーム に対 し

EGCgは 作用 し,PL-Bは まった く作用 しなかった。

PL-Bは 双イオン性のPCリ ボソーム膜に結合できない

ことから28),結果的にPCリ ボソームの膜傷害が引き起

こされない もの と考え られたが.そ の詳細な理由は明

らかではない。1つ の可能性 として,PO、 よりも極性

基のコリンのN+の 方が膜の外側 に位置 しているので,

リボ ソーム外液に浮遊 す るイオン化 した物質は立体構

造的にこの極性基のプラスの電荷 と相互作用 しやすい

ものと考えられる。

結論 として,EGCgは 膜極性基のプラスイオンに結

合 しやすい性質を持っていることが考えられた。 しか

しなが ら,EGCgが リボソームに結合後,ど の ように

して膜傷害 を引 き起 こすのか い まだ に不 明であ る。

PL-Bは リボソーム膜に結合 した後,膜 融合を誘起する

ことが知られている28)。一方,EGCg存 在下において細
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菌や リボソームは凝集を起 こす ことが知 られている20)。

その際,膜 融合が惹起 されれば,膜 構造の撹乱が同時

あるいは引 き続 き起きる可能性について今後検討する

必要があると考えられる。
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We studied the mechanism of membrane damage induced by (-) epigallocatechin gallate (EGCg)

isolated from extracts of Camellia sinensis (green tea). The amount of EGCg adsorbed by

Staphylococcus aureus was 1.5 to 3 times as much as that of EGCg adsorbed by Escherichia coli

and Salmonella Typhimurium. This result indicates that the difference in antibacterial activity of

EGCg between Gram-positive and Gram-negative bacteria depends on the amount of EGCg

adsorbed across the surface of these organisms. The adsorption of EGCg to S. Typhimurium wild

type (SL696) was lower than that of EGCg to S. Typhimurium lipopolysaccharide (LPS) mutants

(SL1069 and TA2168). This result suggests that LPS on outer membranes of Gram-negative bac-
teria inhibit adsorption of EGCg to the surface of organisms. There were, however, no significant

differences in MIC of EGCg among these strains of S. Typhimurium. To further explore the mode

of action of EGCg, we compared the membrane-damaging activities of EGCg and polymyxin B

(PL-B). EGCg damaged phosphatidylcholine (PC) liposome membranes and caused leakage of 5,

6-carboxyfluorescein (CF) encapsulated in the liposomes. However, phosphatidylserine (PS) con-

tained in PC liposomes inhibited CF-release dose-dependently, and the release was inhibited at 5

mol% of PS. On the other hand, CF-release from PC liposomes caused by PL-B was in propor-

tion to the amount of PS contained in the liposome membrane. It seems that the membrane

damage induced by EGCg and PL-B depends on the electrical property of the material. We,

therefore, assume that the net charge of EGCg is negative, since positively-charged PL-B binds

negatively-charged lipid bilayers.


