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略語表 

 

AAPH：2-2’-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride 

AGE：最終糖化産物 

AlPcS4：アルミニウムフタロシアニン四硫酸塩（光増感剤） 

ApoE：アポプロテイン E 

AUC：溶血曲線曲線下面積 

EC：エピカテキン 

ECg：エピカテキンガレート 

EDTA：エチレンジアミン四酢酸 

EGC：エピガロカテキン 

EGCg：エピガロカテキンガレート 

eNOS：血管内皮型一酸化窒素合成酵素 

FADH2：フラビンアデニンジヌクレオチド 

FMD：flow mediated dilatation  

GAPDH：グリセルアルデヒド 3-リン酸デヒドロゲナーゼ 

GLUT2：グルコーストランスポーター2 

GTE：緑茶抽出物 

NADH：ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド 

NADPH：ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸 

NF-κB：核内因子κB 

NO：一酸化窒素 

NO2-：亜硝酸イオン 

NO3-：硝酸イオン 

OGTT：グルコーストレランス試験 

PARP：ポリ（ADP-リボース）ポリメラーゼ 

PBS：リン酸緩衝液生理食塩水（10mM リン酸緩衝液 pH7.4, 1mM EDTA, 0.15M NaCl） 

PKC：プロテインキナーゼ C 

RBCs：赤血球 

ROS：活性酸素種 
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SDS：ドデシル硫酸ナトリウム 

TBA：チオバルビツール酸 

Trp：トリプトファン 
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序章 緒論 

 

スーパーオキシドアニオンラジカル（O2
－.）やヒドロキシルラジカル（.OH）等の活性酸素種は、血

管内皮細胞の賦活化や細胞内シグナル伝達に関与するなど 1)生体恒常性維持に不可欠な一面

を担っている。一方、ストレスや炎症などで活性酸素種が過剰に産生され、内因性抗酸化系で抗し

きれない状態に陥ると、細胞酸化障害が惹起され、心疾患をはじめとする様々な疾病発症・進展

の引き金が下ろされるものと推論されている。たとえば、生体酸化ストレスの亢進とそれに伴う酸化

障害が、冠動脈疾患における血管損傷をもたらすことや 2)、高血圧と深く関係している可能性を有

することもある 3)。 

このように、活性酸素が起因となる疾病は多数あるが、その一つに糖尿病の合併症の進展が

ある。糖尿病は生活習慣病の一つで、平成 24 年度国民栄養調査の結果から、糖尿病が強く

疑われる人は約 950 万人 4)ともいわれている。糖尿病は自覚症状に乏しいため気付かない

うちに進行し、合併症を引き起こす場合がある。糖尿病の三大合併症は、糖尿病性網膜症、

糖尿病性腎症および糖尿病性神経症であり、糖尿病治療においては、これらの合併症を防

ぐことが最重要課題となっている。また、これらは血管内皮細胞機能不全が引き金になり

発症することが知られている。 

高濃度グルコースあるいは遊離脂肪酸による活性酸素種（ROS）産生については、培養

平滑筋細胞並びに血管内皮細胞を用いて検討した場合であるが、グルコース（400mg/dL）

あるいはパルミチン酸塩（200μM）の添加で、有意に ROS の産生が増加したとの報告 5)

がある。その機序として、プロテインキナーゼ C 依存 NAD(P)H オキシダーゼの活性化に

よって ROS が産生されたと推察している。また、高血糖により活性化されたプロテインキ

ナーゼ Cβは血管内皮機能を低下させるとの報告もある 6)。 

細胞内のグルコース濃度が高い時、アルドース還元酵素はニコチンアミドアデニンジヌ

クレオチドリン酸（NADPH）を消費しながら、グルコースをソルビトールに還元する。ソ

ルビトールは後にフルクトースに酸化される 7)。これはポリオール経路と呼ばれており、高

濃度グルコースによってこの経路が亢進すると、還元型グルタチオンの再生にも必要な

NADPH が不足するため、還元型グルタチオン量が低下し、その結果、酸化ストレスへの

感受性が高まるとされている 8) 。 

その他、血中グルコースは非酵素的にタンパク質やアミノ酸のアミノ基と反応し、シッ

フ塩基やアマドリ転位化合物などを形成後、最終的に終末糖化産物（AGE）を形成する。
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AGE は、血管内皮細胞で血管内皮増殖因子の分化誘導を介して管腔形成促進を引き起こす。

このことから AGE は、糖尿病細小血管合併症の原因となる可能性が考えられるとの報告も

ある 9)。 

以上のように、高血糖による血管内皮細胞障害の機序については様々な報告があるが、

Brownlee ら 8)によりこれらを統合した機序が論じられている。 

毛細血管においては、高血糖により大量のグルコースが TCA サイクルで酸化を受けるこ

とで大量の電子ドナーであるニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（NADH）およびフ

ラビンアデニンジヌクレオチド（FADH2）が生成される。続いて、大量の電子ドナーはミ

トコンドリア内膜の電子伝達系で代謝されることになる。その結果、電子伝達系の電圧勾

配が限界に達し、電子伝達系が停止、行き先を失った電子ドナーにより大量に ROS が産生

される。これにより、ミトコンドリアから大量に ROS が放出される。ROS は核内に拡散

され、DNA の断片化を起こし、ポリ（ADP-リボース）ポリメラーゼ（PARP）を活性化す

る。PARP はグリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）を修飾するため

GAPDH の活性は低下する。GAPDH 活性の低下により、ポリオール経路の亢進、細胞内

AGE の増加、プロテインキナーゼ C（PKC）の活性化に続き、核内因子κB（NF-κB）の

活性化、ヘキソサミン経路の亢進が引き起こされると示唆されている。この概念図を図 0-1

に示す。 

大血管においては、脂肪細胞から血管内皮細胞へ遊離脂肪酸が流入し、その結果、脂肪

酸のβ酸化が亢進する。β酸化により産生されたアセチル CoA は TCA サイクルで代謝さ

れ、電子ドナーである NADH と FADH2が大量に産生される。これ以降の機序は毛細血管

と同様、ミトコンドリアからの大量の ROS の放出に続き、4 つの経路が亢進され、血管内

皮細胞の機能不全へと繋がっていくと推察している。 

このほか、マウス腎切片に高濃度グルコース（20～30mM）を曝露し、糸球体血管内皮

NO シンターゼ（eNOS）の活性について検討した論文では、高濃度グルコースは PKC-β

を活性化することにより、eNOS 活性化が抑制され、その結果、高濃度グルコースは血管内

皮からの NO の産生を抑制すると推察している 10)。 

一方、過剰の ROS により NO の不活性化が起こり、それが、血管内皮細胞機能不全の原

因となるとの報告もある 11)。高濃度グルコースによって、ミトコンドリアより大量の ROS

が産生されるとすれば、NOに対するROSの影響も無視できない。アポプロテインE（apoE）

/eNOS のダブルノックアウトマウスは、apoE ノックアウトマウスに比べ、アテローム性の 
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図 0-1 高濃度グルコースによる血管内皮細胞機能不全機序の概念図 

Diabetes 54:1615-1625, 2005 8)より一部改変 
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損傷範囲が大きいことから、eNOS 欠損とアテローム性動脈硬化症の進展が強く関連付けら

れている 12)。 

以上のように、高血糖による血管内皮細胞機能不全の機序は、徐々に解明されつつある

が、それぞれの経路の関係性などまだ解明できていない部分も多い。また、血管内皮細胞

不全に強く関与すると考えられる活性酸素による障害の機序やそれを防止する手段を解明

することは、合併症の予防のためにも急務であると考えられる。 

このような観点から、酸化障害に対して生体を保護することの重要性は明白である。従って、抗

酸化物質として機能しうる天然物、中でも食品に含まれる抗酸化性成分の探索やその作用機序に

関する研究が活発になされてきている。 

活性が高い抗酸化物質の一つとして注目されているカテキン類は、緑茶などでその含量が高い。

カテキン類は、2,2'-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride（AAPH）カチオンラジカル消

去作用、一重項酸素クエンチング作用、O2
－.消去作用のほか 13)，14)、酸化 LDL 抑制効果 15)を示

すことなど様々な角度から研究されており、また、茶ポリフェノールによる抗腫瘍作用 16)なども示唆

されている。その他、疫学調査によれば、緑茶摂取による冠動脈疾患の改善 17),18)なども推測され

ている。 

ところで、経口摂取したカテキン類では、その 1.5～3時間後にエピガロカテキンガレート（EGCg）

の血漿濃度は最大となるが、血中カテキン類の大半は抱合型としての存在比が高く、遊離型のそ

れは相対的に低値（1μM以下）であると考えられている 19),20)。しかし、血中の半減期が短いとして

も、微量存在すると考えられる遊離型カテキンと血漿成分あるいは血液系細胞との相互作用を抗

酸化活性の強弱と併せて考究することは、カテキン類の Bioavailability や機能性の解明に新た

な情報を与えるものであると考えられる。 

以上より、本論文は、緑茶カテキン類、特にエピガロカテキンガレート（EGCg）の抗酸化活性の

再評価をすること、ヒトが緑茶を摂取した際の食後一過性高血糖状態における生体酸化ストレスへ

の影響を検討することを目的とした。 

第 1 章では、赤血球の溶血反応から抗酸化活性を評価する赤血球膜酸化障害評価法を用い、

緑茶カテキン類であるエピカテキン（EC）、エピガロカテキン（EGC）、エピカテキンガレート（ECg）、

エピガロカテキンガレート（EGCg）の ex vivo における各々の抗酸化能を評価した。さらに、第 2章

では、EGCg の抗酸化機序について詳細に検討し、第 3章では血漿成分存在下における EGCg

の抗酸化能について検討した。第 4 章では、ヒトに一過性の糖負荷を行った際の血管内の酸化ス

トレス状態を包括的に評価し、この評価法が食品微量成分の抗酸化評価法としての利用が可能で
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あるか麦めしを摂取することにより確認した。第 5 章では、第 4 章で用いた評価法にて、緑茶摂取

による生体内の酸化ストレス抑制効果について検討した。そして第 6章を総括とした。 
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第 1 章 赤血球膜酸化障害を指標とした各種カテキン類の抗酸化能の評価 

 

1.1. 背景 

 

 緑茶等に含まれるカテキン類は抗酸化活性のほか、抗がん作用 1),2)などの様々な機能性を

持つと広く知られている。緑茶に含まれる主なカテキン類はエピカテキン（EC）、エピガロ

カテキン（EGC）、エピカテキンガレート（ECg）、エピガロカテキンガレート（EGCg）で

あり、その抗酸化活性は異なる 3)。 

 本研究で用いた赤血球膜酸化障害評価法は、赤血球の溶血反応から食品微量成分の抗酸

化活性を評価する方法である。抗酸化能を判定する方法として溶血反応はしばしば用いら

れるが、溶血反応惹起試薬として AAPH などの水溶性ラジカル反応開始剤 4),5)を使用する

ことが多い。しかし、本研究では、光照射により一重項酸素を産生する光増感剤のアルミ

ニウムフタロシアニン四硫酸塩（AlPcS4）を使用することとした。その理由として光照射

時間により一重項酸素の産生量を調節できること、さらに光照射停止により一重項酸素産

生を停止することができるため、その後の酸化障害の進展を観察することが可能なことが

挙げられる。 

本章では、構築した赤血球膜酸化障害評価法を用いて、各種カテキン類の抗酸化能を比

較検討することとした。各種カテキン類の単独添加および、カテキン類を組み合わせた相

乗効果について、赤血球膜酸化障害評価法を用いて検討を行った。 

 

1.2. 実験方法 

 

1.2.1. 赤血球膜酸化障害測定法について 

本研究では、赤血球に活性酸素の一つである一重項酸素を曝露した時の溶血パターンと

そこへ食品微量成分を添加したときの溶血パターンとを比較することで、食品微量成分の

抗酸化能の評価を行っている。以下に、本研究で用いた赤血球膜酸化障害評価法について

述べる。 

 

1.2.1.1. 赤血球懸濁液 

本研究では、本論文著者の井上葉子の肘静脈から採取した血液を用い、溶血により漏出
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したヘモグロビン量を吸光度の測定により求め、その溶血パターンから酸化ストレス状態

を判定した。 

ヘモグロビンの可視部吸収スペクトルは、波長 415nm で極大吸収を認めた（図 1-1）。一

方、光増感剤として AlPcS4を用いたが、その極大吸収は 670nm 付近（図 1-2）であり、波

長 415nm のヘモグロビンの吸光度には影響を及ぼさないことを確認した。 

赤血球懸濁液の 100％溶血時における 415nm の吸光度が 1.000となるようにリン酸緩衝

液生理食塩水（10mM リン酸緩衝液 pH7.4, 1mM EDTA, 0.15M NaCl：PBS）で希釈調製

した。これは、細胞数約 5.0×107個/ml PBS 6)に相当する。 

 

1.2.1.2. 赤血球と光増感剤、アルミニウムフタロシアニン四硫酸塩のプレインキュベーシ

ョン時間および光照射時間と溶血パターン 

 Sonoda ら 7)の方法を改良し、光照射のためのランプや赤血球懸濁液等は図 1-3 のように

設置した。光照射前に行ったプレインキュベーションと光照射は室温にて行った。光照射

後のインキュベーションは 37℃で行った。光照射時のランプによる発熱が溶血パターンに

影響を与えると考えられたため、ランプと赤血球懸濁液の入った石英セルとの間に、蒸留

水を入れたビーカーを置き、熱の影響を受けないようにした。ランプとセルの距離は 30 ㎝

とし、光の強さを一定（7,000 ルクス）にした。また、光照射時に赤血球のセル内での沈澱

を防ぐため、マグネティックスターラーにて攪拌しながら光照射を行った。なお、スター

ラー攪拌子からの物理的な刺激による溶血は起らないことを確認している。 

以上の条件において、AlPcS4 の濃度、赤血球懸濁液とのプレインキュベーション時間、

光照射時間を検討した。その結果、AlPcS4濃度は 11.2μM（終濃度）、プレインキュベーシ

ョン時間 10 分、光照射 5 分で実験上最適な溶血パターンを得ることができた（図 1-4）。 

本研究は、室温でプレインキュベーションおよび光照射を行っているため、室温により溶

血パターンが異なることがあった。そこで、実験に際しては、毎回、溶血パターンの確認

後、必要に応じて光照射時間を調節し、溶血パターンの調整を行った。 

本評価法の特長として、光照射を停止することにより、一重項酸素の産生を止めること

ができることにある。そこで、一重項酸素曝露量は光照射中に溶血が引き起こされない量

とし（initiation 反応）、続く post-illumination の過程（propagation 反応）で溶血するよ

うに調節した。つまり、initiation 反応で内因性の抗酸化活性が酸化ストレスに抵抗し、そ

の枯渇ののちに溶血となるものと推定している。 
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図 1-1 ヘモグロビンの可視吸収スペクトル 

図 1-2 アルミニウムフタロシアニン四硫酸塩の可視吸収スペクトル 
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図 1-3 光増感反応による一重項酸素曝露法 

 

赤血球懸濁液と AlPcS4 を石英セルに入れ、マグネティックスターラーにて攪拌しながらタン

グステンランプにより光照射を行うことで、赤血球に一重項酸素の曝露を行った。 
タングステンランプの発熱による溶血を防ぐため、ランプとセルの間に蒸留水を置いて、熱

を遮断した。 
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図 1-4 AlPcS
4
光増感反応による溶血曲線 

 

赤血球懸濁液を AlPcS
4
(11.2μM)と 10 分間プレインキュベートした後、5 分間光照射を行っ

た。遮光下 37℃でのインキュベート（post-illumination)時における溶血度の変化を示した。 
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1.2.2. カテキン類の抗酸化能の評価 

1.2.2.1. 試料 

1）洗浄赤血球の調製 

本論文著者の井上葉子の静脈血を採取し、1,000 r.p.m.で 5 分間遠心分離（Model 90-22

佐久間製作所製）し、血漿およびバッフィコートを除去した。分離した赤血球に PBS を等

量加えて緩やかに攪拌し、再度遠心分離（1,000 r.p.m. 5 分間）し上清を取り除いた。この

操作を 3 回繰り返して洗浄赤血球を得た。 

 

2）エピカテキン、エピガロカテキン、エピカテキンガレート、エピガロカテキンガレー

ト溶液の調製 

EC、EGC、ECg（カテキンキット：栗田工業製）を PBS に溶解し、それぞれ濃度 2mM

になるように調製したものを凍結保存し、用事 PBS で希釈して使用した。 

EGCg（純度 80％：栗田工業製）も上記カテキン類と同様に PBS に溶解し、濃度 2mM

になるように調製したものを凍結保存し、用事 PBS で希釈して使用した。 

 

1.2.2.2. 光増感溶血反応 

1）コントロールの溶血度の測定 

赤血球酸化障害評価法の通り、赤血球懸濁液（細胞数約 5.0×107個/ml PBS）6)、11.2

μM AlPcS4および PBS（全量 3,000μL）を 1cm 角石英セルに入れ、ミニ-スターラーバー

で緩やかに攪拌しながら、遮光下、10 分間プレインキュベートした。光照射を 6 分間実施

することにより赤血球に一重項酸素を曝露した。 

次に、一重項酸素曝露後の試料をマイクロチューブに分注し、遮光下 37℃でインキュベ

ートした（Post-illumination）。70 分間まで 10 分毎にマイクロチューブをインキュベータ

ーから取り出し、遠心分離（1,000 r.p.m.、5 分間）後、その上清の吸光度（415nm）を測

定した。同一の赤血球懸濁液に蒸留水を加えて完全溶血させたときの値を 100%-Hemolysis

として各試料の溶血度を百分率で示した（図 1-5）。得られた溶血パターンをコントロール

とした。 

 

2）各種カテキン類単独添加の溶血度測定 

 赤血球懸濁液、カテキン類を終濃度 50μM あるいは 100μM と AlPcS4 11.2μM を石英 
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図 1-5 赤血球膜酸化障害 
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セルに入れ PBS で全量 3,000μL とし、コントロール溶血パターンと同様に、光照射、そ

の後の吸光度測定を行い、溶血度を求めた（図 1-6）。 

 

3）カテキン類組み合わせ添加の溶血度測定 

 赤血球懸濁液、PBS、EGCg 50μM（終濃度）、さらに EGC 100μM、EC 100μM ある

いは ECg 50μM（いずれも終濃度）と AlPcS4 11.2μM を石英セルに入れ、1.2.2.2．2）の

方法と同様に測定を行い、溶血度を求めた。 

 

4）統計処理 

 検定は、溶血曲線の曲線下面積（AUC）を比較することで行った。一元配置分散分析の

手法を用い、多重比較は、正規分布に従いかつ、等分散性が仮定できるデータは Tukey の

HSD 検定、正規分布に従いかつ、等分散性が仮定できないデータは Games-Howell 検定、

正規分布に従わないデータは Steel-Dwass 法を用いた。Tukey の HSD 検定および

Games-Howell 検定は IBM SPSS Statistics 22 を Steel-Dwass 法は R ver. 2.8.1 を使用し

統計処理を行った。p＜0.05 を統計的に有意とした。 

 

1.3. 結果 

 

1.3.1. 赤血球膜酸化障害を指標とした各種カテキン類単独添加の効果 

赤血球懸濁液に EGC 100μM、EC 100μM、ECg 50μM、ECg 100μM あるいは EGCg 

50μM（すべて終濃度）を加え、一重項酸素を曝露し、その後の Post-illumination におけ

る溶血度を測定した結果を図 1-7 に、AUC および検定の結果を表 1-1 に示した。 

カテキン類を添加していないコントロールの 70 分における溶血度、平均値±標準誤差

92.6±1.7％と比べ、EGC 100μM、EC 100μM、ECg 50μM、ECg 100μM、EGCg 50

μM の添加で、それぞれ 86.5±2.4％、72.7±5.3％、14.3±5.0％、13.2±2.2％、13.1±5.2％

となった。また、AUC で比較すると、コントロール、EGC 100μM、EC 100μM、ECg 50

μM、ECg 100μM、EGCg 50μM では、それぞれ 4113.7±310.4、3790.1±327.7、3173.9

±416.3、852.2±222.1、396.3±46.9．378.3±143.1 であった。 

ECg 50 および 100μM、EGCg 50μM の添加により、カテキン類を添加していないコン

トロールに比べ有意に AUC の増加を抑制した。また、ECg 50 および 100μM と EGCg 
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図 1-6 赤血球膜酸化障害における各種カテキン類の添加効果測定法 
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図 1-7 赤血球膜酸化障害における各種カテキン類添加の影響 

 

赤血球懸濁液を AlPcS
4
(11.2μM)と各種カテキン類を単独添加し、10 分間プレインキュ

ベートした後、6 分間光照射を行った。遮光下 37℃でのインキュベート

（post-illumination)時における溶血度の変化を示した。 
コントロール（○：n=12）、EGCg 50μM（■：n=9）、EGC 100μM（▲：n=9）、EC 100μM

（×：n=9）、ECg 100μM（ ♦：n=9）、ECg 50μM（♢：n=9） 

平均値±標準誤差で示した。 
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50μM の添加の間には有意な差はなく、溶血抑制効果は同程度であった。AUC 値でみる

と、ECg 100μM と EGCg 50μM の値は同程度であった。 

 

1.3.2. 赤血球膜酸化障害を指標としたカテキン類組み合わせ添加の効果 

 赤血球懸濁液に EGCg 50μM を添加し、さらに ECG 100 μM、EC 100μM あるいは

ECg 50μM を加え、光増感反応により酸化ストレスを与えた。Post-illumination におけ

る溶血度を図 1-8 に、AUC と検定の結果を表 1-2 に示した。 

 コントロールの AUC 4113.7±310.4 と比べ、ECG 100μM、EC 100μM あるいは ECg 

50μM と EGCg 50μM の添加により、それぞれ 875.3±325.9、260.1±92.3、138.0±35.6

となり、いずれも有意に溶血を抑制していた。しかし、いずれにおいても EGCg 50μM 単

独添加の AUC 378.3±143.1 と比較し、有意な溶血抑制効果は認められず、カテキン類を

組み合わせることにより、さらに溶血抑制を増強するような相乗効果は認められなかった。

EGCg と EGC の組み合わせでは、EGCg 単独添加よりも溶血を促進している傾向にあっ

た。 

 

1.4. 考察 

 

 赤血球膜酸化障害に各種カテキン類を単独で、あるいは組み合わせて添加し、これらの

抗酸化能を評価した。各種カテキン類の抗酸化効果は、EGCg＞ECg＞EC＞EGC の順で

高値を示した。 

DNA の酸化による損傷に対し、カテキン類の EC、EGC、ECG、EGCg は、μM レベ

ルでそれを抑制することができ、カテキン類の中で最もその活性が強いのは EGCg である

との報告 8)がある。また、パーオキシナイトライトの捕捉効果においても、EGCg の捕捉

能が最も高いとの報告 9)されており、本研究結果と一致していた。 

カテキン類の構造を図 1-9 に示す。本研究において強い抗酸化能を示したカテキン類は、

EGCg および ECg であった。どちらもガロイル部分をもつ化合物であることから、本研究

で用いた赤血球膜酸化障害にはガロイル部分が抗酸化能に強く影響することが示唆された。 

また、EGCg と ECg の抗酸化能を比較すると、EGCg 50μM と ECg 100μM の AUC

が同程度であったため、より低い濃度で溶血を抑制した EGCg は ECg に比べ抗酸化能が

高いことが考えられた。B 環の o-ジヒドロキシグループと 3 位のガロイル部分の有無はラ 



25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-8 赤血球膜酸化障害に対するカテキン類添加の相乗効果 

 

赤血球懸濁液と AlPcS
4
(11.2μM)に EGCｇと EGC、EC あるいは ECｇを組み合わせて添加

し、10 分間プレインキュベートした後、6分間光照射を行った。遮光下 37℃でのイン

キュベート（post-illumination)時における溶血度の変化を示した。 

コントロール（○：n=12）、EGCg 50μM（■：n=9）、EGCg 50μM+EGC 100μM（▲：

n=9）、EGCg 50μM+EC 100μM（×：n=9）、EGCg 50μM+ECg 50μM（♢：n=9） 

平均値±標準誤差で示した。 
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図 1-9 カテキン類の構造 
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ジカル捕捉能に影響するため、カテキン類の中では最も EGCg の抗酸化効果が高いと報告

3)されていることからもガロイル部分が抗酸化能の強さに影響していることが推察された。 

 カテキン類を組み合わせることによる相乗効果は、EGCg と EGC の組み合わせでは、

組み合わせることにより抗酸化能が低下していた。また、これ以外の組み合わせにおいて

も各カテキン類単独添加による溶血抑制効果に EGCg の溶血抑制効果が単にプラスされ

ただけの結果となり、カテキン類を組み合わせることによる相乗効果は期待できないと示

唆された。しかし、赤血球膜酸化障害評価法により得られた緑茶抽出物（0.25mg/mL）を

添加した結果と比較（図 1-10）するとカテキン類の一つであるエピガロカテキンガレート

（EGCg）の 100μM 添加に比べて溶血抑制能が高かった。茶葉のカテキン類の含有量を

測定した文献 10)から緑茶緑茶抽出物の EGCg 含有量を概算値で求めると、緑茶抽出物の

EGCg 含有量は 100μM よりも低いことが確認できた。そのため、カテキン類による抗酸

化能の相乗効果を期待し実験を行ったが、相乗効果は認められなかった。そこで、緑茶に

含まれるカテキン類以外の成分（表 1-3）11)、例えば、アスコルビン酸等の抗酸化物質と

の組み合わせ等の影響により、強い抗酸化能が発揮されたのではないかと推察できた。 

Fujisawa ら 12)によると、α-トコフェロールあるいは L-アスコルビル 2,6-ジブチラート

（アスコルビン酸派生物）と EC、EGC、ECg あるいは EGCg と抗酸化相乗効果について

検討し、その結果、EGCg が単独の場合は、最もラジカル捕捉能は高かったが、α-トコフ

ェロールあるいは L-アスコルビル 2,6-ジブチラートと共存させた場合、EGCg の添加によ

りラジカル捕捉能は低下したとある。また、抗酸化相乗効果は、フェノールの OH 結合の

解離のエントロピーがビタミン E のそれよりも有意に高い時に現れると報告している。本

研究において、EGCg と EC、EGC あるいは ECg を組み合わせて赤血球膜酸化障害への

影響を検討したが、EGCg の電子構造により相乗効果が認められなかった可能性も考えら

れた。 

  

 

 

 

 

 

 



29 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-10 AlPcS
4
光増感反応による赤血球膜障害への緑茶抽出物の効果 

 

赤血球懸濁液とAlPcS
4
(11.2μM)に緑茶抽出物（GTE）を添加し、10 分間プレインキュベートし

た後、5 分間光照射を行った。遮光下 37℃でのインキュベート（post-illumination)時における

溶血度の変化を示した。GTE は、緑茶茶葉 10g に蒸留水 200mL を加え、沸騰後 10 分間煮

出し、濾過後、凍結乾燥し、茶葉 50mg/ml に調製したものを用いた。 
コントロール（○：n=13）、GTE 1 ㎎/mL（×：n=5）、GTE 0.5 ㎎/mL（▲：n=5）、GTE 0.25 ㎎/mL

（◆：n=5） 
平均値±標準誤差で示した。 
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1.5. 小括 

 

 赤血球膜酸化障害にカテキン類を添加し、抗酸化能を評価したところ、単独添加では、

EGCg＞ECg＞EC＞EGC の順で溶血抑制効果が認められた。カテキン類のうちガロイル

部分を持つカテキン類に強い抗酸化活性があることが示唆された。 

 次に、EGCg と EC、EGC あるいは ECg を組み合わせて赤血球酸化障害に対する溶血

抑制効果を評価したところ、それぞれ 2 種類のカテキン類単独の溶血抑制効果以上の溶血

抑制効果は示されなかった。また、EGCg と EGC の組み合わせでは、EGCg 単独添加よ

りも溶血抑制効果は弱くなった。このことから、EGCg とその他カテキン類を組み合わせ

ることによる相乗効果は期待できないものと示唆された。 
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第 2 章 赤血球膜酸化障害評価法を指標としたエピガロカテキンガレートの抗

酸化機序の検討 

 

2.1. 背景 

 

第 1章において赤血球膜酸化障害を用いて各種カテキン類の抗酸化能を評価したところ、

カテキン類の中でガロイル部分を有するエピガロカテキンガレート（EGCg）の抗酸化能

が最も高い結果となった。EGCg は腫瘍のアポトーシスを誘発する 1),2)、血管内皮細胞に

おいて NO の産生を介する血管弛緩に関与するとも報告されている 3)など抗酸化活性以外

にも様々な機能性を持つことが知られている。 

EGCg は抗酸化活性をもつ主要な緑茶成分であることから、本章では EGCg に焦点を当

て、その抗酸化機序について検討することとした。つまり、本章では赤血球膜酸化障害評

価法を用いた溶血パターンに加え、赤血球膜脂質の過酸化脂質量や赤血球膜タンパク質の

分解についても併せて総合的に評価した。 

 

2.2. 実験方法 

 

2.2.1. 試料 

2.2.1.1. 洗浄赤血球の調製 

1.2.2.1．1）と同様 

 

2.2.1.2. エピガロカテキンガレート溶液の調製 

1.2.2.1．2) と同様 

 

2.2.2. 光増感溶血反応 

2.2.2.1. コントロール溶血パターン 

1.2.2.2．1）と同様 

 

2.2.2.2. EGCg あるいは一重項酸素クエンチャー共存下の溶血パターン 

1.2.2.2．2）と同様、赤血球懸濁液、AlPcS4および PBS の反応系に EGCg 100μM あ
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るいは一重項酸素のクエンチャーとして知られるトリプトファン（Trp）4)をそれぞれ 1cm

角石英セルにセットし、プレインキュベート、光照射による一重項酸素曝露、

post-illumination 反応を実施（図 2-1）して溶血パターンを得た。 

 

2.2.2.3. 一重項酸素捕捉能の測定 

一重項酸素捕捉能の測定はニトロソアニリンブリーチング法 4)を用いた。これは、光増

感反応により発生した一重項酸素とイミダゾールが反応し、その反応生成物によりニトロ

ソアニリンのブリーチングが起こることを利用し一重項酸素の生成量を推定する方法であ

る。 

ニトロソアニリン 33.5μM、イミダゾール 13.4mM、AlPcS4 11.2μM に EGCg あるい

は Trp を加え、全量が 1mL になるように PBS を添加した後、光照射を 10 分間行った。

この溶液の吸光度（波長 440nm）つまり、ニトロソアニリンの吸光度を測定し、吸光度か

らブリーチング量を求め、この量を EGCg と Trp の一重項酸素クエンチャー能とした。 

なお、この実験系からイミダゾールのみを除いた、つまりニトロソアニリン、AlPcS4、

EGCg あるいは Trp、PBS に光照射を行い、Trp や EGCg がブリーチングに影響しないか

確認した。Trp は影響しないことが確認できたが、EGCg は若干ニトロソアニリンのブリ

ーチングを起こし、吸光度を低下させた。そのため、EGCg を添加した際は、EGCg によ

る吸光度の減尐分を差し引いたものをブリーチング量とした。 

 

2.2.2.4. 赤血球膜と EGCg との相互作用 

遮光下にて赤血球懸濁液を EGCg とインキュベートしたのち遠心分離し、赤血球画分を

PBS でさらに 3回洗浄して EGCg前処理赤血球を調製した（以降、「EGCg 前処理赤血球」

とする）。この EGCg 前処理赤血球を試料として、すなわち、細胞外溶液に EGCg が存在

しない条件下で一重項酸素を曝露して溶血パターンを求めた。EGCg を加えていないコン

トロール溶血パターンの作成には、赤血球懸濁液に PBS を加え 3 回 PBS で洗浄した赤血

球を用いた（図 2-2）。 

 

2.2.3. 赤血球膜酸化障害の評価 

2.2.3.1. 赤血球膜脂質過酸化物の測定 

一重項酸素曝露後の赤血球膜脂質過酸化物の測定はチオバルビツール酸（TBA）法にて 
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図 2-1 赤血球膜酸化障害における抗酸化物質の添加効果測定法  
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図 2-2 エピガロカテキンガレート前処理赤血球の調製および酸化障害測定法 
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行った。すなわち赤血球懸濁液に 1.2.2.2.と同様の方法で一重項酸素を曝露した後、

post-illumination 0、15、30、60 分毎にサンプリングを行い、遠心分離（1,000 r.p.m.、

10 分間）した。遠心上清を褐色遠沈管に移し、N/12 硫酸を 4mL 加えた。さらに、10％

リンタングステン酸 0.5mL を加え、除タンパクを行った後、3,000 r.p.m. 10 分間遠心分

離を行った。上清を捨て、蒸留水 4mL を加えて沈殿物をよく懸濁させた。そこへ TBA 試

薬（2-チオバルビツール酸 3.35mg/mL）1mL を加え 60 分間沸騰水浴中で加熱し、冷却後

n-ブタノールで抽出した。得られたブタノール層の蛍光強度を蛍光光度計（RF-503A 島

津製作所製）にて励起波長 515nm、蛍光波長 553nm で測定した。標準液として、1,1,3,3-

テトラエトキシプロパン（5nmoL/mL）0.05mL についても同様に操作し、標準液の蛍光

強度 F および試料の蛍光強度 f を測定した。 

過酸化脂質濃度は以下の計算式により算出した。 

 （マロンジアルデヒドとして）nmoL /mL = f / F × 83.3* 

 *標準液採取量は、0.05mL（1,1,3,3-テトラエトキシプロパン 5nmoL/mL）であり、試

料採取量は 10μL /mL×0.5mL×（0.3mL/0.5mL）= 3μL であるため、1,1,3,3-テトラエ

トキシプロパンは過酸化脂質濃度として、5nmoL/mL×0.05mL/0.003mL=83.3nmoL/mL

となる。 

 

2.2.3.2. 赤血球膜タンパク質の電気泳動像 

1.2.2.2.の通り、赤血球懸濁液に一重項酸素を曝露し、post-illumination 0、20、40、60

分ごとに遠心分離（4℃、13,000 r.p.m.、30 分間）したのち、トリス塩酸緩衝液（10mM、 

pH7.4）を加えて赤血球を溶血させた。遠心分離とトリス塩酸緩衝液洗浄操作を繰り返し、

赤血球膜画分を回収した。赤血球膜画分に 10% ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）溶液と

サンプル緩衝液（0.5M トリス塩酸緩衝液 pH6.8 にブロモフェノールブルー、10%SDS、

β-メルカプトエタノール、グリセリンを溶解）を加え、沸騰水浴中に 3 分間保持し泳動用

試料とした。 電気泳動は泳動ゲルプレート（PAGEL パジェル NPU10L、アトー社製）

に泳動用試料 20μL をアプライし、泳動緩衝液（0.25M トリス／0.192M グリシン／

0.1%SDS）、90V、80mA で 120 分間実施した。泳動後、染色液（0.25%クマシーブリリ

アントブルー／50%メタノール／7%酢酸）で 1 時間染色後、脱色液（25%メタノール／7%

酢酸）で脱色処理をした。 
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2.2.4. 統計処理 

1.2.2.2．4）と同様に、検定は、溶血曲線の曲線下面積（AUC）を比較することで行っ

た。一元配置分散分析の手法を用い、多重比較は、正規分布に従いかつ、等分散性が仮定

できるデータは Tukey の HSD 検定、正規分布に従いかつ、等分散性が仮定できないデー

タは Games-Howell 検定、正規分布に従わないデータは Steel-Dwass 法を用いた。Tukey

のHSD検定およびGames-Howell検定は IBM SPSS Statistics 22を Steel-Dwass法はR 

ver. 2.8.1 を使用し統計処理を行った。p＜0.05 を統計的に有意とした。 

 

2.3. 結果 

 

2.3.1. 一重項酸素曝露洗浄赤血球への EGCg 添加効果 

EGCg の濃度を変化させたときの赤血球膜酸化障害に対する影響を図 2-3 に示し、表 2-1 に

AUCと検定結果を示した。post-illumination 70分におけるコントロールの溶血度、99.2±0.4％

に比べ、EGCg の 10μM、50μM、100μM の添加で、それぞれ 96.4±3.0％、49.6±6.2％、

17.0±7.5％の溶血率であった。EGCg の添加により濃度依存的に溶血を抑制した。AUC では、

コントロール4108.5±185.7に対し、EGCg 50μM、100μMの添加で、それぞれ1957.8±351.0、

601.2±84.7であり、有意に溶血を抑制していた。さらに、EGCg 100μMの添加は 10μM添加

に対しても有意に AUC が低値であった。EGCｇ 10μM の添加ではコントロールに比べ有意な

差は認められなかった。 

次に赤血球懸濁液に EGCgあるいは一重項酸素のクエンチャーである Trpを添加し、一重項

酸素曝露後、post-illuminationにおける溶血パターンを測定した（図2-4）。Post-illumination 

60 分後において、コントロールの溶血率、平均値±標準誤差、99.0±0.6％であるのに対し、

EGCg 100μM、Trp 6.7mM、Trp 13.3mM はそれぞれ 11.0±2.0％、79.3±13.5％、

28.5±16.0％であった。AUC（表 2-2）は、コントロール 3078.6 ±194.7 と比べ、EGCg 100μM、

Trp 13.3mM は 461.6±73.9、565.2±321.2 であり、それぞれ有意に溶血を抑制していた。Trp 

6.7mMの添加ではコントロールに対し有意な溶血抑制効果は認められなかった。 

 

2.3.2. EGCg の一重項酸素捕捉能 

 EGCgおよび Trpの一重項酸素捕捉能の測定にはニトロソアニリンブリーチング法を用

いた。結果は図 2-5 に示す。光照射 10 分間におけるブリーチング量（440nm の吸光度減 
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図 2-3 赤血球膜酸化障害へのエピガロカテキンガレート添加効果 

 

赤血球懸濁液、AlPcS
4
(11.2μM)に EGCｇを添加し、10 分間プレインキュベートし

た後、5 分間光照射を行った。遮光下 37℃でのインキュベート（post-illumination)

時における溶血度の変化を示した。 
コントロール（○：n=13）、EGCg 10μM（▲：n=5）、EGCg 50μM（×：n=5）、EGCg 

100μM（■：n=7） 
平均値±標準誤差で示した。 
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図 2-4 赤血球膜酸化障害への抗酸化剤添加の効果 

 

赤血球懸濁液、AlPcS
4
(11.2μM)にトリプトファンあるいは EGCｇを添加し、10 分間プレインキ

ュベートした後、5 分間光照射を行った。遮光下 37℃でのインキュベート（post-illumination)時

における溶血度の変化を示した。 
コントロール（○：n=13）、Trp 6.7mM（▲：n=5）、Trp 13.3mM（×：n=4）、EGCg 100μM（■：

n=7） 
平均値±標準誤差で示した。 
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図 2-5 トリプトファンおよびエピガロカテキンガレートの 

一重項酸素捕捉効果 

 

ニトロソアニリンとイミダゾールの入った溶液に、AlPcS
4
とトリプトファン

あるいは EGCg を加え、光照射を 10 分間行った際の吸光度（440nm）のブリ

ーチング量を示した。 
コントロール（■：n=8）、Trp 6.7mM（□：n=6）、Trp 13.3mM（ ：n=6）、

EGCg 50μM（ ：n=6）、EGCg 100μM（ ：n=6） 
ap<0.05 vs Cotrol、bp<0.05 vs Trp 6.7mM、cp<0.05 vs Trp 13.3mM 
平均値±標準誤差で示した。 
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尐量）は 0.195±0.004 であった（コントロール）。これに対し、Trp 6.7mM、13.3mM 添

加では、それぞれ 0.095±0.002、0.064±0.001 であった。コントロールのブリーチング

量を 100％とした Trp 添加のブリーチング量の割合は、6.7mM、13.3mM 添加でそれぞれ

49％と 33％であった。つまり、一重項酸素の捕捉量は Trp 6.7mM では 51％、Trp 13.3mM 

では 67％と見積もることができ、濃度依存的に一重項酸素を捕捉していた。一方、EGCg 

50μM、100μM の添加では、それぞれ 0.139±0.004、0.151±0.007 であった。つまり、

コントロールのブリーチング量に対する割合は、それぞれ 71％、77％で、一重項酸素の捕

捉量は、EGCg 50μM の添加で 29％、100μM の添加で 23％と見積もられ、濃度に依存

せず同程度であった。コントロールすなわち光照射 10 分間における一重項酸素生成量に

対し、Trp、EGCg の添加により有意に一重項酸素を捕捉していた。捕捉能は高い順に Trp 

13.3mM＞Trp 6.7mM＞EGCg 100μM＝EGCg 50μM であった。 

 

2.3.3. 赤血球膜と EGCg との相互作用の検討 

洗浄赤血球に EGCg を添加し、その後、PBS にて洗浄することにより、赤血球懸濁液

中に溶存する EGCg を除去した EGCg 前処理赤血球に一重項酸素を曝露した溶血度の結

果を図 2-6 に、AUC と検定結果を表 2-3 に示した。post-illumination 70 分における溶血

度は、コントロール、EGCg 前処理赤血球の EGCg 添加量 10μM、50μM、100μM で

は、平均値±標準誤差で 93.6±6.4％、80.9±8.8％、53.2±7.0％、9.3±4.0％であり、洗

浄赤血球に添加した EGCｇ量の増加に伴い溶血率は低下した。また、AUC はコントロー

ル、EGCg 前処理赤血球の EGCg 添加量 10μM、50μM、100μM、それぞれ 3715.7±

490.9、1798.8±316.4、1031.0±218.5、216.3±107.6 であった。コントロールの AUC

値に比べ、EGCg 50μM、100μM の添加で有意に溶血抑制効果が認められた。さらに、

EGCg 100μM は 50μM に比べ有意に溶血を抑制していた。 

 

2.3.4. 赤血球膜過酸化連鎖反応における EGCg の抑制効果 

 洗浄赤血球に EGCg を加え、一重項酸素を曝露後、post-illumination 0、15、30、60

分毎にサンプリングした検液の過酸化脂質量を測定した。経時的な過酸化脂質量の変化を

図 2-7 に、0～60 分の過酸化脂質量の総量と検定の結果を表 2-4 に示した。 

図 2-7 より、コントロールおよび EGCｇを加えた検液の過酸化脂質量は経時的に増加し

ていることが分かり、溶血とともに過酸化脂質量が増加していた。過酸化脂質量総量 
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図 2-6 エピガロカテキンガレート前処理赤血球の溶血抑制効果 

 

赤血球懸濁液に EGCｇを添加した後、再洗浄を行い、赤血球懸濁液中の EGCｇを

除去した赤血球に AlPcS
4
を添加し、10 分間プレインキュベートした後、6 分間光

照射を行った。遮光下37℃でのインキュベート（post-illumination)時における溶血

度の変化を示した。 
コントロール（○：n=7）、EGCg 10μM（▲：n=7）、EGCg 50μM（×：n=10）、EGCg 

100μM（■：n=5） 
平均値±標準誤差で示した。 
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図 2-7 赤血球膜脂質過酸化反応へのエピガロカテキンガレート添加 

による効果 

 

赤血球懸濁液、AlPcS
4
(11.2μM)に EGCｇを添加し、10 分間プレインキュベートした

後、10 分間光照射を行った。遮光下 37℃でのインキュベート（post-illumination) 

0、30、60 分後における過酸化脂質量を TBA 法にて測定した結果を示した。 
コントロール（■：n=6）、EGCg 50μM（ ：n=6）、EGCg 100μM（ ：n=6） 
平均値±標準誤差で示した。 
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（TBARS）は、コントロール 21.12±3.17 nmoL/mL に比べ、EGCg 50μM、100μM の

添加でそれぞれ 7.05±1.35、3.45±0.74 nmoL/mL であり、有意に過酸化脂質量は低値を

示した。 

 

2.3.5. EGCg 前処理赤血球の赤血球膜過酸化脂質の抑制効果 

 洗浄赤血球に EGCg を添加、インキュベート後、再洗浄し赤血球懸濁液中に溶存する

EGCg を除去した EGCg 前処理赤血球に、一重項酸素を曝露し、その後の

post-illumination 0、15、30、60 分後の過酸化脂質量を測定した。post-illumination の

経時的な過酸化脂質量の変化を図 2-8 に、post-illumination 0、15、30、60 分の過酸化脂

質量を合わせた過酸化脂質総量と検定の結果を表 2-5 に示した。post-illumination 時の経

時的な過酸化脂質量は、図 2-7 の結果と同様、経時的に過酸化脂質量は増加した。過酸化

脂質総量（TBARS）では、コントロール 26.72±1.62 nmoL/mL に比べ、EGCg 前処理赤

血球、EGCg 添加量 50μM、100μM では、それぞれ、16.55±1.45、1.18±0.59 nmoL/mL

であった。EGCg 50μM および 100μM 前処理赤血球の過酸化脂質総量はコントロールに

比べ、有意に低値を示した。 

 

2.3.6. 赤血球膜タンパク質への EGCg 添加の影響 

 赤血球懸濁液に一重項酸素を曝露後、その後の post-illumination の赤血球から分離した

タンパク質（a）、赤血球懸濁液に EGCg を 100μM 添加した後、a と同様に操作し得られ

たタンパク質（b）、洗浄赤血球に EGCg 100μM を添加し、プレインキュベート後、再洗

浄を行った、EGCg 前処理赤血球を a と同様に操作し得られたタンパク質（c）の電気泳

動像を図 2-9 に示した。コントロールでは、レーン 4 に示す post-illumination 40 分経過

後から 36.5KDa 付近のバンドの消失がみられるものの、EGCg 共存下の赤血球および

EGCg 前処理赤血球では、このバンドの消失変化が大幅に遅延した。また、他のバンドに

おいても、EGCg 共存下の赤血球並びに EGCg 前処理赤血球では、コントロールと比べて

膜タンパク質の変性が抑制される結果が得られた。 

 

2.4. 考察 

 

2 章では、エピガロカテキンガレート（EGCg）とヒト赤血球との相互作用に視点を置 
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図 2-8 エピガロカテキンガレート前処理赤血球による 

膜脂質過酸化反応への影響 

 

赤血球懸濁液に EGCｇを添加した後、再洗浄を行い、赤血球懸濁液中の EGCｇを除去し

た赤血球に AlPcS
4
を添加し、10 分間プレインキュベートした後、10 分間光照射を行っ

た。遮光下 37℃でのインキュベート（post-illumination) 0、30、60 分後における過

酸化脂質量を TBA 法にて測定した結果を示した。 
コントロール（■：n=8）、EGCg 50μM（ ：n=8）、EGCg 100μM（ ：n=8） 
平均値±標準誤差で示した。 
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き、その抗酸化活性を詳細に検討した。 

赤血球膜酸化障害において EGCg は、赤血球膜過酸化脂質量の増加（図 2-7）および赤

血球膜タンパク質の酸化変性（図 2-9）を抑制することにより溶血を抑制（図 2-3）すると

示唆された。 

著者は、緑茶抽出物（GTE）と Trp の抗酸化機序について以下の 2 通りについて検討し

た結果を得ている。洗浄赤血球、光増感剤に GTE あるいは Trp を添加後、一重項酸素を

赤血球に曝露した結果および洗浄赤血球と光増感剤に一重項酸素を曝露後、すなわち一重

項酸素の産生を停止した後に Trp あるいは GTE を添加した結果である。これらの結果に

おいて、GTE 0.5mg/mL は一重項酸素曝露前に添加した場合も、曝露後に添加した場合も

溶血を抑制していたが、Trp 13.3mM は一重項酸素曝露前に添加した場合は溶血を抑制し

たものの、曝露後に添加した場合には、溶血抑制効果は認められなかった。一重項酸素の

クエンチャーである Trp は、光照射により産生される一重項酸素を直接捕捉することによ

り、赤血球の溶血を阻止するため、一重項酸素の曝露により既に赤血球膜が酸化ストレス

にさらされ、脂質の過酸化連鎖反応が開始されると、Trp は赤血球膜の酸化を阻止するこ

とができないと推察された。しかしながら、GTE は赤血球膜脂質過酸化連鎖反応開始段階

においても溶血を抑制できたことから、GTE 含有の抗酸化性成分は、赤血球膜表面である

いは、赤血球膜内に移行して膜成分の過酸化連鎖反応を抑制する可能性が示唆された。 

本研究においても、EGCg は Trp とは異なり、一重項酸素を直接捕捉するよりも、赤血

球膜に取り込まれて溶血抑制効果を示すことが推察できた（図 2-4、図 2-5）。また、EGCg

前処理赤血球では、赤血球膜過酸化脂質量増加の抑制（図 2-8）、赤血球膜タンパク質の酸

化変性の抑制（図 2-9）を示す結果も得られたため、EGCg は赤血球膜に取り込まれる可

能性が強く示唆された。 

Hashimoto ら 5)によれば、EGCg はリポソーム膜に高い親和性を持っており、また

DMPC（dimyristoylphosphatidylcholine）膜モデルにおいても、EGCg は膜表面に結合

している可能性が報告されている 6)。また、ガロイル部分を持つカテキン類のほうがリポ

ソーム膜への親和性が高く 7)、ガロイル部分とリン脂質のコリンを介して結合すると示唆

している 8)。これらのことを併せて考えると、EGCg が赤血球膜に結合する可能性は十分

に予想され、また、経口摂取から血中に吸収移行する EGCg は、それが遊離型で存在する

割合が微量であるとしても、流血中で赤血球のほか血管内皮細胞などに遊離型のまま捕捉

され内因性抗酸化活性の増強に寄与している可能性は否定できない。 
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緑茶成分の EGCｇは、水溶性の抗酸化物質とは異なり、赤血球膜に結合して酸化を抑制する

ことが推測された。また、本研究で用いた測定方法は、一重項酸素曝露量を光照射時間で調節

可能であるため、抗酸化物質の抗酸化機序、例えば活性酸素種を直接捕捉するのか、脂質過酸

化連鎖反応を停止させるのかなどの推測が可能であるとわかった。さらに、赤血球が有する内因

性抗酸化活性の変化量を計測できるこの測定法を応用することで、血管病変発症・進展の主要

因の一つと目されている酸化ストレスに対する個々の生体の抵抗性のレベルが推定できるとの期

待もされる。 
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2.5. 小括 

 

 赤血球懸濁液にアルミニウムフタロシアニン光増感反応により一重項酸素を曝露し、そ

の post-illumination において引き起こされる溶血は、一重項酸素により赤血球膜脂質が酸

化され、赤血球膜タンパク質も変性を受けることによるものと推測された。 

赤血球膜酸化障害における EGCg の抗酸化活性について、その抗酸化機序を詳細に検討

したところ、EGCg は、水溶性の抗酸化物質である Trp とは異なり、一重項酸素を直接捕

捉することによって抗酸化活性を示すのではなく、赤血球膜に取り込まれて抗酸化活性を

示すことが示唆された。 
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第 3 章 流血中におけるエピガロカテキンガレートの抗酸化能の評価 

 

3.1. 背景 

 

カフェインを除いた緑茶抽出物を摂取したヒトの摂取 1 時間後の血漿中の濃度は、カテ

キン類の中で EGCg が最も高く、また血漿中に占める遊離型の割合も 12～28％と最も高

かったとの報告がある 1)。一方、緑茶を摂取した際のヒト血漿中の EGCg、EGC および

EC の存在状態について分析した結果、EGC や EC は主に抱合体であったが、EGCg は主

に遊離の状態であるとの報告もある 2),3)。 

カテキン類は体内に吸収され、血液中に入ると殆どが硫酸抱合体やグルクロン抱合体と

なるが、EGCg は遊離型も存在すること、また緑茶に含まれるカテキン類の中で最も含有

量が高いこと 4)から、生体内においても EGCg は赤血球膜に取り込まれる可能性が考えら

れる。第 2 章において、血漿成分を除いた洗浄赤血球に対して、EGCg は赤血球膜に結合

あるいは取り込まれて抗酸化能を発揮すると推察された。そこで本章では、血漿成分を含

む全血においても EGCg は強い抗酸化活性を示すのか調べるため、全血中における EGCg

と赤血球膜との相互作用を検討した。 

 

3.2. 実験方法 

 

3.2.1. 試料 

3.2.1.1. 全血の調製 

健常者静脈血を採取し、そのまま用いた。なお、試料は著者井上葉子より採取した血液と

した。 

 

3.2.1.2. エピガロカテキンガレート溶液の調製 

1.2.2.1．2）と同様 

 

3.2.2. 光増感溶血反応 

3.2.2.1. コントロールの溶血度の測定 

全血懸濁液（10 倍希釈）、11.2μM AlPcS4および PBS（全量 3,000μl）を 1cm 角石
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英セルに入れ、ミニ-スターラーバーで緩やかに攪拌しながら、遮光下、10 分間プレイン

キュベートした。その後、30cm の距離から 7,000 ルクスの光照射を 35 分間実施すること

により全血に一重項酸素を曝露した。 

次に、一重項酸素曝露後の試料をマイクロチューブに分注し、遮光下、37℃でインキュ

ベートした（Post-illumination）。70 分間まで 10 分毎にマイクロチューブをインキュベ

ーターから取り出し、遠心分離（1,000r.p.m.、5 分間）後、その上清の吸光度（415nm）

を測定した。同一の赤血球懸濁液に蒸留水を加えて完全溶血させたときの値を

100%-Hemolysis として各試料の溶血度を百分率で示した。得られた溶血パターンをコン

トロールとした。 

 

3.2.2.2. EGCg 共存下の溶血パターン 

1.2.2.2．2)と同様にして、全血懸濁液（10 倍希釈）、AlPcS4 および PBS の反応系に

EGCg を終濃度 50μM 、100μM になるようにそれぞれ 1cm 角石英セルにセットし、プ

レインキュベート、光照射による一重項酸素曝露、post-illumination 反応を実施して溶血

パターンを得た（図 3-1）。 

 

3.2.2.3. 全血における赤血球膜と EGCg の相互作用の検討 

全血懸濁液を EGCg と 10 分間インキュベートしたのち遠心分離し、血漿と反応溶液中

の EGCg を除き、さらに赤血球画分を PBS でさらに 3 回洗浄して赤血球のみを集めた（以

降、「EGCg 前処理全血赤血球」とする）。この EGCg 前処理全血赤血球を試料として、す

なわち、細胞外溶液に EGCg が存在しない条件下で一重項酸素を曝露して溶血パターンを

求めた。EGCg を加えていないコントロール溶血パターンの作成には、全血に PBS を加

え 3 回 PBS で洗浄した赤血球を用いた（図 3-2）。 

 

3.2.2.4. 統計処理 

1.2.2.2．4）と同様に、検定は、溶血曲線の曲線下面積（AUC）を比較することで行っ

た。一元配置分散分析の手法を用い、多重比較は、正規分布に従いかつ、等分散性が仮定

できるデータは Tukey の HSD 検定、正規分布に従いかつ、等分散性が仮定できないデー

タは Games-Howell 検定、正規分布に従わないデータは Steel-Dwass 法を用いた。Tukey

のHSD検定およびGames-Howell検定は IBM SPSS Statistics 22を Steel-Dwass法はR  
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図 3-1 エピガロカテキンガレート共存下における全血への一重項酸素曝露法 



61 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-2 エピガロカテキンガレート前処理全血赤血球調製法および一重項酸素曝露法 
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ver. 2.8.1 を使用し統計処理を行った。p＜0.05 を統計的に有意とした。 

 

3.3. 結果 

 

3.3.1. 全血への光増感反応における EGCg 添加効果 

 全血に EGCg を添加し、光増感反応による溶血度を測定した結果を図 3-3 に、AUC と

検定結果を表 3-1 に示した。Post-illumination 70 分における溶血度の平均値±標準誤差

は、コントロール 96.6±2.7％に比べ、EGCg 50、100、200μM の添加でそれぞれ、91.8

±3.0、88.8±4.1、8.9±3.3％であった。AUC を比較すると、コントロールの 5605.9±288.4

に比べ、EGCg 200μM 添加では 280.3±55.4 であり、有意に溶血抑制された。一方、EGCg 

50μM および 100μM の添加では溶血抑制効果は認められなかった。 

 

3.3.2. 赤血球膜酸化障害における EGCg 前処理全血赤血球の効果 

 全血と EGCg をプレインキュベートした後、再洗浄を行い、遊離の EGCg を除去した

EGCg 前処理全血赤血球に一重項酸素を曝露し、その後の post-illumination における溶

血曲線を図 3-4 に、AUC と検定結果を表 3-2 に示した。Post-illumination 70 分での溶血

度は（平均値±標準誤差）は、コントロール 94.7±0.9 に比べ、EGCg 100μM では 95.0

±1.7、200μM では 86.9±2.5 であった。EGCg 200μM 前処理全血赤血球の AUC 

2713.8±131.8 はコントロールの 3497.4±120.2 と比べ、有意に溶血を抑制していた。 

 

3.4. 考察 

 

 緑茶摂取後、吸収されたカテキン類は、ヒト血漿中ではグルクロン抱合や硫酸抱合など

の抱合体として存在すると考えられていたが、EGCg は主に遊離の状態であるとの報告が

ある 2),3)ことから、EGCg が血液中で赤血球膜に取り込まれる可能性が考えられた。そこ

で、本章では、全血と EGCg の相互作用について検討を行った。その結果、全血に EGCg

を添加し酸化障害を与えた全血においても、全血に EGCg を添加し、その後洗浄を行い血

漿成分および遊離の EGCg を除去した EGCg 前処理全血赤血球においても、血漿成分を

除去した赤血球に直接添加した EGCg に比べ抗酸化活性は低下していた。 

カテキン類のウシ血清アルブミンへの結合親和力を検討した報告によると、ECG は EC 
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図 3-3 全血への一重項酸素曝露に対するエピガロカテキン添加の効果 

 

全血、AlPcS
4
(11.2μM)に EGCｇを添加し、10 分間プレインキュベートした後、35

分間光照射を行った。遮光下 37℃でのインキュベート（post-illumination)時にお

ける溶血度の変化を示した。 
コントロール（○：n=6）、EGCg 50μM（▲：n=6）、EGCg 100μM（■：n=9）、EGCg 

200μM（×：n=6） 
平均値±標準誤差で示した。 
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図 3-4 エピガロカテキンガレート前処理全血赤血球の溶血への影響 

 

全血に EGCｇを添加後、再洗浄を行い、血漿および反応溶液中の EGCｇを除いた EGCｇ前

処理全血赤血球に AlPcS
4
(11.2μM)を添加し、10 分間プレインキュベートした後、6 分間光照

射を行った。遮光下 37℃でのインキュベート（post-illumination)時における溶血度の変化を

示した。 

コントロール（○：n=9）、EGCg 100μM（■：n=9）、EGCg 200μM（×：n=12） 
平均値±標準誤差で示した。 
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に比べ、血清アルブミンとの高い親和力を示し、アルブミンのサブドメインⅡA のⅠの位

置が主要な結合部位であると示している 5)。また、ガロイル部分をもつ ECg や EGCg は、

ガロイル部分を持たないカテキン類に比べ高いウシ血清アルブミンとの結合親和力が認め

られたとの報告もある 6)ため、本研究で用いた EGCg は全血中に含まれる血清アルブミン

と強く結合した結果、赤血球膜に微量しか取り込まれず、抗酸化効果が弱くなったと示唆

された。 

 しかし、Zhu ら 7)によると、ココア抽出物を投与したラットから採取した血液の赤血球

のみを取り出し、水のみを与えたラットの血漿と合わせ、AAPH による溶血度を測定した

ところ、溶血抑制のピークが投与後 180～240 分であり、水のみ与えたラットの赤血球と

ココア抽出物投与ラットの血漿の組み合わせのピーク（投与後 120～180 分）と同程度の

溶血抑制効果を示した。この結果から、胃内投与されたココア抽出物のポリフェノールが

血漿中に移行し、さらに赤血球膜に取り込まれた可能性を示唆している。本研究では緑茶

を摂取した際に血液中に存在する EGCg よりも相当高い濃度の EGCg でのみ溶血を抑制

する結果であったが、この報告より、緑茶を摂取した場合においても血漿中に存在する

EGCg が赤血球膜内に取り込まれる可能性もあると考えられた。また、前向きコホート研

究では、緑茶摂取により、胃や食道ガン、結腸・直腸ガンのリスクの低下 8)や心臓血管疾

患死亡率の低下 9)を認めたと報告している。 

 本研究では ex vivo にて全血と EGCg とを共存させると、その抗酸化活性は血漿成分を

除去した洗浄赤血球に対するものより低下した。これは、血漿中のアルブミンと EGCg が

結合したためであると示唆された。 
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3.5. 小括 

 

 全血と EGCg の相互作用について検討した結果、全血に EGCg を添加し、光増感反応

による酸化障害を与えた全血は、EGCg の 200μM の添加により有意な溶血抑制効果を示

した。しかし、洗浄赤血球に添加した場合と比べ、同程度の溶血抑制効果を得るには 2 倍

以上の EGCg の添加量が必要であった。 

 また、全血に EGCg を加え再洗浄した、血漿成分および反応溶液中の EGCg を除いた

EGCg 前処理全血赤血球では、200μM EGCg 前処理全血赤血球のみコントロールに比べ

有意に溶血抑制効果が得られた。しかし、全血に EGCg の添加実験と同様、洗浄赤血球に

添加し、再洗浄を行った結果のほうが、EGCg の半分以下の濃度で同程度以上の溶血抑制

効果を示していた。 

 以上の結果より、全血に EGCg を添加した場合、EGCg の大半が血漿成分に含まれるア

ルブミンと結合することにより、抗酸化効果は減弱化されるものと示唆された。 
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第 4 章 めし負荷一過性生体酸化ストレス評価法への抗酸化物質添加の検討 

 

4.1. 背景 

 

食後高血糖など一過性高血糖状態でも心疾患のリスクファクターになるとの報告 1)や高

血糖により引き起こされるポリオール経路の亢進は糖尿病合併症である網膜症の発症に深

く関与するとの報告 2)、健常者においても高濃度グルコースの血管内投与により血管内皮

依存の血管弛緩機能を減弱させたとの報告がある 3)。また、白米の摂取と 2 型糖尿病の発

症リスクの関係について前向き研究を行った結果、女性において有意な関連性が示唆され

た報告もある 4)。このように、一過性の高血糖であっても血管内皮細胞が酸化ストレスに

晒され、その結果、血管内皮細胞機能不全などを引き起こすことが推察される。 

ヒトの血管内皮機能評価法として、flow mediated dilatation (FMD)があり、ヒトを対

象とした研究でしばしばこの方法が用いられる。測定および評価方法は、まず、ヒトの前

腕を駆血することで血管にずり応力を惹起させ、NO を産生させる。次に、駆血解放後の

NO 依存性弛緩反応による血管拡張度を超音波で測定し、安静時の血管径と比較すること

で血管拡張が正常に機能しているか評価する方法である。しかし、NO 依存性の血管拡張

反応のみで血管内皮機能を十分に評価できるのかなどの問題点もある 5)。  

FMD は NO 依存性の血管弛緩反応のみを評価しているため、血管内皮細胞不全を包括

的に評価するには、血管内皮細胞機能に影響を及ぼす酸化ストレスや AGE 形成など様々

な因子を含めた評価法の開発が必要である。 

そこで、本章では一過性に高血糖状態に晒された場合の流血中の酸化ストレスをリアル

タイムに推定できる生体酸化ストレス評価法を用い、食物繊維を豊富に含む麦めしの効果

を検討しつつ、生体酸化ストレス評価法が食品微量成分の生体内における抗酸化評価法と

して応用可能か検討を行った。 

 

4.1.1. めし負荷一過性生体酸化ストレス評価法について 

筆者が参画して構築した生体酸化ストレス評価法は、一過性の糖負荷を行うことにより、

流血中の酸化ストレス値を一時的に上昇させ、そのストレス値をリアルタイムに測定する

方法である。以下にこの評価法の詳細を述べる。 
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4.1.1.1. 指頭血への酸化ストレス追負荷法 

図 4-1 に示す装置を用いて、指頭血に酸化ストレスを追負荷した。φ35mm のディッシ

ュに光増感剤としてアルミニウムフタロシアニン四硫酸塩 80μM と生理食塩水リン酸緩

衝液（PBS）を添加したが、光増感剤の濃度の誤差は大きく溶血反応に影響するため、デ

ィッシュ内での光増感剤の 440nm の吸光度が 1.49～1.53 の範囲（添加量として 300μL

程度）になるよう用時添加量を調整し、PBS で全量を 2,995μL とした。ディッシュを十

分に冷却した後、指頭血を添加した 6)。これらを十分に混和したのち、LED ランプにてデ

ィッシュ表面での照度が 10 万ルクスになるよう光を照射した。光照射、5、10、15、20、

25 分後にディッシュより反応液 360μL をサンプリングし、冷却 PBS 840μL に加えた。

静かに混和後、その 700μL 程度をシリンジに吸引し、セルロースアセテートメンブレン

0.2μm（DISMIC-13cp）でろ過し、光増感反応により溶血漏出したヘモグロビンを回収

した。続いて、10％SDS 溶液を加え混和した（酸化溶血液）。残部の溶液には 10％SDS

溶液を直接加えて完全溶血溶液を得た（100％溶血液）。分光光度計により 415nm/490nm

の二波長測定で各時間サンプルの酸化溶血液と 100％溶血液の吸光度を測定し、100％溶

血液に対する酸化溶血液の割合を光増感反応溶血度（被験赤血球の脆弱度）とした。さら

に、各時間の溶血度をプロットし、溶血曲線の曲線下面積を求めた。(図 4-1) 

図 4-2 に同一被験者かつ同一計測日に行った実験結果を示した。2 名の異なる被験者の

結果であるが、同一被験者で同一計測日においては、ほぼ同じ溶血パターンが得られるこ

とを確認している。 

 

4.1.1.2. 一過性糖負荷による生体酸化ストレス測定法 

 12 時間の絶食時の後、糖を摂取させることにより一過性の糖負荷を行った。空腹時およ

び糖負荷後 30、60、90、120 分後に指頭血を採取した（図 4-3）。採取した指頭血に酸化

ストレスを追負荷（4.1.1.1.）することで、その指頭血中の赤血球の脆弱度つまり酸化スト

レス度を評価することができる。一過性の糖負荷から経時的に測定した指頭血の酸化スト

レス度を絶食時のそれと比較することにより、生体内の酸化ストレス状態を包括的に、か

つリアルタイムに推定することが可能となる。 

図 4-4 に、糖負荷としてグルコース 75g（トレーラン G 液 75g、味の素(株)製）を摂取

した際の溶血パターンの変化を示した。この図は、2 名の被験者による代表例である。空

腹時の指頭血の溶血パターンに比べ、グルコース 75g 摂取後はいずれの時間も溶血曲線が 



73 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図
4-

1 
指

頭
血

へ
の

酸
化

ス
ト

レ
ス

追
負

荷
方

法
 



74 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-2 指頭血への酸化ストレス追負荷による溶血曲線 

       同一被験者、同一計測日実施による同時再現性 
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図 4-3 指頭血採取時間 
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図 4-4 75g グルコース負荷による指頭血の溶血パターンの変化 
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左にシフトし、生体酸化ストレスが高くなっていることがわかる。 

そこで、食品微量成分等を経口摂取した際の生体内酸化ストレスへの影響を評価するた

めに、空腹時、糖負荷後、光増感反応 30 分、60 分、90 分、120 分の各溶血パターン計測

時の曲線下面積を空腹時のそれで除した AUC（Area Under the Curve）比を生体酸化ス

トレスとすることとした。本評価法を用いて、麦めし摂取における影響を検討した。 

 

4.2. 実験方法 

 

4.2.1. 試料 

4.2.1.1. 被験者 

21～22 歳の健康な女性 21 名を被験者とした。被験者には実験の主旨、方法などを説明

し、被験者本人の同意を得た上で実施した。なお、実験実施に当たっては、共立女子大学・

共立女子短期大学研究倫理審査委員会の承認を受けて行い、指頭血採取にあたっては被験

者本人により自己採取した。 

実験に際して、実験項目および繰り返し回数は被験者が同意できる範囲内で実施した。

被験者数および同一被験者が異なる日に同条件の実験を行った繰り返し回数は以下の通り

である。白米めし（以降「めし」とする）120g 摂取の被験者は 6名、繰り返しの実施はな

し、めし 180g 摂取は 9名で、そのうち繰り返し 3回および 2回は各 2名、めし 360g 摂取

は 20名で、そのうち繰り返し 3回は 1名、2回は 3名であった。麦めし摂取実験では、め

し 240g＋麦めし 120g摂取は 6名で、そのうち繰り返し 2回は 3名、めし 120g＋麦めし 240g

摂取は 4名で、そのうち繰り返し 3回は 1名、2回は 2名であった。 

 

4.2.1.2. 白米めしおよび麦めし 

めしは、市販国産米を炊飯器で炊き干して使用した。麦めしは、市販国産押麦を炊飯器

で炊いたものを供した。めしおよび麦めしのエネルギー量、炭水化物量、食物繊維量は日

本食品標準成分表 2010 7)のデータを基に算出し表 4-1 に示した。 

 

4.2.1.3. 採血時間 

採血は、まず、食後 12 時間以上経過した空腹時に指頭血 5μL をサンプリングした。そ

の後、めし 360g 単味で、あるいは麦めしとめしを合わせた 360g を 10±2 分で摂取した後 
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30 分、60 分、90 分、120 分にそれぞれ指頭血を採取した。採血は、メディセーフファイ

ンタッチ（テルモ社製）を用いて被験者自身が実施した。 

 

4.2.1.4. 生体内酸化ストレス評価法 

指頭血はキャピラリー（アズワン製リングキャップス）で 5μL を被験者が採取した。

指頭血への酸化ストレス追負荷法は 4.1.1.1 の通りである。空腹時、めしあるいは麦めし

との混合めし摂取後 30 分、60 分、90 分、120 分における各溶血パターンの曲線下面積を

空腹時のそれで除した AUC（Area Under the Curve）比を生体酸化ストレスとした。 

 

4.2.1.5. 血糖値の測定 

血糖値の測定は、生体酸化ストレス分析の採血時に行った。測定にはメディセーフミニ

血糖測定キットを用いた。 

 

4.1.2.6. 統計処理 

得られたデータは、統計ソフト IBM SPSS Statistics 19 あるいは 22 により、二要因分

散分析により亣互作用の有無を判定した。有意な亣互作用が認められたデータについては、

さらに水準ごとの単純主効果の検定を Bonferroni 法にて行った。また、同群間の差につい

ては、一要因分散分析を行い、有意な主効果が認められたデータについては、多重比較検

定を Bonferroni 法にて行った。なお、p<0.05 を統計的に有意とした。 

 

4.3. 結果 

 

4.3.1. めし摂取量による生体酸化ストレスへの影響 

空腹時に指頭血を採取した後、めし 120g、180g あるいは 360g を摂取し、その後、30

分、60 分、90 分、120 分後に指頭血を採取した。空腹時および各時間に採取した指頭血

の光増感溶血度をそれぞれ測定した。めし 360g を摂取し、酸化ストレスの亢進した被験

者 1 名の溶血パターンを図 4-5 に示した。75g グルコース摂取（図 4-4）と同様、空腹時

に比べめし 360g 負荷においても酸化ストレスが亢進することが確認できた。 

各時間の酸化ストレス度を判定するため、各時間の溶血曲線の曲線下面積を算出し、空

腹時のそれを基準として AUC 比を求めた。 
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図 4-5 酸化ストレス検出被験者における空腹時およびめし 360g 摂取後の 

経時的な溶血度の変化 

 

12 時間絶食後、めし 360g を摂取し、空腹時、めし摂取後 30、60、90、120 分後に指頭血

を採取した。各時間に採取した指頭血に光照射により一重項酸素曝露を行い、その光照

射時間における溶血度を示した。 
空腹時 (◆)、めし摂取後 30 分（■）、60 分（▼）、90 分（×）、120 分（＊） 
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めし 120g、180g、360g と摂取量の増加に伴い、酸化ストレス亢進の指標である AUC

比は増加傾向を示した（図 4-6）。 

血糖値も、めし摂取量の増加に伴い高値を示す傾向にあった（図 4-7）。めし 360g 摂取

における空腹時血糖値 81.2±2.6 ㎎/dL に対して、めし 360g 摂取後 30 分、60 分、90 分、

120 分はそれぞれ 154.0±4.6、150.3±5.2、134.0±4.4、126.6±2.8 ㎎/dL と有意に上昇し、

めし 360g 摂取後 30 分に対して、90 分、120 分は有意に低下し、めし 360g 摂取後 60 分

に対して、90 分、120 分で有意に血糖値は低下していた。 

 

4.3.2. ヒトにおける生体酸化ストレスへの感受性 

めし 360g 摂取の際、摂取後 30 分以降と空腹時とを比較するとめし摂取後の生体酸化ス

トレス値が変化しない被験者が半数程度存在した。 

そこで、酸化ストレス不検出群と酸化ストレス検出群の 2 群に分けることとし、その

AUC 比と血糖値を図 4-8 および図 4-9 に示した。血糖値に 2 群間の差はなかったが、AUC

比では生体酸化ストレス検出群は 30～120分でそれぞれ1.61±0.21、1.62±0.11、1.58±0.09、

1.42±0.08 と、不検出群それぞれ 0.79±0.06、0.87±0.05、0.87±0.07、0.83±0.08 に比べ、

めし摂取後 30 分～120 分すべてにおいて有意に高値を示した。 

 

4.3.3. 麦めし摂取における生体酸化ストレスおよび血糖値への影響 

めしと炭水化物量が同一の麦めしを摂取した際、生体酸化ストレス不検出群では生体酸

化ストレスへの影響を評価できないと考えられたため、生体酸化ストレス検出群において

麦めし摂取の影響を検討した。 

めし 360g、めし 240g＋麦めし 120g またはめし 120g＋麦めし 240g をそれぞれ摂取し

た後の生体酸化ストレスの変化および血糖値を測定した（図 4-10 および図 4-11）。なお、

摂取した炭水化物の量は全ての群においてほぼ同量である（表 4-1）。その結果、めし 360g

およびめし 240g＋麦めし 120g 摂取では、同群間において空腹時よりそれぞれ摂取後 30、

60、90、120 分後で血糖値は有意に上昇し、摂取後 120 分では摂取後 30 分に比べ有意に

血糖値は低下した。めし 120g＋麦めし 240g 摂取では、空腹時に比べ摂取後の血糖値は先

述の 2 群と同様、有意に上昇したが、摂取後 120 分では、摂取後 60 分に比べ有意に血糖

値が低下した。つまり、めし等摂取後の血糖値には、3 群間の有意差はなかったが、めし

360gおよびめし240g＋麦めし120gは、血糖値のピークが摂取後30分であったのに対し、 
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図 4-6 めし摂取量による AUC 比の変化 

12 時間絶食後、めしを 120g、180g あるいは 360g 摂取した際の空腹時、めし摂取後

30、60、90、120 分後の AUC 比の変化を示した。AUC 比は、空腹時の溶血曲線の曲

線下面積（AUC）を１としたときの各時間の曲線下面積比（AUC ratio）とした。    

めし摂取量 120g（◆： n=6）、180g（■： n=15）、360g（▲： n=26）           

平均値±標準誤差で示した。 
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図 4-7 めし摂取量による血糖値の変化 

 

12 時間絶食後、めしを 120g、180g あるいは 360g 摂取した際の空腹時、めし摂取後

30、60、90、120 分後の血糖値の変化を示した。めし摂取量 120g（◆： n=6）、180g

（■： n=15）、360g（▲： n=26 ） ap<0.05 vs Fasted (120g)、 bp<0.05 vs Fasted 

(180g)、cp<0.05 vs Fasted (360g)、 ｄp<0.05 vs 30min 360g Intake、ep<0.05 vs 60min 

360g Intake 平均値±標準誤差で示した。 



84 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-8 酸化ストレス不検出群と酸化ストレス検出群の AUC 比の比較 

 

12 時間絶食後、めしを 120g、180g あるいは 360g 摂取した際の空腹時、めし摂取後 30、

60、90、120 分後の AUC 比の変化を示した。AUC 比は、空腹時の溶血曲線の曲線下面

積（AUC）を１としたときの各時間の曲線下面積比（AUC ratio）とした。酸化ストレス不検

出群 （●： n=12）、酸化ストレス検出群（■： n=13） *p<0.05 vs Insensitive subjects、
ap<0.05 vs Fasted Subjects sensitive to rice 360g ingest. 平均値±標準誤差で示した。 
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図 4-9 酸化ストレス不検出群と酸化ストレス検出群の血糖値の比較 

 

12 時間絶食後、めしを 120g、180g あるいは 360g 摂取した際の空腹時、めし摂取後

30、60、90、120 分後の血糖値の変化を示した。酸化ストレス不検出群 （●： n=12）、

酸化ストレス検出群（■： n=13 ） ap<0.05 vs Fasted Insensitive subjects、bp<0.05 vs 

30min Insensitive subjtests、cp<0.05 vs Fasted subjects sensitive to rice 360g ingest. 

平均値±標準誤差で示した。 
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図 4-10 酸化ストレス検出群における麦めし摂取の AUC 比への影響 

 

12 時間絶食後、めし 360g、めし 240g＋麦めし 120g あるいはめし 120g＋麦めし 240g

を摂取した際の空腹時、めしあるいは麦めし混合めし摂取後 30、60、90、120 分後の

AUC 比の変化を示した。AUC 比は、空腹時の溶血曲線の曲線下面積（AUC）を１とし

たときの各時間の曲線下面積比（AUC ratio）とした。めし 360g（■： n=11）、めし 240g

＋麦めし 120g（●：n=9）、めし 120g＋麦めし 240g（▲：n=8） ap<0.05 vs Fasted Rice 

360g 平均値±標準誤差で示した。 
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図 4-11 酸化ストレス検出群における麦めし摂取の血糖値への影響 

 

12 時間絶食後、めし 360g、めし 240g＋麦めし 120g あるいはめし 120g＋麦めし 240g を

摂取した際の空腹時、めしあるいは麦めし混合めし摂取後 30、60、90、120 分後の血糖

値の変化を示した。めし 360g（■： n=11）、めし 240g＋麦めし 120g（●：n=9）、めし 120g

＋麦めし 240g（▲：n=8）ap<0.05 vs Fasted Rice 360g, bp<0.05 vs 30min Rice 360g, cp<0.05 

vs Fasted Rice240g+Barley120g, dp<0.05 vs 30min Rice240g+Barley120g, ep<0.05 vs 

Fasted Rice120g+Barley240g, fp<0.05 vs 60min Rice120g+Barley240g 平均値±標準誤

差で示した。 
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めし 120g＋麦めし 240g では、60 分後に遅延し血糖値の上昇が緩やかな傾向にあった。 

生体酸化ストレスは、3 群間に有意な差はなかったが、めし 360g 摂取は空腹時に比べ、

摂取後 30、60、90、120 分で有意に高値を示した。一方、麦めし摂取の 2 群では、空腹

時と摂取後 30～120 分後の AUC 比に有意な差はなかった。 

 

4.4. 考察 

 

本章では筆者が参画して構築した生体酸化ストレス評価法を用い、食物繊維を豊富に含

む麦めしの効果を検討しつつ、生体酸化ストレス評価法が食品微量成分の生体内における

抗酸化評価法として応用可能か検討を行った。 

食後高血糖により NAD(P)H オキシダーゼ由来 8)や、ミトコンドリア由来 9),10)の活性酸

素種の産生など血管内皮由来の活性酸素産生について多数報告されている 11)-16)。このよう

に複数の活性酸素産生源由来の活性酸素が大量に産生される結果、引き起こされる生体酸

化ストレスを的確に、またリアルタイムに評価することは容易ではない。しかし、光増感

反応を応用した本分析法は、生体酸化ストレス度を包括的に計測できるものである。 

めし 360g を短時間で摂取した本研究においても、血管内皮細胞から漏出した活性酸素

により血管内腔が酸化ストレス状態になることは十分に考えられる。めし摂取後、溶血開

始時間が早められた、すなわち溶血曲線が空腹時に比べ、左にシフトした（図 4-5）こと

は、高濃度グルコースに晒された血管内皮細胞から産生した活性酸素種により赤血球膜が

脆弱化された結果であると仮定できる。 

めし摂取量を 120g、180g、360g と変化させたところ、AUC 比はめし摂取量が増加する

ほど上昇傾向にあった（図 4-6）。また、AUC 比は血糖値の上昇と連動していた（図 4-7）。

このことから、血液中のグルコース量の増加に伴い、酸化ストレスが亢進すると推察でき

た。 

本研究でめし 360g 摂取した被験者のうち、酸化ストレス不検出群が存在することが判

明している。最近、緑黄野菜等に高含有の硝酸イオン（NO3-）が口腔内の嫌気性菌により

亜硝酸イオン（NO2-）に還元され、NO2-はさらに酸素分圧が低下した生体内で一酸化窒素

（NO）に転換されるとともに、NO2-の一部が唾液中に循環することによる NO3-－NO2-

－NO 経路が提唱されている 17)。NO と O2-・の反応速度が速いことから緑黄野菜などに

含まれる NO3-の日常的な摂取が酸化ストレス不検出群と関連する可能性がある。 
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健常者に対する食後一過性高血糖の影響を検討した報告によると、グルコース 75ｇを経

口摂取した被検者はプラセボ摂取と比較し、摂取後血糖値は有意に上昇したが、FMD に

は影響を及ぼさないとの結果が示されている 18)。一方、Title ら 19)によると、健常者にグ

ルコース 75ｇを負荷した時の FMD は、グルコース摂取前のベースラインと比べ、グルコ

ース摂取 2 時間および 3 時間後では有意に低下するとしている。以上のように、健常者に

おけるグルコースと FMD の関係には一貫した報告はみられなかった。さらに、Title ら 19)

はグルコースに加えビタミン C とビタミン E を同時に摂取させたところ、血糖値の上昇は

抑制しなかったが、FMD の低下は抑制されたため、ビタミンの同時摂取は FMD の脆弱

化を阻止できると示唆している。同様に、ビタミン C 投与は高血糖による血管内皮依存血

管拡張機能の低下を抑制し、血管内皮機能を改善したとの報告もある 13)。これらから、抗

酸化物質の添加により、血糖値には影響を及ぼさないものの、血管内皮由来活性酸素によ

る酸化ストレス状態を改善できる可能性が考えられた。 

本報告においても、健常者にめし 360g を負荷した結果、酸化ストレスが検出された群

と不検出群に分かれたが、両群の血糖値に差は認められなかった。そのため、血糖値の測

定のみでは血管内皮における酸化ストレス状態を評価することはできないと推察された。 

食物繊維による血糖値上昇抑制効果は知られており、Liljebergら 20)は健常者において、

炭水化物量 31.5g に対し、食物繊維総量 15.4～24.8g（48.9～78.7g/100g 炭水化物）の摂

取で血糖値上昇抑制効果を示したと報告し、一方、Juntunen ら 21)は炭水化物量 50g に対

し、食物繊維総量 12.8～ 17.1g（25.6～34.2g/100g 炭水化物）の摂取ではその抑制効果

は示さないと報告している。従って、摂取炭水化物量に対してある程度以上の食物繊維の

含有量がなければ血糖値の結果に反映されないこともあると考えられる。本研究において

も麦めしの食物繊維により血糖値の上昇が抑制されると仮定し実験を行ったが、麦めし摂

取による血糖値抑制効果は有意に示されなかった。このことは、本研究では炭水化物量

127g に対し、めし 120g＋麦めし 240g摂取でも食物繊維総量 10.8g（8.5g/100g炭水化物）

と食物繊維量が尐なかったためと考えられた。しかし、めし 360g 摂取ではめし摂取によ

り AUC 比、すなわち酸化ストレスが有意に上昇するものの、めし 240g＋麦めし 120g お

よびめし 120g＋麦めし 240g 摂取においては、摂取炭水化物量がめし 360g と同量であっ

ても AUC 比の上昇を認めていない。このことから、麦めし摂取によって摂取できる食物

繊維量は尐なかったものの生体酸化ストレスの上昇を抑制することが示唆された。生体酸

化ストレス低減に関与する成分の特定は今度の課題であるが、麦めしを摂取することで生
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体酸化ストレスの低減が期待されると考えられる。 

本研究において、麦めし摂取による生体酸化ストレスへの影響が評価できたことから、

本評価法は経口摂取した食品微量成分の食後一過性酸化ストレスへの影響を評価する方法

として利用できると確認できた。ただし、被験者により酸化ストレスへの感受性が異なる

ため、食品微量成分の評価をする前に、めし摂取のデータから本研究条件下における酸化

ストレスの検出については確認する必要があると考えられた。 
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4.5. 小括 

 

 めし摂取における流血中の一過性酸化ストレス状態を包括的に評価する方法として、指

頭血の溶血度から判定した生体内酸化ストレス評価法を用いて、麦めし摂取の影響を検討

した。 

 めしの摂取量（120g、180g、360g）の増加に伴い、酸化ストレスおよび血糖値は上昇

した。 

 めし 360g 摂取時において、酸化ストレスが検出できる群と酸化ストレス不検出群に分

かれた。酸化ストレス検出群に対して、めし 240g＋麦めし 120g あるいはめし 120g＋麦

めし 240g を摂取させ、めし 360g 摂取と比較したところ、めし 360g 摂取では摂取後、有

意に酸化ストレスの上昇が認められたが、麦めし摂取群では、摂取後の有意な酸化ストレ

スの上昇は認められなかった。しかし、血糖値はめし 360g 摂取と有意な差はなかった。 

 麦めし摂取における酸化ストレスの上昇の抑制は、麦めしに含まれる食物繊維などによ

る可能性は考えられるが、その成分の特定は今後の課題である。 

 また、生体酸化ストレス評価法にて経口摂取した食品微量成分の効果を評価できること

が確認できた。 
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第 5 章 生体酸化ストレス評価法を指標とした緑茶摂取の影響 

 

5.1. 背景 

 

 本論文では、第 1 章から第 3 章までは、緑茶に含まれ、強い抗酸化活性を示すエピガロ

カテキンガレート（EGCg）の抗酸化機序を述べた。単離した赤血球に酸化ストレスを与

えた場合には、EGCg は強い抗酸化活性を示したが、血漿成分を含む全血には EGCg の抗

酸化効果は弱く、生体内においては存在し得ない高濃度（200μM）の EGCg の共存下の

み溶血抑制を示す結果となった。 

 緑茶は、アテローム性動脈硬化症の血管内皮機能不全の改善 1)、高血糖、高グリセロー

ル血症および高インスリン血症亢進の抑制 2)、高トリアシルグリセロール血症の抑制 3)、

ガン予防 4),5)など生体に有益な効果を示している。 

フラバノールを多く含むダークチョコレートを3日間摂取し続けた健常者にOGTTを行

った結果、フラバノールを含まないホワイトチョコレートを摂取した群に比べ一酸化窒素

（NO）依存性の血管拡張反応である FMD が改善されたため、フラバノールの食後血管内

皮機能の損傷を低下させる可能性を示唆している 6)。また、赤ワインポリフェノールの摂

取により血管内皮機能不全を抑制したの報告もある 7)。 

しかし、糖尿病ラットに 12 ヶ月間、水道水、ビタミン C と E および緑茶を与えた実験

8)では、糖尿病による赤血球の還元型グルタチオン量の減尐および血漿中の過酸化物の増

加がみられたが、緑茶およびビタミンの添加により有意に改善された。また、網膜でのス

ーパーオキシド産生も緑茶およびビタミンの添加で改善された。一方、大動脈コラーゲン、

腱コラーゲンおよび血漿タンパク質において、糖酸化反応生成物であるカルボキシメチル

リジンは糖尿病により増加したが、緑茶およびビタミンの添加によって、有意には改善さ

れず、さらに増加させた場合もあった。これらの結果から、糖尿病ラットに緑茶あるいは

ビタミンを摂取させることによって、糖尿病による病変を改善することもあれば、逆に状

態を悪化させることもあると示唆している。 

 そこで、本章では第 4 章で食品微量成分の効果に応用可能であると示した、生体酸化ス

トレス評価法を用い、緑茶を経口摂取した際の流血中の酸化ストレスへの影響を検討した。 
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5.2. 実験方法 

 

5.2.1. 試料 

5.2.1.1. 被験者 

 本研究では、21～22 歳の健康な女性（3 名）および 60 歳代の健康な男性（1 名）を

被験者とした。被験者には実験の主旨、方法などを説明し、被験者本人の同意を得た上で

実施した。なお、実験実施に当たっては、共立女子大学・共立女子短期大学研究倫理審査

委員会の承認を受けて行った。本研究では、めし 360g 摂取（以降「めし摂取」とする）

において生体酸化ストレスが上昇する者のみを被験者とした。実験に際して、繰り返し回

数は被験者が同意できる範囲内で実施した。被験者数および同一被験者が異なる日に同条

件の実験を行った繰り返し回数は以下の通りである。めし摂取では、繰り返し 2 回の実施

は、60 歳代の男性と 20 歳代の女性 2 名、めし 360g と緑茶浸出液同時摂取（以降「めし

緑茶同時摂取」とする）では、繰り返し 2 回の実施は 20 歳代の女性 2 名、緑茶摂取 1 時

間後にめし 360g 摂取（以降、「緑茶摂取 1 時間後めし摂取」とする）では、繰り返し 2 回

の実施は 20 歳代の女性 2 名であった。なお、指頭血採取にあたっては被験者本人により

自己採取した。 

 

5.2.1.2. 緑茶浸出液の調製 

80℃程度の湯で最もカテキン類が湯に浸出するとの報告 9)から 80℃の湯 60ml に緑茶乾

燥茶葉 4g（市販緑茶：狭山茶 製造（有）宮野園）を加え、1 分間撹拌を行った。その後、

茶こしにて十分に濾しとった浸出液を緑茶浸出液とした。緑茶浸出液は被験者が摂取する

直前に調製した。調製方法は図 5-1 に示した。 

 

5.2.1.3. 緑茶摂取時間および採血時間 

第 4 章において、めし 360g 摂取の際、摂取後 30 分から血糖値の上昇および酸化ストレ

ス値の上昇傾向が認められた。また、緑茶を摂取すると血漿中のカテキン類濃度は摂取後

1.4～2.4 時間程度でピークに達する 10)とのことから、カテキン類の血液中の存在量が最大

値となる時間と生体内酸化ストレス値が高値となる時間を合わせた条件も考慮し、本研究

では緑茶摂取の摂取タイミングをめし摂取と同時および緑茶摂取後 1時間後にめしを摂取

した 2 通りを検討した。緑茶摂取および採血の時間は図 5-2 に示した。採血は、まず食後 
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図 5‐1 緑茶浸出液の調製方法 
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12 時間以上経過した空腹時に指頭血 5μL を採取した。その後の採血時間は各群別に以下

に示す。 

コントロールとしてのめし摂取の場合は、めし 360g を 10±2 分で摂取し、その後 30、

60、90、120 分の各時間に指頭血を採取した。 

めし緑茶同時摂取の場合は、めしと緑茶浸出液を 10±2 分で摂取した後 30 分、60 分、

90 分、120 分の各時間に指頭血を採取した。 

緑茶摂取 1 時間後めし摂取の場合は、空腹時の指頭血のサンプリング直後に緑茶浸出液

を摂取し、1 時間後に指頭血を採取した。その後、めし 360g を 10±2 分で摂取し、摂取後

30 分、60 分、90 分、120 分の各時間に指頭血を採取した。 

採血は、メディセーフファインタッチ（テルモ社製）を用いて被験者自身が実施した。 

 

5.2.1.4. 生体内酸化ストレス評価法 

4.2.1.4 と同様 

 

5.2.1.5. 血糖値の測定 

4.2.1.5 と同様 

 

5.1.2.6. 統計処理 

めし摂取、めし緑茶同時摂取、緑茶 1 時間後めし摂取の 3 群間の差については、二要因

分散分析により亣互作用の有無を判定した。有意な亣互作用が認められたデータについて

は、さらに水準ごとの単純主効果の検定を Bonferroni 法にて行った。また、同群間の差に

ついては、一要因分散分析を行い、有意な主効果が認められたデータについては、多重比

較検定を Bonferroni 法にて行った。統計ソフトは IBM SPSS Statistics 22 を使用した。

なお、p<0.05 を統計的に有意とした。 

 

5.3. 結果 

 

5.3.1. 緑茶摂取における生体酸化ストレスへの影響 

 緑茶摂取における生体酸化ストレスへの影響を図 5-3 に示した。めし摂取、めし緑茶同

時摂取および緑茶摂取 1 時間後めし摂取の 3 群間の有意な差は認められなかった。 



100 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5-3 めし、緑茶同時摂取および緑茶摂取 1 時間後めし摂取の 

生体酸化ストレスへの影響 

 

12 時間絶食後、めし、めしと緑茶同時摂取あるいは緑茶 1 時間後めし摂取した際の空

腹時、めし摂取後 30、60、90、120 分後の AUC 比の変化を示した。AUC 比は、空腹時

の溶血曲線の曲線下面積（AUC）を１としたときの各時間の曲線下面積比（AUC ratio）

とした。 
めし摂取（■： n=7）、めし緑茶同時摂取（●：n=6）、緑茶摂取 1 時間後めし摂取（▲：

n=6） 
平均値±標準誤差で示した。 
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同群間における生体酸化ストレスの変化について検討したところ、めし摂取、めし緑茶

同時摂取および緑茶摂取 1時間後めし摂取のいずれの群も同群間内の有意な差は認められ

なかった。めし緑茶同時摂取では、摂取 30 分後 1.09±0.12、60 分後 0.96±0.17、90 分

後 1.17±0.15、120 分後 0.95±0.09 とめし摂取の摂取 30 分後 1.44±0.27、60 分後 1.05

±0.11、90 分後 1.23±0.21、120 分後 0.94±0.13 に比べ、酸化ストレスは低い傾向にあ

った。一方、緑茶摂取 1 時間後めし摂取では、めし摂取直前の緑茶摂取 1 時間後 1.03±0.18

であり空腹時と同程度の酸化ストレスを示し、めし摂取 30 分後 1.30±0.41、60 分後 1.28

±0.21 で緩やかに酸化ストレスが上昇し、90 分後 1.01±0.12 で低下していたが、120 分

後 1.44±0.28 に最も高い酸化ストレス値を示した。 

 

5.3.2. 緑茶摂取における血糖値への影響 

 めし摂取、めし緑茶同時摂取あるいは緑茶摂取 1 時間後めし摂取後の血糖値の変化を図

5-4に示した。3群とも血糖値の変化のパターンは同様であり、3群間に有意差はなかった。 

 同群間における血糖値の変化は、めし摂取では、空腹時血糖値 86±3.9 mg/dL に対して、

めし摂取 30 分後、60 分後、90 分後、120 分後はそれぞれ 154±11.0、150±11.8、129

±5.0、121±3.6 mg/dL といずれも有意に血糖値の上昇が認められた。一方、めし緑茶同

時摂取では、空腹時血糖値 87±5.6 mg/dL に対して、緑茶とめし摂取後の血糖値は、摂取

後 30 分、60 分、90 分、120 分でそれぞれ 144±15.1、147±16.2、129±13.0、115±8.7 

mg/dL と有意な上昇を認めなかった。しかし、緑茶摂取 1 時間後めし摂取では、空腹時

86±3.3 mg/dL および緑茶摂取後の血糖値 82±2.3 mg/dL と比べ、めし摂取後 30、60、

90、120 分ではそれぞれ 152±12.6、157±10.2、145±9.8、129±6.1 mg/dL となり、空

腹時は 60，90、120 分で、緑茶摂取 1 時間後では 30、60、90、120 分で有意に血糖値の

上昇が認められた。 

 

5.4. 考察 

 

本研究では、めし摂取により惹起した生体酸化ストレスに対する緑茶摂取の影響につい

て検討した。緑茶摂取のタイミングは、緑茶を経口摂取すると血漿中のカテキン類の濃度

は摂取後 1.4～2.4 時間でピークに達する 10)ことから、緑茶摂取 1 時間後にめしを摂取し

た場合とめしと緑茶を同時に摂取した場合の 2 群とした。 
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図 5-4 めし緑茶同時摂取および緑茶摂取 1 時間後めし摂取の 

血糖値への影響 

 

12 時間絶食後、めし、めしと緑茶同時摂取あるいは緑茶 1 時間後めし摂取した際の空

腹時、めし摂取後 30、60、90、120 分後の血糖値の変化を示した。 
めし摂取（■： n=7）、めし緑茶同時摂取（●：n=6）、緑茶摂取 1 時間後めし摂取（▲：

n=6） 
a
p<0.05 vs Fasted (Rice 360g),、

b
p<0.05 vs Fasted (Intake green tea 1 hour before rice 

intake)、 
c
p<0.05 vs one hour after green tea (Intake green tea 1 hour before rice intake)  

平均値±標準誤差で示した。 
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カテキン類を含む抹茶パンを摂取した健常な被験者は抹茶を含まない対照パンを摂取し

た被験者に比べ摂取後の血糖値を有意に低くしたとの報告がある 11)。また、Park ら 12)は

緑茶抽出物（GTE）とグルコースを摂取した場合、GTE を摂取する時間によりグルコー

ス耐性が変化することを報告している。GTE 摂取後ただちに OGTT を行ったヒトの血糖

値は、OGTT のみの被験者に比べて有意に低値を示したが、GTE 摂取 1 時間後に OGTT

を行った場合では、OGTT のみに比べ有意に血糖値が高値を示した。彼らはさらに、ラッ

トを用いて、腹腔内へ直接 EGCg、ECG、EGC、EC を投与し、その 30 分後にグルコー

スを投与したところ、EGCg および ECG により血糖値の上昇を引き起こすとの結果を得

たため、血糖値の上昇はガレート部位をもつカテキン類が原因である可能性を示唆してい

る。また、GTE 摂取後ただちにグルコースを摂取した際の血糖値の上昇抑制の理由として、

腸管内で GTE はグルコースの吸収を阻害するためであると報告している。カテキン類に

よるグルコースの吸収阻害については、グルコーストランスポーター2（GLUT2）の阻害

等ではなく 13),14)、α-アミラーゼの活性を非競合阻害により阻害するとの報告もある 13),15)。 

本研究においても、めし摂取の場合、空腹時に比べめし摂取後 30～120 分で有意に血糖

値の上昇が認められたが、めし緑茶同時摂取ではめし摂取後の有意な上昇は認められなか

ったことから、めしと緑茶の同時摂取の場合は、めしの分解生成物であるグルコースの吸

収を緑茶成分が阻害する可能性が示唆された。 

緑茶摂取 1 時間後めし摂取の場合は、空腹時および緑茶摂取 1 時間後に比べ、めし摂取

60、90、120 分後では有意に上昇したため、グルコースの吸収阻害は十分ではなかったと

考えられる。 

本研究において緑茶の摂取による生体酸化ストレスへの影響について検討したが、めし

緑茶同時摂取と緑茶摂取 1時間後めし摂取の 2群とも生体酸化ストレスの有意な低下は認

められなかった。しかし、コントロールとなるめし 360g のみの摂取においても、空腹時

に比べ生体酸化ストレスは上昇する傾向にあったが有意な上昇は認められず、めし摂取に

よって生体酸化ストレスを惹起することはできなかった。そのため、緑茶摂取による生体

酸化ストレスの抑制効果をはっきりと示すことはできなかった。しかし、緑茶同時摂取で

は、生体酸化ストレスはめし摂取に比べ低い傾向にあった。これは、緑茶同時摂取では血

糖値の有意な上昇を認めなかったことから、グルコースによる一過性の酸化ストレスが惹

起されなかった結果であると考えられた。一方、緑茶摂取 1 時間後めし摂取では、摂取 120

分後に酸化ストレスが上昇していた。このことも血糖値が摂取後 60、90、120 分で空腹時
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に比べ有意に上昇していることと関係していると推察された。 

生体酸化ストレスは血糖値の変動に影響を受けることが考えられるが、Schramm ら 16)

によると、ココアフラバノールは砂糖やパンなどの炭水化物との同時摂取により単味で摂

取するよりも血漿中フラバノール濃度の Cmax（最高濃度）が高くなるとのことから、緑茶

をめしと同時に摂取した場合、緑茶カテキン類の吸収率が上昇し、血漿中のカテキン類量

が増加した結果、生体酸化ストレス値を低く抑えることができた可能性も考えられた。 

Zhu ら 17)は、ココア抽出物を摂取したラットの赤血球と水を摂取したラットの血漿を組

み合わせて、ココア抽出物ラットの血漿と水摂取ラットの赤血球の組み合わせと比較した

ところ、同程度の溶血パターンであったと報告している。このことから、経口摂取した緑

茶抽出物のカテキン類は赤血球膜内に取り込まれる可能性も十分に考えられる。 

本研究では、生体酸化ストレス評価法を用いてめし緑茶同時摂取と緑茶摂取 1 時間後め

し摂取の 2 群について検討したが、緑茶とめしを同時に摂取した場合のほうが血糖値の上

昇を抑制し、酸化ストレスも低い傾向を示した。これは、めしの消化吸収過程に緑茶が存

在することによって血糖値の急激な上昇が抑制されたと考えられ、めしの摂取による流血

中の一過性酸化ストレスを抑制するには緑茶を同時に摂取することが有益であると考えら

れた。しかし、本研究の結果では、めし摂取による生体酸化ストレスが有意に上昇しなか

ったため、緑茶の効果を明確に示すためにもさらにデータを蓄積していく必要がある。 
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5.5. 小括 

 

生体酸化ストレス評価法を用いて緑茶摂取による影響を検討した。緑茶摂取は、緑茶摂

取 1 時間後にめしを摂取した場合とめしと緑茶を同時に摂取した場合の 2 群とした。その

結果、めし緑茶同時摂取は、めしのみ摂取に比べ、生体内酸化ストレスの上昇を抑制した

傾向にあり、血糖値は空腹時に比べ有意な上昇を認めなかった。一方、緑茶摂取 1 時間後

にめしを摂取した場合は、生体酸化ストレス上昇抑制効果および血糖値上昇抑制効果がと

もにめし緑茶同時摂取よりも低いと示唆された。 

めしを摂取する際、緑茶と一緒に摂取することにより血糖値の上昇が抑制され、その結

果、生体内酸化ストレスの上昇を抑制する傾向が認められたと考えられた。このことから、

めしの摂取による流血中の一過性酸化ストレスを抑制するには緑茶を同時に摂取すること

が有益であると示唆された。 
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第 6 章 総括 

 

緑茶の抗酸化活性などによる生体への保護的効果について詳細に検討することを目的と

し、食品微量成分の抗酸化能について赤血球膜酸化障害評価法および生体内酸化ストレス

評価法を用い、その評価を行った。赤血球膜酸化障害評価法は、赤血球の溶血反応を利用

して緑茶カテキン類、特にEGCgの抗酸化活性についてex vivoにて評価する方法であり、

生体内酸化ストレス評価法は、経口摂取した食品微量成分の一過性高血糖酸化ストレスに

対する影響を評価する方法である。 

赤血球膜酸化ストレス評価法により緑茶カテキン類の抗酸化能を比較したところ、

EGCg＞ECg＞EC＞EGC の順で溶血抑制効果が認められ、ガロイル部分を持つカテキン

類に強い抗酸化活性があることが示唆された。またカテキン類の中で EGCg が最も強い抗

酸化能を持つことが判明した（第 1 章）。そこで、EGCg の抗酸化機序を詳細に検討した

ところ、赤血球は一重項酸素により膜脂質や膜タンパク質が酸化され、続く

post-illumination により膜脂質過酸化連鎖反応の進展、膜タンパク質の酸化変性が引き起

こされる結果、溶血に至ることが推察でき、EGCg は膜脂質と膜タンパク質の酸化を抑制

することにより溶血を抑制していることが推察された。また、EGCg は、水溶性抗酸化物

質である Trp とは異なり、一重項酸素を直接消去することにより抗酸化能を発揮するだけ

でなく、赤血球膜内に取り込まれることにより強い抗酸化能を示すことが示唆された（第

2 章）。 

流血中に EGCg が存在する場合でも、EGCg が赤血球膜内に取り込まれるのか検討した

ところ、洗浄赤血球に EGCg を添加した結果と比べ、同程度の溶血抑制効果を得るにはお

よそ 2 倍量の EGCg 濃度が必要であった。さらに、全血に EGCg を添加、再洗浄を行い

血漿成分と反応溶液中の EGCg を除去した EGCg 前処理全血赤血球では、EGCg の抗酸

化効果はさらに低減したことから、全血に含まれる血清アルブミンと EGCg が結合する結

果、抗酸化能は低下することが示唆された（第 3 章）。しかし、緑茶カテキン類摂取によ

る様々な効果もあり、生体内に取り込まれたカテキン類が抗酸化能を示す可能性は捨てき

れないことから、生体内における緑茶摂取の影響を検討することとした。 

そこで、構築した生体酸化ストレス評価法を用いて、ヒトが摂取した食品微量成分によ

る酸化ストレスの変化を捉えることができるか検証を行った。生体酸化ストレス評価法と

は、めし摂取により食後高血糖を惹起し、これに伴う流血中の一過性酸化ストレス状態を
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包括的に評価する方法である。めしの摂取量の増加（120、180、360g）に伴い、血糖値

および酸化ストレスは上昇した。しかし、めし 360g 摂取において、酸化ストレスが亢進

する群と酸化ストレスが検出できない群に分かれ、被験者により酸化ストレスの感受性が

異なることが判明した。 

次に、酸化ストレス上昇群に対し、食物繊維を豊富に含む麦めし摂取（めし 240g＋麦め

し 120g あるいはめし 120g＋麦めし 240g）による影響を検討した。その結果、めし摂取

に比べ、めし 120g＋麦めし 240g 摂取は酸化ストレス値を低下させたが、血糖値には影響

を及ぼさなかった。酸化ストレス値の低下は、麦めしに含まれる食物繊維によるものと推

察されたが、麦めしに含有する微量成分の影響も無視できないと考えられた。 

麦めし摂取によって酸化ストレス値が変化し、酸化ストレス抑制効果があると示された

ことから、本研究で構築した生体内酸化ストレス評価法は生体内における食品微量成分の

影響の検討に応用できることが示唆された（第 4 章）。 

生体酸化ストレス評価法を用いて、緑茶摂取による影響をめしと緑茶同時摂取あるいは

緑茶摂取 1 時間後にめし摂取の 2 通りについて検討した。めし摂取により酸化ストレス値

が上昇する被験者に対して実験を行ったが、基準となるめし摂取の生体内酸化ストレス値

が有意に上昇しなかったため、緑茶摂取の影響を明確に示すことができなかった。しかし、

めしと緑茶の同時摂取では、めしのみの摂取に比べ生体酸化ストレスは低い傾向にあった。

また、血糖値はめし摂取に比べ、めし緑茶同時摂取では血糖値の上昇を有意に抑制するこ

とができた。一方、緑茶摂取 1 時間後にめしを摂取した場合は、生体内酸化ストレス上昇

抑制効果、血糖値上昇抑制効果どちらもめし緑茶同時摂取よりも低かった。したがって、

めし摂取による生体酸化ストレスの上昇を抑制するには、緑茶を同時に摂取するほうがそ

の効果は期待できると考えられた（第 5 章）。 

 以上の結果を総合すると、生体内において、緑茶カテキン類、主に EGCg が赤血球膜内

に取り込まれる可能性は本研究結果から示すことができなかったものの、めしと同時に摂

取した緑茶は、グルコースの吸収を抑制し血糖値の上昇を緩慢にさせる結果、急激なグル

コース代謝の低減をもたらし酸化ストレスを抑制するのではないかと推察された。また、

本研究で構築した赤血球膜酸化ストレス評価法は、ex vivo において、食品微量成分の抗酸

化能を詳細に分析可能であること、生体酸化ストレス評価法は流血中の酸化ストレス状態

を包括的に判定でき、経口摂取した食品微量成分の生体酸化ストレスへの影響も評価でき

る方法であると示唆された。 
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