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は じ め に

緑茶に多く含まれるポリフェノールのカテキン類は抗
菌作用1‒7）に加え，抗酸化作用8），抗がん作用9），体脂
肪の減少作用10） など多くの機能を有する興味深い天然
物質である．カテキン類にはエピ体および非エピ体を含
めて8種の主要な成分があり，市販緑茶抽出物（Green 
Tea Extracts, GTE）中に占める各成分の割合（表1）
からも分かるように緑茶中に占める割合が最も多いのは
エピガロカテキンガレート (EGCG)である．
本研究の開始までにカテキン類の微生物に対する作用
については， 食中毒細菌に対する静菌および殺菌作用，
抗ウイルス作用11‒13）および細菌毒素阻害作用14,15）が報
告されていた．抗菌活性はカテキン類の中でエピカテキ
ンガレート (ECG)およびEGCGが高いこと16）， グラム陰
性細菌よりもグラム陽性細菌に対して効果が高い傾向に
あることが報告されていた17）．また，作用機作として
は細菌細胞の細胞膜リン脂質へ結合して膜に損傷を与え
ること18） およびカテキン類から発生する過酸化水素の
酸化力に基づく殺菌作用19, 20）が推定されていた．しか
し，実際に食品に利用可能な条件で行われた抗菌作用に
ついての報告は無く，その作用機構についても不明な点
が多く残されていた．
また，我が国における腸管出血性大腸菌 (Entero-
haemorrhagic Escheria coli, EHEC)感染者数は，年間
約3000～4000人で推移しており，減少傾向はみられな
い21）．EHEC感染は消化管障害を引き起こすだけでな
く，感染者の3～10％に溶血性尿毒症症候群 (hemolytic 
uremic syndrome, HUS) や脳症などを併発させ，死に
至らしめる可能性がある22）．これら種々の症状を引き
起こす主要な病原因子はEHECが感染者の腸管内で産

生する志賀毒素 (Shiga toxin, Stx) である．志賀毒素は
1型 (Stx1) と，アミノ酸配列がStx1と55％同一の志賀
毒素2型 (Stx2) に大きく分類される23）．また，図124）

に示すようにStxはAB5型の毒素で28S rRNA N-グリコ
シダーゼ活性を有するAサブユニットおよび細胞表面
のGalα-［1‒4］-Galβ［1‒4］-Glc-ceramide (Gb3) に結合する
Bサブユニット5量体から構成されている．図2に示す
ようにStxのBサブユニット5量体部分が標的細胞表面
のGb3に結合し，これによりStxがエンドサイトーシス
により細胞内に取り込まれる．細胞内でゴルジ体から小
胞体へと移行した後，Aサブユニットがリボソームにお
いてN-グリコシダーゼ活性により28SrRNAの特定部位
を脱プリン化してタンパク質合成を阻害する25）．EHEC
が腸管内で産生したStxが血中へと侵入してGb3発現量
の多い脳や腎臓に達するとこれらに重篤な障害を起こ
す．
感染後のEHEC対策としては，EHECの増殖抑制，
EHECによるStxの産生抑制または分泌抑制，および産
生されたVTの不活化が挙げられる．本感染症の初期治
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表1.　緑茶抽出物中に占めるカテキン類の割合

緑茶抽出物中の成分 (％)

総カテキン類 100 79.2
エピガロカテキンガレート (EGCG) 69.1
エピカテキンガレート (ECG) 18.9
ガロカテキンガレート (GCG) 5.0
エピガロカテキン (EGC) 2.6
エピカテキン (EC) 2.3
カテキンガレート (CG) 1.1
ガロカテキン (GC) 0.6
カテキン (C) 0.0

水分 8.0
灰分 2.0
カフェイン 0.2

緑茶抽出物：ポリフェノン70A（三井農林株式会社）
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療では，抗生物質が使用されているが，EHEC感染中期
以降に投与すると抗生物質のストレスによりEHECの
溶原化ファージが誘発され，Stx産生および分泌が促進
されるため，感染中期以降の抗生物質の投与は好ましく
ない26, 27）との報告もある．本研究の開始までに，緑茶
に含まれるEGCGがStxの活性を阻害する15）こと，ブ
ドウの種子や果皮の抽出物およびリンゴの果汁がStx2
の活性を阻害することなどが報告されていた28, 29）．し
かしながら，その阻害機構は十分に明らかにされていな
かった．
本稿では，これまでに我々の研究で得られたカテキン
類の抗菌作用とその機構およびStxの細胞毒性に対する
カテキン類の抑制作用と機構についてまとめる．

植物ポリフェノールの抗菌作用機構

カテキン類の抗菌活性
カテキン類は市販の液体培地中では培地成分と沈殿を
形成してしまうことから従来のカテキン類の抗菌活性は
寒天平板培地を用いて測定されていた．しかし，実際の
食品等への応用や抗菌作用の機構解明には，細菌の増殖
可能な液体培地中で抗菌作用を調べる必要がある．そこ
でまず，カテキン類共存下でも沈殿を形成しないように
50％濃度となるように調製したLB培地を用いて種々の
pHにおいて細菌に対する抗菌スペクトルを調べた30）．
緑茶抽出物 (Gren Tea Extract, GTE)を用いて調べた

pH6.5における最小生育阻止濃度 (MIC)測定結果を表2
に示す30）．GTEの抗菌活性はこれまでの報告と同様に
グラム陽性菌に対しては高く，グラム陰性菌に対しては
全体的に低かった．しかし，グラム陽性菌でもリステリ

アや乳酸菌の一部の菌種は感受性が低く，逆にグラム陰
性菌ではビブリオ属細菌の感受性が高かった．抗菌活性
がグラム陰性細菌では低い傾向にあった理由の一つとし
て，中性pHにおいて負に帯電した外膜リポ多糖と同様
に負電荷を有するカテキン類が電気的に反発するなどの
理由によりカテキン類が外膜を通過しにくいことが考え
られた．グラム陽性菌の中では乳酸菌に対するGTEの
抗菌活性は低かったが，これは乳酸菌の有機酸産生能に
よるpHの低下，菌体表層部の物理化学的性状によりカ
テキン類が細胞内に侵入しにくいため，あるいはカテキ
ン類から発生する過酸化水素などの活性酸素種を除去す
る機構が発現していることなどによるものと考えられ
る．さらに野生株S. Typhimuriumに対するGTEの
MICは2000 mg/Lであったが，菌体表層付近の過酸化

図1.　志賀毒素の構造
参考文献 24）より引用

図2.　志賀毒素のタンパク質合成阻害作用機構の概要

表2.　緑茶抽出物のpH6.5における抗菌活性

菌株 MIC 
(mg/L)

グラム陰性菌
Burkholderia cepacia 500
Enterobacter cloacae 2000
Escherichia coli O157:H7 (VT1, VT2) 500
Escherichia coli O157:H7 (VT1) 1000
Escherichia coli K12 500
Escherichia coli O157:H- (VT1, VT2) 2000
Klebsiella pneumoniae 250
Pseudomonas aeruginosa 1000
Salmonella Enteritidis 2000
Salmonella Enteritidis ΔrpoS 2000
Salmonella Infantis 2000
Salmonella Typhimurium 2000
Salmonella Typhimurium ΔahpC 2000
Salmonella Typhimurium ΔahpF 2000
Salmonella Typhimurium ΔkatG 500
Serratia marcescens >2000
Vibrio alginolyticus <62.5
Vibrio cholerae non-O1 125
Vibrio cholerae 62.5
Vibrio parahaemolyticus 62.5
Vibrio vulnificus 250

グラム陽性菌
Alicyclobacillus acidoterrestris 1000
Bacillus coagulans 250
Bacillus cereus 125
Bacillus subtilis 250
Breviacillus parabrevis 62.5
Enterococcus faecalis 1000
Enterococcus faesium 2000
Levilactobacillus brevis 2000
Lentilactobacillus buchneri >2000
Lactobacillus delbrueckii 125
Fructilactobacillus fructivorans >125
Lactiplantibacillus plantarum 2000
Lactococcus lactis 500
Leuconostoc mesenteroides >2000
Listeria monocytogenes 500
Pediococcus acidilactici 2000
Pediococcus pentosaceus >2000
Staphylococcus aureus 62.5
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物消去に関与するカタラーゼ遺伝子欠損株ΔkatGでは
500 mg/Lと有意に低かったことから，細菌の有するカ
タラーゼ活性の強さもカテキン耐性に関係すると考えら
れる．カテキン類の抗菌作用にはアルカリ性において産
生される過酸化水素の酸化力ならびにカテキン類の細胞
質膜リン脂質への結合が関与することが報告されてい
る31）．種々のpHで培養してGTEの抗菌スペクトルを
調べると表3に示すようにS. aureus,  B. cepacia,  E. 
coli O157:H7 （Stx1, Stx2），P. aeruginosaおよびS. En-
teritidisに対するGTEの抗菌活性はアルカリ側で高い
が，L. monocytogenesに対しては酸性側で高く，L. bre-
vis,  L. plantrumおよびL. mesenteroidesではpHの影
響はほとんど認められなかった30）．これは菌種によっ
て増殖最適pHが異なり，リン脂質の組成，菌体表層成
分，および菌体外高分子物質などの種類も異なるためで
あると思われる．さらに酸性ではガロイル基部分で膜リ
ン脂質への結合による膜損傷18），アルカリ性ではガリ
ル基が関与して発生する過酸化水素による酸化作用19,20）

が関与していると推定される．
また，種々のpHで測定した主要カテキン8成分の
MICを表4に示す30）．グラム陰性菌に対しては，どのカ
テキンもpH5.0, 6.5では殆ど抗菌効果を示さなかったが，
pH8.0ではEGCGおよびガロカテキンガレート (GCG), 
エピガロカテキン (EGC)に抗菌効果が認められた．これ
は，前述のとおりアルカリ性ではガリル基が関与する過
酸化水素産生20）が抗菌作用に重要であることを示すも
のである．また，グラム陽性菌のうちBacillus属細菌に
対しては，酸性ではガロイル基を有するECG, EGCG, 
CG, およびGCGに抗菌活性が強く，アルカリ性では，
ガリル基を有するEGC, EGCG, GC, およびGCGの抗菌
活性が強い結果となっている．これらの結果も酸性では
菌体へのカテキンの吸着31）が，アルカリ性では過酸化

水素産生20）がカテキン類の抗菌活性において重要な役
割を果たしていることを示すものである．
細菌菌体に作用したカテキン類の可視化
カテキン類の抗菌作用機構を解明するためにはカテキ

ン類の細菌菌体における局在部位を明らかにする必要が
ある．カテキン類のうちガリル基を有するEGCGなどはア
ルカリ性で過酸化水素を産生する．セリウムは，過酸化水
素と反応（3H2O2 + 2Ce3+ + 6OH－ → 2Ce(OH)3OOH↓  
+ 2H2O）して凝集物を形成することから植物における
過酸化水素の発生部位の可視化に利用されている32）．
従って細菌においても過酸化水素を産生するカテキン類
の局在部位の観察も可能である．更に，この凝集物はカ
テキンと反応してより大きな凝集物を生成することを利
用し，比濁法により簡便に短時間でカテキンを定量する
こともできる33）．この原理を応用すると，細菌をカテ
キン類で処理後，アルカリ条件下でセリウムと反応させ
て生じる凝集物はセリウムを含むので電子顕微鏡で視覚
化することができる34）．これによりカテキン類の細菌
菌体における局在部位を明らかにできる．
種々の濃度とpHでEGCG処理（室温，1時間）した
S. aureus菌体と塩化セリウムを反応後，樹脂包埋して
作製した超薄切片試料を透過型電子顕微鏡観察した結
果，菌体表層に電子線不透過性の凝集物（Ce(OH)3OOH
の沈殿）が確認され，EGCGが表層に吸着していること
が間接的ではあるが示された34）（図3）．EGCGの吸着形
態については，酸性では低密度ではあるが細胞壁の奥ま
で入り込みペリムプラズムから細胞膜表層にまで達して
厚い層をなしていたのに対し，アルカリ性では細胞壁と
考えられる細胞表層最外層にびっしりと一面に吸着して
いるもののペリプラズム間隙には殆ど入っていないよう
であった34）（図3）．これに対して大腸菌では500 mg/L 
EGCG処理（室温，pH6, 1時間）後でも，ほとんど菌体

表3　緑茶抽出物の抗菌活性に及ぼすpHの影響

菌株 MIC (mg/L)

pH 3 pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8 pH 9

グラム陰性菌
Burkholderia cepacia ̶ >500 >500 >500 500 125 <62.5
Escherichia coli O157:H7 (Stx1 & Stx2) ̶ ̶ 2000 2000 500 125 <62.5
Pseudomonas aeruginosa ̶ ̶ >1000 >1000 250 250 250
Salmonella Enteritidis ̶ ̶ >2000 2000 500 250 <125
Vibrio cholerae non-O1 ̶ ̶ ̶ 250 250 ̶ 125
Vibrio parahaemolyticus ̶ ̶ <7.8 125 63 ̶ <62.5

グラム陽性菌
Alicyclobacillus acidoterrestris 250 1000 500
Bacillus cereus ̶ ̶ 62.5 125 500 250 125
Bacillus coagulans ̶ ̶ 500 250 62.5 62.5 62.5
Bacillus subtilis ̶ ̶ 250 500 250 250 125
Lactobacillus brevis ̶ 2000 2000 2000 >2000 2000 ̶
Lactiplantibacillus plantarum 250 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 ̶
Leuconostoc mesenteroides 2000 >2000 2000 2000 >2000 >2000 ̶
Listeria monocytogenes ̶ ̶ 62.5 500 500 500 500
Staphylococcus aureus ̶ ̶ 500 500 250 125 62.5
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表層部には電子線を透過しない凝集物（Ce(OH)3OOH
の沈殿）は認められなかった34）（図4）ことから，菌体
表層部へのEGCGの親和性は低いことが示された．外膜
がカテキン類の作用障壁となっていることがこの結果か
らも示された．また，B. cereusおよびB. subtilisの栄養
細胞および芽胞についても同様に観察した結果，B. ce-
reusおよびB. subtilisのいずれにおいてもEGCGが栄養
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図3. 種々のpHにおいてEGCG処理したS. aureusを塩化
セリウム染色後の電子顕微鏡観察像
S. aureus を 1 時間室温で種々の pHの HEPES 緩衝
液において EGCG 処理した．集菌洗浄後，0.1％塩
化セリウム溶液 (pH 8)中で処理して透過型電子顕微
鏡観察した．図中の数値は処理したEGCG濃度 (mg/
L)を示す．バーの長さ：200 nm
参考文献 34）より引用，一部訂正

図4.　EGCG処理したE. coliを塩化セリウム染色後の電子
顕微鏡観察像
EGCG処理濃度：1000 mg/L, 参考文献 34）より引用
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細胞表層およびその近傍に存在したが，EGCGの芽胞に
対する吸着量は極めて少なかった35）．
グラム陽性菌に対する作用機構
グラム陽性菌に対するEGCGの抗菌作用機構を調べる
た め にB. subtilis栄 養 細 胞 を1000 mg/LのEGCGで
37℃, 1時間処理後，菌体タンパク質の二次元電気泳動
を行った結果36）（図5），EGCGとの結合により凝集して
泳動ゲル内に侵入できなかった菌体タンパク質がスポッ
ト強度の低下したスポットとして73個検出された36）．
これらのうち，スポット強度低下の大きかった20個の
タンパク質をMS/MSイオンサーチにより同定した結
果，菌体表層部のタンパク質として，オリゴペプチド
ABCトランスポーター結合リポタンパク質， グルコー
ス・ホスホトランスフェラーゼシステムトランスポー
ター，リン酸ABCトランスポーター基質結合タンパク
質， ペニシリン結合タンパク質5 (PBP5)が同定された．
また，EGCG処理した菌体ではグルコースの取り込みが
阻害されたことからEGCGは膜輸送タンパク質と結合し
てその機能を阻害していることが考えられた．さらに
EGCG処理によりPBP5も可溶性タンパク量が低下した
が，B. subtilisでは，pbp5遺伝子欠損株の芽胞は耐熱性
が低下することが報告されている37）．実際にMIC以下
の濃度の125 mg/LのEGCG存在下で培養すると芽胞形
成率が90％程度から0.6％に低下し，形成されたB. sub-
tilis芽胞の耐熱性はEGCG非存在下で形成された芽胞の
25％程度まで低下した36）（図6）．
グラム陰性菌に対する作用機構
E. coli栄養細胞を1000 mg/LのEGCGで37℃1時間処
理後，菌体タンパク質の二次元電気泳動を行い，EGCG
処理により強度が減少したスポットおよび消失したス
ポットについてタンパク質の同定を行った．その結果，
検出されたタンパク質のうち外膜タンパク質はポーリン
タンパク質のみであった38）．
大腸菌ポーリンタンパク質分子中の塩基性アミノ酸は

ポーリンタンパク質の孔内に側鎖を伸ばした形で存在し
ている38）（図7）．特に，孔中央部のArgが3分子存在す
る部分は狭い．このポーリンとEGCGについてドッキン
グシミュレーションを行った結果，EGCGは孔内に侵入
し孔内で最も狭くなっている孔中央部にあるArgと水
素結合により安定的に結合すると推定された38）．実際
にEGCG処理区ではコントロールに比べグルコースの取
り込み能が低下していた．また，これら以外にペリプラ
ズムタンパク質としてMreBタンパク質も同定されてい
る．S. TyphimuriumやB. cereusをECgやEGCGで 処

図5.　EGCG処理したB. subtilis菌体タンパク質の二次元電気泳動パターン
参考文献 36）より引用

図6.　EGCG存在下で形成された芽胞の耐熱性
参考文献 36）より引用

図7.　ポーリンタンパク質におけるアルギニン分子の配置
とEGCG結合部位の推定　
参考文献 38）より引用
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理すると，長桿状から短桿状や球状への形態変化が観察
され，EGCGやECGは細菌の細胞分裂に対して影響を
与える可能性が示唆されている39）ことからも，MreB
タンパク質もEGCGの重要な作用点の一つであると考え
られた．
さらにBacillus coagulansは独特のリン脂質組成を有
するためEGCGが吸着しにくくEGCG感受性が低いこ
と40），黄色ブドウ球菌41）およびウエルシュ菌42）につい
ても菌体表層部のタンパク質に結合して機能阻害するこ
とがEGCGの抗菌作用機構の一つとして重要であること
を明らかにした．カテキン類の抗菌力発現には，対象細
菌の種類ごとにpHや塩分濃度，有効な併用物質の組み
合わせと濃度の最適化が重要で，実際に，カテキン類を
含む緑茶抽出物，食塩および酢酸の併用により野菜の浅
漬けの保存性が向上することを示した43）．
植物ポリフェノールの志賀毒素活性阻害機構
ベロ細胞を用いた細胞毒性試験により食品添加物およ
び天然由来の成分の中からStxの細胞毒性阻害物質のス
クリーニングを行った結果，EGCGおよびGCGがStx1
の作用を阻害した44）．そこで，これらのカテキン類に
ついて，詳細に検討した．使用したStx試料は，研究室
で保有している種々のE. coli O157:H7株から選択した
Stx1のみを産生する菌株，Stx2のみを産生する菌株，
およびStx非産生株の培養上清であった．各菌株をLB
培地で37℃で培養し，対数増殖期後期にマイトマイシ
ンCを添加して一晩振とう培養後，ポリミキシンB処理
後に得た上清を濾過滅菌して毒素試料を調製した．Stx
の力価はVTEC-PRLA ［デンカ生研］ を用いて測定し
た．種々の濃度のStx試料とポリフェノール溶液を等量
混合し，37℃で1時間インキュベートした混合液200 µL
をベロ細胞に添加し，37℃で2日間培養後の生残率を
MTT法により測定した．図8のグラフの縦軸はMTT
法による吸光度（細胞生残率），横軸はカテキン類と混
合した時点におけるStxの力価である．この結果，
EGCG処理Stxではコントロール（未処理のStx添加）
に比べて細胞生残率が高かったことよりによりStx1の
細胞毒性がEGCG処理により抑制されたことが示され
た．しかし，Stx2に対してはEGCGおよびGCGは活性
阻害効果を示さなかった．本試験における毒素濃度およ
びカテキン濃度においてはEGCGおよびGCGによる毒
素活性低減効果はStx1に対してのみ観察されたことか
ら，EGCGおよびGCGはベロ細胞ではなく，Stx1に対
して作用し，その細胞毒性を低減させていると考えられ
た．
カテキン類のStx1細胞毒性阻害機構を推定するため
に，ドッキングシミュレーションを行った．結晶構造か
ら予測されるStx1およびStx2のBサブユニット5量体
のポケットサイズはそれぞれ778 Å3 (PDB:2XSC)および
475 Å3 (PDB:3MXG)である．図9にStx1またはStx2サ
ブユニット5量体に結合したEGCGのドッキングモデル

を示す44）．ドッキングモデルでは，EGCGはStx1Bサブ
ユニット5量体のポケットの内側に面しているアミノ酸
の側鎖と7ヶ所で水素結合を形成している．その際の最
小分子内エネルギー（歪みエネルギー +電気エネル
ギー）は－0.1 kcal/molであった．また，EGCGが結合
するアミノ酸は，モノマー Eの①Ser38および②Ser38, 
モノマー Aの③Ser38および④Asn35, モノマー Cの
⑤Ser42, モノマー Dの⑥Ser42および⑦Asn35であっ
た．一方で，Stx2Bサブユニット5量体の場合は，
EGCGは最小分子内エネルギー5.2 kcal/molで6つの水
素結合を形成した．EGCGが結合するアミノ酸は，モノ
マーHの①Ser41および②Ser41, モノマー Jの③Ser41, 
モノマー Aの④Ser41および⑤Pro37, モノマー Gの
⑥Asn34であった．これらの結果から，EGCGはStx2B
よりもStx1Bサブユニット5量体との結合で安定な構造
をとることが示唆された44）．また，Stxを阻害しない
EGCとStx1BおよびStx2Bの各サブユニット5量体との

図8.　EGCGおよびGCG処理がStxの細胞毒性に与える影響
○：Control（未処理 Stx），●：15.6 mg/L EGCG
処理した Stx
mean± SD, n=6, *p<0.01, 　参考文献 44）より引用

図9.　StxBサブユニット5量体のポケットに結合した
EGCGのドッキングモデル
参考文献 44）より引用
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水素結合数はそれぞれ5および6であったが，その際の
最小分子内エネルギーはそれぞれ3.9 kcal/molおよび9.2 
kcal/molと計算され，Stx1Bサブユニット5量体との結
合において，EGCGはEGCよりも安定的な構造をとる
ことが考えられた44）．
以上の結果より， EGCGおよびGCGは，Stx1Bサブユ
ニット5量体に安定的に結合し，Bサブユニットと細胞
表面のGb3との結合を阻害すると推測された．また，
EGCGおよびEGCの阻害活性の違いは，これらの化合
物としての構造的な柔軟性とStx1Bサブユニット5量体
中心部のポケットにおいて結合する水酸基の位置の違い
に起因すると推測された．さらに，Stx2に対して阻害
活性を示さないのは，Stx1Bと比べStx2Bサブユニット
5量体のポケットサイズが小さく，EGCGおよびGCGが

安定的に結合しにくいためと考えられた．この結果から
得られた情報を基にBサブユニット5量体との結合に適
した化合物の構造，分子量等の条件を用いて行ったin 
silicoスクリーニングにより，新たにバイカレイン（生
薬・オウゴンの成分）がStx1だけで無くStx2に対して
も細胞毒性阻害作用を示すことを見出した45）．さらに，
種々のポリフェノール類についても調べた結果，図10
に示すようにルテオリンやスチルベン類のレスベラト
ロール，ラポンチゲニン，イソラポンチゲニンにもStx
の細胞毒性に対する阻害作用を認めている46）．特に作
用の顕著であったEGCGとルテオリンについて，ウサギ
網状赤血球ライセートを用いる無細胞系でルシフェラー
ゼmRNAを用いてルシフェラーゼの発現を指標として
Stxによるタンパク質合成阻害に対するポリフェノール

図10.　Stxのベロ細胞毒性に対するポリフェノールの影響
異なる濃度の Stx をベロ細胞に添加する前に，0 mmol/L （○），0.08 mmol/L （☐），および 0.4 mmol/L （■） のポリフェ
ノールとともに 37℃で 1時間インキュベートした． 37℃で 48時間培養後，MTT法により細胞生存率を測定した． n=3,  
*, p <0.05
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の影響を調べた．図11に示すように無細胞系において
ルテオリンはStxのタンパク質合成阻害に影響を与えな
かったが，EGEGで処理したStxを添加した場合，未処
理のStx添加に比べてStx1およびStx2ともにタンパク
質合成量が増加した．これより，EGCGはStx1および
Stx2のタンパク質合成阻害を抑制する，あるいはタン
パク質合成系をStxから保護する可能性が示された46）．
前述したとおり，菌体内に取り込まれたStxはゴルジ
体から小胞体へと移行し，Aサブユニットのみがリボ
ソームに到達して28SrRNAの4324番目のアデノシン残
基のN-グリコシド結合を切断する．このような部位特
異的rRNA脱プリン反応によりリボソームを不活性化
し，タンパク質合成を阻害する25）．また，逆転写酵素
が，RNAの非塩基部位の反対側にアデニンを優先的に
挿入する事を利用して特定の位置が脱プリン化された
RNAを特異的に検出定量可能なqPCRを用いてWilliam
ら47）によりリシンやSStxの定量が可能であること示さ
れている．これをもとに，Stxで脱プリン化される部位
の配列を含む2種類のプライマー（正常な配列検出用お
よび脱プリン化配列検出用）を作製した．未処理Stxお
よびポリフェノールで前処理したStxをベロ細胞に添加
して16時間培養後，RNAを抽出し，逆転写して得た
cDNAを用いてqPCRを行って4324番目のアデノシン

残基が脱プリン化された28SrRNAおよび正常な28SrR-
NAの定量を行った．図12に示すようにルテオリン処理
Stxを作用させたベロ細胞では，未処理のStxを作用さ
せた場合と比較して脱プリン化された28SrRNAの割合
が減り，正常な28SrRNAの割合が増えた．無細胞タン
パク質合成系における結果も考慮するとら，ルテオリン
はStxに結合することでStxの細胞内への取り込みを阻
害し，その結果，Stxの細胞毒性が発現されなかったも
のと思われる46）．

お わ り に

本研究は，植物ポリフェノール類の抗菌作用機構なら
びに抗毒素作用機構をオミックス解析，情報科学的解析
等により解明を試みたものである．さらに詳細な検証が
必要な部分も多いと思われるが，本研究の成果は，人が
長い食経験を有する植物ポリフェノール類の食品保存料
としての利用における科学的根拠を示し，また，抗菌性
および抗毒素作用を有する新規化合物の開発に重要な知
見を与えると期待される．食経験のある化合物，安全性
の高い食品添加物それぞれ単独での抗菌作用機構がより
明確になると，標的細菌毎にこれらの効果的な組み合わ
せと適切な濃度で，pH, 水分活性および保存温度条件毎
に細菌の増殖を効果的に阻害すること，または，物理的
処理との組み合わせによる効果的な殺菌が可能になると
期待される．これらを体系的に調査・検証し，結果を情
報科学的に処理することにより増殖阻害予測モデルや死
滅予測モデルの構築も可能と思われる．これを達成する

図12.　 Stx1およびStx2による28S rRNA脱プリンに対す
る (A)ルテオリンおよび (B) EGCGの影響
Stx1およびStx2産生菌の培養上清を試料としてそ
れぞれルテオリン（■■），EGCg （■），PBS （□） と
混合し，37℃で1時間インキュベート後，ベロ細胞
に添加した．37℃で一晩培養後，RNAを抽出し，
各28SrRNA量をqPCRで測定した．n=3, *p<0.05

図11.　 Stx1およびStx2によるタンパク質合成の阻害に対
する (A)ルテオリンおよび (B)EGCGの影響
Stx1産生菌，Stx2産生菌，およびStx非産菌の培養
上清をそれぞれルテオリン （■），EGCG（■■）およ
びPBS（□）と混合し，37℃で1時間インキュベー
ト後，無細胞タンパク質合成系におけるルシフェ
ラーゼの発現に対する影響を調べた．ルシフェ
ラーゼ量は発光法により測定した．n=3, *p<0.05
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ためには，種々の食品微生物におけるの化学的，物理
的，および生物学的制御の基礎データの蓄積が重要であ
ることは言うまでもないが，これを読まれている研究者
の皆さんの間における情報の共有および共同研究推進に
向けた，所属の垣根を越えた産学官の取り組みに期待す
る．これにより，食品の安全性が確保され，常温および
低温下における食品の消費期限及び賞味期限が延長され
るとフードロスの削減だけでなく，緊急時に利用可能な
防災食の高品質化やバリエーションの拡大，世界におけ
る飢餓，栄養不足人口の削減にも大きく貢献することか
ら，SDGsの達成に果たす役割も大きいと期待される．
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