
 

 

89 Jpn. J. Protozool. Vol. 42, No. 1.  (2009) 

ラを再感染させた白色細胞のH2O2耐性を１日毎に調

べると，最初はクロレラが多数存在しているのにも

かかわらず白色細胞タイプの生存率を示していた。

しかし，3～4日にかけて緑色細胞タイプに変わって

いった。 
 白色細胞に，明暗サイクルの逆位相で培養した緑

色細胞から単離したクロレラを感染させ集光性リズ

ムを測定すると，最初の２日間は白色細胞本来の位

相を現していたが，３日目から逆位相の緑色細胞の

位相を現すようになることは前に報告した１）。これ

と同じ現象が接合活性リズムにおいても見られた。

この現象は同位相のクロレラを感染させた場合や恒

明条件下でも光合成阻害剤(DCMU)を処理したとき

には見られなかった。 
 ミドリゾウリムシは温度サイクル(WC 12:12 h)に同

調して，接合活性を高温期に現わし，低温期に消失

させることがわかった。そこで，明暗サイクルで培

養した白色細胞に，恒明条件下で温度サイクルに同

調させて培養した逆位相の緑色細胞から単離したク

ロレラを感染させ，接合活性リズムを測定した。こ

の場合は，最初の3日間は白色細胞本来の位相を現し

ていたが，4日目から逆位相を現すようになった。 
これらの結果から再感染したクロレラの共生が成立

するのは3～4日後であることがわかった。 

 
[考察] ミドリゾウリムシの白色細胞に共生クロレラ

を感染させると，ゾウリムシ１匹当たりクロレラ

3000個以上の場合，どんな濃度で与えても途中で洗

うと一日後の細胞内のクロレラ数は100個程度にな

る。その後，次第に増え約１週間後に最大に達す

る。3000個以下だと増えなくて，共生が成立しない

場合が多い。共生を成立させるためには一定量のク

ロレラ数が必要である。薬剤耐性やリズム発現は感

染後３～４日後から機能を発現してくる。1日目はク

ロレラが多数存在していても白色細胞の性質を現す

ことはまだ共生が成立していないことになる。感染

後３～４日後から緑色細胞の性質を現すことは，そ

のころに共生が成立したことになる。 
 明暗サイクルで同調したクロレラを感染した場合

と，温度サイクルで同調したクロレラを感染させた

場合では，白色細胞の位相変位を起こす時期が１日

異なっている。クロレラの時計は明暗サイクルに同

調することはわかっているが，温度サイクルに同調

するかどうかは不明である。温度サイクルに同調し

たゾウリムシの時計の情報がクロレラの時計に伝わ

るのに１日かかるのかもしれない。または，クロレ

ラに対する明暗サイクルと温度サイクルの同調の強

さが異なり，感染後ゾウリムシの時計に影響を与え

るのが１日異なったのかもしれない。今後はクロレ

ラの時計が温度サイクルに同調するかどうか，もし

同調したら，明暗サイクルによる同調との間に強弱

の差があるかどうか調べる必要がある。 
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SUMMARY 

To study the relationship between mitochondrial activation and the chemical structure of polyphenols, we investi-
gated the effects of galloyl residues on mitochondrial activation, using a method that measures mitochondrial membrane 
potential in Tetrahymena cells. Catechins with one galloyl residue, such as epicatechin gallate and epigallocatechin 
gallate, activated mitochondria more than catechins without galloyle residues, such as epicatechin and epigallocatechin. 
In addition, theaflavin-3,3’-O-digallate has higher activity than theaflavin and theaflavin-3,3’-O-monogallate. These re-
sults suggest that the number of galloyl residues in polyphenols is important in mitochondrial activation.  



 

 

[目的] 我々は，テトラヒメナとローダミン123を用

いたミトコンドリア膜電位測定法を用いて，ミトコ

ンドリア活性化能がある発酵茶高分子ポリフェノー

ルの分離に成功し，これをMAF (Mitochondrial activa-
tion factors)と名付けた。MAFはテトラヒメナ細胞や

培養筋細胞（C2C12）のATP 産生量と酸素消費量を

上昇させる。また，Ⅱ型糖尿病モデルマウスにMAF
を経口摂取させると，血糖値の減少と脂肪肝の発症

の抑制が観察された。これらの現象は，MAFによる

ミトコンドリアの活性化によって，糖代謝と脂肪代

謝が亢進した結果であると考えられる。 
熱分解クロマトグラフィーにより調べたところ，

MAF はB環－B環とB環－C環の間で結合したフラバ

ン-3-オール骨格とフラバン-3-オール-ガレートを持

つ高分子ポリフェノールであり，分子量は9,000から

18,000である。MAFの構造上の特徴はプロシアニジ

ン構造とB環－B環結合，ガロイル（没食子酸）残基

を持っていることである。これらの構造がMAFのミ

トコンドリア活性化に関係あるのではないかと考

え，構造が明らかになっている既知のポリフェノー

ルのミトコンドリア活性化能と化学構造との関連を

テトラヒメナを用いたミトコンドリア膜電位測定法

を用いて調べた。 
 
[材料と方法] テトラヒメナはPYD 培地（1％ Prote-
ose Peptone No3.，0.5％ Yeast Extract，0.87％ D-Gluc-
ose）で，震盪培養することにより細胞数密度を1.0 × 
104 cells/ml に揃え，15 ml チューブに分注する。各種

ポリフェノールは5％ dimethyl sulfoxide (DMSO)に溶

かし，特定の濃度になるように各チューブに加え，

テトラヒメナを12時間震盪培養する。細胞とポリ

フェノールとの処理を止めるために，NKC 溶液

（0.2％ NaCl, 0.008％ KCl, 0.012％ CaCl2）で細胞を洗

う。再び細胞数を揃えた後，ミトコンドリア膜電位

依存的に蛍光強度を増すローダミン123を細胞に45分
間作用させ，ミトコンドリアを染色する。染色が終

わったものをNKC 溶液で二回洗い，NKC 溶液で細

胞数密度を4.5 × 104 cells/ml に揃えた後，これを2つ
に分け，片方をミトコンドリアの呼吸機能を停止さ

せるアジ化ナトリウムで処理する。96穴プレートに

それぞれ100 μl ずつ分注し，マルチマイクロプレー

トリーダーを用いて蛍光強度を測定する。サンプル

処理細胞（アジ化ナトリウム未処理）の蛍光強度か

らサンプル処理細胞（アジ化ナトリウム処理）の蛍

光強度を引いたものを，サンプル処理細胞のミトコ

ンドリアの蛍光強度の測定値とする。溶媒である

DMSO のみを加えたものとポリフェノールを作用さ

せたものの蛍光強度を比較して，ミトコンドリアの

膜電位上昇を測定し，ミトコンドリアの活性化を評

価する。 
 
[結果と考察] テトラヒメナを用いたバイオアッセイ

法により，各種ポリフェノールの持つ特徴的な化学

構造とミトコンドリアの活性化の関係性について調

べた。 
MAF には特徴的な化学構造が3つ存在する。フラ

ボノイドのB 環同士が結合して出来るヘキサヒドロ

ジフェニル基とフラバン-3-オール骨格が酸化重合し

てできたプロシアニジン構造，そして没食子酸がエ

ステル結合によって結びついたガロイル基である。 
まず，ガロイル基に注目して実験を行った結果，

没食子酸，及び没食子酸がエチル化したエチルガ

レートにおいてミトコンドリア活性化能が見られ

た。また，カテキン類においても，ガロイル基を持

つエピカテキンガレート，エピガロカテキンガレー

トに活性化能が見られた。ガロイル基を二つ結合さ

せたヘキサヒドロジフェニル基を持つエチルガレー

トダイマーには，エチルガレートよりも高い活性化

能が見られた。そして，テアフラビン類において

も，二 つ の ガ ロ イ ル 基 を 持 つ Theaflavin-3,3'-O-
digallate に高い活性化能が見られた。 
また，ガロイル基を外したMAF にも活性化能が見

られたが，ガロイル基を外していないMAF と比べる

とその活性化能は弱いものであった。  
以上の研究結果から，ガロイル基にミトコンドリ

アの膜電位を上昇させる作用があることが分かっ

た。今後は，まだミトコンドリア活性化能を調べて

いないポリフェノールの活性化能を調べ，そのポリ

フェノールの構造とミトコンドリア活性の関係性に

ついて調べていきたいと考えている。 
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