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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　theasinensin A、theasinensin F、theasinensin D、theasinensin G、oolongtheanin 
3'-O-gallate、oolongtheanin、assamicain A、assamicain C、oolonghomobisflavan C、
EGCG 6-6 EGCG、(-)-epigallocatechin 3,5-di-O-gallate、(-)-epigallocatechin 3,3'-
and 3,4'-di-O-gallate、8-C-ascorbyl(-)-epigallocatechin 3-O-gallate、epitheaflag
allin 3-O-gallateから選択される１つ以上の化合物からなるMT1-MMPおよびマトリライシ
ン(MMP-7)阻害剤。
【請求項２】
theasinensin A、theasinensin F、theasinensin D、theasinensin G、oolongtheanin 3'
-O-gallate、oolongtheanin、assamicain A、assamicain C、oolonghomobisflavan C、EG
CG 6-6 EGCG、(-)-epigallocatechin 3,5-di-O-gallate、(-)-epigallocatechin 3,3'-an
d 3,4'-di-O-gallate、8-C-ascorbyl(-)-epigallocatechin 3-O-gallate、epitheaflagal
lin 3-O-gallateから選択される１つ以上の化合物からなる慢性関節リウマチ、変形性関
節症、歯周疾患、異所性脈管形成、腫瘍性浸潤及び転移、潰瘍形成、骨疾患、血管再閉塞
、血管再狭窄、HIV感染症、又は糖尿病合併症の治療及び予防用医薬。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、カテキン化合物を有効成分とするマトリックスメタロプロテアーゼ（matrix m



(2) JP 4507027 B2 2010.7.21

10

20

30

40

50

etalloproteinases : MMPs）阻害剤に関する。さらに、MMPsによる細胞外基質（extracel
lular matrix : ECM）の分解によって引き起こされる慢性関節リウマチ、変形性関節症等
の関節疾患、癌細胞の転移、歯肉炎等の難治性疾患の治療及び予防に有用なMMPs阻害剤に
関する。
【０００２】
【従来の技術】
MMPsは、結合組織の分解及び再構築（remodelling）に関与する一群の酵素で、Zn2+を活
性部位にもつ。現在までに16種類ものヒトMMPsが同定され（Nagase, H. : Biol. Chem., 
378 : 151-160, 1997）、これらは、一次構造と基質特異性の違いから、コラゲナーゼ群
、ゼラチナーゼ群、ストロメライシン群、膜型（MT-MMP）、及びその他（マトリライシン
）の５群に分類される。
【０００３】
MMPsは、細胞外基質の構成タンパク質、例えば、関節のライニング（lining）、間質性の
結合組織、基底膜、軟骨などに存在するタンパク質を分解する。これらのタンパク質は、
コラーゲン（collagen）、ラミニン（laminin）、エラスチン（elastin）、フィブロネク
チン（fibronectin）、プロテオグリカン（proteoglycan）、などを含む。
【０００４】
コラーゲンは、哺乳動物組織の約１/３を占める主要な構造タンパク質であり、軟骨、骨
、腱、及び皮膚を含む多くのマトリックス組織の必須な成分である。間質性コラゲナーゼ
（MMP-1）は、nativeなI、II、III型コラーゲン分子を３：１の箇所で特異的に切断する
。コラゲナーゼにより１箇所を切断されると、通常の組織内では安定なコラーゲン分子は
、生理学的温度（体温）で自然に変性して一本鎖のゼラチンとなり、他の様々なプロテア
ーゼにより分解されるようになる。その結果、マトリックス組織の構造の完全性が失われ
る。この過程は不可逆的である。
【０００５】
ゼラチナーゼ（MMP-2）は、ゼラチン（変性コラーゲン）、IV型コラーゲン（基底膜）及
びV型コラーゲン、フイブロネクチン（軟結合組織及び基底膜に存在する高度にクロスリ
ンクした高分子の多機能性糖タンパク質）、及びエラスチン（動脈、腱、皮膚など弾性組
織の特殊成分をなす構造タンパク質）を変性させる。
【０００６】
ストロメライシン１（MMP-3）及び２（MMP-10）は、ラミニン、フイブロネクチン、プロ
テオグリカン、及びコラーゲン（IV型及びIX型）を含む広範囲のマトリックス基質を分解
する。
【０００７】
マトリライシン（MMP-7）も、また、プロテオグリカン、ゼラチン、エラスチン及びラミ
ニンを含む広範囲のマトリックス基質を分解する。
【０００８】
正常組織においては、MMPsの活性は、１）潜在型酵素（pro-MMP）の産生、２）その潜在
型酵素の活性化、３）活性化酵素のインヒビターによる阻害、の３つのステップで厳密に
調節されている。その結果、MMPsによる結合組織の分解と、新しいマトリックス組織の合
成とは、ダイナミックに平衡を保っている。
【０００９】
しかしながら、多くの病的疾患においては、MMPs活性の調節不能により、MMPs活性が増強
し、ECMの分解が亢進する。これらの病的状態は、関節炎（例えば、慢性関節リウマチ及
び変形性関節症）、歯周疾患、異所性脈管形成、腫瘍性浸潤及び転移、組織の潰瘍形成（
例えば、角膜潰瘍、胃潰瘍、或いは表皮性潰瘍）、骨疾患（例えば、骨粗鬆症及び人工関
節置換術後の弛みなどの骨吸収性疾患）、血管再閉塞及び再狭窄、HIV感染及び糖尿病合
併症、等の難治性疾患の治癒を遅延させている主要な原因の一つとなっている。したがっ
て、MMPsに対して阻害作用を有する物質は、これら難治性疾患の予防及び治療剤として有
用であると考えられる。
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【００１０】
例えば、血管新生の阻害やMMPsの活性化の阻害による癌転移治療薬として、ヒドロキサム
酸骨格をもつマリマスタット（3R-(2,2-ジメチル-1S-メチルカルバモイル-プロピルカル
バモイル)-2S-ヒドロキシ-5-メチル-ヘキサノ-ヒドロキサム酸）を始めとして、いくつか
の抗転移薬剤が臨床開発中である。しかし、これらの抗腫瘍転移薬剤は、腫瘍細胞の生物
学的特徴を標的としているので、抗癌剤のように、直接的腫瘍縮小効果が認めらないため
、抗癌剤の評価基準をそのまま適用して判断するのが難しく、その有用性の臨床評価はこ
れからである。
【００１１】
その他、MMPs阻害剤として、フラボノイド化合物（特開平8-104628号公報）、エスクレチ
ン誘導体（特開平8-183785号公報）、スルホニルアミノ酸誘導体（特開平9-309875号公報
）、TIMPs（特開平10-17492号公報）、等が知られている。
【００１２】
【発明が解決しようとする課題】
このように、これまで報告されている数多くのMMPs阻害剤の臨床応用について、抗腫瘍転
移薬剤を例にとれば、その臨床的有用性は、まだ不明であり、さらに新たなMMPs阻害剤の
候補物質の開発が求められている。
【００１３】
【課題を解決するための手段】
本発明者らは、上記課題を解決するために、カテキン化合物の抗酸化活性や抗ウイルス活
性、など多様な生物活性に着目し、カテキン化合物がMMPsに対して阻害作用を有するかも
しれないと推測し、カテキンのMMPs阻害活性を調べた結果、カテキンが、その多様な生物
活性と併せて、MMP阻害作用を示し、結果として、MMPs活性の調節不能に起因する難治性
疾患の治療及び予防に対する有用性が期待できることを見出した。
【００１４】
すなわち、本発明は、
（１）カテキン化合物を有効成分として含有するマトリックスメタロプロテアーゼ（MMPs
）阻害剤、
（２）カテキン化合物が、theasinensin A、theasinensin F、theasinensin D、theasine
nsin G、oolongtheanin 3'-O-gallate、oolongtheanin、assamicain A、assamicain C、o
olonghomobisflavan C,EGCG 6-6 EGCG、(-)-epigallocatechin 3,5-di-O-gallate、(-)-e
pigallocatechin 3,3'-and 3,4'-di-O-gallate、8-C-ascorbyl(-)-epigallocatechin 3-O
-gallate）、epitheaflagallin 3-O-gallate、theaflavin 3'-O-gallate、theaflavin 3,
3'-di-O-gallate、(+)catechin、(-)catechin、(-)epicatechin、(±)gallocatechin、(-
)epigallocatechin、(-)catechin-3-O-rha、(-)epigallocatechin-3-O-gallate、epicate
chin-3-O-gallate、(-)catechin(-3-O-rhamnopyranosyl)-(4-8)(-)catechin、である（１
）のマトリックスメタロプロテアーゼ（MMPs）阻害剤、
（３）カテキン化合物を有効成分として含有するマトリックスメタロプロテアーゼ（MMPs
）活性調節不能に起因する難治性疾患の治療及び予防剤、
（４）難治性疾患が慢性関節リウマチ、変形性関節症、歯周疾患、異所性脈管形成、腫瘍
性浸潤及び転移、潰瘍形成、骨疾患、血管再閉塞、血管再狭窄、HIV感染症、又は糖尿病
合併症である（３）の治療及び予防剤、
（５）カテキン化合物が、theasinensin A、theasinensin F、theasin-ensin D、theasin
ensin G、oolongtheanin 3'-O-gallate、oolongtheanin、assamicain A、assamicain C、
oolonghomobisflavan C,EGCG 6-6 EGCG、(-)-epigallocatechin 3,5-di-O-gallate、(-)-
epigallocatechin 3,3'-and 3,4'-di-O-gallate、8-C-ascorbyl(-)-epigallocatechin 3-
O-gallate）、epitheaflagallin 3-O-gallate、theaflavin 3'-O-gallate、theaflavin 3
,3'-di-O-gallate、(+)catechin、(-)catechin、(-)epicatechin、(±)gallocatechin、(
-)epigallocatechin、(-)catechin-3-O-rha、(-)epigallocatechin-3-O-gallate、epicat
echin-3-O-gallate、(-)catechin(-3-O-rhamnopyranosyl)-(4-8)(-)catechin、である（
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３）又は（４）の予防及び治療剤、
に関する。
【００１５】
【発明の実施形態】
カテキンは、木本植物の木心に多く含まれる水溶性のポリフェノールで、縮合型タンニン
の前駆体と考えられている。茶には数種のカテキンが含まれており、茶特有の渋み成分を
なしている。緑茶中のカテキン含量は10～15％で、エピガロカテキンガレートが半量以上
を占める。カテキンには、抗酸化活性、抗ウイルス作用、など多様な生物活性があり、抗
癌剤との併用による抗癌の増強（特開平10ー036260公報）や、インフルエンザウイルス感
染阻止効果（島村忠勝 : 日本医事新報, No. 3737 : 126-127, 平成7.12.9）、などが記
載されている。しかしながら、カテキンが、MMPsに対して阻害作用を示すことは、これま
で知られていない。
【００１６】
本発明には、緑茶、紅茶などの茶葉から、水や低級アルコールなどの水性溶媒、或いはア
セトン、酢酸エチルなどの有機溶媒で抽出して得られるカテキン化合物、さらには、これ
らを分画、精製したカテキン化合物、などを用いることができるが、他の植物から抽出単
離したもの（市販されている）や化学合成したものでもよい（Nonaka, G. et al.: Chem.
 Pharm. Bull. 34: 61-65, 1986; Hashimoto, F. et al.: Chem. Pharm. Bull. 36: 1676
-1684, 1988; Hashimoto, F. et al.: Chem. Pharm. Bull. 37: 3255-3263, 1989）。
例えば、theasinensin A（１）、theasinensin F（２）、theasinensin D（３）、theasi
nensin G（４）、oolongtheanin 3'-O-gallate（５）、oolongtheanin（６）、assamicai
n A（７）、assamicain C（８）、oolonghomobisflavan C,EGCG 6-6 EGCG（９）、(-)-ep
igallocatechin 3,5-di-O-gallate（１０）、(-)-epigallocatechin 3,3'-and 3,4'-di-O
-gallate（１１）、8-C-ascorbyl(-)-epigallocatechin 3-O-gallate）（１２）、epi-th
eaflagallin 3-O-gallate（１３）、theaflavin 3'-O-gallate（１４）、the-aflavin 3,
3'-di-O-gallate（１５）、(+)catechin（１６）、(-)catechin（１７）、(-)epicatechi
n（１８）、(±)gallocatechin（１９）、(-)epigallocatechin（２０）、(-)catechin-3
-O-rha（２１）、(-)epigallocatechin-3-O-gallate（２２）、epicatechin-3-O-gallate
（２３）、(-)catechin(-3-O-rhamnopyranosyl)-(4-8)(-)catechin（２４）、などが挙げ
られるが、本発明のMMPs阻害活性を有するその他のカテキン化合物も本発明に包含される
。本発明においては、これらのカテキン化合物を単独又は組み合わせて用いることができ
る。
【００１７】
本発明において、カテキン化合物は、実施例に示すように、MMPs阻害作用を有することが
明らかにされた。癌組織中でその活性型が検出されているMMP-2（Davies, B. et al.: Ca
ncer Res. 53: 5365-5369, 1993; Emonard, H.P. et al.: Cancer Res. 52: 5845-5848, 
1992）、癌細胞表層で潜在型MMP-2と相互作用するMT1-MMP、及び通常の上皮性細胞には発
現しないが、上皮性の癌細胞である大腸癌や胃癌で特異的に発現が亢進しているMMP-7（M
ori, M. et al.: Cancer, 75: 1516-1519, 1995; Kataoka, H. Oncol. Res. 9: 101-109,
 1997）に対して、カテキン化合物が、極めて低濃度で阻害作用を示すことは、注目すべ
きことである。癌組織中の活性型MMP-2の存在は、胃癌や乳癌にの浸潤度と非常によく相
関していることから（Polette, M. et al.: Virchows Arch. 428: 29-35, 1996）、MMP-2
の癌浸潤における役割がさらにクローズアップされている。MT1-MMPは、潜在型MMP-2の細
胞膜上の活性化因子であることが証明されており（Sato, H. et al.: Nature, 370: 61-6
5, 1994）、さらにMT1-MMPが、様々な癌細胞の膜上に発現していることが示されている（
Yamamoto, M. et al.: Cancer Res. 56: 384-392, 1996; Okada, A. et al.: Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 92: 2730-2734, 1995; Ohtani, H. et al.: Int. J. Cancer, 68: 565
-570, 1996）。それに加え、MT1-MMP自身もI、II、III型コラーゲン、フィブロネクチン
を分解することが報告され（Ohuchi, E. et al.: J. Biol. Chem. 272: 2466-2451, 1997
）、この酵素が発現することは、ECM分解を２方向から助長することが示唆される。エピ
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ガロカテキンと他のカテキンとを組み合わせることにより、MMPs阻害作用のスペクトラム
の拡大、相加効果、あるいは相乗効果が期待される。
【００１８】
本発明のカテキンを有効成分とするMMPs阻害剤の製剤形態は、一般的な形態でよい。カテ
キン単独、又はカテキンと製剤上許容できる単体若しくは希釈剤との混合物のいずれでも
、製剤として使用することができる。製剤中の有効成分の量も限定されるものではない。
【００１９】
本発明のMMPs阻害剤は、経口又は非経口のいずれでも投与することができる。投与量は、
年令、個人差、病状等に依るので、特に限定されないが、１日当たり0.1～500mg/kg（体
重）、好ましくは、0.5～200mg/kg（体重）である。通常、１日量を、１回又は２～４回
に分けて投与する。
【００２０】
【実施例】
以下、本発明を実施例により具体的に説明するが、本発明は、これらの実施例に限定され
るものではない。
【００２１】
［実施例１］
マトリライシン（MMP-7）、膜型のMT1-MMP（membrene-type MMP）、及びゼラチナーゼＡ
（MMP-2）のcDNA（Nagase, H. : Biol. Chem., 378 : 151-160, 1997 ; Sato, H. et al.
: Nature, 370 : 61-65, 1994 ; Crit. Rev. Oral. Biol. Med., 4 : 197-250, 1993）を
、C末端にヒスチジン６残基を持つ組換え潜在型酵素（proMMP）として、大腸菌大量発現
系を用い発現させた後活性化した。
発現ベクターpTH-72は、タンデムリピートのＴ７プロモーターの下流に、リボソーム結合
部位、翻訳開始コドン、マルチクローニング部位、ヘキサヒスチジンタグをコードする配
列、及び翻訳終始コドンを含んでいる。
ヒトMT1-MMP（プロドメイン-触媒ドメイン）cDNAを、5’PCRプライマー：5'-ggcggatccat
gctcgcctccctcggctcg-3'（配列番号：１）、及び３'PCRプライマー：3'-gccgtcgacgttccc
gtcacagatgttggg-5'（配列番号：２）を用い、MT1-MMPの3.5kb cDNA断片を含むpME18S-MT
MMPを鋳型として、PCR反応を行った。得られた18Leuから322Asnまでをコードする0.8kb P
CR断片をBam HI/Sal Iで消化し、pTH-72発現ベクター（pTH-MT1MMP-PC）のBam HI/Sal I
部位にクローン化した。
ヒトMMP-2（プロドメイン-触媒ドメイン）cDNAを、5’PCRプライマー：5'-ggcggatccatgg
cgccgtcgcccatcatc-3'（配列番号：３）、及び３'PCRプライマー：3'-gccgtcgactacaatgt
cctgtttgcagat-5'（配列番号：４）を用い、MMP-2の3.3kb cDNA断片を含むpSG-GelAを鋳
型として、PCR反応を行った。得られた30Alaから474Valまでをコードする1.3kbPCR断片を
Bam HI/Sal Iで消化し、pTH-72発現ベクター（pTH-MMP2-PC）のBam HI/Sal I部位にクロ
ーン化した。
ヒトMMP-7は、文献記載の方法（Itoh, M. et al.: J. Biochem., 119 : 667-673, 1996）
で発現させた。
ヒト組換えMMPsの発現、精製、及び巻き戻し（リフォールディング；refolding）は、文
献記載の方法（例えば、西村義文,大野茂雄 監修 : タンパク実験プロトコール, 細胞工
学別冊 実験プロトコールシリーズ２ 構造解析編, 1997）に準じて行った。すなわち、MM
Psを含む発現ベクター（pTH-MMP-7、pTH-MT1-MMP-PC、或いはpTH-MMP2-PC）を、大腸菌BL
21（DE3）株にトランスフェクトし、IPTGで発現誘導した。発現タンパクは、Ni-NTA樹脂
（QIAGEN INC., USA）を用いてアフィニティー精製後、リフォールディングを行った。
【００２２】
MMP-7およびMT1-MMPはトリプシンと37℃、5分間反応後、DIFP(diisopropylphosphofluori
date)とトリプシン阻害剤(Tris-HCl 50mM, NaCl 150mM, CaCl2 10mM, NaN3 0.02%, Brij3
5 0.05%)を加えて活性型へ移行させた。一方、MMP-2はp-APMA(p-aminophenylmerucuric a
cetate)と37℃、15分間反応させて活性型へ移行させた。
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【００２３】
これらを酵素標本とし、蛍光性ペプチド基質(MOCAc/DNP peptide)切断活性反応を、蛍光
マイクロプレートリーダー(励起波長 340nm, 蛍光波長 400nm)による蛍光強度で測定し、
酵素活性とした。カテキン化合物は、一般式（I）で示す（式中R1、R2、R3、R4、R5、R6

、及びR7は、表１～４にそれぞれ対応する化学式を示した。rhaは、L-ラムノースを示す
。）。
【００２４】
【化１】

【００２５】
【表１】
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【００２６】
【表２】
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【００２７】
【表３】



(9) JP 4507027 B2 2010.7.21

10

20

30

【００２８】
【表４】
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【００２９】
すなわち、theasinensin A（１）、theasinensin F（２）、theasinensin D（３）、thea
sinensin G（４）、oolongtheanin 3'-O-gallate（５）、oolongtheanin（６）、assamic
ain A（７）、assamicain C（８）、oolonghomobisflavan C,EGCG 6-6 EGCG（９）、(-)-
epigallocatechin 3,5-di-O-gallate（１０）、(-)-epigallocatechin 3,3'-and 3,4'-di
-O-gallate（１１）、8-C-ascorbyl(-)-epigallocatechin 3-O-gallate）（１２）、epi-
theaflagallin 3-O-gallate（１３）、theaflavin 3'-O-gallate（１４）、the-aflavin 
3,3'-di-O-gallate（１５）、(+)catechin（１６）、(-)catechin（１７）、(-)epicatec
hin（１８）、(±)gallocatechin（１９）、(-)epigallocatechin（２０）、(-)catechin
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-3-O-rha（２１）、(-)epigallocatechin-3-O-gallate（２２）、epicatechin-3-O-galla
te（２３）、(-)catechin(-3-O-rhamnopyranosyl)-(4-8)(-)catechin（２４）である。
【００３０】
カテキン化合物は、50％エタノールに溶解させ10mMとし、水で1mM,　300μM, 100μM, 30
μM, 10μM, 3μMに希釈した。MMPs阻害活性の測定は、活性型MMP40μl, カテキン20μl,
 アッセイバッファー20μl (Tris-HCl pH7.5 500mM, NaCl 1.5M, CaCl2 100mM, ZnSO4 50
0μM, NaN3 30mM, Brij35 0.05%)を、37℃、15分間プレインキュベーションした後、MOCA
c/DNP peptide 120μl (4.16μM)を添加し、37℃、15分毎に２時間反応させた。２時間後
の50％酵素阻害濃度（IC50）を、表５に示す。
【００３１】
【表５】
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【００３２】
表５から、カテキン化合物が、MMPs阻害作用を有することが明らかである。
【００３３】
【発明の効果】
本発明により、カテキン化合物が、MMPsに対する阻害作用を有することが明らかにされた
。MMPsを有効成分として含有するMMPs阻害剤は、MMPs活性調節不能に起因する難治性疾患
、例えば、関節炎（例えば、慢性関節リウマチ及び変形性関節症）、歯周疾患、異所性脈
管形成、腫瘍性浸潤及び転移、組織の潰瘍形成（例えば、角膜潰瘍、胃潰瘍、或いは表皮
性潰瘍）、骨疾患（例えば、骨粗鬆症及び人工関節置換術後の弛みなどの骨吸収性疾患）
、血管再閉塞及び再狭窄、HIV感染及び糖尿病合併症、等の治療及び予防剤として期待で
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【配列表】
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