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要　　　旨

［目的］我が国では高齢者人口の増加に加えて、動物性脂肪摂取量の増加など食生活の

欧米化に伴い、動脈硬化等の循環器疾患が増加している。しかし、フランスでは動物性

脂肪摂取量が多いにも関わらず、冠動脈疾患等による死亡率は他国に比べ少ない。フラ

ンスでは赤ワイン摂取量が多いことから、赤ワインに含まれるポリフェノール化合物

（Red Wine Polyphenolic Compounds; RWPC）が循環器疾患予防改善効果をもたらす

と示唆されている。しかし、このような RWPC の循環改善効果に対して、RWPC がどの

ようにして血管の収縮弛緩を調節しているのかは未だ十分に明らかにされていない。特

に、虚血性心疾患の罹患率が増加する高齢者に対しても、RWPC が循環機能改善効果を

発揮できるか否かは不明である。そこで本研究では、RWPC による血管弛緩作用および

その作用機序、さらに加齢によって RWPC の血管に対する作用がどう変化するかを、

ラット摘出胸部大動脈を用いて検討した。

［方法］実験には若齢（２～３ヶ月齢）および老齢（２７ヶ月齢）の雄性 Fischer 344 ラッ

トを用いた。内皮細胞無傷標本および内皮細胞除去標本を、混合ガスを通気した Krebs-

Henseleit 液で満たした organ bath に懸垂し、その等尺性張力を測定した。

［結果］ RWPC は、内皮細胞無傷標本において濃度依存性に強い血管弛緩反応を惹起し

た。この血管弛緩反応は、若齢および老齢ラットの双方で同程度認められた。しかし、

この弛緩反応は、いずれの群でも内皮細胞の除去により消失した。RWPC による若齢

ラットの血管弛緩反応は、NO 合成酵素阻害薬である NG-nitro-L-arginine（L-NNA, １００

 μM）、cyclooxygenase 阻害薬である diclofenac（１０μM）、および ３０ mM KCl によって

有意に抑制された。老齢では、L-NNAおよび diclofenac による抑制の程度は若齢より弱

く、３０ mM KCl で最も有意に抑制された。

［結論］ RWPC は、老化ラットにおいても若齢ラットと同様に、内皮細胞依存性に血管

を弛緩させた。その弛緩反応には、若齢ラットでは NO、プロスタサイクリンおよび過

分極因子（EDHF）が関与しているのに対して、老齢ラットでは主として EDHF が関与
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緒　　　言

　近年、我が国では食生活の欧米化に伴い、高

脂血症や糖尿病などの生活習慣病が増加してい

る１）。さらに、高齢者人口の増加により動脈硬

化や虚血性心疾患などの循環器疾患による死亡

率が増加している１）。一般に、動物性脂肪を多

く摂りすぎると、高脂血症や動脈硬化が進行

し、やがては虚血性心疾患などの循環器疾患の

発症につながると言われている。ところが、フ

ランスでは動物性脂肪を多く含む食事を摂取し

ているにも関わらず、冠動脈疾患等による死亡

率は他の欧米諸国に比べ少ないことが報告され

ている２），３）。このような疫学的事実は“French 

Paradox”とよばれている。フランスでは赤ワ

イン摂取量が多いため、赤ワインに含まれるポ

リフェノール化合物（Red Wine Polyphenolic 

Compounds; RWPC）が何らかの形で冠疾患の

予防に関与することが推察されている４）。その

後の研究により、RWPC には LDL 減少作用３）、

抗酸化作用５）、血小板凝集抑制作用６）、および

ET-1 合成抑制作用７）が認められたことから、こ

れらが循環器疾患の予防効果をもたらすと示唆

されている２），３），６），７）。しかし、このような RWPC

の循環改善効果に対して、RWPC の血管に対す

る作用がどのように寄与しているのか、また、

RWPC の血管に対する作用機序も未だ十分に

は明らかにされていない。特に、虚血性心疾患

の罹患率が増加する高齢者に対しても、RWPC

が循環機能改善効果を発揮できるか否かは不明

である。そこで本研究では、①RWPCによる血

管弛緩作用およびその作用機序、②加齢によっ

て RWPC の血管に対する作用がどう変化する

かを、ラット摘出胸部大動脈を用いて検討し

た。

材料と方法

　実験には若齢（２～３ヶ月齢）および老齢

（２７ヶ月齢）の雄性 Fischer 344 ラットを用い

た。実験は山形大学医学部動物実験指針８）に基

づいて行った。ラットをエーテル麻酔下で頸椎

脱臼後、速やかに開胸し、胸部大動脈を摘出し

た。摘 出 し た 大 動 脈 を、冷 却 し た Krebs-

Henseleit 液に浸し、血液をよく洗い流した後、

血管に付着した雑組織等を除去し、幅約２～３

mm、直径約１～１．５ mm のリング標本を作製

した。標本は混合ガス（９５％O2, ５％CO2）を通

気した Krebs-Henseleit 液（３７±０．１℃）を満た

した１０ ml の organ bath に懸垂し、その収縮張

力を等尺性張力トランスデューサー（7T-15-

240, オリエンテック, 東京）を用いて測定した

（図１）。灌流液の組成（mM）は NaCl １１８, KCl 

４．７, NaHCO3 ２４．９, MgSO4 １．１８, KH2 PO4 １．１８, 

glucose １１．１, CaCl2 １．８,  アスコルビン酸 ０．０５７

であった。標本を organ bath に懸垂した後、約

０．８ g の静止張力を負荷し、約１時間標本を安

定させた。この間１５分間隔で新鮮な灌流液と交

換した。KCl による血管収縮反応は６６．７ mM

（高濃度 K+）でほぼ最大収縮反応に達した。な

お、高濃度 K+ の投与は次のように行った。あ

らかじめ NaCl を KCl と置換した３７℃ の灌流

液、即 ち NaCl ５６ mM,  KCl ６６．７ mM を 含 む

Krebs-Henseleit 液に混合ガスを通気しておき、

通常の灌流液と速やかに交換した。本実験で

は、血管内皮細胞が無傷の標本と、血管の内面

をコッヘル先端の凹凸部で軽く擦って内皮細胞

を除去した標本を用いた。その際、内皮細胞の

有無の確認のため、phenylephrine（10-7 M）で

標本を収縮させた後にアセチルコリン（１μM）

していることが示唆された。

キーワード：RWPC、内皮細胞、NO、過分極因子、加齢
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を投与し、５０％以上の弛緩反応が見られたもの

を内皮細胞無傷標本、弛緩反応が見られなかっ

たものを内皮細胞除去標本とした。

　実験にはNO合成酵素阻害薬としてNG-nitro-

L-arginine（L-NNA, １００μM）、cyclooxygenase

阻害薬として diclofenac（１０μM）、過分極因子

阻害として３０ mM KCl を用いた。これらの阻

害薬は phenylephrine（PE, 10-7  M）を投与する

１５分前に投与した。

　RWPC の調製は、赤ワインを凍結乾燥し、得

られた製品を蒸留水で１ g /ml に溶解したもの

を原液とし、これを生理食塩液で希釈したもの

を 用 い た。RWPC の 濃 度 反 応 曲 線 は、

phenylephrine（10-7  M）で標本を前収縮させた

後 に RWPC を 累 積 投 与 し て 求 め た。

phenylephrine による血管収縮反応を１００％と

し、それぞれの血管標本におけるRWPCによる

血管弛緩反応の大きさを求めた。

使用薬物

　赤ワイン（ADRIEN BERTEA VIN DE 

TEBLE DE FRANCE ROUGE,   フ ラ ン ス）、

phenylephrine（Sigma Chemical Co.St.Louis,  

　図１．organ bath および血管リング標本の等尺性張力測定装置の模式図

赤ワインポリフェノールによる血管弛緩反応の加齢変化
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　図２．内皮細胞無傷および内皮細胞除去標本における RWPC の血管弛緩作用
グラフの縦軸はphenylephrine 10-7 Mによる最大収縮反応を１００％として表し、横軸はRWPCの濃度を表
している。
Ａ：若齢ラット、Ｂ：老齢ラット。
　　　；内皮細胞無傷標本、　　　；内皮細胞除去標本。
（　）内は実験例数。**P＜０．０１（vs. 内皮細胞無傷標本）

　図３．内皮細胞無傷標本における RWPC の血管弛緩作用～ diclofenac, L-NNA, 30mM KCl の影響～
グラフの縦軸は phenylephrine 10-7  Mによる最大収縮反応を１００％として表し、横軸はRWPCの濃度を表
している。
Ａ：若齢ラット、Ｂ：老齢ラット。
　　　；RWPC を単独投与したもの、　　　　　    　　  ；diclofenac 存在下で RWPC を投与したもの、
　　　；L-NNA 存在下で RWPC を投与したもの、   　     ；30mM KCl 存在下で RWPC を投与したもの。
diclofenac （10μM）、L-NNA （100μM）、および 30mM KCl は phenylephrine 10-7M を投与する１５分前
に投与した。
（　）内は実験例数。*P＜０．０５、**P＜０．０１（vs. RWPC 単独投与）

利，石幡，會田，下田，片野
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MO,  USA）、塩化アセチルコリン（第一製薬 , 東

京）、L-NNA（Sigma Chemical Co.St.Louis, 

MO, USA）、diclofenac（ Sigma Chemical Co. 

St.Louis,  MO, USA）は、生理食塩液を用いて溶

解希釈した。

　３０ mM KCl の組成（mM）は、NaCl ９２.７、KCl

 ３０、Na HCO3   ２４.９、  Mg SO4  １.１８、 KH2  PO4 

１.１８、glucose １１.１、CaCl2  １．８、アスコルビン酸

 ０．０５７であった。

統計処理方法

　得られたデータは、正規分布の検定を行い、

等分散の場合は対応のない Student’s  t -test、

等分散でない場合は Welch’s t -test を用いて

検定した。正規分布でない場合は、Mann-

Whitney’s  U test を用いて検定した。それぞれ

の値はすべて平均値±標準誤差で表現した。危

険率 P＜０．０５をもって有意とした。

結　　　果

１．RWPC による血管弛緩作用に対する内皮細

胞の関与

　RWPC によって惹起される血管弛緩作用に

内皮細胞が関与しているか否かを、若齢（図２

Ａ）および老齢ラット（図２Ｂ）の内皮細胞無

傷標本と内皮細胞除去標本を用いて検討した。

その結果、若齢および老齢ラットの双方で、内

皮細胞存在下で濃度依存性に強い血管弛緩反応

が認められた。また、内皮細胞存在下における

RWPC の血管弛緩作用に加齢差は認められず、

老齢ラットでも若齢と同程度の弛緩反応を示し

た。しかし、RWPC によって惹起される血管弛

緩作用は、若齢および老齢いずれにおいても内

皮細胞の除去により消失した。

２．RWPC による血管弛緩作用に対する一酸化

窒素 （NO）の関与

　RWPC によって惹起される血管弛緩作用に、

内皮細胞由来の NO が関与しているか否かを、

NO 合成酵素阻害薬である L-NNA（１００μM）

を用いて検討した。若齢ラットにおける

RWPC の血管弛緩反応は、L-NNA 存在下で有

意に抑制された（図３Ａ）。一方、老齢ラットに

おける RWPC の血管弛緩反応もまた L-NNAに

よって抑制されたが、その抑制の程度は若齢に

比べ弱く、１．４ mg /ml の RWPC による弛緩作用

を約４０％のみ抑制した（図３Ｂ）。このように、

RWPC が惹起する血管弛緩反応に対して、内皮

細胞由来 NO の関与の程度は、若齢と老齢で異

なる結果が示された。

３．RWPC による血管弛緩作用に対する過分極

因子 （EDHF）の関与

　RWPC によって惹起される血管弛緩作用に、

内皮細胞由来の過分極因子（EDHF）が関与し

ているか否かを、３０ mM KCl を用いて検討し

た。若齢ラットにおける RWPC の血管弛緩反

応は、３０ mM KCl によりほぼ完全に抑制された

（図３Ａ）。ま た、老 齢 ラ ッ ト に お い て も

RWPC の血管弛緩反応は、３０ mM KCl により約

７０％抑制された（図３Ｂ）。

４．RWPC による血管弛緩作用に対するプロス

タサイクリン （PGI2）の関与

　RWPC によって惹起される血管弛緩作用に、

血管拡張性プロスタグランジンの一つであるプ

ロスタサイクリン（PGI2）が関与しているか否

かを、diclofenac（１０μM）を用いて検討した。

若齢ラットでは、RWPC による血管弛緩反応は

diclofenac で有意に抑制された（図３Ａ）。一

方、老齢ラットでは diclofenac による抑制の程

度は弱く、RWPC １．４ mg /ml においてはほとん

ど抑制されなかった（図３Ｂ）。このことから、

RWPC による血管弛緩反応に対して、PGI2 の

関与の程度は、若齢と老齢で異なる結果が示さ

れた。

考　　　察

　本実験では、RWPC の血管に対する作用およ

び作用機序、さらにRWPCの作用が加齢によっ

てどう変化するかを、若齢および老齢ラットの

胸部大動脈を用いて比較検討した。これまでの

赤ワインポリフェノールによる血管弛緩反応の加齢変化
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研究は、RWPCの血管に対する作用とその機序

について若齢ラットで検討した研究のみで

あった。本研究では、老齢ラットにおいても

RWPC の血管に対する弛緩作用が存在するこ

と、その作用機序は若齢と老齢ラットでは異な

ることを初めて証明した。本研究において、

RWPCは若齢および老齢ラットの双方で、内皮

細胞無傷標本に対して濃度依存性に強い血管

弛緩反応を惹起した（図２Ａ，Ｂ）。また、老齢

ラットでも若齢と同等の血管弛緩反応を認め、

その反応に加齢変化は認められなかった。さら

に、その弛緩作用は内皮細胞除去により消失し

た。この結果は、RWPC によって惹起される血

管弛緩反応が内皮細胞を介していることを示し

ており、Andriambeloson らの RWPC による血

管弛緩反応が内皮機能の存在に依存している９）

という報告と一致している。血管内皮細胞は、

血圧や血流の変化に加え種々の刺激物質に曝露

されたとき、それらに対して血管弛緩因子や血

管収縮因子など様々な血管作動性物質を産生し

遊離することにより、血管の恒常性を維持する

うえで重要な役割を果たしている。本研究結果

から、RWPC は血管内皮細胞に作用して血管平

滑筋を弛緩させることが明らかになったが、血

管内皮細胞を介する血管弛緩の作用機序には、

内皮細胞由来の NO、過分極因子（EDHF）、プ

ロスタサイクリン（PGI2）の経路があげられる。

本研究では、RWPC によって惹起される血管弛

緩反応にこれらの弛緩因子が関与しているか否

かを、NO 合成酵素阻害薬である L-NNA，

cyclooxygenase 阻害薬である diclofenac、およ

び過分極因子阻害として３０ mM KCl を用いて

検討し、さらに若齢と老齢ラットでこれらの作

用機序がどう異なるかを比較検討した。その結

果、若齢ラットにおいては、これらの阻害薬の

いずれもが RWPC の血管弛緩反応を有意に抑

制したのに対して、老齢ラットでは、L-NNA お

よび diclofenac であまり抑制されず、３０ mM 

KCl で最も強く抑制された。この結果は、若齢

ラットでは RWPC の血管弛緩反応に NO、

EDHFおよび PGI2の各々が関与していること、

一方、老齢ラットでは主としてEDHFが関与し

ていることを示唆している。またこの結果は、

NO の産生遊離機能が若齢ラットに比べ老齢

ラットで低下していることを示唆しており、

Katano ら１０），１１），１２）の 報 告 と 一 致 し て い る。

Lamontagne ら１３）によると、NO 経路が障害を

受けた際には、PGI2が血管拡張作用に対して重

要な役割を果たすとされる。しかしながら本研

究では、老齢ラットにおけるRWPCの血管弛緩

反応に対して、 cyclooxygenase 阻害薬による抑

制が弱かったことから、老齢ラットにおける

RWPC の血管弛緩反応には、 NO および PGI2

よりもむしろ、 EDHF が主に関与していると

考えられる。

　若齢ラットの内皮細胞無傷標本において、

NO 合成酵素阻害薬である L-NNA 存在下に

RWPCを投与した場合、RWPC単独投与に比べ

血管弛緩反応は有意に抑制された（図３Ａ）。

この結果は、若齢ラットにおけるRWPCの血管

弛緩作用には NO の産生遊離機能が重要な役割

を果たしていることを示唆している。最近、培

養内皮細胞において、RWPC が細胞外からの

Ca2+流入および細胞内 Ca2+ store からの Ca2+遊

離を引き起こし、細胞内 Ca2+ 濃度を増加させ、

これが NO 合成酵素を活性化し NO の産生遊離

を促進することが明らかになった１４）。産生され

た NO は、cGMP の産生を促進し血管平滑筋を

弛緩させる１５）。本実験においても、若齢ラット

摘出血管における RWPC の血管弛緩反応には、

　表１．赤ワインの凍結乾燥によって抽出される
    ポリフェノール化合物の例

含有量（mg/l）ポリフェノール化合物

46.7Gallic  acid
26.4Catechin
69.2Epicatechin

  6.2Quercetin

単位（mg / l）：赤ワイン 1  l に含まれるポリフェ
ノールの量として示した。（文献19)より引用）　  
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内皮細胞由来の NO によるこれらの一連の経路

が関与している可能性が考えられる。さらに、

３０ mM KCl を用いることにより過分極因子の

影響を取り除くと、RWPC の血管弛緩反応がほ

ぼ完全に抑制されたことから、若齢ラットの

RWPC による血管弛緩反応には EDHF も関与

していることが示唆された。これは、RWPC に

よるブタ冠動脈の弛緩反応メカニズム１６）

と一 致している。ま た、若 齢ラット では

cyclooxygenase 阻害薬である diclofenac 存在下

においても RWPC の血管弛緩反応が有意に抑

制された（図３Ａ）。血小板においても、RWPC

が NO および PGI2 を増加させることがごく最

近証明された１７）。これらの結果から、若齢ラッ

トの RWPC による血管弛緩反応には内皮細胞

由来の NO や EDHF に加えて PGI2 も関与して

いると考えられた。

　Red wine には、quercetin、tannic acid など

様々なポリフェノール化合物が含まれており、

これらの物質はヒト、ラットなどにおいて血管

弛緩作用を惹起することが報告されてい

る１５），１８）。また、ワインに使用されるぶどうの種

類や、熟成に使われる樽によってもポリフェ

ノール化合物の含有量は異なる１８）。赤ワインを

凍結乾燥して抽出されるポリフェノール

化 合物 には、主と して gallic acid，catechin，

epicatechin，quercetin がある（表１）１９）。また、

その他のポリフェノール化合物として、

resveratrol，delphinidin，anthocyanins などが

ある２０）。本実験で用いた赤ワイン凍結乾燥物に

もこのようなポリフェノール成分が含まれると

考えられるが、本研究では赤ワイン凍結乾燥物

の成分分析を試みておらず、本研究で用いた赤

ワイン中にどのポリフェノールがどの程度含ま

れているのか、およびポリフェノールのどの物

質が血管弛緩に関わっているのかは明らかにで

きなかった。今後は赤ワイン凍結乾燥物中の成

分分析を行い、若齢および老齢ラットに対して

も血管弛緩反応を惹起する物質を同定すること

が課題である。

　本研究は、文部科学省研究補助金（基盤Ｃ，

１５５９０２２０）によって行われたものである。
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ABSTRACT
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of Medicine, Yamagata, Japan

 [Objective]  The vasorelaxing effects of the red wine extracts were studied in rat 

thoracic aorta.

 [Methods]  Aortas were isolated from young (2-3 months) and aged (27 months) F344 

rats and the ring preparations with or without endothelium were mounted in Krebs-

Henseleit solution to measure the developed tension. The polyphenolic substances were 

added cumulatively after the contraction with phenylephrine.

 [Results]  Extracts of red wine relaxed the vessels concentration-dependently. These 

vasorelaxant effects were attenuated by endothelial removal. In young rat, 

vasorelaxation induced by RWPC was significantly inhibited by L-NNA (100 μM), 

diclofenac (10 μM) and 30mM KCl. In aged rat, the inhibition by L-NNA and diclofenac 

was less than that of young rat, and 30mM KCl potently decreased the relaxation. 

However, the vasorelaxant responses were preserved even in aged aorta.

 [Conclusion] RWPC induces vascular relaxation endothelium-dependently not only in 

young rat but also in aged rat. The relaxation was mediated via NO, prostacyclin and 

EDHF in young aorta, while EDHF may play an important role in aged aorta.

Key words  : RWPC, endothelium, NO, EDHF, aging


