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要　　　旨

【背景】赤ワインに含まれるポリフェノール化合物（Red Wine Polyphenolic 

Compounds; RWPC）が循環器疾患の予防・改善効果をもたらすことが示唆されている。

高コレステロール血症では虚血性心疾患の発症頻度が高く、その原因の一つに血小板凝

集能の亢進が考えられる。RWPCは血小板凝集抑制作用を持つことが報告されている

が、生体内での血小板凝集抑制機序については不明な点が多い。本研究では、食餌性高

コレステロール血症ラットの血小板機能に対するRWPC含有赤ワイン凍結乾燥品の長期

投与の効果を検討した。

【方法】雄性Fischer 344ラット（２～３ヵ月齢）を三群に分け、通常の飼料（対照群）、

通常の飼料に４％コレステロールを混合した飼料（コレステロール群）、４％コレステ

ロールに0.62％赤ワイン凍結乾燥品（RWPC）を混合した飼料（RWPC＋コレステロー

ル群）、の各々の飼料で１ヵ月間飼育し、血小板凝集能、血漿脂質を測定するとともに、

肝臓での脂肪沈着の変化を検討した。

【結果および結論】１）血小板機能：コレステロール群では、対照群に比べ有意に亢進

した。一方、RWPC＋コレステロール群では、コレステロール群でみられた血小板凝集

能亢進作用を有意に抑制し、対照群と差がなかった。２）血漿脂質：コレステロール群

とRWPC＋コレステロール両群では、対照群に比べ有意に増加し、コレステロール群と

RWPC＋コレステロール群に差はなかった。３）肝臓の脂肪沈着：コレステロール群お

よびRWPC＋コレステロール両群では、対照群に比べ広範な脂肪沈着が認められた。

　以上より、RWPC長期投与は、食餌性高コレステロール血症ラットの血小板機能亢進

を抑制すること、その効果は、血漿脂質の変化とは関連していないことが示唆された。
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緒　　　言

　近年、我が国では食生活の欧米化に伴い、動

物性脂肪摂取量等の増加により高脂血症や糖尿

病などの生活習慣病が増加している１)。さら

に、人口の高齢化とともに動脈硬化症や虚血性

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)。動物性脂肪摂取量と虚血性心疾患に

よる死亡率には、正の相関関係が報告されてい

るが、フランスでは、動物性脂肪を多く含む食

事を摂取する食習慣にもかかわらず、他の欧米

諸国に比べ、虚血性心疾患による死亡率が低い

ことが報告された２)。この疫学的事実は、

“French paradox”と呼ばれている。その後の

研究によりフランスの冠血管疾患等による死亡

率が他国と比較して低いことは、赤ワイン摂取

量の多さと関係していることが示唆され、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、冠

血管疾患の予防に関与していることが推察され

た３)。著者らは、RWPCの冠血管疾患を予防す

る機序を解明するために、RWPCの冠循環、血

管に対する作用について検討し、摘出心臓、血

管において冠循環改善効果４)、内皮依存性血管

弛緩作用５)があることを明らかにしてきた。し

かし、これらは単回投与による効果であり、長

期間投与の効果については明らかでない。そこ

で、RWPCの長期投与効果を検討するために、

食餌性高コレステロール血症モデル動物を作製

し、冠血管、胸部大動脈において循環改善効果

の有無について検討した。その結果、冠血管に

おいてRWPCを長期間投与した場合に冠循環改

善効果が認められること６)、胸部大動脈におい

てRWPCを長期投与した場合に、血管内皮細胞

由来の一酸化窒素（NO）産生遊離機能を高め

ることで血管保護効果に寄与している可能性が

あること７)が明らかとなった。

　本研究では、循環動態の維持に重要な役割を

果たしている血小板機能に対するRWPCの作用

に着目した。血小板は、血管の損傷により露出

した血管内皮下組織において粘着・顆粒放出・

凝集反応によって止血作用を示すことで、創傷

治癒に重要な役割を果たしている８)。しかし、

血小板凝集能の異常な亢進は血栓形成を促進

し、凝集塊による冠血管の閉塞を起こしやすく

する９)。特に、高コレステロール血症などの高

脂血症では、血小板凝集の亢進により、冠血管

疾患の発症の頻度が高くなることが報告されて

いる10)。これまでに、RWPCは、洗浄血小板の

ADPによる凝集を抑制することが報告されて

いる11)。しかし、RWPCは血管内皮細胞におけ

るプロスタサイクリン（PGI2）やNOの産生を

増加させることで血小板凝集を抑制する13)と報

告されているものの、生体内におけるRWPCの

血小板凝集抑制効果についてはまだ十分に明ら

かにされていない12),13)。

　そこで、本研究では、食餌性高コレステロー

ル血症ラットにおける血小板凝集作用、血漿脂

質および肝臓組織の変化と、それらに対する

RWPC長期投与の効果を検討した。

対象と方法

　実験には雄性Fischer 344ラット（２～３ヵ月

齢）を用いた。本実験は、山形大学医学部動物

実験指針14)、動物愛護及び管理に関する法律（昭

和48年法律第105号）、実験動物の使用及び保管

等に関する基準（昭和55年総理府告示第６号）

を遵守して行った。

１．高コレステロール血症ラット作製とRWPC

の投与

　ラットの通常飼料に４％コレステロールを加

えた特殊飼料を調製した（日本配合飼料株式会

社、愛知）。この特殊飼料で１ヵ月間飼育する

ことにより食餌性高コレステロール血症を発症

させた。RWPCは、上記の特殊飼料に0.62％の

赤ワイン凍結乾燥品を混合した飼料を調製して

（日本配合飼料株式会社、愛知）、経口投与し

た。飼育期間中、ラットは水と飼料を自由に摂
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取できるようにした。なお、実験の前日から絶

食とした。

　与える飼料の相違により、ラットを以下のよ

うな三群に分けた。（1）対照群：通常の飼料

（CE-2, クレア, 東京）、（2）コレステロール群：

通常の飼料に４％コレステロールを混合した飼

料、（3）RWPC＋コレステロール群：通常の飼

料に４％コレステロールと0.62％赤ワイン凍結

乾燥品を混合した飼料。各群のラットは各々の

飼料で１ヵ月間飼育した後、実験に用いた。

２．採血および血漿採取

　ラットの腹腔内に ヘパリンナトリウム（1000 

units/kg）を投与後、エーテルで麻酔し、下大

静脈より採血した。採血用注射器にはあらかじ

め3.8％ クエン酸ナトリウムを入れておき、血

液の凝固を抑制した。なお、ヒトと比べてF344

ラットでは全血血小板凝集計でのADP凝集が

非常に弱いことから、適度なADP凝集を安定し

て得ることができるようにクエン酸ナトリウム

と血液の割合を0.5 : 9.5とした。採血後の血液

を遠心（1300 × g,４℃,15分）し、血漿を分離

した。

３．全血血小板凝集能測定

　血小板凝集能は、Screen Filtration Pressure

（SFP：細口吸引圧検知方式）法15)による全血血

小板凝集能測定装置（WBA-4S, エム・シー・

メディカル株式会社、東京）を用いて測定した。

採血後、１時間室温で静置した血液にadenosine 

diphosphate（ADP）を添加し、血小板凝集を

惹起した。血液をマイクロメッシュフィルタ

（メッシュ径30μm×30μm、 開口数300個/１

mm２）を通して吸引し、全血血小板凝集により

生ずる吸引圧の変化をもとに血小板凝集能を測

定した。

４．血漿脂質測定

　血漿脂質（総コレステロール、トリグリセラ

イド、HDL-コレステロール）は、ドライケミ

ストリー法を採用したSpotchemEZ-443016)

（Arkray, Kyoto）を用いて測定した。総コレス

テロールにはスポットケムTMII 総コレステロー

ル、トリグリセライドにはスポットケムTMII ト

リグリセライド、HDL-コレステロールにはス

ポットケムTMII HDL-コレステロール（直接法）

の各測定試薬キットを用いた。

５．組織学的検討

　各ラットの肝臓を10％ホルマリンで固定しパ

ラフィン包埋した。その後、４μmに薄切し

Hematoxylin-Eosin染色を行った。さらに、

O.C.T Compound  に包埋した肝臓から、５μm

の凍結切片を作製しOil Red O染色を行った。

各組織の光顕像を冷却CCDオリンパス顕微鏡

デジタルカメラシステムで記録した。

６．使用薬物

　アデノシン二リン酸（ADP）はSigma Chemi-

cal Co.（St. Louis, MO, USA）から、ヘパリン

ナトリウム、クエン酸ナトリウムは和光純薬

（大阪）から購入した。RWPCは、赤ワイン

（CASTILLO DE ARMOUR, スペイン）を凍結

乾燥しアルコールを除去し、得られた製品を蒸

留水で１g/mlに溶解したものを原液とした。

７．統計処理

　得られたデータについては、一元配置分散分

析法（ANOVA）と多重比較検定を用いて検定

を行った。それぞれの値はすべて平均値±標準

誤差で表現した。P＜0.05 の場合に有意差があ

るものとした。

結　　　果

１．血小板凝集反応

　対照群、コレステロール群、RWPC＋コレス

テロール群すべてにおいて、血小板凝集反応は

ADPの濃度に依存して亢進した（図 １）。コレ

ステロール１ヵ月投与群では、対照群に比べ血

小板凝集反応は有意に亢進した。一方、RWPC

＋コレステロール群では、血小板凝集反応は抑

制され、対照群と差は認められなかった。

２．血漿脂質

　コレステロール１ヵ月投与群とRWPC＋コレ

ステロール１ヵ月投与群の血漿総コレステロー
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ル、HDL-コレステロールは、対照群に比べ有

意に増加した。しかし、コレステロール群と

RWPC＋コレステロール群の間に差はなかった

（図２）。

　血漿トリグリセライドも、コレステロール群

とRWPC＋コレステロール群では、対照群に比

べ有意に増加した。しかしコレステロール群と

RWPC＋コレステロール群の間に差はなかっ

た。

３．組織学的検討

　各群のラット肝臓のOil Red O染色を行った

結果、対照群では脂肪の沈着は認められなかっ

た。一方、コレステロール群では、対照群に比

べ脂肪の沈着が広範に認められた。同様に、

　図１．ラット血小板凝集反応に対するコレステ

ロールとRWPCの長期投与効果　　
各値は、平均値±標準誤差。n は実験例数。
*P<0.05、**P<0.01 (vs. 対照群)

　図２．血漿脂質に対するコレステロールと

RWPCの効果
T-cho：総コレステロール、TG：トリグリセライド、
HDL-c ：HDL-コレステロール。各値は平均値±標
準誤差。n は実験例数。
**P<0.01  (vs. 対照群)

　図３．コレステロール、RWPCによるラット肝臓の組織変化
上段：Hematoxylin-Eosin 染色（青紫色は細胞核、桃色は細胞質、結合組織）
下段：Oil Red O 染色（青色は細胞核、赤色は脂肪）（×10） 
左から対照群、コレステロール群、RWPC＋ コレステロール群
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RWPC＋コレステロール群でも、対照群に比べ

脂肪の沈着が広範に認められ、その程度はコレ

ステロール群と同等であった（図３）。

考　　　察

血小板凝集能へのRWPC長期投与効果

　F344ラットにおけるADPによる血小板凝集

反応は、長期の高コレステロール食摂取により

有意に亢進し、RWPCの付加により抑制され

た。本研究の結果は、食餌性高コレステロール

血症ウサギにおけるADPによる洗浄血小板凝

集反応が12週間のRWPCの付加投与により有意

に抑制されたとの報告12)と一致している。

　現在、血小板凝集能測定は、主に血液から血

小板のみを分離した多血小板血漿（Platelet - 

rich plasma ; PRP）による透過光法17)が広く用

いられている。しかし、この方法には、PRP作

製操作が煩雑で測定までに時間を要すること、

血球成分が除かれるため生体内と異なる条件で

の測定となることなどの問題がある。本研究

は、SFP法15)を用いた全血での検討であり、血

小板以外の血球や血漿成分が存在する条件での

血小板凝集能測定ができ、より生体内に近い条

件での測定が可能である。 

　高コレステロール血症では、血小板凝集を惹

起するトロンボキサンの生合成や、刺激物質へ

の血小板の反応性が増大するため血小板凝集能

が亢進する18)。Wollnyらは、RWPCが内皮での

PGI2やNOの産生を増加させることで血小板凝

集を抑制すると報告している13)。NOは血小板

自体でも産生される19)。以上のことから、ポリ

フェノール化合物は高コレステロール血症によ

る血小板凝集能亢進に対して、NO産生の増加

により血小板凝集抑制作用を発揮している可能

性が考えられる20)。

血漿脂質へのRWPC長期投与効果

　１ヵ月間の高コレステロール飼料投与は血漿

脂質の増加をもたらしたが、本研究の実験条件

下では、RWPCの長期投与によっても血漿脂質

は変化しないことが示された。同様に、２％高

コレステロール飼料５ヵ月間投与による高コレ

ステロール血症ラットにおいても、RWPCの長

期摂取は血漿脂質に影響しない21)。一方、

1.65％高コレステロール飼料の４週間投与で

は、RWPCが脂質の減少と胆汁酸の合成、排出

増加をおこしたとの報告もある22)。本研究結果

との相違は、投与したコレステロール量の違

い、投与期間、ラットの系統などの実験条件の

違いによるものと考えられる。 

肝臓組織における脂肪沈着とRWPCの長期投与

の効果

　高コレステロール飼料の１ヵ月間投与によっ

て、肝臓には多量の脂肪沈着がおこった。コレ

ステロールと同時にRWPCを与えた場合にも肝

臓の脂肪沈着が認められた。Okazakiら23)も、

12週間1.5％の高コレステロール飼料を投与し

たマウス肝臓で広範な脂肪沈着を観察してい

る。本研究ではRWPCの長期投与でも同様に脂

肪沈着が認められたことから、この実験条件の

下では、RWPCはコレステロールの長期摂取に

よる肝臓の脂肪沈着に影響を及ぼさないことが

示唆された。

　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、主としてガリック酸、カテ

キン、エピカテキン、ケルセチン、タンニン酸

などがあることが報告されている24)。本研究で

用いた赤ワイン凍結乾燥品にもこのようなポリ

フェノール化合物が含まれていると考えられ

る。利ら５),25)は、RWPC中に含まれるどのポリ

フェノール化合物が循環改善に関与しているか

を明らかにするために、カテキン、ケルセチン、

タンニン酸の血管弛緩作用について検討した。

しかし、いずれにおいても単体(モノマー)で用

いた場合にはRWPCが示すような血管弛緩効果

は認められなかった。佐藤26)は、赤ワインの抗

動脈硬化作用には、重合体（ポリマー）となっ

たポリフェノール化合物が最も効果的であるこ

とを明らかとした。さらに、重合体は赤ワイン

の長期間の発酵・熟成により生成されるため、



－66－

小林，山田，村田，清水，利，下田，會田，伊藤，石幡，片野

長期熟成した赤ワインほどより効果的であると

報告している。このことから、本研究で見られ

た血小板機能に対する赤ワインの効果も、その

熟成過程に生成された重合体によるものであっ

た可能性が考えられる。それゆえ、赤ワイン凍

結乾燥品中の成分分析を行い、血小板凝集抑制

作用を発揮する重合体成分を同定することが今

後の課題である。 

　本研究より、食餌性高コレステロール血症

ラットにおいて異常に亢進した血小板凝集能

は、RWPCの長期投与によって抑制されるこ

と、その抑制効果は血漿脂質の変化とは関連し

ていないことが示唆された。
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　Hypercholesterolemia is an important risk factor of coronary heart diseases, in which 

platelet aggregability is enhanced. It is suggested that platelet aggregation is inhibited 

by red wine polyphenolic compounds (RWPC) in vitro. We investigated the effect of 

chronic administration of RWPC on platelet aggregation, plasma lipid levels and lipid 

deposition in liver in hypercholesterolemic rats. Male F344 rats (2 month-old) were fed 

standard diet (Cont), 4% cholesterol-rich-diet (Cho), or 4% cholesterol-rich-diet plus 

0.62% freeze-dried red wine extracts (RWPC + Cho) for 1 month. Platelet aggregation 

and plasma concentrations of total cholesterol, triglyceride and HDL-cholesterol were 

measured. Platelet aggregation in Cho group was significantly enhanced compared with 

Cont, while that of RWPC + Cho was not different from Cont. Plasma concentrations of 

lipids were higher both in Cho and RWPC + Cho than Cont, but were not different 

between Cho and RWPC + Cho. Histological examination showed severe lipid 

deposition in liver of Cho as well as RWPC + Cho groups. These results suggest that 

chronic administration of RWPC inhibits platelet aggregation without affecting plasma 

lipid levels in dietary-induced hypercholesterolemic rats. 

Key words : red wine, polyphenol, platelet aggregation, hypercholesterolemia   
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