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略語集 

 

ACh : acetylcholine, アセチルコリン 

ANP : atrial natriuretic peptide, 心房性ナトリウム利尿ペプチド 

ASP : asperuloside, アスペルロシド 

cAMP  : cyclic adenosine monophosphate, 環状アデノシン一リン酸  

cGMP  : cyclic guanosine monophosphate, 環状グアノシン一リン酸  

CHA  : chlorogenic acid, クロロゲン酸  

EA  : Exendin (9-39), エキセンジン (9-39) 

EDHF  : endothelium-derived hyperpolarizing factor, 内皮細胞由来過分極因子  

EDTA  : ethylenediaminetetraacetic acid, エチレンジアミン四酢酸  

EL  : Eucommia leaf, 杜仲葉  

ELE  : Eucommia leaf extract, 杜仲葉エキス 

ELISA  : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, 酵素結合免疫吸着アッセイ 

eNOS  : endothelial nitric oxide synthase, 内皮型 NO 合成酵素  

Epac2  : exchange protein directly activated by cAMP, cAMP で直接活性化される 

交換タンパク質  

EtOH  : ethanol, エタノール 

GC  : guanylate cyclase, グアニル酸シクラーゼ 

GEA : geniposidic acid, ゲニポシド酸  

GLP-1 : Glucagon-like peptide 1, グルカゴン様ペプチド-1 

GLP-1R : Glucagon-like peptide 1 receptor, グルカゴン様ペプチド-1 受容体  

GTP : guanosine triphosphate, グアノシン三リン酸  

hANP : human atrial natriuretic peptide, ヒト心房性ナトリウム利尿ペプチド 

HbA1c : Hemoglobin A1c, ヘモグロビン A1c 

HFD : high-fat diets, 高脂肪食  

iNOS  : inducible nitric oxide synthase, 誘導型 NO 合成酵素  

LDCV  : large dense core vesicle, 有芯小胞  



MF  : moderate fat diet, 通常飼料  

NADPH  : reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, 還元型ニコチンアミ 

ドアデニンジヌクレオチドリン酸  

NEFA  : non-esterified fatty acid, 遊離脂肪酸  

ND  : normal diets, 普通食  

NO : nitric oxide, 一酸化窒素  

NPR-A : natriuretic peptide receptor A, A 型ナトリウム利尿ペプチド受容体  

NPR-C : natriuretic peptide receptor C, C 型ナトリウム利尿ペプチド受容体  

PE : phenylephrine, フェニレフリン 

PGI2 : prostaglandin I2, プロスタサイクリン 

PV : papaverine, パパベリン 

SBP : systolic blood pressure, 収縮期血圧  

SD : Sprague-Dawley, スプラーグドーリー 

SE : standard error, 標準誤差  

sGC : soluble guanylate cyclase, 可溶性グアニル酸シクラーゼ 

SHR : spontaneously hypertensive rat, 高血圧自然発症ラット 

SMA : α-smooth muscle actin, 平滑筋アクチン 

SNP : sodium nitroprusside, ニトロプルシドナトリウム 

TC : total cholesterol, 総コレステロール 

TG : triglyceride, 中性脂肪  

VSMC : vascular smooth muscle cell, 血管平滑筋細胞  

WAT  : white adipose tissue, 白色脂肪組織  

WKY  : Wistar Kyoto rat, ウィスター京都ラット 



The inhibitory effects of Eucommia ulmoides leaf extract on decreased vascular function 

 

Atherosclerosis, one of the major causes of cardiovascular disease, significantly contributes to the rising 

cost of healthcare. In atherosclerosis, dysfunction of the vascular endothelium occurs at an early stage, 

resulting in the production of nitric oxide (NO) that is known to have both vasodilatory and anti-

atherosclerotic effects. Lifestyle-related conditions such as hypertension, diabetes mellitus, and 

dyslipidemia caused by smoking, lack of exercise, and excessive salt intake, are risk factors for vascular 

endothelial dysfunction. Therefore, inhibiting vascular endothelial dysfunction may be an effective measure 

to prevent atherosclerosis. 

Obesity is a lifestyle-related condition that leads to the development of metabolic syndromes, which are 

major risk factors for cardiovascular disease. One cause of obesity-induced atherosclerosis is the abnormal 

secretion of adipocytokines from the fat cells. Adiponectin is a type of adipocytokine that is anti-

atherosclerotic, improves insulin resistance and type 2 diabetes mellitus, and reduces the risk for 

cardiovascular disease. Hypoadiponectinemia is a condition in which adiponectin levels decrease due to an 

accumulation of visceral fat. It is a risk factor for type 2 diabetes mellitus and coronary heart disease. 

Therefore, reversing obesity before the onset of lifestyle-related diseases–caused by decreased adiponectin 

secretion–would reduce the risk for atherosclerosis. 

Eucommia ulmoides Oliv., classified as Eucommiales Eucommiaceae, is a deciduous tree that can grow 

up to 20 m in height. The bark of the Eucommia tree has been listed in the Chinese pharmaceutical book 

“Shennong Ben Cao Jing,” from around 300 AD, and is classified as an “upper herb” that can be taken long 

term with no side effects. The Chinese pharmaceutical book “Compendium of Materia Medica,” published 

in the late 16th century, also mentions its effect and usage, and that it was used for lowering blood pressure, 

as a diuretic, for tonicity, and for its analgesic effects. In addition, Western Chinese folklore states that 

Eucommia leaves (ELs) were used for preparing tea and porridge by minorities such as the Qiang people. 

In the 1970s in Japan, Eucommia tea, termed Tochu-cha in Japanese, was developed from roasted ELs and 

is categorized as a healthy tea. The blood pressure-lowering, diuretic, anti-stress, improved insulin 

resistance, anti-hyperlipemia, and anti-obesity-promoting properties of the EL extract (ELE) have been 

previously reported. The ability of EL to lower blood pressure was demonstrated using a general 

pharmacological test in which an aqueous fraction of ELE was intravenously injected into rats. Its ability 

to reduce obesity was demonstrated in rats treated with ELE. ELE improved abnormalities in adipocytokine 

secretion and increased blood adiponectin in rats with metabolic syndrome induced by a high-fat diet (HFD). 

The ability of EL to lower blood pressure was also studied in humans. Subsequently, the labeling of ELE 

blended food that is targeted “for high blood pressure” as a FOSHU (food for specified health use) was 

authorized. 

ELE may improve blood pressure control functions inherent in blood vessels by increasing the relaxation 

of vascular smooth muscles, inhibiting vascular endothelial dysfunction, and reducing the risk for 



atherosclerosis, all of which are risk factors for cardiovascular disease. Moreover, ELE may also reduce the 

risk of atherosclerosis by increasing blood adiponectin levels in obese individuals before the onset of 

lifestyle-related diseases. In this study, we gathered data from human intake and the efficacy of EL, and 

hypothesized that ELE decreases vascular dysfunction and reduces the risk for atherosclerosis. We 

conducted the following studies in order to test and propose a new application of EL. 

In Chapter 1, spontaneously hypertensive rats (SHRs), with decreased vascular endothelial function due 

to aging, were continuously administered ELE and vascular function, including vasodilatory response, was 

evaluated. The effect on vascular medial thickening, a morphological change normally observed during the 

early stages of atherosclerosis, was investigated. We confirmed that continuous administration of ELE 

inhibits the decrease in endothelium-dependent vasodilatory function. We observed a response to 

acetylcholine in the aorta of SHRs, increased blood NO concentration, and inhibition of vascular medial 

thickening. 

In Chapter 2, Wistar-Kyoto (WKY) rats with early-stage obesity due to an HFD, were continuously 

administered ELE, and the effects on body weight, visceral fat, blood pressure, blood adipocytokine 

concentration, and vascular medial thickening, were investigated. As a result, continuous administration of 

ELE decreased the body weight, amount of visceral fat, blood pressure, and vascular medial thickening; 

and increased the blood adiponectin concentration and adiponectin-to-leptin ratio in WKY rats. 

In Chapter 3, to determine the mechanism in which ELE decreased vascular function, geniposidic acid 

(GEA), which is the main component of ELE known to lower blood pressure levels, was orally administered 

to SHRs. We used a glucagon-like peptide-1 receptor (GLP-1R) agonist, to investigate the effect of GEA 

on the secretion of atrial natriuretic peptide (ANP). Oral administration of GEA caused systolic blood 

pressure to decrease dose-dependently, and GEA (100 mg/kg) significantly 

lowered blood pressure levels in SHRs. In addition, 6 hours after the 

administration, a time point in which blood pressure levels significantly 

decreased, blood ANP concentrations also increased in SHRs. We found no 

significant difference in the blood concentration of GLP-1, known to promote 

ANP secretion, between the control and GEA treated groups. Therefore, our 

data suggests that GEA, not GLP-1, acted as a GLP-1R agonist on atrial cells 

to increase ANP secretion. 

In this study, we found that oral administration of GEA, an ingredient found in natural food, acted as a 

GLP-1R agonist and increased ANP secretion. ANP has various physiological properties such as 

vasodilation, diuretic properties, improvement of vascular endothelial function, inhibition of vascular 

smooth muscle growth, and the promotion of adiponectin secretion. Therefore, we hypothesize that ELE 

inhibits vascular dysfunction by increasing ANP secretion, and, therefore, may reduce the development of 

vascular medial thickening, and the risk for developing atherosclerosis. From these findings, we propose 

the use of ELs with abundant GEA to maintain vascular health. 
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序 論  

 

我が国の心疾患および脳血管疾患を合わせた死亡率は，平成 28 年人口動

態統計  (確定数 ) の概況によると 23.5％で，悪性新生物の 28.5％に次いで多

い． 1) また，平成 27 年度国民医療費の概況  (厚生労働省 ) によると，医科

診療医療費は，循環器系の疾患が 5 兆 9,818 億円  (構成割合 19.9％ ) で最も

多く，新生物の 4 兆 1,257 億円  (同 13.7％ ) の約 1.5 倍にも及ぶ． 2) 平成 25

年度から開始された厚生労働省策定の健康日本 21 (第 2 次 ) では，「健康寿

命の延伸」が目標の１つにあげられ，「主要な生活習慣病の発症予防と重症

化予防の徹底」の基本方針の中で，循環器疾患が対策を推進する分野の１つ

に選ばれている． 3) 

循環器疾患の多くは，高血圧，糖尿病，脂質異常症，肥満などの生活習慣

病や加齢に起因する動脈硬化の進展により発症する．よって，生活習慣病の

発症リスクを軽減し，動脈硬化の発症を予防することは，増加する国民医療

費を抑制する対策の１つとして非常に重要である．循環器疾患の危険因子の

1 つである高血圧は，脳血管疾患，虚血性心疾患，慢性心不全などあらゆる

循環器疾患の危険因子であり，日本人の循環器疾患の発症および死亡に対し

て大きな人口寄与危険割合を示す．3 ) 健康日本 21 (第 2 次 ) では，40～89 歳

の収縮期血圧の平均値を 4 mmHg 低下させる目標が設定され，生活習慣と危

険因子の関連および危険因子と循環器疾患との関連について，国民の理解を

深めることの必要性が示されている．  

血管は，最内層にある血管内皮細胞を含む内膜，血管平滑筋を含む中膜，

その外側にある外膜の三層構造からなる．血管内皮細胞は，一酸化窒素  

(NO) ，プロスタグランジン I2 (PGI2) ，内皮細胞由来過分極因子  (EDHF) な

どの血管拡張因子およびエンドセリン，アンジオテンシン I などの血管収縮

因子を産生・分泌し，血管の拡張と収縮を調整している．4-6) NO は，特に重
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要な血管調節因子であり，血管内外の恒常性の維持に重要な役割を果たして

いることが知られている．NO は L-arginine を基質とし，内皮型 NO 合成酵

素  (eNOS) によって，L-citrulline と共に産生される．血管内皮細胞で産生さ

れた NO は，隣接する血管平滑筋細胞の可溶性グアニル酸シクラーゼ  (sGC) 

を活性化し，細胞内の環状グアノシン一リン酸  (cGMP) を増加させることで

血管を拡張させる．7) また，血管内皮細胞から血中に拡散した NO は，血小

板の凝集および白血球の血管壁への侵入を抑制する．さらに，NO は血管平

滑筋細胞の増殖を抑制し，動脈硬化の進展を抑制する．4-6) 動脈硬化の初期

段階では，NO を産生する血管内皮機能の障害が観察され，高血圧，糖尿病，

脂質異常症などの生活習慣病や喫煙，運動不足，塩分過剰摂取などの生活習

慣および加齢により，血管内皮機能障害はさらに進展する．4,6 ,8) よって，血

管内皮機能の低下を抑制することは，生活習慣病のリスク低減および動脈硬

化の予防において有効な手段となり得る．  

一方，平成 27 年の国民健康・栄養調査では，成人男性の 29.5％，成人女

性の 19.2％が肥満であることが報告されている． 9) 生活習慣病を誘発する

肥満は，内臓脂肪の蓄積を引き起こし，心血管疾患の危険因子が集積した状

態を示すメタボリックシンドロームの主たる構成因子である． 10,11) 肥満に

より引き起こされる動脈硬化の要因の一つとして，脂肪細胞から分泌される

アディポサイトカインの分泌異常があげられる．アディポサイトカインの一

つであるアディポネクチンは，抗動脈硬化作用，インスリン抵抗性や 2 型糖

尿病の改善作用，心血管保護作用などの機能を有する．12) 内臓脂肪の蓄積

により，アディポネクチンの分泌量が低下した状態である低アディポネクチ

ン血症は，2 型糖尿病や冠動脈疾患の危険因子であることが示されている．

12,13) よって，アディポネクチンの分泌減少により生活習慣病を発症する前

の早い段階で肥満を改善することは，動脈硬化のリスク低減につながる．  

杜仲  (トチュウ，Eucommia ulmoides Oliv.) は，トチュウ目トチュウ科の落
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葉性高木で，その高さは 20 m にも達する  (Fig. 1) ．杜仲の樹皮は，紀元 300

年頃の中国薬物書である「神農本草経  (しんのうほんぞうきょう ) 」に収載

され，副作用がなく長期に服用が可能な「上品」の漢薬に分類されている．

16 世紀末に記された中国の薬学書「本草綱目  (ほんぞうこうもく ) 」にも，

その効能や用法が記載されており，古くから降圧，利尿，強壮，鎮痛などを

目的に利用されている． 14) 日本でも，杜仲の樹皮は生薬として様々な医薬

品に使用されている．一方，杜仲の葉は，中国西部の民俗学調査によると，

チャン族などの少数民族によって古くから茶や粥として食べられてきたこ

とが知られている．15) 日本では，1970 年代に杜仲の葉を焙煎した「杜仲茶」

が考案され，健康茶カテゴリーの一つとして広く飲用されている．  

杜仲葉の含有成分には，イリドイド類，フラボノイド類，フェノール類，

トリテルペノイド類などの化合物が同定されている． 16 -18) 杜仲葉の有効性

については，血圧降下作用， 19) 利尿作用， 20) 抗ストレス作用， 21) インス

リン抵抗性の改善作用，22) 抗高脂血作用，23,24) 抗肥満作用 25,26) などの報

告がある．血圧降下作用については，ラットに杜仲葉エキス  (ELE) の水性

分画物を静脈注射した一般薬理試験により，その作用と機序が報告されてい

る．19,27) また，抗肥満作用については，高脂肪食  (HFD) の負荷によりメタ

ボリックシンドロームを発症させたラットにおいて，ELE がアディポサイト

カインの分泌異常を改善し，血中アディポネクチンを増加させることが報告

されている． 25) さらに，ヒト試験により血圧降圧作用が確認され，ELE 配

合食品が｢血圧が高めの方｣を対象とした特定保健用食品として，表示許可を

されている．  

ELE は，血管平滑筋の弛緩性を高めることにより血管が本来もっている血

圧調節機能を改善することから，血管内皮機能の低下を抑制し，循環器疾患

の原因となる動脈硬化の発症リスクを低減する可能性が考えられる．さらに，

ELE は生活習慣病を発症する前の初期段階の肥満に対しても，血中アディポ
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ネクチンを増加させることにより，動脈硬化の発症リスクを低減する可能性

が考えられる．本研究では，杜仲葉の食経験と有効性に関するデータから，

杜仲葉が血管機能低下を抑制し，動脈硬化の発症リスクを低下させるとの仮

説を立て，杜仲葉の機能性素材としての新しい用途を開発することを目的と

して，次の試験を行った．  

第 1 章では，加齢に伴い血管内皮機能が低下する高血圧自然発症ラット

(SHR) に ELE を継続摂取させ，血管拡張反応を含めた血管機能を評価し，

さらに動脈硬化の初期に見られる形態変化である血管中膜肥厚に与える影

響を検討した．  

第 2 章では，HFD 負荷により初期段階の肥満を呈したウィスター京都ラ

ット  (WKY) に ELE を継続摂取させ，体重，内臓脂肪量，血圧，血中アデ

ィポサイトカイン濃度および中膜肥厚に与える影響を検討した．  

第 3 章では，ELE の血管機能低下抑制の作用機序を明らかにすることを

目的として，ELE の主要成分であり降圧作用の関与成分であることが知ら

れているゲニポシド酸  (GEA) を SHR に単回投与し，血管機能低下抑制作

用の検討を行った．  
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第 1 章 高血圧自然発症ラットにおける杜仲葉エキスの血管機能低下抑制  

     作用  

第 1 節 背景  

1970 年代以降，中国の上海やその周辺地域では，ELE が降圧剤および健

康食品として利用されており，臨床的評価も行われている．14,28) Namba ら

はウィスター系雄性ラットを用いて ELE の薬理評価を行い，その降圧降下

がムスカリン様アセチルコリン受容体を介した作用であることを報告した．

19) また，Kwan らは，スプラーグドーリー  (SD) ラットの摘出血管を用い

た試験を行い，ELE の降圧作用に血管内皮依存性の血管拡張作用が関与し

ていることを報告した． 29) また，SHR に ELE を経口投与した試験におい

て，ELE は濃度依存的に降圧作用を示すこと，および杜仲葉配糖体である

GEA が降圧作用の関与成分であることが報告されている． 15,27) さらにヒ

ト試験では，正常高値血圧者および軽症高血圧者を対象とした二重盲検プ

ラセボ対照並行群間比較試験において，GEA を 85mg 含む ELE 配合食品の

降圧作用が確認されている． 30)  

高血圧は動脈硬化の主要な原因の１つであるが，動脈硬化を発症する前

には，概ね血管内皮機能が低下していることが知られている．31) よって，

NO の産生低下を含めた血管機能低下を防ぐことは動脈硬化の予防におい

て有効な手段となり得る．ELE は血管平滑筋の弛緩性を高め血管抵抗を低

減させることにより，降圧作用を示すことが報告されている．18,27) しかし，

ELE の継続摂取が血管機能低下に与える影響については，これまで報告さ

れていない．本研究では，加齢に伴い血管内皮機能が低下し，高血圧を発

症する SHR に ELE を継続摂取させ，血管拡張反応を含めた血管機能を評

価し，その影響を検討した．さらに，ELE の継続摂取が動脈硬化の発症に

与える影響を検討するために，動脈硬化の初期に見られる形態変化である

血管中膜肥厚を調べた．  
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第 2 節 実験方法  

(1) 実験材料  

中国四川省産の杜仲から採取した生葉を用いた．生葉を蒸気温度 100～

110℃で蒸熱処理し，熱風により水分量を 10%以下に乾燥後，130℃で 20～

30 分間焙煎した 2,000 kg の杜仲葉を 90 ℃の熱水 10,000 kL で１時間抽出

し，それをろ過，濃縮，静置，冷却した後，さらにろ過，再濃縮，真空乾燥

して ELE を得た  (収率：18%) ．  

 

(2) 使用薬物  

 各試薬は次のものを使用した．塩化アセチルコリン，L(-)フェニレフリン   

(PE) 塩酸塩，パパベリン  (PV) 塩酸塩，ペンタシアノニトロシル鉄 (Ⅲ )酸

ナトリウム二水和物，クエン酸一水和物  (関東化学 ) ，混合ガス  (95% O2，

5% CO2) (岡谷酸素 ) ，EDTA-2K，アジ化ナトリウム，30%過酸化水素水，

20%中性緩衝ホルマリン液  (和光純薬工業 ) ，α-smooth muscle act in (SMA) 染

色一次抗体，SMA 染色二次抗体，正常ロバ血清  (アブカム ) ，3,3 ジアミ

ノベンチジン 4 塩酸塩  (同仁化学研究所 ) ．マイヤーヘマトキシリン染色

液  (メルク ) ，マウントクイック  (コスモバイオ ) ．  

 

(3) 実験動物  

5 週齢のウィスター京都ラット  (WKY/Izm， 7 匹 ) と同週齢の SHR 

(SHR/Izm，21 匹 ) を日本エスエルシーから購入した．飼育は温度 23 ± 1.0℃，

相対湿度 50 ± 5%，明暗サイクル 12 時間の条件下で行い，1 週間の予備飼

育後，実験に使用した．SHR は予備飼育後，血圧および体重を測定し各群

7 匹の収縮期血圧  (SBP) および体重の平均値が等しくなるように群分けし

た．ラットには，固形の通常飼料  (MF) (オリエンタル酵母工業 ) またはこ

れに ELE を 5％混合した飼料および水道水を 24 時間自由摂取させた．  
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(4) 投与方法  

SHR における試験では 1 週間予備飼育した後，MF 飼料または ELE を 5％

混合した MF 飼料を 6 週齢から 7 週間自由摂取させた．WKY における試験

でも 1 週間予備飼育した後，MF 飼料を 6 週齢から 7 週間自由摂取させた． 

 

(5) 血圧，体重，摂餌量および摂水量の測定  

SBP は，無麻酔下で非観血的自動血圧測定装置  (Softron BP-98A：ソフト

ロン ) を用いてテールカフ法により毎週１回測定した．体重はラットを保

定袋に入れ重量を測定後，保定袋の重量を風袋引きして算出した．摂餌量

および摂水量は，給餌および給水時の重量から測定時の重量を差し引いて

算出した．  

 

(6) 血管等尺性張力試験  (マグヌス試験 ) 

投与期間終了後，ラットをエーテル麻酔下で開腹，放血死させ，速やかに

胸部大動脈を摘出した．摘出した大動脈を 4˚C に保冷したクレブス溶液  

(119 mM NaCl/4.7 mM KCI/1.1 mM KH2PO4/1.2 mM MgSO4/25 mM NaHCO3,  

pH 7.4) に浸し，血液をよく洗い流した後，血管に付着した結合組織および

脂肪組織を除去し，幅約 2～3 mm のリング標本を作製した．内皮除去は，

血管リング標本をろ紙に軽く擦りつけて行った．リング標本は混合ガス  

(95% O2，5% CO2) を通気したクレブス溶液  (37˚C) を満たした血管等尺性

張力測定装置のオーガンバス内のフックに取り付けた．1.5 g の至適静止張

力を負荷し約 60 分間リング標本を安定させた．血管張力は，UFER UM-203

トランスデューサー  (いわしや岸本医科産業 ) により計測した．オーガンバ

ス内に血管収縮剤である PE (最終濃度  0.30 µM) を添加し，リング標本を

収縮させた．収縮させたリング標本に内皮依存性血管拡張剤であるアセチ
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ルコリン  (ACh) (最終濃度  100 µM) を添加し，血管拡張作用の有無により

血管内皮の有無を判断した．その後，薬剤を除去するためクレブス溶液で

リング標本を洗浄し，再び  PE (最終濃度  0.30 µM) により収縮させ，収縮

が最大に達したことを確認した．血管収縮が安定したところで，ACh また

は NO 供与体であるニトロプルシドナトリウム  (SNP) を添加して，血管拡

張反応  (張力変化 ) を測定しレコーダーで記録した．ACh を投与した内皮

依存性の血管拡張試験では ACh を最終濃度で 10 -9  - 10-4 M になるよう，SNP

を投与した内皮非依存性の血管拡張試験では血管内皮除去標本を用いて，

SNP を最終濃度で 10 -10 - 10-5 M となるように累積添加した．測定の最後に

血管弛緩剤である PV (最終濃度  0.1 mM) を添加し，リング標本を完全に弛

緩させた．血管弛緩率  (%) は，PE で血管を収縮させた場合の最大収縮を

弛緩率 0%，PV で完全に弛緩させた場合のベースラインを弛緩率 100%とし

た相対値で表した．  

 

(7) 血中 NO 濃度の測定  

投与期間終了後，エーテル麻酔下でラットを開腹し，下腹部大静脈から

採血した．血液を 10%EDTA-2K 溶液が入った遠沈管  (全血 1 mL に対し 10

～17.5 µL) に移し，遠心分離  (3,000 rpm，5 分間 ) を行い，血漿を得た．血

漿は別容器に移し替えた後，試験まで -80℃以下で保存した．測定直前に解

凍した血漿を遠心分離  (7,000 g，4℃，20 分間 ) を行い，上清を血漿サンプ

ルとして測定まで -80℃以下で冷凍保存した．血中 NO 濃度は，Nitrate/Nitrite 

Colorimetric Assay Kit (Cayman Chemical Co.) を用いて測定した．  

 

(8) 血管平滑筋アクチンの免疫組織化学染色と中膜肥厚の評価  

0.85%塩化ナトリウム含有 0.01M リン酸緩衝液で洗浄した 10 mm の胸部

大動脈標本を 20%中性緩衝ホルマリン溶液で固定後 , パラフィン包理を行
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い，2-3 mm の薄切切片にしてプレパラートに固定した．パラフィン切片を

脱パラフィンした後 , 内因性ペルオキシダーゼを阻止するためにクエンチ

ング溶液  (メタノール  112.5 mL，30%過酸化水素水  1.5 mL，純水  36 mL を

混合 ) で処理し，室温で 30 分間反応させた．一次抗体溶液  (α -SMA マウ

スモノクローナル抗体を 1,000 倍希釈 ) で一晩反応させた後，二次抗体溶液  

(二次抗体を 500 倍希釈 ) で一晩反応させた．その後，3,3 ジアミノベンチジ

ン溶液で発色させ，マウントクイックを用いて封入剤で切片を覆った．ヘ

マトキシリン溶液を用いて核染色を行った血管中膜は顕微鏡写真を撮影し，

専用ソフト  (AxioVision LE：Carl Zeiss) で中膜の厚さを計測した．  

 

(9) 統計処理  

全てのデータは平均値 ±標準誤差  (SE) で表した．有意差検定は，  

Dunnett’s test により行った．有意差水準は，危険率 5%未満  (p<0.05) を有

意差ありとした．  

 

第 3 節 結果  

(1) 体重，摂餌量，摂水量および血圧  

ELE 投与 7 週間における体重，摂餌量，摂水量および SBP の変化を Table 

1 に示す．すべての群の体重，摂餌量，摂水量において，有意な差は認めら

れなかった．SBP は，投与開始時からの SBP の変化量を ΔSBP として示し

た．摂取 3 週間後および 7 週間後，SHR コントロール群の ΔSBP は，WKY

群と比較して有意に高かった  (Fig. 2) ．また，摂取 3 週間後および 7 週間

後の SHR-ELE 群の ΔSBP は，SHR コントロール群と比較して有意に低く，

ELE の摂取により SHR の血圧上昇が抑制されていることが示唆された．
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Table 1. Body weight, food and water intake, and the change in systolic blood pressure (SBP) during the seven-week study 

 
Body weight (g) Food intake 

(g/day) 

Water intake  

(mL/day)   

ΔSBP (mmHg) 

Day -1 Week 7 Gain Week 3 Week 7 

WKY 125.7 ± 2.2 347.5 ± 1.9 221.9 ± 3.5 18.4 ± 0.5 29.9 ± 0.8 3.6 ± 1.8** 16.4 ± 4.7** 

SHR-control 136.1 ± 1.2 331.6 ± 7.7 195.5 ± 6.8 19.8 ± 0.4 33.2 ± 1.1 35.6 ± 0.7 72.9 ± 2.4 

SHR-ELE 136.7 ± 0.4 321.5 ± 3.8 184.8 ± 3.7 19.2 ± 0.8 35.6 ± 1.4 17.8 ± 2.5** 67.1 ± 2.3** 

ΔSBP is the SBP at the indicated time-point minus the SBP on day-1. All values represent the means ± SE. (n=7). **p<0.01, as compared 

with the spontaneously hypertensive rat (SHR)-control group by Dunnett’s test. WKY, Wistar Kyoto rat; ELE, Eucommia leaf extract. 

      

Fig. 2. Changes in systolic blood pressure (SBP) between the SBP on day-1 and the SBP measured (a) three or (b) seven weeks after 

the beginning of the experiment 

The values represent the means ± SE. (n=7). **p<0.01, as compared with the spontaneously hypertensive rat (SHR)-control group by 

Dunnett’s test. WKY, Wister Kyoto rat; ELE, Eucommia leaf extract. 
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(2) 血管等尺性張力試験  (マグヌス試験 ) 

血管内皮依存性の血管拡張反応を調べるため，オーガンバス内に PE (0.30 

μM) を添加して予め収縮させた大動脈に，血管内皮依存的に血管を拡張さ

せる ACh (10-9-10-4  M) を累積的に添加した．各群の血管拡張反応のプロフ

ァイルを Fig. 3 (a, b, c) に示した．また，各群 7 匹の血管拡張率の平均値を

プロットした血管拡張曲線を Fig. 4 (a) に示した．ACh が 10 -7-10-4  M の濃

度範囲において，SHR コントロール群の血管拡張反応は，WKY 群よりも有

意に低かった．SHR-ELE 群の血管拡張率は，ACh が 10 -7 .5-10 -4  M の濃度範

囲において，SHR コントロール群よりも有意に高かった．  

また，血管内皮非依存的の血管拡張反応を調べるため，NO を供与して血

管を拡張させる SNP をオーガンバスに累積的に添加した．各群の血管拡張

反応のプロファイルを Fig. 3 (d, e, f) に示した．また，各群 7 匹の血管拡張

率の平均値をプロットした血管拡張曲線を Fig.  4 (b) に示した．SNP が  

10-10-10-5 M の濃度範囲において，各群間の血管拡張率に有意な差は見られ

なかった．  

以上のことから，NO に反応して血管を拡張させる血管平滑筋の機能は，

SHR 群と WKY 群で差がないこと，および ACh に反応して血管を拡張させ

る血管内皮機能は，WKY 群と比較して，SHR 群で有意に低下していること

が認められた．  



 13 

 

 

Fig. 3. Representative acetylcholine (ACh) and sodium nitroprusside (SNP) 

relaxation profiles of thoracic aorta rings from the test animals  

(a) ACh-Wister Kyoto rat (WKY) group; (b) ACh-spontaneously hypertensive rat 

(SHR)-control group; (c) ACh-SHR-Eucommia leaf extract  (ELE) group; (d) SNP-

WKY group; (e) SNP-SHR-control group; and (f) SNP-SHR-ELE group. ACh and 

SNP were added cumulat ively at concentrations of 10 -9-10-4  M and 10 -10-10-5  M, 

respect ively, to 0.3 μM Phenylephrine (PE)-contracted thoracic aorta rings. PV, 

papaverine.  
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Fig. 4. (a) Endothelium-dependent relaxation curve induced by acetylcholine 

(ACh) and (b) endothelium-independent relaxation curve induced by sodium 

nitroprusside (SNP) in thoracic aortic rings from the indicated treatment 

groups 

The values represent the means ± SE. (n=7). *p<0.05, **p<0.01, as compared with 

the spontaneously hypertensive rat  (SHR)-control group by Dunnett’s test.  WKY, 

Wister Kyoto rat ; ELE, Eucommia leaf extract .  
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(3) 血中 NO 濃度  

NO は血管内皮細胞の eNOS によって産生されることから，ELE 投与後の

血中 NO 濃度を測定することで血管内皮機能を評価した  (Fig. 5) ．血中 NO

濃度は， WKY 群と比較して SHR コントロール群で有意な増加が見られた  

(それぞれ，3.49±0.22 μM，6.37±0.59 μM) ．また，SHR-ELE 群  (11.75±1.95 

μM) では，SHR コントロール群よりも有意な増加が認められた．  

 

 

Fig. 5. Plasma nitric oxide (NO) levels in the indicated treatment groups  

The values represent the means ± SE. (n=7). *p<0.05, as compared with the 

spontaneously hypertensive rat  (SHR)-control group by Dunnett’s test . WKY, 

Wister Kyoto rat; ELE, Eucommia leaf extract.  

 

(4) 血管中膜の厚さ  

ELE の継続摂取が血管の形態変化に与える影響を評価した．胸部大動脈

の血管中膜の厚さを血管平滑筋 SMA の免疫組織化学染色により形態計測

した結果を Fig. 6 および Fig. 7 に示す．WKY 群の血管壁では，血管平滑筋

細胞  (VSMC) が規則正しく配列していたが，SHR コントロール群では血管

壁が変形し，VSMC が肥大化していた  (Fig. 6) ．SHR コントロール群の血
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管中膜の厚さ  (124.7±5.9 μm) は，WKY 群  (90.4±3.6 μm) と比較して有意

な増大が認められた  (p<0.05) ．一方， SHR-ELE 群の血管中膜の厚さ

(101.9±1.4 μm) は， SHR コントロール群と比較して有意に低値であり  

(p<0.05) ，ELE の継続摂取により血管中膜の肥厚が抑制されることが示唆

された．  

 

 

Fig. 6. Representative histological alpha smooth muscle actin-stained images 

of the thoracic aorta of rats in the (a) Wister Kyoto rat (WKY); (b) 

spontaneously hypertensive rat (SHR)-control; and (c) SHR-Eucommia leaf 

extract (ELE) groups  

#1: arterial wall; #2: arterial media; scale bars = 100 μm.  
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Fig. 7. Thoracic aorta ring media thickness in the indicated treatment groups 

The values represent the means ± SE. (n=7). **p<0.01, as compared with the 

spontaneously hypertensive rat (SHR)-control group by Dunnett’s test . WKY, 

Wister Kyoto rat; ELE, Eucommia leaf extract.  

 

第 4 節 考察  

本研究では，6 週齢 SHR に ELE を 7 週間継続摂取させ，血管機能の低下

に与える影響について検討した．SHR における ELE の降圧作用については，

ELE を 3％または 5％混餌し自由摂取させた試験において確認されている

ことから，15,27) 本試験では ELE を 5％混餌し，ELE の評価を行った．SHR

コントロール群では，ACh による血管拡張が，WKY 群と比較して有意に低

下していた．一方，SNP による血管拡張は，各群間で差が見られなかった．

以上の結果から，SHR の大動脈では，NO 供与体である SNP に反応した血

管拡張反応を担う血管平滑筋の機能は低下していないが，ACh に反応した

血管拡張反応を担う血管内皮の機能は低下していることが確認された．

SHR の大動脈では，eNOS の活性および遺伝子発現が低下しており，32) さ

らに ACh による血管拡張が減弱していることが報告されている． 33) 本研
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究でも，SHR が血管内皮機能の低下抑制効果を評価するために適したモデ

ル動物であることを確認できた．SHR-ELE 群の ACh による血管拡張は，

SHR コントロール群よりも有意に高値であるため，ELE の継続摂取によっ

て血管機能低下が抑制されることが示唆された．さらに SHR-ELE 群の血中

NO 濃度は，SHR コントロール群よりも有意に高かったことから，ELE に

よって血管内皮細胞における NO 産生が増加することが明らかとなった．

大血管とより大きな細動脈では，NO が特に重要な血管調節因子であり，抵

抗血管では，NO，PGI2 および EDHF が，血管機能の調節に関与しているこ

とが報告されている．34) よって，ELE の継続摂取により，SHR の血管内

皮機能が改善し NO 産生が増加したことにより，大血管および抵抗血管の

弛緩作用が改善し，血圧が低下したと考えられる．  

SHR では，誘導性 NO 合成酵素  ( iNOS) の遺伝子発現が増加し，35) 酸化

ストレスの亢進による iNOS の活性化が報告されている．32) 本研究で SHR

コントロール群の血中 NO 濃度が WKY 群よりも高値であったことは，こ

れらの報告と一致している．SHR の血管内皮細胞では NAD(P)H オキシダ

ーゼが活性化し，酸化ストレスが増大することで iNOS の発現が誘導され，

36) さらに NO のバイオアベイラビリティが低下する．37) 一方，eNOS 活性

の増加と還元型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸  (NADPH) 

オキシダーゼ活性の低下は，SHR における血管内皮機能の改善と相関して

おり，38) eNOS の発現および活性の増加は，SHR の血中 NO 濃度を上昇さ

せることが報告されている．39) 従って，SHR-ELE 群で血中 NO 濃度が増加

したことは，ELE によって血管内皮機能が改善された結果であると考えら

れる．本試験では iNOS と eNOS の遺伝子発現および活性を直接測定してい

ないため，これらの変動と血中 NO 濃度の関係が不明であり，さらなる研

究が必要である．  
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 本研究では，ELE の継続摂取により SHR の血管中膜肥厚が抑制されるこ

とを確認した．NO は血管拡張作用に加えて，VSMC の異常増殖を抑制する

作用を有する．40) SHR の VSMC では NADPH オキシダーゼの遺伝子発現が

増加し，NO 産生および NO のバイオアベイラビリティが低下しているた

め，41) SHR コントロール群で血管中膜の肥厚が認められたと考えられる．

一方，SHR-ELE 群では，血管内皮の NO 産生および NO のバイオアベイラ

ビリティが改善し，VSMC の異常増殖が抑制されたことから血管中膜の肥

厚が抑制されたと考えられた．  

 杜仲葉には GEA やアスペルロシド  (ASP) を含むイリドイド配糖体，ク

ロロゲン酸  (CHA) を含むフェノール類，ケルセチンやルチンを含むフラ

ボノイド類が含まれている．それらの含有量は，GHA (5.47%) ， ASP 

(1.75%) ，CHA (0.35%) ，ケルセチン  (0.22%) ，ルチン  (0.02%) であった．

18) GEA の降圧作用については，SHR における ELE の降圧作用が GEA に

起因し，杜仲葉の主要な活性成分は GEA であること， 15,27) SHR における

GEA 単回摂取試験  (140 mg/kg) で血圧が有意に低下したことが報告されて

いる． 42) また，GEA および ASP については，直接的な抗酸化活性は報告

されていないが，GEA がマウスにおいて生体内の抗酸化システムを高める

ことが報告されている．43) 一方，CHA は in vitro 試験において抗酸化活性

を有することが確認され，44) SHR に 300 mg/kg/day で 8 週間経口投与した

試験では，活性酸素種の過剰生成を抑制することにより NO のバイオアベ

イラビリティを改善させ，高血上昇を抑制することが確認されている． 45) 

しかし，ELE における CHA の含有量は，降圧作用を示す 300 mg/kg/day よ

りも明らかに少ないため，今回の ELE の降圧作用は CHA に起因するもの

ではないことが推測される．また，ケルセチンやルチンについても，in vitro

試験で抗酸化活性を有することが確認されているが， 44) ELE における含

量は低いため，ELE の降圧作用には寄与していないことが推測される．以
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上のことから，SHR における ELE の血圧上昇抑制作用および血管機能低下

抑制作用は，GEA に起因することが考えられる．また，GEA を静脈注射し

た時の降圧作用が WKY では見られず，SHR で顕著に認められたことから，

正常ラットでは GEA が降圧作用を示さないことが報告されている． 15)   

ELE または ELE を含む食品について，毒性や有害事象はこれまで報告され

ておらず，SHR-ELE 群の各ラットが計算上 60.5 mg/kg/day の GEA を 7 週

間摂取していた本試験においても，毒性の事象は全く見られなかった．  

本試験では，ELE の継続摂取が SHR 大動脈において，ACh に反応した内

皮依存性の血管拡張機能の低下を抑制し，血中 NO 濃度を増加させ，血管

中膜肥厚を抑制することを初めて確認した．よって，ELE は血管機能低下

を抑制し，血管の健康維持に役立つ機能性素材として利用できる可能性が

示唆された．  
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第 2 章 高脂肪食負荷ラットにおける杜仲葉エキスの抗動脈硬化作用  

第 1 節 背景  

循環器疾患の多くは，高血圧，糖尿病，脂質異常症，肥満などの生活習慣

病や加齢に起因する動脈硬化の進展により発症することから，第 1 章では，

加齢に伴い血管内皮機能が低下し，高血圧を発症する SHR において，ELE の

抗動脈硬化作用を確認した．近年，内臓脂肪の蓄積を伴う肥満は，高血圧，

糖尿病，脂質異常症などの生活習慣病を誘発し，心血管疾患の危険因子が集

積した状態を示すメタボリックシンドロームの主たる構成因子となること

が報告されている．9,10) 肥満は，アディポサイトカインの分泌異常を引き起

こし，インスリン抵抗性や動脈硬化の発症および進展に関与している．46,47) 

アディポサイトカインの１つであるアディポネクチンは，脂肪細胞から特異

的に分泌される蛋白質で，抗動脈硬化作用，インスリン抵抗性や 2 型糖尿病

の改善作用，心血管保護作用などの機能を有する．内臓脂肪の蓄積により，

アディポネクチンの分泌量が低下した状態である低アディポネクチン血症

は，  2 型糖尿病や冠動脈疾患の危険因子である．12) よって，アディポネク

チンの分泌減少による生活習慣病を発症する前の早い段階で肥満を改善す

ることは，動脈硬化のリスク低減につながる．  

ELE は，HFD を 3 ヶ月摂取させメタボリックシンドロームを発症させた

SD ラットにおいて，体重，白色脂肪組織  (WAT) 重量，血糖値，血中インス

リン値，中性脂肪値およびコレステロール値を低下させ，さらにアディポサ

イトカインの分泌異常を改善させた． 25) しかし，生活習慣病を発症する前

の初期段階の肥満に対して，ELE がアディポサイトカインの分泌および動脈

硬化の発症リスクの変化に与える影響は不明である．そこで，本研究では，

30％  (w/w) ラードを含有する HFD を与え，初期段階の肥満を呈した WKY

において，ELE の継続摂取が体重，WAT 重量，血圧に与える影響を調べた．

さらに，血圧および動脈硬化の発症に影響を与えることが知られているアデ
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ィポサイトカインであるアディポネクチンおよびレプチンの血中濃度の変

化を調べた．また，ELE の継続摂取が動脈硬化の発症に与える影響を検討す

るために，第 1 章と同様に，血管中膜肥厚を調べた．  

 

第 2 節 実験方法  

(1) 実験材料  

被験物質の ELE は第 1 章第 2 節  (1) に準じた．  

 

(2) 使用薬物  

第 1 章第 2 節  (2) に準じた．  

 

(3) 実験動物  

6 週齢の WKY (24 匹 ) を日本エスエルシーから購入した．飼育は，温度 23 

± 1.0℃，相対湿度 50 ± 5%，明暗サイクル 12 時間の条件下で行い，1 週間の

予備飼育後，血圧及び体重を測定し，各群 8 匹の SBP および体重の平均値が

等しくなるように群分けした．  

 

(4) 投与方法  

１週間の予備飼育後，各群 8 匹ずつに分けた 7 週齢 WKY にそれぞれ，普

通食  (ND) ，ND に 30％  (W/W) ラードを含む HFD および HFD に 5.0％ELE

を含む HFD-ELE を 10 週間自由摂取させた．  

 

(5) 体重，摂餌量，摂水量および内臓脂肪量の測定  

体重は，試験動物を保定袋に入れて重量を測定した後，保定袋の重量を風

袋引きして算出した．摂餌量および摂水量は，給餌・給水時の重量から測定

時の重量を差し引いて算出した．体重，摂餌量および摂水量は毎週 2 回測定
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した．内臓脂肪量  (腸間膜脂肪，右腎臓周囲脂肪 ) は，投与期間終了後，エ

ーテル麻酔下で放血死させた後，測定した．  

 

(6) 血圧の測定  

第 1 章第 2 節  (5) に準じた．  

 

(7) 血管平滑筋アクチンの免疫組織化学染色と中膜肥厚の評価  

第 1 章第 2 節  (8) に準じた．  

 

(8) 血液生化学検査  

投与期間終了後，第 1 章第 2 節  (7) と同様の方法で血漿サンプルを得て，

測定まで -80℃以下で冷凍保存した．血中インスリンは超高感度ラットイン

スリン測定キット  (森永生科学研究所 ) ，アディポネクチンはマウス /ラット

アディポネクチン酵素結合免疫吸着アッセイ  (ELISA) キット  (大塚製薬 ) ，

レプチン，グルコース，ヘモグロビン A1c (HbA1c) ，遊離脂肪酸  (NEFA) ，

中 性 脂 肪  (TG) お よ び 総 コ レ ス テ ロ ー ル  (TC) は 自 動 ア ナ ラ イ ザ ー  

(Hitachi7180：日立 ) を用いて測定した．  

 

(9) 統計処理  

全てのデータは平均値±SE で表した．有意差検定は，Dunnett’s test によ

り行った．有意差水準は，危険率 5%未満  (p<0.05) を有意差ありとした．  

 

第 3 節 結果  

(1) 体重，摂餌量，摂水量および内臓脂肪量  

各群の 10 週間における体重，摂餌量，摂水量および内臓脂肪量の変化を

Table 2 に示す．HFD コントロール群および HFD-ELE 群の 1 日平均摂餌量
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は，ND 群と比較して有意に低かった．しかし，HFD コントロール群と HFD-

ELE 群では，1 日平均摂餌量に有意な差は見られなかった．1 日平均摂水量は，

摂餌量と同様に HFD コントロール群および HFD-ELE 群は ND 群と比較して有意

に低かったが，HFD コントロール群と HFD-ELE 群では有意な差が見られなかった．

各群の摂餌量から 1 日平均摂取カロリーを算出し，各群で比較を行った結果，HFD

コントロール群は ND 群よりも有意に高かったが，HFD コントロール群と HFD-

ELE 群では有意な差が見られなかった．ND 群，HFD コントロール群および HFD-

ELE 群で摂取開始時の平均体重に有意な差はなかったが (それぞれ，196.4±2.3，

202.4±3.2，204.6±3.0 g) ，投与期間終了後の体重および体重増加量において，

HFD コントロール群は ND 群および HFD-ELE 群と比較して有意に増加していた．

また，HFD コントロール群の腸間膜および腎臓周囲の内臓脂肪量は，ND 群よりも

有意に高かった．しかし，HFD-ELE 群の内臓脂肪量は HFD コントロール群より

も有意に低かった． 

 

Table 2. Rat body weight, white adipose tissue (WAT) weight and food intake 

during the 10-week study 

Variables ND HFD-control HFD-ELE 

Food intake (g/day) 18.5 ± 0.5** 14.8 ± 0.4 13.9 ± 0.3 

Water intake (ml/day) 31.5 ± 2.1** 24.5 ± 1.5 22.5 ± 0.7 

Calorie intake (kcal/day) 66.4 ± 2.0* 75.0 ± 2.2 69.9 ± 1.6 

Final body weight (g) 391.3 ± 10.2** 443.8 ± 8.2 381.1 ± 4.3** 

Body weight gain (g) 194.9 ± 10.3** 241.4 ± 7.0 176.6 ± 3.0** 

WAT (g/rat)       

Mesenteric vascular bed 2.77 ± 0.23** 5.09 ± 0.20 3.60 ± 0.20** 

Perirenal 0.41 ± 0.03** 0.64 ± 0.05 0.50 ± 0.03* 

All values represent the means ± SE. (n=8). *p<0.05, **p<0.01, as compared with 

the high-fat diet (HFD)-control group by Dunnett’s test. ND, normal diet; ELE, 

Eucommia leaf extract. 
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(2) 血圧  

各群の 10 週間における SBP の変化を Fig. 8 に示す．投与開始時，3 群間

の SBP に差は見られなかったが，HFD コントロール群の SBP が，試験開始

2 週間後の 9 週齢には ND 群に対して有意に増加し，試験終了時の 17 週齢ま

で有意に高い状態が続いた．よって，HFD 負荷により WKY において血圧の

上昇が引き起こされ，軽度の高血圧を発症していることが認められた．一方，

HFD-ELE 群の SBP は，10 週齢から 17 週齢の期間で HFD コントロール群に

対して有意に低く，ND 群に対しては摂取期間中で有意な差は認められなか

った．  

 

Fig. 8. Systolic blood pressure (SBP) in rats receiving a normal diet (ND), a 

high-fat diet (HFD) (HFD-control) or a HFD containing Eucommia leaf extract 

(HFD-ELE) over the 10-week study period, when the animals were 7-17 weeks 

old 

All values represent the means ± SE. (n=8). **p<0.01, as compared with the HFD-

control group by Dunnett’s test.  
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(3) 血管中膜の厚さ  

ELE の継続摂取が肥満状態の血管形態変化に与える影響を評価するため

に，胸部大動脈の血管中膜の厚さを血管平滑筋 SMA の免疫組織化学染色に

より形態計測した．血管中膜の厚さを血管平滑筋 SMA の免疫組織化学染色

により形態計測した結果を Fig. 9 および Fig. 10 に示す．ND 群および HFD-

ELE 群の VSMC は整列した状態であったが，HFD コントロール群の VSMC

は不規則に整列しており，中膜肥厚が認められた  (Fig. 9, #2) ．血管中膜の

厚さを測定した結果，HFD コントロール群は，ND 群および HFD-ELE 群よ

りも有意に高かった  (それぞれ，114.4±4.0，82.6±3.3 および 98.8±4.6 μm) ．

また，HFD-ELE 群の血管中膜の厚さは，ND 群よりも有意に低かった．  

 

 
 

Fig. 9. Immunohistochemical visualization of the medial thickness of the 

thoracic aorta from rats that received （a） a normal diet (ND), （b）a high-fat 

diet (HFD) (HFD-control), or （c） a HFD with Eucommia leaf extract (HFD-

ELE) 

#1: adventitia; #2: media; #3: intima; scale bar = 100 μm.  
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Fig. 10. Thoracic aortic ring medial thickness in rats that received a normal 

diet (ND), a high-fat diet (HFD) (HFD-control), or a HFD with Eucommia leaf 

extract (HFD-ELE) 

The values represent the means ± SE. (n=8). *p<0.05, **p<0.01, as compared with 

the HFD-control group by Dunnett’s test.  

 

(4) 血液生化学検査  

投与期間終了後，採血した血液の生化学的分析の結果を Table 3 に示す．

糖代謝マーカーである血糖値，インスリンおよび HbA1c は，各群間で有意

な差は見られなかった．血中の NEFA，TG および TC についても，同様に各

群間で有意な差はなかった．アディポサイトカインの分析結果は，Fig. 11 に

も示した．HFD-ELE 群のアディポネクチンは，ND 群および HFD コントロ

ール群よりも有意に増加した  (それぞれ，4.8±0.3，3.5±0.4 および 3.8±0.2 

μg/ml) ．レプチンは，ND 群に対して HFD コントロール群および HFD-ELE

群で有意に増加した  (それぞれ，1.9±0.4，2.7±0.6，2.4±0.4 ng/ml) ．アディ

ポネクチン /レプチン比は，ND 群に対して HFD コントロール群で有意に低

下し，HFD コントロール群に対して HFD-ELE 群で有意に増加した．  
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Table 3. Blood components in rats that received a normal diet (ND), a 

high-fat diet (HFD) (HFD-control), or a HFD-Eucommia leaf extract 

(HFD-ELE) at the end of the experimental period 

Variables ND HFD-control HFD-ELE 

Glucose (mg/dL) 162.9 ± 71.0 128.1 ± 16.7 114.0 ± 23.7 

Insulin (ng/mL) 0.5 ± 0.3 0.7 ± 0.3 0.7 ± 0.3 

HbA1c (%) 4.2 ± 0.2 4.1 ± 0.1 4.1 ± 0.2 

NEFA (μEq/L) 667.3 ± 308.5 710.1 ± 274.1 741.4 ± 157.5 

TG (mg/dL) 29.1 ± 9.6 38.4 ± 7.7 36.0 ± 12.5 

TC (mg/dL) 119.3 ± 9.8 116.1 ± 7.4 114.3 ± 8.5 

Adiponectin (μg/mL) 3.5 ± 0.4 3.8 ± 0.2 4.8 ± 0.3** 

Leptin (ng/mL) 1.9 ± 0.4** 2.7 ± 0.6 2.4 ± 0.4 

Adiponectin/leptin ratio 1.9 ± 0.2 1.5 ± 0.1 2.1 ± 0.2* 

All values represent the means ± SE. (n=8). *p<0.05, **p<0.01, as compared with 

the HFD-control group by Dunnett’s test. 
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Fig. 11. Plasma levels of (a) adiponectin and (b) leptin, and (c) 

leptin/adiponectin ratio in rats that received a normal diet (ND), a high-

fat diet (HFD)-control, and a HFD-Eucommia leaf extract (ELE) at the 

end of the experimental period 

The values represent the means ± SE. (n=8). *p<0.05, **p<0.01, as compared 

with the HFD-control group by Dunnett’s test.  
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第 4 節 考察  

本研究では，HFD 負荷により初期段階の肥満を呈した WKY に ELE を継

続摂取させ，体重，内臓脂肪量，血圧，血中アディポサイトカイン濃度およ

び中膜肥厚に与える影響を検討した．HFD コントロール群の体重，内臓脂肪

量および血圧は，ND 群と比較して有意に上昇した．一方，血中の糖代謝マ

ーカーおよび血中脂質値については，2 群間で有意な差は見られなかったこ

とから，HFD コントロール群は，インスリン抵抗性および脂質異常症を呈し

ていない初期の肥満状態であると考えられる．ELE の抗肥満効果については，

HFD を負荷し，メタボリックシンドロームを発症させたラットを用いた試験

で既に確認されているが， 25,26) 初期の肥満状態を示したラットにおいても

同様に抗肥満効果を示すことを確認した．  

HFD コントロール群では，ND 群と比較して，血圧，血中レプチン濃度，

血管中膜肥厚が有意に増加した．レプチンは，交感神経を活性化し，血圧を

上昇させることから， 48,49) 血中レプチンの増加が，HFD コントロール群の

SBP の上昇に影響している可能性がある．さらに，レプチンは VSMC の増

殖，血管リモデリングおよび血管の肥大化を促進することから，50) HFD コ

ントロール群で有意な中膜肥厚が認められたと考えられる．しかし，HFD-

ELE 群では HFD コントロール群と同様にレプチン濃度が上昇しているにも

関わらず，SBP および血管中膜肥厚が，HFD コントロール群と比較して有意

に低下していた．これには，ELE の血管内皮依存性の血管拡張作用による降

圧作用 29) と，それに伴う血管への負荷の低減が関係している可能性も考え

られるが，HFD-ELE 群の血中アディポネクチン濃度が HFD コントロール群

に対して有意に増加したことも影響していると考えられる．  

アディポネクチンは，レプチンと同様に脂肪細胞から分泌されるアディポ

サイトカインであり，脂肪酸の代謝，NO 依存性の血管拡張，平滑筋細胞の

増殖抑制を促進する作用を有し，インスリン抵抗性や 2 型糖尿病の改善作用，
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抗動脈硬化作用を示す． 12,51,52) よって，HFD-ELE 群では，血中アディポネ

クチン濃度が増加したことにより，HFD 負荷に起因する SBP の上昇および

血管中膜肥厚が抑制されたことが推測される．さらに，HFD-ELE 群の血管中

膜肥厚は ND 群よりも有意に低いことから，増加したアディポネクチンによ

って，加齢に伴う中膜肥厚も抑制されたと考えられる．本研究により，ELE

が生活習慣病による動脈硬化の発症リスクを低減するだけでなく，加齢によ

る動脈硬化の発症リスクも低減する可能性が考えられ，ELE の機能性食品と

してのさらなる価値が示唆された．  

アディポネクチンは動脈硬化のマーカーとして利用されており， 53) 低値

になると，動脈硬化のリスクが増加することが報告されている． 46) レプチ

ンは全身性の動脈硬化との相関が報告されており， 54) 血中濃度が増加する

ことで動脈硬化のリスクが増加する．それゆえ，アディポネクチンとレプチ

ンの濃度比が，2 型糖尿病を伴う肥満患者においてアテローム性動脈硬化の

指標となること，55) アディポネクチン /レプチン比が，将来の循環器疾患の

予測マーカーになることが報告されている． 56) 初期段階の肥満状態でも，

動脈硬化は進展することが報告されており，57) 本試験の HFD 負荷ラットに

おいても動脈硬化の進展を確認することができた．本試験では，初期段階の

肥満状態でも ELE がアディポネクチンを増加させ，血管中膜肥厚を抑制す

ることを確認できたことから，ELE の抗動脈硬化作用を示唆する．  

本試験では，ELE の継続摂取が，インスリン抵抗性や脂質異常症を伴わな

い初期段階の肥満を呈した WKY に対して，降圧作用，抗肥満作用，中膜肥

厚抑制作用，血中アディポネクチン濃度およびアディポネクチン /レプチン

比の増加作用を示すことを初めて確認した．初期段階の肥満であっても，自

覚症状がないまま動脈硬化は進展する．そのため，ELE の継続摂取により，

初期の肥満状態の改善に加えて，動脈硬化の発症リスクの低減が図れること

は非常に有益であると考えられる．以上の結果から，疾病に罹患する前から
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ELE を継続摂取しておくことで，初期の肥満を改善し，血中アディポネクチ

ンを増加させ，動脈硬化の発症リスクを低減できる可能性が示唆された．  
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第 3 章 杜仲葉エキスの血管機能低下抑制作用の機序  

第 1 節 背景  

第 1 章では，ELE の継続摂取が SHR 大動脈において，ACh に反応した内

皮依存性の血管拡張機能の低下を抑制し，血中 NO 濃度を増加させ，血管中

膜肥厚を抑制することを確認した . 

第 2 章では，ELE の継続摂取が，インスリン抵抗性や脂質異常症を伴わな

い初期段階の肥満を呈した WKY に対して，降圧作用，抗肥満作用，中膜肥

厚抑制作用，血中アディポネクチン濃度およびアディポネクチン /レプチン

比の増加作用を示すことを確認した．  

本研究では，ELE の血管機能低下抑制作用および抗動脈硬化作用の機序を

明らかにするために，ELE の主要成分であり降圧作用の関与成分であること

が知られている GEA (Fig. 12) の作用を検討した．GEA は，SHR に静脈注射

した時の降圧作用が確認され，その降圧作用は，正常ラットである WKY で

は見られず，SHR で顕著に認められることが報告されている． 15) また，ヒ

ト試験では，正常高値血圧者および軽症高血圧者を対象とした二重盲検プラ

セボ対照並行群間比較試験において，GEA を 85mg 含む ELE 配合食品の降

圧作用が確認されている．30) この GEA の作用を調べることで，ELE の作用

機序を検討することとした．  

クチナシ  (Gardenia jasminoides J.Ellis) の乾燥果実であるサンシシ  (山梔

子 ) およびオオバコ  (Plantago asiatica L.) の

花期の全草を乾燥したシャゼンソウ  (車前草 ) 

は，生薬として利用されており，主要成分とし

て GEA を含有している． 60) クチナシの果実

は，降圧作用および脳での抗血栓作用を有する

ことが報告されており，オオバコハーブは，環

状アデノシン一リン酸  (cAMP) ホスホジエ Fig. 12. Geniposidic acid 
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ステラーゼを阻害することによる降圧作用，抗菌作用，抗炎症性作用および

抗アレルギー作用および鎮痛作用が報告されている． 61) しかし，これらの

生薬に含まれる GEA の有効性については， in vitro 試験による報告が多い．

HFD 負荷によりアテローム性動脈硬化を発症させたウサギに GEA の反復投

与を行った試験では，血管内膜に浸潤した泡沫細胞数の減少，平滑筋細胞の

増殖抑制，アテローム性動脈硬化の改善が認められ，GEA の抗炎症作用およ

び血管保護作用が報告されている．62) しかし，GEA の血管に対する有効性

については，十分に解明されていない．  

伝統的な薬用植物には，作用が緩やかで副作用が少ないものが多くあり，

それらは生体調節物質の分泌に間接的に影響を与えている可能性が考えら

れる．生体調節物質の１つである心房性ナトリウム利尿ペプチド  (ANP) は，

Kangawa らによって初めて単離同定された 28 個のアミノ酸よりなるペプチ

ドホルモンである． 63) ANP は主に心房細胞から分泌され，身体の様々な臓

器に発現している A 型ナトリウム利尿ペプチド受容体  (NPR-A) に結合し，

環状グアノシン一リン酸  (cGMP) をセカンドメッセンジャーとした血管拡

張作用，利尿作用，血管平滑筋の増殖抑制作用，アディポネクチン分泌促進

作用，心肥大抑制作用，交感神経抑制作用など様々な生理作用を示す．64-66) 

心臓前負荷が著しく増加する急性心不全では，血中 ANP 濃度が顕著に増加

するが，これは ANP の血管拡張作用および利尿作用により，心臓の負荷を

低下させようとする生体反応であると考えられている．日本では，ANP がヒ

ト心房性ナトリウム利尿ペプチド  (hANP) 製剤として臨床応用され，1995

年に急性心不全治療薬として承認されている． 65)  

ANP は心房細胞の顆粒に貯留されており，体液量の上昇などに伴う心房筋

の伸展刺激に応答して分泌される．一方，その分泌機序とは別に，Kim らは

グルカゴン様ペプチド -1 (GLP-1) 受容体  (GLP-1R) のアゴニストによって

も，ANP が分泌されることを報告した  (Fig. 13) ．67) GLP-1R アゴニストは，
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GLP-1R を介して降圧効果や抗肥満効果を示すことが報告されている．それ

らの効果に心房細胞の GLP-1R を介して分泌された ANP が関与しているこ

とが，初めて明らかにされた．GLP-1R は，膵臓，心臓，血管，脳，肺，肝

臓，胃など様々な臓器で発現しており，68,69) GLP-1R を介した生理作用が近

年盛んに研究されている．その１つとして，ラット脊髄の GLP-1R がホルマ

リンにより誘導した慢性疼痛の軽減に関与しており，その GLP-1R の活性化

評価試験において，GEA を含むゲニポシド類縁体が GLP-1R に作用すること

が報告された．70) これまで ELE で報告されている降圧作用，19) 利尿作用，

20) 中膜肥厚抑制，58) などの循環器への作用は，上述の ANP の作用と類似

している点が多い．そこで，本研究では GEA が GLP-1R アゴニストとして

作用し，ANP の分泌に関与している仮説を立てた．本研究では，SHR におい

て GEA の単回経口投与が SBP に与える影響を検討し，最も降圧作用が見ら

れる投与量および投与後の時間を調べた．さらに，その投与量で GEA の単

回経口投与を行った場合の SBP，心拍数  (HR) ，血中 ANP 濃度および血中

GLP-1 濃度の変化を調べ，GEA の血管に対する作用機序を検討した．  
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Fig. 13. Mechanism of atrial natriuretic peptide (ANP) secretion from the 

atrium 

（引用文献 67 より作図）  
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第 2 節 実験方法  

(1) 実験材料  

杜仲葉を熱水抽出し，製したエキスを Diaion HP20 にて分画された H2O 画

分の一部  (700 g) を MCI gel CHP 20P (H2O, MeOH) に付し，Daisogel SP-120-

40/60 ODS-B (50%MeOH) で精製し GEA (86.0 g, 純度 98.9%) を得た．  

 

(2) 使用薬物  

各試薬は次のものを使用した．イソフルラン，アプロチニン  (和光純薬工

業 ) ．  

 

(3) 実験動物  

15 週齢の SHR (SHR/NCrlCrlj，24 匹 ) を日本チャールス・リバーから購入

した．飼育は，温度 23 ± 1.0℃，相対湿度 50 ± 5%，明暗サイクル 12 時間の

条件下で行い，1 週間の予備飼育後，実験に使用した．  

 

(4) 投与方法  

GEA の至適投与量と ANP および GLP-1 の血中濃度の測定ポイントを検討

するために，GEA の用量設定試験を行った．1 週間の予備飼育後，各群 6 匹

ずつに分けた 16 週齢 SHR に，GEA の投与量がそれぞれ，10，50 および 100 

mg/kg 体重になるように，SHR の体重および精製した GEA の純度から算出

した至適濃度の GEA 溶液を調製し経口投与した．コントロールは，純水の

みを投与した．ANP および GLP-1 の血中濃度の測定は，最も降圧作用が見

られた GEA 100 mg/kg の投与時に行い，GEA 投与による影響をコントロー

ルと比較した．  

 

(5) 血圧および心拍数の測定  
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SBP および HR は，第 1 章第 2 節  (5) と同様にテールカフ法により測定し

た．GEA の用量設定試験では，経口投与直前および投与 3，6，9 および 24

時間後に SBP を測定した．次に，最も降圧作用が見られた GEA 100 mg/kg

の投与時には，投与 6 時間後に SBP および HR を測定した．  

 

(6) 血中 GEA 濃度の測定  

GEA (100 mg/kg) の経口投与 6 時間後に，SBP および HR を測定した後，

ラットを 2％イソフルランで麻酔し , 腹部大動脈から採血した．血液を

10%EDTA-2K 抗凝固剤およびアプロチニンを含むチューブに移し混和した

後，遠心分離  (1,000g，4℃，15 分間 ) を行い，得られた上清を血漿サンプル

として，測定まで -80℃以下で冷凍保存した．血漿 300 µL とメタノール /アセ

トニトリル混合溶媒  (1:1) 900 µL をマイクロチューブに添加し，30 秒間撹

拌後，遠心分離  (12,000rpm，4℃，10 分 ) を行い，得られた上清を測定に用

いた．血中 GEA 濃度は，LC-MS を用いて測定した．分析条件は，カラムが

Chemcobond 5-ODS-W，4.6 mm×300 mm (Chemco Plus Scientific Co., Ltd) を

使用，移動相が  (A) 0.01%ギ酸含有水 / (B) 0.01%ギ酸含有メタノール，グラ

ジエントが 0% (0→5 分 ) ，0→50% (B) (5→35 分 )，カラム温度が 40℃，流速

が 0.5 mL/min，検出波長が 245nm とした．MS でのイオン化・イオン検出は，

ESI (+) の SIR モード，キャピラリー電圧は 3.5 kV，ソース温度は 120℃，

デソルベーション温度は 350℃，N2 ガス流量  (コーン ) は 50 L/hr，N2 ガス

流量  (デソルベーション ) は 600 L/hr，コーン電圧は 26 V とした．SIR モー

ドでは，ナトリウム付加型分子に由来する m/z 397.06 を指定した．分析は標

準添加法で行った．  

 

(7) 血中 ANP 濃度の測定  

血中 ANP 濃度の測定は，サンドイッチ化学発光酵素免疫測定法 79) により
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行った．国立循環器病研究センターより供与された測定キット類および

SpectraMax L ルミノメーター  (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) を用

いて，血漿中の ANP 濃度を測定した．一次抗体であるラット /マウスα -ANP 

ポリクローナル抗体が固相化されたマイクロプレートの各ウェルに，洗浄液

350 µL を添加し，3 回洗浄を行った．内容物を除去した後，各ウェルに Assay 

Buffer 50 µL を添加し，さらに検量線用の標準溶液および血漿サンプルを所

定のウェルに 50 µL 添加した．マイクロプレートをシールし，4℃で 24 時間，

振盪しながら反応させた．次に内容物を除去し，各ウェルに洗浄液 350 µL を

添加し，3 回洗浄を行った．洗浄液を除去した後，各ウェルに二次抗体溶液  

(アルカリホスファターゼ標識  Fab’溶液 ) を 100 µL ずつ添加し，マイクロ

プレートをシールして室温で 1 時間，振盪しながら反応させた．内容物を除

去した後，各ウェルに洗浄液 350 µL を添加し，4 回洗浄を行った．洗浄液を

除去した後，各ウェルに発光基質溶液を 100 µL ずつ添加し，室温で 20 分間

静置し発光させた．最後に SpectraMax L ルミノメーターを用いて 527 nm の

発光度を測定し，測定値から Blank 値を差し引き，標準試料を使用して作成

した検量線より，血漿中の ANP 濃度を算出した．  

 

(8) 血中 GLP-1 濃度の測定  

血中 GLP-1 濃度は，ラット GLP-1 ELISA キット  (和光純薬工業 ) を用いて

測定した．血中 GLP-1 濃度は，血漿中の活性型 GLP-1 および不活性型 GLP-

1 を含めた総 GLP-1 濃度として測定した．マルチプレートリーダー  (SPARK 

10M，テカン ) を用いて，490 nm の発光度を測定し，測定値から Blank 値を

差し引き，標準試料を使用して作成した検量線より，血漿中の GLP-1 濃度を

算出した．   

 

(9) 統計処理  
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全てのデータは平均値±SE で表した．有意差検定は， 2 群間の比較を

Student’s t-test により行い，多重比較を Dunnett’s test により行った．有意差

水準は，危険率 5%未満  (p<0.05) を有意差ありとした．  

 

第 3 節 結果  

(1) ゲニポシド酸の単回経口投与試験  

GEA の単回経口投与試験の結果を Fig. 14 に示す．GEA 投与前の SBP か

ら経口投与 3，6，9 および 24 時間後の SBP の変化量を調べた結果，投与 6

時間後，コントロール群では SBP の変化が見られなかったが，GEA 50 およ

び 100 mg/kg 群では SBP の変化量が，用量依存的にコントロール群と比較し

て有意に低下した．投与前の SBP は，コントロール群，GEA 50 および 100 

mg/kg 群で，それぞれ，196.3±5.6，204.1±6.4，および 203.2±2.0 mmHg であ

ったが，投与 6 時間後には，GEA 50 および 100 mg/kg 体重群の SBP がコン

トロール群と比較して有意に低下した  (それぞれ，166.6±2.6，153.0±2.7，お

よび 183.6±7.2 mmHg) ．  
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Fig. 14. Changes in the systolic blood pressure (SBP) of 16-week-old 

spontaneously hypertensive rats following a single oral administration of the 

indicated dose of geniposidic acid (GEA) or purified water (control) 

The values represent the means ± SE. (n=6). *p<0.05, **p<0.01, compared with the 

control group by Dunnett’s test.  
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(2) ゲニポシド酸の血中 ANP 濃度に与える影響  

GEA の単回経口投与試験において，最も降圧作用が見られた 100 mg/kg の

投与量で再度，GEA を経口投与し，投与 6 時間後の SBP，HR，血中 GEA，

ANP および GLP-1 濃度の変化を調べた  (Fig. 15) ．GEA 投与群の SBP は，

コントロール群よりも有意に低下した  (それぞれ， -26.0±4.1， -9.5±3.1 

mmHg) ．HR についても同様に，GEA 投与群はコントロール群よりも有意

に低下した  (それぞれ，-16.1±2.9，-0.8±4.6 mmHg) ．GEA 投与群の血中 GEA

濃度は，147.9±16.4 nM であったが，コントロール群では血中 GEA は検出さ

れなかった．血中 ANP 濃度については，コントロール群と比較して，GEA

投与群で有意な増加が認められた  (それぞれ，46.2±5.3，69.4±5.2 pM) ．血

中 GLP-1 濃度は，2 群間で有意な差はなかった．  
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Fig. 15. (a) Systolic blood pressure (SBP), (b) heart rate (HR), and plasma 

levels of (c) geniposidic acid (GEA), (d) atrial natriuretic peptide (ANP) and 

(e) Glucagon-like peptide 1 (GLP-1) at 6h after GEA oral administration in 

spontaneously hypertensive rats (SHR) 

The values represent the means ± SE. (n=6). **p<0.01, as compared with the 

control group by Student’s t-test. 
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第 4 節 考察  

本研究では GEA が GLP-1R アゴニストとして作用し，ANP の分泌に関与

している仮説を立て，SHR に GEA を単回経口投与した時の SBP，HR，血中

ANP 濃度，血中 GLP-1 濃度に与える影響について検討した．GEA をそれぞ

れ，10，50 および 100 mg/kg 体重になるように経口投与し，投与後 3，6，9

および 24 時間後の血圧の変化を調べた．投与 6 時間後，コントロール群で

は SBP の変化が見られなかったが，GEA 50 mg/kg 群および 100 mg/kg 群で

は SBP の変化量が，用量依存的にコントロール群と比較して有意に低下し

た．GEA 100 mg/kg 群で最大の降圧作用を示したことから，GEA の至適投与

量を 100 mg/kg とし，投与 6 時間後の SBP，HR，血中 GEA，ANP および血

中 GLP-1 濃度の変化を調べた．結果は，GEA 投与群で SBP および HR が有

意に低下し，血中 ANP 濃度が有意に増加した．  

ANP は血管平滑筋の NPR-A に作用し，cGMP を増加させ血管平滑筋を弛

緩させることから， 64,65) 増加した ANP が GEA 摂取による血圧低下に関与

していることが考えられた．SHR に 1 週間のうち 5 日間，1 時間の水泳をさ

せ，8 週間飼育後の血圧や血中 ANP 濃度を調べた研究が報告されている．71) 

水泳をしないコントロール SHR 群の血中 ANP 濃度が 120 pg/ml 程度であっ

たのに対して，水泳をした SHR 群は 240 pg/ml 程度で有意に増加していた．

また，水泳をした SHR 群の SBP は，コントロール SHR 群よりも有意に低下

していた．一方，今回の試験では，GEA 単回経口投与時の血中 ANP 濃度が

コントロール群で 46.2 pM (141.5 pg/ml) ，GEA 投与群で 69.4 pM (212.5 pg/ml)

で，GEA 群の SBP は，コントロール群よりも有意に低下していた．上述の

水泳をした SHR と今回の試験で GEA を単回経口投与した SHR では，血中

ANP 濃度の増加が同程度で，どちらも降圧作用が見られることから，GEA に

よる降圧作用には，血中 ANP 濃度の増加が関与していると考えられる．HR

については，SHR および SD ラットに GEA を静脈注射し，15 分後の HR に
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有意な変化がなかったことが報告されている． 15) 一方，本試験では，GEA

の単回経口摂取の 6 時間後に，HR が低下していることが確認された．上述

の 2 つの試験は，GEA の投与方法，投与量および投与後の測定時間が大きく

異なることから，GEA の摂取が HR に与える影響については，今後も更なる

検証が必要であると考えられる．  

ラットにおいて GEA は薬物動態が分析され，経時的な血中濃度の変化が

報告されている．72,73) また，イリドイド配糖体は，アグリコンになると不安

定で急速に青～紫色になることが報告されている．74) よって，GEA は経口

投与後，吸収され安定した状態で血中に移行していると考えられる．本研究

では，ANP の分泌が増加した時に，GEA が血中に存在していることを確認

した．Gong らは，in vitro および in vivo 試験で，いくつかのイリドイド配糖

体について GLP-1R に対する親和性を調べ， GLP-1R アゴニストである

Exenatide および GLP-1R アンタゴニストである Exendin (9-39) (EA) を用い

た試験との比較により，GEA が GLP-1R アゴニストとして作用する可能性を

報告している． 70) また，GEA はラットおよびヒト GLP-1R に対してアロス

テリック部位に結合する新規のアゴニストであり，EA と同じ結合部位に作

用する可能性が示されている．GLP-1R アゴニストは降圧作用を示すことが

知られていたが，その機序の詳細は不明であった．しかし，2013 年に Kim ら

は，はじめて GLP-1 による血管平滑筋の弛緩に ANP が必要であることを証

明した．67) Liraglutide のような GLP-1R アゴニストが心房細胞の GLP-1R に

作用すると，cAMP が増加し，これにより Epac2 が有芯小胞  (LDCV) の膜へ

移動し，LDCV から ANP が分泌させる  (Fig. 16) ．血中に放出された ANP

は，血管平滑筋の受容体に作用すると，cGMP を介して血管平滑筋を弛緩さ

せ，血圧を低下させる．本試験では，コントロール群と GEA 投与群の血中

GLP-1 濃度に差が認められなかったことから，  GEA は Liraglutide のような

GLP-1R アゴニストと同様に，GLP-1R に作用し ANP の分泌を増加させたこ



 46

とが考えられる．GEA の GLP-1R アゴニスト作用を確認するために，5 週齢

SHR に GEA のみおよび GLP-1R アンタゴニストである EA を GEA と一緒に

静脈注射した場合の血圧に与える影響を調べた．その結果，GEA 投与群では，

投与 20 分後に血圧が有意に低下したが，EA を同時に投与した群  (EA 群 ) で

は血圧が低下せず，GEA による降圧作用が消失していた  (unpublished) ．ま

た，GEA 投与群では，投与 10 分後に血中 ANP が有意に増加したが，EA 群

ではその増加が見られなかった．以上の結果から，GEA は GLP-1R に作用し

ANP の分泌を増加させることが示唆された．  

ANP は，血管平滑筋の NPR-A に作用し降圧作用を示すが，血管内皮細胞

の C 型ナトリウム利尿ペプチド受容体  (NPR-C) に作用し，eNOS を活性化

することで NO 産生を増加させることが報告されている． 75) よって，第 1

章の SHR において，ELE の継続摂取が血中 NO 濃度を増加させたことは，

GEA により増加した ANP の作用が関与している可能性がある．また，ANP

は血管平滑筋の増殖抑制作用を有するため 66,76) ，第 1 章の SHR および第 2

章の HFD 負荷 WKY において確認された ELE 摂取による中膜肥厚抑制作用

は，GEA により増加した ANP が関与していると考えられる．さらに，ANP

は，アディポネクチン分泌促進作用を有することから 66) ，HFD 負荷 WKY

において確認された ELE 摂取による血中アディポネクチン濃度の増加は，

同様に ANP の増加が関与していると考えられる．以上のことより，第 1 章

の SHR および第 2 章の HFD 負荷 WKY において確認された ELE 摂取による

血管機能低下抑制作用および抗動脈硬化作用は，ELE に含有される GEA に

より ANP の分泌が増加したことによる作用であると考えられる．  

 Liraglutide，Exenatide，Lixisenatide などの GLP-1R アゴニストは，2 型糖

尿病の治療薬として開発されている．これらの GLP-1R アゴニストは，高血

糖，高血圧，体重を改善する．77,78) これらの医薬品はペプチドホルモンであ

るため経口摂取には適さないため，何れも注射薬として使用されている．し
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かし，日々の食生活の中で，GLP-1R アゴニストを天然食品や食品原料とし

て経口摂取できれば，循環器疾患のリスクを低減する上で非常に有益である． 

GEA は様々な in vivo 試験において，高い生理活性を示すことが少なかっ

たため，薬用植物原料の中では，これまであまり注目はされていなかった．

しかし，本研究により，長い食経験がありかつ特定保健用食品としても安全

性が確認されている ELE の主要成分である GEA が，安全な GLP-1R アゴニ

ストとして利用できることが示唆された．以上のことから，GEA を含む ELE

は，血管機能低下を抑制し，血管中膜肥厚を含めた動脈硬化の発症リスクを

低減することで，血管の健康維持に役立つ機能性素材として利用できること

が示唆された．  
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Fig. 16. Geniposidic acid (GEA) increases plasma atrial natriuretic peptide 

(ANP) by activating Glucagon-like peptide 1 receptors (GLP-1Rs), preventing 

vascular dysfunction and aortic media hypertrophy in rats 
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総 括 

 

第 1 章では，加齢に伴い血管内皮機能が低下する SHR に ELE を継続摂取

させ，血管拡張反応を含めた血管機能を評価し，その影響を検討した．さら

に，ELE が動脈硬化の発症に与える影響を検討するために，動脈硬化の初期

に見られる形態変化である血管中膜肥厚を調べた．その結果，ELE の継続摂

取が SHR 大動脈において，ACh に反応した内皮依存性の血管拡張機能の低

下を抑制し，血中 NO 濃度を増加させ，血管中膜肥厚を抑制することを初め

て確認した．よって，ELE は血管機能低下を抑制し，血管の健康維持に役立

つ機能性素材として利用できる可能性が示唆された．  

第 2 章では，HFD 負荷により初期段階の肥満を呈した WKY において，

ELE の継続摂取が体重，内臓脂肪量，血圧，血中アディポサイトカイン濃度

に与える影響を検討した．さらに，ELE が動脈硬化の発症に与える影響を検

討するために，第 1 章と同様に血管中膜肥厚を調べた．その結果，ELE の継

続摂取が，初期段階の肥満を呈した WKY の体重，内臓脂肪量，血圧を減少

させ，血中アディポネクチン濃度およびアディポネクチン /レプチン比を増

加させることを確認した．これらの結果より，HFD 負荷 WKY の血管中膜肥

厚が抑制され，抗動脈硬化作用を示すことが考えられた．よって，ELE は疾

病に罹患する前の初期段階の肥満に対しても，降圧作用と抗肥満効果を示し，

動脈硬化の発症リスクを低減することが明らかとなった．以上の結果から，

杜仲葉を疾病に罹患する前から継続摂取しておくことで，初期の肥満を改善

し，動脈硬化の発症リスクを低減できる可能性が示唆された．  

第 3 章では，ELE の血管機能低下抑制および抗動脈硬化作用の作用機序を

明らかにするために，ELE の主要成分であり降圧作用の関与成分であること

が知られている GEA を SHR に単回経口投与し，GEA の ANP 分泌促進作用

について検討した．GEA の単回経口投与は，濃度依存的に SBP を低下させ，
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GEA (100 mg/kg) の投与時に最大の降圧作用を示した．次に，GEA の至適投

与量を 100 mg/kg とし，投与 6 時間後の SBP，HR，血中 GEA，ANP および

血中 GLP-1 濃度の変化を調べた．結果は，GEA 投与群で SBP および HR が

有意に低下し，血中 ANP 濃度が有意に増加した．また，GEA 投与群でのみ，

血中から GEA が検出されたことから，GEA が経口投与後，吸収され体内を

循環していることを確認した．ANP 分泌を引き起こす GLP-1 の血中濃度は，

コントロール群と GEA 投与群の両群で差がなかった．よって，GEA が心房

細胞上の GLP-1R にアゴニストとして作用し，ANP の分泌を増加させた可能

性が示唆された．GEA の GLP-1R アゴニスト作用を確認するために，5 週齢

SHR に GEA のみおよび GLP-1R アンタゴニストである EA を GEA と一緒に

静脈注射した場合の血圧に与える影響を調べた．その結果，GEA 投与群では，

投与 20 分後に血圧が有意に低下したが，EA を同時に投与した群  (EA 群 ) で

は，血圧が低下せず，GEA による降圧作用が消失していた．また，GEA 投

与群では，投与 10 分後に血中 ANP が有意に増加したが，EA 群ではその増

加が見られなかった．以上の結果から，GEA は GLP-1R に作用し ANP の分

泌を増加させることが示唆された．  

本研究では，天然食品成分である GEA が，GLP-1R アゴニストとして，経

口投与で ANP の分泌を増加させることを初めて発見した．ANP は血管拡張

作用，血管内皮機能の改善作用，血管平滑筋の増殖抑制作用，アディポネク

チン分泌促進作用など様々な生理作用を有する．よって，ELE は GEA によ

る ANP 分泌増加作用により，血管機能低下抑制作用を示し，中膜肥厚を含

めた動脈硬化の発症リスクを低減することが考えられた．GEA には，杜仲茶

としての食経験や ELE を含有した特定保健用食品としての摂取実績がある

ため，その安全性は非常に高いと考えられる．本研究の知見により，杜仲葉

が血管の健康維持を目的とした新たな機能性素材として利用されることが

期待される．  
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