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研究成果の概要：遺伝性食後高 TG血症家兎（PHT）では，① 血漿脂質は食後著明に増加し，リ

ポ蛋白分画では、CM、VLDL の顕著な上昇，一方，総コレステロールの増加はわずかであること，

② 糖代謝，インスリン抵抗性の悪化，③ 血管内皮機能の障害，以上が認められた．食餌性高

コレステロール血症ラットでは，血小板凝集反応は著明に亢進したが，アルコール除去赤ワイ

ンポリフェノール化合物の長期併用投与は，亢進した血小板凝集反応を著明に抑制し，また血

管機能改善作用を示した． 
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2007 年度 2,200,000 660,000 2,860,000 
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研究分野：医歯薬学 
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リフェノール，遺伝性食後高 TG 血症家兎（PHT），食餌性高コレステロール血症

ラット 
 
１．研究開始当初の背景 

 いわゆるメタボリックシンドロームは，

インスリン抵抗性，高血圧，脂質代謝異常

等を呈する病態で，冠動脈疾患や脳卒中の

リスクが大きい．なかでも高コレステロー

ル血症や高血糖が，粥状動脈硬化の発症・

進展に密接にかかわっていることは良く知

られている．一方，中性脂肪の関与につい

ては不明な点が多いが，最近，① 高ＴＧ血

症が，酸化ストレスを増加させ内皮機能障

害をおこすこと，② 高コレステロールと高

ＴＧの相互作用も心筋梗塞の危険をさらに

増加させること等がわかり，高 TG 血症の動

脈硬化促進因子としての役割に注目が集ま

っている．  
最近我々は，脂質代謝異常による動脈硬化

症を研究するために，遺伝性高中性脂肪血症

モデル，すなわちコレステロールに加えて中

性脂肪値が著明に高い（TGH）兎と低い（TGL）

兎の開発に成功し，これらTGHとTGL兎の血管

機能，循環動態を比較検討した．その結果TGH

では，コレステロールのみが高いTGL兎に比

べ，内皮依存性血管弛緩反応が著明に低下す

ること，動脈硬化の促進，血管壁の弾性低下
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を示唆する脈圧が有意に低下していること

を見出した．しかし，このような機能変化が

TGとコレステロールとの共同作用によるも

のか，中性脂肪単独によりもたらされるのか

は明らかにはできなかった．申請者らは，中

性脂肪の関与解明を目的に，疾患モデルの開

発を進めてきた．その結果，絶食時の脂質は

正常であるが，食後TGのみが顕著に増加する

遺伝性食後高中性脂肪血症 (PHT) 兎の開発

に成功した（平成14年日本・平成15年米国特

許を取得）．そこで，この遺伝的にTGのみが

高値を示すPHT兎を用いて，TGの役割を実験

的に明らかにすることは，ヒトの動脈硬化性

疾患を理解する上で非常に重要である．PHT 

 

２．研究の目的 

 （１）本研究では新規に開発した PHT兎お
よび対照として JW を用いることにより，動

脈硬化発症・進展における食後高中性脂肪血

症の役割とその機序を明らかにする．（２）

赤ワイン含有ポリフェノール化合物の長期

投与による動脈硬化症予防・改善の可能性を，

今回は食餌性高コレステロール血症モデル

ラットを用いてを明らかにする． 

 

３．研究の方法 

 実験は、山形大学医学部動物実験指針を遵守

して行った。 

（１）【家兎を用いた実験方法】 

 実験には、8 ヶ月齢（若齢）（♂， n = 4）

と、39～40 ヶ月齢（壮年期）の PHT（♂， n = 

4）を用い，対応月齢の健常家兎（JW）と比較

検討した． 

①血漿脂質および脂質分画測定：食餌前と食

餌開始 18 時間後に、耳動脈から採血，遠心後

分離後，血漿 TG と血漿総コレステロールを測

定キットを用いて測定した．壮年期 PHT（n = 4）

について，24 時間の絶食後，食餌前と食餌 15

時間後の血漿 TG と総コレステロールの脂質分

画プロフィールをゲル濾過高速液体クロマト

グラフィー・システム（Skylight Biotech Inc，

秋田）を用いて分析した． 

②血漿グルコースおよびインスリン測定： 

 食餌前と開始 6、12、18、24 時間後に、若齢

および壮年期 PHT（各 n = 4）から得られた血

漿グルコースとインスリンを測定キットを用

いて測定した． 

③血管機能実験：ペントバルビタール（37.5 

mg/kg）麻酔下で摘出した胸部大動脈の中部を

用いて幅 2～3㎜、内径 4～5㎜のリング標本を

作製した．その標本を混合ガス（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，1gの

静止張力を負荷し，その収縮張力を等尺性張力

トランスデューサー（7T-150-240，オリエンテ

ック，東京）を用いて測定した．実験には、血

管内皮無傷標本と内皮除去標本を用いた。内皮

細胞の有無はフェニレフリン（PE, 10-6 M）前

収縮後アセチルコリン（Ach）の弛緩反応の有

無により確認した．また．ニトロプルシド（10-11 

M̃10-6 M），PE（10-8 M̃10-4 M）の累積投与によ

る反応を測定し、血管平滑筋機能の変化を検討

した． 

④統計処理：得られたデータは正規性の検定

を行い，正規性分布の確認の後、対応のない

Student’s t-test（等分散の場合），または
Welch’s t-test（等分散でない場合）を行っ
た．また、血漿グルコースおよびインスリン

濃度の比較には、paired t-test を行った．

それぞれの値は全て平均値±標準誤差で示

した．危険率 p < 0.05 の場合に有意差があ

るものとした． 

（２）【ラットを用いた実験方法】 

  実験には雄性 Fischer 344ラット（２～４

ヶ月齢）を用いた． 

①食餌性高コレステロール血症モデルラッ

トの作製および RWPC 投与方法：通常の飼料

に 4％コレステロールを加えた飼料を調製し

た（日本配合飼料、愛知県）．この飼料で飼

育したラットを食餌性高コレステロール血

症モデルとした．また RWPCを長期投与する

ために，通常の飼料に 4％コレステロールと

約 0.62％の RWPC を混合した飼料を調製（同

上会社）した．RWPC を長期投与した場合の血

管に対する作用を検討するためにラットを

無作為に次の３群に分けた．（１）通常の餌

で飼育した群を対照群（Cont 群）（２）通常

の餌に 4％コレステロールを混合した餌で飼

育した群をコレステロール群、（３）コレス

テロール群（HC群）の餌に約 0.62％RWPC を

混合した飼料で飼育した群を RWPC＋コレス

テロール群（RWPC + HC 群）とし，各々の餌

で１，２，３ヶ月間飼育し実験に供した．し

たがって実験に用いる段階でのラットの月

齢は２～４ヶ月齢であった． 

②摘出大動脈標本作製：ラットをエーテル麻

酔下で頚椎脱臼後，摘出した胸部大動脈のリ

ング標本を作製し，約 0.8ｇの静止張力を負

荷し，家兎と同様の方法で収縮張力を測定し

た．実験には，血管内皮細胞無傷の標本と除

去標本を用いた． 

③血小板凝集能測定：採血および血漿採取：

腹腔内に ヘパリンナトリウム投与後，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，血液凝固を抑制した（クエン酸



ナトリウムと血液の割合を0.5 : 9.5）．これを
血小板凝集能の実験に供した． 
全血血小板凝集能測定：血小板凝集能は，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．血小板凝集惹起物質としてADPを用

いた． 

④血漿脂質測定：採血後遠心し，血漿を分
離して脂質測定に用いた．血漿脂質（総コ
レ ス テ ロ ー ル ， TG ， HDL ） は ， 

SpotchemEZ-443016)（Arkray, Kyoto）を用い

て測定した． 

⑤使用薬物:：摘出血管標本を用いた実験： 

PE, Ach, Angiotensin II（AII，10-7M）, 

L-nitro-l-arginine (L-NAME) diclofenacを

用いた．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

（RWPC），これを飼料に混合した．またRWPC

を蒸留水で1 g/mlに溶解したものを原液とし，

機能実験に用いた． 

⑥組織学的検討：摘出血管標本を用いた実

験：摘出した大動脈を固定，脱水，パラフィ

ン包埋後，約 3μm 厚の切片を作成し，

Hematoxylin-Eosin（HE）染色を行い，組織

像は，Adobe Photoshop を用いて解析した． 

血小板凝集実験：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 

⑦統計処理：摘出血管標本を用いた実験：正

規性の検定を行い，等分散の場合は

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

いて検定をした．血小板凝集実験：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． 

  

４．研究成果 

（１） 動脈硬化発症・進展における高トリ

グリセリド血症の関与 

①血漿脂質の食餌による変化とリポ蛋白分

画解析：食餌による血漿中 TG および総コレ

ステロール濃度変化を、若齢および壮年期

PHT にて比較検討した（図１）．若齢 PHT の血

漿 TG は、食餌前と比較し、18 時間後におい

て有意に増加していた．壮年期 PHT において

も，食餌前に比較し，食餌開始 18 時間後の

血漿 TG は増加し，その値は若齢 PHT とほぼ

同等であった（図 1a）．一方、血漿総コレス

テロールは，若齢 PHT，壮年期 PHT いずれに

おいても，食餌による変化はわずかしかみら

れなかった（図 1b）．壮年期 PHT の、血漿TG

およびコレステロールリポ蛋白分画につい

て検討した． 

 

図１（a）血漿 TG濃度，および（b）血漿総コレス

テロール（TC）濃度の食餌による変化 

左が若齢，右が壮年期を示す．値は平均値±標準

誤差，（ ）内は実験例数， preprandial:食餌前，

postprandial:食餌開始 18 時間後．*p<0.05 

**p<0.01（vs. 食餌前），N.S.: not significant 

 

TG のリポ蛋白分画では、カイロミクロン

（CM）、超低比重リポ蛋白（VLDL）が際だっ

て高かった．低比重リポ蛋白（LDL）や高比

重リポ蛋白（HDL）は食餌前後で変わらなか

った．コレステロールのリポ蛋白の分画でも、

CM、VLDL が増加していた． 

②血漿グルコース濃度およびインスリン濃

度の日内変動：120g の餌を継続的に自由摂取

させた場合の、食餌前、食餌開始 6、12、18、

24 時間後の血漿グルコース濃度と血漿イン

スリン濃度を測定した．血漿グルコース濃度

の日内変動において、若齢 PHT は食餌前に比
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較し，6時間後でやや上昇し，24時間後まで

やや高値を維持した．壮年期 PHTでは，食餌

前のグルコース濃度は若齢PHTより高かった．

その値は、18時間後まで上昇し，その後食餌

前の値までもどった． 

血漿インスリン濃度の日内変動では、若齢

PHTでは6時間後に著明な上昇が見られたが，

その後は食餌開始前と同程度の値であった．

壮年期 PHT では，若齢より食餌開始前の濃度

が高く，12時間後でピークとなったが，その

後も正常より高い濃度のままであった． 

③PHT の形態学的特徴：壮年期 PHT では，腹

部周囲の局所的な脱毛が 4羽中 3羽に認めら

れた．また，耳内部に黄色腫が 4羽中 2羽に

観察された．開腹後の肉眼的所見では、腸間

膜周囲から肝臓周囲にまで広範に脂肪蓄積

が見られ，心臓周囲にも脂肪蓄積が認められ

た．さらに，胸部大動脈では，上行～弓部に

かけて，血管周囲の脂肪蓄積が著しかった． 

④PHT の血管機能の変化：高 TG血症が長期に

わたり続くことによる血管機能の変化につ

いて，壮年期 PHT を用いて検討した． 

a）Ach による血管内皮由来弛緩因子を介した

血管弛緩反応：壮年期 PHT の内皮除去標本で

は，Ach による血管弛緩反応は惹起されなか

った．内皮無傷標本では，Ach 10-8 M より弛

緩が見られはじめ，10-6 M で最大弛緩反応が

得られた．その最大弛緩率は 60%程度で，健

常家兎に比べ弛緩反応は低下した． 

b）NP による血管平滑筋弛緩反応：健常，若

齢と同様，壮年期 PHT の血管において， NP

は内皮細胞の有無にかかわらず，濃度依存性

に強い血管弛緩作用を惹起した． 

c）PE によるα1受容体を介した血管平滑筋

収縮作用：PE は，内皮無傷および内皮除去
標本ともに，3x10-8 Mより濃度依存性に強い
収縮反応を示し，10-4 Mで最大収縮反応が得
られた．その濃度反応曲線に内皮の有無よる

相違はなかった． 
本研究により，高 TG 血症が長期持続する

ことによって，１．食後に上昇する TG 濃度

に加齢変化は認められないこと，２．糖代

謝・インスリン抵抗性の悪化が見られること，

３．血管内皮の機能障害が認められること，

以上が明らかになった．これらの病態は，メ

タボリックシンドロームに合致する．さらに

動脈硬化病変形成に高 TG がどのようにかか

わっているかの詳細とPHTの循環機能をRWPC

に改善効果を持つか否かについて現在実験

中である． 

 

 

 

（２） RWPC の動脈硬化発症・進展予防改 

善効果に関する研究 

① RWPC の長期投与による食餌性高コレステ

ロール血症ラット血管機能の変化 

高コレステロール血症による組織学的変

化：各群の組織切片を顕微鏡下に観察した結

果，3 群ともに血管内膜の肥厚やプラーク形

成等の異常所見は認められなかった． 

３群間の体重変化：３群間の体重に，有意差

は認められなかった． 

AII の血管収縮作用に対する HC，RWPC の影

響：AII の血管収縮張力は，いずれの群にお

いても投与後ほぼ 2-3 分でピークに達し,そ

の後速やかに回復した．RWPC + HC 群の血管

収縮反応は、他の２群に比べ、有意に小さか

った． 

AII の血管収縮における血管弛緩因子の関与 

：AII の血管収縮作用に内皮由来の血管弛緩

因子がどのように関与しているか検討した． 

 ○ Cont群のAIIによる血管収縮は，L-NAME

存在下で増強し，diclofenac 存在下では有意

に抑制された．○ HC 群の AII による血管収

縮反応は，L-NAME 存在下で増強する傾向にあ

ったものの、有意差は見られず， diclofenac

にも影響されなかった．○ RWPC+HC 群の AII

による血管収縮は，L-NAME 存在下では、有意

に増強した。 

② 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 長期投与の効果 

血小板凝集反応：Cont群，HC 群，RWPC+HC群

すべてにおいて，血小板凝集反応は ADP濃度

依存性に亢進した（図２）．またHC 摂取期間

が長いほど血小板凝集反応は亢進した．HC 

投与群では，Cont群に比べ血小板凝集反応は

有意に亢進した．一方，RWPC + HC 群では，

いずれの食餌摂取期間（１～３ヶ月）でも血

小板凝集反応は抑制され，Cont群と差は認め

られなかった． 

血漿脂質: １～３ヵ月間のHC 群投与群お

よび RWPC+ HC 投与群の血漿総コレステロ

ール，HDLは，Cont 群に比べ有意に増加した．

しかし，HC 群とRWPC+ HC 群の間に差はなか

った． 

血漿 TG も，HC 群とRWPC + HC 群では，

Cont 群に比べ有意に増加し，HC 群とRWPC + 

HC 群の間に差はなかった． 

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，Cont 群では脂肪の沈着

は認められなかった．一方，HC 群では，Cont 

群に比べ脂肪の沈着が広範に認められた．

同様に，RWPC + HC 群でも，Cont 群に比べ

脂肪の沈着が広範に認められ，その程度は 

HC 群と同等であった． 



  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． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ ラット血小板凝集に対するコレステロール

と RWPC の長期投与効果（１ヶ月投与例）*p<0.05 

**p<0.01（vs 対照群） 
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