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研究成果の概要（和文）：αリノレン酸や当帰エキスには、高血圧進展抑制効果やストレス負荷時の昇圧反応の
抑制効果があることを報告してきた。その機序として交感神経活動の抑制や、レニンアンギオテンシン系の抑制
効果が示されてきたが、覚醒下の脳内神経伝達物質の関与の詳細については不明である。そこで今回、脳微小灌
流法を用い、ストレス負荷時の心血管反応と脳内神経伝達物質の関連について検討した。私たちはこれまでに視
床下部室傍核（PVN）におけるノルアドレナリンや一酸化窒素（NO）がストレス反応に関連することを報告して
いる。ここではAir Jet stress負荷時の心血管反応とPVNのNOの動態を中心に検討した。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that α-linolenic acid and Toki extract have the effect
 of suppressing the development of hypertension and suppressing the pressor response during stress. 
Suppression of sympathetic nerve activity and inhibitory effects on the renin-angiotensin system 
have been suggested as the mechanism, but the details of the involvement of neurotransmitters in the
 brain during wakefulness are unknown. Therefore, in this study, we used cerebral microperfusion to 
examine the relationship between cardiovascular responses and neurotransmitters in the brain during 
stress. We have previously reported that noradrenaline and nitric oxide (NO) in the hypothalamic 
paraventricular nucleus (PVN) are related to stress responses. Here, we focused on the 
cardiovascular response to Air Jet stress and the dynamics of NO in PVN.

研究分野： 循環薬理学

キーワード： ストレス　高血圧　交感神経　レニンアンギオテンシン系　脳心腎連関　脳微小灌流法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高血圧をはじめとする循環器疾患のリスクの1つに「ストレス」があることが知られている。最近ではスマート
フォンやapple watchを用いて簡便に心拍間隔の変動から副交感神経の活動度を表示し、リラックス度として利
用するソフトも散見される。ストレス社会において、よりストレス反応を抑制（ストレスによる脳心血管イベン
トを抑制する）物質が望まれる。更に、現代の健康志向社会から、自然食品の中からそのような効果を示すもの
を見出し、その機序を科学的に諸王明することが必要と考えられる。我々は既に、降圧、ストレス耐性を示す天
然由来・食品成分の候補を探索してきた。今回その機序について検討した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
震災等の大きなストレスや環境変化により不眠症や生活行動の体内時計が崩れ，交感神経が亢
進することで、高血圧や糖尿病の頻度が上昇することが示唆されている。交感神経の亢進は、末
梢血管抵抗や心拍出量の増大による直接の血圧上昇のみならず，ストレスホルモンの分泌増大
と相まって食塩感受性を増大させ、食生活の単調化も加わり災害高血圧が発生しさらにそれが
遷延すると考えられている。他方、ストレス耐性効果のある自然由来物質はいくつかあげられる
が、その効果の定量化と機序の詳細な検討は行われていない。 
 
２．研究の目的 
今回、病態モデルラットに脳微小透析法を用い、覚醒下ストレス負荷時の心血管反応、自律神経
の揺らぎ解析とリアルタイムな中枢神経伝達物質であるγアミノ酪酸（GABA）、抑制性中枢作
動物質の一酸化窒素 (NO) の動態を検討し、α-リノレン酸、当帰慢性経口投与によるストレス
耐性効果およびその機序について明らかにする。 高血圧患者の急激な血圧上昇（サージ）と脳
卒中、心筋梗塞の関連が問題となる中で、患者のセルフメディケーションの一助となることを期
待している。 
 
３．研究の方法 
実験１：雄性 Wistar ST ラットの片腎摘出後、飲料水として 1.5%食塩水を 2 週間投与し、高血
圧、ストレス易反応性モデルを作成した。これを Control 群とし、0 週よりトウキ葉凍結乾燥
粉末を当帰（30%エタノール抽出：92%含有粉末）500mg/kg 体重とリグスチリド含量を同じにし、
固形飼料に混ぜた群（トウキ葉群）を作成した。（Protocol 1.）また、別の系として 0.6mL ま
たは 1.2mL のα-リノレン酸を１日１回経口投与する群（High oil 群、Low oil 群）を作成し
た。1 週毎に Tail cuff 法による収縮期血圧、心拍数を測定し、代謝ケージを用いて 24時間尿
中カテコラミンの測定（HPLC 法）を行った。麻酔下にラットの大腿動脈にカニューレを挿入し、
24 時間の回復期の後、覚醒下の動脈圧波形をフラクレット&reg;Jr.2 システムで「自律神経活
動の解析」をい、Shakerstress または Air-nose jet stress 前後の自律神経活動の変化を血
圧、心拍数と比較検討した。 
実験２：脳定位固定装置を用い、麻酔下で視床下部室傍核にガイドカニューレを挿入し、デンタ
ルリジンで固定した。（Protocol 2.）24 時間の回復後、覚醒下で microdialysis プローベを挿
入し、覚醒下で潅流液中の一酸化窒素（NO）を測定した。タオルで拘束下に Air-nose jet スト
レスを負荷し、心血管反応並びに灌流液中 NO の変化を検討した。この検討を実験１のモデル、
DOCA 食塩負荷高血圧モデルにαリノレン酸を投与したモデルについても検討した。 
実験３：Brain microdialysis 法（Nakata et al.: Am J Physiol 1993,Am J Hypertens 1996, 
Hypertension 1999, Am J Hypertens 2000,Life Sci 2002, Clin Exp Pharmacol Physiol 2010, 
Eur J Pharmacol 2012）による心血管反応と脳内神経伝達物質の検討の有用性を確認するため、
血管運動中枢である延髄外側腹側核（RVLM）における NOx（NO2+NO3）の脳内分泌動態と血圧変
動の関係ならびに圧受容体反射の関与について検討した。正常血圧ラットと DOCA 食塩負荷高血
圧モデルラットを用い、急性、慢性の血圧変動に対する RVLM における血圧とリアルタイムな NO, 
GABA の分泌動態について脳微小灌流（brain microdialysis）法を用いて検討した。また脳腎連
関の関係について検証するため、急性の腎障害モデル（虚血再灌流障害）を作成し、偏桃体(CeA)
における TGF-βの変動を経時的に検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
実験１：トウキ葉投与群で、食塩負荷による 
昇圧反応は抑制された。Air jet ストレス負 
荷時の昇圧反応もトウキ葉投与により抑制 
された。尿中カテコラミン排泄並びに 
fluclet 法による交感神経活性はトウキ葉 
投与群で抑制され、Air jet ストレス下の 
交感神経活性の上昇もトウキ葉投与群で抑制 
された。また、視床下部の ACE 活性もトウキ葉投与群で抑制が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
実験２ ： Brainmicrodialysis 法を行い、脳内の情動・交感神経中枢とされる視床下部室傍核
（PVN）の NO 変化について検討したところ、食塩負荷血圧上昇に伴う PVN の細胞外液中（潅流
液中）NO 濃度に差は認められなかったが、ストレス負荷時の PVN の NO 濃度はトウキ葉群で高
い傾向が認められた。 
 
実験３：正常対象（Control）群においてフェニレフリン（Phe）、ヘキサメトニウム（Hexa）持
続静注時の RVLM 灌流液中 NOx 値、GABA 値は共に昇圧時には有意に増加し、降圧時には有意に
減少した。動脈圧受容体除神経（SAD: Sino-aortic denervation）により baseline の RVLM 灌
流液中 NOx 値は低下し、Hexa 投与による降圧時の NOx 値及び GABA 値の減少は抑制された。慢
性高血圧モデルである DOCA 食塩負荷高血圧モデルラットの RVLM 灌流液中 NOx 値は高血圧進
展に伴い、Control 群に比べ有意に低値を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
急性腎障害モデルラットにおける PVN の TGF-βも 
経時的に変動することを確認した。 
 
これまでの検討で、当帰エキスに SHR や食塩負荷 
高血圧ラットの昇圧抑制、ストレス負荷時の心血管 
反応の抑制（ストレス耐性増強作用）があることを 
報告した（Pharmacology. 2022, 107, 188-196）。 
そこで今回、より実用化が簡便と考えられるトウキ 
葉凍結乾燥粉末を用い、ストレス易反応性モデルで 
あると考えられる、食塩負荷高血圧モデルラットの昇圧抑制、ストレス耐性増強効果について検
討した。以前の検討で、アマニ（flaxseed）油や粉末投与により、DOCA 食塩負荷高血圧ラット
や SHR の血圧上昇が抑制された。そこで、アマニの成分のうち、降圧作用が考えられるリグナ
ンと GABA を単独で同じ容量投与したところ、昇圧抑制効果は認めなかったことから、flaxseed 
の昇圧抑制効果の本体はα-リノレン酸であることを報告した（Pharmacology. 2019, Sep 12:1-
9.)。 
そこでα-リノレン酸投与時のストレス耐性増強効果について検討したところ、Shaker stress 
負荷時の昇圧並びに交感神経活動の増大は、α-リノレン酸投与により抑制される結果を得た。
今回、リアルタイムな脳内神経伝達物質の動態を検討する目的で brain microdialysis 法によ
る脳内ストレス中枢の 1 つである視床下部室傍核（PVN）細胞外液中の NO の変化について検討
した。覚醒下の心血管反応、自律神経活動の評価の時間としては急性環境ストレスの場合、一定
のストレスとして数分がリミットであり、それ以上になると「慣れ」による反応の変化が生じる



ことが懸念される。実際、Shaker stress 時の昇圧反応も負荷開始１分後は鈍化し、５分以上で
は昇圧が認められなくなる。そこで、より安定した心血管反応の認められるストレスとして、
air-nose jet stress を用いた。しかし、潅流液中の sample のアッセイを行うには、解析系の
感度が問題となり、潅流スピード（μl/min）と時間がリミットとなる。今回用いた NO のアッ
セイでは２μl/min の灌流スピードで 10 分ごとの測定を行ったが、機器の解析時間の７分を考
慮した Auto injector を用いた閉鎖系ではこの条件が限界と考えられた。実験３では、brain-
microdialysis 法のストレス・心血管反応に用いる適性の確認をおこなった。麻酔下ラットにお
いて、急性の降圧、昇圧反応は、圧受容体を介し、降圧中枢である吻側延髄外側核（CVLM）から、
昇圧中枢である腹側延髄外側核（RVLM）への GABA の遊離の減少、増加に起因する RVLM におけ
る NO の減少、増加を介して交感神経活動を亢進、抑制することによって血圧の恒常性維持に関
わる可能性が示された。よって中枢交感神経中枢における NO は交感神経抑性に作用することが
示唆された。さらに、慢性の DOCA 食塩負荷高血圧モデルラットや SAD 高血圧ラットにおいて
は機序の詳細は不明であるが、RVLM での NO 遊離低下を来たし、これが高血圧発症進展に関わ
る可能性が示唆された。以前の検討で、PVN の電気的破壊により DOCA 食塩負荷高血圧モデルラ
ットや SHR の高血圧進展が抑制されたこと、また DOCA 食塩負荷高血圧モデルラットにおいて、
覚醒下の Shaker stress 負荷時の昇圧反応の増大と、PVN の NO 遊離抑制が認められたことよ
り、情動ストレス負荷時の PVN の NO 遊離がトウキ葉やα-リノレン酸のストレス耐性増強効果
に関与していると予測し、検討を行った。トウキ葉により食塩負荷高血圧モデルラットの血圧上
昇は抑制され、交感神経活動の抑制並びにレニンアンジオテンシン系の抑制が認められた。また 
Shaker stress 負荷時の昇圧反応に有意な差を認めなかったことから、より stress レベルを調
整可能な Air jet stress 負荷を用い、トウキ葉群での昇圧反応の抑制と、交感神経活動の上昇
抑制効果を示すことができた。そこでこの実験系での PVN での NO 遊離の影響を検討したが、
トウキ葉群で NO 遊離の増加傾向を認めたものの、有意な差は認めなかった。この原因として、
PVN における細胞外液潅流液中の NO のレベルが測定系の感度に対し、低いことが考えられた。
今回の実験系の NO 測定は完全閉鎖系で、Auto sampler による injection を行っており、
contamination のリスクは無いものの、assay システムには 10μl 以上のサンプルが必要であ
り、解析時間の７分を必要とする系を用いた brain microdialysis 法の原理上、毎分の潅流液
量を 2μl 以下にすることは、覚醒下ストレス反応をみる以上難しいと考えられる。フラクレッ
ト解析による自律神経活動の解析は数十秒で可能であるため、心血管反応と自立神経活動の変
化に一致する NO の解析が追い付かなかった可能性は考えられる。今後、カテコラミン等、
contamination の少ない対象用い、５分単位のサンプル回収後にアッセイを行うなど、より短時
間での神経伝達物質アッセイが可能なものについての検討が必要であると考えられた。 
 
脳心腎連関の一部に、ストレスを介する心血管反応が関与し、その機序に中枢交感神経核をはじ
めとする脳内神経伝達物質の変化が関わることが示唆された。当帰等の自然由来の抗ストレス
効果をもつ物質の心血管反応抑制機序のひとつに、中枢の一酸化窒素の遊離を介する交感神経
活動の亢進抑制が関与する可能性が示唆された。 
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