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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、食品成分を使い、災害時のストレスで誘導される血栓性疾患を予防
する機能性食品の開発につなげる基礎データを得ることである。ノーマルマウスをつかった拘束ストレスモデル
では、検証した食品による血栓形成傾向の有意な抑制効果はみられなかった。災害時に血栓性疾患リスクがより
高いと思われる糖尿病患者や高齢者を想定したモデルマウスでの検討が今後必要と考えられる。黒酢濃縮物と黒
酢もろみ末抽出物の分画研究では、分画後の画分に抗血栓作用が期待できる活性がみられ、今後の進展が期待で
きる結果となった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to obtain basic data that will lead to the 
development of functional foods that prevent thrombotic diseases induced by stress during disasters 
using food ingredients.In a restraint stress model using normal mice, no significant inhibitory 
effect on the thrombotic tendency was observed. It will be necessary to examine stress model mice 
assuming diabetic patients and the elderly, who are considered to be at higher risk of thrombotic 
diseases in the event of a disaster.In a fractionation study of black vinegar concentrate and black 
vinegar moromi powder extract, antithrombotic activity was found in some fractions.

研究分野： 血栓止血学

キーワード： 食品機能　血栓症　ストレス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、機能性食品やその成分を災害時の避難所の食生活に取り入れることにより、災害時の避難生活で多発
する血栓性疾患を食生活から予防できる可能性を示すものである。
実際に応用するためには引き続き検討が必要であるが、災害時に食生活から血栓性疾患を予防し国民の命を守る
という、機能性食品の新たな利用法を提案できた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

本邦では近年、地震や大雨による災害が多発し、多くの人々が避難生活を強いられる。阪神
淡路大震災(1995 年)、新潟中越地震(2004 年)、東日本大震災(2011 年)などの大規模災害では、
エコノミークラス症候群だけでなく、心筋梗塞や脳梗塞など血栓の形成が原因となる血栓性疾
患が明らかに増加することが報告された。  
災害時には、身体的ストレスに加え、精神的ストレスの中での生活が強いられる。このよう

にストレスの強い状態下では、凝固系の亢進や血管内皮細胞傷害によって血栓形成傾向になる
ことに加え、水分の摂取をためらい血液の粘度が増加するため、血栓性疾患が起こりやすくな
る。  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
私たちの研究グループでは、これまで血栓症を予防する食品に注目して独自に探索を行い、

血栓形成傾向を改善する食品や食品成分の候補を見いだして報告してきた。  
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、災害時のストレスの中で多発する血栓性疾患の発症を予防できる可能性の
ある食品や食品成分を見いだすこと、そして、これらを使って、災害時の食生活から血栓性疾
患を予防する機能性食品の開発に繋げる基礎データを得ることを目的とした。本研究で得られ
る成果は、災害時の避難所などで機能性食品を食生活に取り入れ、血栓性疾患の発生を減少さ
せることに繋げられると考えて研究を進めた。 
 
３．研究の方法 

(１) マウスを使った検討 
 マウスを使った検討では、拘束ストレスモデルマウス作成に、まずはノーマルマウスを使っ
たが、ストレス負荷による血栓形成傾向が顕著に表れる可能性もあると考え、糖尿病モデルマ
ウスや高齢マウスを使った検討も研究期間の途中から行った。 
拘束ストレスマウスは、7 週齢の ICR マウスを約 1 週間馴化飼育後に食品成分入りの特殊餌

で飼育した。3週間飼育後に、ステンレス製の金網で 1 日目と２日目は 2時間拘束し、3日目に
3 時間拘束後に麻酔した。完全に麻酔が聞いた後で採血し、屠殺後に臓器を採取した。採血し
た血液からは遠心分離により血漿を調製し、血中の組織因子(TF)、プラスミノーゲンアクチベ
ーターインヒビター1(PAI-1)、フィブリノーゲンなどの凝固関連因子を ELISA 法により測定し
た。また、採取した臓器の TF、PAI-1、フィブリノーゲンはリアルタイム PCR 法により mRNA 発

災害時の血栓性疾患発症の原因 



現量を定量した。 

 
糖尿病マウスは TSOD マウス(動物繁殖研究所)を用い、対照マウスは TSNO マウスを用いた。

入荷した 9 週齢前後のマウスを 1 週間馴化飼育後、20 週齢まで検体入りの特殊餌で飼育した。
麻酔し完全に麻酔が聞いた後で血液を採取し、屠殺後に臓器を採取した。高齢マウスは、52 週
間飼育した ICR マウス(東京実験動物)を用いた。血中の凝固関連因子量と臓器の mRNA 発現量は
上記の方法で測定した。 
 

(２) 食品中の機能性物質の分画と特定に向けた検討 
黒酢濃縮液と黒酢もろみ末については、分画と分画後の動物実験が可能な量を坂元醸造株式

会社より供給いただけることになったため、食品中の機能性物質の分画については、これらの
分画実験を中心に行った。 
黒酢はエバポレーターにより濃縮乾固後、蒸留水を加えて何度が濃縮乾固を行い、最後に蒸

留水を加えて 10倍濃縮液とした。100mL の黒酢 10倍濃縮液を DIAION HP-20 (Sigma-Aldrich)
に添加し、バッチ法による分画で、➀蒸留水で溶出した非吸着画分、➁50%メタノール溶出画
分、➂100％メタノール溶出画分の 3つを得た。得られた画分について、分取薄層クロマトグラ
フィーや HPLC によりさらに分画を進めた。 
黒酢もろみ末は、約 2kg をヘキサン 3L×4、酢酸エチル 3L×3、メタノール 3L×4 で順次抽出

し、溶媒を除去乾固した。メタノール抽出画分については、シリカゲルカラムに添加し、ジク
ロロメタンによるグラジエント溶出によって分画した。 

(３) 血漿および培養血管内皮細胞を用いた検討 
ヒト血漿を用い、外因系凝固反応や内因系凝固反応への影響をしらべた。外因系凝固反応の

開始は 5000 倍以上に希釈した PT 測定用試薬(トロンボレル S)を用いた。内因系凝固反応の開
始は 160 倍に希釈した APTT 測定試薬(トロンボチェック APTT)を用いた。 
培養血管内皮細胞は、EA.hy926を用いた。2×104

 cells/wellで播種して培養し、培養開始48
時間後に 1%FBS 含有 DMEM（D-Glucose:1g/L）に交換して 24時間培養した。次に化合物(DMSO 溶
解物)または検体をそれぞれ 10μg/mL となるように添加した 1%FBS 含有 DMEM に培地交換し、さ
らにその 3 時間後に TNF-α(10ng/mL)を添加した培地に交換して刺激した。刺激から 24 時間後
に培地を取り出し、遠心分離（1000rpm、5 分間、4℃）により不溶物を除いて上清を回収し、
ELISA 法により培養液上清中の PAI-1 濃度を測定した。 
 

４．研究成果 

(１) 拘束ストレスモデルマウスの血栓形成傾向の評価と食品成分摂取の影響の検討 
・拘束ストレスマウス(n=6)の血漿中の PAI-1 濃度はコントロールマウス(ストレスな

し)(n=4)に比べて、3.4 倍高い値を示した(P<0.05)。血漿中のフィブリノーゲン濃度について
は、1.35倍高い値を示した(P<0.05)。一方、血中のTFについては微量がELISAで血中に検出さ
れたが、拘束ストレスマウスとコントロールマウスで有意な差はみられなかた。肝臓と心臓の
mRNA の発現量については、肝臓における PAI-1mRNA がコントロールマウスと比較して拘束スト
レスマウスで高くなる傾向を示したが(P=0.118)、心臓の PAI-1mRNA 量はコントロールマウスと
同等であった。TFmRNA 量については、肝臓、心臓ともにコントロールマウスと同等で差はみら
れなかった。 
・0.25%アシタバポリフェノール入りの特殊餌で 3週間飼育したマウスについて、同様に拘束

ストレスをかけて、血漿中の PAI-1 濃度とフィブリノーゲン濃度、肝臓の PAI-1mRNA 量を測定
したが、血漿中の PAI-1 とフィブリノーゲン、肝臓の PAI-1mRNA は、アシタバポリフェノール
を摂取させなかったマウスと同等で、アシタバポリフェノールの効果は全くみられなかった。 

(２) 糖尿病マウスおよび高齢マウスを使った検討と今後について 
ノーマルマウスを使った拘束ストレスモデルでは血中の PAI-1 濃度の上昇は有意だったもの

の、フィブリノーゲンの上昇はわずかで、拘束ストレスによる mRNAの大きな変化も検出できな



かった。先行研究では、糖尿病マウスや高齢マウスを使った拘束ストレスマウスモデルで、
PAI-1 や TF の上昇がノーマルマウスより著しく顕著であることが示されている 1)2)。 
そこで、糖尿病マウスは TSOD マウスおよび高齢マウスを使い、まずは糖尿病や加齢による血

栓形成傾向への食品成分の影響の検討を行った。TSOD マウスでは高値を示す血中の PAI-1 濃度
が、アシタバポリフェノールを摂取させて飼育した TSODマウスでは有意に低下した 3)。TSODマ
ウスにおける黒酢濃縮物や黒酢もろみ末を含む特殊餌で飼育したマウスについては、特殊餌の
摂取による血糖値上昇抑制作用がみられ、血栓形成傾向の抑制傾向がみられたが 4)、引き続き
検討を要する結果となった。 
高齢マウスについての検討では、50 週齢の高齢マウスに 2 週間アシタバポリフェノールを摂

取させたが、アシタバポリフェノールによる PAI-1 抑制などの効果はみられなかった。しか
し、若齢から 52 週齢まで 0.25%アシタバポリフェノール入りの特殊餌で飼育した高齢マウスで
は、加齢による PAI-1 の上昇が有意に抑制された 5)。 
TSOD マウスと高齢マウスによる事前検討は終えたが、研究期間中に TSOD マウスや高齢マウ

スに拘束ストレスをかけて検討するまで至らなかった。 

 (３) 黒酢 10倍濃縮物および黒酢もろみ末の分画と分画物の抗凝固活性と培養血管内皮細胞か
らの PAI-1 産生抑制活性 
黒酢 10倍濃縮液のDIAION HP-20からの50%メタノール溶出画分に、血漿を用いた凝固活性を

抑制する物質が含まれることが分かった。この画分はポリフェノールを多く含む画分であるこ
と、凝固因子のプロテアーゼ活性を抑制するポリフェノールが報告されていることから 6)7)、
50%メタノール溶出画分の凝固活性抑制物質は黒酢原料であるコメ由来のポリフェノールであ
る可能性が高い。また黒酢もろみ末のメタノール抽出物をシリカゲルカラムで分画して得た画
分にも凝固因子のプロテアーゼ活性を抑制する活性がある可能性を示した。 
 培養血管内皮細胞からの PAI-1 産生抑制活性について検討したところ、黒酢もろみ末抽出物
に抑制活性がみられることがわかった。しかし、分画物で検討するまでには至らなかった。 
 
５．今後の展望 
・災害時に血栓症リスクがより高いと思われる糖尿病患者や高齢者への機能性食品としての有
効性を特に期待している。糖尿病マウスや高齢マウスではストレスによる血栓形成傾向が現れ
やすいと思われるので、本研究の本来の目的を達成するためには、今後これらのマウスを使っ
た拘束ストレスモデルマウスによる検討が必要と考えられる。 
・黒酢濃縮物と黒酢もろみ末抽出物の分画研究では、分画後の画分に抗血栓作用が期待で
きる活性がみられ、今後の進展が期待できる結果となった。 
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