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要約  

 

本論文では、赤ワインに含まれるポリフェノールの一種レスベラトロールお

よびその二量体である ɛ-ビニフェリンと δ-ビニフェリンに着目し、動脈硬化の

発症・進展の抑制効果に繋がる血管内皮細胞の保護効果について比較研究を行

った。その結果、これら 3種の化合物はすべて血管内皮細胞に対して創傷治癒

を促進すると共に、酸化ストレスによる細胞死を抑制する能力を示した。さら

に、少なくとも創傷治癒効果に関しては、3種の化合物間でその強さと濃度依

存性に違いがあることも明らかとなった。 

動脈は外膜、中膜、内膜の 3層構造をとり、血液に接する内膜は一層の内皮

細胞から構成される。肥満、高血糖、高血圧などのメタボリック症候群は、こ

の内皮細胞に酸化ストレス等による障害をもたらし、それが動脈硬化の引き金

となる。したがって、傷害を負った内膜を治癒する能力、即ち内皮細胞に増殖

能や遊走能を付与できる化合物、あるいは内皮細胞に酸化ストレス抵抗性を付

与できる化合物は、動脈硬化の発症・進展を抑制できると考えられる。私が所

属する研究室では、過去にレスベラトロールとその二量体 ɛ-ビニフェリンが、

内皮細胞の創傷治癒を促進すると同時に、酸化ストレス抵抗性を付与できるこ

とを明らかにした。その際、ɛ-ビニフェリンがレスベラトロールと比較してよ

り低濃度で効果を示し、かつ効力も強いことを明らかにしている。しかし、そ

のメカニズムの詳細は不明であり、また同じくレスベラトロールの二量体であ

る δ-ビニフェリンの血管への作用は過去に 1報論文があるのみで、内皮細胞に

対する創傷治癒や酸化ストレス抵抗性付与に関する報告は存在しない。 

本論文では具体的に以下のことを明らかにした。1）レスベラトロールは

10 µMと 20 µMで有意に創傷治癒効果を示したものの、5 µMでは効果がなか

った。これに対し、ɛ-ビニフェリンと δ-ビニフェリンは 5 µM でも創傷治癒効

果を持ち、3種の化合物の中では ɛ-ビニフェリンが最も強い効果を示した。2）

内皮細胞の創傷治癒は一酸化窒素（NO）の産生に依存することが知られてお

り、3 種の化合物もすべて NO 産生能を有したが、1）の結果を反映するよう

に、その作用は ɛ-ビニフェリンが他の化合物より強かった。また、3種の化合

物による NO産生は内皮型 NO産生酵素（eNOS）の阻害剤 L-NAMEによりほ

ぼ完全に抑制された。これは 3種の化合物の創傷治癒効果に、eNOS活性化を

介した NO 産生が不可欠であることを示している。3）レスベラトロールは長

寿遺伝子 SIRT1 の発現増加やそのタンパク産物の活性化に関わるが、レスベ

ラトロールだけでなく他の 2 つの化合物も SIRT1 の発現増加作用を示した。
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また、3種の化合物はいずれも、抗酸化酵素ヘムオキシゲナーゼ−1（HO-1）の

タンパク発現を増加させた。4）3種の化合物それぞれによる創傷治癒作用は、

SIRT1の阻害剤EX527およびHO-1阻害剤ZnPPIXにより抑制された。これは、

これら 3種の化合物による創傷治癒効果に SIRT1とHO-1の両方が必要である

ことを示唆している。5）内皮細胞を 24時間 3種の化合物それぞれと培養し、

その後、化合物を洗浄により除去した後、酸化ストレスとして過酸化水素を添

加したところ、過酸化水素による細胞死が有意に抑制された。これは、3種の

化合物が内皮細胞に対して酸化ストレス抵抗性を付与できることを意味して

いる。6）3 種の化合物は、抗酸化酵素カタラーゼのタンパク発現を時間依存

性は異なるものの、いずれも有意に増加させた。 

以上の結果より、赤ワイン成分レスベラトロールおよびその二量体 ɛ-ビニフ

ェリンと δ-ビニフェリンは、動脈硬化の発症・進展の抑制効果に繋がる血管内

皮細胞の保護効果、即ち創傷治癒効果と酸化ストレス抵抗性付与効果を示すこ

とが明らかとなった。また、効果の強さと濃度依存性に関しては、化合物間で

異なることも示された。赤ワインの成分としてはレスベラトロールの作用が注

目されているが、本論文は、二量体の効果も重視する必要があることを示すも

のである。 
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略語  
 
AMPK 5'-Adenosine monophosphate-activated protein kinase 
Ang II Angiotensin II  
ApoE Apolipoprotein E 
ARE/EpER Antioxidant/electrophile response elements 
Bax BCL2 associated X  
Bcl-2 B-cell lymphoma-2 
BSA	 	 	 	  Bovine serum albumin 
CaM	 	 	 	  Calmodulin 
CAT         Catalase 
cGMP 3’, 5’-Cyclic guanosine monophosphate 
CHD Coronary heart disease 
CO Carbon monoxide 
CORM-2	 	  Carbon monoxide-releasing molecule-2 
CVD Cardiovascular disease 
DAF-2DA	 	  Diaminofluorescein-2 diacetate 
DCFH-DA	 	  Dichlorodihydrofluorescein diacetate 
DEPC	 	 	 	 Diethyl pyrocarbonate 
DMEM	 	 	  Dulbecco's modified eagle medium 
EC Endothelial cell 
eNOS Endothelial nitric oxide synthase 
EX527 6-Chloro-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazole-1-carboxamide 
FBS	 	 	 	  Fetal bovine serum 
FOXO Forkhead box O 
GPx Glutathione peroxidase 
GST         Glutathione S-transferase 
H2O2 Hydrogen peroxide 
HBSS        Hank's balanced salt solution 
HO-1 Heme oxygenase-1  
HRP 	 	 	 	 Horseradish peroxidase 
ICAM-1 Intercellular adhesion molecule-1 
IκB Inhibitor of kappa B 
iNOS Inducible nitric oxide synthase (NOS) 
IL-1β	 	 	 	  Interleukin-1β 
KEAP-1	 	 	 Kelch-like ECH-associated protein 1 
L-NAME     N-omega-nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride 
LDL  Low-density lipoprotein 
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LPS	 	 	 	  Lipopolysaccharide 
LY294002     2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-1(4H)-benzopyran-4-one hydrochloride 
MCP-1 Monocytechemoattractant protein-1 
MnSOD Mn-superoxide dismutase 
NF-κB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 
nNOS      Neuronal nitric oxide synthase 
NOX Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase 
NO Nitric oxide 
NQO-1       NAD(P)H quinone dehydrogenase-1 
NRF-2 Nuclear factor erythroid 2-related factor-2 
p53 Tumor protein p53 
PDGF	 	 	 	 Platelet-derived growth factor 
PGC-1α Peroxisome proliferator-activated receptor-γ coactivator-1α 
ROS    Reactive oxygen species 
Ser	 	 	 	 	  Serine 
sGC Soluble guanylyl cyclase 
SIRT1 Sirtuin-1  
SIRT3 Sirtuin-3 
SOD	 	 	 	  Superoxide dismutase 
TBS-T	 	 	  Tris-buffered saline-tween 
Thr	 	 	 	 	 Threonine 
TNF-α Tumor necrosisfactor-alpha 
Tyr	 	 	 	 	  Tyrosine 
VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule-1 
VSMC Vascular smooth muscle cells 
WHO	 	 	 	 World health organization 
ZnPPXI Zinc protoporphyrin IX 
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1-1 研究背景  

植物が産生するポリフェノール類は、植物の味、機能、色、あるいは生理機

能と密接に関係している 1,2。ポリフェノールは植物の皮や種子に多く含まれ、

植物自身の防衛機能を担っている 1,2。90 年代以降、植物ポリフェノールとそ

の二次代謝産物には人体に対して優れた機能と生理活性があることが認めら

れ、機能性食品として位置付けられるようになった 3。ダイズ、お茶、コーヒ

ー豆、ココア、オリーブ、柑橘類、ブドウなどがポリフェノールを多く含有す

る食品として知られている 4。人体に対して、ポリフェノールは抗酸化作用を

介して、抗糖尿病 5,6、抗炎症 7,8、抗老化 9、抗高血圧 10,11、コレステロールの

減少 12、肝臓保護 13、心血管保護 14など多岐にわたる機能性を示すことが研究

によって実証されている。 

ポリフェノールの研究が盛んに行われるようになったきっかけの一つに、フ

レンチ・パラドックスがある。フレンチ・パラドックスは 1992 年にフランス

の研究者ルノーが提唱した仮説である 15。フランスは他の西欧諸国に比べて喫

煙率が高い。さらに、飽和脂肪酸が豊富に含まれる肉の消費量は世界トップク

ラスであるにも関わらず、心臓病による死亡率が低い 16。この矛盾は当時の医

学理論では説明できないため、科学者はこれをフレンチ・パラドックスと呼ん

だ。フレンチ・パラドックスを解明するカギとなったのが、フランス人が日常

的に摂取しているワインである。フランス人は毎日 20～30 g のアルコールを

摂取している。中でも総アルコール消費量の 57%はワインであり、一人当たり

年間 67リットルものワインを摂取している 15。Fig.1-1に示すように、心疾患

死亡率と乳脂肪消費量をワインの消費量で補正すると心疾患死亡率とワイン

との関連性が見えてくる 17。乳脂肪とワインの消費量が高いほど、心疾患死亡

率が低くなるというものである。また、疫学研究によって毎日 30～50 g のア

ルコールを摂取すると心血管疾患（Cardiovascular disease: CVD）発症のリスク

が減少する 18,19。さらに、種々の酒類の中でも赤ワインは CVD に対する効果

が特に顕著であることが証明された 19。研究者らは赤ワインの中に多く含まれ

るポリフェノールの機能がこの結果の要因であると考え 20、これがフレンチ・

パラドックスを引き起こすメカニズムであると考えた 21,22。赤ワインポリフェ

ノールの機能性は心血管に対して特に注目され、生活習慣病による動脈硬化へ

の予防効果が期待されている。 
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1-2 目的  

本研究の目的は、赤ワインに含まれるポリフェノールの一種レスベラトロー

ルおよびその二量体 ɛ-ビニフェリンと δ-ビニフェリンに着目し、動脈硬化の発

症・進展の抑制に繋がる血管内皮細胞の保護効果について、効果の強さと濃度

依存性、作用機序に関し比較することである。具体的には、創傷治癒の促進、

抗酸化酵素の発現促進、接着因子の発現抑制などについて比較検討した。 

 

1-3 概要  

第 2章では、研究の背景となる論文、具体的に検討する因子に関する論文な

ど、上記の研究目的のための実験に必要な文献研究を行った。具体的には、動

脈硬化に繋がるメタボリック症候群の現状、動脈硬化発症・進展における血管

内皮細胞の関与、赤ワインポリフェノールによる動脈硬化抑制、レスベラトロ

ールと長寿遺伝子 Sirtuin-1（SIRT1）との関係について、文献検索により研究

遂行の土台作りを行った。 

第 3章では、第 2章を踏まえ、実際の実験を行い、その結果を示すと共に考

察を加えた。具体的には、レスベラトロール、ɛ-ビニフェリンおよび δ-ビニフ

ェリンが血管内皮細胞の創傷治癒に与える影響、これら 3種の化合物が血管内

皮細胞の創傷治癒と密接に関わる NO産生に与える影響、3種の化合物の創傷

治癒促進の作用機序を知るための内皮型 NO産生酵素（Endothelial nitric oxide 

synthase: eNOS）、SIRT1、Heme oxygenase-1（HO-1）、AKT、5'-Adenosine 

monophosphate-activated protein kinase（AMPK）などの細胞内因子の解析、3種

の化合物の血管内皮細胞に対する酸化ストレス抵抗性の付与、それに関連する

細胞内活性酸素種（ROS）濃度の減少、抗酸化酵素カタラーゼの発現促進、過

酸化水素による接着因子 Vascular cell adhesion molecule-1（VCAM-1）と

E-selectin の発現増加の抑制と Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 

activated B cells（NF-κB）活性化の抑制に関する実験を行った。 
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(Renaud	 &	 de	 Lorgeril:	 Lancet.338,	 1992 より作成)	 

 

Fig. 1-1	 心疾患死亡率と乳脂肪消費量  

乳脂肪摂取量と冠動脈心疾患（Coronary heart disease: CHD）による 10万人

当たりの死亡率（左図）と、乳脂肪摂取量をワイン消費量で補正した値と CHD

による死亡率（右図）。左図ではフランスの値は相関から大きく外れているが、

ワイン摂取量で補正した右図では、ワイン摂取量と CHDの間に逆相関が見ら

れ、フレンチ・パラドックスを支持するデータとなっている 15。 
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2-1 メタボリック症候群の現状   

生活習慣病は、1988年にリーヴンによってシンドローム Xという概念とし

て提唱された、生活習慣と深く関与している糖尿病や脂質異常症、高血圧、高

尿酸血症等の疾患の総称である 23。1998年、世界保健機関（WHO）によって

これらの症状はメタボリック症候群と呼ばれ、その判断の基準も発表された 24。

アメリカでは、メタボリック症候群の男性と女性の有病率はそれぞれ 22.8%と

22.6%であった 25。また、年齢によっても有病率は異っていた。20代の有病率

は 6.7%、60代の有病率は 43.5%、70代以上の有病率は 42%であり 26、ヨーロ

ッパにおいては、フランスでの 30代の有病率は 5.6%、60代の有病率は 17.5%

であった 27。また、閉経後の女性の有病率は男性の倍以上に達していた 25-27。

日本においては、2006年の研究によると、メタボリック症候群の有病率は 40

代の男性は 13.3%、70代になると有病率は 18.9%へ上昇し、40代の女性の有

病率は 1.5%、70代の有病率は 4.8%であった。アメリカやヨーロッパと違い、

男性の有病率が女性の 3倍以上である 28。 

メタボリック症候群患者の一部は肥満によるインスリン抵抗性を示し、2型

糖尿病などの病態を経て、最終的に死亡率が高い CVDに至る 23,24。特にメタ

ボリック症候群は動脈硬化の発症と深く関わっており、糖尿病による酸化スト

レス、脂質異常症における低密度リポタンパク質（Low-density lipoprotein: LDL）

の酸化、高血圧による動脈へのシェアストレスなどの危険因子が積み重なった

結果、やがて動脈硬化を引き起こすことが明らかとなった 24,29-31。 

 

2-2 動脈硬化発症・進展における血管内皮細胞の関与  

動脈硬化はメタボリック症候群により引き起こされる疾患の 1つであり、発

症までにいくつかの過程を経る。血管の構造（Fig.2-1）は外膜、血管平滑筋細

胞（VSMC）からなる中膜、そして一層の内皮細胞（EC）からなる内膜によっ

て構成されている 32。動脈硬化の発症メカニズムの第一段階として、血管内皮
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細胞が ROS、酸化 LDLあるいは炎症性サイトカインによって刺激され、障害

が引き起こされる。第二段階では、内皮細胞の ICAM-1、VCAM-1と E-selectin、

P- selectinなどの接着因子の発現が亢進し、血液中の単球やリンパ球が傷害部

に接着する 33。第三段階では、これら血球細胞が内皮細胞下に浸潤しマクロフ

ァージに分化後、血中コレステロールを貪食し最終的に血管内にアテロームが

形成される（Fig.2-2）。ここまで進展すると血管は柔らかさを失い、さらに内

径は狭くなり高血圧症や心肥大を引き起こし、死亡率の高い心筋梗塞や脳梗塞

に至る 33,34。内皮細胞は血管の最内層の細胞であり、血圧の変化や免疫反応に

より影響される。内皮細胞には eNOSという、NOの合成に関与する酵素が存

在する。NOは血圧の調節、血小板凝集作用、その他内皮細胞の種々の機能に

関与する 35。肥満、高血圧症、高脂血症、糖尿病は代表的な生活習慣病であり、

体内に酸化ストレスを引き起こす。これにより NO産生は抑えられ、ECの修

復と再生ができなくなると血管は動脈硬化へと進む 36。 

 

2-3 赤ワインポリフェノールと動脈硬化  

赤ワインの適度な摂取には、CVD および他の慢性病状やがんを予防する効

果があることが報告されている。これは主に赤ワインに多く含まれるポリフェ

ノールによるものであるとされ、ビールやスピリッツ、さらには白ワインなど

にはない機能性と言える 19,20。赤ワインに含まれる高濃度で多種多様なポリフ

ェノール化合物の大部分はブドウの皮や種子由来のものである。これらの化合

物がワイン特有の苦味や渋み、色を呈する。さらにワインの長い熟成過程にお

いて強力な抗酸化作用を発揮するため防腐剤としての働きもある。ブドウの品

種や環境要因およびエノロジカルな技術が赤ワインのポリフェノール化合物

に影響する。レスベラトロールは 1939 年に北海道帝国大学の高岡道夫が高山

自生のユリ科の植物であるバイケイソウから発見し、レゾルシノール構造を有

することからレスベラトロールと命名された。1988 年、ブドウの皮にレスベ
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ラトロールが存在することが確認され、1992 年にはワイン中においてレスベ

ラトロールが検出された 37。レスベラトロールは外的環境のカビやストレス、

汚染等から果実を守るファイトアレキシンとして機能しており 38、ブドウに

UV照射すると量が増えることが確認されている 39。レスベラトロールはブル

ーベリーの葉や枝、皮、種のほか、ピーナッツの薄皮にも含まれる 40。赤ワイ

ンの機能性はフレンチ・パラドックスのメカニズムと関連していると考えられ、

赤ワインの代表的なポリフェノールとしてレスベラトロールの研究が積極的

に展開され、レスベラトロールの抗酸化能力が CVDおよび動脈硬化に対して

効果を発揮していると報告された。 

CVDに関与するレスベラトロールの機能は Fig.2-3で示すように、1つは、

抗酸化酵素である Superoxide dismutase（SOD）や Glutathione peroxidase（GPx）、

カタラーゼの発現や活性を増加させ、ROSを減少させることである 41。これは

LDLの酸化を抑制することに繋がる 42。レスベラトロールは心血管に対して重

要な NOの産生も誘導する。血管系に関与する NOは内皮細胞の eNOSにより

産生され、内皮細胞の機能を保護し、血管平滑筋を弛緩させ、血管を拡張し血

圧を低下させる 43。抗酸化酵素の誘導と NOの産生、この 2つのメカニズムは

SIRT1によって調節されている。 

 

2-4 レスベラトロールと長寿遺伝子 SIRT1 

SIRT1は長寿遺伝子として知られ、サーチュインファミリーの中で最も研究

されている遺伝子である。2004 年レスベラトロールと SIRT1 の関連が動物実

験で確認された。また、SIRT1は低栄養にならない程度のカロリー制限によっ

ても誘導される遺伝子である 44。2006年、SIRT1遺伝子はレスベラトロールに

より活性化されることが判明した。動物実験において、中年マウスモデルにレ

スベラトロールを投与すると、高カロリーによって引き起こされるインスリン

抵抗性、内臓脂肪の蓄積が AMPKのリン酸化を介して予防され、さらに SIRT1
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は PGC-1α活性化を促し、ミトコンドリバイオジェニックスへの誘導、エネル

ギーの消費と運動機能を活発にすることが報告された 45。心血管系に関しては、

SIRT1の過剰発現が Apo E（-/-）マウスの動脈硬化の進展を抑えることが示さ

れた 46。内皮細胞に対して、SIRT1は eNOSを活性化し、NOや抗酸化酵素 SOD

やカタラーゼの発現を誘導し、NADPH オキシダーゼ（NOX）および ROS の

産生を抑制する 47,48。また、Fig.2-4に示すように、SIRT1は炎症に関与する転

写因子 NF-κB の活性を阻害し、細胞接着因子 ICAM-1、VCAM-1、および E-

セレクチンの発現を抑える 49-51。これらの機能は、SIRT1遺伝子が内皮細胞や

心血管系に対して働きかける重要な保護メカニズムと言える。 

 

2-5 ɛ-ビニフェリンと δ-ビニフェリン  

ɛ-ビニフェリンと δ-ビニフェリンは、1977年にラングケーキとプライスがブ

ドウから発見した、赤ワインポリフェノールの 1つであるレスベラトロールの

脱水二量体である 52,53。いずれもレスベラトロールと同じく赤ワインのポリフ

ェノールとして知られている。 

ɛ-ビニフェリンと δ-ビニフェリンはブドウの皮に多く、ブドウの皮は太陽光

や真菌、微生物等による種々の環境ストレス刺激からブドウを守るために、多

くの抗酸化物質を産生する。ブラジルの赤ワインは生産時に、ブドウの皮や種

を一緒に潰して発酵するため、より多くのビニフェリンを得られる 54。現在で

は、ɛ-ビニフェリンと δ-ビニフェリンはレスベラトロールの酸化脱水素反応よ

って生産可能である 55。ɛ-ビニフェリンは細胞内の抗酸化酵素と NOの誘導能

があり、血管平滑筋細胞では Akt-p38、Nrf2-HO-1の経路を介して iNOSの発現

を誘導し 56、内皮細胞では eNOS 活性化と抗酸化酵素カタラーゼや GPx を誘

導し、自然発症高血圧ラットを用いた動物実験においては降圧作用を示した 11。

また、3T3-L1 と肥満モデル動物実験では抗肥満と抗炎症の機能が確認され、

健康食品として販売されている 57。さらに、ɛ-ビニフェリンは血液脳関門を通
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過できるため、アストロサイトとグリア細胞の炎症反応を抑えることによるア

ルツハイマー病の改善効果や、SIRT3 を介した抗酸化酵素 Mn-SOD の活性化

により ROS 産生を抑えることで神経細胞を保護し、ハンチントン病の発症リ

スクを低減することも知られている 58,59。δ-ビニフェリンはレスベラトロール

や ɛ-ビニフェリンに比べ圧倒的に研究が遅れているが、その構造から抗酸化機

能を持つだろうと考えられている。細胞実験において、高グルコースによる

ROS産生に対し、抗酸化酵素カタラーゼを誘導するとともに、SIRT1を介して

p53と BCL2 associated X（Bax）を抑制、B-cell lymphoma-2（Bcl-2）を活性化

し、細胞のアポトーシスを抑制するとの報告がある 60,61。 

 

2-6 HO-1の機能と赤ワインポリフェノール  

HO-1はヘム分解を担う律速酵素 Heme oxygenaseの 1つであり、生体におい

てヘムを分解して、一酸化炭素（CO）鉄イオン（Fe2+）とビリベルジンを生成

する 62。HO-1は Heme oxygenaseのアイソフォームであり、種々のストレスお

よびインスリン様成長因子により誘導される 62,63。定常状態では、細胞質に存

在する転写因子 Nuclear factor erythroid 2-related factor-2（Nrf2）は Keap-1と結

合しユビキチン化によりプロテアソームによって分解され、その存在量は制御

されている。ストレスを受けた時に Keap-1が親電子性物質や活性酸素（窒素）

種による酸化修飾を受けると、Keap-1はユビキチン化が減弱し、Nrf2が Keap-1

と離れて細胞核へ移行する 64。核に移行した Nrf2 は抗酸化遺伝子の制御配列

の抗酸化剤応答配列（Antioxidant/electrophile response elements: ARE）と結合し、

HO-1、または他の抗酸化遺伝子群を統一的に転写誘導する 64。ヘムが HO-1に

より分解された産物 CO、鉄イオンと Biliverdin は、生体に対して多種な生理

機能がある 65。 

HO-1により生成された COは血管において Soluble guanylyl cyclase（sGC）

を活性化し、3’, 5’-Cyclic guanosine monophosphate（cGMP）を増やし、血管拡
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張を介して血圧を調節する。また、CO は IκB の制御を介して、リポ多糖

（Lipopolysaccharide: LPS）による NF-κBの活性化を抑え、また細胞に対して

は、炎症性サイトカインである Tumor necrosis factor-α（TNF-α）および

Interluekin−1β（IL−1β）の産生を減らし、抗炎症または抗増殖の機能を示す 66,67。

さらに、COは内皮細胞で TNF−αにより p38 MAPKの活性化を阻害し、抗ア

ポトーシスの作用を持つことが判明している 68。 

HO-1 により生成された鉄イオンはフェリチンに変換される。このフェリチ

ンには細胞保護作用があり 69、動脈硬化に対して抗炎症性サイトカインの

IL-10を誘導し、抗炎症と抗酸化の効果を示す 70。 

ヘムから分解された Biliverdinは、Biliverdin還元酵素により Bilirubinに変換

される。Bilirubinは強い抗酸化機能を有する。ヨーロッパの研究により、体内

のビリルビン濃度を上昇させると、冠状動脈性心疾患の発症リスクが減少する

ことが報告された 63,71。アルツハイマー病、虚血性心血管疾患と虚血再灌流障

害のような酸化ストレスに関わる疾患についても、保護作用を有することが証

明されている 72,73。また、LDLの酸化と活性酸素の制御に介し、動脈硬化を予

防する 74。さらに Angiotensin II（Ang II）による内皮細胞への DNA損傷を減

らし、細胞保護機能を示す 75。 

このように、HO-1 によるヘムの分解産物は、多彩な作用と経路を介して

（Fig.2-5）、細胞に対する保護作用を有し、動脈硬化と CVDに対する強い予防

効果を示す。 

 

2-7 血管による NO産生と CVD予防  

NO は体内の重要なシグナル伝達因子として機能している。NO は一酸化窒

素合成酵素（NOS）により産生され。NOS は機能により、血管内皮細胞に関

連する eNOS、炎症やストレスに関連する誘導型 NOS（iNOS）、神経細胞に関

連する神経型 NOS（nNOS）に分類され、その中でも eNOSと iNOSとが血管
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機能に深く関わっている 76。 

eNOS は 1980 年に米国の生理学者ファーチゴットにより発現され、血管内

皮細胞からの NO産生を誘導することが明らかとなった。eNOSにより産生さ

れた NOは血管の弛緩反応を誘導し、血管拡張作用を引き起こす。また血管新

生作用と肥満による Insulin抵抗性の改善ももたらす 36。eNOSの活性はカルシ

ウムの濃度に依存しており、カルシウム結合タンパク質の Calmodulin（CaM）

と結合すると構造変化を起こし、リン酸化、アセチル化、メチル化およびタン

パク質切断などの翻訳後修飾を受ける。eNOSは CaMに結合すると、Ser、Tyr、

Thr などの多重サイトがリン酸化される。eNOS のリン酸化部位 Ser1177 は最

もよく研究されており 77、eNOS活性化の代表的な寄与因子である 78。 

iNOS は常に活性化状態にあり、生体の防御機能に関係する。炎症性サイト

カインによりその発現が誘導される。iNOSは eNOSよりも多くの NOを誘導

し、過剰発現時に NOがスーパーオキシドと反応すると、毒性の強いラジカル

であるペルオキシニトライトを形成する 79。iNOS の発現は炎症、アポトーシ

ス、心機能障害あるいは癌とも深く関連している 80,81。 

通常は、血管平滑筋細胞、単球あるいはマクロファージで iNOS が発現し、

eNOSと iNOSが産生した NOが、sGCと cGMPの経路より血管弛緩を誘導し

82、血管損傷の修復と再生を行う。また血小板由来増殖因子（PDGF）により

血小板凝集と平滑筋細胞増殖を減少させ、血栓形成を抑え、高血圧症、肥大型

心筋症およびアテローム性動脈硬化を予防する 56,82。 

過去の研究により、HO-1には eNOSと iNOSを活性化させ、NO産生を誘導

する機能があり、AKTを介して eNOSを活性化させ、NOを産生させることが

報告されている。レスベラトロールと ɛ-ビニフェリンが血管平滑筋細胞におい

て HO-1 を誘導し、非ストレス下で HO-1 経路を起動し、NO 産生および抗増

殖作用を誘導し、さらに内皮細胞で NOによる創傷治癒と抗酸化酵素を誘導す

るとの報告がある 11,56。 



18 
 

 

2-8 血管における細胞接着因子と炎症反応  

動脈硬化の発生進展に炎症は深く関与し、現在では動脈硬化は血管の慢性炎

症と考えられている。また、細胞と基質間の接着を担う分子である細胞接着因

子が、炎症反応に関わると考えられている。接着因子には多種類のファミリー

が存在するが、血管の接着因子は免疫グロブリンスーパーファミリーと

Selectin ファミリーに属する。ICAM-1（CD54）と VCAM-1（CD106）は免疫

グロブリンスーパーファミリーの接着因子であり、Selectin ファミリーとして

は、E（CD62E）、L（CD62L）、P（CD62P）の 3種の Selectinが知られている

83。接着因子の役割は非常に広く、炎症の際は、接着因子が血管内皮細胞の表

面に表れ、血管中に循環している単球、リンパ球、好中球を捕捉し、組織への

浸潤を促進し、また白血球を活性化し、血管平滑筋細胞の遊走と増殖をもたら

して、動脈硬化の初期症状に至る 83,84。 

NF-κBは免疫反応において重要な転写因子として働き、ストレスやサイトカ

イン等の刺激により活性化され、核転移し、細胞の増殖または炎症とアポトー

シスなどの数多くの生理現象や症状に関与している。NF-κBは P65、p50、p52

のヘテロ二量体で構成されるタンパク質複合体である。通常、細胞質中の

NF-κBは IκBと結合し不活化されている。IκBは自己のリン酸化により NF-κB

活性を調節している 85。Transforming growth factor-α（TGF-α）、IL-1β または

ROS のようなサイトカインとストレスの刺激により IκB はリン酸化され、ユ

ビキチン化により分解される。IκBから遊離した NF-κBの P65タンパクはリン

酸化されることで活性化し、細胞核内に移行する 85,86。核移行した NF-κBは目

標の遺伝子のプロモーターに結合して炎症またはアポトーシスへ至るタンパ

ク質の発現を調節する。接着因子 ICAM-1、VCAM-1、E-selectinは NF-κBの活

性化を介し血管の炎症を促進する。従って、NF-κBの活性を抑えることで早期

動脈硬化を予防することができると考えられる 87,88。 
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過去の研究によると、HO-1と Bilirubinは転写因子 NF-κB活性化抑制を介し

て接着分子 VCAM-1と E-selectinの発現を抑制する 89。また SIRT1も脱アセチ

ル化によるタンパク質の翻訳後修飾機能で NF-κB活性化を抑制し、ICAM-1と

VCAM-1の発現を抑える。ROSは NF-κBの活性を調節する血管収縮作用と関

与する 49。Ang IIは細胞内 H2O2の産生を増やし、IκBの分離と NF-κBの活性

化を引き起こし、VCAM-1を発現させる。内皮細胞中の ROSを減少させると

NF-κBは不活性化し、ICAM-1とVCAM-1の発現が抑えられる 50,90。すなわち、

細胞内 ROSを分解することができる SODや Catalaseのような抗酸化酵素が増

加すると、粘着因子の発現が減少し、動脈硬化の予防に繋がる 90-92。 

 

2.9 まとめ  

赤ワイン中のポリフェノール化合物レスベラトロールは、1992 年から現在

までの間、細胞・動物での実験やヒトでの臨床試験を重ねることで様々な機能

性とメカニズムが解明されてきたが、長所と同時に欠点も発見された。欠点と

しては生物利用率が低いことや、ヒトに対して影響が薄く、個体差も大きいこ

とが挙げられ 93-95、フレンチ・パラドックスとの因果関係を考えると、レスベ

ラトロールの効果だけでは説明が不十分とも指摘されていた 96。そこで我々は

レスベラトロールの二量体である ɛ-ビニフェリンと δ-ビニフェリンに注目し

た。ɛ-ビニフェリンと δ-ビニフェリンは赤ワイン中に多く含まれ、生物利用率

と抗酸化能がレスベラトロールよりも高いことから 11,56,97、同じ赤ワインポリ

フェノールとして、レスベラトロールよりも良好な効果が期待できると考えた。 
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Fig. 2-1	 血管の構造図  
 血管壁は内膜・中膜・外膜の 3層構造をとる 98。 
 
 
 
 
 
 
  



21 
 

 

 

Fig. 2-2	 アテローム性動脈硬化発症・進展の概略図  

動脈硬化の発症・進展には、炎症が重要な役割を果たしている。Aは正常な

動脈を示しており、内膜には内皮細胞が、中膜には主に血管平滑筋細胞が存在

している。Bは動脈硬化の発症開始段階を示しており、内皮細胞上の接着因子

の発現や炎症により誘導された単球の内膜への侵入が認められる。単球は成熟

するとマクロファージとなり、酸化 LDLを貪食後、内膜中において泡沫細胞

となる。Cはアテローム性プラークへのさらなる進行を示す。血管平滑筋細胞

は内膜へ遊走、増殖し、コラーゲンやエラスチン、プロテオグリカン等の細胞

外マトリックス分子の産生も促進する。死滅したマクロファージ、泡沫細胞お

よび血管平滑筋細胞は貯蓄していた脂質を放出し、脂質核と呼ばれるプラーク

の中央領域に蓄積する。Dはプラークが破裂した状態を示しており、血液とプ

ラーク中の組織因子との接触により、血流の妨げとなる血栓が形成される 33。 
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Fig. 2-3	 レスベラトロールの動脈硬化への影響  

レスベラトロール（R）が血管内で ROS産生酵素 NOXを抑制し、ROS産生

を減少させると共に、 eNOS の発現を促進し、単球走化性促進因子

（Monocytechemoattractant protein-1: MCP-1）の発現を抑制する。また、TNF-α

および Ang IIによって引き起こされるアポトーシスを抑制する 21。 
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Fig. 2-4	 SIRT1の接着因子への影響  

TNF-α、酸化 LDL および ROS が内皮細胞に刺激を与え、内皮細胞表面に

ICAM-1やVCAM-1、E- selectinおよびP-selectinのような接着因子が発現する。

単球はこれら接着因子により内皮細胞へ結合し、血管内膜へ浸潤する。SIRT1

は NF-κBを制御することによって ICAM-1と VCAM-1の発現を抑制する 49。 
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Fig. 2-5	 HO-1の様々な機能  
ストレス存在下で HO-1 は NRF-2-ARE の経路により誘導され、ヘムを分解

し、CO、鉄イオン、ビリベルジンを生成する 99。 
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第 3章 

 

赤ワイン成分レスベラトロール、ɛ-ビニフェリ

ン、および δ-ビニフェリンの機能性比較研究 
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3-1 背景  

赤ワインのポリフェノールには CVDの予防効果があることが報告されてい

る。レスベラトロールは赤ワインポリフェノールの 1 つであり、1992 年から

様々な細胞と動物実験による研究が行われてきた。当研究室の先行研究におい

て、レスベラトロールの二量体である ε-ビニフェリンが血管平滑筋細胞の遊

走・増殖を抑制し、抗酸化酵素の発現を誘導する機能を示すことが明らかとな

った 56。また、内皮細胞の創傷治癒機能の促進、eNOSのリン酸化と NOの産

生を促進することも示された 11。さらに、動物実験では降圧効果も示されたが、

NO産生促進のメカニズムは未だ明らかになっていない部分が多い 11。また、δ-

ビニフェリンに関しては、血管系に対する作用は明らかにされていない。 

レスベラトロールの NO産生機能は、eNOSのリン酸化による活性化を介す

100。eNOSはリン酸化キナーゼ AKTや AMPKの活性によってリン酸化される

101。長寿遺伝子 SIRT1も eNOSのリン酸化を調節する。SIRT1は脱アセチル化

の機能を持ち、この機能を介して細胞中の機能性タンパク質の発現をコントロ

ールすることが明らかとなっている 102。SIRT1は eNOSと結合し eNOSを脱ア

セチル化する。また、AKTや AMPKを介して eNOSを活性化して NOを産生

し、創傷治癒を促進する 101,102。内皮細胞の機能は、ROSやシェアストレスな

どによって抑制される。これらストレスにより炎症に関わる NF-κB を介して

接着因子の発現増加が引き起こされる 103,104。NF-κBは P50と P65により構成

される二量体であり、不活性な NF-κB は細胞質に存在する IκB と結合するこ

とにより活性が抑制されている 105。NF-κBは、過酸化水素、TNF-α、IL1-βな

どの刺激による P65のリン酸化により活性化される 103,106。活性化した NF-κB

は核内移行し、DNA上の κBモチーフ（GGGACTTTCC）と結合し、接着因子

の転写活性を誘導する 104,106。従って、内皮細胞の機能を保護するうえで、ROS

の減少および NF-κB活性化の抑制は重要である。 
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3-2 目的  

本研究では、赤ワインに含まれるポリフェノールの一種であるレスベラトロ

ールとその二量体 ɛ-ビニフェリンおよび δ-ビニフェリン（Fig.3-1）に着目し、

動脈硬化の発症・進展の抑制にとって重要な血管内皮細胞の保護効果について

比較し、その作用機序の一端を明らかにすることを目的とした。 

 

3-3 実験材料と方法  

3-3-1. 材料  

レスベラトロールは Cayman Chemical Co.から購入した。L-Arginine、

2',7'-Dichlorodihydrofluorescein diacetate（DCFH-DA）、ɛ-ビニフェリンと、N 

omega-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride（L-NAME）は富士フイルム和

光純薬から購入した。Dulbecco's modified Eagle's medium（DMEM）、ウシ胎仔

血清（Fetal bovine serum: FBS）、Penicillin、Streptomycin、Hanks’ balanced salt 

solution（HBSS）、化合物 C、EX527 は Sigma-Aldrich から購入した。

Diaminofluorescein-2 diacetate（DAF-2DA）は積水メディカルから購入した。

CellTiter 96 Aqueous One Solution Reagent は Promega から購入した。Zinc 

Protoporphyrin XI（ZnPPXI）は Calbiochemから購入した。δ-ビニフェリンは筑

波大学吉田研究室から譲り受けた。抗体については、SIRT1、Phospho-eNOS3

（Ser1177）、マウスモノクローナル抗 α-チューブリン抗体、抗ウサギ IgG は

Santa Cruz Biotechnologyから、α-チューブリンは Calbiochemから購入した。

β-Actin はシグマから、Phospho-AMPK、Phospho-Akt（Ser473）、FOXO3a、

Phospho-NF-κBP65、Phospho-IκBはCell Signalingから購入した。CatalaseとHO-1

の抗体はシグマに作製を依頼した。Catalase は ADNRDPASDQMKHWKEQRA

の配列を持つペプチドを、HO-1は PNSMPQDLSEALKEATKEの配列を持つペ

プチドを抗原として、それぞれウサギを用いて抗体を作製した。 
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3-3-2. 血管内皮細胞の培養  

土浦市の屠畜場よりブタの大動脈を入手し、Phosphate-buffered saline（PBS）

で洗浄した後、3%の Penicillin/Streptomycinを含む PBSに 30分以上浸して滅菌

した。大動脈をハサミで切り開き、メスで血管内膜表面の細胞を取り、DMEM

に懸濁した。1500 rpmで 5分間遠心分離した後、細胞培養用ディッシュで培養

した。10% FBS、1% Penicillin/Streptomycin、低 Glucose DMEMによって継代し、

5% CO2、37°Cで培養した。実験には 7代から 10代までの継代数の細胞を使用

した。 

 

3-3-3. 創傷治癒実験  

3×105個の内皮細胞を 3.5 cmディッシュに播種し、10% FBSを含む DMEM

で 8時間かけて接着させ、1% FBSの培地に変えて 16時間培養した後、培地を

交換した。次に DMSOで溶解したレスベラトロール、ɛ-ビニフェリン、δ-ビニ

フェリンを添加した。阻害剤処理を行う場合は各化合物添加の 1時間前に添加

した。各化合物の添加後、200 µL チップ先端でディッシュの底に線を引き、

顕微鏡で撮影した。この時点を 0 時間とした。24 時間後、細胞遊走と増殖の

指標として顕微鏡で撮影を行い、線の範囲内に存在する細胞数をカウントする

ことにより、創傷治癒効果を評価した。 

 

3-3-4. NO産生量の測定  

内皮細胞を 96ウェルプレートに播種し、10% FBSを含む DMEMで 8時間

かけて接着させ、1% FBSの培地に変えて 16時間培養した後、HBSSで 2回洗

浄し、10 µMの DAF-2DA/HBSSを添加して 45分間培養した。再び HBSSで 2

回洗浄し、100 mMの L-Arginine/HBSS溶液に 10 µMのレスベラトロールと ɛ-

ビニフェリン、5 µMの δ-ビニフェリンを添加し、24時間 NO産生量を測定し

た。NO産生量の測定は ARO MX/Light 1420 Multilabel/Luminescence Counter
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（Perkin Elmer® Precisely）を用いて、励起波長 485 nm／吸収波長 535 nmで検

出する。 

 

3-3-5. ウエスタンブロット法  

内皮細胞を 3.5cmディッシュに 2×105 個で播種し、10% FBSを含む DMEM

で 8時間かけて接着させ、1% FBSの培地に変えて 16時間培養した後、培地を

交換した。これに各化合物を添加してそれぞれの反応時間で回収した。回収す

る際は PBS（-）で 2回洗浄し、-80°Cで保存した。その後溶解バッファー（50 mM 

HEPES pH 7.5、50 mM NaCl、1 mM Ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA）、

5% Glycerol、100 mM Nafamostat、10 mM Sodium pyrophosphate、1% Triton X-100、

1 mM NaVO4、1 mM Phenylmethylsulfonyl fluoride（PMSF）、10 µg/ml Antipain、

10 µg/ml Leupeptin、10 µg/ml Aprotinin）を加えてスクレーパーで細胞を回収し、

氷上に 15 分間静置し、4°C、14000 rpm で 15 分間遠心分離を行い、上清を回

収した。回収した細胞抽出液内のタンパク質は BCATMタンパク質定量キット

（Pierce）を用いて測定した。細胞抽出液を SDS-PAGEに供し、泳動後、分離

したタンパク質を Polyvinylidene difluoride（PVDF）メンブレンに転写した。転

写したメンブレンは 5% BSA/Tris緩衝生理食塩水/0.1% Tween 20（TBS-T）で

ブロッキングし、各種一次抗体を反応させた。TBS-T で 15 分、3 回洗浄し、

二次抗体を反応させた。再び洗浄を行った後に、Chemi-lumi One Lを用いて二

次抗体に標識させ、Horseradish peroxidase（HRP）による化学発光を

LAS4000miniで検出した。 

 

3-3-6. 細胞生存率の測定  

内皮細胞を 24ウェルプレートに 5×104 cell/wellで播種し 7時間接着させて、

1% FBSの培地に変え 17時間培養した後、培地を交換した。その後各化合物を

添加し、24時間培養した。24時間後、PBSで 2回洗浄し、1% FBSを含む DMEM
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に H2O2（800 µM）を添加し、24時間培養した。培養後、Trypsin／EDTAを用

いて細胞をディッシュから回収し、0.5% Trypan blue 染色液と混合して、

Countess II FL Automated Cell Counter（Invitrogen）を用いて細胞生存率を測定

した。 

 

3-3-7. ROSの測定  

3×105の内皮細胞を 3.5 cmディッシュに播種し、10% FBSを含む DMEMで

8時間かけて接着させ、1% FBSの培地に変えて 16時間培養した後、10 µMの

レスベラトロールと ɛ-ビニフェリンを添加し、24時間培養した。HBSSで 2回

洗浄し、5 µMの 2’,7’- DCFH-DAを添加し、細胞に取り込ませるために 15分

培養した。その後、750 µMの H2O2を添加し、さらに 10分後、HBSSで 2回

洗浄し、2 mlの HBSSを添加し測定を行った。共焦点顕微鏡で 488 nmの励起

波長で生じた蛍光強度を測定し、細胞内 ROS産生レベルを測定した。 

 

3-3-8. Real-time PCR  

内皮細胞を 3.5 cmディッシュに 2×105 個播種し、10% FBSを含む DMEMで

8時間かけて接着させ、1% FBSの培地に変えて 16時間培養した後、培地を交

換した。各化合物と H2O2（400 µM）を添加して 24 時間反応させ、PBS（-）

で 2 回洗浄し、-80°C で保存した。RNA 抽出のためディッシュに ISOGEN を

加えて、5分間静置し、スクレーパーで細胞を回収して、ISOGENの 5分の 1

の DEPC処理水を加えて、激しく混合後再び 5分間静置し、4°C、4000 rpmで

15 分間遠心分離を行い、最上層のみを回収した。回収した細胞上清と同じ量

の Isopropanol を加え、軽く混合後、10 分間静置し、再び 4°C、14000 rpm で

10分間遠心分離を行った。上清を除去し、沈殿に 70%の Ethanolを加えて 4°C、

7500 rpmで 5分間遠心分離を行い、上清を除去し、Total RNAの沈殿を得た後、

ナノドロップを用いて 260/280 nm を測定した。RNA の濃度を算出し、cDNA
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合成キット（東洋紡）で cDNAに逆転写し、2 µgの cDNAと 10 µgの SYBR Green

とプライマー（Table 1）0.5 µgを用いて Real-time PCRによる mRNAの測定を

行った。 

 

3-3-9. MTS assayによる増殖の測定  

内皮細胞を 96ウェルプレートに播種し、10% FBSを含む DMEMで 8時間

かけて接着させ、1% FBSの培地に変えて 16時間培養した後、50、100、200、

400 µMの H2O2を添加し、24時間培養した。その後 PBSで 2回洗浄し、CellTiter 

96 Aqueous One Solution Reagentを 20 µl/wellを添加し、2時間培養した後、

Ultramark Microplate Imaging System（BIO RAD）を用いて 490 nmの波長にお

ける吸光度を測定した。 

 

3-3-10. 統計処理  

実験結果は、平均値±標準誤差で示した。各集団の比較には ANOVA検定を

行い、また Tukey の検定で多重比較分析した。P<0.05 の場合に有意であると

判断した。 
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3-4 結果  

3-4-1. 内皮細胞における創傷治癒の促進およびその経路  

3-4-1-1. レスベラトロール、ɛ-ビニフェリン、および δ-ビニフェリンが血

管内皮細胞の創傷治癒に与える影響  

内皮細胞の修復は初期段階の動脈硬化を予防するため、レスベラトロール、

ɛ-ビニフェリン、および δ-ビニフェリンの創傷治癒の促進能力を比較した。 

各化合物を 5、10、20 µMの濃度で内皮細胞に添加し、24時間の創傷治癒の

促進効果を比較した。Fig.3-2に示すように、10 µMと 20 µMのレスベラトロ

ール、5 µM の δ-ビニフェリンと 5、10、20 µM の ɛ-ビニフェリンが創傷治癒

を有意に促進した。また、5 µMの δ-ビニフェリンおよび ɛ-ビニフェリン、10 µM

と 20 µM の ɛ-ビニフェリンが、レスベラトロールよりも強い促進効果を示し

た。 

 

3-4-1-2. レスベラトロール、ɛ-ビニフェリン、および δ-ビニフェリンが血

管内皮細胞の NO産生に与える影響  

内皮細胞の創傷治癒および増殖能は NO 産生に依存している 107,108。そのた

め、レスベラトロール、ɛ-ビニフェリン、および δ-ビニフェリンにおける NO

産生を検討した。実験は 5 µMの δ-ビニフェリン、10 µMのレスベラトロール

と ɛ-ビニフェリンを添加して、24時間後 DAF2-DAによって細胞内 NOを検出

した。Fig.3-3に示すように、各化合物が NO産生を有意に増加させた。さらに

ɛ-ビニフェリンは、同じ濃度のレスベラトロールおよび 5 µM の δ-ビニフェリ

ンより強く NO産生を誘導することが明らかとなった。 

 

3-4-1-3. NO 産生阻害がレスベラトロール、ɛ-ビニフェリン、および δ-ビ

ニフェリンの血管内皮細胞における創傷治癒促進に与える影響  

各化合物が NOを介して創傷治癒を促進するか否かを検討した。実験は NOS
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の阻害剤 L-NAME を用いて細胞内の NOS 活性を阻害し、各化合物を加えて、

創傷治癒促進効果を解析した。Fig.3-4 に示すように、L-NAME 処理した内皮

細胞では各化合物による創傷治癒促進は有意に抑制された。このことから、レ

スベラトロール、ɛ-ビニフェリン、δ-ビニフェリンによる内皮細胞の創傷治癒

の促進作用は、NO産生に依存することが明らかとなった。 

 

3-4-1-4. レスベラトロール、ɛ-ビニフェリン、δ-ビニフェリンが血管内皮

細胞の eNOSのリン酸化、SIRT1、および HO-1の発現に与える影響  

内皮細胞における NO産生は eNOSにより誘導され、eNOSは Ser1177のリ

ン酸化によって活性化されることから、ウエスタンブロット法で各化合物が

eNOS の活性化に与える影響を解析した。5 µM の δ-ビニフェリンと 10 µM の

スベラトロールおよび ɛ-ビニフェリンを細胞に添加した後、6、12、24時間後

に細胞を回収し eNOSのリン酸化を検出した。Fig.3-5に示すように、各化合物

の添加後 6 時間から 12 時間において、eNOS のリン酸化が促進されることが

明らかになった。さらに、eNOSのリン酸化を促進する SIRT1と HO-1の発現

量も増加した。以上の結果から、各化合物が SIRT1と HO-1を介して eNOSの

リン酸化を促進することで、eNOSを活性化する可能性が示唆された。 

 

3-4-1-5. SIRT1の阻害剤 EX527と HO-1の阻害剤 ZnPPXIのレスベラトロ

ール、ɛ-ビニフェリン、および δ-ビニフェリンの創傷治癒促進効果への

影響  

SIRT1と HO-1は eNOSの活性化を調節し、また NO産生を誘導することが

知られている。そのため、各化合物によって誘導した SIRT1と HO-1が創傷治

癒にどのような影響を及ぼすかを検討した。実験では、SIRT1 活性阻害剤

EX527と HO-1活性阻害剤 ZnPPXI存在下での各化合物による創傷治癒の促進

効果を解析した。Fig.3-6に示すように、EX527や ZnPPXIを添加した内皮細胞
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では創傷治癒能力はほぼ完全に抑制された。以上の結果は、各化合物による内

皮細胞の創傷治癒に、SIRT1と HO-1が関わっていることを示している。 

 

3-4-1-6. レスベラトロールおよび ɛ-ビニフェリンによる  SIRT1 と HO-1

の発現に及ぼす各種阻害剤の影響  

レスベラトロールと ɛ-ビニフェリンはいずれも SIRT1とHO-1の発現を誘導

したが、SIRT1と HO-1の上下流関係を明らかにするため、SIRT1と HO-1の

活性阻害剤を用いて実験を行った。結果は Fig.3-7Aに示すように、HO-1の阻

害剤 ZnPPXIを加えると SIRT1の発現が減少し、これをレスベラトロールと ɛ-

ビニフェリンが抑制した。これに対して、SIRT1 の阻害剤 EX527 を加えても

HO-1 の発現に変化は見られなかった。以上の結果によって、HO-1 は SIRT1

の上流にあることが示唆された。また、Fig.3-7B では NO 産生を阻害すると

SIRT1の発現も抑制されることが示された。この結果は NOが SIRT1の発現を

誘導することを示唆している。 

 

3-4-1-7. レスベラトロールと ɛ-ビニフェリンの AKTおよび AMPKのリン

酸化への影響  

HO-1 によって誘導された脱アセチル化機能を持つ SIRT1 が、eNOS を脱ア

セチル化することでAKTやAMPKによってリン酸化される可能性が考えられ

る。そこで、両化合物による AKTと AMPKのリン酸化への影響を検討した。

Fig.3-8A に示すように、レスベラトロールは AMPK のリン酸を誘導したが、

AKTに対しての誘導効果は弱かった。これに対して ɛ-ビニフェリンは AKTと

AMPK の両者のリン酸化を誘導した。この結果は ɛ-ビニフェリンがレスベラ

トロールより NO 産生や創傷治癒効果が高かった結果と一致する。また、

Fig.3-8Bでは SIRT1の阻害剤 EX527、AMPKの阻害剤 Compound Cと AKTの

阻害剤 LY294002 を用いて、SIRT1、AMPK と AKT の経路を再検証した。そ
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の結果、用いた３種の阻害剤は全てレスベラトロールと ɛ-ビニフェリンによる

eNOSのリン酸化を抑えされるデータが得られた。 

 

3-4-2. 内皮細胞への抗酸化能力の付与  

3-4-2-1. レスベラトロール、ɛ-ビニフェリン、および δ-ビニフェリンによ

る酸化ストレス依存的な細胞生存率低下の改善効果  

体内の過剰な ROS は内皮細胞に損傷を与えて動脈硬化の発症の引き金とな

ることが知られている。レスベラトロール、ɛ-ビニフェリン、および δ-ビニフ

ェリンが内皮細胞に対して抗酸化能を示すか否かを検討した。Fig.3-9 に示す

ように、H2O2による酸化ストレスは内皮細胞の生存率を 20%程度減少させた。

これに対し、10 µMのレスベラトロールと ɛ-ビニフェリン、5 µMの δ-ビニフ

ェリンは、24 時間前に処理すると内皮細胞の生存率の低下がほぼ完全に抑制

された。この結果は、3種の化合物が内皮細胞に対し酸化ストレス抵抗性を付

与することを意味している。 

 

3-4-2-2. レスベラトロール、ɛ-ビニフェリン、および δ-ビニフェリンによ

る抗酸化酵素 Catalaseの発現促進効果  

Catalaseには体内に存在する過酸化水素を分解する役割がある。レスベラト

ロール、ɛ-ビニフェリン、および δ-ビニフェリンは酸化ストレスを受ける内皮

細胞の生存率を改善できることから、Catalase の発現促進効果も期待できる。

ウエスタンブロット法により、各化合物の Catalaseの発現促進効果の解析を行

った。Fig.3-10に示すように、各化合物の添加により Catalaseは時間依存的に

発現量が増加した。また、δ-ビニフェリンは、レスベラトロールや ɛ-ビニフェ

リンと比較して発現増加までの時間が長くなっている。この結果は Fig.3-5Cの

HO-1の発現結果と類似している。 
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3-4-2-3. レスベラトロール、ɛ-ビニフェリン、および δ-ビニフェリンの濃

度依存的な Catalaseの発現促進効果  

Fig.3-10のデータにおいて、各化合物は内皮細胞の Catalase発現を促進した。

そこで、各化合物の濃度ごとに Catalase発現を比較した。5、10、20 µMのレ

スベラトロールと ɛ-ビニフェリン、および δ-ビニフェリンを添加し 24時間培

養した細胞での Catalase 発現を解析した。Fig.3-11 に示すように、10 および

20 µMの ɛ-ビニフェリンを添加した内皮細胞では、Catalaseの発現が有意に増

加した。またこれは、レスベラトロールと δ-ビニフェリンより Catalase発現の

促進効果が強いことを示唆している。更に、10 µMの ɛ-ビニフェリン 1時間の

影響を解析した。Fig.3-12に示すように、Catalase、SIRT1、リン酸化 AMPKと

FOXO3aの発現が時間依存的に増加することが観察された。 

 

3-4-3. 内皮細胞の細胞接着因子の発現への影響  

3-4-3-1. レスベラトロールと ɛ-ビニフェリンが細胞内 ROS 濃度に与える

影響  

ɛ-ビニフェリンとレスベラトロールが実際に細胞内の ROS 濃度に与える影

響を検討した。Fig.3-13に示すように、10 µMの ɛ-ビニフェリンとレスベラト

ロールを添加し 24時間培養し、その後化合物を洗浄除去し H2O2を添加した。

いずれも、化合物で前処理すると細胞内の ROS 濃度は有意に低下した。この

結果は、両化合物が細胞に ROS除去能力を付与したことを意味する。 

 

3-4-3-2. レスベラトロールと ɛ-ビニフェリンの H2O2による NF-κB活性化

の抑制効果  

NF-κBは炎症に関わる転写因子であり、細胞内で様々な免疫反応を引き起こ

す。酸化ストレスは NF-κB 活性化の引き金の一つであり、さらに接着因子の

転写を誘導する。酸化ストレスが内皮細胞の NF-κB を活性化させるか否かを
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確かめるため、H2O2を添加する実験を行った。Fig.3-14 の A と B に示すよう

に、400 µMの H2O2は NF-κB活性化タンパク P65と IκBのリン酸化を誘導し

た。続いて、両化合物が NF-κB の活性を阻害するか否かを確認する実験を行

った。Fig.3-14の Cと Dに示すように、H2O2は NF-κBの活性に関わるタンパ

ク質P65と IκBのリン酸化の発現レベルを有意に増加させることが示されたが、

30 µMのレスベラトロールと 10 µMの ɛ-ビニフェリンの添加によって P65と

IκBのリン酸化の発現レベルは減少し、NF-κBの活性が抑制されることが判明

した。 

 

3-4-3-3. レスベラトロールと ɛ-ビニフェリンによる酸化ストレス依存的

な接着因子 ICAM-1、VCAM-1および E-セレクチンの発現抑制効果  

動脈硬化を引き起こす接着因子は酸化ストレスや炎症性サイトカインの刺

激によって誘導され、血液中の単球を接着して、血管の損傷部位から内皮細胞

の内側に侵入する。これにより平滑筋細胞の増殖と遊走が引き起こされ、血管

の肥厚と硬化が誘導される。そして最終的に血栓や動脈硬化症を発症する。

Fig.3-15に示すように、H2O2により E-selectinの mRNA発現量が有意に増加し

た。30 µM のレスベラトロールと 10 µM の ɛ-ビニフェリンを加えたところ、

H2O2による E-セレクチンの発現量は有意に減少した。ICAM-1と VCAM-1に

関しては同様の効果は観察されなかった。 
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3-5 考察  

メタボリック症候群により引き起こされる動脈硬化は、心筋梗塞や脳卒中の

ような死亡率の高い疾病の原因となる。従って、動脈硬化の発症・進展を防ぐ

ことが重要となる。本研究では、赤ワインポリフェノールのレスベラトロール

とその二量体である ɛ-ビニフェリンおよび δ-ビニフェリンに着目し、それらの

血管に対する機能性を比較検討することを目的とした。 

具体的には、以下の 3つの視点から動脈硬化に対する 3種の化合物の予防・

改善効果を評価した。第一は、単球の内膜侵入と血管プラークの産生を防ぐこ

とに繋がる NO産生能と血管内膜の損傷修復作用、第二は、抗酸化酵素 Catalase

の発現誘導による、ストレスで過剰産生される ROS による内皮細胞への損傷

の抑制、第三は、酸化ストレスによる誘導される炎症経路に働く転写因子

NF-κBの活性化阻害と血管接着因子の発現抑制である。 

まず、第一の視点として、3種の化合物が内皮細胞の創傷治癒を有意に促進

することを明らかにした。3 種の化合物の中でも、ɛ-ビニフェリンは 5、10、

20 µMの全ての濃度で有意な促進効果を示し、最も強い効果を示した。また、

レスベラトロールも有意な促進効果を示したが、同じ濃度での ɛ-ビニフェリン

はレスベラトロールより促進効果が強かった。δ-ビニフェリンはレスベラトロ

ールおよび ɛ-ビニフェリンと違い、5 µMにおいて促進効果が最も強かった。

つまり、3種の化合物の間で創傷治癒における濃度依存性の強さが異なること

が明らかとなった。 

内皮細胞における創傷治癒効果は NO産生に依存するが、3種の化合物はす

べて NO産生を誘導することも確認された。中でも ɛ-ビニフェリンは、レスベ

ラトロールと δ-ビニフェリンよりも強い誘導機能を示した、この結果は創傷治

癒の結果と一致する。また、eNOSの阻害剤L-NAMEでNO産生を阻害すると、

3種の化合物の効果がほぼ完全に抑制された。この結果は内皮細胞における創

傷治癒機能に対して NO産生が不可欠であることを示している。また、3種の



39 
 

化合物による内皮細胞の創傷治癒はHO-1と SIRT1の阻害剤でそれぞれ抑制さ

れた。この結果は、3種の化合物の作用に HO-1は SIRT1の両方が不可欠であ

ることを示しているが、実験の結果、HO-1が SIRT1の上流に位置することが

明らかとなった。さらに AKTと AMPKにより eNOSがリン酸化されることも

確認された。また、文献によると HO-1は SIRT1を介して、非アルコール性脂

肪肝疾患マウスの肝細胞の脂質蓄積と線維化を減少させ、さらに酸化ストレス

を抑制する 109。本実験のレスベラトロールと ɛ-ビニフェリンにおいても同様

の経路が示された。 

本研究の第二の視点として、3種の化合物が酸化ストレスに対する細胞保護

作用を示すことを証明した。酸化ストレスは内皮細胞に傷害や細胞死をもたら

し、最終的に単球の侵入、酸化 LDL の蓄積および血管プラークを形成し、動

脈硬化を引き起こす 34。本研究では、レスベラトロール、ɛ-ビニフェリン、δ-

ビニフェリンが内皮細胞中の抗酸化酵素 Catalaseの発現を増加させ、酸化スト

レスによる細胞死を抑制することが明らかとなった。また、ɛ-ビニフェリンは

レスベラトロールや δ-ビニフェリンより、Catalase誘導効果が強いことも示さ

れた。 

本研究の第三の視点として、レスベラトロールと ɛ-ビニフェリンが NF-κB

の活性を抑え、接着因子の誘導を阻害することを明らかにした。NF-κBは炎症

経路に関わる分子として知られており、細胞の成長、キナーゼの活性化、炎症

およびアポトーシスまで幅広い機能と関与している 105。本研究では、400 µM

の H2O2 で内皮細胞表面の接着因子を誘導し、ɛ-ビニフェリンとレスベラトロ

ールによる抗炎症機能を検証した。その結果、レスベラトロールと ɛ-ビニフェ

リンを作用させると、400 µM の H2O2により誘導された NF-κB のサブユニッ

ト P-65の活性化が有意に減少することが示された。さらに接着因子 E-セレク

チンの mRNA も有意に減少させることも確認した。この結果から ɛ-ビニフェ

リンが酸化ストレスによる接着因子を抑制することが明らかとなった。 
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本研究の 3つの視点により、赤ワインポリフェノールの機能性と SIRT-1と

HO-1とが深く関与していることが証明された。過去の研究より、HO-1がキナ

ーゼ AKT と AMPK を介して eNOS を活性化し 110,111、SIRT1 は脱アセチル化

を用いてeNOSと直接結合し、eNOSカルモジュリン結合ドメインにあるLysine

の 496番と 506番を脱アセチル化し 102、キナーゼ AKTと AMPKの協力によ

り eNOS を活性化させる 112ことが示されている。本研究では HO-1 と SIRT1

の 2つの経路を合わせて検討し、HO-1と SIRT1の両方が eNOSの S1177をリ

ン酸化し活性化させることを明らかにした。HO-1は上流から SIRT1の発現を

誘導し、リン酸化 AKTと AMPKも加えて eNOSを活性化し、NOの産生増加

をもたらすと考えられる。 

HO-1 は Keap-1-NRF-2-ARE の経路を介して発現され 113、また、SIRT1 は

AMPKの活性化と FOXOファミリー（FOXO1a、FOXO3aと FOXO3a）により、

CatalaseとMn-SODを発現する。この 2つの経路は、細胞の酸化ストレスの刺

激により起動されることが報告されている 48,65。本研究では、赤ワインポリフ

ィノールのレスベラトロール、ɛ-ビニフェリン、δ-ビニフェリンが Catalase の

発 現 を 誘 導 す る こ と が 示 さ れ た 。 さ ら に 、 ɛ- ビ ニ フ ェ リ ン は

SIRT1-AMPK-FOXO3A 経路の発現を誘導できることも証明した、その結果と

して ɛ-ビニフェリンは HO-1と SIRT両方の経路を介して Catalase発現を誘導

する可能性が示唆された。 

過去の研究により、HO-1も SIRT1も転写因子 NF-κBの活性化抑制を介して

接着分子の発現を抑制することが分かっている。そのメカニズムを比べると、

SIRT1は直接NF-κBを脱アセチル化することによりNF-κBの活性化を抑制し、

接着分子の発現を抑制する 114。また HO-1と Bilirubinによる NF-κBの活性化

抑制を介した VCAM-1や E-selectinの発現抑制が報告されている 89。別の研究

では、COの誘導剤 CORM-2が転写因子 NF-κBと AP-1（c-Jun、c-Jun、c-Fos）

の活性を抑制し、VCAM-1発現を制御して炎症を抑制、あるいは関節リウマチ
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を予防することが報告されている 115。本研究では誘導剤 CORM-2で内皮細胞

の CO量を増加させたが、SIRT1の発現には影響が見られず、この結果は CO

による NF-κB の活性阻害は別経路を経由する可能性を示している。動物実験

において、動脈硬化では血管内皮における免疫グロブリンスーパーファミリー

である VCAM-1 の発現は ICAM-1 より影響が大きいとの報告がある 84。本研

究でも ICAM-1 の mRNA 発現量を検討したが、過去の研究と同様の大きな変

化は認められなかった。 

HO-1-SIRT1経路の研究はまだ多くはない。2015年、肝細胞において Fructose

により発現が減少した SIRT1が、HO-1の誘導剤 Cobalt Protoporphyrinの添加

により回復し、肝臓の脂肪蓄積と線維化が改善することが報告された 109。動

物実験では、HO-1が過剰発現すると SIRT1の発現増加が見られ、マウス肝臓

の虚血再灌流による臓器傷害が減少する結果が報告されている 116。3T3L1 に

おいて、Ang IIによる酸化ストレスが HO-1-SIRT1を介して抗酸化の機能が誘

導され、酸化ストレスのダメージが回復したとの報告がある 117。なお、非ス

テロイド系抗炎症薬の Salsalate が HO-1 と SIRT1 の経路により、LPS による

NF-κBを経由し ICAM-1と VCAM-1発現を制御するとの報告があり 118、本研

究と類似する。 

本研究では内皮細胞において赤ワインポリフェノールのレスベラトロール

とその二量体である ɛ-ビニフェリンと δ-ビニフェリンが、HO-1-SIRT1の経路

を介して NO 産生と創傷治癒機能を誘導することを示した。また抗酸化酵素

Catalaseの発現を増加することにより細胞内の ROSを除去し、酸化ストレスに

よる損傷を減少させ、さらに炎症を引き起こす接着因子の発現を抑えることを

明らかにした。本研究で得られたこれら３化合物の内皮細胞における作用経路

の概要を Fig.3-16に記す。本研究の未解明の事項は、HO-1と SIRT1との間に

直接的な相互作用のメカニズムが存在するか否かである。HO-1 がどのような

メカニズムを介して SIRT1 を発現させるのかについては、さらなる研究が必
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要である。 

 

3-6 結論  

本研究では、内皮細胞における NO産生と創傷治癒、抗酸化酵素の誘導、お

よび接着因子の制御の 3つの観点から、赤ワインポリフェノールのレスベラト

ロールとその二量体である ɛ-ビニフェリン、δ-ビニフェリンが、類似した機能

と作用機序を示すことが示された。また 3種の化合物の中でも ɛ-ビニフェリン

は、NOと創傷治癒、抗酸化酵素 Catalaseの産生において、レスベラトロール

や δ-ビニフェリンよりも強い作用を有することが明らかとなった。これらの結

果は、広く知られる機能性成分レスベラトロールに加え、その二量体である

ɛ-ビニフェリンと δ-ビニフェリンも、赤ワインによる CVD の予防改善に重要

であることを強く示唆するものである。 
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Fig. 3-1	 赤ワインポリフェノールのレスベラトロールとその二量体のε-

ビニフェリンとδ-ビニフェリンの構造  
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Fig. 3-2	 レスベラトロール、ɛ-ビニフェリン、および δ-ビニフェリンに

よる血管内皮細胞の創傷治癒促進効果  

1% FBSを含む DMEMで 16時間同調培養後（3×105cells/dish）、5、10、20 µM

のレスベラトロール、ɛ-ビニフェリン、および δ-ビニフェリンを添加し、チッ

プでディッシュの底に疑似的な傷をつけ、顕微鏡で観察して撮影を行った。24

時間培養した後、再び撮影を行い、治癒力を評価した。(n=3, *P<0.05 vs. Control, 

**P<0.001 vs. Control) 
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Fig. 3-3	 レスベラトロール、ɛ-ビニフェリン、および δ-ビニフェリンに

よる内皮細胞の NO産生促進効果  

1% FBSを含む DMEMで 16時間同調培養後（5×103cells/ well）、DAF-2DA（10 

µM）を添加して 45分間培養した。その後、L-Arginine（100 µM）とともに 10 

µMのレスベラトロールと ɛ-ビニフェリン、5 µMの δ-ビニフェリンを添加し、

24時間培養後、NO産生量を測定した。(n=3, *P<0.05 vs. Control, **P<0.001 vs. 

Control) 
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Fig. 3-4	 NO合成酵素阻害剤（L-NAME）存在下でのレスベラトロール、

ɛ-ビニフェリン、および δ-ビニフェリンの創傷治癒促進効果  

1% FBSを含むDMEMで 16時間同調培養後（3×105cells/dish）、1 mM L-NAME

で 1時間処理し、（A）10 µMのレスベラトロールと（B）ɛ-ビニフェリン、お

よび（C）5 µM の δ-ビニフェリンを添加し、チップでディッシュの底に疑似

的な傷をつけ、顕微鏡で観察して撮影を行った。24 時間培養した後再び撮影

を行い、治癒力を評価した。(n=3, *P<0.05 vs. Control, #P<0.05 vs. Resveratrol, 

ɛ-Viniferin or δ-Viniferin) 
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Fig. 3-5	 レスベラトロール、ɛ-ビニフェリン、δ-ビニフェリンによる内皮

細胞での eNOSのリン酸化、および SIRT1と HO-1の発現促進効果  

1% FBSを含む DMEMで 16時間同調培養後（3×105cells/dish）、10 µMのレ

スベラトロールと ɛ-ビニフェリン、5 µMの δ-ビニフェリンを添加し、各時間

で細胞を回収し、ウエスタンブロット法により eNOS のリン酸化、SIRT1 と

HO-1の発現レベルを解析した。同様の実験を３回行った。 
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Fig. 3-6	 SIRT1 の阻害剤 EX527 と HO-1 の阻害剤 ZnPPIX 存在下でのレ

スベラトロール、ɛ-ビニフェリンおよび δ-ビニフェリンの創傷治癒促進

効果  

1% FBSを含む DMEMで 16時間同調培養後（3×105 cells/dish）、10 µMの

EX527（Sirt1活性阻害剤）と 1 µMの ZnPPXI（HO-1阻害剤）で 1時間処理し、

10 µMのレスベラトロールと ɛ-ビニフェリン、5 µMの δ-ビニフェリンを添加

し、チップでディッシュの底に疑似的な傷をつけ、顕微鏡で観察して撮影を行
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った。24時間培養した後、再び撮影を行い、治癒力を評価した。(n=3, *P<0.05 

vs. Control, #P<0.05 vs. Resveratrol, ɛ-Viniferin or δ-Viniferin) 
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A. 

 
B. 

 

Fig. 3-7	 レスベラトロールおよび ɛ-ビニフェリンによる  SIRT1と HO-1

の発現に及ぼす各種阻害剤の影響  

1% FBSを含むDMEMで16時間同調培養後（3×105cells/dish）、10 µMのEX527

（SIRT1活性阻害剤）、1 µMの ZnPPXI（HO-1阻害剤）及び 1 mMの L-NAME

で 1時間処理し、30 µMのレスベラトロールと 30 µM ɛ-ビニフェリンを添加し、

24 時間培養した後回収し、ウエスタンブロット法により SIRT1 と HO-1 のレ

ベルを解析した。(n=3, *P<0.05 vs. Control, **P<0.001 vs. Control)  
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A. 

            

B. 

 

Fig. 3-8	 レスベラトロールと ɛ-ビニフェリンによる AKTと AMPKのリ

ン酸化と eNOSのリン酸化に及ぼす影響  

1% FBSを含む DMEM培地で 16時間同調培養後（3×105cells/dish）、（A）30 µM

のレスベラトロールと 10 µM ɛ-ビニフェリンを添加し、各時間で細胞を回収し、
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ウエスタンブロット法によりリン酸化AKTとリン酸化AMPKのレベルを解析

した。(n=3)。（B）10 µMの EX527、1 µMの化合物 Cと 30 µMの LY294002で

1時間処理し、30 µMのレスベラトロールおよび 10 µM ɛ-ビニフェリンを添加

し、24 時間培養した。その後細胞を回収し、ウエスタンブロット法によりリ

ン酸化 eNOSレベルを解析した。(n=3) 
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Fig. 3-9	 レスベラトロール、ɛ-ビニフェリン、および δ-ビニフェリンに

よる酸化ストレス依存的な細胞生存率低下への改善効果  

1% FBSを含む DMEMで 16時間同調培養後（5×104cells/well）、5 µMと 10 µM

のレスベラトロール、ɛ-ビニフェリン、および δ-ビニフェリンを添加し、24

時間培養した。その後、PBS（-）を用いて洗浄を行い、添加物を除去した。800 µM

の H2O2を添加し 24 時間培養後、Countess を用いて生存率を測定した。（n=3, 

*P<0.05 vs. Untreated control, #P<0.05 vs. Control) 
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Fig. 3-10	 レスベラトロール、ɛ-ビニフェリン、および δ-ビニフェリンに

よる抗酸化酵素 Catalaseの時間依存的発現促進  

1% FBSを含む DMEMで 16時間同調培養後（3×105cells/dish）、10 µMのレ

スベラトロールと ɛ-ビニフェリン、5 µMの δ-ビニフェリンを添加し、各時間

で細胞を回収し、ウエスタンブロット法によりCatalase発現量を解析した。(n=3, 

*P<0.05 vs. Control, **P<0.001 vs. Control) 
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Fig. 3-11	 レスベラトロール、ɛ-ビニフェリン、および δ-ビニフェリンの

濃度依存的な抗酸化酵素 Catalaseの発現誘導効果  

1% FBSを含む DMEMで 16時間同調培養後（3×105cells/dish）、5、10、20 µM

のレスベラトロール、ɛ-ビニフェリン、および δ-ビニフェリンを添加し、24

時間培養した。各濃度の細胞を回収し、ウエスタンブロット法により Catalase

発現量を解析した。(n=3, *P<0.05 vs. Control) 
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Fig. 3-12	 ɛ-ビニフェリンによる 1時間までの Catalase、リン酸化 AMPK、

Sirt1、および FOXO3aの発現変化  

1% FBSを含む DMEMで 16時間同調培養後（3×105cells/dish）、10 µMの ɛ-

ビニフェリンを添加し、各時間の細胞を回収し、ウエスタンブロット法により

カタラーゼ、Sirt1、リン酸化 AMPK、FOXO3aの発現レベルを解析した。(n=3) 
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Fig. 3-13	 レスベラトロールと ɛ-ビニフェリンによる細胞内 ROSの消去  

1% FBSを含む DMEMで 16時間同調培養後、10 µMのレスベラトロールと

10 µMの ɛ-ビニフェリンを添加して24時間培養し、HBSSで2回洗浄した。5 µM

の DCFH-DA を添加して、15 分間培養した。さらに、750 µM の H2O2を添加

して 10分後、2 mlの HBSSを添加し測定を行った。共焦点顕微鏡で細胞内 ROS

産生レベルを測定した。(n=3, *P<0.05 vs. Untreated control, #P<0.05 vs. Control+) 
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A.                                 B. 

	 	  
C.                                  D. 

 

Fig. 3-14	 レスベラトロールと ɛ-ビニフェリンによる酸化ストレス依存

的な NF-κBリン酸化の抑制効果  

A、B：1% FBSを含む DMEMで 16時間同調培養後（5×103cells/well）50、

100、200と 400 µMの H2O2を添加し、24時間培養後、MTSにより生存率を解

析した。1% FBSを含む DMEMで 16時間同調培養後（3×105cells/dish）50、100、

200、400 µMの H2O2を添加し、24時間培養後、ウエスタンブロット法により

NF-κB-P65と IκBのリン酸化レベルを解析した。C、D：1% FBSを含む DMEM

で 16時間同調培養後（3×105cells/dish）、30 µMのレスベラトロール、10 µM ɛ-

ビニフェリン、400 µM の H2O2を添加し、24 時間共存培養した。その後細胞

を回収し、ウエスタンブロット法により NF-κB-P65 と IκB のリン酸化レベル

を解析した。(n=3, *P<0.05 vs. Untreated control, #P<0.05 vs. Control+) 
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B.	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 C. 

 
Fig. 3-15	 レスベラトロールと ɛ-ビニフェリンによる酸化ストレス依存

的な接着因子 VCAM-1と E-セレクチンの転写に対する抑制効果  

1% FBSを含む DMEMで 16時間同調培養後（3×105cells/dish）、30 µMのレ

スベラトロール、10 µM ɛ-ビニフェリン、400 µMの H2O2を添加し、24時間共

存培養した。その後各時間の細胞の RNA を回収し、Real-time PCR 法により

ICAM-1、VCAM-1と E-セレクチンの mRNAレベルを解析した。(n=3, *P<0.05 

vs. Untreated control, #P<0.05 vs. Control+) 
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Fig. 3-16	 内皮細胞におけるレスベラトロール、ɛ-ビニフェリン、および

δ-ビニフェリンの NO産生および抗酸化能誘導に関する作用機序モデル  
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Table 1	 本研究で用いた Real-time PCR用プライマー  

 

Genes 	  Base Sequesces 

ICAM F TCAATGGAACCGAGAAGGAG 

 

R  GGAGGTGGGAAGCTGTAGAA  

   VCAM F CAAGGAAACGAAGAGTTTGGA 

 

R TGTTGTCTTTACTGAGGGCTGAC 

   E-SEL F AAAGTGGAGCCTGGTCTTACA 

 

R CTCTGCTGGCAATAAGCACTG 

   18S F CTCCAATGGATCCTCGTTAAAGG 

	  R CGGCTACCACATCCAAGGAA 
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4	 総合討論  

本研究は、赤ワイン成分レスベラトロールとその二量体の ɛ-ビニフェリンお

よび δ-ビニフェリンの 3種の化合物に関し、血管内皮細胞に対する機能性を比

較し、その作用機序の一端を明らかにした初めての研究である。フレンチ・パ

ラドックスは、食文化と健康との関連を示す典型例としてよく知られている。

すなわち、フランス人は乳製品や肉から脂肪をよく摂取するにもかかわらず、

心筋梗塞などの虚血性心疾患の割合が他の西欧人より少ない、という矛盾であ

る。フレンチ・パラドックスは、フランス人の赤ワインを摂取する習慣で説明

されるが、特に赤ワイン中の機能性化合物としてレスベラトロールが有名であ

る。しかし、レスベラトロールの赤ワイン中の含量を考えると、日常的な赤ワ

インの摂取量では説明がつかないとの反論も多い。本研究では、動脈硬化の発

症・進展を抑制しうる血管内皮細胞への効果を指標に実験を行ったところ、レ

スベラトロールだけでなく、ɛ-ビニフェリンや δ-ビニフェリンもレスベラトロ

ール同様の効果があり、内皮細胞の創傷治癒効果については、レスベラトロー

ルに比べて、より低濃度で効果を発揮するデータが得られた。このことは、レ

スベラトロールだけでなく、その二量体も赤ワインの健康効果に大きく貢献し

ていることを意味している。ブドウの品種によりこれら 3種の化合物の含量は

異なり、また他の二量体、さらには三量体、四量体も存在する。従って、フレ

ンチ・パラドックスへの赤ワインの関与については、レスベラトロールだけで

なくその多量体を含め、総合的に考える必要があることを本研究は示すもので

ある。 
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