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略語

AE: adverse event（有害事象）

A/G ratio: albumin-globulin ratio（アルブミン／グロブリン比）

ALT: alanine aminotransferase（アラニンアミノ基転移酵素）

ALP: alkaline phosphatase（アルカリフォスファターゼ）

AST: aspartate aminotransferase（アスパラギン酸アミノ基転移酵素）

BUN: blood urea nitrogen（血中尿素窒素）

ChE-OOH: cholesteryl ester hydroperoxides（コレステロールエステル過酸化物）

CPK: creatinine phosphokinase（クレアチニンフォスフォキナーゼ）

γ-GTP: gamma-glutamyl transpeptidase（ガンマグルタミルトランスペプチダーゼ）

GSE: grape seed extract（ブドウ種子抽出物）

Hb: hemoglobin（ヘモグロビン）

HbA1c: hemoglobin A1c（ヘモグロビン HbA1C）

HDL: high-density lipoprotein（高密度リポタンパク）

Ht: hematocrit（ヘマトクリット）

LDH: lactate dehydrogenase（乳酸脱水素酵素）

LDL: low-density lipoprotein（低密度リポタンパク）

MCH: mean corpuscular hemoglobin（平均赤血球ヘモグロビン量）

MCHC: mean corpuscular hemoglobin concentration（平均赤血球ヘモグロビン濃度）

MCV: mean corpuscular volume（平均赤血球容積）

PA: proanthocyanidin（プロアントシアニジン）

Plt: blood platelet count（血小板数）

RBC: red blood cells（赤血球数）

UA: uric acid（尿酸）

WBC: white blood cells（白血球数）
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第１章  序論

 今や先進国では高齢者社会に突入し、増大する社会保障費の問題に各国の政府は直面

している。日本は平均寿命で世界最長寿となり、この増大し続ける社会保障費の問題は、

無視しては通れない課題となっている。日本では、平成 13 年には、今後迎える少子高

齢化社会を健康で活力あるものにするため、生活習慣病などを予防することなどを盛り

込んだ「健康日本 21」（平成 24年 7月 10日厚生労働省告示 430号）を展開し国民に広

く呼び掛ける運動を展開している。また、医薬品に頼らずに健康の維持増進を目的とし

た保健機能食品制度が拡充され、食生活の面からも医療費の低減を図る施策がとられて

いる。この中で確かな機能性を有しかつ安全な機能性食品や食品素材を、消費者に提供

することは、機能性食品研究に携わる者の使命といっても過言ではないであろう。この

ような社会環境の中で私の所属する研究チームでは、健康に積極的に寄与する食品やそ

の成分の研究開発を進めてきた。人類は、有史以前から植物や植物が貯えたものを食品

として利用してきたが、その主目的は、栄養機能（1次機能）、嗜好機能（2次機能）で

ある。同時に無意識のうちに生体調節機能（3次機能）をも利用してきたが、その機能

はここ半世紀ほどの天然物化学の発達と疫学調査から、野菜・果物・種子など植物体や

その加工食品の摂取と生活習慣病との関連性が示され、その予防効果や治療効果が解明

されてきている。その多彩な機能と効果効能の強さから代替医療のひとつと見なされて

きた代表的なものがポリフェノールである。

 ポリフェノールとは、「分子内に複数のフェノール性水酸基を有する植物成分の総称」

と定義される（木村 et al., 1995）。ポリフェノールは、ほぼ全ての植物に分布している

が、過剰な太陽光線から植物細胞を守ったり、微生物の腐食や虫・動物の摂食から植物

体そのものを守ったりする、いわば植物体における防御機構の一つとして生合成される。

しかし、多彩な機能性を有することが農学分野や医学分野をはじめとする学会で次々と

報告され、またマスコミにも繰り返し報道された結果、近年では 5大栄養素（糖質、脂

質、たんぱく質、ビタミン、ミネラル）と食物繊維に次ぐ、第 7の栄養素とも提唱され

ている（大澤, 2007）。ポリフェノールに共通する最も重要な化学的性質は、活性酸素種

を分子内で捕捉し酸化を抑制防止する働きである。ポリフェノールの化学構造は、フラ

バン骨格を有しない没食子酸など低分子のフェノール性化合物とフラバン骨格を有す

るフラボノイド類に大別され、さらに、果実の色素物質であるアントシアニン類に代表

されるアントシアニジン類、茶カテキンなどのフラバン類、タマネギ等のケルセチン類

のフラボノール類などに分類される。これらの中でも酸化を抑制する働き、抗酸化性は、

一分子あたりのフェノール性水酸基を豊富に有することから、縮合型タンニンのひとつ

であるプロアントシアニジン（PA）が、とくに強力な活性を有している（Ariga et al., 2004; 

Plumb et al., 1998）。PAの基本構造を図 1-1に示す。PAは、強力な抗酸化性を有する化

合物の一つとして知られ、その活性は、ビタミン Cやビタミン E、βカロテンより強力
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である（Bagchi et al., 1997; Yamaguchi et al., 1999; Bagchi et al., 2000）。PAは種々の植物

に見出されているが、私たちの食生活の中では、PAは種々の食品（木村 et al., 1995）、

例えばブドウ種子、リンゴ果実、柿果実、カカオ、松樹皮、クランベリーなどの果実類、

大麦などの麦類、落花生、黒豆(Ariga et al., 1981)、小豆(Ariga & Asao, 1981)、豆類の渋

皮、およびそれらの加工食品、例えば赤ワイン、チョコレート、ビール、シードルなど

に含まれている（Santos-Buelga & Scalbert, 2000）。これらの食品を通じて、ほとんどの

人は日常的に PAを摂取しているが、PAの最大かつ安価に入手できる供給源は、その含

量と精製法の存在から、ブドウ種子といってよいであろう。ブドウは紀元前から人類が

生食や干しブドウの他、ワイン等の加工食品として利用されてきた。赤ワインに含まれ

るフェノール化合物の大部分はブドウ種子由来であり、種子中のフェノール化合物は赤

ワインの持つ健康効果において、重要な役割を担っていると考えられる。また、世界的

に製造されているワインの製造残渣は膨大になるが、PA が局在しているブドウ種子も

この残渣の中に含まれており、このため、ブドウ種子抽出物（Grape Seed Extract; GSE）

に関する多くの研究が行われてきた。これまでに、GSEには様々な疾病予防効果が報告

されており、その効果は主として PAを中心としたポリフェノールに起因する抗酸化活

性である（Ariga, 2004; Bagchi et al., 2000 & 2003; Saito et al., 1998; Tyagi et al., 2003）。

本研究で用いる GSE は、前述の通り、フラバン-3-オールを構成単位とする 4,8 結合

の重合体であり、MALDI-TOFMS分析により、2から 15程度まで重合すること（Eberhardt 

et al., 1994）（図 1-2）、13C-NMR分析により平均重合度が約 7であること、PAが 1分子

につき、1 つ弱の割合で没食子酸エステル構造を有することを確認している（図 1-3、

図 1-4）。また、MALDI-TOFMS分析より、各重合体 PAが、ジエステルやトリエステル

構造はほぼ存在しないことが分かっている（図 1-2）。一方で、類似構造を有する松樹皮

PAやリンゴポリフェノール PAのMALDI-TOFMSによって 2から 15量体程度の PAの

存在が知られているが（Ohnishi-Kameyama et al., 1997）、平均重合度が比較的小さく、

また没食子酸エステルはほとんど存在しない。また、カカオ由来 PAは、平均重合度が

2～4とブドウ種子由来 PAよりも低重合度である。なお、緑茶などに含まれるフラバノ

ール類であるカテキン類（例えば(-)-エピガロカテキンガレート）では、没食子酸エス

テル構造は、その抗酸化活性等、重要な役割を果たしていることが報告されている（Salar 

et al., 1995）。GSEの主成分である PAは、「血管保護作用」を有する物質として、1950

年頃から欧州を中心に研究が進められてきた。とくにフランスでは、1970 年代ころか

ら、PA を主成分とする「ブドウ種子ポリフェノール」を医薬品として登録するための

研究が盛んに行われてきた。その結果、PA の効能効果に加え、安全性や熱や酸に対す

る安定性、水溶性の高さから、医薬品として認可されるに至った。現在では、静脈瘤改

善（Thebaut et al., 1985）、毛細血管抵抗性改善（Dartenuc et al., 1980）、網膜症改善（Verin 

et al., 1978）などの薬効を有する医薬品としてフランスを中心とした欧州で利用されて

いる。そのフランスでは、動物性脂肪を多く摂取するにもかかわらず、動脈硬化症や心
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臓病やガンなどによる死亡率が、同じような食生活の他国よりも低い（フレンチ・バラ

ドックス）ことが知られている（Renaud & De Lorgeril, 1992）。またポリフェノールなど

の抗酸化物質を積極的に摂取する人は、アルツハイマー型認知症の発症が低いことも疫

学的に明らかにされてきた（Engelhart et al., 2002）。これらはフランスで大量に消費され

る赤ワイン中に豊富に含まれるポリフェノールの抗酸化作用に起因すると報告され、ま

た PAが量的にも抗酸化作用の強さからも、赤ワインポリフェノールの中心的役割を果

たすこと（Rimm et al., 1996）が認められるようになっている。キッコーマン㈱では、

PAが豊富な GSEが、動物実験（ウサギ）において動脈硬化症を予防すること（Yamakoshi 

et al., 1999）、マウスで大腸がん（Arii et al., 1998）、胃潰瘍（Saito et al., 1998）、関節症（Aini 

et al., 2012）を予防することを報告してきた。しかし、これらの研究報告は、試験管内

や動物実験での結果であり、PAを活性中心とする GSEが、ヒトで確かに効果があるの

か未確認であった。また、世界的に注目されていた赤ワインポリフェノールの中心であ

る PAが、疫学調査で示唆されていた動脈硬化や心臓病などの血管疾患に有用であるの

かは、病者を対象とした試験に基づくものであり、健常者での効果の確認は未だ不明な

点が多く残されていた。

前述のような GSEの有用性報告にもかかわらず、PAの生体への吸収は、当時未確認

であった。茶カテキン等の一量体に関し、Yang et al.（1998）は、緑茶摂取後に茶カテ

キン類が血中および尿中に検出され、Ferry et al.（1996）はケルセチンの血中移行を報

告している。一方、PAは、Caco-2細胞の消化管吸収モデルで 7量体までが透過し、PA

重合度の低い分子の方がより透過することから生体での吸収が示唆される報告もある

が（Déprez, 1999）、生体では極めて吸収され難いとの報告（Scalbert & Williamson, 2000）、

経口摂取した PAは生体内に吸収されないとする報告がある（Donnovan et al., 2002）。し

かし、14C標識した PAを経口摂取すると生体内への分布がニワトリ（Jimenez-Ramsey et 

al., 1994）とヒツジ（Terrill et al., 1994）で確認され、PAが何らかの形で生体内利用され

ていることが示されていた。一方で、経口摂取された PAは腸内細菌によって代謝を受

け、安息香酸やフェニル酢酸やフェニルプロピオン酸などの各誘導体へ低分子化される

との報告もある（Appledoorn et al., 2009）。Koga et al.（1999）は、PAを豊富に含む GSE

を経口摂取させた際に、血中に(+)-カテキンと(-)-エピカテキンが検出されると同時に、

血漿の酸化抵抗性が高まることを報告している。GSEに数%から 10%含まれる一量体の

効果だけでは酸化抵抗性の上昇を説明できず、また PAの重合度が高い程その抗酸化力

も高くなるため（片岡・有賀, 1998）、GSE中の PAが比較的構造を維持したままで生体

利用されていると考えられていた。従って、PAの生体利用、とくに PAの生体内吸収の

解明が待ち望まれていた。

GSE は上述のようにフランスにおいて血管疾患を治療する医薬品として利用されて

いる。しかし、フレンチ・パラドックスに関連する動脈硬化症や冠動脈疾患への効能は

疫学調査が主であり、ましてや代替医療の利用者である健常人に対するこれら疾患の予



- 4 - 

防効果は未確認である。動脈硬化症は、マクロファージの蓄積により血管内膜が肥大亢

進し閉塞を起こすことで重篤な症状を来すが、そのマクロファージの蓄積には血中の酸

化 LDLの増大が関与している。血中の酸化 LDLの増大は、動物性脂肪などを多く含む

食品の多量摂取だけでなく生体が酸化ストレスを受けることでも誘発される。この酸化

LDLの増大を抑制できるならば、動脈硬化症などの生活習慣病を予防する一助となる。

Vigna et al.（2003）は、喫煙者 24人に 300 mgの GSEを 28日間連続摂取させた結果、

血漿の酸化抵抗性が上昇したと報告している。また Preuss et al.（2000）は、高コレステ

ロール血症者 40人に GSEを 100 mg、60日間摂取させたときに酸化 LDLが減少したと

報告している。これらの報告では、酸化ストレスが高めの喫煙者や高コレステロール血

症者を対象としており、予防よりも治療を目的としている。しかし今後迎える超高齢化

社会においては治療よりも予防により大きな努力が払われるべきであり、この観点から

も、GSEの血管疾患を予防する効果はまだ報告されていない。さらに、医薬品としての

治療対象は静脈瘤に対するものであるが（Thebaut et al., 1985）、予防に力点を置くなら

ば、静脈瘤と類似メカニズムで生じる健常人のむくみで改善効果を発揮できるならば、

疾病の前段階での代替医療として有益である。

一方で機能性食品としての GSE は、過去の豊富な食経験から、種々の有効性を目的

としたヒト介入試験において安全と見なされてきた。ところが、その豊富な食経験は、

赤ワインやココア、クランベリーなどのように食品にわずかに含まれるフィトケミカル

として摂取されており、近年の抽出・精製・濃縮され、かつ単独で摂取されるようにな

ったのは最近のことである。この精製濃縮された GSE 等については細胞毒性のほか動

物実験により無毒性量（NOAEL）が 1,410～1,501 mg/kg b.w./dayと報告され（Yamakoshi 

et al., 2002）、PAを含むリンゴポリフェノール（Shoji et al., 2004）、ライチ果実由来 PA

（Fujii et al., 2007）でも安全性試験による報告がある。しかし、これらの報告はいずれ

も動物実験までであり、ヒトでの安全性を外挿し見積もることは可能であるが、検査値

に現れないレベルの有害事象や、動物実験では判読できない主観的な苦痛等は、不明で

あり報告例がない。治療薬から代替医療を視野に入れた機能性食品としての発展を見据

えたとき、食品としての副作用の有無を、想定される消費者（健常者）で確認すること

は、必要不可欠な研究課題である。

本研究の目的は、PAを豊富に含む精製濃縮された GSEが、ヒトで確かに吸収される

ことを実証し、動脈硬化症や心臓病などの血管疾患のリスクを低減する効果がヒトでも

確認できるのかを証明することを中心とした。さらに血管の機能不全に起因する症状で

ある下肢のむくみを改善する効果を検証することで、PA の酸化障害を抑制する働きの

有無を調べると共に、体系的な GSE の安全性試験に取り組み、人体への影響を客観的

かつ主観的に評価することで、GSE中の PAの有用性をヒトで実証することである。
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図 1-2 MALDI-TOF Massによるブドウ種子抽出物（GSE）中に含まれるプロアントシアニジン（PA）の分子量分布
●PA重合体（没食子酸エステルなし）、●没食子酸エステル付加した PA重合体
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図 1-3 13C-NMR分析によるブドウ種子抽出物（GSE）に含まれるプロアントシアニジン（PA）の重合度の推定
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第２章  ブドウ種子抽出物（GSE）のヒト血中の酸化抵抗性と吸収

第１節 背景と目的

強い抗酸化能を有する赤ワインポリフェノールの中心はプロアントシアニジン（PA）である。PA
は赤ワインを醸造する過程（醸し工程）で、アルコールに対する親和性が高いためブドウ種子から

徐々に抽出されてくることが分かっている。一方、醸し工程のない白ワイン中には PA はほとんど含

まれていない。キッコーマン研究所では、この赤ワイン製造過程を参考に、含水アルコールを用い

た効率的なブドウ種子抽出物（GSE）抽出方法を考案、GSE を製品化し、商品名グラヴィノールと

して 1990 年代から販売している。この GSE には、フラバン-3-オールを基本骨格とした 4 位と 8 位

で結合した重合体の混合物であるが、その重合度は 2～15 量体、平均重合度は 6～9 であることが

MALDI-TOFMS 分析により確認されている（徳武・山越, 2001）。さらに、ブドウ種子中のフラバン

-3-オール類（モノマー類）は、(+)-カテキンと(-)-エピカテキンが 4 位と 8 位で炭素－炭素結合し、

さらにそれらの没食子酸エステル類であると、HPLC-UV 分析と LC-MS 分析で報告がある（Kennedy 
et al., 2000; Núñez et al., 2006）。

有賀 et al.（2000）は、ブドウ種子から抽出した PA の 2 量体から 5 量体において、その重合度が

高いほど抗酸化活性が高まることを試験管内のデータで報告している（表 2-1）。山越らは、コレス

テロール食を負荷させたウサギで動脈硬化を惹起させる試験系において、PA 主体の GSE 投与によ

って、血中コレステロールの酸化を抑制したこと（Yamakoshi et al., 1999）、白内障モデルラットでも

血中コレステロールの過酸化を抑制したこと（Yamakoshi et al., 2002）を示している。また、ラット

経口投与により血中コレステロールの酸化抵抗性が高まることも報告されている（Koga et al., 1999）。
しかし、ヒトに GSE を摂取させたときに血中コレステロールの酸化を抑制するのか、未だ明らかに

なっていない。とくに GSE のような混合物において、分子量の違いがヒト体内での抗酸化性や疾病

リスクの変化を引き起こすのかも証明されていない。

そこで本研究は、PA が 2～15 量体に分布する GSE を分画し、高分子画分 GSE と低分子画分 GSE
をヒトに 14 日間連続で摂取させたときに、血中の酸化抵抗性に影響を及ぼすのか、また、PA の分

子量の差異で酸化抵抗性が異なるのかを評価した。さらに抗酸化物質として周知である脂溶性ビタ

ミンＥ、水溶性ビタミンＣをポジティブコントロールとし、GSE の抗酸化能をヒト経口摂取により

確認した。

一方で、フレンチ・パラドックス以来、PA 摂取による有用性研究は数多く報告されているが

（Santos-Buelga & Scalbert, 2000; Prior & Gu, 2005）、摂取された PA がヒトで吸収されたとする報告は

当時なかった。このことは、PA の化学的構造の複雑さと無縁ではない。例えば、茶カテキン類は全

8 化合物の混合物であるが全て標準品が購入可能あるいは精製可能であるため、分析が容易である。

PA は前述のとおり、2～15 量体かそれ以上の高分子にまで種々の重合度の PA の混合物である。さ

らに 1 分子あたり、没食子酸がエステル結合している場合もあるだけでなく、標準品が存在しなか

ったために、体内動態を追跡する対象としては極めて困難な分析研究だった。

以上のような GSE とその主成分 PA を取り巻く研究課題の中で、本研究では、前記の PA 分子量の
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違いによる生体内の抗酸化性の評価に加え、PA がヒトでコレステロールの酸化を抑制するのか、ま

た PA がヒト体内に吸収されているのかを証明することを目的とした。
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表 2-1 プロアントシアニジン（PA）重合度による抗酸化力の相対差 リノール酸－β-カロテンの

O／W 型乳化系での酸化速度（Ariga et al., 1988 より引用） プロシアニジン各量体混合物はアズキ

より抽出、粗精製したものが供試されている

化合物 相対抗酸化力

プロアントシアニジン

プロシアニジン B-1 4.02 

プロシアニジン B-3 4.01 

プロシアニジン 2 量体混合物 4.00 

プロシアニジン 3 量体混合物 5.95 

プロシアニジン 4 量体混合物 6.50 

プロシアニジン 5 量体混合物 9.89 

市販の抗酸化物質

(+)-カテキン 2.50 

没食子酸 1.06 

L-アスコルビン酸 0.38 

D-α-トコフェロール 2.17 
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第２節 材料と方法

２－２－１ GSE の調製方法

GSE は、先行研究（Saito et al., 1998）に準じ、一部改変して、ブドウ種子（Vitis vinifera L.）よ

り抽出調製した。ブドウ種子は、アメリカ産のリースリング種で、白ワイン製造残渣を使用した。

これは、白ワイン製造残渣は、赤ワインのように種子と果皮がアルコール発酵工程を経ることな

いために、種子中の PA が豊富に残存しているためである。この残渣を 80～90℃の温風で乾燥し、

篩分けを繰り返し、種子のみを入手した。この乾燥種子（400 kg）を 35℃の水（800 L）でゆっ

くり 2 時間撹拌した後、水をろ別した。ついで 75%(v/v)エタノール水溶液（800 L）を投入する

と残水と合わせて約 70%(v/v)エタノール水溶液にブドウ種子が浸された状態となった後、加熱し、

2 時間還流した。還流後、ろ別し、さらに 75%(v/v)エタノール水溶液（200 L）で種子を洗浄ろ別

し、集めた抽出液を 1/4 量以下まで減圧濃縮した。この濃縮液を樹脂にて精製した。樹脂には合

成吸着剤アンバーライト XAD7HP（中間的極性、オルガノ社製）2,000 L を使用した。前述の濃

縮液を樹脂に吸着させ、水(3,000 L)で洗浄した後、70%(v/v)エタノール水溶液（5,000 L）で溶出

させ精製した。精製液をシャープレス連続遠心機（CS79 型、巴工業社製）を用い、不溶物を除

去し、減圧下 Brix30°まで濃縮し、スプレードライヤー（GAE プロセスエンジニアリング（株）

社製、入り口温度 130℃、排風温度 80℃、アトマイザー回転数 2,000 rpm）にて噴霧乾燥し、GSE
粉末を得た。

得られた GSE を、公知の方法により純度測定した（第 9 版食品添加物公定書、ブドウ種子抽

出物、2014 年、厚生労働省）。各組成は、95%のフラバノール、89%のプロアントシアニジン（PA）、

2.2%の(+)-カテキン、1.7%の(-)-エピカテキン、0.25%の没食子酸であった。また、PA の基本構成

単位フラバン-3-オールの平均重合度は、13C- NMR 解析（Bruker 社製 DIGITAL NMR AVANCE 500）
によると約 7 であった（Eberhardt et al., 1994）。すなわち、A：B＝1：6 は、末端のフラバノール

の C4 位が 1 に対し、重合している C4 位が 6 を表すことから、この GSE は、7 量体である（図

1-3）。また、C：D＝10：1 から、没食子酸エステルの存在が認められるが、プロアントシアニジ

ン（PA）が 1 分子あたり 0.7 分のエステル結合の存在を示している（図 1-3）。
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２－２－２ GSE 高分子画分と GSE 低分子画分の調製と平均重合度の確認方法

 前述のとおり得られた GSE を膜分画により、GSE 高分子画分と GSE 低分子画分に分離した。

セルロース UF 膜（分子量 5,000 カット CDUF001LC、ミリポア社製）を用い、25%(v/v)エタノー

ルに溶解させた GSE（10 g）を膜透過画分（3.7 g）と非膜透過画分（5.8 g）とに分離した（表 2-2）。
透過部を GSE 低分子画分、非透過部を GSE 高分子画分とした。膜処理によって分離されている

かを薄層クロマトグラフィー（TLC）により確認した。各試料 200 mg を 50%(v/v)メタノール水

溶液に溶かし、1μL を TLC 上にスポット、軽く乾燥させ吸着させた後、展開液（トルエン：アセ

トン：ギ酸＝3：6：1）で展開後、発色液（メタノール：バニリン：塩酸＝1,200 mL：48 g：600 mL）
に浸し発色を観察した（図 2-1）。また得られた各画分の平均重合度を 13C NMR 解析（Bruker 社
製 DIGITAL NMR AVANCE 500）により求めると（図 1-3）、GSE 低分子画分の平均重合度は約 2.5
（A：B＝1：1.5）、GSE 高分子画分の平均重合度は約 10（A：B＝1：9）であった（Eberhardt et al., 
1994）。次に、没食子酸の特徴的な 4 位の炭素に相当するスペクトルが観測されていることから

没食子酸エステルの存在が認められるが、C：D＝10：1 と平均重合度 7 から、PA が 1 分子に対

し 0.7 のエステル結合の存在を示した（図 1-3）。また、用いた GSE のマススペクトルからは、PA
の各量体に没食子酸エステルが結合していることが観測された（図 2-2）。例えば、PA2 量体

（m/z577.3[M-H]－）、PA2 量体の没食子酸エステル（m/z729.2[M-H]－）、PA3 量体（m/z865.2[M-H]
－）、PA3 量体の没食子酸エステル（m/z1017.1[M-H]－）などが観測されている。

２－２－３ プロシアニジン B-1 の精製と平均重合度の確認方法

ゲルろ過クロマトグラフィーによる粗精製に供した後、ODS クロマトグラフィーによる精製を

繰り返し、プロシアニジン B-1 を得た。ゲルろ過クロマトグラフィー（Sephadex LH-20、Amersham 
Pharmacia Biotech 社製、3,000 mL）では、原料の GSE（50 g）から、アセトン／水の移動層によ

り、2～3 量体の混合物（7 g）に粗精製した。C18 シリカゲル（ODS）クロマトグラフィー（3,000 
mL）では、水とエタノールのグラジェントを緩やかに調節し、TLC と HPLC－UV で各フラクシ

ョンを分析確認しながら純度の高いフラクションを選択濃縮し、純度 91%のプロシアニジン B-1
（340 mg）を得た。プロシアニジン B-1（エピカテキン-（4β→8）-カテキン）の化学構造は、

標準品（フナコシ株式会社製）と NMR 分析（1H、13C、1H-1H COSY、1H-13C HMQC、1H-13C HMBC、
Bruker 社製 DIGITAL NMR AVANCE 500）により比較確認した。

２－２－４ その他の試験材料

 ビタミン C、ビタミン E は、エーザイ株式会社より、(+)-カテキン、(-)-エピカテキン、(-)-エピ

カテキンガレート、(-)-エピガロカテキン、(-)-エピガロカテキンガレートは、フナコシ株式会社

より、エタノール（食品グレード 95%品）、メタノール（和光純薬製、特級）、バニリン（和光純

薬製、特級）、塩酸（和光純薬製、37%HCl）、トルエン（和光純薬製、一級）、ギ酸（和光純薬製、

一級）はそれぞれ試薬メーカーより購入した。
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表 2-2 ブドウ種子抽出物（GSE）の膜分離による分画、GSE 低分子画分と GSE 高分子画分の総

フラバノール量（％）と平均重合度

GSE（10 g）

透過画分

（GSE 低分子画分）

不透過画分

（GSE 高分子画分）

膜分離後の回収率 95％

分画後の各重量 3.7 g 5.8 g 

総フラバノール(%) 88% 83% 

平均重合度 2.5～3 10～12 
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図 2-1  ブドウ種子抽出物（GSE）と各分画物の TLC 展開図（バニリン－塩酸発色）

サンプル調製：各 10mg／250μL（50％エタノール水溶液, v/v）
TLC プレート：MERCK 社製 No. 1.05715.,  20cm×20cm,  シリカゲル 60F254 
展開溶媒 ：トルエン：アセトン：ギ酸＝３：６：１

発色剤 ：バニリン発色液に浸漬後、乾燥させる

（メタノール：バニリン：濃塩酸＝1200ml：48g：600ml）
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図 2-2 質量分析によるブドウ種子抽出物（GSE）の分子量分布の概要
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２－２－５ ヒト試験倫理委員会の承認とヒト酸化抵抗性試験の試験方法

摂取品は、GSE カプセル（GSE として 400 mg 相当、PA として 360 mg 相当、第 3

章で用いた GSE 錠剤とは異なる、表 3-1 参照）、GSE 高分子画分カプセル（GSE と

して 400 mg 相当、PA として 332 mg 相当）、GSE 低分子画分カプセル（GSE として

400 mg 相当、PA として 352 mg 相当）、ビタミン C カプセル（400 mg）、ビタミン E

カプセル（800 mg）、コントロール（グラニュー糖カプセル 400 mg）の 6 種類であ

った。

本試験は、キッコーマン総合病院に設けられた倫理委員会（ヒト酸化抵抗性試験、

ヒト血中移行確認試験）の承認を得て実施した。健常人 6～9 名を 1 群とし、各群

GSE・ﾋﾞﾀﾐﾝ E・ｸﾞﾗﾆｭｰ糖・GSE 高分子画分・GSE 低分子画分を 14 日間連続摂取さ

せた。摂取前、3 日間摂取、及び 14 日間摂取後に各被験者から採血し、Koga ら（1999）

の方法に従い、血中 LDL の過酸化物（コレステロール過酸化物、ChE-OOH）が生

成するまでの時間（Lag-time）を測定した。被験者は、キッコーマン株式会社内の社

員 25 歳から 47 歳までの男女 20 名のボランティアを集めた。試験開始に先立って、

除外基準を以下に設定した。

1. 検査結果に影響する可能性のあると思われる薬の服用や健康食品の常食

をしている者

2. 妊娠または妊娠している可能性のある婦人および授乳婦の者

3. アルコールを過度に摂取している者

4. アレルギー症状を示す恐れのある者

5. 赤ワインを常飲している者

6. 糖尿病、重篤な肝障害、腎障害、心筋梗塞の既往歴のある者

7. その他、試験助言医師が本試験を実施するのに不適当と判断した者

 この除外基準および業務に支障のでないよう試験継続の可能性を考慮して 20 名

のスクリーニングを行い、17 名の被験者を選抜した。試験に直接関与しないコント

ローラーが各クールの群分けを行った。1 日の前観察期間の後、第 1 クールとして

14 日間の連続摂取期間と 7 日間のウォッシュアウト期間を設けた。その後、群分け

を行い、第 2 クール、第 3 クールと一重盲検試験を進めた（表 2-2）。試験品の摂取

は毎朝朝食後とし、摂取期間中の食事は除外基準に抵触しない範囲で自由に摂らせ

た。試験期間中、何らかの体調不良を感じた場合は直ちに申し出るよう通知した。
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各試験クールにおいて、0 日目（摂取前）、摂取 3 日後、摂取 14 日後にそれぞれ問

診と採血を行った。問診では、体調不良がないかの聞き取り調査のみを行った。採

血試料は、ヘパリン入りの採血管に取り、4℃下、1,500×g、10 分間遠心処理し、血

漿を得た。得られた血漿は酸化抵抗性の試験実施まで-80℃で保存した。血漿コレス

テロールエステル（ChE）の酸化試験は、Koga et al.（1999）の方法に従い、銅イオ

ン酸化誘導による血清中コレステロールエステルの過酸化物（ChE-OOH）の生成速

度を継時的に記録し、GSE 等の摂取群でその生成速度に遅延（lag-time）が生じるか

を評価指標とした。ChE-OOH の生成速度を記録した例を図 2-3 に示す。図中、45

分経過頃から ChE-OOH の増大が観察されている。60 分過ぎには直線的に増大し、

この直線とｘ軸との交点を、酸化開始時間、言い換えれば、血漿中 ChE が酸化され

るまで抵抗した時間（lag-time）と定義し記録した。

 得られたデータは、摂取前と摂取 3 日後、および摂取前と摂取 14 日後をそれぞれ

比較し、student-t検定による有意差検定を行い、危険率 5%未満を有意差ありとした。



- 19 - 

表 2-2 被験者の群分けと各試験クールの摂取品

被験者

第 1クール 第 2クール 第 3クール

14日間

摂取

7日間

非摂取

14日間

摂取

7日間

非摂取

14日間

摂取

7日間

非摂取

17人男女

25－47歳

A群

（砂糖） 再

群分け

C群

（VC） 再

群分け

E群

（VE） 後観察

期間B群

（GSE）

D群

（高分子）

F群

（低分子）

介入日 0, 3, 14日目 なし 0, 3, 14日目 なし 0, 3, 14日目 なし
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図 2-3 血漿中のコレステロールエステル（ChE）が銅イオンによる酸化誘導を受け、

過酸化物（ChE-OOH）へ酸化される時間を比色法により継時的にプロットした例
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２－２－６ ヒト血中 PAの分析方法（HPLC-ECD法、LC-MS/MS法）

２－２－５で採取した血液サンプル（GSE 群の摂取前、GSE 群の摂取 14 日後）

を、Koga et al.（1999）の方法に準じて血中カテキン類と PA類の分析を行った。

２－２－５の GSE摂取試験とは別に、健常人 4人を被験者とする GSE（2 g）の

単回摂取試験を行った。摂取前、摂取 2時間後に採血（各 50 mL）を行い、血清中

の成分を LC/MS 分析に供した。血中移行物（カテキン類や PA）の測定のための前

処理方法は、Koga et al.（1999）の方法に従って、Piskula et al.（1998）に記載の酵素

処理（Sulfatase type H-5）を追加して行った。血中移行物の測定には LC-MS-MS法

を用いた。分析条件は以下の通り。

HPLC条件：

装 置: JMS-LCMATE LCMS system (日本電子製) 

流速: 0.2 mL/min, カラム温度: 28℃, 注入量: 5 μL 

カラム: 逆層 ODS (Wakosil-II 5C18 HG: 2.0×250 mm, 和光純薬工業製),  

移動層 A: 0.01%(v/v) HCOOHaq,  移動層 B: CH3OH containing 0.01%(v/v) 

HCOOH 

Time(min) 

A% B% 

0 100 0 

60 50 50 

115 0 100 

120 100 0 

MS条件： ESI-positive mode,  orifice: 70℃,  ring lens voltage: 50 V, Desolving 

plate: 220℃

MS取り込み条件: Selected Ion Monitoring (SIR: m/z 579, 731, 867 [M+H]+) 

ここで質量分析器の指定分子量は、それぞれプロシアニジン 2量体（m/z 579.2）、

プロシアニジン 2 量体の没食子酸エステル(m/z 731.3)、プロシアニジン 3 量体(m/z

867.3)に相当する。
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第３節 結果

２－３－１ ヒト血漿の酸化抵抗性試験の結果（400 mg、14日間連続摂取試験）

GSE摂取群、GSE高分子画分群の血漿 ChE-OOH生成までの lag-timeは、摂取 14日

後で摂取前と比べると有意に延長した。また、GSE 低分子画分群においても、摂取 14

日後の試料は、lag-timeの延長傾向（P<0.06）が観察された。一方、ビタミン C摂取群

やビタミン E摂取群では、試験期間中の 3回の血液試料間で有意な差を認めなかった。

なお、対照群（グラニュー糖摂取群）において、摂取前、摂取 3日後、摂取 14日後の

lag-timeに有意な変動はなかった（図 2-4）。

２－３－２ ヒト血中 PAの測定結果

２－３－２－１ 400 mgの GSE14日間連続摂取試験時の血中 PAの測定

 摂取前と摂取 14日後を電気化学検出器（ECD）による HPLC分析クロマトグラムで

測定し比較した（図 2-5）。没食子酸（保持時間 17.8 分）、(+)-カテキン（保持時間 56.8

分）、(-)-エピカテキン（保持時間 61.6分）が被験者全員の血中に検出された（定性分析、

定量せず）。これら 3 化合物は、標準品を血清試料に添加し一致することを確認してい

る。この他、摂取 14 日後のクロマトグラムに、明らかに増大した不明成分 1（保持時

間 24.3分）、不明成分 2（保持時間 80.5分）のピークが観察された。しかし、この 2成

分は、GSE由来の二～三量体のどれとも一致しなかった。また、この 2成分の増大を確

認した血清サンプルは、7名中 2名からのみであり、また前処理から再測定を行ったが

分析結果に再現性が見られなかった。

２－３－２－２ 2,000 mgの GSE単回摂取試験における血中 PAの測定

 摂取前と摂取 2 時間後の試料を LC-MS/MS で SIM 分析したクロマトグラムを図 2-6

に示す。摂取 2時間後のクロマトグラム Bに、m/z 579 [M+H]+を有する明らかなピーク

が検出され、没食子酸エステルを有しない PAの 2量体と同一の分子量であった。検出

された m/z 579 [M+H]+が PAの 2量体であることを確かめるために、GSEより単離精製

した標準品を血漿サンプルに添加し再測定を行った。その結果、m/z 579 [M+H +]はプロ

シアニジン B-1（エピカテキン-(4β→8)-カテキン）と同定された。この成分の血中濃度

は、2.0 gの GSE摂取 2時間後において 10.6±2.5 nmol/L（n = 4、p<0.01）であった。
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図 2-4 各抗酸化物質の摂取後の血中コレステロールエステルが酸化されるまでの時間

（lag-time）

＊摂取前と 14日後の比較で有意差あり（P＜0.05）

50

60

70

80

90

100

control GSE GSE低分子 GSE高分子 vitamin E vitamin C

la
g-

tim
e 

(m
in

)

各摂取群

0 d 3 d 14 d* p < 0.05
* p < 0.05

p < 0.06



- 24 - 

図 2-5 ブドウ種子抽出物（GSE）摂取前（A）と摂取後（B）の血清の HPLC-EDC ク

ロマトグラム

摂取前

摂取後
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図 2-6 ブドウ種子抽出物（GSE）摂取前（A）と摂取後（B）の血清の LC-MS/MSクロ

マトグラム

摂取前

摂取後
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第４節 考察

抗酸化物質を 14日間摂取したヒトの血液で、とくにブドウ種子抽出物（GSE）高分

子画分群の血漿の酸化抵抗性を高めること、また、2,000 mgの GSE単回摂取後に 2量

体の PAであるプロシアニジン B-1が検出されたことを初めて示した。

ヒト血漿酸化抵抗性試験において、摂取前（0日）から 14日目で、GSE群では有意

に lag-time が延長（p<0.05）、また同様に GSE 高分子画分群でも延長（p<0.05）し、血

漿の酸化抵抗性の上昇を認めた。この GSE高分子画分のフラバン-3-オールを構成単位

とした平均重合度は約 10、また未分画の GSEの平均重合度は約 7、GSE低分子画分の

それは約 2.5量体である（２―２―２参照、図 1-3）。GSE高分子画分にはカテキン類は

痕跡程度しか含まれておらず重合体のみであること、また、GSE低分子画分よりも GSE

高分子画分群により抗酸化性が強い傾向が見られることから（有賀 et al., 2000）、ヒト

血漿の酸化抵抗性の活性本体は、PAである可能性が示唆された。GSE群と GSE高分子

画分群で摂取 3日目では lag-timeの上昇傾向が見られたが有意差はなかった（それぞれ

p＜0.29 と p＜0.24）。ヒトでの赤ワイン単回投与は脂質酸化に影響を及ぼさず

（Abu-Amsha et al., 2000）、茶のヒト抗酸化効果は長期摂取後に評価され(Van het Hof et 

al., 1997; Kondo et al., 1994）、紅茶の単回投与試験では血漿抗酸化活性効果が見られてい

ない(Maxwell  Thorpe, 1996)ことから、GSE摂取による血中酸化抵抗性を高めるために

は、単回摂取ではなく一定期間の摂取が必要と考えられた。なお、抗酸化物質として知

られるビタミン C 摂取群や E 摂取群では、摂取 3、14 日目で有意に各血中濃度が上昇

していたが（データ未公表）、lag-timeの延長、すなわち、血漿コレステロールの酸化を

抑制する効果は見られなかった。

ヒト血漿酸化抵抗性の根拠をより明確化するためには、摂取した GSE中の成分が血

中移行を示す必要がある（Hollman & Katan, 1997）。経口摂取物のヒト体内への移行は、

腸管から吸収され、門脈を経て肝臓へ入り、代謝を受けた後に、血液を介して全身へ分

布する。GSEの主成分である PAはポリフェノールであり、過去の文献から腸管内で代

謝分解を受けたり（Rowland & Tozer, 1995; Deprez et al., 2000）、肝臓において代謝され、

グルクロン酸、メチル基および硫酸基などにより修飾や抱合されることが予測される

（Koga et al., 1999）。比色法による血中ポリフェノール濃度測定は、複雑な構造を有し、

代謝や分解を受け、多種多様な夾雑物を含む生体試料中のポリフェノールをまとめて測

定するのに有益な方法と考えられる（Serafini et al., 1998）。今回、Folin-Ciocaltau法、Porter

法およびバニリン塩酸法を適用して血中ポリフェノール分析を試みたが再現性がなく、

いずれも定量も定性もできなかった（データ未公表）。原因として、微量の血中 PA を
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検出できるほどの測定感度が無かったこと、タンパク質等の血中成分のバックグラウン

ドが高いために PAが埋没し検出できなかったこと、また発色系の検出方法では何らか

の血中成分等による妨害物質の影響がでたこと等が考えられる。

血液サンプルからの PA検出方法として、より高感度で再現性の高い電気化学検出に

よる HPLC法（Izumi et al., 2000; Koga et al., 1999; Piskula et al., 1999）を試みた。その結

果、比色法では検出できなかったカテキンとエピカテキンのピークを検出した。これは、

赤ワインポリフェノール化合物抽出物摂取後のヒト血中吸収物を測定した過去の報告

を裏付けるものである（Donovan et al., 1999; Bell et al., 2000）。検出された(+)–カテキン

と(–)–エピカテキン量は、それぞれ 33–183 nmol/L、38–158 nmol/Lであった。これは 120 

mLの赤ワインを摂取後のヒト血中カテキン濃度を測定した報告（Donovan et al 1999）

の摂取 1時間後の血中 Totalカテキン濃度 9114 nmol/Lと近い値となった。また、GSE

低分子画分群における検出されたカテキンとエピカテキン濃度は 67–775 nmol/L と

32–530 nmol/Lであり、GSE摂取群よりも高値であったが、低分子の占める割合が元々

多いことに起因している。一方、GSE高分子画分群では吸収物と思われるピークは痕跡

程度しか検出されなかった。しかし、分析系の問題、すなわち、逆相系カラムでは高分

子 PAは吸着されて検出されないという特徴があり、実際には吸収されているかもしれ

ない。また、腸内細菌などの働きによって低分子化した（Scalbert & Williamson, 2000）

ものが痕跡ピークとして検出された可能性もある。しかし、血中の PA移行は確認でき

なかった。

血中 PAの移行を確認するために、2,000 mgの過去報告例のない過剰量の GSEを摂

取させ、電気化学検出器よりも高感度の LC/MS 手法を用いて血中の PA 検出を試みた

結果、投与後 2 時間後の血中から一量体でも没食子酸でもない明確なピークを検出し

た。このピークは GSE より単離精製した二量体の各 NMR 解析結果によりプロシアニ

ジン B-1であることを同定した。検出された血中濃度は平均 10.6±2.5 nmol/Lであった。

これまで二量体以上の重合体の血流への吸収は確認されなかったが、我々の結果は PA

（ポリフェノール一量体であるカテキンやエピカテキンのみならずポリフェノール重

合体であるプロシアニジン 2 量体）が GSE の摂取後に吸収されたことを初めて示すも

のである。今まで、赤ワインまたはその抽出物を摂取させた過去の実験報告では、摂取

後のフェノール性化合物の吸収に関して、単量体のような低分子化合物のみであって 2

量体以上の高分子化合物は報告されていないか（Donnovan et al., 1999; Bell et al., 2000）、

または、発酵により低分子化されてから吸収される (Scalbert & Williamson, 2000) と考

えられてきた。しかしながら、3量体以上のポリフェノール化合物の重合体の吸収は未

だ確認されていない以上、3量体以上の化合物がヒトで吸収されるとは断定できず、ま
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た、腸内細菌の代謝分解の可能性もある。今回のヒト血中に吸収された 2 量体も元々2

量体そのもの、または 2量体の没食子酸エステル付加体であったものが吸収されたのか、

あるいは腸内細菌によって低分子化された結果なのかは推測の域を越えず、今後の研究

が待たれる。その他のヒト血中への吸収物について、LC/MS 手法でいくつか認められ

ている。例えば、カテキン代謝物であるカテキンのメチル体などは m/z 305[M+H]+とし

て検出されており（データ未公表）過去の報告（Abu-Amsha et al., 2000）を裏付けてい

る。また、m/z 731[M+H]+ として検出されたピーク（データ未公表）はプロシアニジン

二量体の没食子酸エステル体と考えられる。このエステル体はプロシアニジン二量体よ

りもさらに大きな分子に相当し、2量体より大きい分子の重合体もヒト体内に吸収され

ることを示唆するものであった。腸内細菌により細かく切断されて吸収されている可能

性を示唆する報告はあるが、これまでヒトでポリフェノール重合体（二量体以上）の吸

収が確認されたという報告はない。2量体の吸収が確認されたのは今回が初めてである。

これはブドウ種子ポリフェノールの主成分であるプロアントシアニジンがそのままヒ

ト体内に吸収されることを示唆するもので、赤ワインやブドウ種子抽出物が、動脈硬化、

心疾患予防効果を有するメカニズムを解明する手がかりの１つとなるのではないかと

期待される。

以上により、PA を豊富に含む GSE 摂取により、ヒト血中に PA2 量体が確かに吸収

され、血中コレステロールの酸化を抑制することが確認された。この結果は、ヒトが

PAの生体利用能を有することを示す有益な情報である。また、血漿 ChE酸化抵抗性が

確認されたことは、動脈硬化症などの血管疾患の予防や抑制に効果を有することを示唆

するものであるが、よりリスクの高い酸化したコレステロールの抑制効果の有無を確認

するならば、さらに血管疾患の予防的役割を示すものとなるであろう。
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表 2-3 本研究で見出されたプロシアニジン B-1の血中濃度。エピカテキンの血中濃度

は各文献からの引用した数値。

投与物 摂取量* 血中濃度 引用文献

プロシアニジン

B-1（2量体）
18 mg 10.6±2.5 nmol/L 本研究

エピカテキン

（単量体）
230 mg 600–1,600 nmol/L Lee et al, 1995.

エピカテキン

（単量体）
82 mg 380 nmol/L Richelle et al., 1999

* 各摂取量は、混合物である GSE または茶抽出物中に含まれる単一化合物（プロシア

ニジン B-1、エピカテキン）の含量
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まとめ

抗酸化物質を 14 日間摂取したヒトの血液で、血漿の酸化抵抗性を高めることが確認

された。GSE 中の PA 重合度が高い GSE 高分子画分群でより明確な酸化抵抗性を示し

た。その生体内の酸化抵抗性の上昇を裏付けるために、血中の PAのヒト血中移行の確

認試験を別途行った。4人の健常人に対し、過剰量の PA高含有ぶどう種子抽出物（GSE）

2.0 gの摂取 2時間後の血清サンプルを抱合体加水分解酵素処理を経て LC-MS/MS分析

に供した。その結果、摂取２時間後のヒト血液サンプルからプロシアニジン B-1が検出

された。また摂取 2時間後の血中濃度は、単量体での報告例よりも 1桁低い、10.6±2.5 

nmol/Lであった。
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第３章 ブドウ種子抽出物（GSE）経口摂取によるmalondialdehyde-modified LDL値

への影響

第１節  背景と目的

フランス人は動物性脂肪の摂取量が多いにもかかわらず、動脈硬化起因の心筋梗塞による

死亡率が低いという疫学調査結果（フレンチ・パラドックス）が報告されているが、その理由とし

てフランス人が頻繁に飲む赤ワインに含まれるポリフェノールの抗酸化作用によるものと考えら

れている（Renaud & Lorgeril, 1992）。 これまでに、赤ワインのポリフェノールが試験管内で

LDL-コレステロール(LDL-C)の酸化を抑制すること(Teissedre et al., 1996)や赤ワインを飲んだ

人の血中 LDL-Cが酸化に対して抗酸化性を示すこと(Kondo et al., 1994)が明らかとなってい

る。 赤ワインのポリフェノールの内、プロアントシアニジン（PA）が最も含有量が高く、次いでカ

テキンと続く(Dixon et al., 2005)。また、PA は赤ワインに含まれるポリフェノールの中で最も抗

酸化作用が強いことが知られている(Tanahashi et al., 1995)。第 2章で、GSE（400 mg）の 14日

間連続摂取によって、血中のコレステロールの酸化に対する抵抗性が高まることが確認され、

酸化ストレスに対する生体の防御機構に何らかの補助的役割を果たしている可能性が考えら

れるに至っている。しかし、赤ワインポリフェノールの中心である PAを豊富に含む GSEの摂取

が、フレンチ・パラドクッスを科学的に裏付けるには至っていない。酸化 LDL は、LDL が酸化

的修飾を受けた物質であり、生体内において動脈硬化の形成、進展に中心的役割を果たして

いる(Steinberg et al., 1989; Witztum & Steinberg, 1991; Berliner et al., 1995; Navab et al., 

1996)。また近年、アディポネクチンの濃度の低下と肥満(Arita et al., 1999)、糖尿病(Hotta et 

al., 2000)および動脈硬化（Ouchi et al., 1999）との関係が示されてきている。 しかし、GSEがア

ディポネクチンに及ぼす影響に関する報告はない。

第２章において、GSE摂取によりヒト血漿コレステロールエステルの酸化を抑制する効果をヒ

トで確認した。Vigna et al.（2003）も、喫煙者を対象としたヒト試験で血中コレステロールの酸化

抵抗性が lag-time延長により報告している。また、高コレステロール血症者に GSEを摂取させ

ると LDLの酸化が抑制されたとの報告もある（Preuss et al., 2000）。しかし、年単位で進行悪化

する動脈硬化症等の血管疾患の予防は、未病段階での対処が重要であることから、健常者で

の GSE投与による血中コレステロールの酸化レベルを改善する必要がある。

本章では、ブドウ種子から高純度で精製した PA を主成分とする錠剤を用いて健康な成人

男女に 12週間経口摂取させ、酸化 LDLの一種で malondialdehyde-modified LDLに及ぼす

影響と GSE摂取とアディポネクチンの関係を検討することを目的とした。
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第２節  試験方法

３―２－１ 試験食品

使用した 3種類の試験錠剤の組成を表 3-1に示した。GSE錠剤は、1錠あたり PAが 50 mg

（GSE は 69.5 mg）含まれている市販品（ヴィノパワー、キッコーマン株式会社製）を、後述する

低用量群に用いた。またヴィノパワーと同様の製法でGSE配合量を 2倍（1錠あたり PAが 100 

mg、GSEは 139 mg）に増やした錠剤を、後述する高用量群に用いた。なお錠剤の形態として

外からの判別はできないよう、プラセボ錠剤にはカラメル色素を添加した。また品質保持の目

的で錠剤をセラックコーティングした。

表 3-1   試験に使用した 3種類の試験錠剤の原材料組成（単位: mg）

原材料構成

（mg）

対照群（プラセボ）

（1日あたり4錠摂取）

GSE 278 mg/day群

（1日あたり4錠摂取）

GSE 555 mg/day群

（1日あたり4錠摂取）

GSE 0 69.5 139 

うちPA 0 50 100 

微粉セルロース 187.5 123 87.5 

マルトース 55 50 16 

ショ糖脂肪酸エ

ステル
7.5 7.5 7.5 

カラメル 微量 0 0 

セラック 微量 微量 微量

合計（1錠） 250 250 250 
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３－２－２ ヒト試験倫理委員会の承認と被験者

本試験は、愛和クリニック倫理委員会の承認(KKM-001-01)のもとに行われ、ヘルシンキ宣

言に基づく基本原則に従って行った。試験開始前に、以下の選択基準と除外基準に従って、

試験に参加する被験者を選定した。

選択基準: 

1) 30歳以上 70歳未満の男女

2) スクリーニング時の LDL-C が日本人健常者の基準範囲である 100 mg/dL 以上 180 

mg/dL未満の者

3) 検査 2日前から禁酒が可能な者

4) 試験の目的・内容について十分な説明を受け、同意能力があり、よく理解した上で自

発的に参加を志願した者で、書面で本試験参加に同意の意思を提出した者

5) 試験責任医師により、本試験への参加が適当であると認められた者

除外基準:

1) 高脂血症治療薬、降圧薬等脂質代謝に影響を及ぼす可能性がある医薬品服用者

2) 脂質や血圧に影響を及ぼす可能性がある健康食品摂取者

3) 抗酸化作用が強いといわれるブドウ種子を原料とする食品（例: グレープシードオイ

ル）、健康食品、ビタミン剤(C、E)の常用者（健康茶の大量摂取も含む）

4) 赤ワインの常飲者（週にハーフボトル 1本以上飲酒）

5) 糖尿病、顕著な肝機能障害者

6) 家族性高脂血症患者

7) 妊婦および妊娠の可能性がある者、授乳中の者

8) その他試験責任医師が被験者として不適当と判断した者
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３－２－３ 試験方法

130名を対象にスクリーニング試験を行い、選択基準および除外基準から 61名の被験者を

選定した。 コントローラ（聖マリアンナ医科大学 東海林 洋子 准教授）が被験者を無作為

に 3群に割り付けた。 前観察期間を 2週間設定した後、摂取期間を 12週間および後観察期

間を 2週間とした。 採血、身体検査および問診は、前観察期間、摂取 6週間、摂取 12週間

に実施した。被験者は試験食品を毎日朝食後に 1日分量（4錠）を 12週間摂取した。 摂取時

間は朝食後とし、朝食を摂らない場合は昼食後とした。 ただし試験期間中の食事内容は、本

試験の選択基準や除外基準に抵触しない限り、本人の自由とした。 摂取開始 6 週、12 週後

に問診と各測定を行った。

３－２－４ 測定項目

身長・体重・Body Mass Index(BMI)、血圧・脈拍、問診所見。 血液生化学的検査は総コレ

ステロール、LDL-C、HDL-C、中性脂肪、白血球数、赤血球数、ヘマトクリット、ヘモグロビン、

血小板数、総蛋白、アルブミン、A/G、総ビリルビン、AST(GOT)、ALT(GPT)、ALP、LDH、

γ-GTP、CPK、尿酸、BUN、クレアチニン、空腹時血糖、ヘモグロビンA1c (HbA1c)、酸化LDLと

して malondealdehyde modified LDL （MDA-LDLあるいは酸化 LDL）（小谷, 2005）、アポ蛋

白（免疫比濁法）（岡崎 et al, 1987）、アディポネクチン（ELISA法）（Nishimura & Sawai, 2006）

を測定した。 また、尿は、蛋白、糖、潜血、沈査を検査項目とした。 なお、MDA-LDL は EIA

法にて測定した（小谷, 2005）。

３－２－５ 統計解析法

GSE による抗酸化能および安全性評価を群内比較には対応のある t 検定、群間比較は一

元配置分散分析とその後の多重比較検定（Dunnett 検定）を用いて評価した。また、

MDA-LDL/ApoB パラメーターについては、Kondo et al. (2003)の報告において Low HDL 

subjects (TG≦1.69 mM, HDL≦0.91 mM)のMDA-LDL/ApoB の値が 99±49 mU/mLを示す

ことから、MDA-LDL/ApoB の値が 100 mU/mL以上の群を High MDA-LDL/ApoB群として

評価した。 さらにアディポネクチンと各測定値の関係について測定値を標準化し単回帰分析

を行った。すべての測定値は、平均値±標準誤差で示した。 測定値は SPSS 株式会社 SPSS 

ver 13.0Jにより解析を行った。有意水準は両側検定で 5%未満とした。
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第３節  結果

３－３－１ 評価対象とした被験者と除外者

被験者（対象者）の各検査値を表 3-2 に示した。 3 群間で有意な差が見られる項目はなか

った。 なお試験期間中に本人の意思による離脱者 2 名、下痢や頭痛を伴う風邪をひいた 1

名（試験食品との関連なし）、喘息発作を生じた 1 名（試験食品との因果関係なし）、遵守事項

の悪かった 4名を除外した 53名を試験評価対象として検討した。

３－３－２ ブドウ種子抽出物（GSE）の 12週間連続摂取による血中脂質への影響

GSE摂取による血清脂質の推移を表 3-3 に示した。総コレステロール、LDL-C は対照群に

おいて前値（前観察期間）に比べ有意な上昇が見られたが、群間での有意な差は見られなか

った。HDL-Cは対照群、GSE 278 mg群および GSE 555 mg群において 12週で前値にくらべ

有意な上昇が見られたが、群間の有意な差は見られなかった。中性脂肪は試験期間中に有

意な変動を示さなかった。RLP-CはGSE 278 mg群において 12週で前値にくらべ有意な低下

が見られたが、対照群との有意な差は見られなかった。アポリポ蛋白 A1（ApoA1）は試験期間

中に有意な変動は示さなかった。アポリポ蛋白 B（ApoB）は GSE 278 mg群、GSE 555 mg群

において前値にくらべ有意な低下が見られたが、対照群との有意な差は見られなかった。アポ

リポ蛋白 E（ApoE）は対照群において 6週で有意な上昇が見られたが群間での有意な差は見

られなかった。ApoB/A1は、GSE 278 mg群において 12週で有意な低下が見られたが、対照

群との有意な差は見られなかった。

MDA-LDLは 6週でGSE 555 mg群において前値にくらべ有意な低下が見られ、12週では

GSE 278 mg群、GSE 555 mg群ともに前値にくらべ有意な低下が見られた。MDA-LDL/ApoB

は、GSE 278 mg群において 6週、GSE 555 mg群において 12週で前値にくらべ有意な低下

が見られた。さらにMDA-LDL/ApoB値が 100 mU/ml以上の High MDA-LDL/ApoB者（プラ

セボ群 11名、GSE 278 mg群 12名、GSE 555 mg群 10名）の血清MDA-LDL値の変動を図

3-1に、MDA-LDL/ApoB値の変動を図 3-2に示した。血清MDA-LDLでは、6週で GSE 555 

mg群において前値および対照群にくらべ有意に低い値を示し、12週でGSE 278 mg群、GSE 

555 mg 群ともに前値にくらべ有意に低い値を示した。また、多重比較検定において両群とも

対照群より低い傾向を示した。MDA-LDL/ApoB値では、GSE 555 mg群においては 6週、12

週で前値にくらべ有意な減少が見られ、対照群よりも低い傾向を示した。

３－３－３ GSE摂取よる安全性の評価

試験を完了した被験者（対照品群 n=18、GSE 278 mg群 n=18、GSE 555 mg群 n=17）の身
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体的検査および血液検査の結果を表 3-4、表 3-5 に示した。 身体的検査および血液検査に

おいて異常値および異常変動は見られず、自他覚症状などの異常も認められなかった。

３－３－４ GSEの 12週間連続摂取によるアディポネクチンへの影響

GSE 摂取によるアディポネクチンの有意な変動は見られなかった。試験食摂取前のアディ

ポネクチンと各測定値の関係について測定値を標準化し、単回帰分析を行った結果を表 3-6

に示した。アディポネクチンは年齢（r = 0.352）、HDL-C（r = 0.426）、ApoA1（r = 0.371） と有

意な正の相関性を示し、体重（r = -0.597）、BMI（r = -0.470）、中性脂肪（r = -0.368）、RLP-C（r 

= -0.303）、ApoB/A1（r = -0.395）と有意な負の相関性を示した。図 3-3にアディポネクチンと体

重(A)、BMI(B)、年齢(C)、HDL-C(D)の相関散布図を示した。そのうちアディポネクチンは体

重と最も高い相関を示した。そこで、試験期間中の体重の変動が少なかった（±1 kg 未満）被

験者のみで GSEのアディポネクチンに及ぼす効果を解析し結果を表 3-７に示した。GSE摂取

により GSE 555 mg群において 12週で前値にくらべ上昇傾向（p = 0.088）が見られた。
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表3- 2   被験者（対象者）の各検査値

数値は平均値±標準誤差で示す

items unit
sex M / F 10 / 10 10 / 11 9 / 11
year age age 53.2 ± 2.1 51.0 ± 2.4 52.9 ± 2.0
height cm 161 ± 1.8 161 ± 2.0 160 ± 1.8
body weight kg 63.1 ± 2.18 63.5 ± 2.68 62.3 ± 2.47
BMI 24.4 ± 0.59 24.2 ± 0.66 24.1 ± 0.62
systolic blood pressure mmHg 126.4 ± 4.5 127.0 ± 3.2 125.2 ± 3.1
diastolic blood pressure mmHg 78.6 ± 2.5 76.5 ± 1.8 79.1 ± 2.0
pulse bpm 65.3 ± 1.3 64.9 ± 2.4 67.8 ± 1.9
white blood cell count /μL 5725 ± 273 6100 ± 366 5975 ± 419
red blood cell count ×104/μL 442 ± 12 448 ± 9 449 ± 11
hemoglobin /μL 13.7 ± 0.31 13.9 ± 0.31 13.9 ± 0.31
hematocrit % 40.8 ± 1.01 41.4 ± 0.93 41.5 ± 1.03
platelet count ×104/μL 25.3 ± 0.87 24.5 ± 0.99 25.1 ± 1.38
LDL-cholesterol mg/dL 133 ± 5.0 134 ± 3.7 133 ± 3.5
HDL-cholesterol mg/dL 58 ± 2.6 63 ± 3.2 65 ± 2.9
total cholesterol mg/dL 224 ± 5.7 225 ± 5.3 225 ± 4.4
triglyceride mg/dL 135 ± 19.3 116 ± 11.9 119 ± 14.0
total protein mg/dL 7.3 ± 0.10 7.3 ± 0.10 7.3 ± 0.09
albumin mg/dL 4.4 ± 0.05 4.4 ± 0.05 4.6 ± 0.05
A/G mg/dL 1.6 ± 0.03 1.6 ± 0.05 1.7 ± 0.04
total bilirubin mg/dL 0.77 ± 0.05 0.68 ± 0.04 0.73 ± 0.04
AST (GOT) IU/L/37℃ 22.0 ± 1.97 20.2 ± 1.14 23.1 ± 1.54
ALT (GPT) IU/L/37℃ 25.3 ± 2.84 25.8 ± 3.45 27.9 ± 2.41
ALP IU/L/37℃ 214 ± 12.3 230 ± 14.3 212 ± 13.2
LDH IU/L/37℃ 171 ± 5.4 179 ± 4.5 172 ± 6.4
γ-GTP IU/L/37℃ 38.1 ± 7.33 29.3 ± 4.87 33.6 ± 4.59
CPK IU/L/37℃ 108 ± 7.6 108 ± 8.7 115 ± 9.3
uric acid mg/dL 5.6 ± 0.31 5.2 ± 0.26 5.2 ± 0.33
blood urea nitrogen mg/dL 13.5 ± 0.62 14.5 ± 0.77 12.7 ± 0.50
creatinine mg/dL 0.76 ± 0.03 0.73 ± 0.03 0.69 ± 0.03
glucose mg/dL 101 ± 2.9 96 ± 1.7 98 ± 1.7
HbA1c % 4.94 ± 0.10 5.00 ± 0.07 5.03 ± 0.08

placebo群 GSE 276 mg群 GSE 555 mg群
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表3-3   対照品、GSE 278 mg群、GSE 555 mg群の血清脂質の推移

mean ± SE mean ± SE mean ± SE
placebo n=18 219 ± 4.9 231 ± 6.0 # 226 ± 5.1 #
278 mg n=18 226 ± 7.1 228 ± 7.9 225 ± 7.7
555 mg n=17 222 ± 4.9 221 ± 6.0 229 ± 7.4
placebo n=18 132 ± 4.6 143 ± 5.3 # 138 ± 4.5
278 mg n=18 134 ± 4.9 138 ± 5.7 134 ± 5.4
555 mg n=17 132 ± 4.4 132 ± 5.0 138 ± 6.1
placebo n=18 58.3 ± 3.08 61.4 ± 2.92 64.2 ± 3.27 #
278 mg n=18 63.1 ± 4.10 64.9 ± 4.79 68.7 ± 4.86 #
555 mg n=17 61.4 ± 2.98 63.6 ± 3.18 67.1 ± 3.51 #
placebo n=18 117 ± 14.4 132 ± 18.1 122 ± 14.1
278 mg n=18 116 ± 10.7 148 ± 22.2 111 ± 14.5
555 mg n=17 137 ± 20.9 120 ± 14.7 129 ± 19.5
placebo n=18 6.4 ± 1.24 7.2 ± 1.19 6.0 ± 1.00
278 mg n=18 6.0 ± 0.45 6.9 ± 0.82 5.2 ± 0.63 #
555 mg n=17 6.7 ± 1.18 5.7 ± 0.66 6.2 ± 1.21
placebo n=18 145 ± 4.3 147 ± 4.5 147 ± 3.9
278 mg n=18 153 ± 5.9 154 ± 6.9 154 ± 6.0
555 mg n=17 151 ± 4.2 152 ± 4.7 153 ± 5.3
placebo n=18 113 ± 3.8 115 ± 4.4 111 ± 3.7
278 mg n=18 116 ± 3.5 113 ± 3.5 111 ± 3.3 #
555 mg n=17 115 ± 3.1 111 ± 3.4 # 112 ± 3.9
placebo n=18 4.4 ± 0.38 4.7 ± 0.45 # 4.6 ± 0.35
278 mg n=18 4.3 ± 0.20 4.4 ± 0.22 4.3 ± 0.22
555 mg n=17 4.1 ± 0.17 4.2 ± 0.21 4.3 ± 0.17
placebo n=18 0.80 ± 0.04 0.80 ± 0.04 0.77 ± 0.03
278 mg n=18 0.78 ± 0.04 0.76 ± 0.04 0.74 ± 0.04 #
555 mg n=17 0.77 ± 0.03 0.74 ± 0.03 0.75 ± 0.03
placebo n=18 122 ± 7.0 129 ± 8.6 113 ± 7.4
278 mg n=18 122 ± 6.4 130 ± 6.8 107 ± 5.3 #
555 mg n=17 122 ± 7.9 108 ± 6.3 # 105 ± 6.5 #
placebo n=18 107 ± 3.7 111 ± 4.6 102 ± 5.8
278 mg n=18 105 ± 4.5 115 ± 5.1 # 97 ± 4.1
555 mg n=17 105 ± 5.0 97 ± 3.8 93 ± 4.3 #

#  前観察期間（表中のbefore）と同群内で比較したときの有意差を示す (p  < 0.05)。

Week 6 Week 12
groups

T-Cho
(mg/dl)

LDL-C
(mg/dl)

HDL-C
(mg/dl)

TG
(mg/dl)

items
before

apoB/A1

MDA-LDL
(U/l)

MDA-LDL / Apo B
(mU/mg)

RLP-C
(mg/dl)

apoA1
(mg/dl)

apoB
(mg/dl)

apoE
(mg/dl)
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図 3-1   MDA-LDL/ApoB値が 100 mU/mL以上の高 MDA-LDL/ApoB値の被験者（プ

ラセボ群 11名、GSE 278 mg群 12名、GSE 555 mg群 10名）の血清MDA-LDL値の変

動

平均値±標準誤差

*: p < 0.05 プラセボ群と比較し有意

#: p < 0.05 前観察期間（before）と比較し有意
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図 3-2  MDA-LDL/ApoB値が 100 mU/ml以上の高 MDA-LDL/ApoB値の被験者（プラ

セボ群 11名、GSE 278 mg群 12名、GSE 555 mg群 10名）の血清MDA-LDL/ApoB値の

変動

平均値±標準誤差

*: p < 0.05 プラセボ群と比較し有意

#: p < 0.05 前観察期間（before）と比較し有意
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表3-4   各試験群の被験者の身体的検査結果

平均値±標準誤差

mean±SE（平均値±標準誤差）

before intake: 前観察期間時

mean ± SE mean ± SE mean ± SE
placebo n=18 62.1 ± 2.22 62.0 ± 2.19 62.5 ± 2.24
276 mg n=18 63.5 ± 2.71 64.0 ± 2.71 64.1 ± 2.70
555 mg n=17 62.3 ± 2.57 62.8 ± 2.56 62.4 ± 2.59
placebo n=18 24.2 ± 0.63 24.2 ± 0.61 24.3 ± 0.64
276 mg n=18 24.4 ± 0.66 24.6 ± 0.66 24.6 ± 0.65
555 mg n=17 24.0 ± 0.65 24.2 ± 0.65 24.1 ± 0.64
placebo n=18 122.7 ± 4.39 124.2 ± 4.99 127.8 ± 4.84
276 mg n=18 126.4 ± 2.97 127.8 ± 3.22 129.2 ± 3.22
555 mg n=17 126.2 ± 3.98 126.9 ± 3.40 127.7 ± 3.00
placebo n=18 77.1 ± 2.60 77.0 ± 2.87 81.1 ± 2.80
276 mg n=18 77.9 ± 1.66 80.1 ± 2.08 79.6 ± 2.00
555 mg n=17 78.0 ± 2.46 79.1 ± 2.39 79.5 ± 1.98
placebo n=18 67.9 ± 2.15 66.5 ± 2.44 68.8 ± 2.33
276 mg n=18 71.1 ± 2.40 70.6 ± 2.62 70.0 ± 2.40
555 mg n=17 72.8 ± 2.28 70.1 ± 1.83 73.0 ± 2.54

diastolic blood pressure
(mmHg)

pulse
(bpm)

12 week

body weight
(kg)

BMI

systolic blood pressure
(mmHg)

 item group before intake 6 week
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表3-5   各試験群の被験者の血液検査結果

平均値±標準誤差

mean ± SE mean ± SE mean ± SE
placebo n=18 5389 ± 217 5350 ± 225 5444 ± 211
276 mg n=18 5989 ± 385 5833 ± 409 5839 ± 320
555 mg n=17 5882 ± 439 5718 ± 592 5782 ± 452
placebo n=18 435 ± 12 447 ± 12 438 ± 13
276 mg n=18 443 ± 11 453 ± 11 453 ± 10
555 mg n=17 449 ± 13 450 ± 11 454 ± 11
placebo n=18 13.6 ± 0.33 14.1 ± 0.35 13.8 ± 0.35
276 mg n=18 13.7 ± 0.38 14.0 ± 0.36 13.9 ± 0.34
555 mg n=17 13.9 ± 0.36 14.0 ± 0.31 14.1 ± 0.31
placebo n=18 40.6 ± 1.06 41.9 ± 1.10 41.1 ± 1.20
276 mg n=18 40.8 ± 1.13 41.8 ± 1.09 41.8 ± 1.04
555 mg n=17 41.5 ± 1.20 41.7 ± 1.06 42.0 ± 1.07
placebo n=18 24.1 ± 0.98 24.9 ± 0.75 24.8 ± 0.93
276 mg n=18 24.5 ± 0.99 25.8 ± 1.13 26.0 ± 1.15
555 mg n=17 25.4 ± 1.19 25.1 ± 1.30 25.8 ± 1.19
placebo n=18 7.2 ± 0.07 7.4 ± 0.09 7.3 ± 0.11
276 mg n=18 7.3 ± 0.07 7.4 ± 0.07 7.5 ± 0.07
555 mg n=17 7.2 ± 0.09 7.2 ± 0.08 7.4 ± 0.10
placebo n=18 4.3 ± 0.04 4.4 ± 0.04 4.4 ± 0.06
276 mg n=18 4.4 ± 0.05 4.4 ± 0.06 4.5 ± 0.04
555 mg n=17 4.4 ± 0.05 4.4 ± 0.05 4.5 ± 0.05
placebo n=18 1.5 ± 0.04 1.5 ± 0.03 1.5 ± 0.04
276 mg n=18 1.5 ± 0.05 1.5 ± 0.05 1.5 ± 0.05
555 mg n=17 1.6 ± 0.05 1.6 ± 0.04 1.6 ± 0.05
placebo n=18 0.8 ± 0.05 0.8 ± 0.05 0.8 ± 0.06
276 mg n=18 0.7 ± 0.04 0.7 ± 0.05 0.7 ± 0.06
555 mg n=17 0.7 ± 0.06 0.7 ± 0.06 0.6 ± 0.05
placebo n=18 24.4 ± 2.94 23.1 ± 2.02 27.1 ± 3.21
276 mg n=18 22.2 ± 1.37 23.3 ± 1.02 25.2 ± 0.95
555 mg n=17 23.5 ± 1.41 22.7 ± 1.02 22.1 ± 1.07
placebo n=18 24.9 ± 3.34 24.9 ± 3.56 31.2 ± 5.34
276 mg n=18 25.7 ± 3.72 27.7 ± 3.32 28.8 ± 2.86
555 mg n=17 26.5 ± 2.57 25.6 ± 2.34 25.0 ± 1.45
placebo n=18 205 ± 13 221 ± 13 224 ± 13
276 mg n=18 231 ± 12 243 ± 13 243 ± 15
555 mg n=17 207 ± 15 214 ± 16 213 ± 16
placebo n=18 171 ± 8 170 ± 6 170 ± 7
276 mg n=18 179 ± 4 182 ± 5 181 ± 5
555 mg n=17 164 ± 7 162 ± 7 160 ± 6
placebo n=18 34.9 ± 7.22 40.1 ± 8.63 41.5 ± 8.53
276 mg n=18 27.8 ± 4.58 30.2 ± 4.54 30.6 ± 4.65
555 mg n=17 33.8 ± 4.71 33.6 ± 5.17 33.4 ± 5.07
placebo n=18 261 ± 152 102 ± 6 99 ± 11
276 mg n=18 116 ± 9 123 ± 10 120 ± 13
555 mg n=17 124 ± 16 116 ± 11 107 ± 9
placebo n=18 5.5 ± 0.37 5.7 ± 0.39 5.4 ± 0.37
276 mg n=18 5.3 ± 0.23 5.4 ± 0.24 5.4 ± 0.24
555 mg n=17 5.2 ± 0.28 5.0 ± 0.30 4.9 ± 0.29
placebo n=18 12.6 ± 0.80 12.5 ± 0.54 13.0 ± 0.73
276 mg n=18 14.1 ± 0.89 13.8 ± 0.73 13.1 ± 0.78
555 mg n=17 12.8 ± 0.69 11.9 ± 0.85 12.6 ± 0.75
placebo n=18 0.8 ± 0.04 0.8 ± 0.05 0.7 ± 0.04
276 mg n=18 0.8 ± 0.06 0.7 ± 0.04 0.7 ± 0.03
555 mg n=17 0.7 ± 0.04 0.7 ± 0.03 0.7 ± 0.03
placebo n=18 97.8 ± 3.05 98.0 ± 2.71 100.3 ± 3.32
276 mg n=18 93.5 ± 1.96 96.1 ± 3.04 95.8 ± 2.38
555 mg n=17 94.2 ± 1.39 95.5 ± 2.61 96.9 ± 2.01
placebo n=18 4.9 ± 0.11 4.9 ± 0.11 4.9 ± 0.11
276 mg n=18 5.1 ± 0.08 5.0 ± 0.08 5.0 ± 0.08
555 mg n=17 5.1 ± 0.08 5.0 ± 0.08 5.0 ± 0.09

blood urea nitrogen 6-20 mg/dL

HbA1C 4.3-5.8%

creatinine
M 0.61-1.04 mg/dL
F 0.47-0.79 mg/dL

glucose 70-109 mg/dL

γ-GTP
M ≦70 IU/L/37℃
F ≦30 IU/L/37℃

CPK
M 57-197 IU/L/37℃
F 32-180 IU/L/37℃

uric acid
M 3.7-7.0 mg/dL
F 2.5-7.0 mg/dL

ALT(GPT) 5-40 IU/L/37℃

ALP 115-359 IU/L/37℃

LDH 115-245 IU/L/37℃

A/G 1.2-2.0

total bilirubin 0.2-1.0 mg/dL

AST(GOT) 10-40 IU/L/37℃

platelet count
M 13.1-36.2×104/uL
F 13.0-36.9l×104/uL

total protein 6.7-8.3 g/dL

albumin 4.0-5.0 g/dL

red blood cell count
M 427-570×104/uL
F 376-500×104/uL

hemoglobin
M 13.5-17.6 g/dL
F 11.3-15.2 g/dL

hematocrit
M 39.8-51.8%
F 33.4-44.9%

6 week 12 week

white blood cell count
M 3,900-9,800 /uL
F 3,500-9,100 /uL

 item standard value group
before intake
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表 3-6   アディポネクチンと各検査値等との単回帰分析を行った相関性

item r p
age 0.352 0.010

body weight -0.597 < 0.001 
BMI -0.470 < 0.001 

LDL-C 0.052 0.714
MDA-LDL -0.152 0.276

HDL-C 0.426 0.001
total cholesterol 0.154 0.270

triglyceride -0.368 0.007
RLP-C -0.303 0.027
ApoA1 0.371 0.006
ApoB -0.241 0.083
ApoE -0.106 0.449

ApoB/A1 -0.395 0.003
n=53

全被験者（計 53人）を単回帰分析に供した。
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図3-3  アディポネクチンと体重(A)、BMI(B)、年齢(C)、HDL-C(D)の相関散布図（被験者53

人分のデータ）

A: アディポネクチンと体重との相関,   r2 0.356   p < 0.0001 

B: アディポネクチンとBMIとの相関,   r2 0.221   p < 0.001 

C: アディポネクチンと年齢との相関,   r2 0.124   p < 0.01 

D: アディポネクチンとHDL-Cとの相関,   r2 0.182   p < 0.01 
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（
相
対
比
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表3-7 試験期間中の体重の変動が少なかった（±1 kg未満）被験者におけるアディポネクチン

の変動

mean ± SE mean ± SE mean ± SE
placebo n=10 9.98 ± 1.30 10.91 ± 1.39 # 10.77 ± 1.39
276 mg n=11 8.83 ± 0.87 9.13 ± 0.80 8.89 ± 0.86
555 mg n=14 8.70 ± 1.06 8.93 ± 1.01 9.44 ± 1.06 $

# compared to before intake (p  < 0.05)

$ compared to before intake (p  = 0.088)

Week 6 Week 12

adiponectin
(μg/mL)

item groups
before intake
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第４節  考察

本研究では、LDL-C値が 100 mg/dL以上 180 mg/dL未満の 53名を対象とし、GSEを用い

て、摂取期間 12週間の単盲検法による群間並行試験を実施した。GSE摂取による酸化 LDL

などの脂質レベルへの影響、またアディポネクチンに及ぼす影響、さらには安全性について

検証した。

酸化 LDL が動脈硬化発症の一因であることは広く認められてきている。本研究において

GSE 摂取により MDA-LDL および LDL-C の主要なアポタンパク質である ApoB の MDA 

modificationの程度を示す指標であるMDA-LDL/ApoB値が低下することを明らかにした。特

に High MDA-LDL/ApoB者において顕著なMDA-LDL、MDA-LDL/ApoB値の低下が見ら

れた。我々は Low HDL 者の MDA-LDL/ApoB の値が 99±49 mU/mL を示したという報告

（ Kondo et al., 2003 ） か ら MDA-LDL/ApoB 値が 100 mU/mL 以上の者を High 

MDA-LDL/ApoB として定義して動脈硬化症のリスクの高い者とした。その結果、GSEは High 

MDA-LDL/ApoB 者において 6 週では 555 mg 群で前値および対照群にくらべ有意に

MDA-LDLを低下させ、12週では GSE 278 mg群および GSE 555 mg群で前値にくらべ有意

にMDA-LDLを低下させた。High MDA-LDL/ApoB者のMDA-LDL/ApoBは 555 mg群に

おいて 6週、12週で前値にくらべ有意な低下が見られた。また、GSE 278 mg群でも前値にく

らべ低下傾向が見られたが有意な低下ではなかった。これらの GSE による酸化 LDL の低減

効果は用量依存的な傾向を示した。

赤ワイン摂取により癌での死亡率低下や認知症の発現率低下が報告(Orgogozo et al., 

1997)されており、ブドウ種子ポリフェノールが様々な生活習慣病に対して予防効果を持つこと

が期待されている。 GSE 錠剤の主成分である PA は、種々の植物に含まれており、食品では

ブドウなどの果実類、大麦などの麦類、小豆などの豆類及びそれらの加工食品に微量に含ま

れている。 これらの食品を通じ、多くの人は PA を日常的に摂取している。 PAは水系におい

て著しい抗酸化力を示すことが明らかになっている(Ariga et al., 1990)。PAは、血管壁に特異

的に蓄積され、血管壁の間質液中（水系）で活性酵素を補足し、これにより酸化LDLの生成を

抑制し、泡沫細胞を減少させ動脈硬化発症を抑制すると考えられている(Laparra et al., 1977) 。

実際、ブドウ種子に含まれる PAは、コレステロール負荷食ウサギの動脈硬化抑制効果を有す

ることが知られている（Yamakoshi et al., 1999）。また、GSE とともに食事をとることにより血漿中

の抗酸化物レベルを増加させ酸化物を減少させることにより食後の酸化ストレスを低減させ、

LDLの酸化修飾抵抗性を高めることが知られている(Natella et al., 2001; Natella et al., 2002; 

Preuss et al., 2000)。他の酸化 LDL低減の指標として Preuss et al. （2000）は酸化LDL自己抗

体を用いて評価している。その結果、8週間GSEを高脂血症患者に摂取させると酸化 LDL自
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己抗体が低下傾向を示すことを報告した。しかしながら、12 週間以上 GSE を摂取して酸化

LDLに及ぼす影響は報告されていない。GSEによる血清脂質に及ぼす影響についても 12週

間以上GSEを摂取させた報告はないが、8週間GSEを高脂血症患者に摂取により総コレステ

ロール、LDL-C、中性脂肪には影響がないことが示されている（Preuss et al., 2000）。本試験に

おいてもこれらの脂質は影響がなかった。本試験はGSEによる酸化 LDL低減効果を LDLの

脂質過酸化物のうち最も代表的な MDA と ApoB のリジン残基がシッフ塩基の形で結合した

MDA-LDL および MDA-LDL/ApoB を指標とした。その結果、2 週間の GSE 摂取には酸化

LDL を低減する効果があることを実証し、動脈硬化等の生活習慣病を予防する上で有用であ

る可能性を明らかにした。

また、近年アディポネクチンと生活習慣病の関連性が指摘されており、本研究において

GSE 555 mg摂取により 12週で前値にくらべアディポネクチン濃度を上昇させる傾向にあった。

しかし、対照群においても 6 週で前値にくらべ有意な上昇がみられた。この原因は、アディポ

ネクチンは HDL-C と正の相関が認められ、有意な差ではないが 6週で対照群、GSE 278 mg

群、GSE 555 mg群ともにHDL-Cは上昇傾向を示し、そのうち対照群でのHDL-Cの上昇が最

大であった(表 3-3)。この対照群における 6週でのアディポネクチンの上昇はHDL-Cの上昇に

関連したものと推察されたので、対照群で 6週での HDL-Cが 5%以上の変動を示した者を除

いた 6名にて検討したところ、有意な上昇は見られなかった。

ヒトの血中アディポネクチンレベルについては、成人領域においては肥満者、2型糖尿病患

者および冠動脈疾患患者でその値が低下していることがすでに報告されており、抗動脈硬化

作用の重要性が認められている（Funahashi et al., 2002）。また、Cnop et al. （2003）は、アディ

ポネクチンが年齢、HDL-Cと正の相関を示し、BMI、ウエスト/ヒップ、中性脂肪と負の相関を示

すことを報告している。本試験においてGSE摂取前（0週時）の測定値を用いて相関性を調べ

た。相関性を調べる際にCnop et al. （2003）の報告では測定値をそのまま用いているが、我々

は単位の影響を取り除き正確な相関性を調べるために、測定値を標準化して回帰分析を行っ

た。これは x 軸と y 軸の単位が異なるとアディポネクチンがどの項目と最も高い相関係数を示

すのか比較できなくなるため、すべての測定値を標準化した。本試験において解析対象者全

体では GSE のアディポネクチンに及ぼす効果ははっきりしなかったが、アディポネクチンは体

重と最も高い相関性を示し、体重変動の影響が受けやすいものと考えられるため、試験期間

中に体重の変動が小さかった被験者を対象として解析してみたところ GSE によるアディポネク

チンの上昇傾向が見られた。アディポネクチンはマクロファージに対してスカベンジャー受容

体やTNFαの発現を抑え、泡沫化やTNFα分泌を抑制することなどが報告（Ouchi et al., 2001; 

Yokota et al., 2000）され、抗動脈硬化作用をもつ可能性が示されているが、GSE摂取によるア

ディポネクチン上昇に関する報告は本研究が初めてであり、作用機構の解明は今後の課題で
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ある。さらに本研究の結果および Cnop et al. （2003）の報告においても年齢とアディポネクチ

ンに正の相関性が見られたが、加齢とアディポネクチンの上昇についても今後の研究課題で

ある。また、ウーロン茶が冠動脈疾患患者の血漿アディポネクチンを増加させることが報告

（Shimada et al., 2004）されており、GSEにも同様の効果が期待されるため、年齢も加味した今

後の研究の展開が期待される。さらに GSEの血流改善作用（Yoshimura et al., 2002）が確認さ

れていることからも、生活習慣病を予防する上で有用な食品である可能性が示唆された。

試験期間中に GSE 含有錠剤に起因すると思われる有害事象は見られなかった。 臨床検

査においても、いずれの変動も基準値の範囲内での微小変化であり、GSE 含有錠剤の安全

性が示された。

以上により、GSE含有錠剤は安全性が高く、酸化LDLの高いヒトにおいて特に酸化LDLを

低下させる効果およびアディポネクチンを上昇させる傾向があり、動脈硬化等の生活習慣病を

予防する上で有用な食品であることが示された。
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まとめ

LDL-コレステロール(LDL-C) 100-180 mg/dLの 53名を対象に GSE含有錠剤の 12週間連

続摂取時における酸化物質の一つであるmalondialdehyde-modified LDL（MDA-LDL）とアデ

ィポネクチンに及ぼす影響を対照錠剤との単盲検法を用いて検討した。GSE 278 mg （PA とし

ては 200 mg）群においてMDA-LDLは、前値にくらべ 12週で有意に減少した。GSE 555 mg

群（PA としては 400 mg）では、前値とくらべ 6 週、12 週で有意に減少した。 また、High 

MDA-LDL/ApoB者（MDA-LDL/ApoB≧100 mU/mL）のMDA-LDLにおいて GSE 278 mg

群では前値にくらべ 12週で有意に減少した。GSE  555 mg群では前値にくらべ 6週、12週

で有意に減少し、6週では対照錠剤（PA として 0 mg）群にくらべ有意に低い値を示した。アデ

ィポネクチンは、体重（r = -0.597）、Body Mass Index （BMI） （r = -0.470）、中性脂肪 （r = 

-0.368）、remnant like particles-Cholesterol （RLP-C） （r = -0.303）、apolipoprotein B/A1 

（ApoB/A1） （r = -0.395）と有意な負の相関を示し、年齢(r = 0.352)、HDL-コレステロール

(HDL-C) ( r = 0.426)、apolipoprotein A1 （ApoA1） （r = 0.371）と有意な正の相関を示した。

そのうちアディポネクチンは体重と最も高い相関性を示した。さらに、試験期間中の体重変化

の少なかった被験者（±1.0 kg未満）においてGSE 555 mg群では、12週でアディポネクチンの

上昇傾向（p = 0.088）が見られた。

試験期間中に GSE 含有錠剤に起因すると思われる有害事象は見られなかった。 臨床検

査においても、いずれの変動も基準値の範囲内であり、GSE 含有錠剤の安全性（GSE 555 

mg/日、2週間）が示された。

以上の結果より、GSE 含有錠剤は、酸化 LDL を低減する効果を有し、動脈硬化等の生活

習慣病を予防する上で有用な食品であることが示唆された。



- 50 - 

第４章  ブドウ種子抽出物（GSE）経口摂取による着座時における

下肢の抗むくみ効果

第１節 背景と目的

ブドウ種子抽出物は、欧州で古くから静脈瘤の治療やフレンチ・パラドックスで知ら

れる低率な血管性疾患発症の中心物質として知られていることから、血管強化や血流維

持に有効と考えられる（Renaud et al., 1992）。欧州では、GSE中の PAに静脈瘤改善効果

があることが示されてきた（Thebaut et al., 1985）。

血管脆弱、血行不良が一因と考えられる「むくみ」という悩みは、からだの動作を制

限された現代のオフィスワーカーにとって特有な不快症状である。長時間の立ち仕事や

座ったままの仕事に従事者において、血流およびリンパ液の不十分な循環から、下肢の

むくみ、静脈瘤、皮膚潰瘍などが訴えられている（Winkel & Jørgensen, 1986a; Rys & Konz, 

1994）。とくに先進国の働く女性は、長時間座ったままや立ったままであるだけでなく、

美容のためのタイトな服装やブーツなどの着衣上の問題から、下肢むくみを起こしやす

い身体環境である。このように身体的に制限された状態下では、健康であるにも関わら

ず、重力の影響や筋肉使用の低下から、全身とくに下肢の水分バランスが崩れ、一過性

のむくみが生じやすい。対処法として弾性ストッキングの使用が一例として挙げられる

が、発汗の多い夏季には不適であるだけでなく、外見上の制約を受けることから必ずし

も十分ではない。今のところ、こうした一過性のむくみに対する適切な処置は不十分で

あり、私たちの生活の質（QOL）向上のためにも解決すべき社会問題である。

むくみの形成メカニズムは、静脈血圧の異常上昇（Starling 1896）、静脈弁の不全やエ

ラスチン成分の破壊（Bocking & Roach, 1974）、血管内皮機能の低下など多くの因子の

影響が報告されている。一方で、毛細血管機能不全の進行は、酸化ストレス、老化、活

性酸素、フリーラジカルなどによる攻撃の関与が示されている（Higashi et al., 2002; 

Lubran, 1995）。フリーラジカルは血管内皮透過性に異常を起こしたり、浮腫を引き起こ

したりすると考えられている（McQuaid & Keenan, 1997）。活性酸素は、外因的、内因的

要素によって体内に発生するが、過度の活性酸素は生体防御システムでは防ぎきれない。

フラボノイドは強力な抗酸化剤として、例えば活性酸素種(Robac & Gryglewski, 1988)

や一重項酸素(Husain et al., 1987)、脂質過酸化(Sorata et al., 1982)に対しての効果を有する

ことから注目されてきた。中でも PA、特に高分子（高重合度）PAは強力な抗酸化能を

有していることが報告されている(Lotito et al., 2000; Castillo et al., 2001; 片岡・有賀, 
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1998)。PAは GSEに高含有し、多くの in vivo試験でその有効性が証明されている

（Santos-Buelga & Scalbert, 2000）。PAは静脈瘤治療薬として欧州で用いられてきている

（Thebaut et al., 1985）。100 mg/dayのブドウ由来 PAの連続的な摂取によって、臨床的

および毛細血管精査評価によって慢性静脈疾患を治療十日後に軽減した報告がある

（Constantini et al., 1999）。また、数ヶ月に亘って毎日 GSEを含む 320 mgの PAを摂取

させた女性では月経性浮腫対する軽減効果がアンケートを通じて確認されているが、客

観的な下肢周囲長の改善は認められていない（Christie et al., 2004）。これまでのところ、

GSE投与による下肢容積増大（むくみ）の直接的かつ客観的な検証は不十分であり、下

肢容積増大を抑制するような働く現代の健常人に適した即効性を有する代替医療にな

り得る食品の提案が求められている。さらに、現代人に特徴的な短期間（一過性）のむ

くみについては、とくに健常人を対象とした GSEの有効性は未だ検証されていない。

本研究では、健常人に対する GSEの抗むくみ効果を検証することである。我々は健

常人の男女を対象とし、着座状態モデル（Seo et al., 1996）で生じる下肢むくみに対す

る GSEの効果を、男性被験者 6名の予備的な単回摂取試験、次いで女性を被験者を対

象に単回摂取試験と 14日間連続摂取試験でそれぞれ検証した。
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第２節 実験方法

４－２－１ 健常男性 6名による 4時間の連続着座姿勢時における、GSE摂取の下肢

むくみに対する影響 

４－２－１－１ 倫理委員会の承認と被験者、試験方法

Winkel et al.（1986b）の方法に準じ、強制着座・下肢運動制限方式で実施した。試験

を実施するキッコーマン総合病院内のヒト試験倫理委員会の承認を受けた。被験者は健

常男性 6名（26～41歳）、個別に試験内容を十分説明後、ヘルシンキ宣言に則り本人の

意思で参加させた。予め血液凝固能検査を実施し、試験担当医師の診断を受けた。前日

夕食時より試験終了時まで食事制限を行ない、同一のものを飲食させた。 

４－２－１－２ 試験スケジュール 

試験期間は 2日間とし、1日目はプラセボ錠剤を摂取、2日目は GSE錠剤を摂取させ

た。試験当日は、8～13時はデスクワークを主とする軽活動に制限し、自由昼食後、室

温 20℃に空調された室内で 13時より着座を開始し、4時間連続で着座状態を維持させ

た（後述）。途中 15時に 5分間のトイレ休憩を取った。GSE錠剤は、4粒×3回（8、13、

15時）摂取させた（PAとして 600 mg、GSEとして 678 mg）。プラセボ錠剤は GSEの

み不含であるが見た目や栄養成分は同等のものを調製し同じ錠剤数を摂取させた。服装

は、被験者全員が男性であるため、短パン（ゆったりタイプ各自）、上着は作業着等、

くるぶし丈の靴下、同一のサンダルを着用させた。・13～17時まで、床温度 20℃の部屋

に設置された椅子（後方に 5度傾いた固定型の椅子で、シートを膝の高さより 1 cm低

くなるようベニヤ板等で高さ調節し設定）に座らせ、膝と足首は 90度に固定してもら

い（動かさない）、脚の組み替え、貧乏ゆすり、足踏み、下肢の屈伸等をしないよう制

限した。なお、15時のトイレ休憩時間の移動距離は 100 ｍ以内とした。

４－２－１－３ 各測定方法と測定項目 

以下の各項目につき、着座前、着座 2時間後、着座 4時間後に各計測を行なった。 

1) 自覚症状の記録として、下肢のだるさ、下肢の痛み、下肢のしびれ、全身疲労度を

5段階（1；全く感じない、2；かすかに感じる、3；やや感じる、4；感じる、5；強

く感じる）にて回答させた。

2) 着座前と着座 4時間後のみ、指から採血し、ヘマトクリットの測定

3) 膝下脚の容積測定は、Nilsson & Haugen (1981)の方法に従って水溢方式により、ひざ
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下の脚の容積を測定した。

4) ふくらはぎ（最も太い部分）と足首（くるぶしのすぐ上の部分）の周囲長、メジャ

ーを使って測定した。

5) 脚の水分量測定は、Uda et al. (1997) の方法に従い、日本光電社製インピーダンス測

定装置 4000Cを使用した。微弱な電流を両手と両足から流し、電気抵抗性を測定す

ることによって、全身水分量と細胞内水分量と細胞外水分量を測定した。結果は、

500 kHzと 5 kHzの比により、全身水分量に対する細胞外水分量の概算量を求めた。

6) 心拍数と血圧の測定は、手首血圧計により測定した。

7) 下肢（腿、膝、ふくらはぎ、足甲）の表面温度は、非接触式体温計にて測定した。
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４－２－２ 健常女性 33名による 4時間の連続着座姿勢時における、下肢むくみに対

する GSE摂取の影響（単回摂取試験、14日間連続摂取試験）

４－２－２－１ ヒト倫理委員会の承認、被験者の選抜、試験中止基準、解析除外基準

本試験は、総研ヒト倫理委員会規定に基づく倫理委員会の承認を経て実施された。

株式会社総合健康開発研究所登録被験者の中から、下記の選択基準を満たし、除外

基準に抵触しない健常被験者を単回摂取試験では 16名、14日間摂取試験では 17名

を無作為に選定した。選定された女性被験者には実際にむくみを生じ易い者とそう

でない者が混在していると考えられた。従って特にむくみを生じ易い被験者の下記

の事前スクリーニングにより、単回摂取試験は 8名を、14日間摂取試験では 8名を

選抜して、本試験を実施した。

選択基準

1) 年齢は 20歳以上 50歳以下の女性

2) 身長が 150から 160㎝程度の者

3) 自己診断書類等に記入が可能な者

4) 来院予定日に指定の施設に来られる者

除外基準

1) 検査結果に影響する可能性のあると思われる薬を服用している者

2) 検査結果に影響する可能性のあると思われる健康食品を常食してい

る者

3) 妊娠または妊娠している可能性のある婦人および授乳婦の者

4) アルコールを過度に摂取している者

5) アレルギー症状を示す恐れのある者

6) 血液凝固系検査に異常のある者

7) 重篤な肝障害、腎障害、心筋梗塞の既往歴のある者

8) その他、試験担当医師が本試験を実施するのに不適当と判断した者

事前スクリーニング

Seo et al.（1996）の方法を参考に、背もたれ、肘掛けのない椅子に座わり、膝

を 90°に折り、足の裏が完全に床につける程度に椅子を調整し、2時間の着座姿

勢を維持させた。2時間後、後述する脚のむくみ測定（3Dデジタイザ、Danae100：
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NECエンジニアリング社製を使用）および自覚症状から、下肢にむくみが観察さ

れた被験者を選択した。

試験中止基準および試験データ除外基準

ヘルシンキ宣言の主旨に従い被験者の希望および以下に示す事項があった場合

は、試験総括医師の医学的または倫理的判断により試験を打ち切ることができる基

準を設定した。

1) 重篤な副作用・随伴症状が発現した場合

2) 他の疾患の併発、または合併症患の悪化により試験を継続する事が困難な

場合

3) 採血および検査行為が著しく困難となった場合

4) その他、試験総括医師が試験中止の必要を認めた場合

試験解析対象からの除外基準

次に示す事項があった場合は、試験総括医師、試験受託社および依頼社協議の上、

試験解析対象から除外した。

1) 本試験に全く無関係な理由で、観察日に 1週間以上遅延した場合

2) 本試験に全く無関係な理由で、予定された観察日に来られない場合（長期

出張、・転勤、転居、無断欠日、不慮の事故、被験食品と明らかに因果関

係のない病気・入院など）

3) 被験食品摂取期間中、被験食品の未完食が全摂取日数の 10％に達した場合

4) 試験期間中、禁止された非日常的な著しい暴飲暴食などの事実が判明した

場合

5) 被験食に起因する有害事象以外の理由で、採血および検査行為が著しく困

難となった場合

6) 検査上のトラブルなどでデータの信頼性に大きな問題が生じた場合

7) その他、脱落扱いすることが適当と考えられる明らかな理由がある場合

４－２－２－２ 被験食品

被験食品は GSE入り錠剤と、外見上からは識別できないプラセボ品とした。試験

食品の成分組成を表 4-1に示す。摂取量は、先の男性 6名での試験を参照し、GSE 450 

mg（PAとして 400 mg）の単回摂取試験および GSE 150 mg（PAとして 133 mg）の

14日間連続摂取試験を設定した。これらの摂取量は、市販されている GSEサプリメ
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ントでの世界的な推奨摂取量 100～400 mgのほぼ範囲内でもあり、過剰量にも当た

らないと判断した。単回摂取試験では摂取錠剤として 6粒、14日間摂取試験では摂

取錠剤として 2粒をそれぞれ設定した。

４－２－２－３ 試験方法

本試験に関与しない総合健康開発研究所のコントローラーが、摂取前のスクリー

ニング結果より、単回摂取、14日間摂取それぞれ 8名を選抜し、被験者背景ができ

るだけ同一になるように試験群 4名、プラセボ群 4名に均等に割り付け、試験をそ

れぞれ開始し、終了後 1週間の休止期間（ウォッシュアウト期間）を設けた後、摂

取する錠剤を入れ替えて再び試験をそれぞれ開始する、プラセボ対照二重盲検試験

（クロスオーバー法）とした。その摂取方法は、単回摂取試験では、各観察日のみ、

水 500 mLと一緒に被験食品 6粒を経口摂取させた。14日間連続摂取試験では、各

観察日前の 13日間は、2粒を適宜水又はぬるま湯と一緒に摂取させ、14日目の観察

日は、水 500 mLと一緒に被験食品 2粒を経口摂取させた。各観察日は、試験総括医

師の指導下で、室温約 26℃、湿度 40～60％に設定された環境で、表 4-2に示すタイ

ムスケジュールにて実施した。9：30～11：30A.M.までに摂取前の諸検査を行い、10:00

～11:30 A.M.に被験食品を摂取させた。被験者への注意事項として、各試験（観察日）

前日の 21:00以降から試験（観察日）終了までは、支給したミネラルウォーター以外

（アルコール類、お茶、紅茶、コーヒーなど）の摂取は厳禁とした。また、21:00以

降の水分摂取量は 500 mLまでとし、観察日当日は起床時より朝食摂取までの水分摂

取は禁止とした。また、試験期間中は、睡眠不足や暴飲及び非日常的な激しい運動

を避け、通常通りの生活を心がけるよう指導した。

むくみの発生方法は、Seo et al.（1996）の方法を参考に、各観察日は、6時間、背

もたれや肘掛けのない椅子に座わり、膝を 90°に折り、足の裏が完全に床に付く程

度に椅子の高さを調整し、75 cmの高さのテーブル上で読書等作業を行なった。なお、

試験中は必要時以外動かないよう、特に下半身に動き（膝や足首の曲げ伸ばし、貧

乏ゆすり、足指の屈伸等）を行わないよう指導した（表 4-2）。

測定項目および測定方法は、表 4-3に示す項目と検査方法に基づいて実施した。尿

検査、血液検査および血圧測定は、医療機関で行われている方法と同様に行った。

体成分分析は、電気伝導度による抵抗性から、水分量、細胞内液、細胞外液を全身

と四肢にて算出した。算出は、用いた機器 InBody3.2（㈱バイオスペース製）に内蔵

されたプログラムを利用した。また、ふくらはぎの周囲長は、足裏から高さ 23 cm

の下腿周囲長と高さ 30 cmの下腿周囲長を、足の甲は最も高い足首の付け根部分の
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周囲長を、それぞれ巻尺で測定した。下肢の体積測定は、非接触式で下肢に発生し

たむくみを物理的に干渉しない Danae 3Dデジタイザ（NECエンジニアリング）で、

下腿を 120°ずつ 3方向から撮影して実施した。得られた画像より専用ソフトを用い、

ひざから足首までの容積を算出した。自覚症状の項目は、Seo et al.（1996）の方法に

準じた。

４－２－２－４ 統計解析方法

統計解析ソフト Dr.ＳＰＳＳⅡ（㈱ＳＰＳＳ製）を用いて行った。正規性のある

データについては Dunnett-t検定を用いて行った。また、正規性のないものについ

てはWilcoxonの符号付順位検定を行い、Tukeyの多重比較は Bonferoniの修正式に

て行った。有意水準は両側検定で危険率５％以下とした。
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表 4-1 被験食品の成分および含量

原材料 GSE錠剤（被験品） プラセボ錠剤

ブドウ種子抽出物

セルロース

還元麦芽糖水飴

ショ糖脂肪酸エステル

カラメル

セラック

41% 

36% 

20% 

3% 

0% 

微量

0% 

72% 

22% 

3% 

3% 

微量

表 4-2 観察日の試験手順（単回摂取・14日間摂取 共通）

摂取前 摂取 摂取 1時間後 摂取 2時間後 昼食 摂取 4時間後 摂取 6時間後

集合および

諸検査、測定

および調査

朝食（サンドイ

ッチとミネラ

ルウォーター

500 mL）+GSE

またはプラセ

ボ品摂取

諸検査、測定

および調査

諸検査、測定

および調査

昼食（しゃけ

のおにぎり 

1個とミネラ

ルウォータ

ー500 mL）

諸検査、測定

および調査

諸検査、測定

および調査
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表 4-3 各検査項目と検査方法と実施時期

時間（時間）

諸検査、測定項目、調査

初回／2 回目試験日（観察日）

摂取前
摂取

2 時間後

摂取

4 時間後

摂取

6 時間後

①尿検査

（Na・Cl、Ｋ、pH）
○ ○ ○ ○

②血液検査（WBC､RBC、Hb、Ht、MCV、

MCH、MCHC、血小板数、Na、Cl、K）
○ ○ ○ ○

③血圧測定（収縮期、拡張期血圧を 3 回

測定し、各々中央値を採用）
○ ○ ○ ○

④体成分分析（細胞外内液量、細胞内液

量、体水分量）体成分分析装置（インピ

ーダンス法）：㈱バイオスペース製

InBody3.2 

○ ○ ○ ○

⑤脚の周囲長測定（足裏から 23 cm 高、

30 cm 高の周囲長）

⑥脚のむくみ測定（3D デジタイザー

Danae100：ＮＥＣｴﾝｼﾞﾆｱﾘﾝｸﾞ製）両足膝

下ふくらはぎ全体の体積を測定

○ ○ ○ ○

⑦自覚症状調査（摂取前との比較）

・顔のむくみ、手のむくみ、脚のむくみ

の自覚症状（1：むくみが強くある、2：や

やむくみがある、3：ほとんどむくみはない

4：全くむくみがない）

・足のしびれ・脚の疲れ・脚のだるさ

○ ○ ○ ○
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第３節 結果

４－３－１ 健常男性 6 名による 4 時間の連続着座姿勢時における、GSE 摂取の下肢

むくみに対する影響

４－３－１－１ 問診による主観的な 5 段階評価

強制着座によって、4 つすべての項目で、スコアー平均が上昇した（図 4-1）。GSE

摂取は、プラセボ摂取時と比して、すべての問診項目スコアー平均を下回った。「下

肢のしびれ」および「全身疲労度」には、GSE 摂取によって有意にスコアー上昇を

抑制した。「下肢のしびれ」においては、着座開始 2 および 4 時間後共に有意にス

コアー上昇を抑制した（それぞれ、p = 0.035、p = 0.0079）。また、「全身疲労度」は

着座 4 時間後測定時に群間で有意差を生じた（p = 0.0077）。

４－３－１－２ ヘマトクリット値の変化と GSE 摂取の影響

強制着座時において、GSE 摂取はヘマトクリット値上昇が有意に抑制した（図

4-2、p = 0.034）。その効果は、着座開始 4 時間後に顕著であった。着座位を強制し

ない午前中の時間帯（着座前 1：8 時、着座前 2：13 時）は、GSE 摂取の有無にか

かわらずヘマトクリット値に変化は認められなかった。

４－３－１－３ 下肢容積の変化の GSE 摂取の影響

4 時間の連続着座は、時間経過と共に下肢容積が増大した（表 4-4。GSE 摂取時

は下肢容積の増加が、僅かに低減化される傾向が観察されたが、有意差はなかった。

両群間の比較では、着座 2 時間後よりも 4 時間後に差が大きくなる傾向が見られた

（有意差なし）。

４－３－１－４ ふくらはぎ、足首の周囲長の変化と GSE 摂取の影響

連続着座によって ふくらはぎ周囲長は増加、下肢のむくみ形成が観察された（表

4-5、表 4-6）。このとき、GSE 摂取群では周囲長の増加が抑制された。その群間の

変化量は有意であり、左ふくらはぎで、２時間後にp = 0.18 、４時間後に p = 0.11 、

右ふくらはぎで、２時間後に p = 0.064 、４時間後に p = 0.27 であった。変化率で

も同様に群間で有意な変化が観察された。プラセボ摂取時と GSE 摂取時との間の

有意差は、左ふくらはぎで、２時間後に p = 0.16 、４時間後に p = 0.10 、右ふく

らはぎで、２時間後に p = 0.052 、４時間後に p = 0.22 であった。足首周囲長では、
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変化量および変化率共に有意な変化は認められなかった（データ未発表）。

４－３－１－５ インピーダンス値比（500 kHz／5 kHz）への影響

4 時間の連続着座によって、インピーダンス値比（500 kHz／5 kHz）が 1～2%増

加した（表 4-7、表 4-8）。この結果は、連続着座によって、相対的に細胞外水分量

が増加したことを示すものである。なお、GSE 摂取によって、有意差はないものの、

インピーダンス値比の増加率がやや低い数値が得られた。

４－３－１－６ 血圧、心拍数、下肢表面温度（腿、膝、ふくらはぎ、足甲）の変化と

GSE 摂取の影響

血圧、心拍数、下肢表面温度は、GSE 摂取の有無にかかわらず試験期間中に大き

な変化は見られなかった（データ未発表）。
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図 4-1 4 時間の着座状態下における、各自覚症状の推移（ブドウ種子抽出物（GSE）

単回摂取とプラセボ単回摂取、男性 6 名）

各自覚症状スコアーは、値が高い程、程度が強いことを示す。
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図 4-2 4 時間の着座状態下における、ヘマトクリット値の変化（ブドウ種子抽出物（GSE）

摂取とコントロール品摂取、男性 6 名）

 ヘマトクリット：血液中の血球成分比（赤血球や白血球など）
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表 4-4 4 時間の連続着座状態下の下肢容積（cm3）の変化（水溢れ方式による測定、試験方法を参照）

測定時 被験者 1 被験者 2 被験者 3 被験者 4 被験者 5 被験者 6 平均 SD 増減率 

着座前 1,360  1,430  1,420  1,330  1,560  1,320  1,403  89  0.000% 

着座 2 hr 1,390  1,420  1,400  1,340  1,620  1,320  1,415  107  0.831% 

着座 4 hr 1,400  1,400  1,380  1,380  1,620  1,320  1,417  104  0.950% 

表 4-5 4 時間の連続着座状態下の右足のふくらはぎ周囲長（cm）の変化（巻尺による計測）

測定時 被験者 1 被験者 2 被験者 3 被験者 4 被験者 5 被験者 6 平均 SD 増減率 

開始時 39.2 37.4 37.3 34.5 41.5 33.8 37.3  2.9  0.00% 

着座 2 hr 39.5 37.5 37.3 34.3 42.5 34.5 37.6  3.1  0.85% 

着座 4 hr 39.6 37.6 37.4 34.6 42.8 34.5 37.8  3.1  1.25% 



- 65 - 

表 4-6 4 時間の連続着座状態下の左足のふくらはぎ周囲長（cm）の変化（巻尺による計測）

測定時 被験者 1 被験者 2 被験者 3 被験者 4 被験者 5 被験者 6 平均 SD 増減率 

開始時 40.0 37.6 37.5 34.5 40.5 34.2 37.4  2.6  0.00% 

着座 2 hr 40.4 37.4 36.8 34.5 41.6 34.6 37.6  2.9  0.45% 

着座 4 hr 40.8 37.9 36.7 34.5 41.3 34.7 37.7  2.9  0.71% 

表 4-7 左足のインピーダンス値（500 kHz／5 kHz）の変化

測定時 被験者 1 被験者 2 被験者 3 被験者 4 被験者 5 被験者 6 平均 SD 変化率 

開始時 0.752  0.717  0.744  0.742  0.743  0.740  0.739  0.0133 0.000% 

着座 2 hr 0.757  0.735  0.752  0.755  0.747  0.746  0.747  0.0081 1.126% 

着座 4 hr 0.762  0.736  0.752  0.758  0.747  0.750  0.750  0.0094 1.431% 
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表 4-8 右足のインピーダンス値（500 kHz／5 kHz）の変化

測定時 被験者 1 被験者 2 被験者 3 被験者 4 被験者 5 被験者 6 平均 SD 変化率 

開始時 0.746  0.715  0.739  0.735  0.733  0.738  0.734  0.010  0.0% 

着座 2 hr 0.746  0.728  0.747  0.755  0.739  0.745  0.744  0.009  1.3% 

着座 4 hr 0.752  0.732  0.753  0.765  0.740  0.749  0.748  0.011  1.9% 



- 67 - 

４－３－２ 健常女性 33 名による 4 時間の連続着座姿勢時における、下肢むくみに対

する GSE 摂取の影響（単回摂取試験、14 日間連続摂取試験）

４－３－２－１ 単回摂取試験結果

被験者は、選択基準と除外基準により選定された 16 名を事前スクリーニングした

結果、8 名を選抜した。年齢は、41.0±3.1 歳、身長 154.4±2.7 cm であった（平均値

±標準誤差）。

電気伝導度インピーダンスによる体成分の測定結果を表 4-9 に示した。細胞内液は、

群内の経時比較で GSE 群（p = 0.013）およびプラセボ品群（p = 0.001）とも、摂取 6

時間後で有意な減少が見られた。細胞外液では、プラセボ品群のみ、摂取 2 時間後

と摂取 4 時間後で有意な（共に p < 0.001）増加が見られた。体水分量の経時比較で

は、プラセボ品群の摂取 6 週後（p = 0.044）で有意な減少が見られた。右足水分量、

左足水分量とも GSE 群の経時比較では、摂取 4 時間後以降で有意な増加が見られた

が、プラセボ品群は摂取 2 時間後以降と早い時点で有意な増加が見られた。群間比

較では、すべて有意な差は認められなかった。

ふくらはぎ、足の甲の周囲長の測定結果を表 4-10 に示した。群内経時比較は、全

ての項目で摂取前と比べ、摂取 2 時間後以降で有意に増加していた。群間の比較で

は有意な差は見られず、違いは認められなかった。

左足の容積を測定した結果を表 4-11 に示した。プラセボ品群の経時比較では、摂

取前と比べ、摂取 2 時間後、摂取 4 時間後および摂取 6 時間後全ての時点で、有意

な増加が見られた。それに対して GSE 群の経時比較では、有意な増加は摂取 6 時間

後のみであった。 この容積の変化を摂取前の測定値と比較したときの各測定時に

おける変化率を求めた（表 4-12）。その結果、摂取 2 時間までは両群間の差異はなか

ったが、摂取 4 時間後および 6 時間後においてプラセボ群が有意に変化率が大きく、

より下肢のむくみが進行していた（摂取 4時間後：p < 0.010、摂取 6時間後：p < 0.002）。

むくみに関する自覚症状を集計した結果を表 4-13 に示した。GSE 群およびプラセ

ボ品群とも時間が経過するとともに、下肢の違和感を実感していた人数が増加し、

「脚のだるさ」において、GSE 群で有意に抑制していた。しかし、「脚のむくみ感」、

「脚の疲労感」やその他の自覚症状には、群間の有意差は見られなかった。

表 4-14 に、血液検査と尿中ミネラル排泄濃度の検査結果を示した。Na の経時比較

では、プラセボ品群が摂取 6 時間後（p = 0.028）で有意に低下したが、GSE 群は有

意な変化は見られなかった。Cl の経時比較では、摂取前と比べ、摂取 2 時間後で GSE

群（p = 0.023）とプラセボ品群（p < 0.001）ともに有意な低下が見られたが、摂取 4
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時間後以降は有意な差は見られなかった。K の経時比較では、摂取 6 時間後で GSE

群（p = 0.001）とプラセボ品群（p < 0.001）ともに有意な低下が見られた。その他の

項目でも、有意な変化が見られたものがあったが、いずれも基準値内での変動であ

り、異常値は認められなかった。
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表 4-9 むくみ測定結果（体成分、単回摂取試験） 平均値±標準偏差、n=8

* 摂取前との群内比較において 5%有意差あり、** 同 1%有意差あり、*** 同 0.1%有意差あり

測定項目 割付 
摂取前 摂取 2 時間後 摂取 4 時間後 摂取 6時間後 

測定値 測定値 郡内比較 P値 測定値 郡内比較 P値 測定値 郡内比較 P値 

細胞内液 

GSE 450 mg 群 18.08 ± 2.93 17.99 ± 2.84 0.596  18.00 ± 2.80 0.697  17.81 ± 2.84 0.013* 

プラセボ群 18.20 ± 2.80 18.08 ± 2.84 0.841  17.96 ± 2.77 0.626  17.83 ± 2.82 0.001** 

群間比較 P値 0.430  0.133  0.275  0.598  

細胞外液 

GSE 450 mg 群 8.65 ± 1.18 8.70 ± 1.05 0.748  8.76 ± 1.11 0.183  8.69 ± 1.04 0.869  

プラセボ群 8.71 ± 1.09 8.76 ± 1.09 <0.001*** 8.81 ± 1.09 <0.001*** 8.71 ± 1.11 0.079  

群間比較 P値 0.626  0.086  0.197  0.316  

体水分量 

GSE 450 mg 群 26.70 ± 4.09 26.65 ± 3.86 0.966  26.75 ± 3.90 0.966  26.49 ± 3.88 0.291  

プラセボ群 26.89 ± 3.89 26.83 ± 3.93 0.871  26.80 ± 3.86 0.802  26.55 ± 3.90 0.044* 

群間比較 P値 0.414  0.117  0.094  0.598  

体水分右足 

GSE 450 mg 群 4.25 ± 0.77 4.28 ± 0.76 0.513  4.36 ± 0.78 <0.001*** 4.38 ± 0.77 <0.001*** 

プラセボ群 4.30 ± 0.76 4.36 ± 0.79 0.020* 4.39 ± 0.80 <0.001*** 4.41 ± 0.80 <0.001*** 

群間比較 P値 0.090  0.089  0.163  0.313  

体水分左足 

GSE 450 mg 群 4.27 ± 0.76 4.30 ± 0.75 0.355  4.38 ± 0.76 <0.001*** 4.40 ± 0.75 <0.001*** 

プラセボ群 4.32 ± 0.76 4.38 ± 0.78 0.009** 4.42 ± 0.79 <0.001*** 4.43 ± 0.79 <0.001*** 

群間比較 P値 0.147  0.135  0.176  0.316  
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表 4-10 むくみ測定結果（ふくらはぎ周囲長、単回摂取試験） 平均値±標準偏差、n=8

測定項目 割付 
摂取前 摂取 2 時間後 摂取 4 時間後 摂取 6 時間後 

測定値 測定値 郡内比較 P値 測定値 郡内比較 P値 測定値 郡内比較 P値 

ふくらはぎ右２３ ｃｍ 

GSE 450 mg 群 34.43 ± 3.16 35.10 ± 3.22 <0.001*** 35.01 ± 3.10 <0.001*** 35.09 ± 3.17 <0.001*** 

プラセボ群 34.51 ± 3.14 35.03 ± 3.03 0.024* 35.06 ± 3.14 0.037* 35.13 ± 3.11 0.005** 

群間比較 P値 0.450  0.085  0.107  0.186  

ふくらはぎ左２３ ｃｍ 

GSE 450 mg 群 34.73 ± 3.26 35.14 ± 3.11 0.021* 35.39 ± 3.25 <0.001*** 35.46 ± 3.22 <0.001*** 

プラセボ群 34.69 ± 3.11 35.31 ± 3.01 0.001** 35.49 ± 3.06 <0.001*** 35.69 ± 3.02 <0.001*** 

群間比較 P値 0.179  0.489  0.364  0.480  

ふくらはぎ２３ ｃｍ平均 

GSE 450 mg 群 34.58 ± 3.20 35.12 ± 3.16 <0.001*** 35.20 ± 3.16 <0.001*** 35.28 ± 3.18 <0.001*** 

プラセボ群 34.60 ± 3.11 35.17 ± 3.01 0.001** 35.28 ± 3.09 <0.001*** 35.41 ± 3.05 <0.001*** 

群間比較 P値 0.921  0.848  0.817  0.678  

ふくらはぎ右３０ ｃｍ 

GSE 450 mg 群 36.43 ± 3.28 36.84 ± 3.19 <0.001*** 36.99 ± 3.33 <0.001*** 37.04 ± 3.18 <0.001*** 

プラセボ群 36.18 ± 3.30 36.83 ± 3.39 <0.001*** 36.89 ± 3.43 <0.001*** 36.96 ± 3.46 <0.001*** 

群間比較 P値 0.593  0.954  0.441  0.758  

ふくらはぎ左３０ ｃｍ 

GSE 450 mg 群 36.30 ± 3.04 36.60 ± 2.99 0.006** 36.89 ± 3.08 <0.001*** 36.83 ± 2.87 <0.001*** 

プラセボ群 35.96 ± 3.20 36.51 ± 2.99 <0.001*** 36.76 ± 2.99 <0.001*** 36.84 ± 3.06 <0.001*** 

群間比較 P値 0.554  0.285  0.170  0.557  

ふくらはぎ３０ ｃｍ平均 

GSE 450 mg 群 36.36 ± 3.15 36.72 ± 3.07 <0.001*** 36.94 ± 3.19 <0.001*** 36.93 ± 3.01 <0.001*** 

プラセボ群 36.07 ± 3.24 36.67 ± 3.18 <0.001*** 36.83 ± 3.20 <0.001*** 36.90 ± 3.25 <0.001*** 

群間比較 P値 0.056  0.761  0.493  0.857  

足の甲右 

GSE 450 mg 群 22.26 ± 1.25 22.75 ± 1.29 0.001** 22.73 ± 1.19 0.001** 22.76 ± 1.06 0.001** 

プラセボ群 22.19 ± 1.16 22.66 ± 1.20 <0.001*** 22.79 ± 1.24 <0.001*** 22.75 ± 1.19 <0.001*** 

群間比較 P値 0.871  0.798  0.801  0.751  

足の甲左 

GSE 450 mg 群 22.23 ± 1.18 22.60 ± 1.20 <0.001*** 22.60 ± 1.10 <0.001*** 22.58 ± 1.16 <0.001*** 

プラセボ群 22.10 ± 1.24 22.50 ± 1.28 <0.001*** 22.64 ± 1.28 <0.001*** 22.51 ± 1.29 <0.001*** 

群間比較 P値 0.100  0.718  0.732  0.381  

* 摂取前との群内比較において 5%有意差あり、** 同 1%有意差あり、*** 同 0.1%有意差あり
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表 4-11 左足容積の変化（単回摂取試験）

割付 摂取前 摂取 2時間後 摂取 4時間後 摂取 6時間後 

GSE 450 mg 群 1,549 ± 341 1,563 ± 333 P= 0.156 1,560 ± 325 P= 0.236 1,563 ± 340 P= 0.026* 

プラセボ群 1,534 ± 336 1,556 ± 337 P= 0.021* 1,580 ± 348 P< 0.001*** 1,580 ± 334 P< 0.001*** 

群間比較 P値 0.129 0.649 0.235 0.164 

平均値±標準偏差、n=8 (単位：cm3)

* GSE 摂取群とプラセボ群との群間比較において 5%有意差あり、*** 同 0.1%有意差あり

表 4-12 連続着座姿勢下での各測定時における、左足容積の平均変化率（単回摂取試験）

割付 摂取前 摂取 2時間後 摂取 4時間後 摂取 6時間後 

GSE 450 mg 群 － 1.079 ± 0.625 0.911 ± 0.561 0.949 ± 0.361

プラセボ群 － 1.427 ± 0.426 2.944 ± 0.383 3.174 ± 0.453

群間比較 P値 － 0.732 0.010* 0.002** 

平均値±標準偏差、n=8 （単位：%） 

* GSE 摂取群とプラセボ群との群間比較において 5%有意差あり、** 同 1%有意差あり
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表 4-13 自覚症状（単回摂取試験）

(p < 0.05)
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表 4-14 血液検査および尿中ミネラル濃度の検査結果（単回摂取試験）

* 摂取前との比較（群内または群間）において 5%有意差あり、** 同 1%有意差あり、*** 同 0.1%有意差あり

郡内P値 郡内P値 郡内P値

GSE 450 mg群 423.75 ± 31.31 423.00 ± 26.46 0.989 420.88 ± 29.04 0.666 429.00 ± 29.24 0.226

プラセボ群 429.13 ± 30.06 425.50 ± 35.44 0.430 429.75 ± 30.96 0.992 432.38 ± 35.48 0.514

群間P値

GSE 450 mg群 5600 ± 1511 7013 ± 1748 0.001** 6638 ± 1640 0.009** 6800 ± 2050 0.003**

プラセボ群 6100 ± 2366 7425 ± 2873 <0.001*** 7238 ± 2697 0.001** 7100 ± 2749 0.002**

群間P値

GSE 450 mg群 89.15 ± 30.27 40.66 ± 21.62 0.001** 38.24 ± 13.44 <0.001*** 53.01 ± 9.63 0.008**

プラセボ群 79.75 ± 30.52 37.34 ± 16.32 <0.001*** 39.48 ± 14.20 <0.001*** 61.54 ± 16.06 0.119

群間P値

GSE 450 mg群 3.99 ± 0.34 3.99 ± 0.28 <0.001*** 4.09 ± 0.27 0.758 4.49 ± 0.39 0.002**

プラセボ群 4.03 ± 0.22 3.91 ± 0.38 0.583 3.99 ± 0.19 0.969 4.34 ± 0.23 0.019*

群間P値

GSE 450 mg群 202.25 ± 45.17 124.63 ± 76.36 0.009** 148.13 ± 41.21 0.080 168.13 ± 39.11 0.354

プラセボ群 206.13 ± 45.71 114.13 ± 60.05 <0.001*** 149.13 ± 53.04 0.022* 196.75 ± 40.31 0.933

群間P値

GSE 450 mg群 101.75 ± 0.89 100.88 ± 0.64 0.076 101.63 ± 1.06 0.975 101.50 ± 1.07 0.845

プラセボ群 102.38 ± 1.69 101.50 ± 1.20 0.084 101.88 ± 1.73 0.438 102.38 ± 1.06 <0.001***

群間P値

GSE 450 mg群 28.96 ± 4.64 28.76 ± 4.57 0.863 28.41 ± 4.15 0.225 29.28 ± 4.68 0.641

プラセボ群 27.43 ± 4.14 27.26 ± 3.66 0.942 26.64 ± 3.22 0.098 27.39 ± 4.06 0.999

群間P値

GSE 450 mg群 122.38 ± 46.44 85.38 ± 54.89 0.063 113.38 ± 42.47 0.885 134.25 ± 49.82 0.780

プラセボ群 145.25 ± 48.21 87.13 ± 55.58 0.002** 114.25 ± 44.32 0.115 150.63 ± 37.10 0.967

群間P値

GSE 450 mg群 139.75 ± 0.71 139.50 ± 0.93 0.870 139.63 ± 0.92 0.980 139.13 ± 1.13 0.307

プラセボ群 140.25 ± 0.89 139.75 ± 0.71 0.596 140.00 ± 1.20 0.913 139.38 ± 0.74 0.187

群間P値

GSE 450 mg群 31.79 ± 0.56 32.11 ± 0.72 0.070 32.33 ± 0.72 0.002** 32.58 ± 0.57 <0.001***

プラセボ群 31.95 ± 0.71 32.24 ± 0.69 0.068 32.46 ± 0.61 0.001** 32.54 ± 0.69 <0.001**

群間P値

GSE 450 mg群 29.84 ± 1.18 30.01 ± 1.20 0.316 29.99 ± 1.20 0.434 29.98 ± 1.13 0.501

プラセボ群 29.94 ± 1.13 30.00 ± 1.29 0.846 30.09 ± 1.03 0.285 29.96 ± 1.12 0.987

群間P値

GSE 450 mg群 93.86 ± 2.93 93.45 ± 2.88 0.093 92.76 ± 2.91 <0.001*** 92.05 ± 3.15 <0.001***

プラセボ群 93.70 ± 2.88 93.10 ± 2.93 0.002** 92.65 ± 2.89 <0.001*** 92.08 ± 2.77 <0.001***

群間P値

GSE 450 mg群 39.78 ± 3.24 39.53 ± 2.69 0.775 39.04 ± 2.88 0.078 39.48 ± 2.87 0.672

プラセボ群 40.24 ± 3.49 39.64 ± 3.86 0.094 39.85 ± 3.59 0.363 39.84 ± 3.74 0.339

群間P値

GSE 450 mg群 12.65 ± 1.20 12.70 ± 1.02 0.923 12.64 ± 1.16 0.999 12.86 ± 1.06 0.109

プラセボ群 12.86 ± 1.20 12.79 ± 1.37 0.729 12.94 ± 1.17 0.729 12.98 ± 1.34 0.450

群間P値

0.865 0.159 0.417

0.255 0.663 0.082 0.476

0.913 0.553 0.882

0.704 0.344 0.717 0.927

0.516 0.549 0.516

0.348 0.340 0.606 0.728

0.100 0.050* 0.034*

0.065 0.801 0.931 0.119

0.021*

0.370 0.305 0.749 0.213

0.510 0.342

0.526 0.951

0.299

0.695 0.120 0.493

0.512

0.407 0.231 0.359

0.859 0.181

平均赤血球
色素容積

Na（血清）

平均赤血球
色素濃度

平均赤血球
色素量

K（血清）

Cl（尿）

Cl（血清）

血小板数

ヘマトクリット

ヘモグロビン

0.357

0.177

0.665

0.125

0.351

0.306

0.474

Na（尿）

測定値

赤血球数

白血球数

K（尿）

0.417

0.584

測定項目 割付
摂取前 摂取2時間後 摂取4時間後 摂取6時間後

測定値測定値測定値
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４－３－２－２ 14 日間摂取試験結果

被験者は、選択基準と除外基準により選定された 16 名を事前スクリーニングした

結果、8 名を選抜した。年齢は、39.3±7.6 歳、身長 155.5±3.4 cm であった（平均値

±標準誤差）。

電気伝導度インピーダンスによる体成分の測定結果を表 4-15 に示した。群内経時

比較では、細胞内液で、GSE 群は摂取 4 時間後（p = 0.001）、摂取 6 時間後（p < 0.001）

で有意な減少が見られ、プラセボ品群では、摂取 6 時間後（p = 0.035）で有意な減少

が見られたが、両群とも細胞外液では有意な変化は見られなかった。体水分量では、

GSE 群は、摂取 4 時間後（p = 0.007）、摂取 6 時間後（p = 0.003）で有意な減少が見

られ、プラセボ品群では摂取 6 時間後（p = 0.039）で有意な減少が見られた。右足お

よび左足の水分量ともに、GSE 群は摂取 4 時間後以降に有意な増加が見られたのに

対し、プラセボ品群では摂取 2 時間後以降で有意な増加が見られ、GSE 群より早い

時点での増加が認められた。

ふくらはぎ及び足の甲の周囲長の測定結果を表 4-16 に示した。群内経時比較は、

ほとんどの項目で、摂取前と比べ摂取 2 時間後以降で有意に増加していたが、左足

のふくらはぎ 30 cm 高の GSE 群では、プラセボ品群より遅い時点の摂取 4 時間後以

降で有意な増加が見られた。群間の比較では有意な差は見られなかった。

左足の容積を測定した結果を表 4-17 に示した。群内の比較では、GSE 群は摂取 4

時間後（p = 0.020）、摂取 6 時間後（p = 0.012）で有意な増加が認められたのに対し、

プラセボ品群では GSE 群より早い時点の摂取 2 時間後（p = 0.006）から、摂取 4 時

間後（p = 0.002）、摂取 6 時間後（p = 0.001）で有意な増加が見られた。表 4-18 は表

4-17 の結果の摂取前値を基準としたときの変化率を求めた表である。群間の比較で

は、摂取 6 時間後で有意差があり（p = 0.046）、プラセボ品群が GSE 群より有意に左

脚容積の増加率が高いことを示した。

むくみに関する自覚症状を集計した結果を表 4-19 に示した。GSE 群およびプラセ

ボ品群とも時間が経過するとともに、下肢の違和感を実感していた人数が増加し、

「脚のむくみ感」において、GSE 群で有意に抑制した測定時間（4 時間後）があっ

た。また、「脚の疲労感」においても、プラセボ群では摂取 2 時間後以降に有意な差

が出たが、GSE 群では摂取 4 時間後以降であった。しかし、「脚のだるさ」では、GSE

群でむしろ早く有意差が出た。

表 4-20 に、血液検査と尿中ミネラル排泄濃度の検査結果を示した。Na の経時比較

では、GSE 群が摂取 6 時間後以降で有意に上昇したが、わずかな低下であった。Cl

の経時比較では、摂取前と比べ GSE 群は摂取 2 時間後以降で、プラセボ品群は摂取
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4 時間後以降で有意な低下が見られた。その他の項目でも、有意な変化が見られたも

のがあったが、いずれも基準値内での変動であり、異常値は認められなかった。
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表 4-15 インピーダンスによる体成分の測定結果（14 日間連続摂取試験）

測定項目 割付 
摂取前 摂取 2 時間後 摂取 4 時間後 摂取 6 時間後 

測定値 測定値 郡内比較 P値 測定値 郡内比較 P値 測定値 郡内比較 P値 

細胞内液 

GSE 150 mg 群 18.04 ± 1.25 17.95 ± 1.24 0.311  17.79 ± 1.32 0.001** 17.78 ± 1.31 <0.001*** 

プラセボ群 17.85 ± 1.34 17.90 ± 1.30 0.783  17.74 ± 1.33 0.227  17.68 ± 1.38 0.035* 

群間比較 P値 0.049* 0.516  0.695  0.381  

細胞外液 

GSE 150 mg 群 8.98 ± 0.57 9.01 ± 0.55 0.479  9.03 ± 0.59 0.262  8.99 ± 0.53 0.955  

プラセボ群 8.91 ± 0.63 8.93 ± 0.58 0.973  8.94 ± 0.59 0.835  8.93 ± 0.60 0.973  

群間比較 P値 0.279  0.247  0.247  0.329  

体水分量 

GSE 150 mg 群 27.01 ± 1.76 26.95 ± 1.73 0.671  26.79 ± 1.85 0.007** 26.76 ± 1.78 0.003** 

プラセボ群 26.80 ± 1.96 26.84 ± 1.82 0.925  26.71 ± 1.90 0.526  26.60 ± 1.95 0.039* 

群間比較 P値 0.132  0.375  0.634  0.332  

右足水分量 

GSE 150 mg 群 4.24 ± 0.31 4.28 ± 0.29 0.223  4.32 ± 0.32 0.005** 4.35 ± 0.29 <0.001*** 

プラセボ群 4.23 ± 0.33 4.29 ± 0.31 0.021* 4.30 ± 0.32 0.005** 4.35 ± 0.32 <0.001*** 

群間比較 P値 0.893  0.608  0.692  0.761  

左足水分量 

GSE 150 mg 群 4.28 ± 0.28 4.31 ± 0.27 0.208  4.33 ± 0.30 0.018* 4.37 ± 0.26 <0.001*** 

プラセボ群 4.27 ± 0.30 4.33 ± 0.29 0.013* 4.35 ± 0.31 0.002** 4.38 ± 0.30 <0.001*** 

群間比較 P値 0.659  0.491  0.756  0.737  

* 摂取前との比較（群内または群間）において 5%有意差あり、** 同 1%有意差あり、*** 同 0.1%有意差あり
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表 4-16 ふくらはぎ、足の甲の周囲長の測定結果（14 日間連続摂取試験）

測定項目 割付 
摂取前 摂取 2 時間後 摂取 4 時間後 摂取 6 時間後 

測定値 測定値 郡内比較 P値 測定値 郡内比較 P値 測定値 郡内比較 P値 

ふくらはぎ右 23 cm

GSE 150 mg 群 33.48 ± 1.87 34.30 ± 1.87 <0.001*** 34.36 ± 1.89 <0.001*** 34.34 ± 1.93 <0.001*** 

プラセボ群 33.39 ± 2.25 34.08 ± 2.18 0.001** 34.13 ± 2.21 <0.001*** 34.21 ± 2.32 <0.001*** 

群間比較 P値 0.853  0.526  0.366  0.766  

ふくらはぎ左 23 cm

GSE 150 mg 群 33.64 ± 1.94 34.15 ± 1.96 0.004** 34.35 ± 1.84 <0.001*** 34.39 ± 2.01 <0.001*** 

プラセボ群 33.60 ± 1.94 34.08 ± 1.97 0.005** 34.10 ± 2.14 0.003** 34.34 ± 2.08 <0.001*** 

群間比較 P値 0.922  0.778  0.372  0.795  

ふくらはぎ 

左右 23 cm 平均 

GSE 150 mg 群 33.56 ± 1.88 34.23 ± 1.88 <0.001*** 34.36 ± 1.82 <0.001*** 34.37 ± 1.92 <0.001*** 

プラセボ群 33.49 ± 2.07 34.08 ± 2.07 <0.001*** 34.11 ± 2.15 <0.001*** 34.28 ± 2.18 <0.001*** 

群間比較 P値 0.875  0.589  0.288  0.734  

ふくらはぎ右 30 cm

GSE 150 mg 群 35.81 ± 2.11 36.25 ± 2.14 <0.001*** 36.38 ± 2.09 <0.001*** 36.35 ± 1.98 <0.001*** 

プラセボ群 35.89 ± 2.46 36.33 ± 2.35 <0.001*** 36.41 ± 2.18 <0.001*** 36.44 ± 2.21 <0.001*** 

群間比較 P値 0.758  0.664  0.820  0.547  

ふくらはぎ左 30 cm

GSE 150 mg 群 35.98 ± 2.15 36.26 ± 2.21 0.062  36.46 ± 2.19 0.001** 36.63 ± 2.20 <0.001*** 

プラセボ群 35.75 ± 2.47 36.28 ± 2.38 0.001** 36.46 ± 2.06 <0.001*** 36.46 ± 2.28 <0.001*** 

群間比較 P値 0.437  0.944  1.000  0.397  

ふくらはぎ 

左右 30 cm 平均 

GSE 150 mg 群 35.89 ± 2.11 36.26 ± 2.16 0.001** 36.42 ± 2.13 <0.001*** 36.49 ± 2.08 <0.001*** 

プラセボ群 35.82 ± 2.45 36.30 ± 2.35 <0.001*** 36.44 ± 2.12 <0.001*** 36.45 ± 2.24 <0.001*** 

群間比較 P値 0.773  0.800  0.917  0.810  

足の甲右 

GSE 150 mg 群 22.03 ± 0.69 22.33 ± 0.82 0.005** 22.34 ± 0.76 0.004** 22.35 ± 0.91 0.003** 

プラセボ群 22.18 ± 0.94 22.39 ± 0.78 0.139  22.45 ± 0.75 0.043* 22.28 ± 0.72 0.668  

群間比較 P値 0.307  0.405  0.135  0.623  

足の甲左 

GSE 150 mg 群 22.01 ± 0.63 22.25 ± 0.69 0.008** 22.34 ± 0.71 <0.001*** 22.30 ± 0.75 0.001** 

プラセボ群 22.25 ± 0.85 22.48 ± 0.75 0.049* 22.48 ± 0.68 0.049* 22.49 ± 0.57 0.036* 

群間比較 P値 0.115  0.108  0.314  0.205  

* 摂取前との比較（群内または群間）において 5%有意差あり、** 同 1%有意差あり、*** 同 0.1%有意差あり
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表 4-17 左足容積の変化(14 日間連続摂取試験)

群 摂取前 摂取 2時間後 摂取 4時間後 摂取 6時間後 

GSE 群 1,573 ± 221 1,595 ± 202 P= 0.181  1,608 ± 236 P= 0.020* 1,611 ± 208 P= 0.012* 

プラセボ群 1,562 ± 193 1,611 ± 199 P= 0.006** 1,618 ± 225 P= 0.002** 1,624 ± 190 P= 0.001*** 

群間比較 p=0.382 p=0.225 p=0.488 p=0.423 

平均値±標準偏差、n=8 (単位：cm3)

* GSE 摂取群とプラセボ群との群間比較において 5%有意差あり、** 同 1%有意差あり、*** 同 0.1%有意差あり

表 4-18 連続着座姿勢下での各測定時における、左足容積の平均変化率（14 日間連続摂取試験）

群 摂取前 摂取 2時間後 摂取 4時間後 摂取 6時間後 

GSE 群 － 1.567 ± 0.636 P= 0.100  2.190 ± 0.671 P= 0.025* 2.522 ± 0.431 P= 0.008** 

プラセボ群 － 3.190 ± 0.597 P= 0.007** 3.491 ± 0.734 P= 0.003** 4.062 ± 0.402 P= 0.001*** 

群間比較 － p=0.101 p=0.111 p=0.048* 

平均値±標準偏差、n=8 （単位：%）

* GSE 摂取群とプラセボ群との群間比較において 5%有意差あり、** 同 1%有意差あり、*** 同 0.1%有意差あり
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表 4-15 自覚症状（14日間連続摂取試験）

(p < 0.05)
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表 4-20 血液検査および尿中ミネラル濃度の検査結果（14日間摂取試験）

* 摂取前との比較（群内または群間）において 5%有意差あり、** 同 1%有意差あり、*** 同 0.1%有意差あり

郡内比較P値 郡内比較P値 郡内比較P値

GSE 150 mg群 436.25 ± 19.85 432.88 ± 17.86 0.512 427.86 ± 12.88 0.026* 435.00 ± 20.58 0.947

プラセボ群 428.38 ± 21.85 429.50 ± 24.01 0.984 426.50 ± 14.20 0.933 435.25 ± 17.88 0.219

群間比較P値

GSE 150 mg群 6125 ± 1293 7213 ± 1070 0.001** 7100 ± 1169 0.004** 6763 ± 1098 0.057

プラセボ群 5563 ± 784 6313 ± 1204 0.036* 6288 ± 1373 0.044* 6200 ± 1431 0.083

群間比較P値

GSE 150 mg群 25.99 ± 4.78 26.28 ± 5.00 0.716 26.64 ± 5.65 0.162 26.08 ± 5.03 0.987

プラセボ群 27.01 ± 4.61 26.83 ± 4.78 0.928 27.36 ± 5.02 0.689 27.49 ± 5.00 0.474

群間比較P値

GSE 150 mg群 38.48 ± 4.27 37.98 ± 4.02 0.170 37.11 ± 3.73 <0.001*** 37.79 ± 4.18 0.043*

プラセボ群 37.94 ± 3.94 37.88 ± 4.38 <.996 37.34 ± 3.85 0.234 37.88 ± 3.83 0.996

群間比較P値

GSE 150 mg群 12.16 ± 1.87 12.13 ± 1.76 0.952 11.89 ± 1.71 0.018* 12.20 ± 1.80 0.952

プラセボ群 11.98 ± 1.90 12.00 ± 2.00 0.993 11.95 ± 1.84 0.993 12.19 ± 1.86 0.185

群間比較P値

GSE 150 mg群 31.45 ± 1.87 31.80 ± 1.84 0.023* 31.90 ± 1.96 0.005** 32.16 ± 1.81 <0.001***

プラセボ群 31.38 ± 2.27 31.49 ± 2.15 0.694 31.85 ± 2.11 0.003** 32.01 ± 2.29 <0.001***

群間比較P値

GSE 150 mg群 27.83 ± 3.73 27.99 ± 3.72 0.139 27.80 ± 4.01 0.982 28.03 ± 3.77 0.056

プラセボ群 27.93 ± 4.14 27.88 ± 4.15 0.924 27.98 ± 4.12 0.924 28.00 ± 4.19 0.795

群間比較P値

GSE 150 mg群 88.09 ± 7.89 87.68 ± 8.05 0.127 86.77 ± 8.74 <0.001*** 86.79 ± 8.16 <0.001***

プラセボ群 88.53 ± 7.96 88.09 ± 8.24 0.005** 87.48 ± 8.14 <0.001*** 87.01 ± 8.12 <0.001***

群間比較P値

GSE 150 mg群 3.84 ± 0.32 3.81 ± 0.27 0.995 3.99 ± 0.25 0.550 4.24 ± 0.33 0.018*

プラセボ群 3.88 ± 0.32 3.89 ± 0.43 0.999 3.83 ± 0.15 0.961 4.13 ± 0.44 0.155

群間比較P値

GSE 150 mg群 103.50 ± 2.33 102.25 ± 1.98 0.014* 103.25 ± 1.58 0.869 103.25 ± 1.91 0.869

プラセボ群 103.63 ± 1.51 102.63 ± 0.92 0.019* 103.13 ± 0.99 0.336 103.63 ± 0.92 1.000

群間比較P値

GSE 150 mg群 141.50 ± 2.07 140.38 ± 1.51 0.063 140.75 ± 1.16 0.276 140.25 ± 1.16 0.036*

プラセボ群 141.38 ± 1.77 140.63 ± 1.41 0.225 140.88 ± 1.36 0.527 140.88 ± 1.46 0.527

群間比較P値

GSE 150 mg群 72.71 ± 24.35 38.53 ± 22.69 0.003** 40.76 ± 16.31 0.005** 58.18 ± 21.27 0.269

プラセボ群 85.90 ± 41.74 50.40 ± 33.22 0.005** 52.66 ± 19.03 0.008** 69.73 ± 17.68 0.270

群間比較P値

GSE 150 mg群 183.50 ± 52.27 134.25 ± 78.52 0.087 152.50 ± 49.27 0.370 176.38 ± 40.61 0.976

プラセボ群 175.50 ± 43.24 126.00 ± 60.39 0.043* 152.50 ± 28.99 0.495 178.88 ± 24.57 0.996

群間比較P値

GSE 150 mg群 129.00 ± 36.55 106.00 ± 54.18 0.217 129.00 ± 40.44 1.000 147.88 ± 34.55 0.359

プラセボ群 111.25 ± 26.88 91.38 ± 40.64 0.133 119.00 ± 26.20 0.769 142.25 ± 18.59 0.012*

群間比較P値

0.141

0.567

ヘモグロビン

0.140 0.437 0.372 0.489

平均赤血球色
素容積

0.162 0.144 0.042*

0.383

ヘマトクリット

0.706 0.668 1.000 0.841

平均赤血球色
素濃度

0.857 0.528 0.850

0.638

平均赤血球色
素量

0.850 0.685 0.785 0.217

Na（尿）

0.260 0.137 0.397

0.779

Na（血清）

0.685 0.679 0.122 0.174

Cl（血清）

0.770 0.298 0.531

0.170

血小板数

0.721 0.706 0.743 0.930

K（血清）

0.288 0.861 0.678

0.328

Cl（尿）

0.291 0.541 0.480 0.917

白血球数

0.222 0.037* 0.079

測定値

K（尿）

0.206 0.592 0.394 0.079

測定値

赤血球数

0.170 0.580

測定値

0.945

測定項目 割付
摂取前 摂取2時間後 摂取4時間後 摂取6時間後

測定値
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第４節 考察

４－４－１ 健常男性 6名による 4時間の連続着座姿勢時における、GSE摂取の下肢

むくみに対する影響

男性 6名による 4時間の強制着座時における GSE摂取の影響を評価した。連続着

座姿勢の結果、被験者の体感（問診による自覚症状）、下肢周囲長の増大が認められ、

GSE摂取時、コントロール摂取時共に下肢のむくみが生じたと考えられる。

問診では、とくに「下肢のしびれ」および「全身疲労度」に有意な GSE摂取の有

用性が示された。これらの体感効果は、GSE摂取による結果とも考えられるが、今

回の試験は、1日目にプラセボ錠剤試験、2日目に GSE錠剤試験であったことから、

着座状態の苦痛に対する「慣れ」を排除できていないと考えられ、再現性の期待さ

れるクロスオーバー法など試験方法を改善し再評価する必要があると考えられた。

ヘマトクリット値について、連続 4時間の着座による値上昇を GSE摂取が抑制し

た。ヘマトクリット値上昇は、血液中の血漿比率減少（血球比率増加）を表し、む

くみによる血漿の細胞間質滞留、すなわち動脈から各細胞に向かって滲み出した血

漿が静脈にもどらず細胞間に滞留した状態（大橋, 2007）が一因である。よって、cont.

時のヘマトクリット値上昇を GSE摂取時には有意に抑えたことは、むくみ形成の抑

制と関係がある可能性が考えられた。

下肢周囲長は、ふくらはぎ部において GSE摂取によるむくみ抑制傾向が認められ

た（p = 0.064 ～ p = 0.27）が、足首部では変化量がわずかでありむくみ自体の数値

化に至らなかった。これは、着座状態であったために重力影響が小さかったことが

一因と考えられる。また、水溢れ方式(Nilsson & Haugen, 1981)で測定した下肢容積は、

GSE摂取によって膝下の容積上昇（むくみ）が有意ではないが平均 36%抑制される

傾向が観察された。一方、Christie et al.（2004）は、女性被験者への 320 mgの GSE

摂取による、ふくらはぎ周囲長のむくみ（腫れ）は、体感効果は得られているもの

の、実測では抑制効果を認めなかったと報告している。この結果と本試験結果は、

性差による差異の可能性は残るものの、測定方法の違いによるところが大きいと考

えられる。本試験では、Nilsson & Haugen（1981）の着座状態を維持しつつ、溢れ出

た水量から下肢容積を測ったために、測定のための歩行動作等の筋肉収縮によって

もたらされる下肢水分の変化を最小化したことが下肢容積の正確な測定に結びつい

たものと考えられる。しかしながら、Nilsson & Haugen（1981）の測定方法は、水圧

により圧迫された下肢容積を測定する問題点があるため、非接触式かつ短時間での
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下肢容積の測定が、より正確で着実であろうと考えられた。

インピーダンス測定では、全身水分量（5 kHz数値より算出）と細胞外水分量（500 

kHzより算出）を比較した。4時間の着座状態を維持することにより細胞外水分量の

比率が上昇したが、GSE摂取群でわずかに抑制傾向が観察され、GSE摂取が何らか

の下肢浮腫を抑制したこが示唆された。前記の下肢容積および下肢周囲長の抑制傾

向をあわせて考察すると、インピーダンス測定によって示された下肢水分バランス

の変動は、GSE摂取の影響を示すものと考えられた。

その他の測定項目として、拡張期血圧に関して 4時間の着座による上昇を抑制す

る傾向が見られた（心拍数に変化なし）が、GSE摂取が全身の血行悪化を改善して

いるのかもしれない。また、下肢各部位の表面温度について、GSE摂取時には表面

温度低下をわずかに抑える傾向を示した。これは GSE摂取と下肢における血行の関

与を示唆するものかもしれない。

以上の結果から、GSE摂取による、むくみの抑制的な効果が確認された。しかし、

一重盲検試験であったこと、被験者数が 6名と限られていたこと、むくみを主訴す

るのは女性であるが男性被験者のみで実施したこと、下肢容積の測定方法に改善の

余地があること等、試験方法を見直す点があることが分かった。次節では、これら

の課題点を改善した別の試験を計画実施した。
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４－４－２ 健常女性 33名による 4時間の連続着座姿勢時における、下肢むくみに対

する GSE摂取の影響（単回摂取試験、14日間連続摂取試験）

フラボノイドの抗浮腫効果は、仰向け姿勢での月経周期の女性での主観的効果

（Christie et al., 2004）や慢性単純静脈瘤（Constantini et al., 1999）に対してであった。

本実験で我々は、健常女性に対し、日常的に下肢のむくみが起こり得る座位姿勢で、

GSE摂取による抗むくみ効果を初めて検証した。

事前スクリーニングにより選抜された、むくみを生じやすい被験者において単回

摂取試験、および 14日間連続摂取試験で左下肢体積増加率を有意に抑制した（表 4-12、

表 4-18）。これらの結果は、GSEの経口摂取が、健常人の中でもとくにむくみを起こ

しやすい女性にとって、軽度なむくみ形成を遅延または抑制することを示すものと

考えられる。むくみを起こしやすい被験者（単回試験、および 14日間）は、事前ス

クリーニングで選抜されなかった被験者よりも平均年齢、平均 BMI値がやや高い傾

向が認められ、老化や肥満による悪化した血管浸透性と間質液の再吸収能バランス

を改善するはたらき(Valenci & Behar, 1995; Lubran, 1995)が、抗酸化活性を有する PA

を豊富に含む GSE摂取の結果で現れた可能性が考えられる。

プロシアニジン B-2のラット経口投与 0.5時間後から 3時間後までの間に、プロシ

アニジン B-2が血漿中に経時的に検出され（Baba et al., 2002）、PA高含有 GSEをヒ

ト経口摂取させると少なくとも２時間後の血中にプロシアニジン B1が見出され

（Sano et al., 2003）、ココアをヒトに経口摂取させた後、0.5時間から 6時間の間に有

意にプロシアニジンB2が検出され 2時間後に血中最大濃度を迎えていることが報告

されている（Holt et al., 2002）。本研究で経口投与された GSE錠中の PAの一部が吸

収され血中に存在すると見積もられ、経口摂取された PAは生体内で強力な酸化抵抗

性を発していると考えられる（Natella et al., 2002; Baba et al., 2002; Santos-Buelga & 

Scalbert, 2000; Koga et al., 1999; Yamakoshi et al., 1999）。

過去の報告によれば、疲労やストレスによって生じた活性酸素のダメージや老化

による悪影響によって、血管は、その弾力性や正常な液体透過性が失われてしまう

（Thorpe & Baynes, 1996）。この正常な機能が失われたままであると、血管組織を構

成する微小血管の液体透過性の上昇が慢性的となり、浮腫を形成する結果となる

（Christ et al., 2001; Haaverstad et al., 1997）。一方で、ダメージを受けた毛細血管や末

梢リンパ管の液体透過性は、長期間の抗酸化剤投与で改善することが報告されてい

る（Rodriguez-Porcel et al., 2004）。活性酸素で増加した酸化 LDLは、血管内皮細胞へ

の沈着し、弾性繊維のエラスチンを修飾し、血管の浸透性バランスを崩してしまう。
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PAはエラスチン線維と血管細胞（線維芽細胞と平滑筋細胞）との相互作用を増強さ

せ血管壁の正常な機能維持を助けると考えられ（Robert et al., 1990a）、また、血管に

炎症が起こっている場合や糖尿病患者では、血管透過性が異常上昇しているが、

Robert et al.（1990b）によれば、PA処理を施したラットの毛細血管は血管透過性上昇

を抑制することが確かめられている。従って、今回の研究で GSE投与 2時間後から

浮腫抑制効果が観察されていることは、PAが生体内に吸収され存在し、抗酸化活性

を発揮すると共に血管細胞や弾性繊維に影響を与えた結果であることが示唆された。

PAを含む GSEの連続経口摂取による臨床試験では、摂取 6ヶ月目に体質改善

（Yamakoshi et al., 2004）ならびに摂取 4週間後からの血管機能改善効果（Clifton, 2004）

が見出されている。このように PA摂取量が低く制限された試験で効果発現を見るた

めには一定期間が必要であることを暗示している。酸化ストレス（障害）からの長

期的な開放は、抹消血管細胞（リンパ管細胞）を含む細胞の正常機能維持に寄与す

る（Robert et al., 1990a）。単回試験と比べると小さい効果であるが、本 14日試験では

抗むくみ効果が投与 2～6時間後で見られた。この結果は、投与量が単回投与よりも

1/3量ではあるが、継続的な摂取が生体の抗酸化レベルを上げたことが一因と考えら

れる。本試験において、抗むくみ効果を示す単回摂取時の有効目安量や継続的摂取

時の有効目安量を提供できたことは有意義である。

下肢容積で客観的な有効性が現れているが主観的な体感効果が穏やかであったこ

と（表 4-8、表 4-14）は、試験デザインが裸足の状態でありブーツ等の靴を履かなか

ったことに起因している可能性が考えられる。また、連続 1時間の着座で下肢の不

快感が明確に上昇する（Seo et al., 1996）ことから、本実験の 6時間連続着座は下肢

容積変化などのむくみ抑制効果を上回る身体的負担を被験者へ与えていたために、

GSE摂取による自覚症状が穏やかであった可能性が考えられる。しかし、GSE摂取

により下肢のむくみを抑制する客観的かつ主観的データが得られたことは、代替医

療の可能性を切り開く一歩であり、機能性食品の有用性を示すものである。

血圧測定および血液検査結果では、有意な変化が見られたものもあった（表 4-9、

表 4-15）が、基準値内の変動であり異常値は見られず、試験担当医師の診察でも試

験前後で被験者に異常を認めなかったことから、GSE含有食品は安全性が高いと考

えられた。

本研究の結果、PAを豊富に含む GSEの摂取は、フランスを中心とする欧州での静

脈瘤などの血管疾患治療薬としての薬効に加え(Dartenuc et al., 1980; Baruch et al., 

1984; Corbè et al., 1988)、日常社会における生活習慣や長時間の着座状態を強いられ

た現代の労働環境下で発生し得る軽度のむくみに対する抑制に有効であることが確
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認された。
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まとめ

健常男性 6名を連続着座させ、GSE摂取・非摂取で下肢のむくみ度合を検証したとこ

ろ、GSEの摂取は下肢のむくみを軽減させる効果を有することが観察された。具体的に

は、①自覚症状において下肢および全身の不快感を改善、②ヘマトクリット値の上昇を

抑制、③下肢容積増加を抑制させる傾向、④インピーダンス値計測による細胞外液を抑

制する傾向、⑤ふくらはぎ周囲長の増大を抑制する傾向、がそれぞれ観察された。

 健常女性を対象として、プロアントシアニジン（PA）高含有ブドウ種子抽出物（GSE）

摂取による着座静止状態下の下肢浮腫の抑制効果を、プラセボ対象二重盲検による臨床

試験（クロスオーバー法）により検証した。事前スクリーニングにより選抜した 16人

の健常日本人女性を対象とし、450 mgの GSE単回 GSE摂取試験（8人）、および、150 

mgの GSE 14日間連続 GSE摂取試験（8人）を、ダブルブラインドクロスオーバーに

て行った。単回摂取試験では、水分量（全身と足）、左足容積変化率、脚のだるさの自

覚症状において GSE摂取による抗むくみ効果が観察された。14日間摂取では、足の水

分量、左足容積変化率、自覚症状（脚のむくみ感、脚の疲れ）において GSE摂取によ

る効果が観察された。本結果から、GSE摂取により着座静止状態下における健常な女性

の下肢むくみ発生が、遅延または抑制されることが確認された。
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第５章  経口摂取によるブドウ種子抽出物（GSE）の安全性評価

第１節 背景と目的

 第 4章まで、プロアントシアニジン（PA）を豊富に含むブドウ種子抽出物（GSE）の

ヒトでの経口摂取による吸収性と有効性を明らかにしてきた（Sano et al., 2007; Sano et 

al., 2013）。これらの各試験において、いずれも有害事象（AE）と認められる現象は起

こっていない。しかし、GSEを食品素材として社会へ提案するにあたり、ヒトに対する

安全性の担保はより明確化されなければならない課題である。

PA は、我々人間が日常摂取する多くの食品に含まれ、野菜や果物の生鮮品の他、こ

れらの加工食品である赤ワイン、フルーツジュースやドライフルーツなど、私たちの食

生活に幅広く分布している。これらの生鮮品や加工食品は、古くからヒトの食生活に登

場している。例えば、ワインは中央アジアで少なくとも 5,000年から 7,000年前から摂

取されていた記録がある（橘, 2000）。欧州へは、2,000年以上前のローマ時代に広まっ

たとされている。現在では欧州で確立されたワイン醸造技術が世界に広まったことから、

現在のワインの食経験は少なくとも 2,000年以上であるといえる。とくに赤ワインでは、

その醸造過程で種子や果皮を残したままアルコール発酵させるため、PA が醸造中に自

然に抽出され易く、平均すると PAが約 400 mg/Lにも達している（山越・山次, 1999）。

欧米におけるワインの消費量一日あたり 200から 300 mLに換算すれば、およそ 100 mg

の PA食経験をワインの歴史と共に歩んできたといってよい。その他、PAを豊富に含む

食材として、柿を例に挙げることができる。柿の歴史は古代中国から始まり、日本へは

6 世紀の「斉民要術」に記載があり、少なくとも 1,000 年以上の食経験があることがわ

かる。柿には渋柿と甘柿があるが、いずれも PAを豊富に含んでおり、干し柿に加工さ

れる渋柿には PA が果汁に溶解しているために渋く感じ、甘柿の PA はタンパク質とも

相互作用により不溶化しているために渋味を感じないだけであり、結果として、これら

の柿の摂取は PAの食経験と言える。従って、これらの食経験から、PA摂取による、ヒ

トに対する安全性は、問題ないと考える研究者も多い。しかし、柿の実における PA存

在形態と比べ、製剤化された本研究材料の GSEは PA分子の状態が同一ではないため、

GSEの経口摂取による安全性の評価は、必ずしも十分ではない。GSEの安全性評価は、

Yamakoshi et al.（2002）が細胞毒性のほか動物実験により無毒性量（NOAEL）が 1,410

～1,501 mg/kg b.w./dayと報告している。ヒトにおける GSEの安全性評価に焦点を当て

た報告は過去に無いが、他の目的で GSE を使用した際に、特筆すべき有害事象はなか
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ったとする報告がある（Ward et al., 2004; Sano et al., 2007; Yamakoshi et al., 2004）。一方

で、GSEに代表されるポリフェノールを日々の健康維持の目的でサプリンメント等の形

態で摂取する市場は、とくに先進国で定着したと言ってよく、今後の途上国の発展に伴

って益々の安全性の担保が求められている。

本研究では、PAを豊富に含む GSEの安全性をサプリメント形状で 4週間の亜急性毒

性試験を計画実施した。食経験および GSEサプリメントの一日推奨摂取量 100から 400 

mgに対し、最大 20倍程度までの一日摂取量を設定し、ヒト経口摂取での安全性を評価

することを目的とした。本研究により、GSEの活性中心である PAの機能性食品として

の有用性を評価する一助となるであろう。
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第２節 試験方法

５－２－１ ブドウ種子抽出物（GSE）と試験錠剤、摂取方法

本章で用いたGSEは、第２章第２節で示した方法により得られた同一の GSEである。

試験期間中、1錠あたりに 100 mgの PAを確実に含有するよう、125 mgの GSEを配

合し打錠した。GSE錠剤は、市販されている「ぶどうの恵み」（キッコーマンバイオケ

ミファ株式会社製）を用いた。GSE錠剤中に含まれる PAの安定性は、化粧品の有効期

間を設定するときに用いられる条件（40℃、湿度 75%）における 3 倍加速試験（14 カ

月間の保存期間中、常に規格値以上を維持）により、試験期間中に主要成分である PA

が常温で少なくとも 3年間は 90%以上劣化しないこと（フラバノール含量の他、PA化

学構造維持、褐変など無し等）が確認されている。GSE錠剤は、4週間の試験期間に各

被験者が摂取する数量が、アルミ袋に入れられ配布した。アルミ袋には、一日あたり一

袋ずつに小分けされ、摂取日も記載されており、摂取方法、異常を感じた時の連絡先を

記した。

被験者は、毎日、朝食後と夕食後の 2回に分けて、当日の日付が記されたアルミ小袋

に入った GSE錠剤を、水 100 mL程度と一緒に摂取した（表 5-1）。もし、摂取し忘れた

場合は、昼食後または夕食後に摂取するよう指導した。また、二日分を一日間に摂取す

るなどの、二重に摂取してしまった場合は、翌日に摂取しないように指導した。例えば、

飲み忘れた日が発生したときは、翌日に当日分のみ摂取して調節し、また間違えて二日

分を一日で摂取してしまった場合は、翌日は摂取しない調節をするよう指導した。これ

らの摂取実態は各自が日誌に記録することとした。

除外基準

1) 高脂血症治療薬、降圧剤等の脂質代謝に影響を及ぼす可能性がある薬剤および健

康食品を服用（摂取）している方、その他の薬剤を常用している方

2) 家族性高脂血症と診断されたことがある方

3) 糖尿病、著明な肝機能障害のある方

4) 抗酸化作用があるといわれる健康食品を摂取している方（健康茶の大量摂取も含

む）

5) 赤ワインを常飲している方

6) 妊娠している方、妊娠の可能性がある方、授乳中の方

7) 重篤な疾患既往歴がある方

8) 腎機能検査値に顕著な異常がみられる方
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9) 心肺機能に顕著な障害を示す方

10) 食物および薬剤アレルギーのある方

11) 慢性あるいは急性の感染症の方

12) 本試験開始時に他の臨床試験に参加中の方

13) その他、試験責任医師が不適当と判断した方

５－２－２ ヒト試験倫理委員会の承認、被験者と試験群、摂取量の設定

本研究では、被験者として、通院も服薬もしていない、20歳から 64歳までの健康な

日本人 30 名の男女を選抜した。選抜する前に除外基準を設けており、これらに該当す

る場合は除外した。試験に参加する被験者本人からの同意は以下の方法で試験前に確認

した。試験責任医師から、試験開始前に、倫理委員会で承認された説明文書および同意

書を手渡した上で十分な説明を行い、かつ質問に対して被験者が納得できるまで説明し

た。その上で、被験者の自由意思による同意を文書で得て、その文書（同意書）には試

験責任医師および各被験者が署名または記名捺印し、日付を記入した。また、本試験は、

試験実施計画書及びヘルシンキ宣言および「疫学研究に関する倫理指針（文部科学省、

厚生労働省告示）」に基づく倫理的原則を厳守し実施した。

30名の男女は、無作為に 10名ずつ 3群に分けた。それぞれ、GSE摂取量を基準とし

て、1,000 mg群、1,500 mg群および 2,500 mg群とした。なお、これらの各群は、PAと

しては 800 mg、1,200 mgおよび 2,000 mg摂取することとなる。本試験では、プラセボ

群を設定しなかった。本試験は、健常人が被験者であり、評価方法が医師の問診と血液

検査を中心とし、前者では普段の生活で異常が無かったかの主観的判断と医師からの客

観的判断によるものであること、後者では健康診断や日本人で蓄積されてきた健常人の

数値範囲（プラセボとみなせる）との比較をすることができることから、プラセボ群を

設定せず、GSE摂取群のみで実施した。また、過去のGSE摂取試験（Yamakoshi et al., 2004; 

Sano et al., 2007; Ward et al., 2004）において、有害事象が報告されていないこと、また、

20年以上にわたって、本試験の主原料 GSEを食品素材として販売し続けている当社に

対して、GSE摂取と関連する健康被害の報告が無いことからも、プラセボ群を置く必要

がないと考えられた。

試験中、各被験者に試験日誌を付けるよう指導した。試験日誌には、GSE錠剤の摂取

状況、腹痛や風邪等の異常の有無、医薬品の摂取状況を記載するよう指導した。

試験の中止基準を予め以下の通り設定した。

1）摂取期間中の試験錠剤の服用率が 75％以下の場合。

2）検査結果の信頼性を損なう行為が顕著に見られる場合。



- 91 - 

3）被験者の都合により来院が困難となった場合（来院忘れ、不慮の事故、試験食品

と明らかに因果関係のない病気入院など）。

4）その他、試験責任医師が試験を中止することが適当と考える明らかな理由がある

場合。

5）被験者の自由意思による申し出。

５－２－３ 試験スケジュールと検査項目と検査方法

前述の除外基準をクリアした被験者は、本人の同意で試験に参加した。試験開始日（０

週間目）、摂取開始２週間目、摂取開始４週間目（摂取終了日）、そして摂取終了２週間

後の４回、それぞれ通院し、身体検査と採血、問診を受けた（表 5-2）。

各検査日には、体重、血圧、脈拍を測定し、医師による問診を受けさせた。これらは、

６週間の試験期間中（うち試験錠剤の摂取期間は４週間）に、急激な身体的変化が起き

ていないかを確認するためでもある。また、試験期間中にこれらの検査項目で急激な変

化が認められた場合は、まずは急性毒性などの影響を考慮する必要がある。次いで、別

の要因、試験品の摂取とは関わりの無い、何か生活上の変化があるか、問診を通じて評

価し、試験自体への影響が懸念される場合は、追加除外を検討するために測定を実施し

た。

安全性の評価と有害事象

本安全性試験における有害事象は、被験者の予期せぬ、または思いもよらない医学的

な事象と定義した。本試験で定義した有害事象は、必ずしも GSE との因果関係を必要

としないこととした。すべての有害事象は、試験期間中（0、2、4週間後）および後観

察の試験終了 2週間後について、GSE摂取の関連性をその重篤性に応じて評価した。ま

た、試験期間中、試験食（GSE錠剤）に対する拒絶反応や体調不良、病気についても、

記録し評価した。試験期間中に観察された全ての有害事象は、試験が終わった後まで追

跡調査し、症状が完全に治まったり、安定するまで追跡調査を継続した。GSE摂取との

関連性が疑わしいか否かに関わらず、被験者に重い有害事象が報告されたときは、速や

かに治験担当医師に報告するよう手配した。

５－２－４ 血液検査項目

血液検査（血液学的検査、生化学的検査）は、血液学 8項目、酵素等 12項目、脂質

糖代謝 7項目、ミネラル類 7項目の計 34項目実施した。生化学検査は血清（血液を凝

固させて遠心分離した上澄み）または血漿（血液を抗凝固剤で凝固させずに遠心分離し

た上澄み）を試料とした。
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血液学検査項目：白血球数（WBC）、赤血球数（RBC）、ヘモグロビン（Hb）、ヘマト

クリット（Ht）、平均赤血球容積（MCV）、平均ヘモグロビン容積（MCH）、平均赤血球

ヘモグロビン濃度（MCHC）、血小板数（Plt）

酵素類検査項目：アスパラギン酸アミノ基転移酵素（ASTまたは GOT）、アラニンア

ミノ基転移酵素（ALTまたは GPT）、γ－グルタミルトランスペプチダーゼ（γ‐GTP）、

乳酸デヒドロゲナーゼ（LDH）、アルカリフォスファターゼ（ALP）、総ビリルビン、総

蛋白、アルブミン、A/G比、クレアチニン、尿素窒素（BUN）、尿酸（UA）

脂質代謝系検査項目：総コレステロール、HDL-コレステロール、LDL-コレステロー

ル、中性脂肪、グルコース（空腹時血糖）、ヘモグロビン Alc （HbA1c）、クレアチンホ

スホキナーゼ（CPK）

ミネラル類検査項目：ナトリウム（Na）、カリウム（K）、クロル（Cl）、カルシウム

（Ca）、無機リン酸（P）、鉄（Fe）、フェリチン

これら一部の検査項目の臨床的な意義を書籍等を参考に表 5-3にまとめた。これらの

検査項目の中には、体調の変化や臓器の異常などに敏感に反応するものもあるため、

GSEの摂取による安全性を評価するために実施した。

検査項目の評価は、日本人の基準値範囲よりも超えた場合、すなわち、基準値下限よ

りも下回ったとき、あるいは、基準値上限よりも上回ったときを異常値と定義し、GSE

摂取との関連性を治験担当医師が評価した。同時に、これらの検査項目の変化が GSE

摂取と因果関係がないかも確認した。

生体試料の採取は、本試験を実施した、やはたクリニック（東京都）と赤塚駅前クリ

ニック（東京都）にて採血した。検査分析は、株式会社ティー・ティー・シーに委託し

た。

５－２－５ 統計解析方法

分析データは、平均値と標準誤差で示した。試験群内における摂取前後の比較を、t-test

による検定を両側 5%有意にて評価した。



- 93 - 

表 5-1 GSE錠剤の摂取量と摂取方法

摂取量 1,000 mg群 1,500 mg群 2,500 mg群

朝食後 4錠 6錠 10錠

夕食後 4錠 6錠 10錠

合計（一日あたり） 8錠 12錠 20錠

摂取量（GSEとして） 1,000 mg 1,500 mg 2,500 mg 

摂取量（PAとして） 800 mg 1,200 mg 2,000 mg 

表 5-2 試験スケジュール

摂取前
割付

（1週間）
摂取 2週後 摂取 4週後

後観察

終了 2週後

選別 ○

測定・問診 ○ ○ ○ ○

採血 ○ ○ ○ ○

日誌

試験食品配布 ○

試験食品摂取
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表 5-3 検査項目と臨床的意義（参考）

検査項目 臨床的意義

ヘモグロビン A1c 

（HbA1c）

ヘモグロビンの β 鎖の N 末端にグルコースが結合

した糖化蛋白質である。ヘモグロビン A1c のヘモ

グロビンに対する割合は血中グルコース濃度（血糖

値）に依存し、糖尿病治療における血糖コントロー

ルの指標として用いられる。ヘモグロビンの生体内

における平均寿命は約 120日であり、ヘモグロビン

A1cのヘモグロビンに対する割合は、過去 1ヶ月か

ら 2 ヶ月の血糖値の指標となる。なお、2999 人を

対象とした 4 年の観察期間の研究結果から、値が

1％上昇すると心血管イベントリスクが 25％上昇

するとする報告がある

血中尿素窒素

（BUN）

血中に存在する尿素の量を窒素の量で表したも

の。蛋白質終末代謝産物で、腎臓から排出され、腎

臓の働きが悪くなると高値となる。それ以外にタン

パク質の取りすぎ、脱水、消化管出血等でも高値と

なる。

フェリチン 貯蔵鉄と結合しているタンパク質。血清フェリチン

1 ng/mLは貯蔵鉄 8～10 mgに相当する。体内で鉄

が減少していくと潜在的鉄欠乏状態から鉄欠乏性

貧血へと進展。このとき貯蔵鉄は早い段階から利用

されて減少するが、血清鉄は貯蔵鉄からの補給によ

り、比較的末期まで低下しない。よって、血清フェ

リチン値は早期に低下し、血清鉄値は末期まで低下

しないことから、鉄欠乏状態を早期に診断するため

には血清フェリチン測定は有用。また、血清鉄には

日内変動があるため、血清鉄単独では鉄の過不足の

指標とはならず、血清フェリチンとの組合せ測定は

有用。

アルカリフォスファターゼ

（ALP）

血清中の ALP 濃度が上昇する場合には、臓器の

壊死や破壊に伴う修復活動として細胞再生が行わ

れており、これに伴って ALPの合成亢進が行われ、
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血中への放出が進んだものと考えられる。臨床検査

では ALP は主として肝機能の指標の一つとして扱

われることが多い。

乳酸デヒドロゲナーゼ

（LDH）

LDH は逸脱酵素として知られ、臨床検査では重

要な検査項目のひとつ。血中濃度の上昇は AST、

ALTなどとともに肝障害を示唆する。 ただ、それ

以外の面では心筋梗塞、溶血、感染症などでも上昇

がみられるため、非特異的で診断の参考としての有

用性はあまり高くない。 ただ、単独で上昇してい

るとしたら悪性リンパ腫をはじめとした悪性腫瘍

がかくれている可能性を考えられる。総じて、スク

リーニング（精密検査必要者のふるい分け）のため

の検査項目と言える。

γ－グルタミルトランスペ

プチダーゼ（γ‐GTP）

肝臓の解毒作用に関係している酵素。肝臓や胆管

の細胞がこわれると血液中に γ-GTP が血液の中に

流れ出てくる（逸脱酵素）。そのため、γ-GTP の上

昇は、肝臓や胆管の細胞がこわれたことの指標とな

る。

アラニンアミノ基転移酵素

（ALT）

ピルビン酸とグルタミン酸をアラニンと α-ケト

グルタル酸に相互変換する酵素で、グルタミン酸ピ

ルビン酸転移酵素（GPT）とも呼ばれる。人体のほ

とんどの組織に含まれている。とくに肝臓の細胞へ

の分布が多い。したがって、肝細胞の破壊や細胞膜

の透過性亢進の際には血中濃度が上昇する（逸脱酵

素）。肝臓の逸脱酵素として ALTとともに知られる

AST(GOT)よりも特異性（肝臓以外の障害では上が

りにくい）が高く、AST との比率も臨床的に意義

がある。

クレアチン 血液中のクレアチニンの数値が高いのは、腎機能

が低下していることを示唆し、低い場合は、筋肉に

関わる異常が想定される。日本人間ドック学会の判

定基準では、男性が 1.2～1.3 mg/dL、女性が 0.9～

1.0 mg/dLは、場合により経過観察が必要とされて



- 96 - 

いる。一般に中程度の腎不全では 1.5 mg/dLを超え、

重症では 2.4 mg/dL以上。5 mg/dLを超えると回復

は難しくなり、10 mg/dL が人工透析を始める一つ

の目安となる。

クレアチンホスホキナーゼ

（CPK）

筋肉の収縮の際にエネルギー代謝に関与してい

る。骨格筋・心筋が障害を受けた際に血液中へ流出

する逸脱酵素として臨床上重要である。心筋梗塞、

筋炎、筋ジストロフィーなど心筋障害・筋疾患で血

中濃度が上昇する。ただし、激しい運動などでも筋

線維が壊れるため CK の上昇がみられることがあ

る。

アスパラギン酸アミノ基転

移酵素（AST）

アスパラギン酸と α-ケトグルタル酸をオキサロ酢

酸とグルタミン酸に相互変換する酵素である。人体

では、肝細胞をはじめとして赤血球、心筋、骨格筋

などに分布する。これらの細胞が破壊された場合に

は血液中に流出するため、肝機能障害の程度を評価

する目的で血清中の AST濃度測定が行われる。
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第３節 結果

５－３－１ 被験者の身体測定

本試験に当初登録された 30人のうち、1人（GSEの 1,500 mg摂取群）が個人的な理

由で試験を継続できなかった。残る 29人をバランスよく 3グループに分割し、摂取前

の身体検査は全項目について問題なかったため、4週間摂取試験および 2週間の後観察

試験を開始し、29人全員が試験を完了し、全ての検査結果を安全性評価に活用した。3

つの各試験群の人数、男女比、平均年齢、平均体重、平均身長、平均血圧、平均心拍数

を表 5-4に示す。

５－３－２ 有害事象

GSE摂取量の異なる 3つの全試験群で、6週間（摂取 4週間と後観察 2週間）の試験

期間中、深刻な有害事象や身体的兆候、各種の検査データは認められないと、治験担当

医は評価した。被験者全員が、有害事象や異常な身体的兆候、検査値の異常値を原因と

して、試験食（GSE 錠剤）の摂取を中止することは無かった。しかし、29 人中 6 人に

軽度の有害事象が認められた。1人は GSE摂取 1,000 mg群（全 10人）に参加した被験

者で、3人が GSE摂取 1,500 mg群（全 9人）に参加した被験者、2人が GSE摂取 2,500 

mg群（全 10人）に参加した被験者であった（表 5-5）。これらの有害事象は、吐き気、

便秘、下痢、頭痛であり、試験期間中の通算では 10回の記録となった。
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表 5-4 各 GSE試験群の被験者の身体的数値（値は平均値±標準誤差で示す）

試験群

GSE摂取群（mg）

1,000 1,500 2,500 

(男性 / 女性) ( 4 / 6 ) ( 4 / 5 ) ( 5 / 5 ) 

平均年齢（歳）  36.2 ± 3.2  39.9 ± 3.5  38.9 ± 4.5 

平均体重（kg）  60.4 ± 3.8  60.6 ± 3.6  60.5 ± 2.6 

平均身長（cm） 163.7 ± 3.2 164.9 ± 3.2 162.1 ± 2.4 

収縮期血圧(mm Hg) 110.0 ± 6.0 113.3 ± 6.1 115.9 ± 3.5 

拡張期血圧(mm Hg)  64.8 ± 5.0  63.6 ± 2.5  70.4 ± 4.3 

心拍数（回／分）  71.4 ± 2.9  76.6 ± 4.0  66.2 ± 2.8 
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表 5-5 有害事象のべ数 各数は１人または複数の被験者が試験期間中（4週間の摂取と 2

週間の後観察）に訴えた各症状の総数を合算

GSE摂取群（mg） 

1,000 1,500 2,500 

 (n = 10) (n = 9) (n = 10) 

Total subjects with adverse events 1 3 2 

Total adverse events 2 3 5 

(Intervention-related) (0) (0) (0) 

Total serious adverse events 0 0 0 

Adverse events observed 

(all causality):    

Headache 0 1 3 

Nausea 0 1 2 

Constipation 1 1 0 

 Diarrhea 1 0 0 
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５－３－３ 血液検査

５－３－３－１ 血液検査における個別の異常値

表 5-6に示す通り、GSE摂取 1,000 mg群において 1人、GSE摂取 2,500 mg群におい

て 3人が、生化学検査で有意な変化を示した。GSE摂取 1,000 mg群の 1人（被験者番

号 A-12）は、後観察 2 週間後で、クレアチニンホスホキナーゼ（CPK）が日本男性の

基準範囲である 50～230 IU/Lを超えて 2,009 IU/Lへ上昇した。また、GSE摂取 2,500 mg

群の 3人（被験者番号 A-004、A-017、A-010）に日本人男性の各基準範囲を超える検査

結果が観察された。CPK および乳酸脱水素酵素（LDH）は、試験開始時に基準範囲内

であったが、摂取 4週間後には、被験者番号 A-004の CPKが 333 IU/L、LDHが 254 IU/L

へ、被験者番号 A-017の CPKが 1,083 IU/L、LDHが 357 IU/Lへそれぞれ上昇した。各

数値は、2週間後にはいずれも基準範囲内に戻った。

５－３－３－２ 血液学的検査 8項目の結果

GSE 1,000 mg群では、WBC、RBC、Hb、Ht、MCH、Pltのいずれも摂取前、2週後、

4 週後、摂取終了 2 週後を通して大きな変動はみられなかったが、摂取終了 2 週後の

MCVが有意（p < 0.01）に上昇（変化量は＋1.7）した。

GSE 1,500 mg群では、WBC、RBC、Hb、MCH、Pltのいずれも摂取前、2週後、4週

後、摂取終了 2週後を通して大きな変動はみられなかったが、4週目のHtが有意（p < 0.01）

に減少（変化量は－1.49）し、4週目、摂取終了 2週目のMCVがそれぞれ有意（p < 0.01）

に減少（変化量は－2.33、－3.45）した。2週目、4週目、摂取終了 2週目の MCHCが

それぞれ有意（2週目、摂取終了 2週目は p < 0.05、4週目は p < 0.01）に上昇（変化量

は 0.8、0.76、1.27）した。

GSE 2,500 mg群では、Hb、MCV、MCH、MCHCが摂取前と比べて試験期間中に有意

に変動した。Hbは摂取 2週後に減少（p < 0.05、変化量－0.4）した。MCVはそれぞれ

増加し、摂取 2週後（p < 0.05、変化量＋1.3）、摂取 4週後（p < 0.01、変化量＋1.0）、摂

取終了 2週後（p<0.05、変化量＋1.5）であった。MCHは摂取 2週後に減少（p < 0.05、

変化量－0.4）した。MCHCはそれぞれ減少し摂取 2週後（p < 0.05、変化量－0.5）、摂

取 4週後（p < 0.01、変化量－0.8）、摂取終了 2週後（p < 0.01、変化量－0.9）であった

（表 5-7）。

５－３－３－３ 血液生化学的検査 12項目の結果

GSE 1,000 mg群の AST(GOT)、ALT(GPT)、LDH、ALP、γ-GTP、総ビリルビン、A/G
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比のいずれも摂取前、2週後、4週後、摂取終了 2週後を通して大きな変動はみられな

かったが、4週目の総蛋白、アルブミンが有意（総蛋白は p < 0.01、アルブミンは p < 0.05）

に上昇（変化量は総蛋白＋0.22 g/dL、アルブミン＋0.15 g/dL）した。また、クレアチニ

ン、尿酸のいずれも摂取前、2週後、4週後、摂取終了 2週後を通して大きな変動はみ

られなかったが、摂取終了 2週後の尿素窒素が有意（p < 0.05）に上昇（変化量は＋1.9 

mg/dL）した。

GSE 1,500 mg群の AST(GOT)、ALT(GPT)、LDH、総ビリルビン、総蛋白、アルブミ

ン、A/G比のいずれも摂取前、2週後、4週後、摂取終了 2週後を通して大きな変動は

みられなかったが、4週目の γ-GTPが有意（p < 0.05）に減少（変化量は－3.11 IU/L）し

た。ALPは 2週目 5.88 U/L、4週目 13.55 U/L、摂取終了 2週目 14.77 U/Lと減少する傾

向がみられた。クレアチニン、尿素窒素は、いずれも摂取前、2 週後、4 週後、摂取終

了 2週後を通して大きな変動はみられなかったが、4週目、6週目の尿酸がそれぞれ有

意（4週目は p < 0.05、摂取終了 2週目は p < 0.01）に上昇（変化量は＋0.27 mg/dL、＋

0.31 mg/dL）した。

GSE 2,500 mg群の ALP、総蛋白、アルブミン、尿酸で有意な変動が観察された。ALP

は摂取 2週後に上昇（p < 0.05、変化量＋7.6 IU/L）、総蛋白は摂取 4週後に低下（p < 0.01、

変化量－0.2 g/dL）、アルブミンは摂取 4週後に低下（p < 0.01、変化量－0.2 g/dL）、摂取

終了 2週後にも低下（p < 0.05、変化量－0.1 g/dL）、尿酸は摂取 4週後に低下した（p<0.01、

変化量－0.8 mg/dL）（表 5-8）。

５－３－３－４ 脂質および糖代謝関係 7項目の結果

GSE 1,000 mg群は中性脂肪を除いて、いずれの項目にも摂取前、2週後、4週後、摂

取終了 2週後を通して大きな変動はみられなかったが、中性脂肪が 2週目 18.8 mg/dL、

4週目 24.8 mg/dL、摂取終了 2週目 28.8 mg/dLと上昇傾向（摂取終了 2週目で p = 0.076）

がみられた。

GSE 1,500 mg群は LDL-コレステロールを除いて、いずれも摂取前、2週後、4週後、

摂取終了 2 週後を通して大きな変動はみられなかったが、2 週目の LDL-コレステロー

ルが有意（p < 0.05）に上昇（変化量は＋6.33 mg/dL）した。空腹時血糖値は摂取前、2

週後、4週後、摂取終了 2週後を通して大きな変動はみられなかったが、2週目の HbA1C

が有意（p < 0.05）に減少（変化量は－0.15％）した。

GSE 2,500 mg群は、摂取 4週後で総コレステロールと LDL-コレステロールが有意に

低下した（p < 0.01、変化量－16.6 mg/dL）（p < 0.05、変化量－11.2 mg dL）。また、HbA1c

が摂取 4週後（p < 0.05、変化量－0.1%）と摂取終了 2週後（p < 0.05、変化量－0.3%）
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でそれぞれ低下した（表 5-9）。

５－３－３－５ 血中ミネラル（Na、K、Cl、Ca、P、Fe）およびフェリチンの 7 項目

の結果

GSE 1,000 mg群は血中 K、血中 Pを除いて、いずれの項目にも摂取前、2週後、4週

後、摂取終了 2週後を通して大きな変動はみられなかったが、4週目の血中 Kが有意（p

< 0.01）に減少（変化量は-0.24 mEq/L）した。また、2週目、4週目、摂取終了 2週目

の血中 Pがそれぞれ有意（p < 0.01）に上昇（変化量は 0.52 mg/dL、0.78 mg/dL、1.04 mg/dL）

した。

GSE 1,500 mg群は血中 Na、血中 K、血中 Pを除いて、いずれの項目にも摂取前、2

週後、4 週後、摂取終了 2 週後を通して大きな変動はみられなかったが、2 週目、4 週

目、摂取終了 2週目の血中 Naがそれぞれ有意（2週目は p < 0.05、4週目、摂取終了 2

週目は p < 0.01）に減少（変化量は-1.88 mEq/L、-2.77 mEq/L、-3.33 mEq/L）し、2週目

の血中 Pが有意に（p < 0.05）減少（変化量は-0.30 mg/dL）した。また、2週目、4週目、

摂取終了 2週目の血中 Kがそれぞれ有意（2週目は p < 0.05、4週目、摂取終了 2週目

は p < 0.01）に上昇（変化量は 0.81 mEq/L、1.41 mEq/L、1.77 mEq/L）した。

GSE 2,500 mg群は、フェリチンが 4週後に摂取前から有意に低下した。鉄は、2名で、

摂取前が基準外の高値（ID010：205 μg/dL、ID017：182 μg/dL）であったが、摂取後に

基準値外の低値（ID010の 2週後：60 μg/dL、ID017の 2週後及び 4週後：61および 49 

μg/dL）がみられ、後観察では共に高値（ID010：189 μg/dL、ID017：210 μg/dL）に戻っ

た。その他、Cl、Ca、Pで有意な変化が観察されたが、極めて小さい変動であった（表

5-10）。
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表 5-6 血液検査で有意差の観察された項目、その時の試験中止の必要性、GSE摂取との関連性

Group Subject no. 
Sex•age 
(years) 

Laboratory tests with abnormal results Discontinuation 
or medical 
treatment 

Caused by GSE

Items 
Reference 
 values 

Test values
Point in time of 

testing 

1,000 mg 
(n = 10) 

A-12 Male•22 CPK (IU/L) 50–230 2,009 Post-week 2a No No 

A-004 Male•57 
CPK (IU/L) 50–230 333 Week 4 No No 

LDH (IU/L) 60–240 254 Week 4 No No 

2,500 mg 

A-017 Male•21 

CPK (IU/L) 50–230 1,083 Week 4 No No 

(n = 10) LDH (IU/L) 60–240 357 Week 4 No No 

Fe (µg/100 mL) 80–170 

205 Week 0 

No Possible 
61 Week 2 

49 Week 4 

210 Post-week 2 

A-010 Male•55 Fe (µg/100 mL) 80–170 

182 Week 0 

No Possible 
60 Week 2 

105 Week 4 

 189 Post-week 2 
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表 5-7 4週間の GSE摂取における血液学的検査 8項目の結果

Biological parameters Baseline Week 2 Week 4 Post-week 2

WBC (per μL) 4470 ± 408 3970 ± 238 4270 ± 372 4420 ± 359
RBC (× 104/μL) 439 ± 11 440 ±  10 442 ± 13 427 ± 8
Hb (g/dL) 13.3 ± 0.5 13.2 ± 0.4 13.7 ± 0.7 13.0 ± 0.4
Ht (％) 42.1 ± 1.3 41.9 ± 1.2 42.3 ± 1.3 41.7 ± 1.1

MCV (fl) 96.0 ± 1.8 95.2 ± 2.0 96.0 ± 2.1 97.7 ± 2.0**
MCH (pg) 30.2 ± 0.8 29.9 ± 0.7 30.3 ± 0.8 30.4 ± 0.7

MCHC (％) 31.5 ± 0.5 31.4 ± 0.4 31.4 ± 0.3 31.1 ± 0.2
Plt (× 104/μL) 24.1 ± 1.2 23.4 ± 1.1 23.6 ± 1.2 23.5 ± 1.3

** Baselineと比較し1%有意差あり

Biological parameters Baseline Week 2 Week 4 Post-week 2

WBC (per μL) 4989 ± 389 4889 ± 383 5022 ± 372 4978 ± 388
RBC (× 104/μL) 437 ± 17 430 ± 16 432 ± 15 436 ± 19
Hb (g/dL) 13.7 ± 0.6 13.6 ± 0.6 13.5 ± 0.5 13.7 ± 0.6
Ht (％) 42.7 ± 1.5 41.4 ± 1.5    41.2 ± 1.4** 41.1 ± 1.6

MCV (fl) 97.9 ± 1.4 96.1 ± 1.4    95.6 ± 1.3** 94.4 ± 1.4**
MCH (pg) 31.3 ± 0.4 31.5 ± 0.4 31.2 ± 0.4 31.4 ± 0.5

MCHC (％) 32.0 ± 0.3 32.8 ± 0.4*    32.7 ± 0.3** 33.2 ± 0.3
Plt (× 104/μL) 23.0 ± 0.9 24.1 ± 1.0 23.9 ± 0.7 23.7 ± 1.2

* Baselineと比較し5%有意差あり、** 同、1%有意差あり

Biological parameters Baseline Week 2 Week 4 Post-week 2

WBC (per μL) 5570 ± 599 5250 ± 473 5370 ± 548 5970 ± 610
RBC (× 104/μL) 461 ± 15 460 ± 14 456 ± 16 462 ± 16
Hb (g/dL) 14.5 ± 0.5 14.4 ± 0.5   14.1 ± 0.5* 14.3 ± 0.5
Ht (％) 43.8 ± 1.3 44.3 ± 1.4 43.7 ± 1.4 44.5 ± 1.5

MCV (fl) 95.1 ± 2.2 96.4 ± 2.2*     96.1 ± 2.2** 96.6 ± 2.2*
MCH (pg) 31.4 ± 0.7 31.3 ± 0.7   31.0 ± 0.6* 31.0 ± 0.6

MCHC (％) 33.0 ± 0.2 32.5 ± 0.3*     32.2 ± 0.2** 32.1 ± 0.3**
Plt (× 104/μL) 24.1 ± 1.5 22.2 ± 1.6 22.8 ± 1.4 22.8 ± 1.0

* Baselineと比較し5%有意差あり、** 同、1%有意差あり

GSE 2,500 mg group (n  = 10)

GSE 1,000 mg group (n  = 10)

GSE 1,500 mg group (n = 9)
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表 5-8 4週間の GSE摂取における血液生化学的検査 12項目の結果

Biological parameters Baseline Week 2 Week 4 Post-week 2

AST (IU/L) 17.0 ± 1.3 17.1 ± 1.0 15.9 ± 0.6 19.7 ± 3.4
ALT (IU/L) 13.2 ± 1.3 12.2 ± 1.4 12.5 ± 1.5 14.0 ± 1.4
LDH (IU/L) 188.9 ± 9.1 203.8 ± 10.9 194.2 ± 7.7 212.8 ± 16.9
ALP (IU/L) 177.9 ± 9.7 175.9 ± 10.0 183.1 ± 12.8 180.1 ± 12.1

γ-GTP (IU/L) 29.5 ± 6.7 29.2 ± 10.1 33.0 ± 10.1 30.1 ± 7.4
Total bilirubin (mg/dL) 0.6 ± 0.1 0.5 ± 0.1 0.6 ± 0.1 0.5 ± 0.1
Total protein (g/dL) 7.0 ± 0.1 6.9 ± 0.1     7.2 ± 0.1** 7.1 ± 0.1

Albumin (g/dL) 4.5 ± 0.1 4.4 ± 0.1   4.6 ± 0.1* 4.5 ± 0.1
A/G ratio 1.8 ± 0.1 1.7 ± 0.1 1.8 ± 0.1 1.7 ± 0.1
Creatinine (mg/dL) 0.9 ± 0.1 0.9 ± 0.1 0.9 ± 0.1 0.9 ± 0.1

BUN (mg/dL) 11.3 ± 0.5 11.5 ± 0.7 12.1 ± 1.0 13.2 ± 1.0
UA (mg/dL) 4.8 ± 0.4 4.7 ± 0.4 4.8 ± 0.4 4.7 ± 0.5

* Baselineと比較し5%有意差あり、** 同、1%有意差あり

Biological parameters Baseline Week 2 Week 4 Post-week 2

AST (IU/L) 19.3 ± 2.1 18.3 ± 1.7 18.4 ± 2.0 18.4 ± 1.5
ALT (IU/L) 15.8 ± 1.6 14.8 ± 1.7 13.9 ± 1.6 14.3 ± 2.0
LDH (IU/L) 201.6 ± 6.8 199.0 ± 6.6 201.0 ± 11.6 205.8 ± 9.1
ALP (IU/L) 199.4 ± 18.4 193.6 ± 14.9  185.9 ± 11.9* 184.7 ± 11.9

γ-GTP (IU/L) 25.8 ± 6.8 26.3 ± 7.9   22.7 ± 5.7* 22.7 ± 4.5
Total bilirubin (mg/dL)  0.6 ± 0.1 0.7 ± 0.1  0.7 ± 0.1 0.7 ± 0.1
Total protein (g/dL)  7.2 ± 0.1 7.2 ± 0.1  7.2 ± 0.1 7.3 ± 0.1

Albumin (g/dL)  4.5 ± 0.1 4.4 ± 0.1  4.5 ± 0.1 4.5 ± 0.1
A/G ratio  1.7 ± 0.1 1.6 ± 0.1  1.6 ± 0.1 1.7 ± 0.1
Creatinine (mg/dL)  0.9 ± 0.0 0.9 ± 0.0  0.9 ± 0.0 0.9 ± 0.0

BUN (mg/dL) 13.7 ± 1.0 12.7 ± 0.9 13.6 ± 1.3 12.9 ± 1.1
UA (mg/dL)  5.2 ± 0.5 5.2 ± 0.5    5.4 ± 0.5* 5.5 ± 0.5

* Baselineと比較し5%有意差あり

Biological parameters Baseline Week 2 Week 4 Post-week 2

AST (IU/L) 18.1 ± 1.7 17.1 ± 1.1 19.1 ± 2.1 17.1 ± 1.5
ALT (IU/L) 16.8 ± 1.9 15.0 ± 1.1 18.1 ± 1.5 16.9 ± 1.9
LDH (IU/L) 198.0 ± 8.1 196.1 ± 5.9 209.8 ± 18.7 191.6 ± 6.1
ALP (IU/L) 183.1 ± 16.0 190.7 ± 17.9* 188.1 ± 16.5 191.1 ± 17.8

γ-GTP (IU/L) 17.7 ± 3.8 17.3 ± 2.7 17.0 ± 2.7 16.7 ± 2.5
Total bilirubin (mg/dL) 0.8 ± 0.2 0.5 ± 0.1 0.6 ± 0.1 0.7 ± 0.1
Total protein (g/dL) 7.4 ± 0.1 7.3 ± 0.1     7.2 ± 0.2** 7.3 ± 0.1

Albumin (g/dL) 4.8 ± 0.1 4.6 ± 0.1     4.6 ± 0.1** 4.6 ± 0.1*
A/G ratio 1.8 ± 0.0 1.7 ± 0.1 1.8 ± 0.1 1.7 ± 0.0
Creatinine (mg/dL) 0.9 ± 0.1 0.9 ± 0.0   0.9 ± 0.0* 0.9 ± 0.1

BUN (mg/dL) 13.5 ± 1.1 12.7 ± 1.5 12.3 ± 1.1 13.9 ± 1.8
UA (mg/dL) 5.5 ± 0.5 4.9 ± 0.3     4.7 ± 0.3** 5.1 ± 0.4

* Baselineと比較し5%有意差あり、** 同、1%有意差あり

GSE 2,500 mg group (n = 10)

GSE 1,000 mg group (n = 10)

GSE 1,500 mg group (n = 9)
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表 5-9 4週間の GSE摂取における脂質および糖代謝関係 7項目の結果

Biological 

parameters 

GSE 1,000 mg group (n = 10) 

 Baseline Week 2 Week 4 Post-week 2 

Total cholesterol (mg/dL) 187.0 ± 8.4 181.1 ± 7.0 185.6 ± 7.6 185.2 ± 8.3 

HDL-cholesterol (mg/dL) 61.2 ± 4.1 59.1 ± 4.2 61.8 ± 3.9 59.1 ± 3.6 

LDL-cholesterol (mg/dL) 115.9 ± 7.8 109.8 ± 7.0 111.9 ± 8.1 110.5 ± 7.4 

Triglycerides (mg/dL) 122.1 ± 20.5 140.9 ± 30.5 146.9 ± 23.5 150.9 ± 28.4 

Glucose (mg/dL) 87.5 ± 2.4 86.8 ± 1.5 87.6 ± 2.3 89.7 ± 2.4 

HbA1c (%) 4.9 ± 0.1 4.9 ± 0.1   4.9 ± 0.1 5.0 ± 0.1 

CPK (IU/L) 111.3 ± 18.9 135.9 ± 25.9 128.6 ± 13.8 123.6 ± 17.2 

Biological 

parameters 

GSE 1,500 mg group (n = 9) 

Baseline Week 2 Week 4 Post-week 2 

Total cholesterol (mg/dL) 190.1 ± 15.2 184.2 ± 11.6 181.1 ± 12.9 192.4 ± 12.8 

HDL-cholesterol (mg/dL) 66.7 ± 6.2 63.9 ± 5.8 61.4 ± 3.8 62.8 ± 4.6 

LDL-cholesterol (mg/dL) 102.7 ± 7.6 109.0 ± 8.2* 106.0 ± 11.0 111.2 ± 9.6 

Triglycerides (mg/dL)  149.1 ± 51.0 116.8 ± 22.9 104.4 ± 17.4 113.9 ± 25.5 

Glucose (mg/dL) 88.9 ± 3.0 87.2 ± 3.2 87.9 ± 3.1 88.4 ± 2.8 

HbA1c (%)   5.0 ± 0.1 4.9 ± 0.1*   5.1 ± 0.1 5.1 ± 0.1 

CPK (IU/L) 124.0 ± 19.0 95.9 ± 13.6 102.9 ± 13.4 97.6 ± 15.4 

* Baselineと比較し 5%有意差あり

Biological 

parameters 

GSE 2,500 mg group (n = 10) 

Baseline Week 2 Week 4 Post-week 2 

Total cholesterol (mg/dL) 204.2 ± 13.3 189.7 ± 15.1 187.6 ± 9.9** 189.5 ± 8.5 

HDL-cholesterol (mg/dL) 59.2 ± 3.8 59.6 ± 2.1 57.5 ± 4.4 57.8 ± 3.0 

LDL-cholesterol (mg/dL) 122.5 ± 11.4 118.7 ± 13.9 111.3 ± 9.1* 112.5 ± 7.9 

Triglycerides (mg/dL) 110.9 ± 20.6 110.4 ± 12.9 121.8 ± 22.4 121.4 ± 30.7 

Glucose (mg/dL) 88.0 ± 3.9 92.3 ± 3.2 92.0 ± 1.7 89.9 ± 2.5 

HbA1c (%) 5.2 ± 0.1 5.2 ± 0.1     5.1 ± 0.1* 4.9 ± 0.1** 

CPK (IU/L) 116.0 ± 11.6 127.2 ± 18.7 225.1 ± 98.6 113.8 ± 13.7 

* Baselineと比較し 5%有意差あり、** 同、1%有意差あり
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表 5-10 4週間の GSE摂取における血中ミネラルおよびフェリチン 7項目の結果

Biological parameters Baseline Week 2 Week 4 Post-week 2

Na (mEq/L) 142.8 ± 0.5 142.4 ± 0.5 141.8 ± 0.5 142.1 ± 0.5
K (mEq/L) 3.9 ± 0.1 3.7 ± 0.1     3.6 ± 0.1** 3.7 ± 0.1
Cl (mEq/L) 103.4 ± 0.5 103.5 ± 0.4 103.7 ± 0.5 103.1 ± 0.3
Ca (mg/dL) 8.7 ± 0.1 8.7 ± 0.1   8.7 ± 0.1 8.7 ± 0.1

Inorganic P (mg/dL) 3.0 ± 0.1 3.5 ± 0.1**     3.8 ± 0.1** 4.1 ± 0.2**
Fe (μg/dL) 107.6 ± 18.3 113.5 ± 13.7 113.8 ± 16.0 102.2 ± 17.1

Ferritin (ng/mL) 82.2 ± 31.2 85.5 ± 34.1 92.9 ± 37.2 88.8 ± 36.7
** Baselineと比較し1%有意差あり

Biological parameters Baseline Week 2 Week 4 Post-week 2

Na (mEq/L) 142.4 ± 0.7 140.6 ± 0.5*  139.7 ± 0.5** 139.1 ± 0.6**
K (mEq/L)   3.7 ± 0.1 4.5 ± 0.3*      5.1 ± 0.2** 5.4 ± 0.2**
Cl (mEq/L) 103.6 ± 0.9 102.8 ± 0.6 104.0 ± 0.7 103.4 ± 0.7
Ca (mg/dL)   9.0 ± 0.1 8.9 ± 0.1   9.0 ± 0.1 8.9 ± 0.2

Inorganic P (mg/dL)   3.7 ± 0.2 3.4 ± 0.2   3.5 ± 0.1 3.4 ± 0.2
Fe (μg/dL) 113.8 ± 16.2 114.9 ± 9.7 120.3 ± 16.5 113.2 ± 11.9

Ferritin (ng/mL)  58.7 ± 15.7 66.1 ± 17.8  63.4 ± 18.9 56.9 ± 17.8
* Baselineと比較し5%有意差あり、** 同、1%有意差あり

Biological parameters Baseline Week 2 Week 4 Post-week 2

Na (mEq/L) 142.7 ± 0.4 143.5 ± 0.9 143.5 ± 0.5 142.5 ± 0.5
K (mEq/L) 4.7 ± 0.1 4.8 ± 0.1   4.5 ± 0.1 4.5 ± 0.1
Cl (mEq/L) 103.0 ± 0.4 103.8 ± 0.7 104.4 ± 0.6* 103.4 ± 0.8
Ca (mg/dL) 9.7 ± 0.1 9.2 ± 0.1**      9.2 ± 0.1** 9.1 ± 0.1**

Inorganic P (mg/dL) 3.4 ± 0.1 3.3 ± 0.1      3.2 ± 0.1** 3.2 ± 0.2
Fe (μg/dL) 127.0 ± 17.7 104.8 ± 10.7 121.5 ± 25.7 123.7 ± 21.1

Ferritin (ng/mL) 87.4 ± 16.1 66.8 ± 12.7   64.0 ± 13.1* 69.1 ± 15.9
* Baselineと比較し5%有意差あり、** 同、1%有意差あり

GSE 2,500 mg group (n = 10)

GSE 1,000 mg group (n = 10)

GSE 1,500 mg group (n = 9)
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第４節 考察

被験者が自覚症状として訴えた 6人の通算 10回の有害事象は、GSE錠剤の摂取によ

る影響の可能性を治験担当医によって指摘されたため、因果関係を詳しく検討した。吐

き気と頭痛の原因を検討した結果、被験者の単なる体調不良、すなわち寝不足に起因す

ることが自己申告と問診結果から判明したため、担当医は最終的に GSE 錠剤の摂取と

は関連性の無い事象であると判断した。次に便秘と下痢は、GSE摂取期間中に連続ない

しは断続的に発生しておらず一過性であったことから、GSE錠剤の摂取に起因するので

はなく、被験者の日常的な変動幅の範囲内で起こった事象であると担当医は判断した。

これら全ての有害事象は軽度であり、一過性の症状であったことから、治験担当医は上

記 6 人に対し GSE 錠剤の摂取の中止や試験の中止、治療は指示せず、試験を継続させ

た。以上により、これら全ての自覚症状としての有害事象は、試験食と関連性が無いと

判断した。

クレアチンホスホキナーゼ（CPK）または乳酸脱水素酵素（LDH）が上昇した被験者

が、GSE摂取 1,000 mg摂取群で 1名、GSE摂取 2,500 mg摂取群で 2名、それぞれ観察

された。CPKまたは LDHの異常値、本試験では日本人の基準範囲よりも高値を示した

ため、CPK の上昇では、骨格筋または心筋の障害が、LDH の上昇では、肝障害、心筋

梗塞、溶血、感染症の疑いが考えられた。一方で、CPKと LDHの臨床的な意義は、前

述のマーカーであるものの、特異性が高くないことが指摘されており、他の検査項目の

変化とあわせて診断することが大切である。そこで、肝障害が生じた際に特異的な検査

項目のアスパラギン酸アミノ基転移酵素（AST）およびアラニンアミノ基転移酵素（ALT）

の数値変化をこの 2名について確認した。その結果、AST、ALT共には有意な変動を来

しておらず、上述の CPKまたは LDHのみの有意な上昇であったことから、肝障害を起

こした可能性は除外された。AST や ALT の上昇が見られず、LDH や CPK の上昇のみ

が見られることから、筋肉に障害が起きたか、あるいは、溶血を起こしたかの可能性が

生化学的検査から示唆された。これらの示唆に加え、被験者の日誌および医師の問診記

録を確認したところ、上記 2名は、少なくとも前日に、比較的激しい運動（ジョギング、

テニス）を行っていたことが確認された。CPKおよび LDHは、運動によって損傷を受

けた筋肉または赤血球より逸脱する。従って、当該被験者のCPKまたはLDHの上昇は、

前日の運動に起因するものであって、摂取した GSE 錠剤に起因するものではないと判

定された。

血中の鉄濃度で有意な変動が 2名の被験者で観察された。GSE摂取 2,500 mg群の 2

名（被験者番号 A-017、同 A-010）において、試験開始日（0日目）の血中鉄濃度が 205 
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μg/mLと 182 μg/mLであった数値（日本人基準範囲 80－170 μg/mLよりも高値であった）

が、摂取 2週間後には、61 μg/mLと 60 μg/mLへ、日本人基準範囲の下限値 80 μg/mL

を超えて有意に低下した。摂取 4週間後には、被験者 A-017のみ 49 μg/mLと低値が続

いたが、被験者 A-010では 313 μg/mLであり、むしろ高値であった。4週間の摂取後の

後観察 2週間後には、再び摂取前の高値域である 210 μg/mLと 189 μg/mLとなった。こ

れらの変動は、GSE摂取が原因と考えられた。血中鉄濃度は、食べ物に影響を受ける。

鉄を含む食材に、動物性由来と植物性由来とがある。前者は、肉や魚に含まれる鉄であ

り、ヘモグロビンを構成する 4つのヘム中に鉄イオンが配位している（ポルフィリン誘

導体）。ポルフィリン誘導体中の鉄、すなわちヘム鉄は、図 5-1 のように鉄イオンがペ

プチドに包まれたようなキレート構造となっている。後者の植物性由来の鉄は、ホウレ

ンソウやコマツナ等の野菜類に含まれているが、遊離した鉄イオンの状態で存在してお

り（非ヘム鉄）、ヘム鉄のような構造とは異なる。ヘム鉄と非ヘム鉄で、ヒト血中への

鉄の吸収率に差異があることが古くから報告されている。Björn-Rausumessen et al.（1974）

は、ヘム鉄の吸収率 37%に対し非ヘム鉄の吸収率は 6%余、Hallberg et al.（1979）の報

告でも同様に、ヘム鉄が 25%に対し非ヘム鉄が 10%と、ヘム鉄の吸収率の方が、非ヘ

ム鉄よりも高いことが知られている。また、非ヘム鉄の生体への吸収率は、フィチン酸

やタンニン、塩化亜鉛（Ⅱ）、緑茶抽出物によって阻害されることが、Caco-2モデルを

用いた腸管吸収モデルで示されている（Raymond et al., 2002; Samman et al., 2001）。これ

らのことから、本研究で観察された血中鉄濃度の有意な低下の原因は、タンニンの一種

でもある PAによって鉄の吸収率が低下したことと考えられると同時に、該当する被験

者の食生活が、非ヘム鉄を多く含むものであったために有意な低下が観察されたことが

考えられる。被験者 A-017 では、GSE 摂取期間中の 2 回の検査において、いずれも低

値を示したことから、普段から野菜中心の非ヘム鉄を多く含む食生活であったことが考

えられる。次に被験者 A-010では、摂取 2週間後の検査では 60 μg/mLと有意な低値を

示し、同様の食生活に起因することが考えられたが、摂取 4週間後の検査では、むしろ

313 μg/mLと高値を示したことから、摂取 4週間目に肉や魚介類を摂取したためと推測

された。GSE摂取終了 2週間後の検査では、被験者 A-017、A-010共に、摂取前の水準、

日本人の基準範囲よりもやや高値域に戻ったことから、この両名の食生活は、基本的に

は野菜中心であったことがうかがえると同時に、GSE摂取による鉄の吸収阻害の影響は、

GSE 摂取期間中に生じる現象であって、恒久的な現象ではないことがわかる。この 2

名の血中鉄濃度に関連する他の検査項目を見てみると、赤血球数、ヘモグロビン量、ヘ

マトクリット、フェリチンは、後観察も含めた試験期間中、有意な変化も日本人基準値

からの逸脱も観察されていなかった。これらの事実は、血液検査上の有害事象である貧
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血は起こしていない。Akazome et al.（2005）は、リンゴポリフェノールを一日 1,500 mg

まで投与させたときには、鉄の吸収阻害は観察されなかったと報告している。しかしな

がら、ポリフェノールの摂取はノンヘム鉄の吸収を阻害するため鉄不足の地域住民には

注意喚起が必要である、と提唱されていることから（ポリフェノールと健康に関する国

際会議, 2003）、摂取上の注意喚起としてサプリメントへの注意記載や啓蒙活動が大切で

ある。

 その他の検査項目において、表5-7～表5-10に示す通り試験期間中に有意差が出た項

目がいくつかあった。しかし、これらの変動は日本人の基準範囲内の変動であり、GSE

摂取との関連性は認められないと判断した。

 今回の試験は、GSE摂取量が1,000 mg、1,500 mg、2,500 mg、摂取期間が4週間の、従

来報告にない安全性に焦点を置いた体系的な臨床試験である。しかし被験者の人数が1

つの群あたり9～10人と限られた人数であり、十分な母集団とは言えない。今回の知見

からPA を含むGSEの安全性は、被験者の食生活、投与量、人種など、それぞれの階層

で分けた更なる評価を加えていくことが必要であろう。本試験では、この限られた人数

が今後の課題ではあるが、安全性に焦点を当てた本研究は初めての試みであり、試験結

果としては概ね安全と判定されており、一人の脱落者も出すことなく4週間連続摂取を

含む試験を完了した。従来不明であったGSE摂取による有害事象や血液検査結果は、

GSEやGSE由来PAを様々な食品へ利用する際の有益な安全性情報である。本研究結果は、

動物実験で示されてきた安全性（Yamakoshi et al 2002）をヒトで立証しただけでなく、

間接的なヒトでの安全性評価（Preuss et al., 2000; Vigna et al., 2003; Sano et al., 2007; Sano 

et al., 2013）を強く裏付けるものである。
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図5-1 ヘム鉄の構造
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第６章  総合考察

 本研究では、プロアントシアニジン（PA）を豊富に含むブドウ種子抽出物（GSE）の

ヒトでの有用性を、血中移行分析、血中酸化 LDL の改善、血管機能の維持による下肢

むくみ改善、大量摂取による安全性の確認を通じて検証した。これまで明確ではなかっ

たポリフェノールの混合物であるGSEを題材とした一連の研究で明らかにした内容は、

安全で確かな食品機能を有する食品素材として、普段の日常生活の健康増進に寄与する

代替医療としてその存在価値を高めることにつながっていくものと確信する。本研究で

取り上げた GSEは、食品の製造工程でフラバノール純度（GSE中では単量体と多量体

PA に相当）が 80%を超え、また安価であることから、現時点では最も PA を効率的に

摂取できる材料であると言えよう。強い収斂味を呈することで知られる渋柿もまた豊富

な PA源かつ古い食経験を有することが 6世紀の「斉民要術」に記載されている。また、

カカオポリフェノールとして知られる低分子の PAと(-)-エピカテキンを含む素材は、食

経験の歴史では劣るもののチョコレートとして老若男女や国籍を問わず現代人の摂取

量は大きなものとなっている（日本チョコレート・ココア協会資料）。さらに、ピクノ

ジェノールとして知られる松樹皮由来 PAは、その化学的な構成が GSE由来 PAと類似

しており、製造工程や効能効果においても重複している部分が少なくない。しかし、本

研究の GSE は、通常は廃棄する食品（ワイン）の製造残渣を材料とするエコロジーな

製造方法を特徴としている。また、チョコレートや松樹皮抽出物に匹敵するか、それ以

上の PA含量を有してもいる（Baydar et al., 2004）。本研究では、この確立された GSE

の製造方法を基礎とし、機能性食品研究として重要不可欠な、ヒト生体内への吸収性を

明らかにする研究から取り掛かった。

 単量体である茶カテキン（Yang et al., 1998; Warden et al., 2001）やケルセチン（Ferry et 

al., 1996）の血中移行は、再現性があり確実なものと考えてよいであろう。PAオリゴマ

ーを含むカカオポリフェノール（Rein et al., 2000; Baba et al., 2001）や赤ワインポリフェ

ノール（Bell et al., 2000）においては、(+)-カテキンや(-)-エピカテキンの血中移行が報

告されていたが、PAオリゴマーの吸収は不明であった。Rios et al.（2002）は、6人の

健常人にカカオポリフェノールを摂取させたが、胃内での PAは単量体や低分子のフェ

ノール酸へ分解されなかったと報告している。経口摂取した PAオリゴマーが血中に検

出されなかったことから、腸内細菌による分解代謝を受けた後に吸収されると考える報

告も相次いでいた（Tsang et al., 2005; Appledoorn et al., 2009）。しかし、試験管内で PA

の抗酸化活性は、重合度の大きさに依存的であること（片岡・有賀, 1998）、PA平均重
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合度の高い GSEと低いGSEの活性は同等かむしろ PA平均重合度の高いGSEの方が活

性が高いこと（Yamaguchi et al., 1999）から、何らかの形で生体利用されていると考え

るのが自然であろうと考えられた。さらに分析技術の問題もある。当時ポリフェノール

の定量は、専ら比色法が中心であった（Porter, 1986）。バニリン－塩酸法やフォーリン

法などの比色法は、HPLC分析技術のように一化合物対一化合物の定量分析はできない

代わりに、生体で一部が代謝を受けていたとしてもフラバノール骨格やフェノール性水

酸基を有してさえいれば濃度依存的に定量分析ができる利点がある。しかし、血液など

の生体試料中の PA や PA 代謝物ポリフェノールを定量するには非選択的で低感度であ

るという課題があった。本研究においても、当初試みた比色検出では、再現性が得られ

ずGSE摂取後の血液試料からのPAを含むポリフェノールの有意な検出を達成できなか

った。そこで、分析対象の化合物は GSE中の 2量体や 3量体に限られるが、生体試料

のような種々の成分の混合物の中から PAを選択的かつ高感度で検出可能な LC-MS/MS

法を用いた結果、ヒト血中で PAオリゴマーであるプロシアニジン B-1の検出（10.6±2.5 

nmol/L）に成功した。PAの一日摂取量である 0.1～0.5 g（Scalbert & Williamson, 2000）

の 4～20倍の投与量（2.0 g）と照らし合わせると、その吸収率は(+)-カテキンや(-)-エピ

カテキンなどの単量体よりは 1 桁低かった。PA の化学的構造は、アルカリ性下では不

安定であるが酸性下で安定であり、Rios et al.（2002）によれば、経口摂取された PAは、

ヒトの胃内環境では単量体や低分子のポリフェノールに分解されない。Ward et al.（2004）

は、腸内細菌のはたらきにより PAは低分子化され、例えば 3-（3-ヒドロキシフェニル）

プロピオン酸や 4-O-メチル化没食子酸に分解された後に吸収されて尿中に見出される

と報告している。PA オリゴマーは、消化器官や肝臓代謝系において、4-8 位の炭素-炭

素結合が切断され、(+)-カテキンや(-)-エピカテキンなどの単量体へフラバノール骨格を

維持しつつ低分子化しているのではないかとの考察がいくつもある（Appledoorn et al., 

2009; Déprez et al., 2000; Ward et al., 2004; Tsang et al., 2005）。しかし、Donnovan et al.（2002）

は、その動物実験結果から、PAは単量体へは分解しないと報告している。一方で、14C

標識したプロシアニジン B-2を経口投与すると、尿などから最大 82%の生体への利用を

示唆する報告がある（Stoupi et al., 2010）。従って、経口摂取された PAは、一部が化学

構造を維持したまま吸収され血中へ移行し酸化抵抗性や他の有用性の発現に寄与する

が、(+)-カテキンや(-)-エピカテキンなどの単量体とは吸収率が異なり、腸内環境下での

代謝分解や肝臓での抱合を受けて、元の PA構造とは異なる化合物として生体内に分布

吸収され（すべては吸収されないと考えられるが）、数々の有用性報告に寄与している

と考えるのが妥当であろう。
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 本研究の第 2章と第 3章では、GSEのヒト経口摂取試験を通じて血漿の酸化抵抗性の

上昇および酸化 LDLの減少を確認したが、総コレステロール値や LDLコレステロール

値など私たちの健康診断等で利用される身近な血中脂質レベルの改善は観察されなか

った。本研究においても GSE の血中脂質を改善する効果は強いものではないことが分

かる。さて、PAの血管疾患への予防的効果が提唱されてから半世紀にも満たない（Verin 

et al., 1978; Dartenuc et al., 1980）。これは紀元前にまでに遡る長い食経験に思いを致せば、

PA の効能効果に我々研究者を含めた人類が気付いたのはごく最近ということになる。

数多くの血管疾患への予防的報告があるが、ヒトでの効果は穏やかな内容である。例え

ば、24人の喫煙者に 300 mgの GSEを 28日間連続摂取させた試験では、血漿の酸化抵

抗性のわずかな上昇と LDL の酸化抵抗性の上昇が確認されたが、総コレステロールや

LDLや HDLは変動していない（Vigna et al., 2003）。高コレステロール血症者 40人に

GSE を 100 mg、60 日間連続摂取させた試験では、酸化 LDLの減少は認められたが、

LDL／HDLコレステロール比や中性脂肪の改善は見られていない（Preuss et al., 2000）。

本研究では、健常者を対象に 278から 555 mgの GSEを 12週間連続摂取させたときに、

過去の報告と同様、酸化 LDLの改善が見られたが、総コレステロールや LDL／HDLコ

レステロール比等の改善は見られていない。しかし、過去報告と異なり、LDL コレス

テロールが高めの方（100-180 mg/dL）ではあるものの病者ではない健常者を対象とし

た場合であっても、GSEの摂取により酸化 LDLの改善をみたことは特筆すべきであろ

う。その改善効果の発現は、GSE 555 mg摂取した場合は 6週間、同様に GSEを 278 mg

摂取した場合は 12 週間であり、医薬品のような即効性はなく、過去報告と同様、穏や

かな血中脂質の改善効果である。酸化 LDL に起因する動脈硬化症等の血管疾患は、生

活習慣病の代表的疾患であり、文字通り長期間に亘る食生活を中心とした日常生活の中

に原因がある。酸化 LDL の血管内皮への蓄積は、自覚症状がなく、加齢と共に不可逆

的に進行するケースが多く、いわゆる未病の段階を数年から十年単位で経過した後に甚

大な症状を発生させる。GSEの摂取は、医薬品のような強い効果はないが食品素材であ

るために安全性が高く安価で長期間の利用が可能であるために、未病段階での利用に有

効と考えられる。本研究で示された酸化 LDLの抑制やアディポネクチンの抑制傾向は、

血管疾患に対する GSE の予防的効果を示唆するものであり、日本はもちろん先進国の

間で進められている食生活による代替医療としてのエビデンスに寄与できるものと考

えられる。

 フランスでは、PAを豊富に含む GSE（医薬品エンドテロン）が静脈瘤の治療薬とし

て認可処方されている（Dartenuc et al 1980）。エンドテロンは、毛細血管の体液浸潤機
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能の低下した高血圧や糖尿病者 13人に対し、150 mgを 30日から 60日間の摂取により

改善効果を示している（Corbé et al 1998）。毛細血管の機能低下は、静脈瘤や浮腫の疾病

段階において顕著であるが、軽度または一過性の機能低下を来たした未病段階では治療

や投薬は通常行われていない。この未病段階は、女性ホルモンの影響を受ける女性にお

いてしばしば見られるが、治療や投薬が施されないためにその対応が取り残された課題

であった。一過性の下肢むくみは、疲労、酸化ストレスの蓄積により生じると考えられ、

その程度は高血圧者や糖尿病者のそれと比べると低レベルではあるが、毛細血管への酸

化障害は同様のメカニズムである。GSEの投与は、この毛細血管の機能低下を抑制した。

この抑制効果は、単回摂取でも効果が確認され、GSEが PAオリゴマーを含む何らかの

形で吸収または相互作用を通じて毛細血管の酸化抵抗性を高めた結果と考えられる。単

回投与量の 1／3量を 14日間摂取させた後においても同様の下肢むくみ抑制効果が観察

された。この結果は、GSEやその代謝物の蓄積による影響を含んでいるのか明確にする

ことはできなかった。種々の動物実験において、経口投与後数時間で血中から代謝物を

含めて検出されなくなったとする報告が多いが、14C標識したプロシアニジン B-2投与

試験では、摂取後 96時間まで合算しており（Stoupi et al., 2010）、詳細な PA代謝物が明

らかとなっていない現在ではその蓄積性の有無を断定することはできない。PA の他、

食品素材によるむくみの抑制にクマリン系化合物がある。クマリン類は血小板抑制作用

（Jong et al., 1992; Okada et al., 1995）や抗糖尿病作用（Lee et al., 2004）があり、クマリ

ン類を含む食品素材であるセリ科植物ボタンボウフウには、健常女性の下肢むくみの抑

制効果が報告されている（則松・森, 2012）。しかし、則松と森（2012）は、この抗むく

み効果は毛細血管透過性を抑制する作用のあるヘスペリジンも含有することが有力と

報告しており、黒田 et al.（2015）はリンパ浮腫の薬物治療としてのクマリンは複数の

ランダム化比較試験で再現性までは得られていないと報告している（黒田 et al., 2015）。

この他、抗むくみ作用を有する食品素材として、γ-トコフェロール（杉田 et al., 2004）

やメリロートエキスとウラジロガシエキス（唐 et al., 2009）が報告されているが、GSE

との比較研究は今後の課題であろう。

 機能性食品素材として GSEは、30年以上利用実績があると考えられる。その由来で

あるブドウ種子ポリフェノールに至ってはワイン醸造の歴史そのもの（少なくとも

2,000年）が食経験である。そのため、過去の GSE総説においても長い食経験の観点か

らも安全とされ（Scalbert & Williamson, 2000）、GSEの安全性研究がスポットライトを

浴びることはなかった。今日、世界中で利用が拡大する GSE の市場性を考慮すれば、

赤ワイン摂取では問題とならなかったサプリメント形状特有の過剰摂取の問題が新た
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に生じ得る。今回明らかとなった GSEの安全性は、4週間連続でヒトが経口摂取したと

きに、一日あたり 2,500 mgまで安全性が確認された。このとき、自覚症状として頭痛、

吐き気、下痢、便秘を訴える被験者が記録されたが、いずれも GSE 摂取との因果関係

は試験担当医師により否定され、GSEの摂取が日常生活に有害な影響を与えないことが

確認された。また、血液学検査では多数の測定項目で有意な変動が認められたが、その

変動域は日本人の基準範囲内であったが、唯一、鉄濃度の低下が GSE 摂取の影響と判

断した。しかし、この有意な鉄濃度低下も非ヘム鉄の多い被験者の食生活に由来してい

た。非ヘム鉄は、PA などのポリフェノールによって吸収阻害を起こすことは、ポリフ

ェノールと健康に関する国際会議（2003）においても提唱されており、PA を豊富に含

む GSE などのポリフェノール素材を社会へ提案する際には、ラベル表示するなどの注

意喚起に力を入れていくことが食品メーカーに、食品安全情報として消費者への啓蒙活

動が政府公的機関に、それぞれ求められる責務であろう。これまで PAの安全性評価は

動物実験に限られていた（Yamakoshi et al., 2002; Shoji et al., 2004; Fujii et al., 2007; Ray et 

al., 2001）。これらの報告では、客観的評価によりヒトの安全性を考察するにとどまって

おり、また自覚症状を評価することもできない。本研究では、初めてヒトで体系的に行

った試験であり、血液検査の客観的な評価に加え、自覚症状も細かく評価した。その結

果は、鉄の吸収阻害の点では注意が必要であるが、その他は安全と評価される。現在、

サプリメント界で推奨されている GSEの一日摂取目安量（100～400 mg）を大きく上回

る 2,500 mg までの安全性をヒトで確認できたことは、日本における機能性表示食品制

度や各国のヘルスクレームを付した機能性食品など、今後の機能性食品素材としての発

展に利用できるリソースであると確信する。

 以上本研究により、GSEの活性中心である PAのひとつプロシアニジン B-1が確かに

吸収され、動脈硬化症などの血管疾患に強く関係する血中の酸化コレステロールのひと

つMDA-LDLを低下させる機能を見出し、酸化障害によって亢進する毛細血管の機能低

下を抑制したと考えられる結果としての下肢の抗むくみ効果を示し、従来動物実験での

み科学的に証明されていた GSE の安全性を確認した。これらの研究成果は、すべてヒ

ト経口摂取での試験に基づくものである。これまで生体内に吸収されないと考えられて

いた PA の吸収性をヒトで立証したことは、数々の PA の有用性を裏付ける研究成果で

あり、有用性と安全性を合わせ、機能性食品素材としての GSE 研究の発展に寄与する

ものである。今後、日本では、機能性表示食品としての発展性や第 7の栄養素としての

栄養機能食品への働きかけ、海外では各国の法令や食習慣にあわせたヘルスクレームの

発信やラベル表示を通じて、本研究成果を社会に還元していきたい。
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研究概要

多くの食品に含まれるポリフェノールには、その抗酸化力においてビタミン C やビ

タミン Eなどと比肩する活性を有するだけでなく、種々の疾病や健康維持に効果を発揮

することが数多く報告されている。ポリフェノールの中でもカテキン類の基本構造であ

るフラバン-3-オールを構成単位とし、主として 4 位と 8 位で結合したプロアントシア

ニジン（PA）は、赤ワインポリフェノールの中心であり、とりわけ強力な抗酸化活性

を有することが試験管内および動物実験において次々と報告されている。しかし、ヒト

で PAが抗酸化能を有することや、疾病の治療や予防的効果を有したとする報告は限ら

れており、フレンチ・パラドックスに端を発する一連の PA研究において、ヒトでの有

用性は未確認の部分が多かった。本研究は、PAを主成分とするブドウ種子抽出物（GSE）

を材料に、ヒトで確かに PAが吸収されるのか、そして動脈硬化症などの血管疾患の予

防的影響がヒトで生じるのか、また健常者においても血管機能を維持する効果があるの

かを検証すると共に、これまで体系的な評価が行われていなかった GSE のヒト安全性

評価を確立することを目的とした。

PAを含むGSEの経口摂取によって、様々な効果を発揮することが報告されてきたが、

有効成分と考えられている PAが血中に移行したことを証明した報告はなかった。本研

究では、過剰量の 2,000 mg の GSE 経口摂取後の血中分析を高感度で選択性の高い

LC-MS/MS分析を試みた結果、PAの 2量体プロシアニジン B-1を GSE摂取 2時間後の

ヒト血中で初めて検出することに成功した（10.6±2.5 nmol/L）。検出された血中濃度は、

GSE中のプロシアニジン B-1から見積もった吸収率で考えると、単量体での過去報告と

比べて 1 桁少なく、ヒトへの吸収性は、単量体よりは低い結果であった。PA は、腸内

細菌や肝臓代謝系で分解や代謝を受けることが報告されており、化学構造を維持したま

ま生体利用されにくいと考えられる。しかし、GSE摂取による数々の有用性報告と照ら

し合わせると、2量体のほか様々な経路からの PA生体利用が示唆され、GSE摂取によ

るヒトでの有用性を示す裏付ける研究成果である。

動脈硬化症などの血管疾患への赤ワインポリフェノールの有効性は、疫学調査を中心

に強く示唆され、動物実験を通じて動脈硬化症の抑制効果などが報告されていた。しか

し、ヒトとくに健常者での GSE 経口摂取による有効性の証明はほとんど報告されてい

ない。本研究では、動脈硬化症の進展と強い関連性のある血中コレステロールの酸化に

着目し、2週間摂取時と 12週間摂取時における GSEの影響が健常者でも発揮されるの

か検証した。2 週間の摂取によって、GSE はビタミン C やビタミン E よりも、血中コ

レステロールエステルの酸化抵抗性が増すこと、12 週間の摂取では、GSE は動脈硬化
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症の進展と相関のある血中の酸化 LDL を減少させることが判明した。この結果は、病

者だけでなく、未病段階の健常者にとって予防的効果を GSE は有することを示すもの

である。

生体は酸化ストレスによって様々な障害を受けるが、血管もまたその機能の低下を来

たし、毛細血管では体液循環に支障を起こし、一過性のむくみを生じる。フランスにお

いて GSE は静脈瘤の治療薬であるが、健常者に生じる一過性のむくみの抑制効果は不

明である。むくみは女性の治したいからだの悩みであるため、GSE摂取による改善効果

の有無について女性を対象とした試験にて検証した。連続着座モデルによって発生する

下肢のむくみを正確に計測するため、非接触式の測定方法を採用した。その結果、GSE

の摂取により、毛細血管から過剰に滲み出た体液を抑制し、膝下の足の容積を減少させ、

穏やかな体感効果が表れた。GSE摂取は、健常者の血管機能の低下を抑制する働きがあ

ることが証明され、機能性食品としての応用が期待された。

GSEはその成分が赤ワインポリフェノールの過半を占めるため、食経験があるとされ

てきた。しかし、赤ワインと異なり GSE は精製濃縮されており過剰摂取のリスクも考

えられることから、食品としての GSEの安全性は担保されるべきものである。しかし、

GSEの安全性に焦点を当てた研究は動物実験に限られており、ヒトでの安全性評価は行

われていなかった。GSEの一日摂取目安量は、100～400 mgであるが、これを超過する

1,000～2,500 mg/日を 4 週間摂取させ、安全性の評価を行った。被験者全員が試験を完

了でき、その期間中に有害事象や医師指導による脱落者は一人も出なかった。自覚症状

による有害事象の申告がいくつか生じたが、いずれも GSE 摂取との関連性は否定され

た。しかし血中鉄濃度は GSE による低下を来たした 2 人が観察されたが、貧血を起こ

しておらず有害な水準ではないと判定された。GSEは、食生活によっては血中鉄濃度を

低下させ得るため注意喚起が必要であるものの、総じて安全な食品であることが確認さ

れ、今後の機能性食品としての発展性が期待される。

強力な抗酸化力を有する PAを豊富に含む GSEについて、これまで不明であったヒト

での有用性を明らかにした。GSEはワイン製造残渣から確立された製法により安価で私

たちの健康維持に有効な機能を数多く有している。本研究で明らかとなった生体利用、

血管疾患予防、血管機能保全ならびに安全性を通じ、機能性食品としてさらなる発展を

遂げることを期待している。
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