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略語 

ADP adenosine diphosphate アデノシン二リン酸 

ALT alanine aminotransferase 

AMPK AMP-activated protein kinase 

AST aspartate aminotransferase 

BCA bicinchoninic acid 

BG 1,3-butylene glycol 

CHO cholesterol 

CMC carboxymethyl cellulose 

EGCG epigallocatechin gallate 

ELISA enzyme-linked immunoassay 

eNOS endothelial nitric oxide synthase 

F344 rats Fischer 344 rats 

FS fractional shortening 左心室内径短縮率 

GSH glutathione グルタチオン 

H2DCFDA  dichlorodihydrofluorescein diacetate 

H&E hematoxylin and eosin 

HFD high fat diet 高脂肪食 

HPLC high-performance liquid chromatography 

JAK1 janus kinase 1 

LDL- low-density lipoprotein- 

LVEsD left ventricular end-systolic dimensions 収縮期心室内径 

MMP matrix metalloproteinase 

NF-κB nuclear factor-kappa B 

ODS octa decyl silyl 

PFSE passion fruit seed extract パッションフルーツ種子エキス 

PPAR peroxisome proliferator-activated receptor 

ROS reactive oxygen species 活性酸素種 

SD standard deviation 

SEM standard error of the mean 

SIRT sirtuin 
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TG triglyceride 中性脂肪 
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概要 

 

Piceatannol はスチルベン骨格のポリフェノールで、resveratrol に水酸基が１つ

結合した構造をしている。Resveratrol はブドウ皮中に豊富に含まれ、フレンチパラド

ックス（フランス人は動物性脂肪の摂取率が高いにもかかわらず、心臓病の死亡率が

低いという疫学研究）と関連した心血管疾患保護作用や代謝性疾患改善作用、寿命

延長作用などが報告されている一方で、piceatannol は植物中の含量が低く、あまり

研究が進んでいなかった。これまで、piceatannolがパッションフルーツ種子中に豊富

に含まれていることを見出し、piceatannol を豊富に含んだパッションフルーツ種子エ

キス （passion fruit seed extract : PFSE） の製造を可能にした。パッションフルー

ツは種ごと果肉を食することから、食経験もあると考えられた。そこで研究を進めた結

果、piceatannol は in vitro や細胞で resveratrol に劣らない様々な生理活性を示

すこと、ラットでの吸収検討により piceatannolは resveratrolに比べ未変化体の形で

2 倍吸収されることがわかった。これらの結果から、piceatannol や piceatannol を豊

富に含む PFSE は resveratrol に匹敵する機能性食品になりうると考えられたので、

ヒトでの有効性検証につながる動物実験と、化粧品への応用を想定した角化細胞へ

の作用検討を行うことを本研究の目的とした。 
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最初にヒト角化細胞への作用を検討した。その結果、PFSE や piceatannol の添

加が、角化細胞で抗酸化物質グルタチオンの発現を誘導することがわかった。また、

ultraviolet B (UVB) の照射で増加した場合にも、未照射の場合にも、細胞内の活

性酸素種の生成を抑制することもわかった。そして、piceatannol は間接的に誘導さ

れる線維芽細胞でのコラーゲン分解酵素の活性も抑制することがわかった。 

次に、動物を用いた検討を行った。代謝に与える影響を検討するために、

C57BL/6Jjclマウスに高脂肪食負荷を行うとともに piceatannolを 5週間経口投与し

たところ、コントロール食と比べ、高脂肪食負荷により体重や脂肪量は増加したが、

piceatannol の投与による変化は見られなかった。ただ、血糖値のみ低下することが

わかった。そこで、肥満誘導Ⅱ型糖尿病モデルである db/db マウスに PFSE を単回

投与した結果、同様に随時血糖の低下が見られた。 

最後に、心血管に与える影響を検討するために、 Fisher 344 ラットに

piceatannol (9.5% w/w) を含む PFSE を高脂肪食の負荷と同時に 4 ヶ月混餌 

(0.5%) 摂取させた。その結果、コントロール食を与えたマウスと比べ、高脂肪食負荷

によって、ラットは血清パラメーター (コレステロール、中性脂肪、ALT、AST) の悪化

とともに、心血管疾患の兆候を示した。一方 PFSEの投与は、高脂肪食負荷で見られ

た肝臓の肥大や組織学的変化を改善した。加えて、血小板凝集能の上昇、心機能の
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低下、acetylcholine 誘導の血管弛緩の減弱も改善した。ただ PFSE の投与は体重

には影響を与えず、脂肪量に関してはむしろ増加した。 

以上の結果から、piceatannol を豊富に含む PFSE は抗酸化活性の誘導により

UVB によるダメージから肌を保護すること、痩身効果はないものの肥満による血糖値

の上昇を抑制すること、血管や肝臓の保護によって心血管疾患を予防することが示唆

された。これらの研究は、piceatannol の新たな機能性を明らかにするとともに、今後

の PFSEの化粧品への応用やヒトでの効果検討につながるものと考えられた。 

  



-4- 

 

第一章 緒言 

 

高齢化社会が進み、健康寿命延長への関心が高まっている。疾病を治療する薬で

はなく、健康維持に重要な役割を果たす食品の重要性は今後ますます高まると考えら

れる。老化の原因については、学説が多くあるが、Harman らが 1956年に唱えたフリ

ーラジカル説は酸化ストレス説に形を変え、現在も有力な説である[1]。実際、近年明

らかとなっているモデル動物の変異体による寿命の変化は、酸化ストレス感受性と関

連している。また、reactive oxygen species (ROS) が生体内で脂質・タンパク質・

DNA などの高分子に酸化ダメージを与えること、酸化還元に感受性の高い酵素の活

性化や不活性化から多くのシグナル変化を引き起こし、代謝性疾患、心疾患、神経変

性など様々な疾患の原因になっていることも明らかとなっている[2]。 

ポリフェノールは、厳しい外部環境にさらされる植物が酸化ストレス防御のために作

り出している物質で、強い抗酸化能を発揮する[3]。そのため、ポリフェノールを摂取す

ることで、生体内の酸化ストレスを抑え、老化を抑えることが可能だと考えられる。また、

直接的な抗酸化力だけではなく、酸化促進剤として働き、細胞内の抗酸化防御システ

ムを誘導することで抗酸化能を発揮する作用も報告されている[4]。実際に、疫学研究

や、複数の研究結果を統合しより高い見地から分析するメタ解析から、ポリフェノール

を豊富に含む食事の長期間の摂取は、抗酸化能の寄与度は不明なものの、癌、心血
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管疾患、糖尿病、骨粗しょう症、神経変性疾患などに対して保護を示すことが明らかと

なっており[5, 6]、ポリフェノールが示す様々な生理活性に対する研究が進んできた。 

ポリフェノールは構造によっていくつかの種類に分けられる。まず、大きくはフラバン

を基本骨格とするフラボノイド類と非フラボノイド類に分けられ、フラボノイド類は、フラ

ボン （アピゲニン、ルテオリン:パセリ、エゴマ） 、フラボノール （ケルセチン、ルチン：

タマネギ、蕎麦） 、フラバノン （ナリンゲニン、ヘスペリジン：かんきつ類） 、フラバノー

ル （カテキン、エピカテキン：緑茶、ココア） 、アントシアニン （シアニジン、デルフィニ

ジン：ブドウ、ブルーベリー） 、イソフラボン （ダイジン、ゲニステイン：大豆） などがあ

る。非フラボノイドにはタンニン （テアフラビン：紅茶、ウーロン茶） 、フェノール酸 （カ

フェ酸、クロロゲン酸：コーヒー） 、リグナン （セサミン、セサミノール：ゴマ） 、クルクミ

ン （クルクミン、ショウガオール：ウコン、生姜） 、スチルベン （レスベラトロール：ブドウ、

ベリー、ピーナッツ） などがある。また重合したポリマーポリフェノール （タンニン） も

あり、そちらは縮合型 （プロアントシアニジン：樹皮、ブドウ種子） 、加水分解型 （ガロ

タンニン、エラグタンニン：アムラ、甜茶） に分けられる。ポリフェノールは種類によって

主に含まれる食品もまた異なり[7]、抗酸化能など共通する活性もあるものの、種類に

よって特徴的な活性もある。 

赤ワインに含まれる resveratrol (trans-3,4′,5-trihydroxystilbene) はフレンチパ

ラドックスの関与成分と言われ[8, 9]、多くの心血管疾患保護作用が報告されている。
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他にも、resveratrolは 2003年にカロリー制限と同様に Sir2 (sirtuin (SIRT) 1の相

同分子種) を活性化して酵母の寿命を延長する化合物として注目を浴びた[10]。その

他にもSIRTやAMP-activated protein kinase (AMPK) 活性化を介した代謝性疾

患改善[11‒15]、抗癌[16]、脳変性疾患改善[17]、など様々な作用が報告されてい

る。 

寿命延長は古くからの人々の願いであるが、カロリー制限による健康寿命延長効果

が酵母からサルまで広く報告されてきている[18]。メカニズムとしては、カロリー制限に

よって SIRT1 が活性化されること[19]、逆に SIRT1 transgenic マウスがカロリー制

限のような症状を示すことが報告されており[20]、SIRT1 活性化がカロリー制限による

健康寿命延長に役割を果たしていると考えられる。Resveratrol が直接的に SIRT を

活性化するかは議論の余地があるが、SIRT 活性化を介して多くの機能性を発揮して

いることが報告されている[21]。そのため、resveratrol は心血管疾患保護や健康寿

命延長の食品として用いられており、臨床試験も多く行われている。プラセボコントロ

ールの無作為二重盲検ヒト臨床試験では、II 型糖尿病患者でのインスリン抵抗性改

善、癌患者での caspase3 切断の増加、健常人での脳血流増加・認知機能改善、健

常人や心血管疾患者での血管機能の改善といった報告がされている[22, 23]。 

Piceatannol は同じスチルベン骨格のポリフェノールで、resveratrol に一つ OH

基が結合した形をしており (Figure 1-1) 、resveratrol よりも高い抗酸化活性や
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spleen tyrosine kinase (Sky) 阻害活性が報告されている[24, 25]。Resveratrol よ

り高い血管弛緩作用や resveratrol に劣るものの Sir2 の活性化作用も報告されてい

る[10, 26]が、植物中での含量が低くこれまであまり研究が進んでいなかった。これま

でに、パッションフルーツ (Passiflora edulis) の種の中に piceatannolが豊富に含

まれていることを見出し[27]、piceatannol 含量の高い種子エキスの製造を可能にし

た。また resveratrolに比べ安定性の低い piceatannolの安定化も可能にした。 

パッションフルーツは南米原産のつる性多年草で、種を含む半透明のゼリー状の

果肉がそのまま食されており、種子エキスは食経験のある健康食品となると考えられた。

そこで、piceatannol や piceatannol を豊富に含むパッションフルーツ種子エキス 

(PFSE) に関する研究を進め、線維芽細胞でのコラーゲン合成促進作用、メラニン生

成細胞でのメラニン合成阻害作用、ex vivo での血管弛緩作用、内皮細胞での

endothelial nitric oxide synthase (eNOS) の活性誘導作用、単球細胞での

SIRT1 誘導作用[27‒30]などを見出した。また、piceatannol が活性を発揮するため

には経口摂取後の血中未変化濃度が重要と考え、その吸収性を resveratrol と比較

して検討した。その結果、piceatannolの方が resveratrolに比べ未変化体の吸収が

曲線下面積で2倍ほど高いこと、resveratrolの代謝物は排出されやすい抱合体が主

であるのに対し、piceatannol では機能を有するメチル化体が検出されることがわかっ

た[31]。これらの結果から、piceatannol や piceatannol を豊富に含む PFSE は
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resveratrol に劣らない健康維持・増進に貢献できる食品素材となる可能性が考えら

れた。 

一方、piceatannol や piceatannol を豊富に含む PFSE の化粧品への応用を考

えた場合には、塗布を想定した表皮角化細胞への作用検討が必要だと考えられた。

また、健康食品への応用を考えた場合には、ヒトでの評価が必要であり、piceatannol

は動物での評価報告がほとんどなかったため、動物での作用検討が必要だと考えら

れた。そこで私は、まず piceatannol やその二量体 scirpusin B、そしてそれらを含

む PFSE が角化細胞に与える影響を検討した。次に、動物での代謝への影響を検討

するために、piceatannol が高脂肪食負荷マウスに与える影響を検討し、その結果か

ら、piceatannol や PFSE が db/db マウスの血糖に与える影響を検討した。最後に、

動物での心血管への影響を検討するために、piceatannolを豊富に含む PFSEが高

脂肪食負荷ラットに与える影響を検討した。 
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Figure 1-1. Chemical structures of piceatannol, resveratrol, and scirpusin B, a dimer of 

piceatannol. 
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第二章 Pieatannolおよびパッションフルーツ種子エキスの角化細胞への効果 

 

第一節  

背景および目的 

 

太陽からの UV 照射は人の肌を傷害し、時期早尚の老化を引き起こす。この早期

の老化プロセスは光老化と呼ばれ、表皮のしわやメラニン合成の増加によるしみなど

で特徴づけられる[32‒34]。一方、内因性の老化は弾力の低下や代謝の低下などに

起因しておこる真皮の衰えで特徴づけられる[35‒39]。 

光老化による表皮のしわは、皮膚の主構成要素であるコラーゲンの無秩序による。

皮膚のコラーゲンは主に真皮の線維芽細胞で合成され、角化細胞、線維芽細胞、炎

症細胞などから分泌された matrix-metalloproteinases (MMPs) により分解される

[33, 39, 40]。UV照射、特に UVB (290‒320 nm) や UVA (315‒400 nm) の照射

は老化過程での皮膚のコラーゲン分解を主に担っている線維芽細胞で MMP-1 の発

現を誘導することがわかっている。そのため、UV により誘導された MMP-1 が結合組

織のダメージに実質的に貢献し、光老化の間にコラーゲン欠損やしわなどを引き起こ

していると考えられている[33, 39]。角化細胞は UVB照射でMMP-1 を分泌しないも

のの、UV ダメージを受けた角化細胞は、サイトカインを分泌することで間接的に線維
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芽細胞でのMMP-1の放出に重要な役割を果たす。線維芽細胞への直接のUVB照

射よりも、UVB を照射した角化細胞のメディウムのほうが、線維芽細胞からの MMP-1

の放出を引き起こすことが報告されている[41, 42]。 

UV照射がヒトの肌で最初に引き起こす反応は ROSの産生である。ROSは酸化ス

トレスを引き起こし、グルタチオン (glutathione : GSH) などの非酵素抗酸化物質の

量を下げ、続いて複雑なシグナル伝達を活性化し、MMP を誘導する[34, 43]。また

ROS は内因性の老化にも関係している。老化によるミトコンドリア機能の低下により酸

化的エネルギー産生系から過剰な ROS が産生される[44]。皮膚老化の間、ROS は

増加し、抗酸化の防御能は低下する[45]。 

抗酸化物質はそのような酸化ストレスを減らし、皮膚老化を抑えうる物質だと期待さ

れてきた。近年、特に、フェノール酸、フラボノイド、高分子ポリフェノールなど自然界

で生じたポリフェノールがその抗酸化力から有益な皮膚保護物質として注目を集めて

おり[46]、epigallocatechin gallate (EGCG) 、resveratrol、quercetinなどのポリフ

ェノールが UV 誘導の皮膚老化に対して保護作用を示すという研究が次々に報告さ

れている[47‒49]。 

トケイソウ （パッションフラワー） は薬用ハーブとして知られるパッションフラワー属

の総称であり、アメリカの熱帯が原産である。既存の報告では、葉・つる・花などが多く

のポリフェノールを含んでおり、抗不安・抗炎症・咳止めなどの効果が知られている
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[50‒54]。その実はパッションフルーツとよばれ、種子とともに食べられている。これま

で、パッションフルーツ種子が高い抗酸化活性をもつ piceatannolや scirpusin Bを

高含有していることを見出した。 

そこで私は、パッションフルーツ種子エキス (PFSE) 、piceatannol および

scirpusin B のヒト角化細胞 GSH 量への影響を検討した。さらに、これらのエキスな

らびに化合物で前処理した場合に UVB 照射誘導の ROS 産生量に与える影響を検

討した。また間接的に線維芽細胞の MMP-1 誘導に与える影響を検討するために、

piceatannol を処理した場合の UVB 照射角化細胞培養液が線維芽細胞での

MMP-1誘導に与える影響を検討した。 
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第二節  

実験方法 

 

2-2-1  材料  

正常ヒト角化細胞 Humedia KG2 よび正常ヒト線維芽細胞 Humedia KB2 は

Kurabo (Osaka, Japan) か ら 購 入 し た 。 2’,7’-Dichlorodihydrofluorescein 

diacetate (H2DCFDA) は Calbiochem (San Diego, CA, USA) から購入した。

Glutathione reductase、Triton X-100、trypsin は Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO, USA) から購入した。5,5'-Dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) はWako 

(Osaka, Japan) から購入した。 Nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate 

(NADPH) は Oriental Yeast Industries (Tokyo, Japan) から購入した。

Bicinchoninic acid (BCA) protein assay reagentは Pierce (Rockford, IL, USA) 

から購入した。Fluorescein isothiocyanate (FITC) -labelled type I collagenは

Collagen Research Center (Tokyo, Japan) から購入した。Collagenase type I 

はWorthington Biochemical (Lakewood, NJ, USA) から購入した。その他の試薬

はすべて分析試薬レベルのものを用いた。 

 

2-2-2  UVB照射  
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照射のために 300 nm 以下の短波長カットフィルター (Asahi Spectra LU0300, 

Tokyo, Japan) を装備した Philips TL20W/12RS UV-B MEDICAL instrument 

(Philips, Eindhoven, Netherlands) を用いた。UVB照射は 40 mJ/cm2で 5分間

行い、UVB非照射細胞についてはアルミ箔にてカバーし、UVBを遮蔽した。 

 

2-2-3  サンプル調製（PFSE, piceatannol, scirpusin B）  

凍結乾燥、粉砕したパッションフルーツ種子を 30% 1,3-butylene glycol (BG) で

抽出し、減圧濃縮後に凍結乾燥した。前述の方法で high-performance liquid 

chromatography (HPLC) による分析を行い[28]、本粉末が piceatannol (37.06 

g/mg) および scirpusin B (14.98 g/mg) を含んでいることを確認した。また

99.0%純度の piceatannol と 91.8%純度の scirpusin Bは前述の方法[27, 28]で得

た。簡単には、octadecylsilyl (ODS) カラムを用いた逆相HPLC (280 nmのUV検

出) で PFSE を分画し、減圧濃縮後に凍結乾燥した。Piceatannol は Tokyo 

Chemical Industry (Tokyo, Japan) からも購入し、GSH量と細胞内 ROS測定の

実験には購入した piceatannolを用いた。抽出物と試薬にHPLCチャートの差はなく、

GSH誘導活性にも差はなかった (データ未発表) 。 

 

2-2-4  GSH量  
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正常ヒト角化細胞 Humedia KG2 medium を用いて、96-well dish に 2.0×104 

cells/wellの細胞密度で播種した。播種 24時間後、細胞を所定の濃度の試料を含ん

だ新鮮な Humedia KG2 medium で 24 時間培養し、glutathione reductase 

recycling method を用いて総 GSH レベルを決定した[55]。超音波処理で破砕した

細胞液 50 L を 125 L リン酸バッファー （0.1 M, pH 7.5） と混合し、25 L 

NADPH と 25 L glutathione reductase (3.2 units/mL) を加えて 37°Cで 10分

間反応させた。その後、25 Lの 10 mM DTNBを加え、添加直後および 10分間イ

ンキュベート後の反応液の吸光度の差を GSH 産生量の指標とした。細胞破砕液中

の総 GSH 量は、酸化型グルタチオンを用いて作成した検量線より算出した。細胞破

砕液のタンパク質含有量は bicinchoninic acid (BCA) protein assay reagent を用

いて決定した。 

 

2-2-5  細胞内 ROS測定  

正常ヒト表皮細胞 HuMedia KG2 を用いて、96-well dishに 2.0×104 cells/well

の細胞密度にて細胞を播種した。播種 24 時間後に所定濃度の試料を含んだ新鮮な

Humedia KG2 medium で 24 時間培養した後、dichlorodihydrofluorescein 

assay を用いて細胞内 ROS 量を測定した[56]。活性酸素検出プローブである

H2DCFDAを20 M含有するHanks’ buffered solution (Ca2+およびMg2+未含有) 
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で HuMedia KG2 細胞を 30 分間培養し、H2DCFDA を細胞内に取り込ませた。

Hanks’ buffered solutionで細胞を洗浄後、UVB照射し、100 L Triton X-100 

(0.5%) にて溶解し、溶解液の蛍光強度 (Excitation/Emission = 485/530 nm) を

蛍光プレートリーダー (Molecular Devices Co., CA, USA) を用いて測定した。タン

パク質含有量は BCA protein assay reagentを用いて決定した。細胞内の ROS量

は、単位タンパク質あたりの蛍光強度を試料未処理コントロールの蛍光強度を 100 と

した場合の相対値として表した。また、Carl Zeiss Filter Set 17 (Excitation ＝ BP 

485/20 nm, Emission = BP 515-565 nm) を用いた顕微鏡 (Carl Zeiss 

Microscopy, Tokyo, Japan) で画像を得た。 

 

2-2-6  MMP-1 assay  

正常ヒト角化細胞HuMedia KG2を用いて、6-well dishに 5.0×105 cells/wellの

細胞密度にて播種した。播種 24 時間後に所定濃度の試料を含有した Humedia 

KB2に交換し 24時間培養した。その後、Hanks’ balanced salt solution (Ca2+ お

よびMg2+未含有) に交換し、UVB照射した。さらに試料を含まない新鮮なHumedia 

KB2 に交換し、24 時間培養した。この培養液を“keratinocyte-conditioned 

medium”と名づけた。 
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 正常ヒト線維芽細胞を 5%仔牛血清含有 Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(SigmaD6046, low glucose) を用いて 96-well dishに 2.0×104 cells/wellの細胞

密度にて播種した。播種 24時間後に細胞を keratinocyte-conditioned mediumで

48 時間処理し、培養液に分泌された MMP-1 を定量した。培養上清 (80 L) を 10 

L trypsin (0.05 mg/mL) と 37°C で 15 分反応後、10 L soybean trypsin 

inhibitor (0.25 mg/mL) を加えて反応を終了させた。MMP-1の活性は fluorescein 

isothiocyanate (FITC) -labelled type I collagenを基質として 37°Cで 2時間酵素

反応した。その後、分解していない collagenを 150 L 70%エタノール添加の沈殿処

理にて除去し、分解されたコラーゲンの蛍光強度を Excitation/Emission = 495/520 

nmで測定した。酵素活性は 1 分間に 1 gのコラーゲンを分解する活性を 1 unit と

して定義した。培養していないメディウムと collagenase type I をネガディブおよびポ

ジティブコントロールとし、タンパク質含有量は BCA protein assay reagent を用いて

決定した。 

 

2-2-7  統計解析  

データは n = 3 - 5で測定し、mean  standard deviation (SD) で表記した。統

計解析は Student’s t-testを用いて評価し、P < 0.05 を統計的に有意とした。 
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第三節 

結果 

 

2-3-1 パッションフルーツ種子エキスの角化細胞のグルタチオン量への影響  

 パッションフルーツ種子エキス (PFSE) のヒト角化細胞 Humedia KG2 への効

果を調べるために、Humedia KG2細胞をPFSE、piceatannol、または scirpusin B

で処理した後に、細胞内の酸化還元状態に重要な役割をはたす抗酸化物質GSH量

を測定した。PFSEや piceatannolの 24時間の処理は濃度依存的にGSHを誘導し

た。PFSEはGSH量を 6.25 g/mL で 17% (P < 0.0005) 、12.5 g/mLで 33% (P 

< 0.0005) 、25 g/mLで 77% (P < 0.0005) 増加させた。Piceatannolは GSH量

を 0.25 g/mLで 13% (P < 0.05) 、1 g/mLで 22% (P < 0.05) 、2 g/mLで 63% 

(P < 0.0005) 増加させた。Scirpusin Bは 2 g/mLで 12% (P < 0.05) と若干増加

させた (Figure 2-1) 。細胞内のタンパク量は PFSEや scirpusin Bで変化しなかっ

たが、2 g/mL piceatannolでは低下した (データ未発表) 。 

 

2-3-2 パッションフルーツ種子エキスの角化細胞の UVB誘導 ROS産生への影響  

PFSEの UVB誘導 ROS産生への効果を調べるために、UVB (40 mJ/cm2) 照

射の 24時間前に Humedia KG2細胞を PFSE、piceatannol、または scirpusin B

で処理した。UVB 照射によって細胞内の ROS 量が約 2 倍に増加したが、PFSE や
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piceatannolの前処理により照射・非照射いずれの Humedia KG2細胞でも濃度依

存的な ROS量低下が見られた。照射Humedia KG2細胞では未処理の細胞と比べ、

PFSE処理 6.25 g/mLで 12% (P < 0.05) 、12.5 g/mLで 31% (P < 0.0005) 、

25 g/mLで 44% (P < 0.0005) 減少した。Piceatannol処理 0.5 g/mLで 13% (P 

< 0.05) 、1 g/mLで 21% (P < 0.005) 、2 g/mLで 58% (P < 0.0005) 減少した。

Scirpusin B処理 0.5 g/mLで 4% (P < 0.05) 、2 g/mLで 12% (P < 0.05) 減少

した。興味深いことに、低濃度  (3.125 g/mL や 0.125 g/mL) の PFSE や

piceatannolは若干 (4-5%, P < 0.05) 非照射Humedia KG2細胞で ROSを増加

させた (Figure 2-2) 。 

 

2-3-3 PiceatannolのUVB照射 keratinocyte-conditioned medium処理線維芽

細胞のMMP-1活性化に与える間接的影響  

Piceatannolの間接的な線維芽細胞 Humedia KB2への影響を検討するために、

UVB (10 mJ/cm2) 照射後の角化細胞メディウム  (keratinocyte-conditioned 

medium) を Humedia KB2 細胞へ添加し MMP-1 活性を測定した。Humedia 

KB2細胞のMMP-1活性は keratinocyte-conditioned medium添加により 2倍増

加した。角化細胞 Humedia KG2 を UVB 照射前に piceatannol で処理した

keratinocyte-conditioned medium は、piceatannol 未処理に比べて、Humedia 
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KB2細胞のMMP-1の活性を 0.125 g/mLで 37% (P < 0.05) 、0.25 g/mLで

34% (P < 0.005) 、0.5 g/mLで25% (P < 0.005) 、1 g/mLで30% (P < 0.05) 抑

えた。加えて、UVB 非照射で piceatannol を処理した keratinocyte-conditioned 

medium も Humedia KB2 細胞の MMP-1 活性を、0.125 g/mL で 37% (P < 

0.05)、0.5 g/mLで 42% (P < 0.05) 抑制した (Figure 2-3) 。  
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第四節  

考察 

 

UV照射による肌でのROS産生は光老化の主な初期原因であるため[57]、抗酸化

防御システムによって ROS が消去されなければ酸化ストレスとなり、細胞死、炎症、コ

ラーゲン分解、血管機能の低下などの経路によって肌の老化を加速する。一方で、植

物成分からの抗酸化物質は光老化を予防することが期待できるため、化粧品成分とし

て植物成分を用いることができれば表皮から浸透して角化細胞へ直接的に作用を示

すと考えられる。そこで本節では、PFSE や piceatannol の UVB 照射角化細胞

Humedia KG2への光老化に対する有効性を調べた。 

まず、PFSEや piceatannolが Humedia KG2細胞内の GSH量を濃度依存的

に増加させることを示した。PFSE は BG 抽出液の状態では 127.8 g/mg の

piceatannolを含んでいるが、細胞実験のためにBGを除去する行程で piceatannol

は 2/3 に減少している。そのため、PFSE の効果濃度は piceatannol 単独の効果濃

度と同程度であったことから、piceatannol が PFSE の Humedia KG2 細胞への影

響の主活性成分だと考えられ、piceatannolがHumedia KG2細胞の酸化状態を変

えていると推定された。Scirpusin B は piceatannol の二量体で piceatannol よりも

高い抗酸化活性を持っていることが報告されているが [28]、GSH の誘導は

piceatannol より弱かった。これは化合物の細胞透過性や細胞内分布が関与している
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と考えられた。細胞内 GSH は様々な化学物質や UV 照射で引き起こされる酸化スト

レスから肌を保護するのに重要な役割を果たしている。UV 照射は GSH レベルを低

下させることが知られており[58]、UVB 誘導の GSH 低下はいくつかの皮膚病の発症

に関与していると考えられる。今回の結果から、piceatannol や PFSE は角化細胞で

GSH量を増加させ、肌で UV保護の役割を果たすと考えられた。一方、piceatannol

は B16 melanoma 細胞で GSH 量を増加させることが報告されているが[59]、

melanocytes では UVB 照射が GSH 量に影響がないことが知られている[60]。その

ため、melanocyteで piceatannolが UVB照射に影響を与えるかは不明である。 

次に ROS産生への影響を検討した結果、PFSEや piceatannolはUVB照射・

未照射どちらでもROS産生を抑制した。Piceatannolにより誘導されたGSHがROS

産生量減少に寄与した可能性も考えられる。また、piceatannol は抗酸化物質である

ことから、取り込まれた piceatannol が直接 ROS を消去した可能性も考えられる。低

濃度の PFSEや piceatannolはUV未照射の角化細胞で ROS産生を増加したが、

これは抗酸化物質が特定の状況では pro-oxidants として働く一般的な現象と考えら

れた。 

最後に線維芽細胞への間接的な影響を検討した。光老化の特徴のひとつは

MMP-1による結合組織の破壊であり[39]、UVBはROS誘導のMMP-1産生の引き

金になることが報告されている[57, 61]。UVB 照射角化細胞 Humedia KG2 への
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piceatannolの前処理が線維芽細胞 Humedia KB2 でのMMP-1産生に与える影

響を評価することにした。まず、UVB 照射 Humedia KG2 細胞のメディウムが

Humedia KB2 細胞で MMP-1 活性を誘導することを確認した。次に、Humedia 

KG2 細胞を UVB 照射前に piceatannol で処理すると、Humedia KB2 細胞の

MMP-1誘導が抑えられることがわかった。この結果は piceatannolによる ROS抑制

と関係していると考えられる。ただ、piceatannolによるMMP-1の抑制は濃度依存的

ではない一方、piceatannol による ROS 抑制は濃度依存的であった。このことから、

角化細胞での ROS がある一定以上抑制されれば、線維芽細胞での MMP-1 抑制に

は十分だと思われた。興味深いことに、非照射の piceatannol 処理メディウムも線維

芽細胞 Humedia KB2 で MMP-1 の誘導を抑制した。Piceatannol は角化細胞

Humedia KG2で UVB非照射の場合にも内因性の ROSを抑制したので、UVB非

照射の場合にも角化細胞によるMMP-1誘導があり、それを抑制したと考えられた。た

だ、非照射の場合には pro-oxidantとして働く低濃度側でもMMP-1活性抑制が見ら

れた。Piceatannol は添加後に洗浄して除去していること、さらにメディウム中での安

定性が低いことから、線維芽細胞に添加した角化細胞メディウム中には残存していな

いと考えられ、piceatannol が ROS以外の他の分子経路に影響した結果、メディウム

中の物質が変化した可能性が考えられる。 
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本研究の結果を Figure 2-4にまとめた。Piceatannolは抗酸化物質 GSHの量

を増やすことで、UV 照射による ROS の増加を抑制し、間接的に線維芽細胞での

MMP-1の誘導を抑制すると考えられた。他にも piceatannolは様々な生理活性を示

す[62]。例えば、piceatannolはnuclear factor-kappa B (NF-κB) やSTAT3およ

び STAT5 を含むいくつかの転写因子を抑制し[63, 64]、p56lck protein-tyrosine 

kinase や spleen tyrosine kinase (Syk) を阻害する[25, 65]。線維芽細胞では、

piceatannolはMMP-1 を誘導する JAK1/STAT-1経路を阻害し[66]、コラーゲン産

生を促進し、メラニン合成を阻害するなど、肌によい効果が報告されている[27, 59]。こ

れらの結果をあわせると、piceatannolや piceatannolを高濃度で含有した PFSEは

新しい光老化予防化粧品素材になる可能性がある。 
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Figure 2-1. Intracellular GSH levels of PFSE, piceatannol, and scirpusin B in keratinocytes 

Keratinocytes were treated with various concentration of passion fruit seeds extract (PFSE), 

piceatannol or scirpusin B for 24 hr. The GSH levels were measured using the DTNB, as described 

in page 14.  

Values are mean ± SD (n = 3-5). Statistical analysis was performed using Student’s t-test. *P < 0.05, 

***P < 0.0005, significantly different from non-treatment. 
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Figure 2-2. The effect of PFSE, piceatannol, and scirpusin B on ROS generation in 

keratinocytes 

Keratinocytes were treated with various concentration of passion fruit seeds extract (PFSE), 

piceatannol or scirpusinB for 24 hr prior to UVB irradiation (40 mJ/cm
2
). (A) At 5 min after the 

UVB irradiation, the intracellular ROS generation was measured using the H2DCFDA method, as 

described in page 15. (B) Representative fluorescence microscopy images showing the decrease of 

fluorescence intensity of H2DCF produced by ROS. 

Values are mean ± SD (n = 4). Statistical analysis was performed using Student’s t-test. *, # P < 0.05, 

## P < 0.005, ***, ### P < 0.0005, significantly different from each non-treatment.   

(A) 

(B) 

(A) 
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Figure 2-3. The indirect effect of piceatannol on the MMP-1 activity in fibroblasts 

Keratinocytes were pretreated with various concentration of piceatannol for 24 hr prior to UVB 

irradiation (40 mJ/cm
2
). At 5 min after UVB-irradiation, the keratinocytes were cultured in new 

medium (keratinocyte conditioned medium) for 24 hr. Fibroblasts were treated with each 

keratinocyte conditioned medium for 48 hr and MMP-1 secreted into the cultured media was 

determined as described in page 16.  

Values are mean ± SD (n = 4). Statistical comparison analysis was performed using Student’s t-test. 

*, # P < 0.05, ## P < 0.005, significantly different from each non-treatment.  
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Figure 2-4. Summary of chapter 2 

Black arrows indicate the effect of UV and aging damage and red arrows indicate the effect of 

treatment with passion fruit seed extract (PFSE) and piceatannol.   
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第三章 Piceatannolおよびパッションフルーツ種子エキスによる血糖値への効果 

 

第一節  

背景および目的 

 

加齢や生活習慣による代謝性疾患は世界で増加している。代謝性疾患は肥満患

者の増加により起こる代謝の疾患で、II 型糖尿病や心血管疾患のリスクの増加と関係

している。特に糖尿病は生活の質を低下させ、医療費を増大させる。多くの糖尿病治

療薬が臨床的に利用可能な一方で、長い期間血糖値を一定に維持するのは難しい。

それゆえ、II 型糖尿病を予防または改善する機能性食品の開発は重要な課題であ

る。 

Resveratrol は様々な機能性の中でも代謝性疾患を予防する化合物として多く報

告されている[11-15]が、報告の中では reseveratrol は高脂肪食誘導の動物の肥満

を抑制することが多数報告されている[11, 67, 68]。またヒトにおいても糖代謝に好まし

い影響を与えることが報告されている[69, 70]。しかし、肥満抑制については、いずれ

のヒト試験でも reseveratrol処理による体重減少の報告はない[22]。 

Piceatannol は reseveratrol と似た機能性を示すにもかかわらず、植物中の含

量が resveratrol よりもかなり少ないため[71]、研究はあまり進んでいなかった。これま
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でに piceatannol がパッションフルーツ種子に豊富に含まれること[27]、血管拡張、

eNOS 発現増強、コラーゲン産生促進、メラニン抑制、UVB保護作用といった様々な

機能性を示すことを見出してきた[27‒29, 72]。いくつかの場合には piceatannol は

reseveratrol よりも高い活性を示した[27, 29]。しかし piceatannol の代謝性疾患へ

の影響は報告がなかった。 

そこで私は、まず高脂肪食 (HFD) 負荷のマウスを用いて piceatannol が与える

影響を検討した。次に、パッションフルーツ種子エキス (PFSE) の機能性食品として

の可能性を調べるために、PFSE や piceatannol を遺伝的糖尿病モデルマウスであ

る db/db マウスに投与し、血糖降下作用を検討した。  
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第二節  

実験方法 

 

3-2-1 材料  

Piceatannol は Tokyo Chemical Industry (Tokyo, Japan) から購入した。

Piceatannolは 0.5% carboxymethyl cellulose (CMC) に投与の直前 3時間以内

に溶解した。 

 

3-2-2 PFSEの調製  

凍結乾燥、粉砕した PFSEを 80°Cで 10倍量の 80% (v/v) エタノールで 120分

還流し、減圧濃縮後に凍結乾燥した。前述した方法でHPLCによる分析を行い[23]、

本乾燥粉末にはpiceatannol (94.9 g/mg) および scirpusin B (54 g/mg) が含ま

れていることを確認した。PFSE は 0.5% CMC に piceatannol 2 mg/mL、

piceatannol 5 mg/mL となるように投与の直前 3時間以内に溶解した。 

 

3-2-3 HFD マウスへの piceatannolの影響  

10週齢のオスマウス C57BL/6Jjclは Clea japan Inc. (Japan) から購入し、通常

の条件 (温度 23 ± 2°C、 湿度 50 ± 10%、12時間日長、午前 7時点灯) で飼育し
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た。14日間の実験室状況へ順化の後、平均体重をもとに 12週齢の C57BL/6Jjclマ

ウス (n = 48) を 6 つのグループに分けた。1 つのグループは通常の餌 (normal 

diet [ND; AIN-93G; Oriental Yeast Co.]) 、残りの 5つのグループは高脂肪食の

餌 (HFD [HDF32; Clea Japan Inc.]) を与え、水とそれぞれの餌は自由摂取とした。

餌の組成は Table 3-1 に示した。ND と HFD の コントロール群 (n = 7‒8) は 5 

mL/kg control solution [0.5% CMC (Nacalai Tesque) ]を 1日に 1回、5週間投与

した。HFDのpiceatannol投与群 (n = 8) はそれぞれの濃度 (1, 3, 10, および 30 

mg/kg body weight) の piceatannol溶液 (8 mL/kg in 0.5% CMC) を 1日に 1

回、5週間投与した。実験期間中は C57BL/6Jjclマウスの体重と摂餌量を測定し、屠

殺の前日は絶食とした。エーテル麻酔下で血液を集め、30 分室温で凝固させて、遠

心して血清を得た。血清グルコースはhexokinaseによるUV法で測定した[73]。血清

インスリンおよびレプチンの量は、enzyme-linked immunoassay (ELISA) kit 

(Morinaga Institute of Biological Science, Japan) を用いて測定した。 

 

3-2-4 糖尿病マウスへの PFSEや piceatannolの血糖への影響  

II 型糖尿病モデルマウス (db/db マウス) はレプチン受容体の遺伝的な変異によ

り肥満、高血糖、高インスリン、または正常インスリンを発症する。9 週齢のオスマウス

BKS.Cg-Dock7m+/+Leprdb/Jは Charles River Japanから入手した。マウスは通
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常の条件 (温度 23.2 ± 1.3°C、 湿度 44 ± 5%、12時間日長、午前 7時点灯) で飼

育した。水と餌 (D08111509; Research Diet, Inc, New Brunswick, NJ, USA) 

は自由摂取 と し た 。 14 日間の実験室状況へ順化の後 、 11 週齢の

BKS.Cg-Dock7m+/+Leprdb/Jマウス (n = 32) を平均体重と平均血糖値がそろうよ

うに 4 つのグループに分けた。コントロールグループ (n = 8) は 5 mL/kg control 

solution [0.5% CMC (Wako) ] を投与し、piceatannolグループ (n = 8) は 0.5% 

CMCの 50 mg/kg piceatannolを投与した。また、PFSEグループ (n = 8) は 0.5% 

CMCの 5 mL/kg PFSE (10 または 50 mg/kg piceatannol) を投与した。経口投

与後、マウスを絶食させ、血液を 0, 1, 2, 3, および 4 時間毎に採取した。血液は

self-monitoring blood glucose instrument (FreeStyle Freedom, Nipro, Japan) 

を使って解析した。 

 

3-2-5 統計解析  

データはmean  standard error of the mean (SEM) で表記した。統計解析は

SPSS software (version 22, IBM) を用いて行った。ND グループとコントロール

HFD グループはStudent’s t-test を用いて評価し、P < 0.05を統計的に有意とした。

異なる濃度の piceatannolを投与したHFD グループは一元配置分散分析を実施し、

有意差があった場合にはその後の多重比較として Dunnett’s testを実施した。db/db
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マウスグループと piceatannol 投与マウスグループの統計解析は、one-sided 

Student’s t-testを用いて行った。異なる濃度の PFSEを投与した db/db マウスグル

ープの比較は一元配置分散分析を実施し、有意差があった場合にはその後の多重

比較として Dunnett’s one-side testを実施した。P < 0.05や < 0.01を統計的に有

意とした。 

 

3-2-6 動物実験倫理 

HFD マウスへの piceatannol の影響検討の実験は、「実験動物の飼養および保

管並びに苦痛の軽減に関する基準」を踏まえて、日本学術会議によって策定された

「動物実験の適正な実施に向けたガイドライン」(2006 年) を遵守して適正に実施した。

実験プロトコルは森永製菓株式会社の動物実験委員会で承認された (165‒1‒001‒

01) 。 

糖尿病マウスへの PFSE や piceatannol の血糖への影響検討の実験は、実験施

設の「動物愛護規定」、「動物実験委員会規定」および「動物実験承認規定」を遵守し

て適正に実施し、この委員会で承認を得た。  
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第三節  

結果 

 

3-3-1 PiceatannolのHFD マウスへの影響  

通常食 （ND） または高脂肪食 （HFD） を C57BL/6Jjcl マウスに 5週間与えた

結果、摂餌量はHFD群で 2.82±0.07 g/dayとND群の 3.07±0.06 g/dayより有意

に少ないものの、エネルギー換算では逆転し、体重 (HFD:31.05±0.74 kg vs. 

ND:27.33±0.47 kg) 、皮下脂肪 (HFD:535.1±64.1 mg vs. ND:227.1±21.3 

mg)、内臓脂肪量 (HFD:1774.0±208.7 mg vs. ND:649.7±62.7 mg) 、インスリン

値  (HFD:0.56± 0.10 ng/mL vs. ND:0.47± 0.06 ng/mL) 、 レプチン値 

(HFD:10.26±1.54 ng/mL vs. ND:2.46±0.28 ng/mL) 、血糖値 (HFD:322.0±

6.6 mg/dL vs. ND:232.9±6.8 mg/dL) とインスリン値以外は HFD-fed マウスで

ND-fed マウスより有意に高かった (Figure 3-1) 。HFD 負荷期間に 1 日 1 回

piceatannol (1, 3, 10, および 30 mg/kg body weight) の投与を行ったが、体重 

(Figure 3-1(A)) 、摂餌量 (Figure 3-1(B)) 、皮下脂肪 (Figure 3-1(C)) 、内臓脂

肪量 (Figure 3-1(D)) 、インスリン値 (Figure 3-1(E)) およびレプチン値 (Figure 

3-1(F)) は変化がなかった。内臓脂肪に関しては、精巣周囲、腎周囲、および腸間膜

の合計として測定したが、piceatannol投与はいずれの部位の脂肪にも影響を与えな
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かった (データ未発表) 。10 mg/kg piceatannol投与群のみでコントロールの HFD

群 (322.0±6.6 mg/dL) と比べて血糖値の有意な低下が見られた  (283.0±5.1 

mg/dL, P = 0.020) (Figure 3-1(G)) 。 

 

3-3-2 PFSEの db/db マウスへの影響  

Piceatannolで血糖低下作用が見られたので、さらに PFSEの機能性食品の可能

性を検討するために、PFSEまたは piceatannolを 11週齢の db/db マウスに投与し

た。Figure 3-2に示すように、0.5% CMCのコントロール群では、1時間後には血糖

値が上昇したが 2 時間後には戻り、時間とともに低下した。Piceatannol (50 mg/kg 

body weight) の単回投与はコントロール群に比べて1時間後の血糖値を低下させた。

PFSE (10 または 50 mg/kg piceatannol) の単回経口投与は、1時間後の血糖値

をコントロール群に比べて低下させ、その効果は 3時間後まで続いた。 
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第四節  

考察 

 

今回、私は resveratrolの類似構造をもった piceatannolが高脂肪食誘導の代謝

性疾患モデルマウスに与える影響を検討した。その結果、マウスの体重に影響はない

ものの、血糖値を有意に低下させることがわかった。また、piceatannol と同様に

piceatannolを高含有するPFSEがdb/dbマウスで血糖を低下させることを見出した。

これらの結果から、piceatannolを豊富に含むPFSEが糖尿病予防または治療食品と

なりうる可能性を示した。 

Resveratrolは高脂肪食負荷マウスで AMPKの活性化、SIRT活性化、脂質形

成阻害、腸内細菌改善などにより体重を抑制することが報告 [11, 67‒69, 74] されて

いる一方で、piceatannolに関しては、報告は少ないが 3T3-L1細胞でインスリンシグ

ナルに影響を与えて脂肪蓄積を抑制することが知られている [75]。したがって、

piceatannol もまた HFD 誘導の体重を抑制することが期待できるが、in vivo での

HFD マウスへの影響は報告されていなかった。本研究で 1 日 1 回の piceatannol

の経口投与は HFD マウス体重や内臓脂肪量に影響を与えないことがわかった。た

だ投与方法による差や種差も考えられ、さらなる検討が必要である。また、10 mg/kg

の piceatannol の投与は HFD マウスの血糖値を降下させたが、30 mg/kg の
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piceatannol の投与では傾向はあるものの有意な影響は見られなかった。

Reseveratrol についても濃度によって効果が異なるとの報告がある[68, 76]。たとえ

ば、Choらは低濃度 (0.005%) の resveratrol投与は体重増加を改善するが高濃度 

(0.02%) では効果がないことを示している[68]。それゆえ、piceatannolも至適な濃度

がある可能性が考えられるが、これにもさらなる検討が必要である。 

また今回の研究では db/db マウスにおいて投与後血糖値が一過的に上がって

いるが、これは投与ストレスによるものだと考えられた。同条件の実験を別施設で行っ

た結果を Figure 3-3 として参照のために示す。この実験では初期の血糖値が異なる

ためか、投与ストレスによる血糖値上昇は見られなかったが、同様にエキスによる血糖

降下作用が認められた。Piceatannol も PFSE も異なる施設で結果が得られているこ

とから血糖値低下作用はあると考えられるが[77]、同週齢の db/db マウスでも初期の

血糖値やその変動には違いが見られた。血糖値は測定機器・飼育環境・動物の亜系・

ロットなどによって変わるので、そういった点が違いの原因になったと考えられた。 

糖尿病で血糖値が高くなる原因はいくつか考えられる。今回、piceatannol や

PFSEの血糖低下作用を示したが、血糖値低下作用の詳細なメカニズムを決定するこ

とはできなかった (Figure 3-4) 。しかし、絶食時に piceatannol が血糖値低下効果

を示したことから、その効果は糖吸収阻害ではないと考えられる。Piceatannol は

AMPK 活性化を介して筋細胞での糖取り込みを促進することが報告されているが
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[77]、今回の結果はこのメカニズムと矛盾しない。ただ、さらなる piceatannol の血糖

値低下メカニズムの検討も必要である。 

パッションフルーツは生やジュースで、世界中で消費されている。種子は果肉と一

緒に生の状態でしばしば食べられており食経験がある。PFSE の主なポリフェノール

は piceatannolであり、ブドウなど他の植物よりかなり含量が高い。ポリフェノール豊富

な食品の摂取は II 型糖尿病のさまざまな病態の治療法になりうるという報告がある

[78]。ポリフェノールの糖尿病への効果は構造によって異なるが、スチルベン構造の

resveratrol や piceatannol は有益な抗糖尿病効果が期待されるポリフェノールと思

われる。以前に piceatannol の吸収と代謝をラットで調べた結果、piceatannol 投与

後にメチル化代謝物である isorhapontigeninが血漿中に未変化体として検出された

[31]。しかしながら、Isorhapontigenin は抗炎症効果の報告はあるが糖尿病への影

響は全くわかっていない。一方で、PFSE の二番目に多いポリフェノールは

piceatannolの二量体である scirpusin Bである。Scirpusin Bはα-amylaseを阻

害してグリコーゲン経口投与時の血糖値上昇を抑えることが報告されている[79]。消

化酵素の阻害は食品による血糖値低下の主なメカニズムである。したがって、

scirpusin B や isorhapontigenin も PFSE の血糖値低下作用に貢献すると期待さ

れる。 
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以上のことから、piceatannolを豊富に含む PFSEは、新しい魅力的な抗糖尿病

の機能性食品になりうると考えられる。さらなる piceatannolや PFSEの可能性を明ら

かにするためには今後ヒト試験が望まれる。  
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Table 3-1. Composition of diets 

 

  

(g/ 100g) ND HFD

Nitrogen free extract 56.5 29.4

Fat 7.7 32.0

Protein 17.6 25.5

Ash 4.4 4.0

Fiber 4.7 2.9

Moisture 9.3 6.2

Total Cal (kcal) 365.3 507.6
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Figure 3-1. Effect of piceatannol treatment on body weight (A), food intake (B), subcutaneous 

fat (C), visceral fat (D), blood insulin (E), blood leptin (F), and blood glucose (G) levels. 

C57BL/6Jjcl mice were fed the normal diet (ND) or the high-fat diet (HFD) for 5 weeks. Various 

doses of piceatannol were administered daily to HFD-fed mice.  

Values are mean ± SEM (n = 7-8). P1, P3, P10, and P30: HFD with 1, 3, 10, and 30 mg/kg 

piceatannol administration, respectively. * P < 0.05, ** P < 0.01, significant difference for the ND vs. 

the HFD groups. # P < 0.05, significant difference vs. the control HFD group.  

(C) 

(A) 

(C) 

(E) 

(B) 

(D) 

(B) 

(G) (F) 

(A) 
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Figure 3-2. Effect of passion fruit seed extract (PFSE) and piceatannol on blood glucose levels 

of db/db mice. 

Mice were administered 0.5% carboxymethyl cellulose (CMC) (control; ctrl), 50 mg/kg piceatannol, 

PFSE containing 10 mg/kg piceatannol (PFSE 10), or PFSE containing 50 mg/kg piceatannol (PFSE 

50); blood glucose levels were determined before and 1–4 h after administration. Mice were 

deprived of food (D08111509) after oral administration.  

Values are mean ± SEM (n = 8). * P < 0.05, significant difference vs. the control group. 
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Figure 3-3. Reference data : Effect of passion fruit seed extract (PFSE) on blood glucose levels 

of db/db mice. 

Mice were administered 0.5% carboxymethyl cellulose (CMC) (control; ctrl) or PFSE containing 50 

mg/kg piceatannol (PFSE 50); blood glucose levels were determined before and 1–4 h after 

administration. Mice were deprived of food (AIN93G) after oral administration.  

Values are mean ± SEM (n = 10). * P < 0.05, significant difference vs. the control group.  
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Figure 3-4. Summary of chapter 3 

Black arrows indicate the diabetes condition and red arrows indicate the effect of treatment with 

passion fruit seed extract (PFSE) and piceatannol. 
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第四章 Piceatannol高含有パッションフルーツ種子エキスによる 

ラットの血管や肝臓への効果 

 

第一節  

背景および目的 

 

過度な動物性脂肪の摂取は、肥満、高脂血症、炎症、動脈硬化をもたらし、心血管

疾患の発症リスクを高める[80]。一方、食べ物や飲み物から様々なポリフェノールをと

る健康的な食生活は心血管疾患のリスクを減らすことがわかっている[6]。特に、赤ワイ

ンポリフェノールである resveratrolはフレンチパラドックスから研究が進み、動脈硬化、

高血圧、虚血再灌流障害、心不全など心血管疾患に影響することが報告されている

[81]。またそのメカニズムとしては、resveratrolの抗炎症[82]、eNOS発現上昇[83]、

血管弛緩増強[84]および血小板凝集抑制[85]といった生物活性が考えられる。また

近年では、ヒトでも血管機能の改善といった有効性も明らかになってきている[22]。 

Piceatannolや scirpusin Bは eNOS発現上昇、内皮依存血管弛緩増強、冠動

脈血流量の増加など resveratrol と似た様々な活性を示すことが知られている[28‒30, 

86, 87]。興味深いことに、piceatannolは未変化体で resveratrol よりも高く吸収され

[31]、eNOS発現、抗炎症については piceatannolの方が resveratrolより高い活性
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を示す[29, 82]。それゆえ、piceatannnol を豊富に含むパッションフルーツ種子エキ

ス (PFSE) は、resveratrolを豊富に含む赤ワインよりも強い心血管保護作用が期待

できることから、心血管疾患に対する機能性食品となりうる可能性がある。一方で、

PFSE の in vivo での心血管保護作用の検討は進んでいなかった。それゆえ、

piceatannol を豊富に含む PFSE を調製し、ラットを用いて長期間投与することで

PFSEの心血管保護作用を調べた。 

ラットの心血管疾患モデルの選択は、ヒトの心血管疾患と異なり、発症年齢が若い

こと、ヒトの発症に比べて短期間で薬や手術で誘導されること、ラットはヒトよりも高い血

中脂肪レベルでも動脈硬化に耐性をもつこと、などから難しいと言われている[88]。ま

た、ヒトの心血管疾患は代謝性疾患の合併症とも関係している。代謝性疾患の簡便な

モデルとしては高脂肪食誘導のラットモデルがあるので[89]、高脂肪食による肝臓や

血清脂質の増加が報告されていた Fischer 344 ラットを初期の心血管疾患のモデル

ラットとして用いることとした[90]。 

本章では、piceatannolや scirpusin Bを豊富に含む PFSEの心血管疾患や肝

臓へ与える影響を、Ｆ344 ラットへの慢性的な高脂肪食誘導心血管疾患モデルを用

いて検討した。肝臓は組織学的観察や血漿生化学検査により、また心血管は心エコ

ーや血管の反応性によりその機能の変化を調べた。  
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第二節  

実験方法 

 

4-2-1 PFSEの調製と分析  

3-2-2に示した。 

 

4-2-2 ラット、実験食、PFSE添加  

F344 オスラット (7週齢, n = 24) は Charles River Japan Inc. (Kanagawa, 

Japan) から購入した。12 時間の明暗サイクルで、自由に飲水できる環境の温度と湿

度が制御された部屋で F344 ラットを飼育し、実験の開始 1週間前から順化させた。 

F344ラットを無作為にコントロール群、HF群およびHF+PFSE群の 3群に分け、 

それぞれコントロール群は CRF-1 (Oriental Yeast, Tokyo, Japan, n = 4) 、 HF群

は western diet (Oriental Yeast, Tokyo, Japan, n = 10) および HF+PFSE群は

western diet+PFSE (5 g/kg food, Oriental Yeast, Tokyo, Japan, n = 10) を 16‒

17 週間摂取させた (Table 4-1) 。詳細な HF および HF+PFSE の組成や比率を

Table 4-2に示した。F344 ラットの体重は１週間に 1度ならびに摂餌量は 1週間に 2

度測定した。 
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4-2-3 血液と組織回収  

試験の終わり (16‒17 週) にすべての F344 ラットを 18 時間絶食させて腹腔内に

ヘパリン (1,000 units/kg, Sawai Pharmaceutical Co., Osaka, Japan) を投与し

た。エーテル麻酔下でラットを開腹し、血液は腹部大動脈から血漿を得る場合には

EDTA添加で、また血清を得る場合にはEDTA非添加で回収し、1,160 gで 15分間

遠心した後‒80°C で保存した。心臓、肝臓および脂肪 (腸間膜、腹膜、精巣周囲) を

単離して重量を測定した。 

 

4-2-4 血清分析  

血清 triglyceride (TG) 、 cholesterol (CHO) 、 alanine aminotransferase 

(ALT) および aspartate aminotransferase (AST) 量は Fuji Dry Chem 7000 

machine (Fuji Film, Tokyo, Japan) を用いて、それぞれ TG-PIII, TCHO-PIII, 

GPT (glutamate pyruvate transaminase) /ALT-PIII, GOT (Glutamate- 

Oxaloacetate Transaminase) /AST-PIIIの Fuji Dry Chem Slides (Fuji Film) 

を用いて測定した。 

 

4-2-5 血小板凝集能分析  
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F344 ラットから採取した全血サンプル (1 mL) は 3.8%のクエン酸ナトリウム (ク

エン酸ナトリウム:血液 = 0.5:9.5) を添加して、室温で 1 時間静置した。Optical 

aggregometer (WBA-4S, MC-Medical. Co., Tokyo, Japan) を in vitroの血小板

凝集の評価に用いた。血小板のアゴニスト (adenosine diphosphate (ADP) , 16, 

32, 64, および 128 µM) の添加に従って凝集した血小板および凝集圧の変化を

micromesh filter (300 openings of 30 × 30 µm2 in a 1-mm-diameter area) を

用いて検出した。それぞれのサンプルの最終的な血小板凝集圧は圧検出器の比率 

(％) として決定した。 

 

4-2-6 組織学  

F344 ラットから肝臓を取り出した後、modified Krebs-Henseleit buffer gassed 

with 95% O2 and 5% CO2 (37°C and pH 7.4) で洗浄した。バッファーは 118 mM

塩化ナトリウム、 4.7 mM塩化カリウム、 24.9 mM重炭酸ナトリウム、 1.18 mM硫酸

マグネシウム、 1.18 mM リン酸二水素カリウム、 11.1 mMブドウ糖、 1.8 mM塩化

カルシウムおよび 0.057 mMアスコルビン酸で調製した。肝臓の組織サンプルは１0% 

formaldehydeで4°C、一晩かけて、パラフィンに埋込み固定化し、3‒µmの標本に切

断した。DMI3000B microscope (Leica Microsystems Ltd., Tokyo, Japan) を用
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いて、hematoxylin and eosin (H&E) ならびにMasson trichrome染色切片の脂

肪や線維化の変化を観察した。 

 

4-2-7 ドブタミン負荷心エコー  

心エコー試験は EUB-6500 echocardiographic imaging system (Hitachi 

Medical Corp., Chiba, Japan) を用いて、10 MHzで試験終了の 1週間前に行っ

た。F344 ラットを 1.5‒1.8% isofluraneで麻酔させた後、0.1 mg/kg dobutamineの

腹腔内投与後 、仰臥位に寝かせて 手足に電極を装着 し た 。M-mode 

echocardiography を行い、心拍数、左心室駆出率、左心室内径短縮率、収縮期末

および拡張期末の左心室内径、左心室後壁厚、左心室容積、拍出量、心拍出量を測

定した。  

 

4-2-8 血管反応性測定  

F344 ラットの胸の大動脈を単離し、余分な脂肪や結合組織を除き、血管を 2 mm

のリングに切断した。いくつかの実験では、内皮細胞は鉗子で内膜表面を丁寧にこす

ることで除去した。内皮細胞の除去は、10-6 M phenylephrine で収縮させた血管が

acetylcholine (10-6 M) で弛緩しないことにより確かめた。血管リングはオルガンバス

に設置し、modified Krebs-Henseleit solution gassed with 95% O2 and 5% CO2 
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(37°C and pH 7.4) で満たした。溶液は 118 mM塩化ナトリウム、 4.7 mM塩化カリ

ウム、 24.9 mM重炭酸ナトリウム、 1.18 mM硫酸マグネシウム、 1.18 mM リン酸二

水素カリウム、 11.1 mM ブドウ糖、 1.8 mM 塩化カルシウムで調整した。血管の張

力は等尺性張力測定装置 (7T‒15‒240, Orientec, Tokyo, Japan) で収縮力の変

化により測定し、止まっている時の張力を 1.0 g と設定した。血管は事前に

phenylephrine (10-6 M) で収縮させ、acetylcholine (10-9‒10-5 M) の累積弛緩曲

線を測定した。Acetylcholine 弛緩曲線は phenylephrine によって誘導された収縮

に対する割合で表記した。 

 

4-2-9 統計解析  

データはmean  SEMで表記した。2グループ間の差は Student’s t-testを用い

て解析し、3グループ間の差は SPSS software (version 22) を用いて一元配置分

散分析を実施し、有意差があった場合にはその後の多重比較として Tukey’s test を

行うか、二元配置分散分析を実施した。二元配置分散分析で因子間に有意差があっ

た場合は、グループ間の対比をさらに行った。P < 0.05を統計的に有意とした。 

 

4-2-10 動物実験倫理 
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すべての実験動物は米国国立衛生研究所の“the Guide for Care and Use of 

Laboratory Animals” (NIH Publication NO. 85‒23, revised 1996) と山形大学

の“山形大学動物実験規定 (平成 19年 10月 1日規定第 72号) ”を遵守して行った。

実験プロトコルは山形大学医学部の動物実験委員会で承認された (Identification 

number: 132) 。  
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第三節  

結果 

 

4-3-1 摂餌量、体重、組織重量  

F344 ラットの摂餌量、体重および組織重量を Table 4-3にまとめた。摂餌量はコン

トロール群と比べ、HF群およびHF+PFSE群では減少した (P < 0.01, P < 0.01) が、

HF 群と HF+PFSE 群では同程度であった。一方で、エネルギーの摂取量は 3 つの

群で同程度であった。最終的な HF+PFSE 群の体重はコントロール群より統計的に

高かった (P < 0.05) が、HF群とコントロール群ならびにHF群とHF+PFSE群は統

計的に有意な差は見られなかった。HF 群の肝重量は統計的にコントロール群より高

かったが、HF+PFSE 群は HF 群より有意に低かった。内臓脂肪は、腸間膜、腹膜、

精巣周囲の合計で計算したが、HF 群の脂肪はコントロール群より統計的に高くなか

った。一方、HF+PFSE群の脂肪は HF群やコントロール群より高かった (P < 0.01, 

P < 0.01) 。 

 

4-3-2 代謝パラメーター、血小板凝集能  

F344 ラットの血清 TG と CHO レベルは 16 週間の摂餌後に測定した (Table 

4-3) 。HF群の血清 TG とCHOレベルはコントロール群より高かった (P < 0.01, P < 
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0.01) 。加えて、HF+PFSE群の血清 TG と CHOレベルはHF群より低かった (P < 

0.05, P < 0.01) 。 

ADP 誘導の血小板凝集能も測定した結果 (Figure 4-1) 、HF 群の血小板凝集

能はコントロール群より高い誘導を示した。加えて、HF+PFSE 群の血小板凝集能は

HF群に比べて抑制された (64および128 M ADPにおいて、順にコントロール群：

16.83および 20.73%; HF群：37.71および 52.75%; HF+PFSE群：21.65および

37.24%) 。  

また、HF 群の ALT や AST はコントロール群のそれらより高く (P < 0.01, P < 

0.01) 、HF+PFSE群のALTやASTはHF群のそれらより低かった (P < 0.01, P < 

0.05) (Table 4-3) 。 

 

4-3-3 肝臓の構造  

F344 ラットの肝臓の重量や血清脂質プロファイルは各グループで異なっていたの

で、この効果をさらに調べるために肝臓組織切片を H&E 染色した。HF 群の肝臓組

織はコントロール群に比べ、脂肪滴や風船様変性、高い炎症細胞の浸潤が見られた。

これらはHF群とHF+PFSE群で差が見られなかった (Figure 4-2 a-g) 。肝臓切片

についてはMasson trichrome染色も行ったが、HF群はコントロール群に比べて異
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常な線維化と胆管様構造が見られたが、HF+PFSE群ではHF群に比べて異常な線

維化と胆管様構造が抑えられた (Figure 4-2 h-j) 。 

 

4-3-4 心臓の機能  

F344ラットの心臓の機能を調べるために、ドブタミンストレス前後の左心室の心エコ

ー評価を行った (Table 4-4) 。この実験ではコントロール群の 5匹のうち 3匹の動物

は他の実験で用いたコントロール群とは異なり、実験期間が別の同条件の動物であっ

たので、コントロール群の結果は参考値とした。ドブタミン負荷前にHF+PFSE群では

HF 群と比べて収縮期末の左心室内径が有意に減少していた  (HF 群および

HF+PFSE群で、順に 4.37および 3.73 mm, P < 0.05) 。ドブタミンストレス後、HF

群では HF+PFSE 群に比べて左心室駆出率 (EF) が低かった (HF 群および

HF+PFSE群で、順に 75.6,および 86.6%, P = 0.052) 。さらに、左心室内径短縮率 

(FS) はHF群でHF+PFSE群に比べて低かった (HF群およびHF+PFSE群で、

順に 43.2および 51.4%, P < 0.05) 。 

 

4-3-5 血管反応性  

F344 ラットの血管の機能を調べるために大動脈の血管反応性を調べた。

Acetylcholin 誘導の大動脈の血管弛緩はコントロール群に比べて HF 群で
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acetylcholin濃度 3 × 10-7から 1 × 10-5 Mで反応性が低かった。一方、反応性が低

下した HF群に比べ、HF+PFSE群では acetylcholin濃度 1 × 10-8と 3 × 10-7 M

で反応性が改善した (Figure 4-3) 。しかしながら、全ての群で、内皮除去大動脈で

は血管反応は見られなかった (データ未発表) 。 
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第四節  

考察 

 

本実験では、F344 オスラットを心血管疾患のモデル動物として用いた。高脂肪食

負荷により血清脂質プロファイルの変化とともに、肝臓構造や心血管機能の変化も見

られた。コントロール群と HF群の間に体重や内臓脂肪増加の統計的な差は見られな

かったが、piceatannol を豊富に含む PFSE の長期摂取は、高脂肪食が誘導した肝

臓構造の異常や心血管機能の低下を改善した。これらの結果を Figure 4-4 にまとめ

た。 

本研究で用いたPFSEには piceatannolが約 10%含まれている。フォーリン・チオ

カルト法によるポリフェノール含量は 6070%であり、HPLC の分析チャートからは

piceatannol 以外は重合度の高いポリフェノールだと考えられる (データ未発表) 。

重合度の高いポリフェノールはほとんど吸収されないことが報告されており[91]、今回

の結果には主に piceatannol が寄与したと考えられる。また Hijona らは 6 週間の

piceatannol の投与が Zucker obese ラットで脂質代謝を改善する傾向があり、肥満

の合併症を抑えることを報告している[92]。このことは、本研究結果とも類似しているこ

とから piceatannolが主に寄与していることを支持すると考えられた。 
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PFSE 摂取は高脂肪食摂取ラットで血清 CHO や TG レベルを下げた。加えて、

PFSE 摂取は ADP 誘導の血小板凝集を阻害した。高い血中 CHO や TG レベルは

血管内皮機能障害から動脈硬化や心血管疾患を引き起こすことが知られている[93]。

また、高脂血症は血管凝集を亢進し、過度な血管凝集や不適切な血管凝集は血栓の

形成や虚血疾患の進展につながる。近年では、血小板凝集能はアテローム性動脈硬

化症にきわめて重要な役割を果たすことが報告されている[94]。本研究結果は、

PFSE摂取が動脈硬化や心血管疾患を予防する可能性があることを示唆している。 

さらに、肝臓の組織学的評価において、HF+PFSE 群で肝重量が抑えられ、胆管

反応や線維化が抑えられたことを見出した。肝臓の胆管反応や線維化は非アルコー

ル性脂肪肝炎でも引き起こされ、非アルコール性脂肪肝疾患や非アルコール性脂肪

肝炎は食事誘導の代謝性疾患から引き起こされることが知られている[95]。血清 AST

や ALTの増加は炎症・脂肪症・線維化をともなった肝臓障害の指標であり、本研究に

おいて、AST や ALT は HF 群で増加したが HF+PFSE 群で低下した。それゆえ、

PFSE摂取は肝臓を代謝性疾患から守ることも期待される。Piceatannolなどのポリフ

ェノールは抗炎症および抗酸化活性を持っていることが広く知られており[62, 82, 96]、

したがってこれらが高脂肪食誘導のストレスから肝臓を保護するのに重要な役割を果

たしていると考えられる。 
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PFSE 摂取は脂質プロファイルを改善するとともに、血管の acetylcholine への反

応性を改善した。高脂肪食ラットでは acetylcholine 誘導の内皮依存的な弛緩が、減

弱される。本研究では、高脂肪食ラットでは高濃度の acetylcholineによって誘導され

る内皮依存的な弛緩が減弱されたが、PFSE 摂取はこの影響を改善した。本研究で

血管反応性改善のメカニズムは証明できなかったが、ニトロプロシド誘導の血管弛緩

はどの群でも同程度であった (データ未発表) 。ニトロプロシドは NO 放出剤で血管

弛緩剤として使われる。それゆえ、これらの結果は NO が存在する場合の反応性は高

脂肪食ラットでは変化しないが、NO の産生や生体利用効率については高脂肪食ラッ

トで低下したことを示唆している。原因としては、高脂肪食で増加した酸化ストレスが挙

げられ、これまでの in vitro データで示したように eNOS の増加や抗酸化活性により

PFSE摂取が NO状態を改善したと考えられた[28, 29]。 

また、PFSE 摂取は心臓の異常も改善した。心機能については、心エコー検査が

有用であるが、心機能には予備機能が備わっているため、安静時には症状があらわ

れにくい。そのため本研究では、ドブタミン負荷によって心機能を評価した。その結果、

PFSE 摂取で収縮末期心室内径 (LVEsD） が低値であった。またドブタミン負荷状

態下では PFSE 摂取で HF 群に比べて、左心室内径短縮率 (FS） の改善が見られ

た。これらのことから、PFSE は HF 群で低下している収縮機能を改善していることが

示唆された。したがって、PFSEが ex vivoだけでなく in vivoで心機能を効果的に改
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善する可能性が考えられた[86]。ただし、心保護作用を示すには組織学的解析のよう

な追加の実験が必要であると考えられる。 

Piceatannol は 3T3L1 細胞で脂肪分化を抑制するという報告がある[75]。それゆ

え、HF+PFSE 群の内臓脂肪を念入りに調べたが、第二章の研究結果 (Figure 

2-1) と一致して減少は見られなかった[87]。Hijona らもまた、6 週間の piceatannol

の投与が Zucker obese ラットで過食症も脂肪の蓄積も抑制しなかったと報告してい

る[92]。これらの結果から、piceatannolは in vivoにおいては本研究で用いた濃度で

は痩身効果を有していないと思われる。一方で、内臓脂肪が HF 群に比べ

HF+PFSE 群では有意に増加していた。加えて、piceatannol は脂肪細胞でイソプロ

テレノール誘導の脂肪分解を阻害した(データ未発表) 。したがって、piceatannol は

脂肪を蓄積する可能性もあり、さらなる研究で脂肪に対する作用を検討する必要があ

る。 

近年、resveratrolの in vivoでの報告は多数あり、血清 CHOや TGの低下が報

告されているが[97, 98]、一方で、これらの低下が顕著ではない報告もある[99]。

Resveratrolが血小板凝集能亢進を in vivoで阻害した報告[100]や、自然発症の高

血圧ラットや高脂肪食負荷ラットで血管反応性を改善する報告 [101] もあるが、心機

能や血圧に対して resveratrol は肯定的な結果も否定的な結果もある[101103]。そ

れゆえ、piceatannol と resveratrolの直接的な比較検討は興味深いと考えられる。 
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本研究において、piceatannol を平均すると 26 mg/kg body weightで動物に投

与したことになる。近年の報告では、resveratrol の濃度がその効果を決めるのに重

要であると考えられている[68]。加えて、ブドウポリフェノールや resveratrol の心保護

作用は長期のヒト臨床試験で明らかになりつつある[104]。それゆえ、piceatannol や

PFSEについてもさらなる濃度検討試験やヒト臨床試験での検討が必要である。 

本研究では、高濃度の piceatannolを含む PFSEを高脂肪食ラットに長期間投与

することで、PFSE 摂取が高脂肪食誘導の血管や肝臓の異常を改善することを見出し、

piceatannnolや PFSEが機能性食品素材となりうる可能性を示した。  
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Table 4-1. Composition of diets 

 

 

  

(g/100 g) Ctrl HF HF+PFSE

Nitrogen free extract 55.3 48.1 47.6

Fat 5.4 19.3 19.3

Protein 21.9 17.2 17.2

PFSE 0.0 0.0 0.5

Ash 6.3 2.5 2.5

Fiber 2.9 4.9 4.9

Moisture 8.2 8.0 8.0

Total Cal (kcal) 357.0 419.8 419.8
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Table 4-2. Detailed composition of diets 

 

a:Recommended for the AIN-93[105] 

b: Recommended for the AIN-93G 

  

Ingredient (g) HF HF+PFSE

Casein 198.2 198.2

L-Cystine 3 3

Corn starch 37.5 37.5

Alphanized corn starch 12.5 12.5

Sucrose 320 270

Soy oil 10 10

Cellulose powder 50 50

Vitamin mix
a 10 10

Mineral mix
b 35 35

Choline Bitartrate 2.5 2.5

t-Butylhydroquinone 0.042 0.042

Milk fat 200 200

Maltdextrin 99.8 99.8

Cholesterol 16.5 16.5

Cholic acid 5 5

Passion fruit seed extract 0 50

Total 1000 1000
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Table 4-3. Body weight, tissue weight, and biochemical parameters of the control (Ctrl), HF, 

and HF+PFSE groups  

 

ALT, alanine aminotransferase ; AST, aspartate aminotransferase.  

Values are mean ± SEM and means without a common letter differ; P < 0.05 were analyzed using 

one way ANOVA (analysis of variance) followed by Turkey. 

 

  

Ctrl

　(n =4)

HF

(n =10)

HF+PFSE

(n =10)

Intial body weight (g) 170.0±2.2 171.0±2.2 169.4±3.0

Final body weight (g) 341.5±8.6
a

350.0±3.8
a,b

362.1±4.1
b

Food intake (g/day) 18.2±0.4
a

14.4±0.1
b

14.7±0.2
b

Heart weight (g) 1.09±0.02 1.08±0.01 1.10±0.02

Heart/body weight (g/kg) 3.34±0.03
a

3.20±0.04
a,b

3.13±0.04
b

Liver weight (g) 7.96±0.37
a

18.35±0.32
b

16.17±0.39
c

Visceral fat (g) 16.79±0.68
a

18.54±0.73
a

24.57±0.87
b

Cholesterol (mg/dL) 72.8±0.9
a

478.4±5.7
b

278.5±9.0
c

Triglyceride (mg/dL) 19.5±3.0
a

126.6±3.9
b

83.2±4.0
c

ALT (U/L) 70.0±2.2
a

699.6±22.8
b

411.9±17.3
c

AST (U/L) 142.8±4.3
a

674.4±29.7
b

429.2±14.6
a
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Figure 4-1. Platelet aggregation activity in control (Ctrl), HF, and HF+PFSE groups. 

Ctrl: the control group, HF: the high group, and HF+PFSE: the high fat+PFSE group.  

Values are mean ± SEM and means without a common letter differ, P < 0.05 were analyzed using 

two-way repeated measures ANOVA. When two-way ANOVA revealed a significant interaction 

between factors, contrasts were applied to compare groups. 
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Figure 4-2. Effect of PFSE on fat deposition, inflammation, and fibrosis in rat liver. 

H&E staining of liver showing lipid droplets ((a-c)×100), ballooning degeneration ((d, e)×630), and 

inflammation ((f, g)×630). Masson trichrome staining of liver sections showing fibrosis ((h-j)×50). 

Control(Ctrl) (a, h), HF (b, d, f, i), and HF+PFSE (c, e, g, j) groups. Portal vein, middle cardiac vein, 

ballooning, and ductular reaction marked P, C,  , and  ,respectively. 

  



-68- 

 

Table 4-4. Cardiac function of the control (Ctrl), HF, and HF+PFSE groups by 

dobutamine-stress echocardiography 

 

IVSd, interventricular septum thickness at endo-diastole; LVEdD, left ventricular end-diastolic 

dimension; LVPWd, left ventricular posterior wall thickness at endo-diastole; IVSs, interventricular 

septum thickness at endo-systole; LVEsD, left ventricular end-systolic dimension; LVPWd, left 

ventricular posterior wall thickness at endo-systole; LVEdV, left ventricular end-diastolic volume; 

LVEsV, left ventricular end-systolic volume. Values are mean ± SEM. * P < 0.05 were analyzed 

using Student's t-test between HF group and HF+PFSE group.   

0 min 15 min 0 min 15 min 0 min 15 min

Heart rate (beat/min) 339±13 339±9.1 318±13 336±9 351±12 352±17

Ejection fraction (%) 80.4±3.7 87.6±3.0 72.7±1.9 79.6±1.9 76.5±1.3 86.6±2.4

Fractional shortening (%) 44.8±3.7 53.0±3.8 37.1±1.6 43.2±1.9 40.2±1.1 51.4±3.0*

IVSd (mm) 1.68±0.05 1.62±0.09 1.53±0.09 1.58±0.07 1.81±0.02* 1.40±0.20

LVEdD (mm) 6.56±0.10 6.76±0.18 6.93±0.12 6.68±0.21 6.40±0.30 6.58±0.09

LVPWd (mm) 1.85±0.10 1.66±0.15 1.53±0.06 1.74±0.14 1.79±0.19 1.55±0.12

IVSs (mm) 2.65±0.08 2.80±0.14 2.45±0.13 2.78±0.12 2.75±0.07 2.70±0.17

LVEsD (mm) 3.60±0.22 3.16±0.28 4.37±0.16 3.78±0.17 3.73±0.23* 3.20±0.22

LVPWs (mm) 2.67±0.22 3.04±0.20 2.30±0.07 2.54±0.07 2.47±0.16 2.68±0.17

LVEdV (mL) 0.65±0.03 0.71±0.05 0.76±0.04 0.63±0.11 0.62±0.07 0.65±0.02

LVEsV (mL) 0.13±0.02 0.09±0.02 0.21±0.02 0.14±0.02 0.15±0.02 0.09±0.02

Stroke volume (mL) 0.53±0.04 0.62±0.05 0.55±0.02 0.55±0.05 0.47±0.05 0.57±0.03

Cardiac output (L/min) 0.17±0.01 0.21±0.02 0.18±0.01 0.18±0.02 0.16±0.02 0.20±0.01

Ctrl (n =5) HF (n =5) HF+PFSE (n =4)
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Figure 4-3. Acetylcholine-mediated relaxation of aortic rings and in vivo effects of PFSE. 

Ctrl: the control group, HF: the high group, and HF+PFSE: the high fat+PFSE group. 

Values are mean ±SEM and means without a common letter differ, P < 0.05 were analyzed using 

two-way repeated measures ANOVA. When two-way ANOVA revealed a significant interaction 

between factors, contrasts were applied to compare groups. 
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Figure 4-4. Summary of chapter 4 

Black arrows indicate the effect of HF diet damage and red arrows indicate the effect of treatment 

with passion fruit seed extract (PFSE).   
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第五章 総括 

 

先進国では高齢化社会が進み、平均寿命は右肩上がりに伸びている。一方で、

医療費の増大や平均寿命と健康寿命 (心身ともに自立し、健康的に生活できる期

間) の乖離といった喫緊の問題を抱えている。自分で自身の健康を管理するとい

う“セルフメディケーション”概念の推進とともに、日常的に摂取して健康維

持に貢献できる食品に対する関心も高まっている。日本では特定保健制度 

(1991 年～) や機能性表示食品制度 (2015 年～) など、食品が健康効果を薬事法

に違反せずに表示する制度が整ってきている。 

特定保健食品では、オリゴ糖、食物繊維、乳酸菌とともに、抗酸化活性をは

じめとした様々な活性をもつポリフェノールが登録されている。例えば、茶ポ

リフェノール (虫歯菌の増殖抑制) 、グァバ茶ポリフェノール (消化酵素阻害に

よる糖質の吸収抑制) 、茶カテキン・クロロゲン酸類 (肝臓での脂肪燃焼促進)、

ウーロン茶重合ポリフェノール・リンゴ由来プロシアニジン (膵リパーゼ阻害に

よる脂肪吸収抑制) 、モノグルコシルヘスぺリジン (脂肪酸合成系の抑制と脂肪

酸β酸化系の亢進) 、ケルセチン配糖体 (リパーゼ活性化) 、イソフラボン (骨

からのカルシウム溶出抑制) などが挙げられる[106]。どれもヒト臨床試験を行
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い、消費者庁の審査を経て、有効性・安全性ともに許可を得たものではあるが、

ヒト試験の結果は医薬品ほど整合性が得られていない。 

例えば茶カテキンのヒト試験では、583 mg の摂取で、脂肪減少、収縮期血圧

低下、LDL-コレステロール低下が示されている[107]。カフェインとの組み合わ

せや他のポリフェノールとの組み合わせでの脂肪減少も報告され、脂肪に対す

る研究 [108‒110] も多いが、Brown らは 400 mg の摂取で、拡張期血圧低下が

起こるものの脂肪には影響がないこと[111]、また Dostal らは 843 mg の EGCG

摂取で脂肪には影響がないことを報告している[112]。このような矛盾は、生活

習慣に起因する現象を見ているのでコントロールが難しいこと、食品ゆえに成

分の同等性が異なること、あるいは効果が弱いことが原因だと考えられる。成

分に関していえば、カテキンはエピカテキン、エピガロカテキン、エピカテキ

ンガレートおよびエピガロカテキンガレート (EGCG) の 4 種類が存在し、生育

場所や製造工程、加熱処理によって含量に変化がみられる。 

機能性表示食品制度でも低分子化ライチポリフェノール (疲労軽減) 、ターミ

ナリアベリリカ由来ポリフェノール (中性脂肪抑制) 、ショウガ由来ポリフェノ

ール (体温維持) 、松樹皮由来プロシアニジン (コレステロール低下) 、ビルベ

リー由来アントシアニン (目のピント機能改善) などが報告されている[113]。

これらの結果から、ポリフェノールは様々な機能性で有効だと考えられるが、
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しっかりとした効果を検証するためには、成分の同等性からはじめ、安全性も

含め多くの研究が必要である。 

本研究ではスチルベン骨格のポリフェノールである piceatannolに着目した。

Piceatannol は赤ワインポリフェノールの resveratrol に類似した構造をもつ化

合物で、先行研究ではラットでの resveratrol 投与による piceatannol への代謝

は認められなかったが[31]、一方で resveratrol の代謝により生じることが報告

されている[114]。Resveratrol は日本では機能性表示が許可されていないが、

99%純度の合成品も含め European Food Safety Authority (EFSA) や Food 

and Drug Administration (FDA) でその安全性が認められ[115]、海外では心血

管疾患保護などの表記がされている。それに比べて piceatannol の研究は遅れて

いたが、最近急激に報告も増えてきた[62]。 

肌に関しては、2015 年に Shiratake らが、同じく UVB 誘導のヒト角化細胞

に対し、テンニンカ中に含まれる piceatannol が保護作用を示すことを報告して

おり [116]、UVB 照射の保護をする点で本研究結果と一致する。また、

piceatannol が DNA polymerase の酵素活性を上げ、UVB 誘導のシクロブタン

型ピリミジン二量体を抑えることや炎症メディエーターのプロスタグランジン

E2 の分泌を抑えることも報告されている。このことから、piceatannol はいく

つもの経路で UVB に対して保護作用を示すと考えられる。また同じくトケイソ
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ウ科でパッションフルーツの一種であるバナナポカ (Passiflora tarminiana) 

も有効成分ははっきりと同定されていないが、線維芽細胞において本研究結果

と同様に ROS や MMP-1 を抑制し UVB 誘導の光老化を抑える報告がされてい

る[117]。 

代謝に与える影響に関しては、Hijona らが 2016 年に肥満 Zucker ラットに

piceatannol を投与した結果、脂肪の蓄積や心肥大は変わらなかったが、LDL-

コレステロールなどの血液パラメーターが改善したことを報告しており[92]、本

研究結果 (Table 4-3) と良く一致している。一方で、Tung らは同じく 2016 年

に C57BL/6 マウスの高脂肪食負荷時に 0.25%混餌で piceatannol を投与し、摂

餌量に影響を与えることなく体重が抑制されたこと、AMPK が活性化され

peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) γが抑制されたことで、脂

肪細胞での脂質の蓄積が抑えられたことを報告している[118]。高脂肪食負荷

C57BL/6 マウスに強制経口投与で piceatannol を投与した本研究とは、血糖値

低下がみられた部分は一致しているが(Figure 3-1) 、体重変化が見られなかっ

た点は異なっている。Piceatannol や resveratrol といったポリフェノールは投

与後の血中半減期が短いため[31]、強制経口投与と混餌では血中濃度が全く異な

ると考えられ、血中濃度の違いが結果の違いに寄与したものと考えられる。ま

た報告の濃度は 370 mg/kg/day であり、本研究では経口投与 100 mg/kg/day で
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摂食量が低下したことからも (データ未発表) 、投与方法によって反応性は違

うと考えられた。また resveratrol も体重抑制がみられる報告とみられない報告

があるが[11, 119, 120]、ポリフェノール効果の系統差が報告されているので

[121]、投与方法や期間だけでなく動物種の違いがポリフェノールの機能性には

影響を与えている可能性も考えられた。 

血糖については、piceatannol の正常ラットへの静脈投与 (100 mg/kg) によ

り初期のインスリン分泌が上昇することや耐糖能試験で血糖値が下がること

[122]、またα-グルコシダーゼ阻害活性を発揮してスクロースやスターチ投与前

の投与 (14 mg/kg) で食後の血糖値低下を抑えること[123]、さらにアロキサン

誘導の糖尿病モデル Wistar ラットへの投与 (30, 50 mg/kg) で血糖値を抑えて

糖尿病腎症を抑制すること、なども相次いで分かってきた[124]。他にも肥満

Zucker ラットへの piceatannolの投与が早期の腎障害の改善につながることも

報告されている[125]。Piceatannol は様々なメカニズムで血糖値上昇やその合

併症に抑制効果を与えると考えられ、今後のヒト試験で有望な試験項目と考え

られた。 

心血管疾患関係では、2001 年に Hung らは piceatannol がラットの虚血再灌

流障害時に心保護作用を示して致死率を下げることを報告した[126]。2009 年に

同グループは、単離したラットの心臓を用いて piceatannol が不整脈を防ぐ効果
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があることを報告した[127]。2014 年には Kee らがイソプロテレノール誘導の心肥

大を抑制することを報告した[128]。また、piceatannol をアルジナーゼ阻害剤

として用いて加齢マウスに投与すると、血圧が低下することや acetylcholine 誘

導の血管弛緩反応を増強することも報告されている[129]。今回、詳しいメカニ

ズムは示せなかったが、piceatannol は傷害を受けた際に特に心血管保護作用を

示すと考えられたため、抗酸化活性、NO 誘導活性や酵素阻害活性がメ要因とし

て挙げられる。ただし、isoproterenolについては検討の段階で脂肪細胞での阻害

効果を見出している (データ未発表) ため、Kee らの報告でもモデル誘導に用いてい

る isoproterenolを直接阻害している可能性も考慮する必要があると思われる。 

Piceatannol と resveratrol の比較は興味深いが、その in vivo 実験での報告

は多くない。In vitro の抗酸化活性は概ね piceatannol の方が高いが[62]、SIRT

活性に関してはどちらも報告がある[10, 130]。代謝に関しては、C57Bl/6 マウ

ス  を用いたα -グルコシダーゼ阻害活性試験においては、resveratrol (30 

mg/kg) に比べて piceatannol (14 mg/kg) の方が低濃度で血糖降下作用を示し

ている[123]。一方、db/db マウスでの血糖値低下作用については、同じグルー

プが同じ系を用いて報告をしているが、投与方法が異なるため直接の比較は難

しいが、ほぼ同程度の濃度 (50 mg/kg) で類似の活性を示している[77, 131]。心

血管に関しては、ex vivo での血管弛緩活性は resveratrol に比べて piceatannol
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の方が高いことが示されているが[26]、in vivo で比較している報告はない。直

接的な in vivo の比較では、piceatannol のほうが未変化体の吸収が良いこと[31]、

マウスの大腸炎モデルでの NF-κB の抑制作用は同程度であること[132]、

astrocyteの分化促進効果が piceatannolのみにあること[133]が報告されている

が、その他の報告が待たれる。 

現在ポリフェノールの多くは吸収されて機能を発揮するか、消化管内での消

化酵素の阻害活性が期待されているが、近年腸内フローラへの影響や、吸収さ

れないようなポリフェノールが消化管内への作用によって交感神経を刺激して

効果を発揮するという報告が増えてきた[134, 135]。Piceatannol や resveratrol

に関しても腸内細菌を変えることが報告されている[74, 92, 118]。もともとポリ

フェノールはその吸収性の低さから、吸収量と有効性の議論はつきなかったが、

今後の研究が進むことによって新たな有効性が広がることが期待できる。また、

PFSEのpiceatannol以外の成分も吸収性が低くとも有効性を発揮する可能性も

あり、その機能は今後の課題と考えられる。 

本研究では、今まで明らかとなっていなかった piceatannolやpiceatannolを豊富

に含むPFSEの肌でのUVB保護、動物での血糖値低下作用、動物での長期投与に

よる肝臓や心血管疾患の改善効果を明らかにした。これらの研究は、その後の

piceatannol における機能性研究ブームの先駆けとなり、 piceatannol や
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resveratrol、ひいてはポリフェノールの機能性解明の一助となったと考えられた。また

化粧品への応用やヒトでの有効性検討に進めるための大事なステップとなった。また、

本研究では示していないが、いくつかの検討から、PFSE における成分の同等性も確

立できた。ヒトでの有効性を明らかにするにはさらに多くの試験が必要ではあるが、

piceatannol や piceatannol を豊富に含む PFSE は、ヒトでの有効性が証明され

る可能性をもった機能性素材であることを示すことができた。 
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