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To clarify the mechanisms underlying the antihypertensive eŠect of Luobuma (Apocynum venetum L.
(Apocynaceae)) leaf extract (LLE), we investigated the vasodilator eŠect of LLE in the rat mesenteric vascular bed,
which plays an important role in changes in peripheral resistance and thus the regulation of blood pressure. In the per-
fused mesenteric vascular bed with active tone and intact endothelium, perfusion of LLE (0.1 ng to 100 mg/ml for 15
min) caused dose-dependent vasodilation, which was abolished by chemical removal of the endothelial layer with perfu-
sion of sodium deoxycholate, but not by NG-nitro-L-arginine-methyl ester (L-NAME), a competitive inhibitor of nitric
oxide (NO), which instead increased the eŠect. The LLE-induced vasodilation was partially inhibited by high K＋-con-
taining Krebs solution and tetraethylammonium (a K＋ channel blocker) and completely by the combination of L-
NAME and high K＋-Krebs solution. However, atropine (a muscarinic acetylcholine receptor antagonist) did not aŠect
the vasodilation. These results suggest that the vasodilation induced by LLE is endothelium-dependent and mediated by
endothelium-derived hyperpolarizing factor, which involves the activation of K＋-channels. The higher concentrations of
LLE may enhance NO production/release to cause vasodilation.

Key words―Apocynum venetum L.; Luobuma leaf extract; antihypertensive eŠect; endothelium-dependent relaxa-
tion; rat mesenteric vascular bed

緒 言

羅布麻葉（ Luobuma）はキョウチクトウ科

（Apocynaceae）の多年生草本である Apocynum

venetum L.（紅麻）の葉部を乾燥した生薬であ

る．1)羅布麻葉は中華人民共和国薬典に収載され，

心臓病，高血圧，不眠症，神経衰弱，腎炎，浮腫に

用いるとされている．2,3)また羅布麻は内モンゴル遊

牧民の伝統的なお茶としても飲まれていたとの報告

があり，4)高血圧に関しては，羅布麻葉を煎じてお

茶の代わりに毎日服用することが中薬大辞典に記載

されている．1)最近は日本，中国，アメリカなどで

お茶製品（例えば燕龍茶）やエキス製剤などに加工

して広く血圧が高めの人に向けた健康食品として用

いられている．

これまでに羅布麻葉エキス（LLE: Luobuma Leaf

Extract）の薬理作用で降圧作用は認められている

が，5)その作用機序についての報告はされていな

い．そこで筆者らは，LLE をラットに経口投与

し，その降圧作用の確認と作用機序の検討を行っ

た．その結果，正常血圧ラットである Wistar

Kyoto ラット（WKY）に経口投与しても血圧には

影響が認められないが，高血圧自然発症ラット

（Spontaneously Hypertensive Rats (SHR））への経

口投与では，6 週間目から有意な降圧作用が起こる

ことを前報5)で報告した．さらに LLE による降圧
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作用は angiotensin I 変換酵素阻害によるものでな

いことも明らかにした．6)

LLE には主フラボノイド成分として hyperoside

と isoquercitrin が含有されており，7)保木らはこの

hyperoside と isoquercitrin の混合物を SHR ラット

に経口投与し，降圧作用を認めている，8)また

Taubert らはブタの冠動脈を用いて hyperoside と

isoquercitrin に一酸化窒素（NO）を介する血管内

皮依存性弛緩作用があることを報告している．9)こ

れらのことから LLE の降圧作用機序として内皮依

存性の血管弛緩が関与し，この弛緩発現は内皮由来

の NO によるものであることが示唆される．

血管内皮細胞は血管トーヌス及び血圧の主要な調

節組織である．太い冠動脈では，NO が主な血管

トーヌスの規定因子であり，抵抗血管ではむしろ内

皮由来過分極因子（EDHF; endothelium-derived

hyperpolarizing factor）が重要な役割を果たしてい

ることが明らかにされている．10)血圧の調節には太

い血管よりも抵抗血管が重要な働きをしていること

が分かっていることから，本報では血管への LLE

の作用を調べることを目的に抵抗血管であるラット

腸間膜動脈血管床を用いて LLE の血管拡張作用と

その発現機序について検討した．

材 料 と 方 法

1. 材料 供試材料の羅布麻葉は中国の全国羅

布麻研究中心 王振勤氏の同定に基づき，中国山東

省河口区に野生する羅布麻から採取し（標本

20020802-1，日立造船株にて保存），前報5)と同じ以

下の方法で LLE を調製した．

採取した羅布麻葉を 220―280°C の釜入機で殺青

処理したのち，釜茶方式により約 150°C 約 6 分で焙

煎・乾燥させ，半加工製品とした．その後，約 130

°C 15 分で一次焙煎，約 150°C 45 分で二次焙煎を行

い，羅布麻茶とした．この茶葉 100 g に対し，95―

100°C の湯で 1000 ml，次に 800 ml でそれぞれ 60

分，2 回抽出した．抽出後濃縮し，遠心分離機で不

溶物を分離したろ液を 230°C で噴霧乾燥後，粉砕し

て粉末の LLE とした．

なお，本報の実験に用いた LLE の品質は指標フ

ラボノイド成分 hyperoside 及び isoquercitrin を

HPLC により定量し（各 6 mg/g 含有），確認を行

った．

2. 実験動物 9―11 週齢の Wistar 系雄性ラッ

ト（体重 280―350 g）は清水実験材料株より購入し，

室温 23±2°C，湿度 45±5％，明暗周期 12 時間（明

期 8：00―20：00）の条件下で飼育した．固形飼料

（オリエンタル酵母工業株）及び水は自由に与えた．

3. 実験試薬 各種試薬は次のものを使用した．

Acetylcholine chloride (ACh；第一製薬），methox-

amine hydrochloride（日本新薬），papaverine（大

日本製薬），sodium deoxycholate (SD; SIGMA),

NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME; SIG-

MA), indomethacin (Wako), KCl (Wako),

tetraethylammonium (TEA; SIGMA), atropine sul-

fate (Wako).

Indomethacin 及び SD を除くすべての試薬は蒸

留水に溶解させ， 2― 7 mM methoxamine を含む

Krebs 液で調製した．Indomethacin は 98％ EtOH

に溶かし，7 mM methoxamine を含む Krebs 液で希

釈調製した．SD は 0.9％生理食塩水に溶かした．

ACh は内皮保持標本に注入する際，methoxamine

を含む Krebs 液で調製した．

4. 摘出腸間膜動脈血管床標本の灌流 ラット

を pentobarbital-Na で腹腔内投与により麻酔後開腹

し，Kawasaki らの方法11)でラット腸間膜動脈血管

床を摘出し，灌流標本とした．上腸間膜動脈内へポ

リエチレン製カニューレを挿入し，Krebs-Ringer

bicarbonate 液（Krebs 液；KH2PO4 1.2 mM, NaCl

120.0 mM, KCl 5.0 mM, MgSO4 1.2 mM, NaHCO3

25.0 mM, EDTA-2Na 0.027 mM, CaCl2 2.4 mM, glu-

cose 11.0 mM (pH 7.4））を注入して血管床内の血

液を除去したのち，腸間膜動脈血管床を腸管ごと摘

出した．摘出した血管床は 4 本の主動脈を残し，そ

れ以外の動脈は結紮後切断し，4 本の主動脈から出

る動脈分岐を腸管側の近くで切り離して，腸間膜動

脈血管床の灌流標本とした．標本を灌流装置に設置

後，Krebs 液を peristaltic pump (AC-2120, ATTO

製）で一定流量（5 ml/min）灌流した．また，標

本の乾燥を防ぐため，Krebs 液（0.5 ml/min）を標

本外に表面灌流した．Krebs 液はあらかじめ 95％

O2, 5％ CO2 の混合ガスを飽和させ，37°C に保温し

たガラス製蛇管内を通過させた．標本とポンプの間

に置いた圧トランジューサー（TP-200T，日本光電

製）にて灌流圧を測定し，灌流圧の変化を血管緊張

度変化として，記録計（model U-228，日本電子化
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Fig. 1. Concentration Dependent Vasodilation of LLE Per-
fusion in Rat Perfused Mesentric Vascular Beds with (＋E)
or without (－E) Intact Endothelium and with Active Tone
Produced by Methoxamine (7 or 2 mM)

Krebs' solution containing methoxamine (7 mM) which does not contain
LLE was used as control. The vasodilation expressed as a percentage of the
maximum relaxation induced by 100 mmol/l papaverine at the end of the ex-
periment. Data indicate mean±S.E. p＞0.05, p＞0.01 compared with
responses in control.†p＞0.05,††p＞0.01 compared with responses in ＋E.
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学製）上に記録した．

5. 血管内皮細胞の化学的除去 血管内皮細胞

の除去は静止緊張下に，SD (1.8 mg/ml）を 30 秒

間灌流して行った．12,13) SD の灌流によって，一過

性の灌流圧上昇（20―30 mmHg）が見られた．そ

の後，SD を含まない Krebs 液で 60 分間標本を洗

浄した後，methoxamine (2 mM）を含む Krebs 液で

灌流圧を上昇させ，ACh (1 nM）注入によって生じ

る内皮依存性の弛緩反応が消失することで，血管内

皮細胞の除去を確認した．

6. 実験プロトコール LLE を内皮保持標本

及び内皮除去標本に灌流した．

6-1. 内皮保持標本 静止緊張下の腸間膜動脈

標本に Krebs 液を灌流し，さらに methoxamine (7

mM）で血管を収縮させ灌流圧を一定レベルまで上

昇させた．灌流圧が安定したのち，ACh ( 100

pmol）を注入し，血管内皮細胞依存性の弛緩が起

こることで，正常内皮の存在を確認した．その後，

LLE を 7 mM methoxamine を含む Krebs 液で各濃度

に調製したものを濃度毎（100 pg/ml, 1 ng/ml, 3 ng/

ml, 10 ng/ml, 30 ng/ml, 100 ng/ml, 300 ng/ml, 1 mg/

ml, 3 mg/ml, 10 mg/ml）15 分間隔で標本内に灌流さ

せ，血管弛緩反応を観察した．なお，灌流時間は

LLE が内皮細胞から平滑筋へ移行して平衡に達す

る時間を考えて設定した．血管弛緩反応は，実験の

最後で papaverine (100 mM）を灌流して起こる最大

弛緩を 100％とし，これに対する弛緩率で評価した．

また，LLE の血管内皮由来弛緩因子の関与及び

ムスカリン受容体への作用について検討するため，

内皮保持標本を用いて，Krebs 液のみを灌流後，

Krebs 液に各薬物（L-NAME, 100 mM; indometha-

cin, 1 mM；高 K＋，60 mM; TEA, 5 mM; atropine, 1

mM ）を添加して灌流圧を安定させ，さらに

methoxamine (2―7 mM）を含む Krebs 液に各薬物

を添加して標本中に灌流した．灌流圧を一定レベル

まで上昇させたのち，ACh (100 pmol）で各薬物の

内皮弛緩作用を観察後，この Krebs 液で各濃度の

LLE を調製し，灌流することで LLE の各薬物に対

する作用について観察した．ただし，1 標本で検討

した薬物は 1 種類である．

6-2. 内皮除去標本 内皮保持標本と同様に

LLE の各濃度溶液を 15 分間隔で灌流し，弛緩反応

を観察した．

7. 統計学的解析 得られた実験値は平均±標

準誤差（mean±S.E.）で表した．統計学的解析で

は 2 群間の比較を対応のない Student's t-test を用

い，危険率 5％以下を有意差ありと判定した．

結果及び考察

1. LLE の内皮保持標本（＋E）及び内皮除去標

本（－E）における血管弛緩作用 ラット腸間膜

動脈灌流標本（内皮保持標本）の特徴として，

methoxamine (7 mM）含有 Krebs 液で血管を収縮さ

せて灌流圧を上昇させ，そのまま放置しても灌流圧

は徐々に低下し，弛緩反応が確認された（Fig. 1 コ

ントロール）．これは，血管内皮細胞が正常に機能

しているため，内皮由来弛緩因子を遊離し，弛緩し

たと考えられる．

LLE を内皮保持標本及び内皮除去標本に灌流し

たときの血管弛緩反応を Fig. 1 に示した．内皮保

持標本において，LLE の灌流により濃度依存的な

灌流圧の低下，すなわち血管弛緩反応が観察され，

コントロールと比較してその弛緩の程度は有意に大

きかった．したがって，LLE には血管弛緩作用の

ある物質が含まれていることが示唆された．一方，

内皮除去標本では，LLE による弛緩は顕著に抑制

され，コントロールと比較して有意に小さかった．

これらのことから，ラット腸間膜動脈血管床におけ
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Fig. 2. The EŠect of 100 mM L-NAME on LLE-induced
Vasodilation in Rat Perfused Mesentric Vascular Beds with
Intact Endothelium (＋E) (n＝7)

The vasodilation expressed as a percentage of the maximum relaxation
induced by 100 mmol/l papaverine at the end of the experiment. Data indi-
cate mean±S.E. p＞0.01 compared with responses in LLE (＋E).

Fig. 3. The EŠect of 1 mM Indomethacin on LLE-induced
Vasodilation in Rat Perfused Mesentric Vascular Beds with
Intact Endothelium (＋E) (n＝5)

The vasodilation expressed as a percentage of the maximum relaxation
induced by 100 mmol/l papaverine at the end of the experiment. Data indi-
cate mean±S.E. p＞0.05, p＞0.01 compared with responses in LLE
(＋E).

Fig. 4. The EŠect of 60 mM High K Containing Krebs Solu-
tion on LLE-induced Vasodilation in Rat Perfused Mesentric
Vascular Beds with Intact Endothelium (＋E) (n＝5)

The vasodilation expressed as a percentage of the maximum relaxation
induced by 100 mmol/l papaverine at the end of the experiment. Data indi-
cate mean±S.E. p＞0.01 compared with responses in LLE (＋E).
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る LLE の血管弛緩作用は内皮依存性であることが

明らかになった．

2. LLE の血管弛緩作用に対する各種内皮由来

弛緩因子阻害薬の影響 LLE による血管弛緩が

内皮依存性であることから，関与する血管内皮由来

弛緩因子について各種阻害薬を用いて検討した．

LLE に NO 合成酵素阻害薬である L-NAME，シク

ロオキシゲナーゼ阻害薬である indomethacin，過

分極を阻止するために高 KCl を添加して同時灌流

した実験結果を Figs. 2―4 に示した．LLE による

血管弛緩反応は L-NAME の添加によりさらに大き

くなった．一方，高 K＋ Krebs 存在下では，LLE に

よる弛緩反応は有意に抑制された．しかし，高濃度

の LLE による弛緩反応は完全に抑制されなかっ

た．このことから，LLE の内皮依存性血管弛緩作

用には内皮由来過分極因子（EDHF; Endothelium-

derived hyperpolarizing factor）が関与していること

が推察された．ラット腸間膜動脈血管などの抵抗血

管では内皮依存性の弛緩反応のほとんどが EDHF

を介した反応であることが報告されている．14)した

がって，LLE の弛緩反応は EDHF を介する弛緩で

あると考えられる．また，シクロオキシゲナーゼ阻

害薬の indomethacin 添加では，LLE の血管弛緩作

用は強くなったことから，プロスタノイド類が

LLE による弛緩作用を阻害している可能性が示唆

された．

さらに，LLE に L-NAME と高 KCl の両方を添加

したときの血管弛緩反応を Fig. 5 に示した．LLE

による弛緩反応は高 KCl と L-NAME を加えること

により LLE の弛緩作用は消失し，高濃度での反応

も完全に抑制された．この結果から，LLE は高濃

度になると NO を介した弛緩を起こすことが判明

した．

ラット腸間膜動脈ではまだ EDHF の本体につい

て分かっていないが，その作用発現に K＋ チャネ

ル15)の開口が重要であることは知られている．そこ

で LLE の弛緩作用に対する K＋ チャネル阻害薬に
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Fig. 5. The EŠect of the Combination of 100 mM L-NAME
and 60 mM High K Solution on LLE-induced Vasodilation in
Rat Perfused Mesentric Vascular Beds with Intact Endotheli-
um (＋E) (n＝5)

The vasodilation expressed as a percentage of the maximum relaxation
induced by 100 mmol/l papaverine at the end of the experiment. Data indi-
cate mean±S.E. p＞0.05, p＞0.01 compared with responses in LLE
(＋E).

Fig. 6. The EŠect of 5 mM TEA on LLE-induced Vasodila-
tion in Rat Perfused Mesentric Vascular Beds with Intact En-
dothelium (＋E) (n＝5)

The vasodilation expressed as a percentage of the maximum relaxation
induced by 100 mmol/l papaverine at the end of the experiment. Data indi-
cate mean±S.E. p＞0.05, p＞0.01 compared with responses in LLE
(＋E).

Fig. 7. The EŠect of 1 mM Atropine on LLE-induced Vasodi-
lation in Rat Perfused Mesentric Vascular Beds with Intact
Endothelium (＋E) (n＝7)

The vasodilation expressed as a percentage of the maximum relaxation
induced by 100 mmol/l papaverine at the end of the experiment. Data indi-
cate mean±S.E. p＞0.05, compared with responses in LLE (＋E).

855No. 11

ついて検討した．Ca 依存性 K＋ チャネル阻害薬で

ある TEA を添加したときの LLE の弛緩作用を

Fig. 6 に示した．TEA は LLE による弛緩を顕著に

抑制したが，LLE 高濃度における弛緩反応に対し

て全くその効果を示さなかった．LLE 高濃度では

前述で記載したように NO が関与していると考え

られることから，TEA によって抑制できなかった

と考えられる．

3. LLE の血管弛緩作用に及ぼす抗ムスカリン

薬の影響 LLE 自身がムスカリン受容体に作用

するかを検討するため，抗コリン薬である atropine

を使用した（Fig. 7）．LLE に atropine を加えて同

時灌流しても LLE による弛緩作用にほとんど変化

が見られなかった．この結果から，LLE 中にはコ

リン作動薬のような働きをする物質は含まれていな

いと推察された．

結 論

今回，ラット腸間膜動脈抵抗血管における LLE

の血管弛緩作用とその発現機序について検討した結

果，LLE は濃度依存的な内皮依存性の血管弛緩作

用を起こすことが判明した．この結果はブタの冠動

脈を用いた実験と一致した．また，LLE による弛

緩反応は L-NAME で NO 産生を抑制した状態でも

出現し，高 K＋ で過分極を抑制した状態では著しく

その弛緩が抑制された．したがって，LLE は平滑

筋を過分極させ弛緩，すなわち EDHF を介した弛

緩作用を起こすと考えられた．さらに K＋ チャネル

阻害薬である TEA により LLE 濃度 100 mg/ml 以

上を除いて有意に抑制されたことから，LLE は K＋

チャネルを介して抵抗血管弛緩作用を生じると推察

された．しかし，LLE 濃度 100 mg/ml よりも高濃

度になると高 K＋ 状態下でも完全に抑制されず，高

KCl に L-NAME を添加することで LLE による弛緩

を完全に抑制した．したがって，LLE 高濃度では
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NO 産生を促進する作用があると考えられた．前述

したように，LLE の関与成分と考えられる 2 種の

フラボノイド hyperoside と isoquercitrin には内皮

依存性の NO 合成を促進する作用があることが報

告されている．9)また，この 2 種の関与成分は単独

よりも混合物として存在することで強い降圧作用を

示すことが確認されていることから，8)これらの成

分が LLE 100 mg/ml より高濃度で強い血管弛緩作

用を発揮する可能性が示唆された．

以上のことから，血圧維持に重要な役割をする抵

抗血管について検討した本実験から，LLE の血管

弛緩作用機序はラット腸間膜動脈において，低濃度

では K＋ チャネルを介した EDHF で，高濃度にな

ると EDHF 及び NO による血管弛緩作用であるこ

とが判明した．
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