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Morinda citrifolia (Noni) fruit juice promotes vascular endothelium function in 
hypertension via glucagon-like peptide-1 receptor-CaMKKβ-AMPK-eNOS pathway 

(Morinda citrifolia（Noni）フルーツジュースは、グルカゴン様ペプチド-1 受容体-CaMKKβ-
AMPK-eNOS 経路を介して高血圧の血管内皮機能を促進します) 
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Morinda citrifolia（Noni）は、高血圧を含むさまざまな病気を予防および治療するためのハーブ療法で広く使
用されています。 この研究の目的は、ノニ果汁の血管への影響を調査し、上流のシグナル伝達経路を特徴づけ
ることでした。収縮期血圧、拡張期血圧、24 時間尿中一酸化窒素（NO）代謝物排泄、体重（BW）、および尿
検査を SHR.Cg-Leprcp / NDmcr（SHR / cp）ラットで 6 週間のノニジュース（15ml / kg）治療後に測定しま
した。ノニジュースは、血圧や尿量を変えることなく、血圧と 24 時間尿中 NO 代謝を有意に低下させました。
さらに、ノニジュース抽出物（NJE）は、ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）における内皮一酸化窒素シンター
ゼ（eNOS）のリン酸化の増加を通じて、ラット大動脈輪および NO 産物の内皮血管弛緩を促進しました。NJE
は、Ca2 + /カルモジュリン依存性プロテインキナーゼキナーゼ β（CaMKKβ）AMPK シグナル伝達を介し
て、グルカゴン様ペプチド 1 受容体（GLP-1R）に作用し、HUVEC の抑制剤またはアンタゴニストを前処理す
る可能性があります。デアセチルアスペルロシド酸（DAA）は、ノニジュースの活性化合物であり、HUVEC
の同じ経路を介した NO 放出を改善しました。これらの結果は、ノニがおそらく GLP-1R によって誘発される
CaMKKβ-AMPK-eNOS 経路を調節して内皮依存性弛緩を改善し、したがって血中圧力を低下させる新しい食



用植物であることを示唆しました。 
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1 序章 
世界中で 10 億人以上の成人が罹患している高血圧症（NCD-RisC、2017 年）は、心血管イベント、脳卒中、
腎障害などの血管疾患のリスクが高まっています（Lewington、Clarke、Qizilbash、Peto、および Collins、
2002 年）。血管内皮の NO シンターゼ（eNOS）の内皮型によって合成される一酸化窒素（NO）は、血圧の調
節に重要な役割を果たす強力な血管拡張剤です。AMP 活性化プロテインキナーゼ（AMPK）、Akt、およびカモ
ジュリン調節キナーゼ II（CaMK-II）によって媒介される eNOS リン酸化は、高血圧、糖尿病、およびその他
の血管疾患で減少することがわかっています（Li、Yon、＆Cai、2015 ）。 
 グルカゴン様ペプチド-1（GLP-1）は、その受容体であるグルカゴン様ペプチド-1 受容体に結合して活性化
することにより、多くの組織におけるグルコース恒常性、胃内容排出、食物摂取、免疫応答、および心臓血管
活動を管理するインクレチンホルモンです。（GLP-1R; Graaf et al ., 2016）。ファミリーBGPCR の典型的なメ
ンバーである GLP-1R は、その下流のシグナル伝達経路の活性化を通じて GLP-1 および複数のペプチドと相互
作用します。血管内皮細胞における GLP-1R の活性化は、プロテインキナーゼ A（PKA）と eNOS を活性化
し、NO を放出して、実験モデルの血圧を改善することが実証されています（Chai et al ., 2012; Goud、
Zhong、Peters 、Brook、および Rajagopalan、2016 年）。 
 ノニとして一般に知られているアカネ科に属するモリンダシトリフォリア L.は、熱帯諸国で育つ常緑樹であ
り、歴史的な時代からさまざまな病気を治療するための薬草として広く使用されています。ノニフルーツジュ
ースは、抗癌、抗菌、抗ウイルス、抗炎症、抗酸化、降圧、脂質低下、駆虫、鎮痛、免疫増強、肝保護効果な
ど、幅広い生物学的特性を持っていることがわかっています（Ahsan Shoeb、Alwar、Shenoy、 ＆Gokul、
2016; Mckoy、Thomas、＆Simon、2002; Wang et al ., 2002）。最近、ノニ果実のエタノール抽出物が、おそら
くデキサメタゾン誘発性高血圧ラットのルチンやスコポレチンなどの原因となる化合物を介して血圧を調節す
ることが調査されました（Wigati、Anwar、および Sudarsono、2017 年）。ノニ根の抽出物は、ラット、モルモ
ット、およびウサギの単離された組織において電位依存性カルシウムチャネルを遮断することによって血圧を
管理する能力を示した（Gilani et al ., 2010）。 
 自然発症高血圧 SHR/NDmcr cp（SHR / cp）ラットには、レプチン受容体のナンセンス変異を有するコンジ
ェニック SHR が含まれます。SHR / cp ラットは、肥満、高血糖、脂質異常症、および高インスリン血症を特
徴とするメタボリックシンドロームの有用なモデルです（Takaya et al ., 1996）。 
 多くの研究は、高血圧を改善する天然資源とその生物活性化合物の能力を調べました。 ノニ果実はこれらの
重要な選択肢の 1 つであり、血管拡張機能を備えています。しかし、ノニ果実が invivo または invitro で血圧を
どのように調節するかは明らかにされていません。 本研究では、メタボリックシンドロームの自然発症高血圧
ラットの血管拡張作用に対するノニジュースの効果を調査しました。この研究はまた、ノニ果汁が SHR/cps の
血管内皮およびその根底にあるシグナル伝達経路において GLP-1R によって媒介される NO 放出を改善できる
という仮説を評価するために行われた。 
 
2 材料と方法 
2-1 ノニフルーツジュースとエキス 
 ノニジュースは東京ノニ研究センターから提供されました。 ノニジュース抽出物（NJE）はノニジュースか
ら蒸留されました。 
 



2-2 動物 
 6 週齢の特定病原体除去 SHR/cp ラット（190-210 g）および年齢を一致させたオスのウィスター京都ラット
（150-170 g）は、Japan SLC（静岡県）から購入しました。 すべてのラットは、12 時間の明暗サイクルで温
度制御された（温度：22-24°C、湿度：40-60％）光調節された部屋に収容されました。 SHR / cp は 2 つのグ
ループ（n = 7）に分けられました：コントロールグループ（未処理）とノニジュースグループ（15ml / kg /
日）。体重と血圧は 2 週間ごとに測定されました。 6 週間の治療期間の終わりに、24 時間の尿サンプルが収集
されました。次に、動物をイソフルランで麻酔した。 大動脈は分析のために液体窒素で直ちに凍結された。す
べての手順は、日本生理学会によって確立された生理学の分野における動物の世話と使用の指導原則に従って
実施されました。この研究は、武庫川女子大学の実験動物の倫理委員会の下で承認されました（P-06-2015-02-
A）。 
 
2-3 血圧測定 
 収縮期血圧（SBP）と拡張期血圧（DBP）は、血圧計（UR-1000、上田株式会社、千葉）でテールカフ法を
用いて測定しました。 初期平均 SBP および DBP として、平均 3 回の測定が行われました。 
 
2-4 尿中硝酸塩/亜硝酸塩アッセイ 
 尿中の硝酸塩および亜硝酸塩（NOx）濃度は、N02 / N03 アッセイキット-FX（Fluorometric; Dojindo、
Japan）を使用して測定しました。標準曲線は 0〜100 µmol/L の範囲でした。 尿サンプルは、96 ウェル
Spectra Microplate Autoreader（Sunrise Rainbow; Tecan、Austria）を使用して 560nm で読み取られました。 
 
2-5 血管弛緩測定 
 大動脈を Wistar ラットから取り出し、すぐに前述のように 37°C で pH7.4 のクレブス溶液（NaCl 118.4、
KCI 4.7、MgS04 1.2、CaC'2 2.5、NaHC03 25、KH2PO4 1.2、およびグルコース 11.1 in mM）で満たされた
ワイヤーまたは圧力ミオグラフシステムに配置しました(Wu et al .,  2016)。内膜表面を綿棒で軽くこすること
により、内皮を除去した。 フェニレフリン収縮中のアセチルコリンに対する弛緩反応の消失により、内皮の除
去が確認された。内皮の有無にかかわらず、リングは 3 µmol / L のフェニレフリンで収縮し、最大収縮の約
80％に達しました。安定した収縮が得られた後、NJE（1-8mg / ml）を浴に加えた。 一部の大動脈は、NOS 抑
制剤 NG・ニトロ-L-アルギニンメチルエステル（L-NAME、300 µM、30 分）または GLP-1 拮抗薬エキセンデ
ィン 9-39（100 nM、30 分）で前処理されました。弛緩反応は、100 µM パパベリンによる最大弛緩のパーセン
テージとして示されました（P-06-2017-02-A）。 
 
2-6 細胞培養と治療 
 ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）は、内皮細胞基礎培地 2（Promo Cell、ドイツ）で培養されました。細胞
は、37℃で 5％CO2 を含む加湿インキュベーターで増殖させました。80％のコンフルエンスの後、細胞を NJE
で処理しました。NJE で処理された HUVEC の細胞生存率は MTT アッセイによって評価されました。 細胞を
NJE 治療前に抑制剤またはアンタゴニスト、100 µM L-NAME、40 µM EX527、1 µM ペリホシン、10 µM 
H89、10 µM ST0609、10 µM BAPTA-AM、10 µM 化合物 C、10 nMExendine9-39 で 30 分間前処理しまし
た。 
 
2-7 細胞内 NO 産生の測定 
 NO 産生は、特定の NO プローブである 4-アミノ-5-メチルアミノ-2'、7'-ジフルオロフルオレセインジアセ
テート（DAF-FM DA）の蛍光を測定することによって推定されました（Molecular Probes、Inc .; Li et al ., 
2008） 。HUVEC は、NJE（0.1-1 mg / ml）を含む PBS 中の 10 µM DAF-FM DA とともに、37℃で 1 時間イ



ンキュベートしました。 PBS で洗浄した後、細胞を 100 µML-アルギニンを含むハンクス溶液に交換しまし
た。蛍光強度は、485nm の励起と 515nm の発光で 3 時間モニターされました。 
 
2-8 細胞内 Ca2+レベルの決定 
 細胞内カルシウムレベルは、細胞内カルシウムインジケーターFluo-4-AM を使用して調べた。 合流時に NJE
（2 mg / ml）で治療された HUVEC。細胞に 5µM 蛍光色素 Fluo-4-AM を 37℃で 1 時間ロードしました。 次
に、記録媒体（HEPES 20、NaCl 115、KCI 5.4、MgCl2 0.8、CaC'2 1.8、グルコース 13.8 in mM、pH 7.4）を
交換し、蛍光を測定しました（Ex：485 nm、Em：530 nm）。定常状態を確保するためにバックグラウンド読み
取りを 5〜10 分間行った後、NJE を追加しました。 カルシウムレベルは 7 秒ごとに追跡され続けました。 
 
2-9 一次および二次抗体 
 免疫ブロッティングは、次の市販の抗体を使用して実行されました：Akt、phospho-Akt、AMPK、phospho-
AMPK、eNOS、phospho-eNOS、phospho-LKB1、anti-rabbit lgG、および Cell Signaling Technology
（Beverly 、MA）。 β-アクチンは Sigma（St. Louis、MO）から入手しました。 
 
2-10 ウエスタンブロッティング 
 細胞および組織は、50 mM Tris-HCI（pH 7.4）、100 mM NaCl、1％Nonidet- P40、0.25％デオキシコール酸
ナトリウム、0.1％ドデシル硫酸ナトリウム、1 mM エチレンジアミン四酢酸、50mM フッ化ナトリウム、2 
mM オルトバナジン酸イオン、30 mM ピロリン酸ナトリウム、2 mM フェニルメタンスルホニルフルオリド、
1 mM ベンザミジン、0.02 g / ml トリプシン抑制剤、0.02 g / ml ロイペプチン、および 0.02 g/ml アプロチニン
を含む氷冷ホモジナイゼーションバッファーでタンパク質を抽出しました。タンパク質濃度は、タンパク質ア
ッセイキット（Bio-Rad）を使用して測定しました。 タンパク質をポリフッ化ビニリデンメンブレン
（Amersham Life Science、Inc.、Bucking-hamshire、UK）に転写し、適切な抗体とハイブリダイズさせまし
た。バンドは、NIHImage を使用して定量化およびスキャンされました。 内部対照として β-アクチンを使用
しました。 
 
2-11 LC-PDA-ESI-MS によるノニ果汁中の化学成分の分析 
 ノニジュースをメンブレンフィルター（0.45 µm）でろ過し、サンプル溶液を得ました。 次に、サンプル中
の化学成分を LCMS-8040 トリプル四重極 LC / MS/MS 質量分析計で分析しました。YMC-Triart C18 カラム
（3.0 mm、150 x 2.1mm）を使用した LC 研究では、35°C でした。流量は 0.2ml/ min、注入量は 2 µI でし
た。移動相は、A（水溶液中の 0.1％ギ酸）と B（アセトニトリル中の 0.1％ギ酸）で構成されました。グラジ
エント溶出は 0〜3 分、5％B；3〜10 分、5〜10％B；10〜30 分 10〜40％B；30〜40 分、40〜100％B；40〜50
分、100％B でした。質量分析計は、m / z 100〜1,600 の範囲の正イオンモードと負イオンモードの両方で操作
されました。乾燥温度は 350℃に設定され、乾燥ガス流量は 15L/min でした。 界面電圧は陽イオンモードで
4.5kV、負イオンモードで-3.5 kV に設定され、衝突電圧は 15V に設定されました。PDA 検出器は、UV 条件で
190〜400nm に設定されました。 
 
2-12 統計分析 
 データは、3 回の独立した実験の平均の平均士標準誤差（SEM）として表されました。 データの統計分析
は、一元配置分散分析とそれに続くダネット検定またはテューキー検定を使用して実行され、差異の有意性が
決定されました。次に、血管弛緩曲線を分析して、EC50（最大阻害濃度の半分）を決定しました。曲線のデー
タは、非線形回帰法（GraphPad Prism 8）によるトルコの検定で計算されました。p 値<.05 は統計的に有意で
あると見なされました。 



3 結果 
3-1  SHR/cp ラットにおけるノニジュース投与の invivo 効果 
 私たちの最初の目的は、ノニジュースの血圧への影響が経口投与によって引き起こされるかどうかを調査す
ることでした。私たちのデータは、ノニジュースで治療された SHR / cp ラットが、2 週間の経口投与後に収縮
期および拡張期血圧の上昇の有意な抑制を示したことを示しています（図 1a）。ただし、対照群とノニ群の間で
体重、インスリン、ブドウ糖に有意差はありません（図 1b）。さらに、ノニ群の 24 時間尿中 NO 代謝物（硝酸
塩および亜硝酸塩）排泄量は、対照群の 3 倍でした（図 1c）。血管内皮の重要な機能は、eNOS 由来の NO を

図 1 SHRCP ラットの血圧と NO に対するノニジュース（15ml / kg /日、経口）の効果。（a）収縮期および拡張期血圧は、ノニジ
ュースまたはビヒクルを含む SHRCP ラット、および年齢を一致させた Wistar Motorcycle（WKY）ラットで 2 週間ごとに検出され
ました。（b）体重は SHRCP ラットと WKY ラットで 2 週間ごとに測定され、インスリンとグルコースは 6 週間の治療の終わりに測
定されました。（c）SHRCP ラットおよび WKY ラットの尿を用いて、560 nm での光学密度（OD）値により、24 時間の尿中 NO 代
謝物（硝酸塩および亜硝酸塩）の排泄を分析した。（d）ノニジュースまたはビヒクルを含む SHRCP ラットおよび WKY ラットのラ
ット大動脈を、リン酸化 eNOS、AMPKa、および Akt、総 eNOS、AMPKo：、および Akt に対する抗体を用いたウエスタンブロッ
ト分析に供した。値は平均士 SE/vi（n = 7）、*p<.05 として表されます。 **対照群と比較して p<.01 



生成して血管の緊張を制御することです（Yang et al .,  2015）。したがって、ラット大動脈を使用して、eNOS
活性およびその上流因子に対するノニジュース投与の効果を調べた。図 1d に示すように、ノニジュースグルー
プの Ser1177 での eNOS のリン酸化レベルは、コントロールグループよりも有意に高かった。その後、eNOS
の上流キナーゼである AMPK と Akt のリン酸化が調査されました（Fleming＆Busse、2003）。ノニ治療は、対
照群と比較して、AMPK のリン酸化を有意に増加させました。ただし、Akt は 2 つのグループでリン酸化レベ
ルの違いを示しませんでした。表 51 に示すように、対照群とノニ群の間の尿量にも違いはありませんでした。 
 
3-2 NJE は、Wistar ラット大動脈において GLP-1R を介して内皮型一酸化窒素血管弛緩を誘発します 
 NJE が血管機能を直接調節するかどうかを判断するために、Wistar ラット大動脈を用いて血管弛緩を行いま
した。 私たちのデータは、NJE の増加用量の投与が大動脈の血管弛緩を引き起こし、それが内皮除去によって
廃止されたことを示しました（図 2a）。内皮を伴う NJE に対する血管弛緩反応の EC50 値は、内皮を伴わない
NJE よりも有意に低かった（内皮を伴う場合、3.34 士 0.49 mg / ml;内皮を伴わない場合、5.40 士 0.44 mg / 
ml、p <.05）。同様に、eNOS 抑制剤 L-NAME は、NJE によって刺激された血管弛緩を抑制しました（図
2b）。NJE に対する血管弛緩反応の EC50 値は、L-NAME の場合よりも有意に小さかった（NJE、3.34 士 0.49 
mg / ml; L-NAME の NJE、4.85 士 0.53 mg / ml、p <.05）。 
 
3-3 NJE は HUVEC の NO 産生と AMPK/eNOS 活性を増加させます 
 血管弛緩に関連する NO 放出に対する NJE の効果を検証するために、DAF-FMDA を使用して内皮細胞から
の NO 産生を実行しました。図 2c に示すように、NJE 処理（0.1-1 mg / ml）は、対照群と比較して、HUVEC
における NO 産生の蛍光レベルの反射を有意に増加させました。eNOS リン酸化は、NJE 治療後 15 分で有意に
上昇しました。eNOS と同じ方法で、NJE は AMPK リン酸化を急速に増加させましたが、NJE 処理は Akt リン
酸化を変化させませんでした（図 2d）。図 2、f に示すように、NO 産生に対する NJE の効果は、eNOS 抑制剤
L-NAME と AMPK 抑制剤化合物 C によって同様に逆転しました。しかし、Akt 抑制剤ペリホシンは機能しま
せんでした（図 2g）。 
 
  



 

図 2 NJE は、Wistar ラット大動脈で内皮型一酸化窒素血管弛緩を誘発し、HUVEC での NO 産生を増加させます。（a）NJE（1-8 
mg / ml）を浴に加え、内皮の有無にかかわらず Wistar ラット大動脈リングを 3 µmol / L フェニレフリンで収縮させ、血管弛緩測定
のための安定した収縮を達成しました。（b）一部の大動脈は、NOS 抑制剤 NG-ニトロ-L-アルギニンメチルエステル（L-NAME、300 
µM、30 分）とのプレインキュベーションの非存在下または存在下で NJE（1-8 mg / ml）で処理されました。 値は平均土 SEM（n 
= 5-7）として表されます。（c）HUVEC で NJE 処理（0.1-1mg / ml）を行った DAF-FM DA の蛍光を測定することにより、NO 産
生を推定しました。（d）細胞を様々な時間の NJE 処理でインキュベートした。 全細胞溶解物を、HUVEC 中のリン酸化 eNOS、
AMPKα、および Akt、全 eNOS、AMPKα、および Akt に対する抗体を用いたウエスタンブロット分析に供した。（e、f、および g）
eNOS 抑制剤 L-NAME、AMPK 抑制剤化合物 C および Akt 抑制剤ペリホシンで前処理した後、NJE（1 mg / ml）と 1 時間インキュ
ベートした HUVEC からの NO 産生を行いました。値は平均土 SEM（n = 3）として示されています。 * p <.05; **p<.01 対照群と
比較。 DAF-FM DA、4-アミノ-5-エチルアミノ-2'、7'-ジフルオロフルオレセインジアセテート; HUVEC、ヒト臍帯静脈内皮細胞; 
NJE、ノニジュース抽出物; いいえ、一酸化窒素[色の図は wileyonlinelibrary.com で見ることができます] 



3-4 カルシウム-カルモジュリンシグナル伝達は、NJE によって引き起こされる NO 産生に不可欠です 
 NJE 処理によって AMPK がどのように活性化されるかをさらに解明するために、AMPK の上流因子である
Ca2 + /カルノデュリン依存性プロテインキナーゼキナーゼ β（CaMKKβ）、サイレント情報レギュレーター1
（Sirt1）および肝臓キナーゼ B1（LKB1）の潜在的な関与を調査しました。HUVEC で CaMKKβ 抑制剤
STO609 とインキュベートすると、NJE は NO 産生を増加させることができませんでしたが（図 3a）、Sirt1 抑
制剤 EX527 は NJE 誘導 NO 産生を抑制せず、LKB1 リン酸化は NJE 治療の時間経過に違いを示しませんでし
た（図 3b、c）。CaMKKβ と eNOS は、細胞内 Ca によって調節される酵素です（Michel ＆ Vanhoutte, 2010; 
Swulius ＆ Waxham,2008）。私たちの研究では、細胞間 Ca レベルは蛍光プローブ Fluo-4AM によって決定さ
れました。 NJE は細胞内 Ca レベルを大幅に増加させる可能性があります（図 3d）。さらに、HWEC と Ca キ
レート剤 BAPTA-AM、NJE とのインキュベーションでは、NO 産生を増加させることができませんでした（図
3e）。これは、NJE がカルシウム-カルモジュリンシグナル伝達を刺激し、NO 産生を誘発することを示唆して
います。 

 
 
 
  

図 3  CaMKKβ シグナル伝達経路は、HUVEC における NO 産生に対する NJE の影響に関与していた。（a および b）
HUVEC を CaMKKβ 抑制剤 ST0609（10 µM、30 分）および Sirt1 抑制剤 EX527（40 µM、30 分）で前処理した後、NJE（1 
mg / ml）で 1 時間処理しました。（a）NJE による NO 産生は ST0609 によって抑制された。（b）EX527 は NJE によって誘
発された NO 産生に影響を与えませんでした。（c）NJE 処理の時間経過に伴うリン酸化 LKB1 がウエスタンブロット分析に
よって検出された。（d）NJE（2 mg / ml）で処理した HUVEC の細胞内カルシウムレベルを、5 µM の蛍光色素 Fluo-4-AM
を使用して蛍光下で調べました（例：485 nm、Em：530 nm）。（e）HUVEC での NJE 処理による NO 産生は、10 µMBAPTA-
AM インキュベーションによって減少しました。 結果は平均士 SEM（n = 3）として表されます。* p <.05; **p<.01 対照群
と比較。 ＃# p<.01ST0609 の有無にかかわらず NJE と BAPTAAM の間。 CaMKKβ、Ca2+＝カルモジュリン依存性プロ
テインキナーゼキナーゼ β; HUVEC＝ヒト臍帯静脈内皮細胞; NJE＝ノニジュース抽出物; NO＝一酸化窒素 



3-5  NJE 調節 NO 産生は、GLP-1 受容体と PKA によって媒介されます 
 一部の酵素はカルシウム-カルモジュリン経路の調節因子として知られていますが、GLP-1R/PKA は関与す
る要因の 1 つです。 最初に、NJE で強化された NO 産生が GLP-1R によって媒介されるかどうかを調べまし
た。予測されたように、NJE によって誘発された NO 産生は、HUVEC の GLP-1R アンタゴニストであるエキ
センディン 9-39 によってブロックされました（図 4a）。次に、カルシウム-カルモジュリン経路に対するエキセ
ンディン 9-39 の抑制効果を実行しました。図 4b、c のように、エキセンディン 9-39 は、AMPK のリン酸化と
NJE で処理された細胞間 Ca レベルを大幅に低下させました。さらに、エキセンディン 9-39 は、ラット大動脈
で NJE によって刺激された血管弛緩を抑制しました（図 4d）。 NJE に対する血管弛緩反応の EC50 値は、エキ
センディン 9-39 の場合よりも有意に小さかった（NJE＝3.82 土 0.28 mg / ml ;エキセンディン 9-39 の NJE＝
4.67 士 0.25 mg / ml、p <.05）。PKA 抑制剤 H89 の前処理により、NJE グループの NO 産生と細胞間 Ca レベ
ルも減少しました（図 4e、f）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

図 4  GLP-1R アンタゴニストおよび PKA 抑制剤は、HUVEC における NJE を介した NO 産生を減少させました。 HUVEC
は、NJE 処理の前に、GLP-1R アンタゴニストである Exendine 9-39（10 nM、30 分）または PKA 抑制剤 H89（10 µM、30 分）
の前処理とともにインキュベートされました。（a）Exendine 9-39 は、NJE によって処理された NO 生成をブロックしました。 
（b）AMPK 発現のリン酸化は、Exendine 9-39 の前処理で NJE とビヒクルの間で異ならなかった。（c）Exendine 9-39 および（d）
H89 は、NJE によって誘発された細胞内 Ca レベルを予約しました。 （e）NJE を介した NO 産生は H89 によって減少した。 デ
ータは平均士 SEM（n = 3）として表されます。（f）Exendine 9-39 は、Wistar ラット大動脈輪の NJE 治療・（1-8 mg / ml）で血
管収縮を減少させました。データは平均士 SEM（n = 7）として表されます。 * p <.05; ** p <.01 車両と NJE の間、＃p <.05; 
＃# p <.01 Exendine 9-39 または H89 の有無にかかわらず NJE 間、n.s 車両と Exendine9-39 を使用した NJE 間。 
HUVEC＝ヒト臍帯静脈内皮細胞;  NJE＝ノニジュース抽出物; NO＝一酸化窒素;  PKA＝プロテインキナーゼ A 



3-6 デアセチルアスペルロシド酸はノニジュースの有効成分です 
 LC-MS 分析により、ノニジュース中の 7 つの化合物、すなわち、アスペルロシド酸、デアセチルアスペルロ
シド酸、スコポレチン、モリンドリン、および 3 つの脂肪酸配糖体が同定されました。NO に対する化合物の
細胞効果を評価した結果、主要化合物であるデアセチルアスペルロシド酸（DDA、100、200ug / ml）の濃度が
NO 放出を依存的に増加させました（図 5b）。DAA は eNOS と AMPK のリン酸化を改善しましたが、NJE と
一致して Akt は改善しませんでした（図 5c）。eNOS、AMPK、および CaMKKβ の抑制剤で前処理すると、
NO 放出に対する DAA の効果は HUVEC では無効になりました（図 5d、e、t）。 NJE によると、DAA によっ
て誘発される NO 放出は、GLP-1R アンタゴニストと Ca キレート剤によって減少しました（図 5g、h）。 

 
 
 
 
 
 
  

図 5  DAA はノニジュースの有
効成分です。 （a）DAA の構造。 
（b）異なる濃度の DAA（50、100、
200 ug / ml）が NO 放出に及ぼす
影響を、示されているように評価
しました。（c）リン酸化 eNOS、
AMPK、および Akt に対する抗体
を用いたウエスタンブロット分
析 、 DAA 処 理 後 の 総 eNOS 、
AMPK、および Akt が HUVEC で
検出されました。（d-h）、L-NAME、
化合物 C、ST0609、BAPTAAM、
および Exendine 9-39 で前処理し、
DAA（200 ug / ml）とインキュベ
ートした HUVEC からの NO 産生
を測定しました。値は平均±SEM
（n = 3）として示されています。 
（b および c）* p <.05; **p<.01 対
照群と比較。 （d-h）** p <.01 DAA
と 対 照 群 の 間 、 ＃ p <.05; ＃
#p<.01 抑制剤または拮抗剤の有
無にかかわらず DAA 間。 
HUVEC＝ヒト臍帯静脈内皮細胞; 
DAA＝デアセチルアスペルロシ
ド酸;  
NO＝一酸化窒素 



討論 
 高血圧の病因は、内皮機能障害や酸化などの経路を介した血管の構造と機能の変化に起因します（Higashi、
Kihara、＆Noma、2012）。以前に報告されたように、内皮異常は高血圧における NO の利用可能性の減少に関
連しています（Schulz、Jansen、Wenzel、Daiber、および Munzel、2008 年）。NO は、本態性高血圧症の患者
で血管拡張の障害が観察されている一方で、ヒトの動脈の血管弛緩を媒介する上で重要な役割を果たしていま
す（Li、Youn、＆Cai、2015）。さらに、eNOS 遺伝子の欠失または NO 合成の慢性的な抑制は、動物モデルに
おける高血圧の発症に起因します（Hermann、Flammer、＆Lüscher、2006）。 
 ノニは、さまざまな病気を治療するための薬草として広く使用されている一般的な植物です。 以前の研究で
は、ノニ果実は、水生生物としての動物モデルで優れた抗酸化能力（Yang、Gadi、＆Thomson、2011）と低血
圧活性を示しました（Shenoy et al ., 2011）。本研究は、ノニジュースが SHR / cp ラットの血液圧を改善し、そ
の抽出物 NJE がラット大動脈輪の血管拡張を媒介したことを示しています。メタボリックシンドロームモデル
を伴う自然発症高血圧として SHR/cp ラットを使用して、ノニフルーツジュースが BW、ブドウ糖、インスリ
ン、および尿量、タンパク質、電解質などを変化させることなく、収縮期血圧と拡張期血圧の両方を低下させ
ることができることを調査しました。これは、ノニジュースの降圧効果が、私たちの研究における利尿または
インスリン抵抗性の改善とは関係がないことを示唆しています。 ノニジュースは、SHR / cp ラット大動脈に
おける eNOS の NO 代謝物排泄とリン酸化発現を改善し、NJE は HUVEC 内皮細胞における NO 産生を刺激し
ました。したがって、それは、ノニジュースが血管内皮の eNOS 由来の NO を生成することによって潜在的に
血圧を媒介することを示しています。Ser615、633、および 1,177 でのリン酸化による eNOS 活性の調節は、十
分に確立されています（Fleming、Fisslthaler、Dimmeler、Kemp、および Busse、2001; Garcia-Cardena、
Fan、Stern、Liu、および Sessa、1996; Kolluru、 Siamwala、＆Chatterjee、2010; Michell et al ., 2001）。 
AMPK、Akt、ERK1 / 2、CaMK-‖などのキナーゼは、Ser1177 での eNOS リン酸化に関与していることが示
されています（Cai、Liu＆Garcia、2008; Fulton et al ., 1999; Nguyen＆Cai、2006; Youn、Wang 、＆Cai、
2009）。本研究では、ノニジュースで処理した AMPK と eNOS のリン酸化が SHR / cp ラットモデルと
HUVEC で有意に増加したのに対し、Akt のリン酸化はノニ群と対照群で差がなかったことを発見しました。
eNOS のリン酸化と活性化につながる AMPK は、血管内皮細胞における NO 産生と血管拡張効果を増強するこ
とが報告されています（Chen et al ., 2009; Kanazawa、Yamaguchi、Yano、Yamauchi、＆Sugimoto、2008; Li 
et al ., 2008）。興味深いことに、本研究の結果は、AMPK および eNOS 抑制剤が AMPK / eNOS のリン酸化、
HUVEC での NO 産生、および NJE によって引き起こされるラット大動脈での血管弛緩を抑制したことを示し
ています。これは、NJE が AMPK / eNOS の新規調節因子であり、血管内皮細胞での NO 産生を仲介する可能
性があることを示唆しています。 
 LKB1、Sirt1、および CaMKβ は、内皮細胞における AMPK 活性化の上流キナーゼです（Fisslthaler＆
Fleming、2009; Sanz、2008）。私たちの研究では、LKB1 のリン酸化と Sirt1 抑制剤 EX527 による NO 産生を
検出することにより、NJE がヒト内皮細胞の LKB1 と Sirt1 に影響を与えないことが示されました。ただし、
NJE は HUVEC の細胞内 Ca レベルを改善しました。 Ca レベルが CaMKKβ を調節するので、NJE によって
誘発される NO 産生はそれぞれ CaMKKβ 抑制剤 ST0609 と Ca キレート剤 BAPTAAM によって備蓄されてい
ることがわかりました。多くの研究が、CaMKKβ が細胞内 Ca2 +の増加を下流の標的 AMPK リン酸化に変換
して、内皮機能の維持を維持し、AMPK リン酸化を介して強力な eNOS 活性化因子になることを報告していま
す（Fisslthaler＆Fleming、2009; Woods al ., 2005）。これらの観察結果は、NJE がカルシウム-カルモジュリン
シグナル伝達を刺激し、HUVEC で AMPK を介して NO 産生を誘発することを裏付けています。 
 N 末端シグナルペプチドとさまざまなグリコシル化部位を含む 463 残基の糖タンパク質である GLP-1R は、
多くの組織で発現するインクレチン軸を介して GLP-1 の作用を調節します。GLP-1R は、損傷の軽減やブドウ
糖代謝の改善などの心臓保護作用があると考えられています（Graaf et al ., 2016）。Liu et al(2012)は、GLP-1R
の発現が SHR 腎動脈で減少したのに対し、DPP-4 抑制シタグリプチンは GLP-1R の発現を回復し、遺伝性高



血圧モデル SHR 動脈の内皮機能を軽減したことを示しました。GLP1-1R は、ヒト冠状動脈内皮細胞で発現す
ることが報告されており（Nystrom et al ., 2004）、蛍光抗体法およびウエスタンブロット分析を介してこの抗体
を使用して検出された HUVEC でも発現します（Ke et al ., 2017）。本研究では、GLP-1R アンタゴニストであ
るエキセンディン 9-39 が NJE を介した NO 産生をブロックしました。 いくつかの研究はまた、血管内皮に対
する GLP-1 の作用における GLP-1R および cAMP の役割を示唆しました（Kieffer＆Habener、1999）。GLP-
1R の活性化には、cAMP 依存性 PKA が関与していると見なされています（Graaf et al ., 2016）。 PKA は、心
房心筋の Ca ホメオスタシスの活性化を仲介します（Fischer et al ., 2015）。さらに、PKA は invitro および海馬
スライスで CaMKK のリン酸化を調節することができます（Matsushita＆Nairn、1999）。私たちの調査結果
は、エキセンディン 9-39 または PKA 抑制剤 H89 が、NO 産生、AMPK のリン酸化、および細胞間 Ca レベル
に対する NJE の効果を減少させたことを示しています。エキセンディン 9-39 はまた、ラット大動脈における
NJE の治療により血管弛緩を抑制した。 これは、GLP-1R の活性化時に cAMP/PKA シグナル伝達に続いて
NJE が CaMKKβ/AMPK の活性化を刺激したことを示しています。 
 ノニ果実に含まれる植物化学物質には、イリドイド、フラボノイド、リグノイド、クマリン、トリテルペノ
イド、フェノール酸、ミネラル、ビタミンなどが含まれます。本研究では、LC-MS 分析により、ノニジュース
には 2 つのイリドイド、アスペルロシド酸と DAA に分類できる 7 つの主成分が含まれていることが示されまし
た。 リグノイド、スコポレチン; クマリン、モリンドリン; および脂肪酸配糖体。以前の研究では、低血糖と
抗酸化作用を持つノニ果実の主要なイリドイド DAA が報告されています（Deng＆West、2011; Ma、Mai、
Su、および West Brett、2013）。私たちの研究は、DAA がノニジュース中の重要な生物活性イリドイド化合物
であり、HUVEC での NO 放出を改善する可能性があり、基礎となるシグナル伝達経路も NJE と同じであるこ
とを明らかにしています。これは、DAA がノニジュースの血圧を調節するのに効果的なイリドイドである可能
性があることを示しています。 
 結論として、ノニジュース治療は、メタボリックシンドロームモデルによる遺伝性高血圧の血管拡張と、こ
の研究の内皮細胞からの NO 産生を介した大動脈の血管弛緩を改善する可能性があります。NJE は、おそらく
GLP-1R によって誘発される CaMKKβ-AMPK-eNOS 経路を調節して、内皮依存性弛緩を改善し、したがっ
て、おそらくその原因化合物の 1 つである DAA を介して血圧を低下させます。私たちの調査結果は、ノニジュ
ースが高血圧の新しい血管内皮治療として潜在的に使用できることを示す invivo と invitro の両方の証拠を提供
します。 
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