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Endothelium－dependent　vasodilator
　　　　　　　　from　Cinnamonomi　Cortex　on

effect　of　tannin　extract

isolated　rat　aorta

Kiyoaki　TANIKAwA箕・》Hirozo　GoTo撃）Norio　NAKAMuRAg）Nobumitsu　TANAKA皇》

　　　　　　　　Masao　HATTORll》Takashi　ITOHa）and　Katsutoshi　TERASAWAa）

a）Z）卿伽6n財」吻n6s60漉吻1漉砒漉，毎π耀〃8伽1卿P伽㎜68％伽1伽撚勿・
　　　b）R6s卿6hlns！伽⑳7駒伽一｝物肋，助翻ακ薦・π1伽4P伽耀・6％伽IU痂傭砂

6’～666げ∂α！死δz観zηノ1，1999．／100砂陀‘1／1ρn●11，1999．ノ

Abstract

　　　Cimamonomi　Cortex（the　bark　ofαnnα吻o吻％解6πs吻BLuME）is　a　crude　drug　that　is　widely　used

in　spices　and　medical　products．Although　improvement　of　blood　flow　by　this　plant　component　has　long

beenknown，therehavebeennoreportsconcemingthemechanisminvolved．Westudiedthevasodilator
actions　of　this　dmg　especially　focusing　on　the　role　of　endothelium　in　the　isolated　vascular　bed．Tamin

from　Cimamonomi　Cortex（TCC）relaxed　prostaglandin　F2グprecontracted　ring　preparations　of　rat

aorta　with　intact　endotheliurn．TCC　did　not　cause　relaxation　of　specimens　without　endothelium，and

TCC－induced　relaxation　was　inhibited　by　pretreatment　with10｝4M　NG－nitro十arginine　methyl　ester・

Dimer，trimer，tetramer，and　pentamer　components　of　TCC　also　produced　endothelium－dependent

vasodilatation．Stronger　relaxation　was　caused　by　higher　molecular　weight　tamins，and　endothelium－

dependent　vasodilation　even　appeared　at　low　concentrations．In　conclusion，we　f6und　that　TCC　exhibits

an　endothelium－dependent　vasodilatation　in　the　isolated　rat　aorta　mainly　via　endothelium　derived　NO。

NO　mediated　endothelium－dependent　relaxation　seems　to　be　more　potent　for　TCC　with　higher　molecu．

1ar　weight　than　that　with　lower　molecular　weight。

　　　Key　words　tamin　from　Cimamonomi　Cortex（TCC），endothelium－dependent　vasodilation，nitric

oxide（NO），rat　aorta．

　　　Abbreviations　ACE，angiotensin－converting　enzyme；API－MS，atomospheric　pressure　ionization

mass　spectra；レNAME，NG－nitro十arginine　methyl　ester　l　PGF2α，prostaglandin　F2α；TCC，tamin

from　Cimamonomi　Cortex．

Introduction

　　　With　regard　to　the　biological　effects　of　Cin－

namonomi　Cortex（the　bark　ofαnnα窺o窺％郷6αs吻

BLuME），many　studies　on　the　essential　oils　that　form

a　major　component　of　this　plant　product　have　been

performed．1 5）On　the　other　hand，there　have　been　few

investigations　of　tamin　isolated　from　Cimamonomi

Cortex（TCC）．Although　the　pharmacological　actions

of　TCC　are　reported　to　include　inhibition　of　angioten・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ
sin－converting　enzyme（ACE），　there　seem　to　be　no

reports　concerning　　a　　direct　vasodilatory　　effect．

Accordingly，we　investigated　the　vasodilatory　effect

of　TCC　and　evaluated　the　mechanism　of　its　influence

On　VaSOmOtiOn’n∂伽0．

Materials　and　Methods

　　　　πs1卿碗吻お　αn‘！6h6窺∫o儒　：Cimamonomi

Cortex　（the　bark　of　αnnαηzo魏z銘n　6αss毎　BLuME

“Guang－nan　Guiっi”from　Guang－Dong　Province　in

China）was　purchased　from　Tochimoto　Tenkaido

（Osaka，Japan）．（一）一Epicatechin，　NG－nitro－1－ar・

ginine　methyl　ester（L－NAME），prostaglandin　F2α

（PGF2α），acetylcholine　chloride（Ach），and　indometh・
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acinwerepurchasedfromWakoPureChemicalIndus－
tries（Osaka，Japan）．（一〉一Epicatechin　was　dissolved

in40％dimethyl　sulfoxide．The　others　were　dissolved

in　water．Procyanidin　B－2　（dimer　of　TCC），

procyanidin　C－1　（trimer），cinnamtannin　A2

（tetramer），and　cinnamtannin　A3（pentamer）were

prepared　from　Cinnamonomi　Cortex　according　to　the
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の
method　of　Morimotoαα1．These　were　also　dis－

solved　in　water．

　　　Fアooiionα1ion　　α〆　　孟hε　α（7z660z6s　　8冗〃とz6！　（Zプ　　Cin－

nα7nono卿i　Co7嫉：Powdered　Cinnamonomi　Cortex

（100g）was　extracted　with　water（500m1）at　room

temperature．The　aqueous　extract　was　combined　and

concentrated　under　reduced　pressure　to　give　a　brown

residue，fr．1（3．O　g）．The　residue　was　suspended　in

water　and　chromatograghed　on　a　Diaion　HP－20co1－

umn（4．2×40cm〉．Elution　was　started　with　water　to

give　fr．2（1．6g），and　then　continued　with　MeOH　to

give　fr．3（1．3g）．The　MeOH　eluate　was　loadedonto　to

MeOH
　　　　fr．3

fr．1

Diaion　HP－20

EtOH

H20

Sephadex　LH－20

MeOH

fr．2

fr．4 　　　　　　fr．5

　　　　　　　↓SephadexL什2・

Proanthoc　anidin　fraction

Fig．1　Fractionation　of　the　water　extract　of　Cinnamonomi

　Cortex．

a　Sephadex　LH－20column（3．0×32cm），and　elution

was　started　with　EtOH　to　give　fr．4（0．45g），followed

by　MeOH　to　give　the　tannin　fraction，fr．5（0．79g）

（Fig．1）．fr．5was　loaded　onto　MCI－gel　CHP20P　and

with30％aqueous　MeOH　and　then　with　MeOH　to

give　the　proanthocyanidin　fraction．Table　I　shows　the

proanthocyanidin　which　we　separated　from　fr．5．We

measured　the　molecular　weight　of　the　proanthocy－

anidin　by　atomospheric　pressure　ionization　mass　spec－

tra（API－MS），and　confirmed　them．API－MS　were

obtained　with　a　PE　SCIEX　API　III　biomplecular　mass

spectrometer．

　　　R61砿召！ion吻励n6nお：Male　Wistar　rats　weigh－

ing300－400g　were　anesthetized　with　Nembuta1（50

mg／kgゆ．）and　killed　by　exsanguination　from　the

abdominal　aorta．A　section　of　the　thoracic　aorta　was

carefully　cleaned　of　fat　and　connective　tissues，and

rings3mm　wide　were　cut．The　endothelial　lining　of

some　rings　was　removed　by　compression　and　gentle

．rolling　on　filter　paper　a　few　times．Removal　of　the

endothelium　was　functionally　confirmed．

　　　The　aortic　rings　were　mounted　on　steel　hooks　in

a　Magnus　chamber（Kishimoto　UC－5TD，Kyoto，

Japan）．One　end　of　each　ring　was　attached　to　a　force－

displacement　transduer（Kishimoto　UM－203）so　that

isometric　contraction　could　be　recorded（Niko　Bio－

science　T－634，Tokyo，Japan）．The　chamber　was

filled　with5ml　of　Krebs　solution　with　the　following

composition（mM）：NaC1120，KC14．7，NaHCO325．0，

KH2PO41．2，MgSO4・7H201．2，CaC122．5，andglucose

10．0．The　medium　was　maintained　at37。C　and　bubbled

continuously　with5％CO2in　O2at　a　pH　of7．4．

　　　Riings　were　equilibrated　for40min　at　an　initial

resting　tension　of　l　g．During　this　time，the　Krebs

solution　in　the　chamber　was　replaced　every15min．

Table　I　Tamin　from　Cinnamonomi　Cortex

Procyanidin　B－2（dimer）Pale　ye110w　amorphous　powder．［α］D十32．2。

（c＝1．0，acetone）．API－MS（negative）ηz／ε二577［M－H］一．

Procyanidin　C－1（trimer）Pale　ye110w　amorphous　powder．

（c＝1．0，acetone）．API－MS（negative）1n／～：865［M－H］一．

［α］D十72．5。

Cinnamtannin　A2（tetramer）Pale　yellow　amorphous　powder．

（c＝1．0，acetone）．API－MS（negative）1n／～：1153［M－Hl一．

Cinnamtannin　A3（pentamer）Pale　yellow　amorphous　powder．

（c＝1．0，acetone）．API－MS（negative）1n／g：1441［M－H］一．

［α］D十83．5。

［α］D十98．5。
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The　rings　were　precontracted　with60mM　KCL　When

contraction　reached　a　steady　maximal　response，10－6

M　Ach　was　added．When　the　endothelium　had　been

removed，no　relaxation　was　induced　by　Ach．The

Krebs　solution　was　again　replaced　every15min　for60

min，and　then　the　experiments　were　carried　out．

　　　Each　aortic　strip　was　contracted　by　exposure　to

3×10－6M　PGF2α．When　this　contraction　reached　a

plateau，TCC（fr．5）was　added　at　concentrations　rang－

ing　from10｝9to10－4g／mL　TCC　was　also　obtained　in

the　presence　oHndomethacin（3μM，a　cyclo－oxy－

genase　inhibitor）and　incubated　with　the　tissue20－30

min　before　drug　addition．In　other　experiments　with－

out　precontraction，TCC　was　added　at10－3g／mL

Relaxation　was　expressed　as　the　percent　decrease　in

the　maximal　tension　induced　by　PGF2α．

　　　To　investigate　the　effect　of　nitric　oxide，prepara・

tions　with　endothelium　were　exposed　to10－4M　L－

NAME　for60min　before　precontraction，L－NAME　is

known　to　inhibit　the　synthesis　of　nitric　oxide．

　　　Dimer，trimer，tetramer，and　pentamer　forms　of

TCC　were　examined　similarly　at　concentrations　rang－

ing　from10－g　to10－4M．（一）一Epicatechin，which　is

simple　condensed　tamin，was　also　added　to　the　prepa－

rations　at　the　same　concentrations．

　　　S如傭だ6α1αnα砂s丞　：Data　are　reported　as　the

mean±standarderror　ofthemean（S．E．M．）．One－way

analysis　of　variance（ANOVA）was　used　for　statisti－

cal　analysis．A　P　value＜0．05was　regarded　as　signifi－

cant．

a）

I　l　l　l
10心10心10●7　10心

　1

10・5

Tannin　from　Cinnamonomi　Co『tex（9／ml）

　　　［

PGF2α3x10。6M

b）

l　l　l　i
10・910’810710’6　106104

Tannin　from　Cinnamonomi　Cortex（9！ml）

　　　Papaverine
　　　　10・4M

　　　　　I
　i

104

Results

Papaverine

　10・4M

I

　　　Rat　aorta　with　intact　endothelium　showed　relaxa－

tion　after　addition　of10　7g／ml　TCC，which　reached　a

maximum　at10－5g／ml　and　then　decreased　at10｝4g／

m1（nニ6）（Fig．2a）．Indomethacin　（3μM）had　no

significant　effect．In　contrast，rings　without　endoth－

elium　showed　no　relaxation（n＝6）（Fig．2b）．Rings

with　intact　endothelium　also　displayed　no　relaxation

in　the　presence　of10　4MレNAME（n＝6）（Fig．3）．

When　nonっrecontracted　preparations　were　used，

TCC　caused　contraction　at10－3g／ml　both　with　and

without　endothelium（Fig．2c）．About25％contrac－

tions　of　TCC　were　expressed　as　the　percentage　in

maximal　tension　obtained　by60mM　KCHnduced
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

c）

　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　10・3

Tannin　from　Cinnamonomi　Cortex（9／ml）

」1・・

5min

Fig．2　Typical　tracing　showing　the　effect　of　TCC　on　iso－

　1ated　rat　aorta．a）A　ring　Precontracted　with3×10－6M
　PGF2αwith　intact　endothelium．b）without　endothelium．c）

　A　ring　without　precontraction．
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Fig．3　Concentration．response　curves　for　TCC－induced
　relaxation　of　rat　aortic　rings　with　intact　endothelium．

　Values　are　expressed　as　the　percent　decrease　in　the

　maximal　tension　caused　by3×10－6M　PGF2α．The　mean±

　S．E．of6determinations　is　shown．

contraction．When3×10－6M　indomethacin　was　added

to　TCC，there　was　no　contraction　of　non－precontract－

ed　preparations（n＝4）both　with　and　without　endoth・

elium．
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a）
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Fig．4　Typical　tracings　of　the　effects　of　tannin　fractions　on　isolated　rat　aortic　rings　with　intact

　endothelium　precontracted　with3×10－6M　PGF2α．a）dimer，b）trimer，c）tetramer，d）pentamer。

　　　（一）一Epicatechin　failed　to　induce　relaxation　at

concentrations　of10－9to10－4M．DMSO，which　was
used　for　the　solvent　of　（一）一epicatechin，also　failed　to

induce　relaxation　by　itself．The　relaxation　of　rat

aorta　with　intact　endothelium　in　response　to　a10－4M

solution　of　the　dimer　was　about50％（Fig．4a　and5）．

Rat　aorta　with　intact　endothelium　showed　relaxation

when　exposed　to10一6M　trimer，reaching　a　maximum

of　about90％at　lO－4M（Fig．4b　and5）．The　tetramer
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Fig．5　Concentration。respollse　curves　for　the　relaxation　of

　rat　aortic　rings　with　intact　endothelium　illduced　by　tannin

　fracions．Results　are　the　mean±S．E．of6determhlations．

and　pentamer　caused　relaxation　at10－8M，and　induced

significantly　greater　relaxation　than　the　dimer　at

concentrations　of10－6and10－5M（Fig．4c，4d　and5）．

TCC　showed　vasorelaxation　responses　in　rings　of　rat

aorta　with　illtact　endothelium　and　precontracted　with

PGF2α（3×10－6M）at　a　mean　EC50value　of84．6±6．3

μM　（dimer），10．4±1．1μM　（trimer），4．32±0。75μM

（tetramer）and　O．85±0．14μM（pentamer），respective－

1y．The　relaxation　response　to　dimer，trimer，

tetramer，and　pentamer　was　reduced　in　specimens

without　endothelium，as　well　as　those　with　endoth－

elium　by　the　addition　of10－4M　L－NAME．

Discussion

　　　The　present　study　clearly　demonstrated　that　TCC

produced　endothelium－dependent　vasodilation　in　the
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8）
rat　aorta，as　was　reported　by　Furchgott4α1．

Because　treatment　with　L－NAME　inhibited　this

vasodilator　response，nitric　oxide（NO）was　thought

to　be　involved．

　　　Whenindomethacinwasaddedto　TCC，therewas

no　contraction　of　non－precontracted　aortic　rings　with

or　without　endothelium，indicating　that　TCC－mediat－

ed　contraction　was　affected　by　eicosanoids．

　　　　（一）一Epicatechin，which　is　simple　condensed

tamin，failed　to　induce　relaxation．Dimer，trimer，

tetramer，and　pentamer　forms　of　TCC，produced

endothelium－dependent　vasodilation　involving　NO．
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Stronger　relaxation　was　observed　withhigher　molecu－

1ar　weight　tamins，and　endothelium－depepdent

vasodilatation　also　occurred　at　lower　concentrations．

Withregardtovasomotion，TCChasbeenreportedto
inhibit　ACE　activity，and　this　inhibitory　effect　on　ACE

has　been　shown　to　be　greater　with　higher　molecular

　　　　　　　　　　　weight　tannlns．　ACE　inhibitors　cause　vasodilation

and　protect　the　vascular　endothelium　by　inducing　NO

production．9）ACE　inhibitors　have　also　been　reported

to　act　as　scavengers　for　superoxide　radicals，thereby

　　　　　　　　　　　　　　　　　くめmodulating　NO　degradatlon．　Likewise，condensed

tannins　have　been　reported　to　have　a　radical　scaveng。

ing　action，which　is　stronger　with　higher　molecular
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　weight　tannlns，　and　our　results　were　m　strong　agree－

ment　with　such　findings．TCC　is　a　condensed　tannin，

so　it　may　also　have　a　radical　scavenging　action初∂i∂o

and　thus　modulate　NO　degradation．On　the　other　hand

（一）一epicatechin　also　has　been　reported　to　have　a

　　　　　　　　じ　　　　　　　　　　radical　scavenglng　actlon，　but　it　failed　to　induce

relaxation　in　our　investigation．This　result　suggests

that　TCC　has　the　direct　action　of　producing　EDRF／

NO　to　endothelium．The　relaxation　of　TCC　caused　not

only　a　scavenging　action　but　also　the　effect　of　produc－

ing　EDRF／NO．

　　Other　tannins，such　as　galloylglucose　from

Paeoniae　Radix　and　condensed　tannin　from　Areca

Semen，are　also　reported　to　have　an　endothelium一

　　　　　　　　　　　　　　　　ヨっ　　　dependent　vasodilator　effect．　　The　present　study

demonstrated　that　TCC　had　such　a　vasodilator　effect，

and　that　higher　molecular　weight　tannins　showed

increased　activity．

Conclusions

　　TCC　exhibits　an　endothelium－dependent　vasodi－

1ator　effect　on　the　isolated　rat　aorta．Higher　molecu－

1ar　weight　tannins　have　a　stronger　activity　than　those

of　lower　molecular　weight．
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和文抄録

　桂皮の血流改善作用については古くから知られてお

り，これに関連した報告はあるものの，その詳細な検討

はなされていない。今回我々はマグヌス法を用いて，

ラット胸部大動脈輪状標本における桂皮含有タンニンの

血管作動性について検討した。桂皮含有タンニンは，プ

ロスタグランディンF2α（PGF2α）の血管収縮に対し，

内皮保存血管において濃度依存性に血管弛緩作用が認め

られた。しかし，内皮除去血管及びNG－nitro＋arginine

methylester（L－NAME）前処置内皮保存血管において

は，血管弛緩作用はほぼ消失した。以上より，桂皮含有

タンニンの血管弛緩作用は内皮依存性であることが明ら

かとなった。桂皮含有タンニンをさらに二量体から五量

体までのタンニン画分に分取し検討したところ，二量体

以上の重合したタンニンにおいて血管弛緩作用が認めら

れた。また，重合度が増すに従い血管弛緩作用はより低

い濃度で発揮され，作用も増強されることが明らかと

なった。

References

1）Akira，T．，Tanaka，S．，Tabata，M．：Pharmacological　studies　on

　the　antiulcerogenic　activity　of　Chinese　Cinnamon．PZ伽如〃64．

　440－443，1986．

2）Nagai，H．，Shlmazawa，T。，Takizawa，T．，Koda，A．，Yagi，A，，

　Nishioka，1．：Immmo　pharmacological　studies　of　the　aqueous

　extract　of　Cinnamomum　Cassia（CCAq〉1。antiallergic　action．

　力ゆ伽．1．Phα捌α601．32，813－822，1982．

3）Matsuda，H．，Matsuda，R．，Fukuda，S．，Shiomoto，H．，Kubo，M．：

　Anti－thrombic　actions　of70％methanolic　extract　and　Cinnamic

　Aldehyde　from　Cinnamomi　Cortex．Chθ別．Phα耀．Bκ1乙35，1275－

　1280，1987．

4）Takenaga，M．，Hirai，A．，Terano，T．，Tamura，T．，Kitagawa，H．，

　Yoshida，S．：In　vitro　effect　of　Cinnamic　Aldehyde，a　main　compo－

　nent　of　Cinnamomi　Cortex，on　human　platelet　aggregation　and

　arachidonic　acid　nletabolisn1．ノ1．Ph‘z7”zα606io一」Oly72．10，201－208，

　1987．

5）Harada，M．，Saito，A．：Pharmacologlcal　studies　on　Cimamon．

　IV．Effect　of　Cinnamaldehyde　on　the　isolated　heart　ofguinea　pigs

　and　its　catecholamine　releasing　effect　from　the　adrenal　gland　of

　dogs．1．Phα77n‘z601うio一功n．1，89－97，1987．

6）Inokuchi，」．，Okabe，H．，Yamauchi，T．，Nagamatsu，A．：Inhibitors

　of　angiotensin　converting　enzyme　in　cmde　drugs．1．Chεηz．Phα朋

　βz41．32，3615－3619，1984．

7）Morimoto，S．，Nonaka，G．，Nishioka，1．＝Tannins　and　related

　compounds　XXXVIIL　Isolation　and　characterization　of　Flavan－3－

　01Glucosides　and　Procyanidin　Oligomers　from　Cassia　Bark

　（Cinnamomum　casia　Blume）．Ch6n¢．Ph召遡．βz6〃．34，633－642，

　1986．

8）Furchgott，R．F．，Zawadzki，」．V．：The　obligatory　role　of　endoth－

　elial　cells　in　the　relaxation　of　arterial　smooth　muscle　by　acety1・

’



50 Vasodilation　of　rat　aorta　by　TCC

　　　choline．ぬ’π名召288，373－376，1986．

9）Mombouli，J．，Nephrah，M．，Vanhoutte，P．M．：Effect　of　the

　　　converting　enzyme　inh董bitor　Cilazaprilat　on　endothelium－depen・

　　　dent　responses．吻）6π6nsげoπ18，II22－II29，1991．

10）Rajagopalan，S．，Harrison，D．G．：Reversing　endothelial　dysfunc・

　　　tion　with　ACE　inhibitors．απz‘」召だoπ94，240－243，1996．

11〉Uchida，S．，4‘zJ．：Radical　scavenging　action　of　condensed　tan．

　　　nins．ノVI6麗名os‘ガ6η‘εs14，243－245，1998．

12）Zhang，A．，Zhu，Q．，Luk，Y．，Ho，K．，Fung，K．，Chen，Z．：Inhibitory

　　　effects　ofJasmine　Green　Tea　epicatechin　isomers　on　free　radical一

　　　induced　lysis　of　red　blood　cells．L旋S6記ηαヌs61，383－394，1997．

13）Goto，H．，Shimada，Y．，Akechi，Y．，Kohta，K．，Hattori，M．，Teras。

　　　awa，K．：Endotheliumdependent　vasodilator　effect　prepared　from

　　　the　roots　of　Paeonia　Iactiflora　on　isolated　rat　aorta．PZπη如ルf64．

　　　62，436－439，1996．

14）Goto，H．，Tanaka，N．，Tanigawa，K．，Shimada，Y，Itoh，T．，

　　　Terasawa，K．：Endotheliumdependent　vasodilator　effect　of

　　　extract　prepared　from　the　seeds　of　Areca　Catechu　on　isolated　rat

　　　aorta．P物ツ！o！h6噸y　石～6s6α名じh11，457－459，1997．


