
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２３年 ３月３１日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
 生体にとって必要な酸素を末梢組織の隅々に運搬する赤血球の流れやすさは骨髄で作り
出されてから酸化ストレスが原因で徐々に悪くなる。古来、生薬として用いられて来た紅
蔘から抽出したサポニン分画には赤血球膜タンパク質の酸化傷害を抑制し、赤血球の流れ
やすさの悪化を妨げることが分かった。特に有効なサポニン分画成分は赤血球の膜タンパ
ク質のグルコースの代謝に関わる赤血球の酸化抑制機構に働くことが示唆され。アンチエ
イジング薬の開発に大きく役立つと考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：  Circulating erythrocytes are constantly exposed to oxidative 
stress as a result of the high cellular concentration of oxygen and hemoglobin, which is a 
source of the reactive oxygen species. Exposure to oxidative stress dramatically alters the 
function of the erythrocyte membrane, such as elevation of viscosity, decrease of 
deformability. Saponins (especially ginsenosides Rg2 & Rh1) from Ginseng Panax protect 
the rheological functions of erythrocytes against oxidative stress by preventing the 
oxidation of SH-groups in band 3 protein. The glucose metabolism were suggested to 
participate in  mechanism of protections. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 生体は常に酸化ストレスに曝されている。
特に、赤血球はおよそ１２０日間全身の血管
を循環し、酸素と二酸化炭素のガス運搬に携
わるため、活性酸素などにより傷害を受け易
い。そのため徐々に膜脂質および膜タンパク
質が酸化される。膜に傷害を受けた赤血球は

循環動態特性が変化し、血液粘度増加の他、
微小循環障害を引き起こす原因ともなる。生
活習慣病における循環障害の増悪因子のひ
とつともなっている。また、このような老化
赤血球は脾臓などの網内系のマクロファー
ジによる選択的な貪食・破壊により、循環血
中から除去される。この赤血球破壊の亢進は
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高齢者の貧血の一因ともなっている。 
(2) 我々は、赤血球の種々の循環動態特性と
酸化ストレスとの関連を調べてきた。「赤血
球膜の脂質およびタンパク質の酸化物量と
赤血球流動挙動の障害が相関すること」「脂
溶性の抗酸化剤の添加が酸化ストレス傷害
を緩和すること」（文献１、２）。赤血球の機
能障害の機構も酸化ストレスによる直接的
な傷害だけでなく、「カスパーゼ酵素の活性
化による間接的な傷害機構の存在の可能性」
なども、その分子機構を含め明らかにしてき
た（文献３）。これらの研究において、酸化
ストレスが赤血球の流動特性を低下させ赤
血球老化を進めることを明らかにし、その予
防の可能性を示した。アンチエイジングの観
点から、生薬成分を調べ、オタネニンジン
(Ginseng Panax)由来のサポニンが酸化スト
レスによる血液粘度増加を抑制することが
分かった。 
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２．研究の目的 
 酸化ストレスによる赤血球の老化の機構
とサポニンがおよぼす抗老化作用の機序を
解明する。またサポニン分画中の抗老化作用
の有効成分を同定、解析することで赤血球の
寿命の決定要因の制御の可能性と、将来的な
赤血球における抗老化薬の可能性を探る。 
 本研究の目的は酸化ストレスによる赤血
球への傷害をサポニンが抑制する機構を明
らかにする。酸化ストレスは１）赤血球膜脂
質、２）膜タンパク質をそれぞれに酸化し、
直接的に膜の機能障害を起こす、また３）カ
スパーゼを活性化することで間接的な障害
も起こす。その結果、赤血球の膜粘弾性の低
下を来たし、流動挙動特性が低下すると予想
される。サポニンの酸化ストレスに対する保
護効果が１）~３）の何れに効果があるのか
を解明する。サポニンはコレステロール基本
骨格に０~３個の糖と水酸基が付いた３０
種以上の成分を含む。その中で酸化ストレス

に対し保護効果がある成分を同定すること
で、酸化ストレスによる傷害の機構を明らか
にする。また、有効成分の分子構造を解析す
ることで将来の抗老化薬の可能性を探る。 
３）当該分野における本研究の学術的な特
色・独創的な点及び予想される結果と意義 
 
 赤血球の老化とカスパーゼの役割など最
近注目されてきており（文献：FASEB J. 19, 
416-8, 2005）酸化ストレス傷害による循環障
害のメカニズムに関して新しい視点で見る
だけでなく、サポニンを循環障害の治療薬と
して合わせて評価し有効成分の同定と、その
保護特性から赤血球老化のメカニズムを探
ることは独創的である 
 赤血球の老化による粘度増加などの流動
挙動特性の変化は微小循環障害を引き起こ
し易くする。特に高血圧、糖尿病、動脈硬化
などの生活習慣病の合併症の発症および増
悪に影響する。本研究により赤血球の老化に
対する抗老化：アンチエイジングの一つの予
防法として、また合併症の治療薬開発の確立
に大きく貢献できる。 
 
３．研究の方法 
 
 酸化ストレスを加えた赤血球の流動挙動
低下を粘度計により計測し、サポニン分画添
加時の保護効果を評価すると同時に膜脂質
および膜タンパク質の酸化度を計測し、その
保護効果の機構を明らかにする。 
(1) 赤血球試料 
 健康成人から採取した血液を白血球除去
後に等張リン酸緩衝化食塩水にて洗浄する。 
(2) サポニン調整 
 生薬サポニンおよびその精製分画成分を
採取する。 
(3) 酸化ストレス処理 
 酸化ストレスは 0̃2mM の硫酸鉄と５倍濃度
のアスコルビン酸を含む緩衝液に赤血球を
浮游させ、３７℃で１時間処理することで与
える。また、生薬サポニンまたは、その主要
分画成分を加えた場合での酸化ストレス処
理を行う。 
 酸化ストレス処理後、赤血球を緩衝液で洗
浄しヘマトクリットを４５％に調整する。 
(4) 赤血球流動挙動の評価 
 粘度計測：ヘマトクリット４５％に調整し
た赤血球浮遊液を試料として回転円錐－平
板粘度計により測定する。 
 赤血球変形能計測：倒立顕微鏡とカメラお
よび透明回転円錐と平板で構成される高ず
りレオスコープにより、赤血球にずり応力を
加えて、楕円盤状に変形した赤血球の形から、
赤血球変形指数を算出し評価する。 
(5) 膜傷害の評価 
 赤血球を低張緩衝化食塩水により溶血さ



 

 

せて、４回洗浄する事で赤血球膜試料を作成
する。 
 赤血球膜タンパク量：クマシーブリリアン
トブルーとタンパク質が結合した時の 
595nm の吸光度の変化を測定することで定量
する。 
 タンパク質チオール残基：タンパク質中の
酸化を受けていないチオール残基量を 
5,5'-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid) 
(DTNB: イールマン試薬)がチオール基によ
って還元され、 415nm の吸光を示すことを利
用して測定する。膜タンパク質酸化の正の相
関を示す指標。 
 赤血膜過酸化脂質定量：2-thiobarbituric 
acid (TBA) が過酸化脂質により酸化されて 
535nm の吸光を示すことを利用する。 
 
また、生体試料についてはヘルシンキ宣言に
準拠して取り扱った。 
 
４．研究成果 
(1) 赤血球の流動挙動：酸化ストレスを加え
ると血液粘度は増加し、赤血球変形能を低下
したが、紅参由来サポニン粗分画を添加する
と粘度増加および変形能の低下をそれぞれ
抑制した（図１参照）。また、ジンセノサイ
ド Rg2 および Rh1 を添加した場合のみ粘度増
加を抑制したが、他のサポニン分画は効果を
認めなかった（図２）。 

 

2) 膜傷害の評価：酸化ストレスを加えると

赤血球の膜脂質における過酸化脂質量が増
加したが、サポニン添加では抑制できなかっ
た。膜タンパク質についてはタンパク質中の
チオール残基量は低下したが、サポニン添加
で低下が抑えられた（図３）。 
酸化ストレスが加わった時に添加したサポ

ニン分画の Rg2 と Rh1 は膜タンパク質のチオ
ール基量の減少を抑制したが、電気泳動にお
いて、膜タンパク質の重合化および分解は認
められなかった（図４）。 
しかしながら、チオール基をビオチンで標識

して、赤血球の膜タンパク質毎のチオール基
をみると、酸化ストレスによって、骨格タン
パク質のスペクトリンと膜貫通タンパク質
のバンド３において著明に減少していた。サ
ポニン分画 Rg2 および Rh1 はスペクトリンの
チオール基の減少を抑制しなかったが、バン
ド３では抑制した（図５）。 

 
４．考察 
 赤血球のレオロジー機能として、赤血球変
形能は 1) 赤血球の形態、2) 赤血球の内部粘

図１ 

図３ 

図５ 

図４ 
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度、3) 赤血球膜の粘弾性が影響する。形態
に異常はなく、内部粘度に影響する赤血球内
ヘモグロビン濃度にも変化はなかった。赤血
球膜タンパク質であるスペクトリンとバン
ド３の酸化傷害で膜の粘弾性が増加したこ
とが変形能の低下を起こし、血液粘度の増加
に繋がった。サポニン分画中の Rg2 と Rh1 は
バンド３の酸化傷害を抑制することでレオ
ロジー機能障害を抑えたと考えられた。 

 
 Rg2 および Rh1 は水性条件では過酸化水素
を消去する効果はない（DATA not shown）。
また、化学構造上も直接的に中和できるとは
考えにくい。酸化ストレスとしてゆるい低温
環境での血液保存実験においても同様な結
果であり、また、グルコースがあることが必
要条件であることからも赤血球の糖代謝が
重要な役割を果たしていることが分かって
いる。コレステロール骨格構造を有するこの
サポニン分画が、赤血球自身の酸化還元機構
を活性化させている可能性がある。その機構
の解明こそが赤血球のみでなく、普遍的なア
ンチエイジングの大きなテーマと考えられ
る。 
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