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研究成果の概要（和文）：クロシンをヒスタミンH1受容体、ドーパミンD2受容体或いはアデノシンA1受容体遺伝子欠損
マウスに投与して、その作用を比較したところ、H1受容体欠損マウスではクロシン睡眠誘発効果がほとんど消失した。
クロシンのヒスタミンH1受容体結合能およびヒスタミン遊離に及ぼす効果を調べたところ、H1受容体結合能およびヒス
タミン遊離抑制作用がないことが判明した。従って、クロシンは間接的にヒスタミンの覚醒調節機能を抑制することに
よって睡眠を誘発していることが強く示唆された。
クロシン糖付加物は、クロシンに比べて高い化学的安定性と光安定性を有することが判明した。

研究成果の概要（英文）：We compared the effects of crocin in wild-type mice, mice lacking of histamine H1 
receptor (H1R) gene, dopamine D2 receptor (D2R) gene or adenosine A1 receptor (A1R) gene by monitoring 
the locomotor activities and electro encephalogram. In wild-type mice, D2R KO and A1R KO, crocin 
significantly decreased the locomotor activities and increased the time spent in non-REM sleep. In H1R KO 
mice, effects of crocin on locomotor activities and non-REM sleep were suppressed. Crocin did not show 
any specific binding affinities against H1R nor inhibited the histamine release. These results strongly 
suggested that crocin indirectly suppressed histamine arousal system to induce sleep.
We found enzymatically synthesized crocin-glycoside shows better property in chemical stabilities and 
photo stabilities than crocin.

研究分野： 薬理学

キーワード： ノンレム睡眠　カロテノイド色素　ヒスタミンH1受容体　サイクロデキストリングルカノトランスフェ
ラーゼ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
サフランに含まれるカロテノイド色素の

クロシン (クロセチン・ジゲンチオビオース) 
が経口投与で鎮静効果を有することを行動
解析によって証明し、鎮静効果はノンレム睡
眠の増強によるものであることを科学的に
信頼性が最も高い脳波測定による解析の結
果見出した (Mol. Nutr. Food Res. 2012, 56, 
304-308)。クロシンによって誘発される睡眠
脳波は、現在、医薬品として用いられている
ベンゾジアゼピン系薬剤のジアゼパムによ
って誘発される異常な脳波と異なり、自然な
睡眠とほとんど区別できない睡眠脳波であ
った。クロシンのノンレム睡眠誘発効果は、
糖鎖を除いたアグリコンであるクロセチン 
(図 2) に比べて、モル濃度比で約 10 倍強力
であることも証明した。この結果は、クロシ
ンの生物学的利用能を高める為には糖鎖が
重要であり、糖鎖がクロシンの消化管内での
安定性、吸収性、或いは生体内での安定化に
働いていることを強く示唆する。 

以上の結果は、クロシンがこれまでにない
生理的な睡眠を誘発できる化合物として有
用であり、新規な睡眠改善薬として開発でき
ることを示すものである。 
 
２．研究の目的 

本研究は、生理的な睡眠と区別できない自
然な睡眠を誘発するサフランの主要な活性
成分クロシンの 1)睡眠誘発メカニズムの解
明と 2)睡眠調節薬或いは睡眠調節食材とし
ての開発を目的としてクロシン糖付加物の
合成方法の確立を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) クロシンの作用機構の解明 

申請者の所属する研究グループは、睡眠覚
醒調節機構の解明を行い、 (Curr Opin 
Pharmacol 7:33，2007)。さらに、睡眠調節に
関与する様々な分子(プロスタグランジン
(PG)D2 合成酵素、PGD 受容体、アデノシン
A2a、A1 受容体、ドーパミン受容体、ヒスタ
ミン H1 受容体) の遺伝子改変マウスの睡眠
を解析し、睡眠障害のモデル動物であること
や、これらの分子に対する特異的阻害薬や拮
抗薬の投与実験を行い、薬理学的に睡眠・覚
醒を制御できることを証明した  (PNAS 
103:4687, 2006； Nat Neurosci 8:858, 2005)。 

クロシンの作用部位を同定する為に、これ
ら遺伝子改変動物に対する投与実験を行い、
自発運動量或いは脳波に及ぼす効果を比較
する。 

 
① 自発運動量および脳波測定 

自発運動量は、マウス赤外線センサーを用
いて検出する。 

脳波は、脳波測定と睡眠解析システムを開
発して、オンライン型睡眠バイオアッセイシ
ステム(図 1)を用いる。 

 

 
以下の遺伝子改変マウスを用いて、自発運動
量あるいは脳波に及ぼす効果を野生型マウ
ス (C57BL/6) と比較した。 
・ドーパミン D2R 受容体欠損マウス 
・ヒスタミン H1 受容体欠損マウス 
・アデノシン A1 受容体欠損マウス 
 
②ヒスタミン受容体拮抗試験 
マウス脳内ヒスタミン H1 受容体に対して

拮抗薬 (Pyrilamine の 3H 標識および非標識
体) とクロセチン (クロシン投与で血中に検
出される)との競合を調べた。マウスの全脳の
ホモジネートに Mepyramine およびクロシン
を加えて反応させた後に、GF/B フィルター 
(Wattman) を用いて、ろ過した後に、フィル
ターの放射活性を測定した。 
 
③ヒスタミン遊離抑制試験 

RBL-2H3 細胞をカルシウムイオノフォア
(A23187) で刺激して、ヒスタミンの遊離を
惹起した。刺激 10 分前に細胞にクロシンを
作用させてヒスタミン遊離に及ぼす効果を
調べた。遊離ヒスタミンは、培養液を HPLC
で分離後、o-フタルアルデヒドで蛍光ラベル
化して  検出定量するポストカラム法 
(Yamatodani, et al., J. Chromatogr. 344, 115–123. 
1985) によって分析した。 
 
(2) クロシン糖付加物の合成 
①クロシン糖付加物の調製 

クロシンにシクロデキストリン・グルカ
ノ・トランスフェラーゼ
(Cyclodextrin-glucano-transferase: CGTase、EC 
2.4.1.9) を用いて糖の付加を行った。クロシ
ン(10-100 mg/mL)、可溶性デンプン (1-10%) 
を CGTase (5-20U/mL) 存在下に 42 度で 1-24
時間反応させて、クロシン糖付加物を調製し
た。反応生成物は、逆相 HPLC (カラム; 
COSMOSIL Cholester、HPLC システム; 
SHIMADZU Prominence LC、検出; UV-Vis 検
出 440 nm) にて分析した。 

糖付加物は、NMR 分析 (JEOL 製 ECA800、
1H スペクトルは 800 MHz、13C スペクトルは
200 MHz) によってその構造を分析した。 
 

 
図 1 マウスの睡眠判定システム 
マウスの脳波および筋電図から睡眠・覚醒
の判定をほぼ自動で解析できる 



② クロシン糖付加物の安定性測定 
a) 水溶液中での安定性評価 
 クロシン糖付加物あるいはクロシンを、そ
れぞれ 5% (w/v) の maltosyl-β-cyclodextrin 水
溶液に溶解し、各成分をそれぞれ 2.5 mg/ml
含有する溶液を調製した。これを、室温、遮
光条件下に６時間静置した。静置から０時間、
１時間、３時間及び６時間後に、各溶液を採
取して、前述の HPLC 分析システムを用いて、
クロシン糖付加物またはクロシンの各分解
物の生成状況を確認した。 
b) 光に対する安定性評価 

クロシン糖付加物あるいはクロシンを、そ
れぞれ５％ (w/v) の maltosyl-β-cyclodextrin
水溶液に溶解し、各成分をそれぞれ２ .５
mg/ml 含有する溶液を調製した。これを、室
温、光照射条件下 (蛍光ランプ約 1000 lux 照
射) に、６時間静置した。静置から０時間、
１時間、３時間及び６時間後に、各溶液を採
取して、前述の HPLC 分析システムを用い
て、クロシン糖付加物またはクロシンの各分
解物の生成状況を確認した。 
 
③ 経口投与後の血中濃度の比較 

クロシン或いはクロシン糖付加物をマウ
スに経口投与すると腸管で加水分解、吸収さ
れて血中では糖が外れたクロセチンとして
検出される。クロセチン、クロシン或いはク
ロシン糖付加物を経口投与し、経時的に採血
して、血液中のクロセチンの量を分析した。
マウスの血清に 5 倍量のアセトニトリルを添
加して、血清中のクロセチンを抽出し、これ
を HPLC で分析した。 
 
４．研究成果 
(1) 遺伝子改変マウスに対するクロシンの
効果の比較 
 
マウスに暗期 (19:00-7:00) 直前にクロシン

を 25 mg/kg の用量で経口投与して、自発運動
量に及ぼす効果を調べた。 
野生型マウスにクロシンを経口投与すると

投与後 2 時間、有意な行動量の抑制が認めら
れた (図 2)。 
ドーパミン D2R 受容体欠損マウスは、野生型
マウスに比べて暗期、明期ともに行動量が少
ない動物であるが、ここにクロシンを投与す
ると投与後 2 時間、有意に行動量の抑制が認
められた。 
ヒスタミン H1 受容体欠損マウスにクロシ

ンを投与すると、クロシンの行動量抑制効果
が一部消失することが判明した。 
アデノシン A1 受容体マウスにクロシンを

投与すると、クロシンの行動量抑制効果の持
続いて、クロシンの野生型マウス、ドーパミ
ン D2R、ヒスタミン H1 受容体欠損マウスの
脳波に及ぼす効果を比較した。 
暗期直前にクロシンを投与すると、野生型

マウスおよびドーパミン D2R 受容体欠損マ
ウスの投与後 4 時間のノンレム睡眠量が有意

(p<0.01 vs. 溶媒投与) に増加した。一方、ヒ
スタミン H1 受容体欠損マウスへの投与では、
ノンレム睡眠増強効果が減弱した (図 3)。 

 
以上の結果から、クロシンの自発運動量抑

制とノンレム睡眠増強効果は、ヒスタミンに
よる覚醒系の調節を介した作用であること
が示唆された。そこで、クロセチンの H1 受
容体拮抗作用およびヒスタミン遊離抑制を
調べたところ、クロセチンはヒスタミン H1
受容体に対して特異的な結合能を持たず、ま
た Ca イオノフォア刺激によるヒスタミン遊
離に対して作用を示さなかった。 

図 2 クロシンの自発運動量抑制効果
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図 3 クロシンのノンレム睡眠誘発効果
の比較 



従って、クロシンの自発運動量抑制および
ノンレム睡眠誘発効果はヒスタミン覚醒系
に対して直接的な抑制作用ではないと考え
られた。 

 
(2) クロシンおよびクロシン糖付加物の安定
性の比較 
①クロシン糖付加物の合成 
クロシンに CGTase を用いてグルコースを付
加することによりクロシン糖付加物を合成
した。 
反応生成物を HPLC 或いは液体クロマトグラ
フィー・マススペクトル（LC-MS にて分離・
分析した (図 4)。デンプンを基質として、
CGTase によってクロシンにグルコース分子
が少なくとも 1-8 分子付加された糖付加物が
得られることが判明した。 

 
更に、フラクション 2 および 3 を分離精製し
て NMR 分析したところ、図 5 に示すような
構造であることが明らかとなった。更に、合
成物に 1,4-α-D-Glucan glucohydrolase（グル
コアミラーゼ）を作用させると、糖（グルコ
ース、グルコースのオリゴマー）が乖離し、
クロシンが検出されたことからも、CGTase
の触媒作用で付加された糖は、クロシン分子
中のゲンチオビオースの 4 位にグルコースが
脱水縮合されたものであることが確認でき
た。 
 
②クロシン糖付加物の安定性 

クロシンとクロシン糖付加物の水溶液中
での安定性および光に対する安定性を比較
したところ、付加されたグルコース分子数に
依存して水溶液中での安定性が向上するこ
とが判明した（図 6）。 

水溶液中での安定性に関して、クロシンそ
のものは、水溶液に調製してから６時間後に
は３２％が分解したのに対して、クロシン糖
付加物はわずか３％しか分解は認められな
かった 。また 光照射に対する安定性に関し
ては、クロシンは、光照射から３時間後に２
４％が分解、６時間後に４６％が分解したの
に対して、クロシン糖付加物の分解率は、光
照射から３時間後は１７％、６時間後は３
１％であり、クロシンよりも分解が抑えられ
ていることが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
  

図 4 クロシンの酵素的糖付加物の分析 
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図 5 クロシン糖付加物の構造解析 



 

クロシン糖付加物は、クロシンに比べて化学
的に安定な化合物であることが示された。 
 
③クロシン糖付加物の血中濃度 

クロセチン (10 mg/kg)、クロシン (30 
mg/kg) およびクロシン糖付加物 (クロシン
と等モル濃度) を経口投与して経時的な採血
を行い、血中濃度推移を調べたところ、クロ
シン糖付加物は、速やかに吸収されること、
またクロセチンに比べて高い血中濃度ピー
クを示すことが判明した (図 7)。 
 
以上の結果からクロシン糖付加物は、クロシ
ンに比べて、化学的安定性に優れ、睡眠改善

薬、或いは睡眠改善食品として商品開発に適
していると考えられた。 
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図 6 クロシン糖付加物の水溶液中での安
定性 (上)と光安定性 (下) 
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図 7 クロシン、クロシン糖付加物および
クロセチン経口投与後の血中濃度の比較 
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