
は じ め に

サフランはアヤメ科に属し、学名を Crocus 

sativus L. と称する多年生草本で（Fig. １）、主に

スペインやギリシャで生産されるが、近年中国

における生産が増加している。１
　
 花に３本ある

めしべを集め乾燥したものがサフランである。

９
　
 ―１０万個のサフラン花から ５kg のめしべが

収穫され、乾燥すると約 １kg となる。サフラ

ンは古来より医薬品として、香辛料として、ま

た、染料としても使用されてきた。サフランは

主成分として、赤色のカロテノイド色素、辛味

成分であるピクロクロシン、香りの良いサフラ

ナール等である。カロテノイド色素にはクロセ

チンに４分子のグルコースがついているクロシ

ン、クロセチンにグルコースが３分子ついたも

の、およびクロセチンにグルコースが２分子つ

いたものがある（Fig. ２）。我々は大分県竹田市

で屋内栽培されるサフランには乾燥重量で約

１５％のクロシンを含有し、他地域のサフランに

比べ高含量であることを見出した。開花状態と

クロシン含量の相関を調査した結果、クロシン

は満開期に近づくに従って含量が高まり満開期

で最高となり、満開を過ぎて１週間後には２％

近く減少する。クロシンは共役した２重結合を

持つことから、光や酸素により酸化を受け、更

に湿気があれば内在性の加水分解酵素によって

加水分解を受けクロシンの含量は減少すること

を明らかにし、このような分解を防ぐには乾燥

した状態下－２０℃ で保存する必要があることを

明らかにした１）。このように保存条件によりク

ロシン含量に大きな変動が生じるため、品質の

評価が必要となった。このため簡便かつ迅速な

分析法を開発する目的で、クロシンに対する単

クロン抗体を作成し、それによる分析法を開発

した２）。

サフランの抗腫瘍活性は各種の腫瘍細胞系、

例えばサルコーマ１８０、エーリッヒ腹水癌、ダル

トンリンパ腫等を用いた評価系により研究が行

われている３）。サフランは化学的発ガンの阻害

作用４）、また、クロセチンは皮膚がんやラウス
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サフランの薬理活性

正　山　征　洋
（長崎国際大学 薬学部 薬学科）

要　旨

サフランとその主活性成分であるクロシンの薬理作用を検討した。サフランエキスは、アルコールに

より記憶学習を障害したマウスの記憶学習能を改善した。本活性本体はクロシンであり、クロセチンに

結合するグルコースの数が少なくなるにつれて活性が低下した。PC�１２ 細胞を用いてクロシンのアポ

トーシス抑制効果を検討した。アポトーシス惹起条件下においてもクロシンを培地へ添加することによ

りアポトーシスが抑制されることが明らかとなった。クロシンのアポトーシス抑制効果について各アポ

トーシス誘導ステップを検討した結果、クロシンはスフインゴミエリネース活性を低下することにより

セラミドレベルを低下させ、また、グルタチオンレベルを上昇させることにより細胞の安定化を促進し、

PC�１２ 細胞のアポトーシスを抑制することが明らかとなった。

キーワード

サフラン、Crocus sativus L.、クロシン、記憶学習、長期増強、アポトーシス

総　　説 



腫に有効であることが報告されている５）。

Escribano 等はクロシンがヘラ細胞の増殖を止

めることから、アポトーシス（細胞死）を引き

起こすものと推察している６）。さらに、我々は

サフランエキスやクロシンの内服によりマウス

に対する２段階発ガンを抑制することを明らか

にした７）。以上の実験結果はサフラン中のクロ

シンやクロセチンが抗腫瘍活性を持っているこ

とを示すものである。さらに、クロセチン誘導

体は抹消血のビリルビンレベルを下げる働き８）

や血清コレステロールや中性脂肪の低下作用が

認められている９）。

記憶学習に作用する天然薬物の臨床応用に期

待が寄せられている。脳の海馬は記憶学習を司

る重要な部位であることは自明であるが、脳組

織から誘導される長期増強作用（LTP）が記憶

学習と密接な関連が有ることが明らかとなって

いる１０）。我々は先にサフランやクロシンがマウ
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Fig. 1　Indoor cultivation of saffron in Ohita

Fig. 2　Structure of crocetin and its glycosides



スの記憶学習を改善し、ラットの海馬スライス

を用いた実験系で海馬歯状回における LTP の

発生を報告している１１ � １３）。

近年の研究から脳内の酸素欠乏１４）や脳の障

害１５） によりプログラムされた細胞死（アポトー

シス）が惹起し、また、アルツハイマー患者の

脳においてもアポトーシスが起こることが明ら

かとなっている１６）。このような状況から天然薬

物による脳神経細胞のアポトーシスの抑制は臨

床面で大きな期待が寄せられている。

本総説では記憶学習や脳神経細胞のアポトー

シスに対するサフランとクロシンの作用につい

て我々の研究結果を中心に述べる。

１.　アルコール障害記憶学習に対するクロシ

ンの改善作用

サフランエキスがアルコールでブロックされ

た記憶学習障害、特にマウスのステップス

ルー、ステップダウンテストにおいて改善作用

が認められた１２） ので、本テストを活性指標とし

てサフランエキスから活性成分を精製分離し、

クロシンが活性成分であることを突き止めた。

ステップダウン試験での４０％アルコールの経

口投与による記憶学習障害は、クロシン ５０mg 

/kg 経口の前投与により改善され、２００mg/kg 

では６０％まで改善された（Fig. ３）。

２.　LTP に対するクロシンの効果

Fig. ４ に見られるように４０％アルコール投

与により LTP は著しく抑制される。このアル

コールの経口投与による LTP 抑制は、アル

コール投与５分前にクロシン １０.２nM 経口の前

投与により用量依存的に増強されることが明ら

かとなった（Fig. ４）。クロシンの他に、Fig. １ 

に示すクロセチンにグルコースが３個ついたも

の、２
　
 個ついたものも同様に検討すると、何れ
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Fig. 3　Effect of crocin on memory and learning

Fig. 4　Dose�dependent effects of crocin and its analogues on the LTP�blocking 

effect of ethanol



も用量依存的に増強するが、その強度には差が

あり、クロシンが最も強く、続いて３個、２
　
 個

の順に活性は弱まることが明らかとなった１７）。

３.　PC�１２ 細胞死に対するクロシンの阻害作

用

Fig. ５A�５D は培地から血清とグルコースを

除去して誘導した PC�１２ 細胞の形態変化を示

したものである。血清とグルコースを含む 

Dulbecco 修正 Eagle 培地（DMEM）では PC �

 １２細胞は正常状態を保っている（A）。一方、血

清とグルコースを同培地から除くとＢに見られ

るように明らかにアポトーシスが起こり６０％の

細胞は死滅する（B）。これに反し血清とグル

コースを同培地から除き、クロシン（０.１ μ M）

を添加するとアポトーシスは抑制され（C）、さ

らにクロシン濃度を １０ μ M に上げると８５％の

細胞が生存した（D） １８,１９）。アポトーシスに関し

て血清２０�２２）や神経成長因子（NGF） ２３,２４）を除去

することにより PC�１２ 細胞の死滅を誘導する

ことが知られている。Colombaioni 等は、血清

除去培地は HN９.１０e 細胞のセラミドレベルを

上昇させ、その結果アポトーシスが引き起こさ

れると報告している２５）。これらの結果から 

DMEM 培地から血清とグルコースを除去した

培地において PC�１２ 細胞はセラミドレベルの

上昇によってアポトーシスを惹起することが示

唆される。

Fig. ６ に示す通り、PC�１２ 細胞を血清・グ

ルコースフリーDMEM 培地で３時間培養を行

うとセラミド濃度は添加培地に比べ、３.５倍に

上昇した。ところがクロシンを添加することに

よりセラミド濃度は減少した。その減少の度合

いはクロシンを０.１，１，１０ μ M 添加すること 

により用量依存的にセラミド含量が減少し 

ている。一方、セラミドの生合成を促進する 
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Fig. 5　Effect of crocin on morphological changes and PC�

12 cell death induced by serum/glucose deprivation.

A：Control cells in serum/glucose�containing 

DMEM ［DMEM（＋）］ , B：cells in DMEM alone

［DMEM（�）］ , C：cells in DMEM（�）plus 0.1 μ M 

crocin, D：cells in DMEM（�）plus 10 μ M crocin



FB１２６,２７） の添加は全く影響しなかったことから、

クロシンはセラミドの生合成レベルを活性化す

るのではなく、別のステップに作用しているこ

とが示唆される。

次に血清・グルコースフリー DMEM 培地に

おいては、セラミドによって活性化されアポ

トーシスを引き起こす c�jun kinase（JNK） ２８）

の燐酸化が起こっていることが判る（Fig. ７A）。

しかし １０ μ M のクロシンを添加することによ

り JNK の燐酸化が阻害されることが明らかと

なった（Fig. ７B）。なお、セラミドは低酸素下

において PC�１２ 細胞死が起こるときに活性化

されるスフィンゴミエリネースによるスフィン

ゴミエリンの加水分解産物であることが報告さ

れている２９,３０）。以上からクロシンは JNK の燐

酸化を阻害し、従ってアポトーシスを抑制する

作用を持つことになる。
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Fig. 6　Effect of crocin or FB1 ceramide accumulation in serum/ 

glucose�deprived PC�12 cells

Fig. 7　Effect of crocin on phosphorylation of JNK in 

serum/glucose�deprived PC�12 cells



４.　血清・グルコースフリー DMEM 培地によ

り活性化されるスフィンゴミエリネースのク

ロシンによる阻害活性

スフィンゴミエリネースはマグネシューム依

存性の酵素である。そこで PC�１２ 細胞のホモ

ジネートのスフィンゴミエリネース活性を測定

した結果、Fig. ８A に示す通り１時間で最高と

なり、３
　
 時間でコントロールレベルまで低下し

た。次にクロシン添加の影響を Fig. ８B に示

す。血清・グルコースフリー条件下ではスフィ

ンゴミエリネース活性が顕著に上昇するが、ク

ロシンを添加することにより活性は用量依存的

に低下した。

次にクロシンが直接スフィンゴミエリネース

活性を阻害するか否かを検討したのが Fig. ９ 

である。１ mM および １０mM のクロシン添加

は何らスフィンゴミエリネース活性を変化させ

ない。一方、グルタチオン（GSH）の添加は用

量依存的にスフィンゴミエリネース活性を低下

させている。従来から GSH は細胞膜に存在す

るマグネシューム依存性のスフィンゴミエリ

ネースの阻害活性を持つことが知られてい

る２９,３１,３２）。これらの結果から、我々はクロシン

が酵素を直接阻害するのではなく、血清・グル

コースフリー条件下において、PC�１２ 細胞中に
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Fig. 8　Effect of crocin on the activity of magne- 

sium�dependent N�SMase enhansement 

in serum/glucose�deprived PC � 12 cells 

A：time�dependent N � SMase activity 

of PC � 12 cells cultured in DMEM（�）, B：

dose�dependent effect of crocin in N�

Smase activity in PC�12 cells cultured in 

DMEM（�）

Fig. 9　Direct effects of crocin and GSH on the activity on mag- 

nesium�dependent N�SMase



おけるスフィンゴミエリネース活性を GSH 依

存的に阻害すると言う仮説をたてるに至った。

４.　クロシンにより活性化される glutathi- 

one reductase（GR） , γ�glutamylcyste- 

inyl synthase（γ�GCS）による細胞内 GSH 

レベル

上記仮説を明確にするために、まず最初に、

血清・グルコースフリー条件下における PC�１２ 

細胞内 GSH 濃度を測定した。Fig. １０ はクロ

シン添加、無添加条件で GSH レベルを測定し

た結果である。PC�１２細胞を血清・グルコース

フリー条件下３時間処理すると GSH はコント

ロールに比べ半分の濃度となった。一方、クロ

シンを添加することにより GSH レベルは用量

依存的に上昇し３時間後においてもコントロー

ルに比べ高いレベルを保った。

次にクロシンがどのようなメカニズムで 

GSH レベルを上昇させるかを明らかにするた

め、GR 活性と glutathione peroxidase（GRx）

活性について時間を追って検討したのが Fig. 
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Fig. 10　Effect of crocin on the intracellular GHS in serum/glucose�

deprived PC�12 cells

Fig. 11　Effect of crocin on activity of GR and 

GPx in serum/glucose�deprived PC�12 

cells



１１ である。クロシン無添加培地では GR 活性

は時間と共に低下している。一方、クロシンを

添加することにより活性は経時的に上昇し、６
　
 

時間後には約４倍の活性を示した（A）。Fig. 

１１B は GRx 活性を調査したもので、血清・グル

コースフリー条件下においても活性は上昇して

おり、クロシン添加との優位差は認められず、

GRx に対するクロシンの関与は否定された。

GHS 生合成はγ�GCS により制御され、本酵

素は種々のメカニズムにより制御されるものと

考えられている。マウスの内皮細胞において、

γ�GCS 活性上昇に伴い誘導される TNF�αや 

IL�１βは mRNA 発現上昇と関連していること

が報告されている３３）。IL �６ も同様にγ�

GCSmRNA 発現を刺激し、酵素活性が高まり、

その結果 GSH レベルを上昇することが明らか

にされている３４）。その一方で、Pan、Perez�

Polo 等は NGF がγ�GCS 活性を転写レベルで

上昇させるとの報告を行っている３５）。

Fig. １２ は γ�GCSmRNA 発現と血清・グル

コース添加およびフリー条件下における γ�

GCS 活性に対するクロシンの作用を示してい

る。コントロール細胞に対してはクロシンの添

加効果は認められないが、血清・グルコースフ

リー条件下では １０ μ M のクロシンを添加する

ことにより γ�GCSmRNA 発現は顕著に増加

している（A、B）。さらにクロシンによる γ�

GCS の活性化を Fig. １２C に示す。クロシンに

よる γ�GCS の活性化は γ�GCSmRNA 発

現を良く反映していることから、クロシンは 

GR とγ�GCS の両酵素を活性化することによ

り細胞内 GSH レベルを上昇させるものと推察

される。そこで GSH 合成を阻害する buthio- 

nine sulfoximine（BSO）を添加したところ γ

�GCS 活性を低下させ細胞内 GSH レベルの低

下を誘導した３４）。
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Fig. 12　Effect of crocin on mRNA expression and activity of γ�GCS 

in serum/glucose deprived PC�12 cells



５.　クロシンの抗酸化作用による脳神経細胞

死の予防効果

我々は血清・グルコースフリー条件下におけ

る PC�１２ 細胞に対するクロシンの影響につい

てα�トコフェロールとの比較検討を行なった。

血清・グルコースフリー条件は PC�１２ 細胞の

形態と膜の脂質酸化に影響を与え、さらに細胞

内 supeoxide dismutase（SOD）活性を減少さ

せることを明らかにした３６）。Fig. １３ はコント

ロール PC�１２ 細胞（A）と血清・グルコース

フリー条件下における PC�１２ 細胞を Annexin 

V で染色した像である（B�D）。Phosphatidy- 

lserine（PS）は通常は細胞の内皮に存在してい

るが、酸化ストレスによって細胞の外部の膜上

に移動する。PS の外部への移動はアポトーシ

ス誘導の早期のシグナルと考えられている。

FITC 結合 Annexin V はマイナスにチャージ

した PS に結合し、リング状の蛍光を示す。血

清・グルコースフリー条件下における PC�１２ 

細胞（B）はＡに比べ明らかにリング状の蛍光

が認められる。クロシン １０ μ M を添加した培

地における細胞（C）では、リング状の蛍光は

認められない。α�トコフェロールを １０ μ M 添

加した細胞（D）では、数は少ないもののリン

グを検出している。クロシン添加と比較すると

クロシン添加培地の細胞がより正常状態を保っ

ていることが明らかとなった。血清・グルコー

スフリー培地における PC�１２ 細胞の酸化脂質

量はコントロール培地のそれに対して１.８倍で、

SOD 活性はコントロールに比べ１４％に減少し

た。一方、クロシンは α�トコフェロールに比

べて顕著な酸化脂質量低下を示し、SOD 活性

の上昇を誘導した。

６.　PC�１２ 細胞内のクロシンの分布

クロシンの細胞内分布を検討するため、抗 
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Fig. １３　Annexin V staining of PC�１２ cells exposed for ３ hr in serum/glu- 

cose�deprived DMEM

A：control cells in DMEM（＋） , B：cells in DMEM（�）alone, C：

Cells in DMEM（�）plus １０ μ M crocin, D：cells in DMEM（�）plus 

１０ μ M α�tocopherol  .　Arrows indicate ring�shape stains



クロシンモノクローナル抗体２） による染色を

行った。Fig. １４ は １０ μ M のクロシンを添加し 

PC�１２ 細胞の経時変動を抗体染色で追跡した

ものである。Ａはクロシン添加直後に染色した

もので、Ｂは３０分後の像である。両者の比較か

らクロシンはα�トコフェロール等と同様に最

初は細胞膜に存在するが時間の経過と共に細胞

内へ取り込まれることが明らかとなった。ただ

し、細胞内におけるクロシンの役割については

不明であり、今後の検討課題である。

お わ り に

サフランはマウスに ５g/kg 投与しても毒性

が出ない極めて安全な天然薬物である３７）。我々

はクロシンがアルコールにより誘発される記憶

学習阻害および LTP 抑制を改善する作用を明

らかにした。また、クロシンが海馬のニューロ

ンにおける N�methyl�D�aspartate（NMDA）

レセプターを介したエタノールの阻害作用を改

善することも明らかにした３８）。クロシンの記憶

学習改善作用はこの作用に基づくことが推測さ

れる。このためクロシンは中枢神経系の障害改

善薬として有用な天然薬物と目されている。

一方、クロシンのアポトーシス抑制効果を 

Fig. １５ にまとめた。クロシンは GSH の生合

成を活性化し、セラミドの生成を抑制すること

によりアポトーシスを抑制することが明らかと

なった。

酸化ストレスは多くの脳障害を引き起こすこ

とが知られており、中枢神経系の疾患としては

アルツハイマー病、パーキンソン病、ハッチン

ソン病等に深く関与している３９）。クロシンの抗

酸化作用は α�トコフェロールよりも強くかつ

安全性が高く、難治性神経障害に応用可能と考

えられるので、さらなる動物実験引いては臨床

実験が望まれる。

Fig. １６ はクロシンが２００６年より中国におい

て狭心症の医薬品として上市されたものであ

る。また、クロシンは眼の微細血管の血流量を

改善するため眼科領域においても眼疾患治療薬

の創出に期待が持たれている。

謝　辞

本総説は日本学術振興会によるアジアコアプログ

ラムの活動の一環として著されたものである。

引用文献

１）Morimoto S, Umezaki Y, Shoyama Y, Saito 

H, Nishi K, Irino N（１９９４）Post�harvest 

degradation of carotenoid glucose esters in 

saffron.　Planta Med, ６０：pp. ４３８ � ４４０.

正　山　征　洋

70

Fig. 14　PC�12 cells treated with 10 μ M crocin（left, 0 min）and immunostaining with anti

�crocin MAb（right, 30 min）

Arrows indicate cells stained strongly by anti�crocin MAb.



サフランの薬理活性

71

Fig. 15　Prevention mechanism of apoptosis by crocin

Fig. 16　Crocin was approved by SFDA for the clinical traial in 2006
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