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Abstract
Korean Red Ginseng has been reported to have anti― thrombotic and anti一 atherogenic ef‐

fects and thereby to be useful in the prevention and the treatment of certain thrombotic

and cardiovascular disorders.In the present study,firstly the effect of oral ad■ linistration

of Korean Red Ginseng on platelet aggregation and thromboxane B2(TXB2)fOrmatiOn in

the patients with thrombotic and atherosclerotic disorders were determinё do Secondly the

effect of various ginseng saponins on the production of prostacyclin by culturcd rat vascu―

lar smooth muscle cens(vsMc)was studied.
Four weeks ad■ linistration of 9 capsules of Korean Red Ginseng significantly decreased

collagen一 induced platelet aggregation and TXB2 fOrmation in theじ patients.U-46619(a

stable analogue of TXA2)~induCed platelet aggregation and TXB2 fOrmation in the pa‐

tients was also decreased.It has been reported that platelet activation induced by collagen

resultsin the formation of TXA2,WhiCh is thought to further stilnulate platelets in cooper‐

ation with collagene We prevlously reported that ginsenoside Rgl(G― Rgl)and Rg3 haVe a

potent antagonistic action for TXA2 and thereby reduce platelet function ln予 二Fttrο.Thus
the present results suggest that orally adllinistered Korean Red Ginseng reduced col‐

lagenrinduced platelet aggregation and TXA2 fOrmation most likely by the inhibition of

platelet activation by endogenously produced TXA2・

We previously reported that oral adlninistration of Korean Red Ginseng increasedゴ n

予【ゴ70 Synthesis of prostacyclin in patients with thrombotic and atherosderotic disordersギ

and that:コ
"tro addition of ginsenoside Rc(G一

Rc)stil■ulated the formation of 6-keto一

PGFlα ,a stable lnetabolite of prostacyclin,in VS酌 IC.In the present study,the conversion

of[14c]araChidOnic acid to[14c]6-ketoPGFlα  by VSAttC was enhanced by the addition of

G―Rc,while the conversion of[14c]PGH2tO[14c]6-ketoPGFlα  did not change.Northern

blot analysis of total RNA prepared fronl VSA/1C demonstrated that in 71tro addition of G一

Rc increased mRNA level of cyclooxygenase in VSヽ 空C.These results indicate that the

enhancement of prostacyclin formation by G― Rc might be partly ascribed to an increased

cyclooxygenase activity and that G― Rc enhanced gene expression of cyclooxygenase in

VSA/1C,、 vhich may contribute to an increased lnetabolls■l of arachidonic acid by cycloox‐

ygenase in G― Rc一treated VSA/1C.

*〒 260 千葉市中央区亥鼻 1-8-1
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はじめに

動脈硬化症・血栓症の息者では,血小板機能

の元進がしばしば見られることはよく知られて

いる。われわれは紅家の投与により血栓症・動

脈硬化症の患者で血小板凝集能が低下すること

を報告 し,その機序 として紅家の主成分のひと

つであるジンセノサイ ドRgl(G Rgl)や ジン

セノサイ ドRg3(G Rg3)に は抗血小板作用

があり,強力な血小板凝集物質である トロンボ

キサン A2(TXA2)の 作用を阻害することを

報告 してきた 1～ 3ち コラーゲン末J激時の血小

板凝集に伴う TXA2の産生が血栓症および動

脈硬化症の患者において元進 していることはす

でに諸家により報告されている。一方,紅参投

与の抗血小板作用については,従来より凝集能

の抑制を中心に検討が進められており,血小板

凝集時の TXA2産生に及ぼす影響については

十分な検討がなされていなかった。とくに,血

栓症および動脈硬化症などの TXA2産生の元

進が予想される患者に紅参を投与 した際の変化

については報告が見られない。そこで今回,コ

ウジン末カプセルを血栓性・動脈硬化性疾患患

者に投与 し, TXA2産生を中心にその効果に

ついて検討 した。

一方血管壁から産生され強力な血小板凝集抑

制作用が注 目されているプロスタサイクリン

(PG12)に ついて,われわれは現在までの一

連の検討により人参サポエンのうちジンセノサ

イ ドRc(G Rc)が 培養ラット血管壁平滑筋

細胞からの PG12産生を促進することを見出し,

さらに最近, PG12の尿中代謝産物の解析によ

リコウジン末の投与が血栓症・ 動脈硬化症の息

者において PG12の産生増加をもたらすことを

はじめて明らかにした。コウジン末投与に伴う

PG12産生の促進は,コ ウジン末の抗血栓・ 抗

動脈硬化作用の機序を明らかにするうえで,き

わめて重要な知見 と考えられる。そこで今回 ,

人参サポエンによる PG12産生促進作用の機序

を明らかにする目的で, PG12合成に関与する

シクロオキシゲナーゼとPG12合成酵素におよ

ぼす人参サポニンの作用について遺伝子工学的

手法をまじえて検討を加えた。

材料と方法

1.コ ウジン末カプセル投与実験

血栓症・ 動脈硬化性疾患息者 10名 (男 性 4

名,女性 6名 ,平均年齢 58.5歳)に コウジン

末カプセル (9カ プセル/日 )を 4週間投与 し,

投与前後で早朝空腹時に採血 し,次に述べる方

法に従い血小板凝集能を測定 した。凝集惹起剤

としてコラーゲンに加えて TXA2誘導体 とし

て広 く使われているU-46619を 用いた。

2.血小板凝集および thrombOxaneA2産 生

測定

早朝空腹時に, 3.8%ク エン酸ナ トリウムが

1/10容 になるように,真空採血管にて採血

し, 150 x gに て 10分間室温で遠心 し,多血

小板血衆 (platelet rich plasma:PRP)を 採取

したるさらに残 りの血液を 1800 x gに て 10

分 間遠 心 し乏血 小板 血衆 (platelet poor

plasma:PPP)を 採取 した。血小板数を PPP

にて 3x108/m2に 調整 した。凝集能は Born

の方法に従い, 4チ ャンネル血小板凝集計を用

いて既報 1)に従い測定 した。凝集惹起剤の濃

度は,コ ラエゲンについては, 0。 25, 0。 5,

0.75お よび 1.O μg/m2と し,U-46619につ

いては,0。 25,0.375,0.5,0.75,お よび 1.0

μMと した。凝集惹起剤添加後 , 5分まで凝

集能を記録 したのち,擬集 した PRPを 100μ立

分取 し, 1%ゼラチンを添加 した リン酸バ ッ

ファー 200μ 2添加の後凍結保存 した。この検

体について,既報に準 じて,凝集時に産生され

た TXA2を輸出し,RIA法 にて測定 し,(ng
TXB2 fOrmed/m2PRP)で 表示 した 1ち

3.ラ ッ ト培養血管壁平滑筋細胞のアラキ

ドン酸代謝実験

1)E14c]arachidonic acidの 代謝

ラット胸部大動脈より調整 した培養血管壁平

滑筋細胞 (VSMC)を 用い, GOに シンクロ
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ナイズしたのち, 10%の FCS存在下で 14時

間培養 した。その際 DMSO(終 濃度 0。 2%)

に溶解 した種々の人参サポエン (400 μ M)
を添加 した。培養終了後, FCS非存在下で 10

分間 [14c]arachidonic acid[ 10μ  M( l μ Ci

/dish)]と 反応させた。既報に準じて代謝産物

を抽出し,薄層クロマ トグラフィーにて分離 ,

測定 した。

2)PG12合成酵素活性の測定

ヒツジ精嚢腺ミクロゾームより精製されたシ

クロオキシゲナーゼを用いて,宮本 らの方

法 4)に 従 って ,[14c]ァ ラキ ドン酸 よ り

[14c]_PGH2を 生合成 した。この E14c]PGH2

[2μ M(0.2μ Ci/dtth)]を基質 として,上

記の方法で種々の人参サポエンの存在下で培養

した VMSCと 10分 間反応させ,代謝産物を

抽出し,薄層クロマ トグラフィーにて分離損J定

し, PG12合成酵素活性を求めた。

4.ラ ット血管壁平滑筋細胞のシクロオキシ

ゲナーゼ mRNAレベルの解析

前述 した VSMCを GOに シンクロナイズ し

たのち, 10%の FCS存在下で 24時間培養 し

た。その際 DMSO(終 濃度 0.2%)に溶解 し

た種々の人参サポニン (400μ M)を 添加 し

た。培養終了後, Chomczyskiら の方法 5)に

行とヽ ,ヽ  acid guanidiunl thiocyanate一phenol―

chloroform (AGPC)を もちいて total RNA

を抽出した。ヒツジ精嚢腺のシクロオキシゲ

ナーゼの CDNA配列を基にして,アスピリン

によリアセチル化され失活するセリン残基を含

む部位をコー ドするオリゴヌクレオチ ドを合成

し, これを用いて, ラットFRTL-5細胞のラ

イブラリーからラットシクロオキシゲナーゼの

cDNAを クローエングした 6右 このクローンの

860 bpの 断片を 32P標識 したものをプローベ

として用い, Sambroockら の方法 7)に従って ,

上述の方法で VSMCよ り抽出した total RNA

の Northern blot analysisを 行 づた。 また

Bio―image analyzer(富 士写真フィルム社製)

をもちいてバン ドの定量的解析を行った。

1.紅参カプセルの投与効果

紅参カプセルの投与により,血栓性・動脈硬

化性疾患息者のコラーゲンおよび U-46619刺

激による血小板凝集はいずれも有意に低下 した。

コラーゲン 0.5 μg/m2お よび 0.5μ Mの U一

46619刺 激時に産生されるTXB2は いずれも紅

参投与により,有意に減少 した (図 1-Aおよ

び B)。

2,血管壁平滑筋細胞のアラキ ドン酸代謝に

及ぼす人参サポエンの影響

1)[14c]arachidonic acidの 代謝

各種人参サポニンのうち, G Rc存在下で培

養 したVSMCにおいて,[14c]AAか ら [14c]

PG12へ の変換が促進された (図 2-A)。

2)PG12合成酵素活性の測定

いずれの人参サポエン存在下で培養 した

VSMCにおいても,有意な PG12合成酵素活性

の変動は見られなかった。 (図 2-B)
3.ラ ット血管壁平滑筋細胞のシクロオキシ

ゲナーゼ mRNA、 レベルに及ぼす人参サポ

エンの影響     ヽ

各種人参サポエンのうち, G Rc存在下で培

養 した VSMCに おいて,ラ ットシクロオキシ

ゲナーゼの mRNAレ ベルの有意な増加が認め

られた (図 -3)。

考  察

紅参カプセルの投与によリコラーゲン刺激時

の血小板凝集能の低下 とともに, TXA2産生

の低下がみられた。コラーゲン刺激時に産生さ

れる TXA2には,コ ラーゲン自身の刺激によ

り血小板膜の phospholipaseA2(PLA2)が 活

性 化 さ れ る の に と も な い 遊 離 さ れ た

arachidonic acid(AA)か ら産生 され る

“first TXA2"と ,こ の first TXA2が 血小板外

にでて血小板膜上にある TXA2受容体に結合

し,血小板を活性化する結果,さ らに AAが

遊離されその結果産生される “secottd TXA2ル

果結
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Before     After 4 weeks

区1l  Effect of oral administration of Korean Red Ginseng on TXA2fOrma―
itidh in the patients wkh thrombotic and atherosllerojc disorders

lAl  collagen

(B)U-46619

Control   Rc    Re    Rgl Control   Rc    Rbl    Rgl

mean tt SE,n=3

図 2 Effect of vattous ginseng saponins on the metabolism of 14c_AA and 14c_PGH2 by rat VMSC

lA1 14c_AA          ・

(B)14c_PGH2

の 2段階があることがしられている。

すでにわれわれは,紅参およびその有効成分

の一つである G Rglの 経口投与により,健常

者および血栓性・ 動脈硬化性疾患息者において

コラーゲン刺激だけでな くU-46619刺 激時の

血小板凝集が低下するこユを報告 したが 1～ 3ろ

これは紅家の投与が TXA2に よる血小板の活

性化が抑制される可能性を示唆するものである。

そこで紅参投与により低下 したコラーゲン刺

激時の TXA2産 生は “firSt TXA2ル と “set

cOnd TXA2"のおもにどちらの TXA2の低下で

あったかを明らかにするため, U-46619刺 激

時の TXA2産生の変動について検討 した。そ

の結果,紅参投与は 0。 5μ Mの U-46619刺 激

時の血小板凝集のみならず, TXA2産生をも

有意に減少させた。また注目すべきはその際の

TXA2の減少量が約 12 ng/m2PRPで あった

点である。 この減少量はコラーゲン刺激時の

Mean tt S.E.
n〓 10

*: p(o.o5

Mean i S.D.n・ 5

Ⅲ :P(0・05
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図 3 Effect of various ginseng saponins on the level of cyclooxygenase mRNA in rat VMSC

TXA2産生の減少量 とはぼ一致 していた点で

ある。

これらの成績は前述の紅参の経口投与が実際

に患者において TXA2に よる血小板の活性化

を抑制する可能性を支持するとともに,紅参投

与により低下 したコラーゲン刺激時の TXA2

産生はおもに “first TXA2ル ではな くむ しろ

“second TXA2"で あつた可能性を強 く示唆す

るものである。 (図 4)。

ところでわれわれは,コ レステロールの増加

した血小板では TXA2に対する反応性が元進

していることをすでに報告 している8右 今回の

投与試験は, TXA2に対する血小板の反応性

が克進 していると考えられる血栓性・ 動脈硬化

性疾患の息者において,“ TXA2阻害剤"と し

ての紅家の有用性を示唆する重要な知見と考え

られる。

われわれは紅家の経口投与により血栓性・動

脈硬化性疾患の患者において PG12産生が増加

することを明らかにし,また血 ガFroの 成績で

はあるが人参サポエンの は Rcが VSMCの
PG12産生を促進することを明らかにした。 し

かしその作用機序の詳細は不明であった。そこ

で今回, G―Rcを 中心に人参サポエンの PG12

産生促進作用 の機序 を解 明す る 目的 で ,

VSMCの AA代謝に的を絞って検討を加えた。

まず PG12産生の最終段階である PG12合成

酵素について,基質であるPGH2の 14c標識体

を合成 しその活性を預J定 した。 GRcを はじめ

4種 の人参 サポエンの存在下 で培養 した

VMSCでは有意な PG12合成酵素活性の変化は

認められなかった。このことは GRcに よる

PG12産生促進の作用点が PG12合成酵素でな

いことを示 しているも一方,[14c]AAを もち

いて AAか らの PG12産 生におよばす人参サポ

エンの影響を検討 したところ, G Rcのみが有

意にAAか らの PG12産 生を促進 した。この成

績は前述の PG12合成酵素に対する成績 とも合

わせると, G Rcの作用機序の一つとして AA
のシクロオキシゲナーゼによる代謝の促進が考

えられる。シクロオキシゲナーゼは一般にプロ

スタグランディンの合成の律速段階とされてお

り, C Rcの作用点であっても,不思議ではな

ヽヽ。

ところで, VMSCの シクロオキシゲナーゼ

によるAA代謝が G Rcに より促進された機序

としては(1)酵素蛋白自身の量的増加 (遺伝子発

現の増加または酵素蛋自の分解の抑制)あるい

は(2)酵素活性因子などによる酵素量の変動を伴

わない活性化などの可能性が考えられる。そこ

で, C Rcが どのような機序で VMSCの シク

ロオキシゲナーゼによるAA代謝を促進 した

のかを明らかにするため,さ らに検討を加えた。

すでにシクロオキシゲナーゼが種々の成長因

子によって誘導されることが明らかにされてい

る6ち ぃままで行った G Rcの添加実験はいず

れも種々の成長因子を豊富に含有する 10%の

FCSの存在下で行っていることから,ま ずシ

クロオキシゲナーゼの遺伝子発現におよばす

G Rcの作用について,ラ ットシクロオキシゲ
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図 4 Schema of COllagen― induced TXA2 fOrmation

ナーゼの mRNAレ ベ7L/を NorthOrn blot法 を

用いて解析 した。その結果検討 した人参サポ

エンのうちで G Rcのみが有意なシクロオキシ

ゲナーゼの血RNAレベルの増加をもたらした。

この成績は G Rcが シクロオキシゲナーゼの遺

伝子発現の増加,すなわちシクロオキシゲナー

ゼの酵素蛋自の誘導をもたらす可能性を示唆す

るきわめて重要な知見である。

今後は Western blot法 により,G―Rcが実際

にシクロオキシゲナーゼの蛋白量の増加をもた

らすか否かの検討が不可欠である。さらに今回

はじめて認められた, G―Rcに よるシクロオキ

シゲナーゼの遺伝子発現の増加は, GRC自 身

の直接作用であるのか,あ るいはまた成長因子

などのシクロオキシゲナーゼ誘導因子の作用を

増強 したためであるのかについても検討が不可

欠である。このような一連の解析により,人参

サポエンの抗血栓・ 抗動脈硬化作用の一端が解

きあかされることを期待 したい。
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