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大豆サポニンの有する細胞膜抗酸化作用の基礎研究
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ABSTRACT

Membrane interaction of soyasaponins, which are reported to possess nutrient and
pharmacological effects such as antioxidation, liver-protecting actions, and anti-
hypercholesteremia.  To obtain the molecular basis for these soyasaponin activities,
the present study attempted to investigate the molecular interactions between
soyasaponin (Soyhealth SA) and membrane lipids, particularly cholesterol.  NMR and
MS analysis of the sample soyasaponins indicated the major constituent to be
soyasaponin Bb ( I ).  Two kinds of labeled sterols, 3-deutero- and 6-fluoro-cholesterol,
which were chemically synthesized from cholesterol, were reconstituted in
phosphatidylcholine membrane.  The broad band solid-state NMR spectra of these
membrane preparations revealed that cholesterol interacted with the saponin in
phosphatidylcholine bilayers on the basis of NMR signals characteristic of less
oriented and flexible membrane constituents.  The NMR spectra of liposomes
incorporated with the fluorinated cholesterol also inferred the possibility of their
interaction although the high mobility of lipids in liposome membrane obscured their
molecular recognition.  Further studies for evaluating the molecular interaction of
soyasaponins with membrane are currently underway.  Soy Protein Research, Japan 8,
81-85, 2005.
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本研究は，大豆たん白質とともに有効成分のひとつ

に数えられる大豆サポニンに着目した．大豆サポニン

は抗酸化作用を有し，それによって健康に役立つ効果

を有することが明らかとなってきた1)．例えば，免疫

的に障害を受けた肝細胞に対しては顕著な保護作用を

示すことなどが知られている．本研究では，この保護

作用を酸化ストレスに対する保護作用と関連づけるた

めの基礎的研究を行った．すなわち，リン脂質や膜ス

テロールを含む膜脂質分子と大豆サポニンとの相互作

用を精密に解析し，大豆サポニンの生理活性発現メカ

ニズムについて基礎的知見の集積を図った．

われわれの研究室では，細胞膜における脂質分子や

外来分子の相互作用を研究してきた．特に，固体

NMRを含む物理化学的研究においては，相互作用を

炭素-13同位体やフッ素で標識した生体分子の原子距

離を指標として評価することに成功している2)．すな

わち，大豆サポニンについて，膜脂質との相互作用を

固体NMRなどで評価することによって，サポニンの

生体膜に対する抗酸化作用の分子的機構について理解

を深めることができると考えた．今後の研究によって

膜脂質に対する相互作用の分子的基盤が解明できれ

ば，大豆サポニンの疾病予防および健康増進における

役割になんらかの科学的根拠を提示できるのではない

かと期待している．

方　　　　法

大豆サポニンの生物作用は，細胞膜の酸化予防と関

連すると考えられる．すなわち，細胞膜脂質と相互作

用することによって膜脂質の酸化や活性酸素の発生を

防止する可能性を検討する必要があると考えられる．

そこで，大豆サポニンとステロール・リン脂質二重膜

との相互作用を核磁気共鳴スペクトル（NMR）によ

って解析した．

成分分析

財団から恵与頂いたソイヘルスSAの成分を調べる

ために，水に対する溶解性によって分画を行い，水溶

性画分および不溶性画分を得た．各々をDMSO溶液に

おけるNMRおよびエレクトロスプレーイオン化法に

よる質量分析に供した．

固体NMR測定

生体膜に対する結合状態を調べる目的で，リン脂質

二重膜であるDMPC（dimyristoylphosphatidylcholine）

膜系を用いて，大豆サポニンの膜構造に与える影響を

固体NMRで評価した．サポニン試料は，財団から御

恵与いただいたソイヘルスSAをそのまま用い，膜構

造の変化は一般にサポニンと相互作用すると考えられ

ているコレステロールを使用した．具体的には，コレ

ステロールの３位を重水素化した標識体をMurariらの

方法3)によって化学的に合成した．すなわち，コレス

テノン（コレステロール３位のケトン体）を重水素化

ホウ素ナトリウムによって還元することによって，3α

位に重水素置換したコレステロール(2)を調製した．

DMPC，サポニンと混合して調製した脂質二重膜を二

倍量の水で水和することによって調製した膜試料を固

体NMR測定に供し，重水素シグナルの四極子分列幅

の変化を観測した．
19F-コレステロールとの相互作用解析

フッ素は生体膜系にはまったく含まれていない元素

であるので，フッ素標識すると高感度かつ選択的に

NMRシグナルを観測することができる．われわれは，

フッ素NMRの観測を通じて，膜結合分子とコレステ

ロールの相互作用の新たな評価法を試みた．Scheme 1

に示した方法によって，フッ素標識したコレステロー

EggPC (1×10–6 mol) + 6F-cholesterol (3) (1×10–4 mol)

↓ dissolved in CHCl3

↓ evaporated and dried under vacuum for 10 h.

↓ added 200 mM Tris-HCl buffer (27.5μL) + D2O (522.5μL)

↓ frozen and thawed twice

↓ sizing through Liposofast® (200 nm → 50 nm)

1% 6F-cholesterol (3)-containing liposomes (50 nm) 

in 10 mM Tris-HCl buffer (550μL)

↓ 19F NMR measurements

↓ added soyasaponin or filipin (3 equivalent to 6F-cholesterol)

↓ incubated for 2 h
19F NMR measurements

Scheme 1. Preparation of 3-fluorocholesterol-containing liposomes for NMR measurements 
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ルを含む人工膜リポソームを作製し，大豆サポニンの

影響を調べた．フッ化コレステロールは，Williamら

によって報告されているDAST（diethylaminosulfur

trifluoride）を用いたルートによって調製した4)．

結果と考察

ソイヘルスSAは，数百ppmの濃度においてもヒト

赤血球に対して溶血性は示さなかった．つぎに，ソイ

ヘルスSAに含まれているサポニン成分の推定を行っ

た．すなわち，水可溶性画分および不溶性画分を調製

して，各々のNMRスペクトルを測定した（Fig. 2）．

可溶性画分aは数種のサポニンの混合物であったが，

不溶性画分bは比較的純度が高く，質量分析の結果

（Fig. 2）を考慮して，その主成分をsoyasaponin Bb ( I )

と推定した（Fig. 1）5, 6)．

重水素化コレステロール（2, Fig. 3）の固体NMRス
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Fig. 1. Major Saponin Constituent, soyasaponin Bb ( I )
present in the precipitates.

Fig. 2. Saponins present in the precipitates of SoyHealth SA examined by NMR and MS.  (a) Water-soluble fraction
of SoyHealth SA; (b) Insoluble fraction chiefly containing soyasaponin Bb ( I ).  (c) Electrospay Ionization MS
of the insoluble fraction indicating ion peaks as follows:  m/z 943.3, soyasaponin Bb ( I ) +H+; 959.3,
soyasaponin Bb ( I ) (oxidation product?) +H+; 965.5 soyasaponin Bb ( I ) +Na+; 981.5, soyasaponin Bb ( I ) +K+.
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Fig. 3. 3-Deuterium (left) - and 6-fluorine (right) -labeled
cholesterols used for NMR measurements.

Fig. 4. Broad band solid-state 2H-NMR spectra of 3-
deuterocholesterol (2).  Spectra in the presence
of soyasaponins (A) and the absence (B).  *Typical
pake doublet observed for bilayer membrane
structures.

Fig. 5. 19F NMR spectra of 6-fluorocholesterol (3) at 1
mol% bound in egg phosphatidylcholine
liposomes.  (a) PC only; (b) soyasaponin added (3
equivalent to 3); (c) filipin added (3 equivalent to
3).
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ペクトルをFig. 4に示した．この膜調製試料は水和の

程度が低いので，コレステロール分子は固体状態とし

ての相互作用（磁気双極子相互作用）が観測されてい

ると考えてよい．スペクトルBでは二重膜構造に沿っ

て配向したコレステロールに特徴的なシグナル（図中

の＊）が認められている．一方で，大豆サポニンをリ

ン脂質に約９％添加した場合に，コレステロールの重

水素信号においてラメラ構造の崩壊を示す顕著な変化

が認められた．すなわち，二重膜構造中に存在するコ

レステロールを表す信号が減衰し，ミセルなどに対応

する等方的な信号が大部分を占めた．大豆サポニンが

コレステロールと相互作用して膜の構造を改変してい

ることが示唆された．

つぎに，より細胞膜に近い水和の程度が高いリポソ

ームでのコレステロールとサポニンの相互作用解析を

試みた．流動性の高い状態で高感度にコレステロール

の状態を観測するためにフッ素を標識した化合物(3)を

用いた．19F NMRは敏感に周囲の環境を反映して，緩

和時間（ピークの幅などで評価）や化学シフト（シグ

ナルの位置）を変化させることが知られている7)．Fig.

5bに示したように，soyasaponin Bb ( I )を添加した場

合には若干のシグナルの広幅化が認められたが，変化

の有意性は今後の再検討を待たなければならない．こ

れはコレステロールと複合体を形成することが知られ

ているfilipinを添加した時（Fig. 5c）にも微妙な変化

しか認められなかったことを考慮すると，本実験条件

（Scheme 1参照）では相互作用が顕著ではないと考え

られる．現在，さらに測定法の改良などの検討を進め

ている．
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要　　　　約

本研究では，soysaponin Bb ( I )を主体する大豆サポニンについて，その膜相互作用をおもにNMR

を用いて調べた．すなわち，標識化したコレステロールのNMRシグナルを観測することによって，

サポニンと生体膜との相互作用評価を試みた．特に，重水素化コレステロールのNMRシグナルは，

サポニンの添加によって顕著に変化し，大豆サポニンがコレステロールと相互作用して膜構造を改

変している可能性が示された．その相互作用について，フッ素標識コレステロールとリポソームを

用いたNMR実験によって検証を試みた．
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