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モノアミン神経系およびエピジェネティクス変動に対する和漢薬の作用に関する

基礎的研究

■背景・目的

近年、うつ病、不安障害などの精神疾患の患者数が増加しており、早急な対策が求められている。これらの
疾患の治療としてはモノアミン神経系を標的とした薬物の使用が主流であるが、副作用が高頻度で認められる
ことや薬物に反応しない治療抵抗性患者が多数存在することなどの問題点も多く、既存の薬物とは異なる治療
戦略の必要であるものと考えられる。 
一方で、生薬や漢方薬などの和漢薬には、精神機能異常に対して有効性を示すものがいくつか存在する。和

漢薬は西洋薬とは異なり複数の薬効成分が含まれていることから、単にモノアミン神経系に作用する西洋薬と
は異なった複雑な作用機序を有するものと推測されている。しかしながら、複雑な作用機序を有するため、和
漢薬の詳細な作用機序に関しては未だ不明な点が多く残されており、治療の科学的な根拠が求められる現代医
療において和漢薬の使用が敬遠されることも少なくない。 
これまでに我々は、漢方薬の加味温胆湯が抗うつ様作用を有することや大脳皮質前頭前野の細胞外セロトニ

ン量を増加させることを明らかにしてきた。さらに。加味温胆湯の細胞外セロトニン（5-HT）増加作用には構
成生薬の１つであるチクジョが重要な役割を果たしていることを見出してきた（J Phrmacol Sci., 139, 72-76, 
2019.）。また、加味温胆湯の構成生薬の一つであるオンジのエキスが抗うつ様作用を示すこと、および細胞外モ
ノアミン量を変動させることなくグリア細胞株由来神経栄養因子 GDNF の発現を誘導し、スパインの密度を増
加させることも明らかにしている（Tradit Kampo Med., 5, 89-97, 2019.）。こうした成果から、和漢薬は、“モノア
ミン神経系に対する作用”と“グリア細胞に対する作用”のように複数の作用機序を有していることが示唆される。
これら和漢薬の作用機序を明らかにすることが、西洋薬を用いた治療とは異なる和漢薬を用いた治療戦略の確
立につながるものと考えられる。 
こうした背景をふまえ本研究では、和漢薬の精神機能異常改善作用の作用機序を明らかにすることを目的に、

モノアミン神経系に対する作用として加味温胆湯の抗うつ様作用および細胞外セロトニン量増加作用の詳細な

解析と、グリアに対する作用としてオンジエキスが GDNF 遺伝子の DNA メチル化に及ぼす影響の解析を行っ

た。

■方法

モデル動物の作製

隔離飼育マウスは、雄性の ddY 系マウス（Shimizu Laboratory Supplies Co., Ltd., Kyoto, Japan）を 3 週齢から 6
週間、周囲が灰色のケージ（24×17×12 cm）にて１匹で飼育して作製し、実験に用いた。コルチコステロン慢性

投与マウスは、6 週齢の ddY 系雄性マウスにコルチコステロン（40 mg/kg）を 1 日 1 回 2 週間皮下投与し、最終

投与の翌日に実験に用いた。動物は、室温 23±1℃で明期 8:00～20:00、暗期 20:00～8:00 の 12 時間明暗サイクル

で飼育した。水および飼料は自由に摂取させた。 

薬物の投与

加味温胆湯およびオンジエキスは精製水に溶解し、経口投与した。コルチコステロンは 0.5%カルボキシメチ

ルセルロース（Cmc）に懸濁し、皮下投与した。隔離飼育マウスを用いた実験では試験の 1 時間前に加味温胆湯

を 1000 mg/kg の用量で、コルチコステロン慢性投与マウスを用いた実験ではオンジエキスを 20 mg/kg の用量で

コルチコステロンと同様に 1 日 1 回 2 週間投与した。5-HT1Bアンタゴニスト GR127935 は生理食塩水の溶解し、
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加味温胆湯投与の 30 分前に 10 ml/kg の用量で皮下投与した。 
 
強制水泳試験 
 柱形の透明な測定シリンダー（高さ 27 cm、直径 18 cm）に水温 25℃の水を 13 cm深さまで入れ、その中で解

析マウスを 6 分間水泳させ、その様子をビデオ撮影した。試験終了後、体温低下を防ぐためにマウスをよく乾

燥させた。6 分間の試験のうち、後半の 4 分間の無動時間を解析した。 
 
新奇環境下における運動量の解析 
 透明なアクリルケージ（30×30×35 cm）に解析マウスを入れ、30 分間の移動距離を ANY-maze video tracking 
software（Stoelting Company, Wood Dale, IL）を用いて解析した。 
 
5-HT 取り込み量の解析 
 9週齢の雄性のddY系マウスの大脳皮質を採取し、組織の10倍量のSyn-PER reagent（sigma, St. Louis, MO, USA）
を加え、ダウンスホモジナイザーでホモジナイズした。ホモジネートを 4℃、1,200×g で 10 分間遠心し、得られ

た上清をさらに 4℃、15,000×g で 20 分間遠心した。その後、上清を取り除き組織の 5 倍量のHBSS を加え懸濁

したものをシナプトソーム溶液として実験に用いた。シナプトソーム溶液 20 µl に 5-HT（最終濃度 20 nM）と加

味温胆湯エキス（最終濃度 1 mg/ml）を加え、全量が 100 µlとなるようにHBSS を加えた。その後、37℃で 10
分間インキュベートし、直ちに氷上で 2 分間冷やし、4℃、15,000×g で 20 分間遠心した。上清を採取し、高速

液体クロマトグラフィー/電気化学検出器システムを用いて、上清の 5-HT 量を定量し、シナプトソームに取り込

まれた 5-HT 量を計算した。 
 
DNA メチル化の解析 
 マウスの海馬からゲノム DNA を抽出し、バイサルファイト処理を行った。バイサルファイト処理した DNA
を鋳型とし、表２のプライマーを用いてPCR 法によりCpG アイランドを増幅しクローニングした。各サンプル

につき 8 クローンの塩基配列を解析した。 
 
統計解析 
 データは全て「平均値±標準誤差」として表し、統計学的処理にはStat View 5.0®（SAS Institute Inc, Tokyo）を

使用した。強制水泳試験（図１）の統計解析は、二元配置分散分析の後に多重比較検定として Tukey-Kramer 検
定を行った。5-HT 取り込み（図２）と DNA メチル化（図４）の統計解析は、一元配置分散分析の後に多重比

較検定としてTukey-Kramer 検定を行った。いずれもP<0.05 のものを有意差ありとした。 
 

■結果・考察 

加味温胆湯の抗うつ様作用における 5-HT1B受容体の関与 
これまでの検討から、加味温胆湯の経口投与により、大脳皮質前頭前野において投与 40 分後をピークとした

細胞外 5-HT 量の増加が観察されること、加味温胆湯の投与 60 分後において、強制水泳試験における無動時間

の増加といった隔離飼育マウスのうつ様行動が減少することを見出している。本結果から、加味温胆湯は選択

的 5-HT 再取り込み阻害薬と同様に、細胞外 5-HT 量を増加させることで抗うつ様作を発揮する可能性が考えら

れた。これまでに、強制水泳試験における選択的 5-HT 再取り込み阻害薬の抗うつ様作用には、5-HT1B受容体が

関与することが報告されている（J Psychiatry Neurosci. 33, 541-550, 2008; C R Acad Sci III. 324, 433-441, 2001.）。そ

こで本研究ではまず、加味温胆湯の抗うつ様作用おける 5-HT1B受容体の関与を明らかにするために、5-HT1B受

容体アンタゴニスト GR127935（3 mg/kg）の前投与が加味温胆湯の抗うつ様作用に与える影響について解析し

た。隔離飼育マウスにGR127935（3 mg/kg）を皮下投与し、その 30 分後に加味温胆湯（1000 mg/kg）を経口投

与した。加味温胆湯の投与 60 分後に強制水泳試験を行った結果、加味温胆湯の抗うつ様作用はGR127935 の前

投与により消失した。以上の結果から、加味温胆湯の抗うつ様作用には 5-HT1B受容体が関与するものと考えら

れた。 
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加味温胆湯の細胞外 5-HT 量増加作用のメカニズム解析 
加味温胆湯の経口投与により、大脳皮質前頭前野において一過的な細胞外 5-HT 量の増加が観察されることか

ら、加味温胆湯が細胞外の 5-HT の再取り込みを抑制している可能性が考えられた。そこで、マウスの大脳皮質

から調整したシナプトソームを用いて、加味温胆湯が 5-HT の取り込みに与える影響について解析した。その結

果、加味温胆湯（1 mg/ml）はシナプトソームへの 5-HT の取り込みを抑制することが明らかとなった。大脳皮

質前頭前野で見られる加味温胆湯の細胞外セロトニン量増加作用は、構成生薬の１つであるチクジョを除くこ

とで減弱することから、シナプトソームへの 5-HT の取り込みにおいても、チクジョ抜き加味温胆湯の影響につ

いて解析した。その結果、加味温胆湯（1 mg/ml）と比べてチクジョ抜き加味温胆湯（1 mg/ml）では、5-HT 取

り込み抑制作用が減弱する傾向が見られたものの、有意な変化は見られなかった（図２）。以上の結果から、加

味温胆湯は細胞外の 5-HT の再取り込みを抑制することで細胞外 5-HT 量を増加させるものと考えられた。しか

しながら、本結果では 5-HT の再取り込みにおけるチクジョの関与を示すことはできなかった。今後、加味温胆

湯およびチクジョ抜き加味温胆湯の 5-HT 取り込み阻害作用の用量反応性を解析することで、チクジョの関与が

明らかになる可能性も考えられる。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GDNF 遺伝子のプロモーター領域におけるDNA メチル化に対するオンジエキスの作用の解析 
これまでの検討から、加味温胆湯の構成生薬の１つであるオンジのエキスを投与することにより、コルチコ

ステロン慢性投与マウスで観察されるうつ様行動が改善することを見出している。また、コルチコステロン慢

性投与マウスの海馬では、神経新生、樹状突起スパイン密度、成熟スパイン数、GDNF mRNA 発現量の減少が

見られるが、そのうち神経新生の減少以外の異常（スパイン密度、成熟スパイン数、GDNF mRNA 発現量の減

少）はオンジエキスにより改善することも明らかにしている（Tradit Kampo Med., 5, 89-97, 2019.）。これまでに、

海馬の樹状突起スパイン数とうつ状態との関連性が示唆されていること（Neural Plast., 8056370, 2016; Synapse, 42, 
151-163, 2001）、GDNF が樹状突起スパインの成熟に関与すること（Development, 143, 4224-4235, 2016）、うつ病

患者では血清中の GDNF 量が減少していることや抗うつ薬により血清中の GDNF 量が増加すること（Prog 
Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry, 32, 886-890, 2008）が報告されていることから、オンジエキスによる抗うつ

様作用には、GDNF 発現量の増加が関与するものと考えられた。一方で、慢性的なストレスの負荷により、GDNF
遺伝子のプロモーター領域に存在するCpG アイランドにおいて、DNA のメチル化が増加することが報告されて

いる（Neuron, 69, 359-372, 2011）。一般的に、プロモーター領域におけるDNA のメチル化は遺伝子の転写を抑制

することが知られていることから、ストレスによるGDNF mRNA 発現量の減少にはDNA メチル化の増加が寄

与するものと考えられる。そこで本研究では、コルチコステロン慢性投与により減少したGDNF mRNA 発現量

に対してオンジエキスが増加作用を示すメカニズムを明らかにするために、コルチコステロンおよびオンジエ

キスがGDNF 遺伝子のプロモーター領域のCpG アイランドにおけるDNA のメチル化に与える影響について解

図１．GR127935の前投与が加味温胆湯の抗うつ様作用に及ぼす影響 
（**p<0.01 vs 水、 †p<0.05 vs 生理食塩水、n=8-14） 

図２．加味温胆湯（1 mg/ml）およびチクジョ抜き加味温胆湯

（1 mg/ml）がシナプトソームの5-HT取り込みに及ぼす影響

（*p<0.05、**p<0.01 vs 水、n=3） 
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析した。GDNF 遺伝子のプロモーター領域のCpG アイランドには 15 個のCpG 部位が存在する（図３）。そのう

ち、2 番目のCpG 部位において、コルチコステロンの慢性投与によるDNA メチル化の有意な増加が見られた。

このDNA のメチル化の増加がGDNF mRNA 発現量の減少に関与する可能性が考えられる。しかしながら、こ

の DNA メチル化の増加に対してオンジエキスはなんら影響を及ぼさなかった（図４）。以上の結果から、オン

ジエキスはCpG アイランドのDNA メチル化の変化を介さずに、GDNF mRNA の発現量を増加させているもの

と考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

■結論 

 本研究結果から、加味温胆湯は 5-HT の再取り込みを阻害することで細胞外の 5-HT を増加させること、この

細胞外 5-HT 量の増加により、5-HT1B受容体が刺激されることが抗うつ様作用のメカニズムの一端である可能性

が考えられた。一方で、加味温胆湯の構成生薬の１つであるオンジは、GDNF の発現量を増加させることで抗

うつ様作用を発揮すると考えられるが、その GDNF 増加作用には DNA のメチル化の変動を介さないメカニズ

ムが存在するものと考えられた。 

図３．GDNF遺伝子のCpGアイランド

におけるCpG部位 

図４．海馬の GDNF 遺伝子の CpG ア

イランドにおけるDNAメチル化の割合

（*p<0.05 vs Cmc/水、n=5） 


