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研究成果の概要（和文）：牛車腎気丸（GJG）は、寝たきりの誘引となるサルコペニアを改善することから、そ
の有効成分の同定により、新たな抗サルコペニア剤の候補化合物を探索することを目的とした。SAMP8マウス由
来のiPS細胞は樹立したが、in vitroでは、GJGの筋肉細胞への影響は弱かった。そこで、GJGの抗炎症作用に焦
点を当てたところ、GJGは、SAMP8マウスとマウスマクロファージ様細胞株RAW264.7細胞において、TNF-αの産生
抑制効果を示し、構成生薬の桂枝由来のCinnamaldehyde、牛膝由来の ChikusetsusaponinⅤが新規抗サルコペニ
ア剤の候補となりうると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Frailty, means the elders who need care in the near future, Sarcopenia has 
been noted in the physical aspect of frailty. We already reported the effect of Go-sha-jinki-Gan 
(GJG) on sarcopenia by using senescence-accelerated mice (SAMP8) via normalizing signal transduction
 through the IGF-1-Akt axis, mitochondrial-related transcription factors, and suppressed TNF-α. We 
investigated an active ingredient derived from components of GJG as a candidate of anti-sarcopenic 
drug. We established iPS cell lines derived from SAMP8 mice, however, the effect of GJG on C2C12 
cells, a mice muscle cell line, was weak using several in vitro assays. Next, we focused on the 
anti-inflammatory effect of GJG. GJG showed an inhibitory effect on the production of TNF-α in SAMP
 8 mouse and mouse macrophage-like cell line RAW 264.7 cells. Cinnamaldehyde derived from Cinnamon 
Bark and Chikusetsususaponin - V derived from Achyranthes Root could be a candidate for new anti - 
sarcopenia agent.

研究分野： 内科学総論

キーワード： iPS細胞　ドラッグリポジショニング　サルコペニア
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年、急速な高齢化を示す本邦では、寝たき
りの高齢者が 2025 年には 230 万人に達す
ると推計され、重大な社会問題となっている。
寝たきりを引き起こす疾患としては、平成 22 
年度厚生労働省国民生活基礎調査によれば、
認知症、脳血管疾患を抑え、運動器の障害が
第一位に挙げられている。運動器の障害の中
でも、サルコペニアが寝たきり状態を誘発す
る重要な因子として注目を集めている。サル
コペニアとは、加齢に伴う筋力の低下・およ
び筋肉量の減少を意味し、80 才以上では
50％以上が罹患しているといわれている。サ
ルコペニアは加齢に伴って変化する身体活
動低下の他、栄養摂取量・ホルモン・炎症反
応など様々な要因が関与するといわれ、サル
コペニアが生じると、易転倒・転落から骨折、
体動制限、サルコペニアの進行という悪循環
を呈し、寝たきり状態を誘発するといわれる
（Cruz-Jentoft, AJ et al. Age Ageing 2010）。
サルコペニアの予防や治療は重要な課題で
あるが、サルコペニアに対する有効な手段と
しては、現在のところ、筋力トレーニングの
みで、必須アミノ酸・ホルモン剤・ACE 阻
害薬などの臨床研究も行われているが、十分
な有効性は確認されておらず（Sayer, AA et 
al.Age Ageing. 2013）、新たな治療手段の開 
発が望まれている状況である。 
研究代表者は、長年、IL-6 を中心に、関節
リウマチやキャッスルマン病などの炎症性
疾患の基礎および臨床研究に従事し、血中
IL-6 の上昇を指標に、高齢者によく併発す
る筋肉の炎症性疾患であるリウマチ性多発
筋痛症にトシリズマブが有用であることを
世界で初めて報告した（Hagihara et al. J 
Rheumatol 2010）。ステロイド抵抗性であっ
た肩の痛みや、両手のこわばり、筋力低下 
が、IL-6 の阻害により劇的に改善しただけ
でなく、インシュリン自己注射が必要であっ
た糖尿病も劇的に改善したことである。IL-6 
は、筋肉が分泌する重要なサイトカインの一
つであり、myokine と呼ばれることから、老
化と炎症、筋肉と代謝性疾患が、強く関連す
ることが想定された。そこで、研究代表者は、
平成 23 年より、筋肉の老化であるサルコペ
ニアの研究を開始した。漢方では、加齢によ
って引き起こされる、骨の退行性変化・腰膝
に力が入らない・しびれといった症状を「腎
虚」とよび、補腎薬とよばれる漢方薬を使用
する。補腎剤の代表的方剤である牛車腎気丸
[以下 GJG]のサルコペニアへの効果を、老化
促進マウスである SAMP8 を使って、検討し
た。その結果、SAMP8 マウスが、筋線維の
減少などサルコペニアに特徴的な変化を示
すことを見出し、GJG 投与でサルコペニアが
回復することを世界で初めて発見した。さら
に、我々は、牛車腎気丸の薬効の分子機序を
明らかにすることができた。 
GJG は、血中の IGF-1 を上昇させ、Akt の
リン酸化シグナルの改善から、筋萎縮の改善

や筋肉中のグリコーゲンの合成を改善し、
PGC-1αの発現増強に代表されるミトコン
ドリア機能の回復や、TNF-α の発現 
を低下させ、抗炎症効果を示すなど、GJG は、
複数のシグナルのバランスを改善させ、抗サ
ルコペニア作用を示すことが明らかになっ
た。 
 
２．研究の目的 
GJG の有効成分を同定することにより、新た
な抗サルコペニア剤を開発する候補化合物
を同定することを本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
１）SAMP8 マウス由来 iPS 細胞の作成。 
妊娠 12 日齢の SAMP8 マウス胎仔線維芽細胞
（以下 MEF）を採取し、山中因子を導入し、
被験細胞用 MEF を、フィーダー細胞上に播種
し、9 日間培養し、iPS 細胞様コロニーを、
６クローン確認した。６クローンから、最も
品質のいいクローンを選択し、テラトーマ形
成試験を行った。 
2）GJG 構成生薬由来の化合物ライブラリーか
ら有効成分を同定するためのスクリーニン
グ系の確立。 
①C2C12 細胞の分化方法および免疫蛍光染色 
マウス骨格筋由来細胞であるC2C12筋芽細胞
を、10%ウシ胎児血清 (FBS)、100U/ml ペニシ
リン、100ug/ml ストレプトマイシンを含む
Dulbecco’s modified Eagle’s medium DMEM
培地で、5%CO2、37℃の条件下で培養した。 
100%コンフルエントになったところで、
2%horse serum を含む DMEM に交換し、96 時
間分化させた。C2C12 筋管細胞を、一次抗体
反応 (Ab: anti-sarcomeric α-actinin)を
4℃で一晩行い、二次抗体 (Ab: anti-mouse 
IgG)を室温で 1 時間反応させた後、Alexa で
発色、DAPI で核染・封入し蛍光顕微鏡で観察
し、分化を確認した。その条件で、C2C12 筋
管細胞に GJGおよび GJG由来化合物ライブラ
リーを添加した。 
②C2C12 細胞を用いた ATP の評価方法 
C2C12筋芽細胞 (5x104cells/ml)を 96穴プレ
ートに播種し、96 時間で筋管細胞に分化させ
た後に、分化培地に交換 24 時間後に GJG を
添加し、Intracellular ATP 測定キット (東
洋ビーネット株式会社)を用いて、細胞内に
おける ATP 量を測定した。 
③C2C12 細胞を用いたグリコーゲンの定量方
法  上 記 ② と 同 様 に C2C12 筋 芽 細 胞 
(5x10c4ells/ml)を筋管細胞に分化させた後 
GJG を添加し、Glycogen Colorimetric Assay 
KitⅡ (BioVision)を用いて、細胞溶解液の
グリコーゲン量を測定した。 
④RAW264.7 細胞を用いた TNF-a の評価方法 
マ ウ ス 由 来 マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 細 胞 株
RAW264.7 細胞 (1x105cells/ml)を 96 穴プレ
ートに播種し、10%ウシ胎児血清 (FBS)、
100U/ml ペニシリン、100ug/ml ストレプトマ
イシンを含む Dulbecco’s modified Eagle’



s medium DMEM 培地で 5%CO2、37℃の条件下
で 48 時間培養した。その後、10、100ug/ml
の GJG または GJG 由来化合物を含む無血清
DMEM 培地に交換し、24 時間培養した。さら
に、LPS 濃度が 10ng/ml になるように培地に
添加し、24 時間培養した。培養上清に産生さ
れ た TNF- α の 量 は Mouse TNF-alpha 
Quantikine ELISA kit (R&D Systems)を用い
て測定した。 
3）SAMP8 マウスを用いた GJG の有効性の再検
討 
SAMP8 マウス 7 週から飼育し、8 週から GJG、
八味地黄丸（GJG の構成生薬から牛膝と車前
子を抜いたもの）、六味丸（八味地黄丸から
桂枝、ブシを抜いたもの）を混餌で食べさせ
マウスの筋肉量を評価し、サイトカイン発現
などの検討を行った。同時に、8 週、16 週、
２４週、32 週から GJG を混餌で食べさせ、4
週ごとに、体重、握力を評価した。 
４）候補化合物の細胞内シグナルへの影響、
膜透過性、代謝安定性など物性の検討。 
以上１－３で得られた結果を基に、候補化合
物の検討を行った。 
 
４．研究成果 
１）SAMP8 マウス由来 iPS 細胞の作成。 
マウス胎児線維芽細胞由来 iPS細胞を 3匹の
雄性 NOD/ShiJic-scid Jcl (NOD-SCID) マウ
ス (9 週齢) の精巣 (右側) 被膜下に移植後
12 週に精巣部に形成した腫瘤の病理組織学
的検査を実施し、3 胚葉 (外胚葉、中胚葉、
内胚葉) への分化を観察した。各検体の腫瘤
を 10%中性緩衝ホルマリンで固定後、各腫瘤
から 2カ所を切り出し、以下常法に従ってパ
ラフィン切片を作製してヘマトキシリン・エ
オジン (HE) 染色を施し光学顕微鏡で観察
した。その結果、全動物の精巣部に形成した
腫瘤内に外胚葉由来である神経系組織 (神
経膠組織及び未熟な神経上皮組織) 及び扁
平上皮組織、中胚葉由来である軟骨組織、及
び内胚葉由来である線毛円柱上皮組織及び
無線毛円柱上皮組織と3胚葉に由来する組織
を認めたことから、精巣部に形成した腫瘤は
奇形腫であると考えられた。作成した iPS 細
胞様クローンが多分化能を有することが確
認されたことから、我々は、老化促進マウス
由来の iPS 細胞株を樹立することができた。 

２）GJG 構成生薬由来の化合物ライブラリー
から有効成分を同定するためのスクリーニ
ング系の確立。 
①C2C12 細胞の分化・免疫蛍光染色結果 
②ATP の評価結果③グリコーゲンの定量結果 

添付の図のように、C2C12 筋管細胞に分化し
た状態を免疫染色により評価可能となった
が、GJG を添加しても、分化の促進、ATP の
発現量、グリコーゲンの蓄積量は、有意な変
化を示さなかった（図表添付せず）。当初の
予想とは異なり、GJG の抗サルコペニア効果
は、筋肉細胞への直接効果ではない可能性が
示唆された。 
④RAW264.7 細胞を用いた TNF-a の発現結果 
一方、GJG は、マウス由来マクロファージ様
細胞株 RAW264.7 細胞において、濃度依存性
に TNF-αの発現量を抑制した。再現性が確認
されたことから、GJG 由来の化合物イブラリ
ー20 種類を使って、同様な検討をおこなった
と こ ろ 、 構 成 生 薬 の 桂 枝 由 来 の
Cinnamaldehyde 、 牛 膝 由 来 の 
ChikusetsusaponinⅤが、細胞毒性を認めず
に、TNF-αの発現量を抑制した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



さらに検討したところ、Cinnamaldehyde、
ChikusetsusaponinⅤは、LPS 刺激による
RAW264.7 細胞 TNF-αの発現量を用量依存性
に抑制することが確認された。 
 
3）SAMP8 マウスを用いた GJG の有効性の再検
討 
SAMP8 に、八味地黄丸、六味丸を混餌で食べ
させたところ、六味丸は抗サルコペニア効果
を示さず、八味地黄丸は、GJG より抗サルコ
ペニア効果が弱かった（図表示さず）。以上
のことから、牛膝、車前子、桂枝、ブシが抗
サルコペニア効果に必要であることが示さ
れた。この結果は、in vitro の結果と整合性
のあるものであった。そこで、GJG の SAMP8
マウスにおける TNF-αの発現を検討したと
ころ、GJG は、12 週目と 36 週目において、
TNF-αの発現を抑制していた 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、8週、16 週、２４週、32 週から GJG
を介入した結果では、8週と 32 週からの介入
で、SAMP8 マウスの握力が有意に改善してい
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果をまとめると、現段階では、GJG
は、TNF-αの発現抑制を介して、SAMP8 マウ
スのサルコペニアを改善していることが想
定されたことから、SAMP8 マウス由来の iPS
細胞株を筋肉細胞に分化させての検討は、今
回は行わず、抗炎症作用に焦点を当て、解析
を行った。 
 
４）候補化合物の細胞内シグナルへの影響、
膜透過性、代謝安定性など物性の検討。 
以上の結果から、桂枝由来の Cinnamaldehyde、
牛膝由来の ChikusetsusaponinⅤを、新規抗

サルコペニア剤の候補化合物と考えられた。 
そ こ で 、 GJG 、 Cinnamaldehyde 、
ChikusetsusaponinⅤの TLR4の細胞内シグナ
ルへの影響を検討した。その結果、GJG, 
化合物は、TLR4,Myd88 の発現量は変化させな
か っ た （ 図 表 示 さ ず ）。 一 方 、 GJG, 
ChikusetsusaponinⅤは、LPS 刺激での NF-κ
b p65 の核内移行を用量依存性に抑制した。
桂枝由来の Cinnamaldehyde は、このアッセ
イでは、確認できなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果から、ChikusetsusaponinⅤが、
新規抗サルコペニア剤の候補化合物と考え
られた。そこで、大阪大学大学院薬学研究科
付属創薬センター構造展開ユニッット
（ADMET チーム）（兼）付属化合物ライブラリ
ー・スクリーニングセンターの協力の下、 
ChikusetsusaponinⅤの分析を行った。 
図に示すように、LC-MS による分析では、
ChikusetsusaponinⅤの 1% DMSO/PBS に対す
る溶解度は非常に良好であった 
 
 
 
 
 
 
 
次に、GJG溶解物におけるChikusetsusaponin
Ⅴの濃度を LC-MS で測定したところ、
ChikusetsusaponinⅤのシングルピークを確
認できた。 
 
「 
 
 
 
 
 
 
 



次に、ヒト大腸細胞株である CaCo-2 細胞を
使い、経口での吸収を想定した膜透過性の検
討では、ChikusetsusaponinⅤの膜透過性は
非常に低かった（Papp＜0.1）。 
 
 
 
 
 
同時に、ヒトとラットの肝ミクロソームを用
いた検討では、ChikusetsusaponinⅤの代謝
安定性は非常に高かった。  
 
 
 
 
以上の結果から、ChikusetsusaponinⅤは経
口吸収に課題があるが、いったん吸収されれ
ば代謝安定性が高く、新規抗サルコペニア剤 
の候補となりうると考えられた。少なくとも、
GJG の有効性を示すバイオマーカーとして活
用できることが予想された。 
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