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研究成果の概要（和文）：対人ストレスのモデルである慢性社会的敗北ストレス(CSDS)誘発うつ様モデルマウス
に漢方方剤「香蘇散」煎剤を経口投与し、抗うつ様活性について検討するとともに脳の海馬について安定同位体
標識法によるプロテオーム解析を行った。
　その結果、同モデルマウスに対して香蘇散煎剤が抗うつ様作用を示すこと、その発現に飼育飼料が関わってい
ることが明らかとなり、CSDSにより海馬で発現量が変化したタンパク質185種のうち、香蘇散煎剤投与により回
復するタンパク質として精神疾患や炎症関連タンパク質を含む24種が同定された。

研究成果の概要（英文）：We examined whether “kososan”, a Kampo (traditional Japanese herbal) 
medicine, affected social behavior in mice exposed to chronic social defeat stress (CSDS), an animal
 model of psychosocial stress, and then, proteomic analysis with stable isotope labeling was used to
 identify brain hippocampus proteins that are affected by kososan treatment.
As a result, oral administration of kososan extract alleviated social avoidance, a depression-like 
behavior, caused by CSDS exposure, and it was revealed that the animal feed was involved in its 
activity. The expression of 185 proteins was increased or decreased in the hippocampus of the model 
mice, but 24 proteins, including psychiatric disorder- and inflammation-related proteins, recovered 
on kososan treatment.

研究分野： 漢方薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により、社会的敗北ストレス(CSDS)誘発うつ様モデルマウスで漢方方剤「香蘇散」の抗うつ様活性が評
価できることが明らかとなったことから、対人ストレスで惹起されるうつ症状に有効な漢方薬などの薬剤の評価
に本モデルが有用であることが示された。
　また、網羅的にタンパク質を解析できるプロテオーム解析により、うつ様症状に伴って脳（海馬）で発現量が
変化し、香蘇散によるうつ様症状の改善によって発現量が正常状態に回復するタンパク質が同定されたことか
ら、同解析法がうつ症状の発症機序や抗うつ薬の薬効機序の解明に有用であることが示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
	 近年、うつ病患者の増加が社会的に問題となっており、「うつ」などのメンタルヘルスの不調
を未然に防止するため、2015 年 12 月から会社でストレスチェックの実施が法的に義務付けら
れた。また、うつ病の治療においては、既存の抗うつ薬が重度のうつ病に対して有効であるも
のの、軽度のうつ病に対しての有効性が乏しいことや（図 1）、長期服用による基礎疾患への悪
影響などが報告されており、その治療法の改善・改良が求められている。一方で、漢方薬の中
には抑うつ症状に対して臨床的に有効性を示し、西洋薬に認められる副作用も少ないことから、
種々の抑うつ症状の治療に利用されているものがある。その作用メカニズムには直接の中枢神
経系に対する作用に加え、西洋薬にはないメカニズムも有している可能性が推定されているが、
多くの不明な点が残されている。 
	 研究代表者らはこれまでに、環境ストレス負荷の実験系で漢方方剤「香蘇散」煎剤が抗うつ
様活性を示すことを明らかとしている。すなわち、強制水泳・傾斜ケージストレス・汚物ケー
ジストレス・振動ケージストレスを慢性的に負荷して作成したうつ様モデルマウスにおいて、
うつ様状態の指標である強制水泳試験における無動時間が有意に延長し、香蘇散煎剤を連日経
口投与することによって無動時間が有意に短縮したことから、抗うつ様活性を示すことを明ら
かとした 1）。また、香蘇散煎剤の抗うつ様活性のメカニズムについて検討し、モデルマウスに
おいて異常に活性化した視床下部－下垂体－副腎皮質系が香蘇散煎剤の投与によって正常状態
に抑制されることを見出した 1）。さらに、免疫組織学的検討によりモデルマウスの脳の海馬歯
状回で抑制された細胞増殖が、香蘇散煎剤の投与によって回復したことから、ストレス負荷に
よって低下した海馬歯状回における神経新生を香蘇散煎剤が回復させることを示唆した 2, 3）。
一方、研究代表者と研究分担者の小寺らの共同研究により、環境ストレス誘発うつ様モデルマ
ウスの脳の視床下部についてアガロース 2 次元電気泳動法によるプロテオーム解析を行い、ス
トレス負荷により発現量が変化し、香蘇散煎剤の投与により回復するタンパク質として
metabotropic glutamate receptor 2 (mGluR2)と 2’,3’-cyclic nucleotide 3’-phosphodiesterase (CNPase)
を見出した 4）。研究代表者らはマウス脳の視床下部についてウェスタンブロッティングにより
プロテオーム解析の結果を確認し、さらに免疫組織染色により mGluR2の視床下部室傍核にお
ける発現量がモデルマウスで減少し、香蘇散煎剤の投与により回復することを明らかとした。
また、CNPaseの isoform 2の脳弓における発現量がモデルマウスで増加し、香蘇散煎剤の投与
によって減少することを明らかとした 4）。しかし、電気泳動ベースのプロテオーム解析ではゲ
ル上のスポットで発現量を測定するため、微量タンパク質の発現量の差異を検出することは困
難であった。 
	 研究分担者の伊藤らはこれまでに、社会的ストレス負荷の実験系で香蘇散煎剤が抗うつ様活
性を示すことを明らかとしている。すなわち、テストマウスをアグレッサーマウスに攻撃させ
て作成した慢性社会的敗北
ストレス誘発うつ様モデル
マウスが、社会的相互作用試
験において社会的接触行動
を減少させ、香蘇散煎剤を連
日経口投与することにより
社会的接触行動が有意に回
復することを明らかにして
いる 5）。また、社会的ストレ
ス負荷で誘発される脳内炎
症反応を香蘇散煎剤が抑制
することを明らかにしてい
る 5）。しかし、社会的ストレ
ス誘発うつ様モデルマウス
を用いたプロテオーム解析
はそれまで行われていなか
った。 
 
２．研究の目的 
	 漢方方剤「香蘇散」は、臨床においてうつ様症状に一定の効果を示すとされており、これま
でに研究代表者らは種々のストレス誘発うつ様モデルマウスでの免疫系機能変化、中枢神経系
の病的変化を解析し、本漢方薬の抗うつ様効果やその作用メカニズムを一部明らかにしてきた。
環境ストレス誘発うつ様モデルマウスを用いた研究では、視床下部－下垂体－副腎系の機能異
常 1)、神経ペプチドであるオレキシンやニューロペプチド Yの制御の変調の回復が香蘇散の薬
効発現に関与することを明らかにしている 2, 3)。また、同モデルマウスの視床下部について 2
次元電気泳動法や安定同位体標識法によるプロテオーム解析により、mGluR2や CNPase1等の
タンパク質の発現量の変化が香蘇散の薬効に一部関与していることも見出してきている 4)。一
方、うつ病態の発症には脳内や末梢の免疫系が関わっていることが報告されていることから、
Th1優位なC57BL/6マウスを用いた慢性社会的敗北ストレス(CSDS)誘発うつ様モデルを用いた
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研究を行い、香蘇散による抗うつ様活性に脳内炎症反応抑制が一部関与することを明らかにし
ている 5)。一方、脳内炎症の進展には多数の因子が関与する可能性が考えられることから、原
因因子や香蘇散による改善効果発現に関与する因子の解明には網羅的な因子の解析が重要とな
る。 
	 そこで本研究では、香蘇散の作用機序の解明を目的とし、Th2免疫応答も解析可能な BALB/c
マウスを用いた CSDS 誘発うつ様モデルの確立を行うとともに、CSDS 負荷でうつ様行動が確
認されたマウスの脳組織（海馬）を用い、安定同位体標識法による網羅的なタンパク質解析法
であるプロテオーム解析を行うことで、脳内炎症をはじめ、香蘇散の抗うつ様活性に関連する
微量タンパク質の推定研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) CSDS誘発うつ様モデルマウスの作製及び評価 
	 CSDS誘発うつ様モデルは、BALB/cマウス（8週齢、雄性）に対し、ICRマウス（リタイア、
雄性）の攻撃によるストレスを 1日 5分間 5日間連続で負荷することにより作製した。ストレ
ス負荷によるマウスへの影響の評価方法として体重及び摂餌量の測定、実験開始 12日目でのオ
ープンフィールドテスト、13 日目での社会的行動試験(SIT)、14 日目での強制水泳試験を用い
た検討を行った。 
(2) 海馬におけるプロテオーム解析 
	 採取したマウス脳の海馬からタンパク質を抽出後、安定同位体標識試薬 TMT (Tandem Mass 
Tag)を用いた LC-MSによるプロテオーム解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) CSDS誘発うつ様モデルマウスの作製条件及び香蘇散の効果の検討 
	 本研究の途上で、CSDS 誘発うつ様モデル
マウスのうつ様行動は飼育環境など多くの
外的・内的要因で不安定となることが判明し
た。このため、香蘇散の作用評価に適した飼
育条件などを整えるための検討をまず行っ
た。 
	 初めにアルファルファ含有の CE-2 及び非
含有の LabDiet5058 の 2 種類の飼料で飼育し
たマウスにおけるうつ様行動を検討した。そ
の結果、2 群間での行動に特徴的な相違は認
められなかったが、SITにおいて LabDiet5058
飼育マウスの方が接触行動異常を示した割
合が CE-2飼育マウスより高く（86%対 67%）、
またマウス個体毎の変動係数（CV 値）も低
い値を示した（0.77対 1.03）。そこで、2種類
の飼料を摂食させた条件下で香蘇散煎剤(1 
g/kg/day)を 14 日間経口投与し、うつ様行動を比較評価したところ、いずれの飼育条件下でも
SIT においてストレス負荷群での社会的接触行動の減少及び忌避行動の増加のうつ様行動が認
められたが、CE2飼育マウスでは香蘇散煎剤投与による改善効果が観察されなかったのに対し、
LabDiet5058 飼育マウスでは香蘇散煎剤投与による改善効果が確認され、飼育条件が確立でき
た（図 2）。 
	 本研究で香蘇散の行動試験による抗うつ様作用の評価に適した飼育条件として選別した飼料
(LabDiet5058)には食物繊維成分としてアルファルファが含まれておらず、本成分の腸管免疫系
に対する介入作用が香蘇散の評価に適していないと考えられた。 
(2) 海馬におけるプロテオーム解析 
	 健常およびうつ様行動マウスを選別し（図 2）、15日目に採取したマウス脳の海馬についてプ
ロテオーム解析を行った結果、比較可能なペプチドとして 29,498種が検出された。これらのペ
プチド情報から同定し、ストレス負荷で発現量が変化したタンパク質 185種のうち、香蘇散煎
剤投与により統計学的に有意に回復したタンパク質は 24 種で、精神疾患や炎症に関連する
phospholipase C-gamma 1や peroxiredoxin 6, membrane protein MLC1も含まれていた。また スト
レス負荷で発現量が変化したペプチド 1,073 種のうち、香蘇散煎剤投与によって回復したペプ
チドは 171種であった。そのうち 15種のペプチドにおいて脱アミノ化や酸化などの翻訳後修飾
が観察された。また、これらの 171種のペプチドから同定されたタンパク質 154種についてパ
スウェイ解析を行ったところ、シナプス小胞サイクルやアミロイド重合体による炎症カスケー
ドを構成するタンパク質が含まれていた。 
	 本モデルマウスを用いた海馬におけるプロテオーム解析で同定された phospholipase 
C-gamma 1はうつ病関連タンパク質としても報告されており、ストレス負荷によって減少し香
蘇散投与群で改善するとの変化は香蘇散煎剤による抗うつ様作用を一部反映しているものであ
ると推定された。 
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