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研究成果の概要（和文）：抑肝散とその一味抜きの成分計7種類のエキスを作製し、神経分化を起こすP19細胞に
それらを暴露し、分化誘導の効果を検証した。抑肝散とその成分で神経分化を誘導させることができた。特に成
分ではカンゾウのグリチルリチンにて、GSK3bのシグナルを介して神経分化誘導作用が増強した。さらにin vivo
にて抑肝散の効果を検証した。Cdkl5 KOマウスにこの生薬を３ヶ月間投与し、体重増加、明暗箱試験で明箱での
移動距離の増加、恐怖条件付け試験でフリージングの増加等の結果が得られ、Cdkl5 KOマウスの情動と記憶機能
に対する抑肝散の修飾効果が示唆された。抑肝散はこの疾患の治療薬候補となる可能性が見出された。

研究成果の概要（英文）：Yokukansan (YKS) is a Japanese traditional medicine called “Kampo 
medicine”. YKS consists of seven kinds of crude drugs: Atractylodes Lancea Rhizome, Poria 
Sclerotium, Cnidium Rhizome, Uncaria Hook, Japanese Angelica Root, Bupleurum Root and Glycyrrhiza. 
We were able to mix, extract, and dry a total of 7 types of extracts in YKS. We found that the 
extracts without Bupleurum Root and Glycyrrhiza reduced the efficiency of neuronal differentiation 
to about half.　Finally, it was found that the neuronal differentiation-inducing action of YKS is at
 least partially mediated by glycyrrhizin and GSK3b signaling pathway.
Furthermore, we evaluated the effects of chronic treatment of YKS on Cdkl5 knockout (KO) mice. YKS 
administration for 3 months showed increased body weight, increased exploration in the brightly lit 
box in the light/dark transition test, and increased freezing in the fear conditioning test, 
suggesting modifying effects of YKS to the emotion and memory of Cdkl5 KO mice. 

研究分野： 分子遺伝学、分子細胞生物学

キーワード： CDKL5　抑肝散　一味抜き成分　神経分化誘導作用　Cdkl5ノックアウトマウス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
レット症候群は、精神発達遅滞、てんかん等が有する稀少疾患でかつ現在に至るまで根本的な治療法が見出され
ていない難病である。本疾患（特にCDKL5欠失症）に対して、治療法やその候補薬を見出すことは社会的に意義
深い。本研究で、日本古来の生薬である抑肝散が、細胞レベルで神経分化機能を促進し、また個体レベルでも情
動と記憶機能に対する抑肝散の修飾効果を見出した。すなわち抑肝散は、CDKL5欠失症の症状改善のための治療
薬の一つになりうる可能性があることを見出した。

※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、研究者個人に帰属します。
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1．研究開始当初の背景 

レット症候群（特に CDKL5 欠失症）は、X 染色体異常による稀少疾患ということもあり、本疾

患に対しての有効な治療薬の開発は遅れている。例えば難治性のてんかんには、有効な抗てんか

ん薬の開発が待たれていたが困難であったし、その他の症状軽減や根治療法のために遺伝子治

療・ゲノム編集等の開発が期待されてもいた。ただその進展ははかばかしいものはなかった。そ

こで、日本において古来から使用されて安全性も高い生薬（抑肝散）が、cdkl5 欠損神経細胞へ

の効果を検討した例はなく、また Cdkl5 ノックアウトマウスへの症状緩和を及ぼすかどうかの

検討もされたことがない。そのため抑肝散が細胞・固体レベルで症状緩和に有効か、そうであれ

ばどの成分が有効であるかを検討する計画であった。そして将来において治療薬の候補の一つ

となりうるかを見出すことも目的とした。 

 
２．研究の目的 

(1) 抑肝散が、レット症候群（特に CDKL5 欠失症）に対しての治療薬となりうるか、もしなりう 

るとすればどの含有成分が重要かという基礎的なことを検討する。抑肝散は 7 種類の生薬を含

有し、多数の有効成分を含有する。そのため、抑肝散に含まれる化合物の中には神経分化に対し

促進作用とまた逆に抑制効果を持つ化合物も含まれると考えられる。抑肝散の成分の中から、神

経分化を促進する効果を持つ化合物を単離し、レット症候群(特に CDKL5 欠失症に対して)治療

薬候補分子の同定を試みることを目的とした。 

(2) この中から神経分化を促進する効果を持つ化合物を単離し、実際に細胞レベルや動物個体

に対するレット症候群治療薬候補足りうるかを調査することを目的とした。 

 
３．研究の方法 

(1) 生薬の調整： 

抑肝散は 7種類の生薬を含有し、多数の有効成分を含有する。抑肝散に含まれるセンキュウ、

チョウトウコウ、ソウジュツ、ブクリョウ、トウキ、サイコおよびカンゾウより、生薬の一味

抜き(7 つの中から 1つの生薬を抜くこと)のエキス計 7種類をそれぞれ混合、抽出、乾燥の成

分を作成し、生薬一味抜き 7種類とした。  

(2) 神経細胞に対する「抑肝散あるいはその成分」の効果検証： 

胎児性がん細胞の P19細胞を、ビタミン A 存在下で神経細胞に分化誘導して神経細胞として用

いた。抑肝散あるいはその成分の効果を、神経細胞マーカーの検出（NeuN等）を元に、判定し

た。またそれらの効果がある際には、作用機構解明のために、細胞内のどの分子(GSK3b, ERK, 

mTOR等)を介して作用したかを検討した。 

(3) 胎児性がん細胞の P19細胞（核型 XY）を利用して、cdkl5 ノックアウト細胞作製を試み

た。cdkl5 遺伝子は、X染色体上にあるために、ゲノム編集にてこの P19細胞において cdkl5 を

簡便に欠損（ノックアウト）させた。 

(4) 抑肝散の in vivoでの効果を判定するために、Cdkl5 KOマウスに対して治療効果を行動

解析の面から検討した。Cdkl5 KOマウスは、共同研究者の田中博士らが作製したマウス（末尾

引用文献）を使用した。 

 
４．研究成果 



(1) 抑肝散に含まれるセンキュウ、チョウトウコウ、ソウジュツ、ブクリョウ、トウキ、サイ

コおよびカンゾウより、生薬の一味抜きのエキス計 7種類をそれぞれ混合、抽出、乾燥の成分

を作製することができた。  

(2) 生薬の一味抜きのエキスの内、カンゾウ抜きとサイコ抜きの成分にて、神経分化(NeuNの

マーカー発現にて判定)の効率を半分程度に減弱させる効果を見出した。すなわち、カンゾウと

サイコの中に神経分化誘導作用成分が含まれている可能性があることが判明した。 さらにカン

ゾウの一成分である（純化された）グリチルリチン使用にて、神経分化誘導作用が増強した。

ただサイコサポニンの成分(a, b1, b2 等)に焦点を当てて効果を検証したが、影響は見られな

かった。結果として、抑肝散の神経分化誘導作用は、少なくとも一部はグリチルリチンを介し

て作用していることが判明した。 

(3) 神経分化誘導作用のメカニズムとして、細胞内シグナル伝達経路(GSK3b, ERK, mTOR等)を

中心とした作用機構を解析した。ERK, mTOR等にはほとんど影響せず、GSK3bのシグナル分子を

介していることを見出した、さらに詳細な作用機構（特にシグナル伝達の面から）を明らかに

する必要がある。 

(4) マウスへの抑肝散服薬法の検討 

成体マウスに抑肝散を 1.0/kg/日〜3.0/kg/日量、1日１回、１週間、経口ゾンデを用いて投与

し、最終投与の１時間後に血中の抑肝散濃度を HPLC 法にて測定した。その結果、投与量依存的

に血中濃度が上昇することを確認した。 

(5) KOマウスへの抑肝散投与による行動解析の検討 

マウスを、① 野生型マウス + 溶媒コントロール (CV群)、② Cdkl5 KOマウス + 溶媒コント

ロール (MV群)、③ Cdkl5 KOマウス + 抑肝散 1.0g/kg/日 (ML 群)、④ Cdkl5 KOマウス + 抑

肝散 3.0g/kg/日 (MH群) の４群に分け、４週齢から３ヶ月間抑肝散を投与した。その後、一般

健康診断・神経学的検査（体重、体温、反射、グリップ試験、ワイヤーハング試験）、明暗箱試

験、オープンフィールドテスト、高架式十字迷路試験、社会的相互作用（新規環境）、ポーソル

ト強制水泳試験、T 字迷路試験、バーンズ迷路試験、パターン分離試験、恐怖条件付け試験を行

った。その結果、抑肝散を 3.0g/kg/日投与した KOマウス (MH群) は、MV群と比べて有意に体

重が増加した。抑肝散を 1.0g/kg/日投与した KOマウス (ML 群) は、明暗箱試験において明箱

での移動距離の有意な増加と、統計的に有意ではないものの明箱での滞在時間の増加が観察さ

れた。恐怖条件付け試験において、MH群は、対照 KO (MV群) と比較して、フリージング時間が

有意に増加した。 

 

引用文献：Okuda K, Kobayashi S, Fukaya M, Watanabe A, Murakami T, Hagiwara M, Sato T, 

Ueno H, Ogonuki N, Komano-Inoue S, Manabe H, Yamaguchi M, Ogura A, Asahara H, 

Sakagami H, Mizuguchi M, Manabe T, Tanaka T. CDKL5 controls postsynaptic localization 

of GluN2B-containing NMDA receptors in the hippocampus and regulates seizure 

susceptibility   

Neurobiol Dis. 2017, 106:158-170 
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