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研究成果の概要（和文）：本研究は、抑肝散やストレス症状に用いられる漢方薬の詳細な作用メカニズムを解明
することで、ストレス刺激が誘発する適応障害（適応反応症）に対して、安全性が高く、有効な薬物治療法の提
唱を目的とする。
マウス海馬神経細胞HT22細胞を用いて、ストレス負荷により脳内で上昇することが知られているコルチコステロ
ンが誘発する神経毒性に対して、保護効果のある漢方薬の探索を行った。抑肝散を含むストレス症状に用いられ
ている漢方薬のうち、半夏厚朴湯が、コルチコステロンによる細胞生存率の低下を抑制した。以上より、半夏厚
朴湯はグルココルチコイドの上昇が関与する神経障害を抑制することで、適応障害を改善する可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to elucidate the detailed mechanisms of action of 
Kampo drugs used to suppress stress symptoms and to advocate safe and effective drug treatments for 
stress-related adjustment disorders.
 Here, we used HT22 cells to evaluate the neuroprotective potential of herbal medicines used in 
neuropsychiatry against corticosterone-induced hippocampal neuronal cell death. Among the herbal 
medicines clinically used for stress symptoms, Hangekobokuto suppressed corticosterone-induced 
decrease in cell viability. Therefore, our results suggest that Hangekobokuto may ameliorate the 
onset and progression of psychiatric disorders by suppressing neurological disorders associated with
 increased levels of glucocorticoids.

研究分野： 薬理学

キーワード： ストレス　漢方薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
適応障害やうつ病、不安障害などのストレスと関連が深い精神疾患で医療機関を受診する患者数は近年増加して
いる。現在、適応障害による抑うつや不安の治療に、抗うつ薬や抗不安薬が用いられるものの、抵抗性を示す例
も多いのが現状である。漢方薬は、抵抗性を示す例に対して効果を示すことや、抗うつ薬や抗不安薬との併用投
与により治療効果を増大することがある。しかしながら、漢方薬の作用メカニズムの詳細は一部を除いて明らか
にされておらず、EBMが必須とされる現代医療においては、科学的な根拠の積み重ねが求められている。本研究
をさらに発展させることにより、漢方薬の作用メカニズムの解明を行うことができると考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 現代医療において治療が困難な疾患に対して、漢方薬が著効を示す場合があり、その存在は欠
かすことが出来ないものである。神経精神科領域においても、様々な精神症状に対する漢方薬の
有用性が認められており、なかでも抑肝散は認知症患者の精神・行動異常（興奮、易刺激性、攻
撃性、幻覚、徘徊、抑うつ、不安など）の改善に用いられている。適応障害は、ICD-10（国際疾
病分類第 10 版）により「ストレス因により引き起こされる情緒面や行動面の症状で、社会的機
能が著しく障害されている状態」と定義され、仕事や学業、家事育児などその人の社会的機能が
大きく阻害され、困難になっている状態である。その治療には、ストレス因を取り除くことが重
要であるが、自然災害、家族や仕事に起因するものなどストレス因を完全に排除することは困難
であるため、薬物治療が必須の場合が多い。 
 これまでに、研究代表者が所属するグループでは、マウスに 1時間の拘束ストレスを 14 日間
慢性負荷することで、情動行動に異常が認められないストレス適応モデルマウス（適応マウス）、
並びに 4 時間の拘束ストレスを 14 日間慢性負荷することで、情動行動に異常が認められるスト
レス適応障害モデルマウス（適応障害マウス）を作り分けることに成功している。また、研究代
表者は、適応障害マウスへの抑肝散の投与が、情動行動の異常を改善することを見出し、この抑
肝散の治療効果のメカニズムに、グルタミン酸トランスポーター（excitatory amino acid 
transporter；EAAT）のひとつである EAAT2 の発現減少の改善が関与することを報告した。しか
しながら、伝承的に用いられてきた漢方薬の作用メカニズムの詳細は、一部を除いて明らかにさ
れておらず、根拠に基づく医療が必須とされる現代医療においては、科学的根拠の積み重ねが求
められている。 
 
２．研究の目的 
 適応障害は病態が複雑であり、病因や病態生理もいまだ不明な点が多く、治療法も非常に限定
されている疾患である。これまでに、申請者らは、抑肝散が適応障害モデルマウスにおいて情動
行動の異常を改善し、その治療効果にグルタミン酸トランスポーターのひとつである EAAT2 の
発現減少の改善が関与することを明らかにしている。本研究ではこれまでの研究をさらに発展
させ、抑肝散の詳細な作用メカニズムやストレス症状に用いられる漢方薬の作用メカニズムを
解明することで、ストレス刺激が誘発する適応障害に対して、安全性が高く、有効な薬物治療法
の提唱を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）使用細胞 
 マウス海馬神経細胞由来の HT22 細胞は、10% fetal bovie serum (FBS)を含む Dulbecco’s 
Modified Eagles Medium (DMEM)で、5% Co2/95% air、37℃、加湿条件下のインキュベーター内
で培養した。 
 
（2）細胞死の評価 
①MTT 法 
薬物処理終了後、MTT（250 μg/mL）を添加し、37℃、3時間インキュベートした後、SDS 溶解液
（50% dimethylformamide、20％SDS、pH4.7）を加えた。室温で一晩静置した後、マイクロプレ
ートリーダー（SH-1000 Lab Microplate Reader, Corona Electoric）により吸光度（吸光極大 
570nm、Reference 640 nm）を測定した。 
②LIVE/DEAD 染色法 
薬物処理終了前に、Calcein AM ストック溶液および EthD-1 ストック溶液を medium で終濃度が
それぞれ 2 µM、4 µM になるように希釈した。この希釈した溶液を Cover glass Chamber 8 well
に加え、37 ℃で 40 分間インキュベート後、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 
 
（3）使用動物 
 実験には、6 週齢の ICR 系雄性マウス(日本エスエルシー(株))を使用した。動物は恒温恒湿室
(23±1℃、50±5%)にてプラスチックケース内で複数飼育し、7:00 点灯、19:00 消灯の 12 時間サ
イクルの明暗条件下で飼育した。なお、摂餌および飲水はともに自由とした。 
 
（4）適応マウスおよび非適応マウスの作製 
ICR マウスに内径 3cm×全長 15cm の筒を用いて 1 時間あるいは 4 時間の拘束ストレスを 1 日 1
回負荷し、適応マウスおよび非適応マウスを作製する。拘束ストレス刺激(1 時間あるいは 4 時
間)の単回負荷により誘発される種々のストレス反応が、慢性負荷により消失することをストレ
ス適応の指標とし、依然としてストレス反応が認められることをストレス適応障害の指標とし
た。 
 



（5）行動評価 
①ホールボード試験 
 新奇環境におけるマウスの探索行動を、自動ホールボード試験装置(model ST-1、室町機械
(株))を用いて定量評価した。マウスを床面の中央から等距離に 4 か所穴(直径 3cm)を設けた灰
白色角型のオープンフィールド(50×50×50cm)内に入れ、装置内でマウスが示す種々の探索行
動を 5 分間測定した。各探索行動は装置の上方に設置したデジタルカメラおよび壁面に設置し
た赤外線センサーにより検出した。 
 
（6）タンパク質の発現解析 
①Western Blot 法 
各処置後の脳部位は、RIPA buffer [150mM NaCl,1%NonidetP-40,0.5% Sodium deoxycholate,0.1% 
sodium dodecyl sulfate (SDS),50mM Tris-HCl (pH8.0),1%TritonX-100,5mM EDTA]を用いて、
細胞抽出液を作成した。2×Laemmli Sample Buffer（Bio-Rad Laboratories、USA）を用いて SDS
化した後、電気泳動を行った。電気泳動後、Immobilon™-P Transfer Membrane (millipore)に転
写し、室温で 1 時間ブロッキングした。その後、各種一次抗体と 4℃一晩反応させ、二次抗体
(JacksonImmuno research Laboratories)と室温にて１時間振盪した。Luminol Reagent (Santa 
cruz biotechnology)または ECL prime(GE Helthcare)により化学発光させ、目的とするタンパ
ク質を Chemi Doc XRS(Bio-Rad Laboratories)にて検出した。 
 
（7）ｍRNA の発現解析 
各処置後の脳部位から定法により total RNA を抽出し、cDNA を作成した。遺伝子の発現量を
real-time PCR 法により検討し、検量線法を用いて解析した。 
 
４．研究成果 
(1) マウス海馬神経細胞由来 HT22 細胞を用いた検討 
 HT22 細胞にコルチコステロンを曝露すると、
濃度依存的な細胞生存率の低下が認められた。ま
た、グルココルチコイド受容体のアンタゴニスト
である RU486 の前処置は、コルチコステロンが誘
発する細胞死を有意に抑制した。さらに、このコ
ルチコステロン誘発細胞死は、抗酸化物質である
N-Acetyl-L-cysteineによっても顕著に抑制され
たため、コルチコステロンは、グルココルチコイ
ド受容体依存的な酸化ストレスによる細胞死を
誘導することが示唆された。次に、ストレス症状
に用いられる抑肝散、加味帰脾湯、加味逍遥散、
柴胡加竜骨牡蛎湯および半夏厚朴湯がコルチコ
ステロン誘発細胞死に及ぼす影響を検討した。半
夏厚朴湯は、コルチコステロン誘発細胞死を一部
ではあるものの有意に抑制した。一方、抑肝散、
加味帰脾湯、加味逍遥散、柴胡加竜骨牡蛎湯は細
胞死に影響を及ぼさなかった。以上より、コルチ
コステロン誘発細胞死に対して、半夏厚朴湯は細
胞保護作用を有することが示唆された。また、半
夏厚朴湯は、抑肝散や加味帰脾湯とは異なり、ス
トレスホルモンであるグルココルチコイド増加
が関与する神経障害を抑制することで精神疾患
の治療薬・予防薬となる可能性が示された。 
 
(2) 適応マウス、適応障害マウスを用いた検討 
①1日 1回 1時間あるいは 4時間の拘束ストレス刺激負荷による行動変化 
 マウスの情動行動の変化を確認するために、1 日 1 時間のストレス負荷を 14 日間、または 1
日 4 時間のストレス負荷を 14 日間行った。マウスにストレスをかけた後、ホールボード試験を
行ったところ、情動行動の指標である穴のぞき回数が、ストレス負荷 1時間 14 日間のマウスに
おいて非ストレス群と同程度となった。一方、ストレス負荷 4 時間 14 日間のマウスでは、穴の
ぞき回数が非ストレス群と比較して減少した。したがって、情動行動に異常が認められない適応
マウス、情動行動に異常が認められる適応障害マウスを再現よく作り分けができることを確認
した。 
②適応マウス、適応障害マウスの脳内 5-HT1A 受容体の発現変化 
 これまでに、適応障害マウスの情動行動の低下に対して 5-HT1A 受容体作動薬が抑制効果を示
すことから、ストレス適応の形成機構において 5-HT1A 受容体が重要な役割を担っていることを
示唆してきた。そこで、適応マウスと適応障害マウスの脳内において 5-HT1A受容体の発現量を検
討したところ、適応障害マウスの中脳では 5-HT1A 受容体の発現量がタンパク質、mRNA ともに増



加した(Fig. 2A) 
が、適応マウスでは変化が認められなかった。5HT1A受容体の発現は、転写抑制因子である NUDR、
Freud-1 により制御されていることが報告されている。そこで、5-HT1A受容体の発現量が増加し
た適応障害マウス中脳において、NUDR、Freud-1 の mRNA の発現量をリアルタイム PCR で見たと
ころ、どちらも発現量が減少した(Fig. 2BC)。したがって、過剰なストレスにより、中脳に分布
する 5-HT1Aの転写抑制因子が減少することで、5-HT1Aの転写抑制が弱まり、5-HT1A受容体の発現
が増加し、ストレスへの適応障害に関与する可能性が示唆された。今後、半夏厚朴湯が適応障害
マウスの情動行動や中脳で発現上昇が認められる 5-HT1A 受容体に影響を与えるか検証する予定
である。 
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Fig. 2 5-HT1A受容体とその転写抑制因子の発現
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神経障害性疼痛モデルマウスにおけるN-アセチル-L-システインの細胞透過性ペプチド修飾高分子ミセル併用経鼻投与による治療効果

Lipopolysaccharide刺激BV-2ミクログリア細胞におけるペンタデシルの抗炎症作用

マウス海馬神経由来HT22細胞を用いた コルチコステロン誘発細胞死抑制作用を 有する漢方薬の探索

マウス海馬神経由来HT22細胞において半夏厚朴湯はコルチコステロン誘発細胞死を抑制する
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筋萎縮性側索硬化症モデルマウス及び神経障害性疼痛モデルマウスにおける宮古ビデンス・ピローサエキスの治療効果

宮古ビデンス・ピローサは筋萎縮性側索硬化症モデルマウスにおける活性化ミクログリアを抑制する.
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