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研究成果の概要（和文）：八味地黄丸（HJG）の抗肥満作用および肥満によって誘導される代謝性疾患の抑制作
用について検討を行った。その結果、HJGの投与は高脂肪食（HFD）摂餌によって誘導された体重増加、脂肪肝お
よびインスリン抵抗性の発症を有意に抑制した。加えて、HFD摂餌で惹起された高レプチン血症を抑制したこと
から、HJGの抗肥満作用の機序として、レプチン抵抗性の改善が示唆された。また、HJGメタノール抽出物のn-ブ
タノール分画は、β3アドレナリン受容体刺激下で3T3L1脂肪細胞の脱共役タンパク質（Ucp）1の遺伝子発現を亢
進させたことから、HJGの作用は白色脂肪細胞に直接的に作用する可能性も示唆された。

研究成果の概要（英文）：I investigated the anti-obesity effects of Hachimijiogan (HJG) and the 
suppression of metabolic disorders induced by obesity. The results showed that HJG administration 
significantly suppressed weight gain, hepatic steatosis, and insulin resistance induced by a 
high-fat diet (HFD). In addition, HJG suppressed hyperleptinemia induced by HFD feeding, which 
suggested the improvement of leptin resistance might be the mechanism on the anti-obesity effect of 
HJG. The n-butanol fraction of HJG methanol extract also upregulated gene expression of Uncoupling 
protein 1 in 3T3L1 adipocytes under β3-adrenergic receptor agonism, indicating that HJG may act 
directly on white adipose tissues.

研究分野： 漢方医学

キーワード： 八味地黄丸　肥満　代謝　レプチン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において、HJGの元来持つ代謝亢進作用から派生する抗肥満作用を証明できたことは、HJGの肥満症治療薬
としての基礎研究の基盤を確固たるものにすることができた点で、学術的意義は大きいと思われる。加えて、
「ドラッグリポジショニング」の観点から、HJGが、未だ普及が不十分である肥満症治療薬の１つの候補とし
て、臨床利用にシフトできるポテンシャルを証明できたことは、今後も増加するであろう肥満症患者の抑止に大
きく貢献できる意味で、本研究の社会的意義も大きいと考えられる。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
肥満および肥満に伴う代謝性疾患の罹患人口は近年、急激に増加している。肥満はそれ自体が病
態であり、それだけでなく 2 型糖尿病、脂質異常症、脂肪肝といった糖・脂質代謝の異常を招く
ことで動脈硬化を惹起し、最終的には脳梗塞、心筋梗塞の発症により、患者の QOL を著しく低下
させる。よって、肥満症治療薬の開発、臨床応用への移行は喫緊の課題である。 
一方で、これら薬剤の開発を考えるうえで、明確な作用機序を考える必要があるが、近年の肥満
抑制に関わる様々な研究において、「エネルギー代謝に関わる褐色脂肪の機能亢進」と「皮下白
色脂肪の褐色化に伴う白色脂肪内での脂質代謝亢進」という 2 点が重要であるとの報告が後を
絶たない。褐色脂肪は生体の中で主に熱産生に関わる組織であり、脱共役たんぱく質 1（UCP1）
の発現亢進と脂質代謝（β酸化・脂質分解）に伴い産生されるエネルギーを熱量に変換する組織
である。白色脂肪（皮下・内臓脂肪）は過剰に取り入れられた脂質を貯蔵し、必要時に脂質代謝
を促進する組織である。白色脂肪の「褐色化」という現象は、褐色脂肪同様に、白色脂肪内に UCP1
発現亢進が認められ、エネルギー代謝が亢進する変化であり、様々な要因（寒冷刺激・薬剤誘導
など）で褐色化が認められている。 
漢方薬である「八味地黄丸（HJG）」は漢方医学において、「冷え」およびその随伴症状の改善に
用いられている。すなわち、生体の熱量を増加させ、基礎代謝を改善・亢進することで様々な症
状を改善することが、HJG の作用機序として考えられる。よって、代謝改善・亢進が認められる
HJG は、生体のエネルギー代謝に影響を与える可能性も示唆できる。しかし、生体の代謝改善に
大きく影響を与えるであろう HJG の「エネルギー代謝」に与える影響に関して、また、この着想
から派生する脂質代謝亢進および肥満抑制作用については一切の報告はない。 
以上の背景を踏まえ、本研究では、HJG が個体の熱産生を亢進させ、エネルギー代謝を促進する
ことで、肥満を抑止し、その作用機序として褐色脂肪の活性化や白色脂肪の褐色化が挙げられる
可能性について、検討を行う必要性に触れ、以下のことを目的と定めた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、HJG の抗肥満薬としての臨床応用を念頭におき、HJG が生体の熱産生およびエネルギ
ー代謝を亢進することで、HJG の肥満症治療薬としての可能性を検討し、その作用点としての褐
色脂肪の機能および白色脂肪の褐色化を精査することを目的とした。 
新規薬と比較して安全性が確認されている既存薬の「ドラッグリポジショニング」を念頭に置き、
本研究の成果は、HJG の未だ数少ない肥満症治療薬への臨床応用に直結できるという意味で重要
な位置づけとなり、HJG の「冷え」に対する薬効を「熱産生の増加」と解釈を変えることで、HJG
の新たな薬効として「肥満症治療薬」を与えることを目的としている。 
さらに近年の研究成果で見出された「褐色脂肪」と「白色脂肪」の 2種類の相反する機能を持つ
脂肪組織の機能的変化に着目し、HJG の作用機序を明確にすることも重要な目的の１つとなって
いる。 
 
３．研究の方法 
以下の方法にて、検討を行った。 
（１）普通食および普通食＋HJG 混餌を４週間、C57BL/6J マウスに自由摂餌し、毎週体重測定を
行った。その際、摂餌量の測定も同時に検討した。飼育後、マウスを安楽死させたのちに解剖し、
皮下白色脂肪組織、内臓白色脂肪組織および褐色脂肪組織を採取した。採取した組織は①Ucp1 遺
伝子発現および UCP1 タンパク発現を測定するため、RNA および全タンパク質を抽出し、リアル
タイム PCR およびウエスタンブロットを用いた各方法で検討を行った。②組織を 4%パラホルム
アルデヒドリン酸緩衝液に浸し、組織を固定後、薄切し、ヘマトキシリンエオジン染色を行い、
脂肪浸潤の程度および白色脂肪細胞の大きさを測定した。 
 
（２）普通食、高脂肪食（HFD）および HFD+HJG 混餌を作成し、４週間、C57BL/6J マウスに自由
摂餌し、毎週体重測定を行った。その際、摂餌量の測定も同時に検討した。４週間後、各群のマ
ウスの４時間絶食後にインスリンを腹腔内に 1U/kg となるように投与し、投与前、投与後３０
分、６０分、９０分および１２０分後の血糖値を測定した（インスリン負荷試験）。飼育後、マ
ウスを安楽死させたのちに解剖し、血清、肝、皮下白色脂肪組織、内臓白色脂肪組織および褐色
脂肪組織を採取した。採取した血清、各組織を用いて、以下の方法で測定を行った。①血清を用
いて血中レプチン濃度を ELISA 法で定量した。②組織を 4%パラホルムアルデヒドリン酸緩衝液
に浸し、組織を固定後、薄切し、ヘマトキシリンエオジン染色を行い、肝および褐色脂肪組織内
への脂肪浸潤の程度および白色皮下脂肪組織および白色内臓脂肪組織における脂肪滴の大きさ
を測定した。③肝は改良した Folch 法を用いて肝中の脂質を抽出したのち、キット（酵素法）を
用いて肝含有中性脂肪量を定量した。①Ucp1 を含む白色脂肪の褐色化に関わる遺伝子群の発現
および UCP1 タンパク発現を測定するため、RNA および全タンパク質を抽出し、リアルタイム PCR
およびウエスタンブロットを用いた各方法で検討を行った。 



 
（３）（２）では、HJG の肥満予防作用を検討したが、ここでは先にすべての C57BL/6J マウスに
HFD を４週間摂餌し、食餌性肥満を誘導したのちに普通食、HFD および HFD+HJG 混餌をさらに４
週間摂餌し、体重測定による体重変化を観察した。加えて、インスリン負荷試験の実施、皮下白
色脂肪組織、内臓白色脂肪組織および褐色脂肪組織の形態観察および血清を用いたレプチン濃
度の測定を実施した。 
 
（４）レプチンの作用が HJG の抗肥満作用の機序になる可能性を検討するため、レプチンが欠損
した ob/ob マウスに普通食および普通食＋HJG 混餌を１０週間自由摂餌し、体重測定を毎週行っ
た。また、一昼夜絶食後に 1U/kg のインスリンを投与したマウスの血糖を経時的に測定すること
でインスリン負荷試験を実施した。加えて、マウスを安楽死後に解剖し、肝を採取し、肝含有中
性脂肪量の定量を検討した。 
 
（５）最後に、HJG の白色脂肪細胞への直接的な影響を検討するために、3T3L1 脂肪細胞を用い
た検討を試みた。HJG エキス末のメタノール抽出物を酢酸エチル/水で分配し、水分画を再び n-
ブタノール/水で分配した。酢酸エチル分画および n-ブタノール分画をそれぞれ分化した 3T3L1
脂肪細胞に処置し、β3 アドレナリン受容体刺激薬である CL316243 で刺激したのちに RNA を抽
出した。その RNA を用いたリアルタイム PCR 法にて、Ucp1 遺伝子発現を検討した。 
 
４．研究成果 
各方法から得られた結果を以下に示した。 
（１）普通食および普通食＋HJG 混餌を４週間、C57BL/6J マウスに自由摂餌した結果、摂餌量に
は変化がなく体重にも有意な変化は認められなかった。一方で、皮下白色脂肪組織および内臓白
色脂肪組織の脂肪滴は縮小していることが分かった。加えて、皮下白色脂肪組織および褐色脂肪
組織では Ucp1 をはじめとする様々な白色脂肪褐色化に関わる遺伝子群および褐色脂肪の機能亢
進に関わる遺伝子群の有意な発現亢進と各組織での UCP1 タンパク質の発現増加を確認した。以
上の結果は、HJG が褐色脂肪組織および白色脂肪組織の形態および機能を変化させ、エネルギー
利用を促進する作用を有する可能性が示唆された。 
 
（２）次に、高脂肪食によって誘導される肥満を予防するにあたり、HJG の作用を検討した。結
果として、高脂肪食によって誘導された体重増加を HJG は有意に抑制し、抗肥満作用を有するこ
とが明らかとなった。インスリン負荷試験の結果、高脂肪食によって増悪したインスリンによる
血糖降下作用の障害は、HJG 投与で有意に改善し、インスリン作用を部分的に回復させることが
できた。血清を用いたレプチン濃度の測定において、高脂肪食によって惹起された高レプチン血
症は HJG 投与で低下し、個体におけるレプチン感受性を改善できた可能性が示唆された。高脂肪
食負荷に伴って観察された褐色脂肪組織への脂肪浸潤は劇的に改善され、各白色脂肪組織の脂
肪滴の大きさも有意に縮小した。これらの観察と相関して、白色脂肪組織内での Ucp1 を含む褐
色化に関わる遺伝子群の発現を検討すると、高脂肪食群に比べ、HJG 混餌群において有意な増加
を認めただけでなく、UCP1 タンパク質の発現も亢進していた。肝中性脂肪含量は高脂肪食負荷
で有意に増加したが、HJG 投与ではその増加がキャンセルされた。以上の結果から、HJG は食餌
性肥満を予防し、肥満に伴った様々な代謝性疾患を改善できることが判明しただけでなく、その
作用機序の１つとして、白色脂肪や褐色脂肪におけるエネルギー代謝の増強が挙げられる可能
性が示唆された。 
 
（３）また、食餌性肥満がすでに誘導されたマウスに HJG を投与した際の影響として、体重変化
を測定したところ、部分的には体重増加を抑制したものの、（２）における体重増加の著しい抑
制効果までは認められなかった。しかし、インスリン負荷試験の結果では、明らかなインスリン
抵抗性の改善を認め、白色脂肪組織および褐色脂肪組織での脂肪滴増大および脂肪浸潤は抑制
されていた。血中レプチン濃度は、体重増加抑制と相関しており、（２）におけるレプチン増加
の著しい抑制までには至らなかったが、肥満に伴った高レプチン血症は部分的に抑制された。こ
れらの結果は、肥満に伴ったレプチン作用の障害に相関して、HJG は体重増加抑制作用を発揮し
ている可能性が考えられた。 
 
（４）（３）の結果を踏まえ、ob/ob マウスを用いた HJG の抗肥満作用を検討したところ、興味
深いことに、レプチンが欠損しているマウスでは、体重増加抑制作用は見出されなかった。一方
で、肝中性脂肪含量には変化がなかったものの、インスリン負荷試験の結果、ob/ob マウスで認
められるインスリンの血糖値低下作用の障害を HJG は回復された。この結果は非常に重要であ
り、レプチン作用がない状況下では、HJG は抗肥満作用を発揮できないこと、そして、HJG のイ
ンスリン抵抗性改善作用は、抗肥満作用とは別の機序で惹起されていることが判明した。 
 
（５）培養白色脂肪細胞に HJG の各抽出物を処置したところ、β３アドレナリン受容体刺激下に
おいて、Ucp1 遺伝子発現への影響は酢酸エチル分画では認められなかったが、興味深いことに
n-ブタノール分画処置では有意な Ucp1 遺伝子発現亢進が認められた。この結果は、HJG のある



成分が、白色脂肪細胞に直接的に作用している可能性も示唆しており、レプチン作用だけでなく、
HJG の作用機序の一端として考慮する必要があることが考えられた。 
 
上記以外にも、白色脂肪組織における脂肪分解のマーカーとして、ホルモン感受性リパーゼのリ
ン酸化をウエスタンブロット法で検討したところ、高脂肪食に HJG を混餌したマウスの白色脂
肪組織ではリン酸化が有意に亢進しており、脂肪燃焼だけでなく、脂肪分解の著しい亢進が、白
色脂肪組織の肥大を抑制するという機序も考えられ、HJG の抗肥満作用は、レプチン作用に伴う
エネルギー代謝作用・脂肪分解作用、そして白色脂肪組織への直接的な作用といった様々な作用
機序を考慮し、引き続き、HJG の抗肥満作用の機序を検討していく必要性が示された。 
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