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研究成果の概要（和文）：ダイオウ含有培養液で寿命延長を認めた線虫を用い、未処理線虫との間でみられる遺伝子発
現変化をマイクロアレー解析で検討し、ダイオウ投与で発現レベルが10倍以上変化した遺伝子を単離し（ダイオウ感受
性遺伝子）、ヒトホモログが存在する6種類のヒト遺伝子を同定した（ダイオウ感受性ヒト遺伝子）。ダイオウ投与マ
ウスの投与期間と発現レベルの変化をウエスタンブロットで検討し、2週間ダイオウ投与マウスでタンパク質発現変化
を示す候補Nhe1遺伝子を同定できた。また、ダイオウを動物実験に用いるため、瀉下作用を有するセンノシドのみを減
じ、他の主要成分をほとんど保持した減センノシドダイオウを調製する方法を開発した。

研究成果の概要（英文）：Kampo crude drug, daio (Rhei rhizoma) is frequently used as a purgative for a long
 time. We previously reported the extending life span of nematode treated with daio, however, its biologic
al response by administration of daio remains unclear. In this study, to clarify the molecular mechanisms 
on life extension by daio in nematode, we screened the genes upregulated by administration of daio using m
icroarray analysis. We obtained six genes transcriptionally activated more than 10 times by daio and their
 mammalian homologues were characterized in mice. By 2-week oral administration, expression of Nhe1, one o
f the six candidate genes, in kidney was upregulated similarly to that in nematode. These findings suggest
 that the Nhe1 encoding Na+/H+ exchanger protein plays an important role in maintaining kidney structurall
y and functionally. 
To use daio in animal experiments, we have also developed a method for preparing sennoside-reduced daio, w
hich maintains most of other major components.
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１．研究開始当初の背景 
漢方治療の役割は第一義的には自覚症状

を改善することである。古来漢方では「腎虚」
と呼ばれる加齢に伴う諸症状の概念や、不老
延年を念頭においた「上薬」という薬物分類
が確立されていることから、漢方治療の本質
は健康を増進して天命を全うすることだと
考えられる。しかし 2000 年以上の歴史を持
つ漢方が現代医学の中に広まったのは最近
わずか 30 年であるため、この本質の迫る研
究はいまだ行われていない。 
我々はまず寿命 30 日間の線虫（C. 

elegans）を実験モデルとし、主な漢方薬お
よび生薬について個々の寿命延長効果を網
羅的に解析した。その結果、生薬として汎用
されている大黄（ダイオウ）にのみ線虫の寿
命 を 延 長 さ せ る 効 果 が 認 め ら れ た
（Yamaguchi et al, 2008、http://kampo.med. 
u-tokai.ac.jp/details/topix.htm 参照）。
そこで、線虫で寿命延長させたダイオウ薬効
メカニズムが、ヒトと線虫とで高度に保存さ
れているならば、ヒトでも線虫でも同様な薬
理活性が発揮され、ヒトで確認されているダ
イオウ薬効の一部が線虫を用いた実験モデ
ルで解明できるのではないかと考えた。 
さらに、今後ダイオウを人為的に調節するシ
ステムを開発すれば、様々な臨床事例に展開
できる可能性がある。しかし、ダイオウの瀉
下作用の主要成分であるセンノシドには強
い瀉下活性があり、ダイオウに瀉下活性以外
の薬効を期待した場合、臨床現場では瀉下作
用が障害となって十分量のダイオウを投与
することができないことが多い。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、漢方薬による自覚症状の

改善が健康増進に結びつくという概念の分
子メカニズムを線虫およびマウスの基礎的
研究により解明し、最終的には漢方薬の薬効
発現予測に役立つ臨床で有用な新しい診断
システムを確立することである。 
 
３．研究の方法 
(1) マイクロアレー解析によるダイオウ感
受性遺伝子の単離 
線虫寿命を延長させたダイオウ薬効メカ

ニズムを解明するため、寿命延長したダイオ
ウ投与線虫で引き起こされる遺伝子発現変
化をマイクロアレー解析により検討し、ダイ
オウ投与線虫で発現誘導される遺伝子を網
羅的にスクリーニングした。 
(2) ダイオウ経口投与マウスを用いたダイ
オウ感受性遺伝子の発現解析 
近交系マウスである成熟した C57BL/6J マ

ウス（8—12 週齢）を用い、ダイオウ水溶液
（2—20 mg／ml）を 2 週間毎日 1 回経口投与
した（最終投与量 160 mg／kg）。ダイオウ投
与マウスより採材した臓器のうち、今回は特
にダイオウ薬効を発揮する腎臓に着目し、マ
イクロアレーで明らかな発現レベルの上昇

が認められた6クローンのマウスホモログの
発現動態について検討した。 
(3) 減センノシド大黄の作製と瀉下作用調
節の試み 
ダイオウ中のセンノシドのみを選択的に

減ずる方法として、オートクレーブ処理を検
討した。ダイオウ末を 0分（コントロール）、
20 分、60 分、120 分間オートクレーブ処理
（121℃、加湿加圧条件）し、マウスに経口
投与して瀉下作用を観察した。さらに、HPLC
（高速液体クロマトグラフィー）により各オ
ートクレーブ処理ダイオウの試料分析を行
なった。続いて、センノシド含有量の低下を
認めたダイオウ試料を C57BL/6J マウスに経
口投与し、予め墨汁を含ませた砂糖水の腸管
移動を指標としてオートクレーブ処理によ
るダイオウの瀉下作用調節について検討し
た。 
 
４．研究成果 
(1) マイクロアレー解析によるダイオウ感
受性遺伝子の単離 

マイクロアレー解析の結果を示す（図１）。
ダイオウ投与した線虫を培養し、培養 1日目
で 2 倍以上発現増加した遺伝子 1185 クロー
ン（図１、右上の領域）から、明らかに発現
レベルが上昇しヒトおよびマウスのホモロ
グ遺伝子の存在が確認できた6種類の遺伝子
を単離することができた（表１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) ダイオウ経口投与マウスを用いたダイ
オウ感受性遺伝子の発現解析 

ダイオウ投与マウス腎臓での Nhe1 タンパ
ク質の発現レベルが高くなっていることを
ウエスタンブロット解析により明らかとし
た（図２）。2 mg/ml ダイオウ（x1 Rheum, lane 

表1



2 and 3）と 10 倍濃度の 20 mg/ml ダイオウ
（x10 Rheum, lane 4 and 5）を比較すると、
ダイオウ未投与群（control, lane 1, 6 and 
7）より Nhe1 発現レベルは両者とも増加して
いるものの、低濃度のダイオウ投与の Nhe1
発現レベルが高くなっていた。以上のことか
ら、ダイオウの Nhe1 発現効果は促進・抑制
の相反する2相性の動態を示す可能性ととも
に、ダイオウに含まれる遺伝子発現阻害効果
が高濃度ダイオウで発揮された可能性が予
想された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 減センノシド大黄の作製と瀉下作用調
節の試み 
 HPLC の結果、20 分間オートクレーブ処理
（121℃、加湿加圧条件）したダイオウにお
いて、センノシド以外の成分を比較的保持し
つつ、センノシド Aおよび Bを最も効率的に
減ずることができた（表２）。また、20 分間
オートクレーブ処理したダイオウを用いて、
マウスの腸管蠕動運動に及ぼす効果を検討
したところ、作成した減センノシド大黄でマ
ウスに対する瀉下効果が明らかに減弱する
ことが示された。 
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