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研究成果の概要（和文）： 
 食物アレルギーの治療を目指し、アレルギー性消化器症状を発症する病態マウスを用いて漢
方薬による効果を検討し、葛根湯が治療効果を示すことを見出した。また、葛根湯と構成生薬
が類似した漢方薬や葛根湯の構成生薬の単一エキスや含有成分を用いて治療効果の検討を行い、
葛根エキスと葛根に含まれるいくつかのイソフラボン類が治療効果を示すことを明らかにした。
その治療効果には、腸管粘膜固有層でのCD4+foxp3+制御性T細胞の増加が関与することを明ら
かにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Kakkonto, a traditional Japanese herbal medicine, suppressed the occurrence of allergic 
symptoms in an FA mouse model. Furthermore, Puerariae radix extract and several 
isoflavones suppressed the occurrence of allergic symptoms in an FA mouse model. The 
proportion of CD4+Foxp3+ regulatory T cells in lamina propria was significantly increased by 
kakkonto treatment and isoflavones treatment as compared with FA mouse model. Our 
data suggest that CD4+ Foxp3+ regulatory T cells induced by kakkonto and isoflavones had 
suppressive effects on intestinal mucosal immunity in FA mice.  
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１．研究開始当初の背景 
 (1)近年、患者数の急増していることから新
たな国民病とまでいわれているアレルギー
性疾患の中でも、食物アレルギーは様々なア
レルギー性疾患が連続して発症する「アレル
ギーマーチ」の引き金となる疾患である。
2008 年に厚生労働科学省の研究班により疫

学的研究・調査がまとめられ、詳細な発症機
序が未解明であり、特異的な治療方法・治療
薬がないために、治療は最小限の原因食物の
除去を原則とすることなどが報告されてい
る。しかし、除去食は栄養的な面や精神的な
面において問題があり、食物アレルギーに対
する早急な対応が望まれている。 
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 ⑵一般的に、消化器疾患を含め、不定愁訴
が多い疾病には漢方薬が有用な場合が多い。
これまで消化管の不定愁訴は主に神経因性
であると考えられてきた。しかし、ヘリコバ
クタ・ピロリ菌の除菌により上部不定愁訴が
改善されるように、炎症や免疫系の異常は不
定愁訴の病態形成に大きく関与する。従って、
神経系、免疫系及び内分泌系という生体の制
御システムのバランス調節作用を特徴とす
る漢方薬を、消化管の不定愁訴に対して適応
することには、合理性があると考えられてい
る。実際、食物アレルギーの治療においても
いくつかの漢方薬の使用が知られている（半
夏瀉心湯、小柴胡湯、葛根湯、真武湯、五苓
散、柴胡桂枝湯、桂枝加芍薬湯等）。しかし、
これらの漢方薬の臨床応用は経験則による
ものが多く、科学的検証は十分ではない。 
 ⑶近年、全身の免疫機構とは異なる粘膜免
疫機構の存在が明らかとなり、その詳細な解
明が精力的に進められている。腸管粘膜免疫
機構は、生体にとって必要な栄養素だけを吸
収し、病原微生物や異種抗原などを排除する
ため局所における最前線の生体防御機構で
ある。さらに生体存続のため腸管での腸内細
菌叢の常在菌や食物抗原などに対しては、過
敏で過剰な免疫応答を抑制する免疫寛容を
引き起こす“非自己である異種抗原の排除と
免疫寛容”を巧妙に操る高度に発達した免疫
機構である。この粘膜免疫機構のホメオスタ
シスの破綻が食物アレルギー疾患の成因に
深く関与していると考えられている。しかし、
食物アレルギー疾患の成因には未だ不明な
点が多く、分子、細胞、組織、個体の各レベ
ルでの基礎研究の進展が期待され、腸管粘膜
免疫系を巧みに応用した成因に基づく治療
薬の開発が強く求められている。 
 ⑷樹状細胞は、Ｔ細胞の活性化や分化の制
御を介して、抗原特異的免疫応答において中
心的な役割を果たしている細胞であること
が明らかになってきた。近年、特に腸管では、
IgA の産生誘導やＴ細胞のホーミングの促進
（Immunity 102:441-50.2004）などを介し
た免疫応答の惹起・増強や、制御性細胞とし
て免疫寛容の誘導に関与していることが報
告され（Mucosal Immunol. 2:340-50.2009）、
感染症、自己免疫疾患、アレルギーなどに対
する樹状細胞の制御を介した治療法の開発
が期待されている。 
 
 
２．研究の目的 
 ⑴2000 年にヒト類似の食物アレルギー性
消化器症状を発症する病態モデルが報告さ
れる(J Clin Invest 106:199-206.2000)まで、
食物アレルギーの有用な病態モデルはなく、
治療薬の探索研究などは行われていなかっ
た。そこで、このモデルを改良した病態モデ

ルを確立し、病因・病態解析を行い、食物ア
レルギー性消化器症状には腸管での水分吸
収不全が関与し、症状発現に伴い水チャネル
が減少していることを明らかにした（Life Sci. 
81: 115-20.2007）。さらに、この食物アレル
ギー疾患についてのより詳細な発症機序・病
態形成機序の検討、治療薬の探索とその薬理
作用機序の検討を行っている。特に、各種漢
方薬を用いた治療薬探索研究により、葛根湯
が有効であることを明らかにした。また、作
用機序の検討により、①食物アレルギーの発
症・病態形成には、全身免疫系よりも腸管粘
膜免疫系が重要であること、②葛根湯は食物
アレルギーモデルの腸管粘膜免疫系におい
てTh1型及びTh2型の過剰亢進状態を共に抑
制すること、③葛根湯は食物アレルギーモデ
ルで腸管における粘膜型マスト細胞の増多
を抑制すること、④葛根湯は免疫応答システ
ムでのＴ細胞分化のバランスの制御に関与
するSOCS3 発現を抑制すること、⑤葛根湯
は食物アレルギーモデルで亢進した活性化
Ｔ細胞に発現するCTLA-4、抗原提示細胞で
ある樹状細胞に強発現するepiregulin及びマ
スト細胞に発現し腸管リモデリングに関与
するamphiregulinを抑制すること等を明ら
かにした。従って、葛根湯の食物アレルギー
モデルでの作用機序には、ナイーブCD4+Ｔ細
胞からTh1及びTh2細胞への分化及びＴ細胞
の活性化の制御、さらにこの腸管粘膜免疫系
の過剰亢進状態の改善に伴う粘膜型マスト
細胞の遊走・活性化の抑制などが考えられた。
また、ナイーブCD4+Ｔ細胞への抗原提示、及
びそれに続くＴ細胞の分化・活性化という一
連の免疫応答システムに対して重要な役割
を果たしている樹状細胞に葛根湯が作用し、
末梢性免疫寛容を誘導して過剰亢進した免
疫応答を抑制し、腸管粘膜免疫機構での免疫
バランスの破綻を修復すると考えられた。 
 そこで、本研究では葛根湯による樹状細胞
の機能制御を介した腸管粘膜免疫制御作用
を解明し、腸管免疫性疾患に対する葛根湯治
療の科学的臨床的合理性を確立するととも
に、葛根湯をリード方剤や創薬リソースとし
たより有用な治療薬や新規方剤の開発に繋
げることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 ヒトの病態に近い有用な病態モデルは、疾
病の発症機序や病態形成機序を解明し、成因
に基づく新しい治療薬を開発するために極
めて重要である。そこで、ヒト類似の食物ア
レルギー性消化器症状を発症する病態モデ
ルマウスを用いて検討する。BALB/cマウスを
用い、水酸化アルミニウムゲルをアジュバン
トとして OVAの全身感作を 2週間おきに 2回
行う。その 2週間後から、OVAの経口投与を



開始し、5〜6 回の投与によりアレルギー性下
痢症状を誘発させた。 
 
(1)腸管樹状細胞のサブタイプの同定と葛根
湯の作用 
①モデルマウスを用いた樹状細胞の分布変
化の検討、及びサプタイプの同定 
 病態および葛根湯の治療に関与する樹状
細胞のサブタイプの同定のため、正常マウス
結腸、食物アレルギー性消化器症状を誘発し
たマウス結腸および葛根湯を投与したマウ
ス結腸を用い、collagenase 処理により粘膜
固有層から免疫系細胞を採取し、樹状細胞を
各種抗体（CD11c、mPDCA1、CD103 抗体）で染
色し、フローサイトメーターにより樹状細胞
サブタイプの各病態モデルにおける発現細
胞数の変化を解析した。また、免疫組織学的
染色により分布変化も検討した。 
 
⑵葛根湯の有効生薬・有効成分の同定 
①モデルマウスを用いた葛根湯及び構成生
薬、含有化合物の検討 
 葛根湯と同様にその構成生薬（葛根、麻黄、
桂皮、芍薬、甘草、大棗、生姜）や構成生薬
が類似した漢方薬を、モデルマウスに投与し
有効性を検討した。また、代謝産物も有効成
分となる場合があるため、代謝物の血中薬物
動態を明らかにした。 
 
⑶マウス骨髄由来樹状細胞を用いた葛根湯
の作用の検討 
①マウス骨髄由来樹状細胞の確立 
 近年、樹状細胞は大きく古典的樹状細胞
（cDC：conventional Dendritic Cell）と形
質細胞様樹状細胞（pDC：plasmacytoid 
Dendritic Cell）に分類されており、マウス
骨髄細胞からこの各樹状細胞サブタイプへ
の分化誘導法が報告され、機能の解明が進展
した。そこで、マウス大腿骨から骨髄細胞を
採取し、病態モデルで葛根湯の作用を明らか
にした樹状細胞サブタイプへ GM-CSFあるい
は Flt3L 等を用いて分化誘導を行った。 
 
②マウス骨髄由来樹状細胞の成熟化にたい
する葛根湯の作用の検討 
 樹状細胞は、抗原取り込み後に成熟化しナ
イーブCD4+Ｔ細胞に抗原提示を行い、T細胞の
分化を誘導する。そこで、葛根湯の樹状細胞
に対する詳細な効果を検討するために、マウ
ス骨髄由来樹状細胞に葛根湯およびその有
効成分を作用させ、樹状細胞の成熟化に対す
る効果を検討した。 
 
③マウス骨髄由来樹状細胞の抗原提示能と
CD4+Ｔ細胞の分化制御に対する葛根湯の作用
の検討 
 マウス骨髄由来樹状細胞を抗原提示細胞

としてOVA特異的Ｔ細胞レセプタートランス
ジェニックマウス（DO11.10 マウス）の脾臓
より採取したナイーブCD4+Ｔ細胞と共培養し、
OVAによる抗原刺激を行った。各種CD4+Ｔ細胞
（Th1/Th2/Th17/Treg）への分化のマスター
転写因子（T-bet、GATA3、RORγ、Foxp3等）
を染色し、フローサイトメーターにより分
化・増殖を測定し、樹状細胞による抗原提示
能とＴ細胞の分化制御の検討を行った。この
系において葛根湯もしくはその有効成分を
作用させ、樹状細胞による制御機能への効果
を検討した。また、この共培養を各Th1 環境
(IL-12及び抗CD4抗体)、Th2 環境(IL-4及び
抗IFN-γ抗体)、Th17環境(IL-23、IL-6 及び 
TGF-β)、Treg環境(TGF-β、抗CD4抗体及び
抗IFN-γ抗体)で行い、免疫状態が与える影
響の検討も行った。 
 
４．研究成果 
 ⑴病態マウスは、OVA 全身感作後に OVA の
経口投与を繰り返すことによって、アレルギ
ー性消化器症状を発症した。この病態モデル
に対して、葛根湯の経口投与は、アレルギー
性消化器症状を抑制することを明らかにし
た。また、そのアレルギー性消化器症状の治
療効果は、濃度依存的であった（図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 構成生薬が葛根湯と類似した漢方薬であ
る桂枝湯や升麻葛根湯、他のアレルギー性疾
患に用いられている補中益気湯、小青竜湯、
十全大補湯などを用い治療効果を検討した
結果、升麻葛根湯のみが治療効果を示した。
そこで、葛根湯と升麻葛根湯のみに含まれる
構成生薬である葛根の抽出エキスを病態モ
デルに投与した。葛根エキス投与によっても
アレルギー性消化器症状は抑制された。葛根
は成分としてイソフラボンであるプエラリ
ンを多く含み、その他にも複数のイソフラボ
ンを含んでいる。そこで葛根含有イソフラボ
ン類およびその代謝イソフラボン等のイソ
フラボン類についてアレルギー性消化器症
状の治療効果について検討を行った（5mg/kg、
po）。葛根の成分であるプエラリンやダイセ
イン、その代謝物であるエクオールがアレル
ギー性消化器症状に対し治療効果を示した。
また、その他のイソフラボン類も治療効果を
示した（図）。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 病態マウスに対し葛根湯投与は、腸管粘膜
固有層のCD4+Foxp3+制御性T細胞を増加させ
た。また、治療効果を示したイソフラボンで
も、腸管粘膜固有層においてCD4+Foxp3+制御
性T細胞が増加した。従って、葛根湯の効果
は、葛根中の成分であるイソフラボンの効果
であることが示唆された。CD4+Foxp3+制御性T
細胞を増加させることにより、腸管粘膜免疫
系のTh2 型免疫応答の亢進が抑制され、アレ
ルギー性症状が改善したと推測された。 
 腸管粘膜免疫系において樹状細胞は免疫
制御の中心的な役割を担い、ナイーブCD4+T
細胞に抗原提示を行い、T細胞の分化・増殖
を制御する。そこで、葛根湯による腸管粘膜
免疫系のTh2 型免疫応答の亢進の抑制による
治療効果を検討するために、腸管粘膜固有層
の樹状細胞の割合と分布の変化をフローサ
イトメーターおよび免疫染色により解析し
た。病態モデルおよび葛根湯投与マウスにお
いてmPDCA1+CD11cint樹状細胞（pDC）の割合・
分布に変化は見られなかった。しかし、葛根
湯投与マウスにおいて、CD103+CD11c+樹状細
胞は増加傾向が確認された。そこで、葛根湯
の効果についてCD103+CD11c+樹状細胞(cDC)
に対する効果を検討した。 
 腸管の樹状細胞はわずかであり詳細な検
討は困難である。そこで、マウス骨髄細胞を
採取し、培養液中に GM-CFS を添加し骨髄由
来樹状細胞を分化誘導し cDC として用いた。
この未成熟の骨髄由来樹状細胞に対し、成熟
化および抗原取り込み能に対する葛根湯の
効果を検討した。LPS 刺激による樹状細胞の
成熟化と FITC 標識した OVA を抗原とした抗
原取り込み作用に対して葛根湯処置は効果
を示さなかった。 
 次に、樹状細胞の抗原提示によるナイーブ
CD4+T細胞の増殖作用を検討した。葛根湯処置
はT細胞の増殖を抑制したが、制御性T細胞の
増加は誘導しなかった。 
 葛根湯が、制御性 T細胞を誘導することに
より腸管粘膜免疫系を制御し、食物アレルギ
ーの治療することが示唆された。また、その
効果は、イソフラボンによる効果であること
が示唆された。葛根湯による制御性 T細胞の
増加の誘導機序については、今後より詳細な

検討が必要である。 
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