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研究成果の概要（和文）：牛車腎気丸は、マウスのタウリン抱合型の胆汁酸を増加し、活性成分であるタウロリ
トコール酸はC2C12細胞のAMPKαのリン酸化を増加させたが、CREB、SirT1、PGC-1αには効果不十分であった。
奈良県三郷町の開発コホート（n = 433）で、The Japan Frailty Scale（JFS）（0-11点）を開発した。ロジス
ティック回帰分析で夜間頻尿、腰痛、冷え性、倦怠感、年齢を選択し、プレフレイルのカットオフ値は4点、感
度86.9％、特異度53.3％を示した。 吹田市検証コホート（n = 276）でも同様であった。現在、JFSと333名の腸
内細菌叢データの関連性を検討している。

研究成果の概要（英文）：GJG increased taurine-conjugated bile acids in mice, and in C2C12 cells the 
active ingredient taurolithocholic acid increased the phosphorylation of AMPK, but no effect on 
CREB, SirT1, and PGC-1α. We developed a simple patient-reported frailty screening scale, the Japan 
Frailty Scale (JFS) (0-11). In the development cohort (n=434), four questions, nocturia (0-2), 
lumbago (0-2), cold sensitivity (0-2), exhaustion (0-4), and age (0-1) were selected by 
multivariable logistic regression analysis. At the JFS cutoff value of 3/4 for frailty or 
pre-frailty, the sensitivity, specificity, were 86.9% and 53.3%, respectively. External validation 
(n=276) of the JFS showed the almost same results. These results indicate that the JFS is a 
promising patient-reported clinical scale for early identification of pre-frail/frail patients at 
the bedside in primary care. Currently, we are investigating the relationship among JFS, the gut 
flora, muscle mass and function in 333 subjects.

研究分野： 内科学

キーワード： メタゲノム　　腸内細菌叢　　サルコペニア　　牛車腎気丸
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回、我々は、漢方の腎虚概念を基にした JFSを開発し、わずか5つの質問で、簡便にプレフレイル・フレイル
の対象者を検出できるスクリーニングツールを開発できた。地域包括ケアでは、高齢者が可能な限り、住み慣れ
た地域で自立した生活を続けることができるよう包括的に確保することを目標としている。JFSを用いて、ハイ
リスク患者を簡便に拾い上げ、さらに現在検討中の腸内細菌叢データによりその精度を高めることが可能とな
る。さらに、状況に応じて牛車腎気丸による介入を行えば、地域包括ケアの理念を体現することが可能となると
思われる。

※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 
超高齢社会を迎える本邦では、介護・寝たきりの対策は重大な社会問題となっている。フレイル
とは、介護前段階を意味し、身体面では、サルコペニアが注目されている。その発症機構には、
加齢に伴う各種ホルモンの低下・炎症性サイトカインの上昇に加え、栄養状態の悪化、慢性疾患
が関与するといわれる。現在、フレイル・サルコペニアに対する有効な治療法は確立しておらず、
高齢者は、容易にポリファーマシーとなることから、フレイル・サルコペニア対策における漢方
医学の役割が注目されている。 

漢方では、加齢による腰痛・しびれといった症状を
「腎虚」とよび、補腎薬とよばれる漢方薬を使用す
る。研究代表者は、腎虚概念をヒントに、代表的な
補腎薬である牛車腎気丸（GJG）が、老化促進マウ
スである SAMP8 マウスのサルコペニアを回復さ
せることを明らかにし、その分子薬理機序を解明し
た (Kishida Y et al. Phytomeidicine 2015)（図 1）。 
高齢者の痛みは、リハビリの遅れを招き、サルコペ
ニアやフレイルを進行させる。我々は、マウスの神
経痛モデルを使って、GJG が神経障害の早期に活
性化ミクログリアからの TNF-αの発現抑制を介し、
神経障害性疼痛を改善することを、明らかにした

（Nakanishi et al. Molecular Pain 2016）。これらの結果より、GJG は、特許庁より「筋の老
化防止用組成物 発明者萩原圭祐」として特許を認められた（平成 29 年 2 月 10 日特許第
6088044 号）。 
H27-29 年基盤研究Ｃ（課題番号 17K11107）において、我々は、GJG の抗サルコペニア効果を
示す生薬の有効成分の探索を行った。GJG を構成する生薬由来の化合物ライブラリーを用いて、
C2C12 筋芽細胞を、筋管細胞に分化させ、様々に検討を行ったが、GJG 由来化合物の直接的な
抗サルコペニア効果は弱かった。一方、SAMP8 の筋肉における TNF-αの発現は、12 週齢、36
週齢と二相性のピークを認め、GJG は、12 週齢、36 週齢ともに TNF-αの発現を抑制していた。
さらに、8 週齢、32 週齢から GJG を介入したところ、SAMP8 マウスの握力を有意に改善して
いた。マウスマクロファージ由来の細胞株 RAW264.7 を使い、GJG 由来化合物ライブラリー用
いて検討したところ、構成生薬である牛膝に含まれる Chikusetsusaponin V が用量依存的に、
TNF-αの産生抑制を示し、NF-κB p65 の核内移行を抑制することを確認した。以上より、GJG
の抗サルコペニア効果は、直接的には、Chikusetsusaponin V の単球系に対する TNF-αの発現
抑制効果によると考えられた（GENE2022）。Chikusetsusaponin V の性質を検討したところ、
膜透過性は極めて低く、経口投与では、吸収が不安定なことが想定されたが、正常マウスの経口
投与では、Chikusetsusaponin V の吸収ピークが確認されたことから、Chikusetsusaponin V
は、腸内細菌による代謝変換などの影響を受け、吸収効率が変化している可能性が想定された。 
近年、神戸大学大澤らによる 371 名の健常者の検討により、加齢に伴う腸内細菌叢の連続的な
変化が報告されている（BMC microbiology 2016 年）。しかし、この報告は、加齢による経時的
変化は示されるものの、フレイル・サルコペニアにおける、腸内細菌叢の変化は不明である。さ
らに、フレイル・サルコペニアでは、短鎖脂肪酸やトリプトファン、酪酸などが、腸内細菌によ
り代謝産生され、筋肉へ影響する可能性が示唆されている（Andrea T et al. nutrients 2017）。
つまり、GJG は、SAMP8 マウスの腸内細菌叢を変化させ、抗サルコペニア効果を示している可
能性が想定された。 
 
２．研究の目的 
超高齢社会を迎える本邦では、介護・寝たきりの対策が社会問題となっているが、有効な治療法
は確立していない。研究代表者は、伝統医学の考えをヒントに、牛車腎気丸の抗サルコペニア効
果を見出し、その有効成分を同定し、腸内細菌の代謝変換が、有効成分の吸収に関与することが
想定された。現在、腸内細菌叢の評価は、糞便検体から抽出した 16SｒRNA を用いた次世代シ
ークエンサーによるメタゲノム解析により、菌種特定や菌種組成の評価が安定して検索するこ
とが可能となっている。本研究は、1）メタゲノム解析を用いて、牛車腎気丸の抗サルコペニア
効果における老化マウスの腸内細菌叢の変化を検討することを目的とする。2）現在進めている
自治体との協力によるフレイル検診において、フレイル患者と健常者の筋肉量や筋力と腸内細
菌叢を、経時的に比較検討していき、フレイル・サルコペニアと関連のある腸内細菌叢を探索し
ていくことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）メタゲノム解析を用いて、牛車腎気丸の抗サルコペニア効果における老化マウスの腸内細
菌叢の変化検討 
本研究では、SAMP８マウスの腸内細菌叢の経時的変化とサルコペニアの推移を検討する。予備検



討ではマウスにおいても、腸内細菌叢のばらつきが予想されるので、6週より馴化、同一の餌を
摂取させ、体重、筋力など一定の個体を選別し、8週より研究を開始する。糞便・筋力・サルコ
ペニア・Chikusetsusaponin V の血漿中濃度などの評価を、図表のように、12週、24週、36 週
と採取する。マウスに肛門刺激を行い、各個体ごとに糞便採取し、－30℃に保存し、16SｒRNA を
用いたメタゲノム解析を行う。同時に糞便中の酪酸や短鎖脂肪酸などの代謝産物も測定する。サ
ルコペニアの評価は、既に確立しているように、ヒラメ筋を中心に、大腿四頭筋、腓腹筋の筋肉
量を測定し、素早く、液体イソペンタンを用いて凍結、切片を作成し、評価を行う。
Chikusetsusaponin V の血漿中濃度の測定方法は、LC-MS/MS システムを用いて測定する。すで
に、老化促進マウスでも血漿中濃度を確認している。生薬の牛膝を中心に、他の構成生薬と組み
合わせることにより、Chikusetsusaponin V の血漿中濃度、サルコペニアや腸内細菌叢の変化を
検討し、GJG が抗サルコペニア効果を示す上で、中心となる生薬や化合物の組み合わせを決定す
る。 
 
（2）フレイル検診における、メタゲノム解析を用いて、フレイル患者と健常者の筋肉量や筋力
と腸内細菌叢の比較検討。 
 
奈良県三郷町と共同研究契約を締結し、平成 30 年度からフレイル検診を開始している。Fried
の 5項目に則り、フレイル、プレフレイル、健常者を選別し、質問紙として、基本チェックリス
ト・高齢者用うつ尺度・ロコモ 5、運動機能評価として、2ステップテスト、握力・足指力・膝
間力などの筋力、InBody770 体組成計により筋肉量を測定している。我々は、要介護データも合
わせてデータベース化し、フレイルデータの推移により、要介護・要支援を予測、検証するシス
テムをすでに構築している。 
参加者 200-300 名の患者を対象に、糞便を採取し、メタゲノム解析を行う。メタゲノム解析に
は、検査用のスティックで糞便の一部を簡便に採取し、16SｒRNA が抽出することができる
Mykinso 検査キットを使用する。Mykinso アンケートも実施し、食習慣を把握する。初年度では、
フレイル患者と健常者群の比較により、筋肉量や筋力と相関性のある菌叢を探索していく。初年
度にサルコペニアと相関性のある腸内細菌層の変化を縦断的にフォローしていき、筋肉の変化
との相関性を追跡していく。３年間で要介護、要支援となった集団においても同様の影響を検討
する。 
 
４．研究成果 
（1）メタゲノム解析を用いて、牛車腎気丸の抗サルコペニア効果における老化マウスの腸内細
菌叢の変化検討 
この３年間の研究は、COVID-19 感染蔓延により、動物舎の実験停止期間が長く、研究員も大学
に来ることがむずかしく、非常に進捗が厳しい状況となった。 
そこで、予備検討として、牛車腎気丸経口投与によるチクセツサポニンマウスの血中濃度を
検討した際に採取していた糞便の菌叢データについて分析した。データ解析環境には
Jupiter notebook を用いた。 
①多様性(shannon index)に関しては、GJG 投与群、非投与群、どちらの群も日数経過で多
様性が下がり、群間の有意差はみられなかった。 
②主要属菌の変化については、ヒトではさまざまな疾患や健康指標と相関し、研究が進んで
いる代表的な菌について、群別の保有割合の変化を確認した。 
Bacteroides,_Prevotella, Bifidobacterium, Akkermansia, Faecalibacterium, 
Lactobacillus, Streptococcus, Ruminococcus 
しかし、系列変化は見られるものの、群別の差は有意ではなかった。 
③距離指数 菌叢全体の変化を数値化するため、Day0 からの菌叢全体の変化を Day14(V1)
と Day28(V2)に対して解析した。Bray-Curtis は、各菌の保有量も考慮した手法で、両群と
もに時間が経つほど変化しているという傾向であった。Jaccard は、各菌の保有の有無で菌
叢の違いを見た。この場合、特に投与群において、V1のほうが V2 より数字が高く、14 日目
での変化は、28 日目で元にもどる傾向がみられ、有意な傾向は認めなかった。 
そのため、既存サンプルを用いた牛車腎気丸（GJG）摂取時の胆汁酸プロファイリングの変化を
検討した。すでに試験的に GJG を摂取させた C57BL6 マウスの血液・肝臓を、0.1％ギ酸入り MeOH
にてホモジナイズしたサンプルを、質量分析（LC/MS/MS）にて解析した。以前の解析では、牛車
腎気丸の投与により、肝臓・血液においては、タウリン抱合型の胆汁酸が増加することが確認さ
れた 8週齢の若年マウスと 75 週令の高齢マウスにおいても、同様の検討を行ったところ、介入
したマウスにおいては、再現性が確認されたが通常の状態では、確認はされなかった。しかしな
がら、 GJG 投与により 13週令のマウス、81 週令のマウスともに、胆汁酸生合成律速酵素である
CYP7A1 の mRNA 発現量が増加した。その現象は HepG2 細胞においても確認されていることから、
分泌に至る過程、または腸内細菌叢に関連があると推測している。我々は、牛車腎気丸（GJG）
投与により、タウリン抱合型の胆汁酸が増加することから、胆汁の活性成分であるタウロリトコ
ール酸（TLC）を用いて、マウス筋芽細胞である C2C12 細胞を用い、その作用を検討した。WBを
用いて、AMPKαのリン酸化、CREB、SirT1 の発現変化、リアルタイム PCR の系で PGC-1αを測定
した。AMPK αのリン酸化は、TLC12.5-100μMの濃度で濃度依存性に上昇した。しかし、下流で



ある CREB、SirT1 は発現変化を認めず、PGC-1αに関しては、濃度 TLC50-100μM、刺激時間も 3，
5，24 時間などで検討するも、むしろ TLC により発現が抑制された。ミトコンドリア機能制御の
上流にある AMPK の上昇は下流のシグナルを増強されるが、その機序について検討中である。 
 
（2）フレイル検診における、メタゲノム解析を用いて、フレイル患者と健常者の筋肉量や筋力
と腸内細菌叢の比較検討。 
 
要介護・支援認定を受けていない 65 才以上の地域在住高齢者コホートのデータを用い、漢方医
学の観点から、腎虚概念および牛車腎気丸の効能を踏まえた代表的な腎虚の症状 8 項目と、フ
レイルに関連する定量的な身体的指標と質問票も網羅的に評価を行った。奈良県三郷町で行っ
た開発コホート（n = 434）において簡便な予測モデルを作成し、吹田市で行われた独立した検
証コホート（n = 276）において外部検証を行った。フレイルまたはプレフレイルの参照基準は、
厚生労働省が推奨する基本チェックリストに基づいて決定した。その分布と様々な身体指標の
結果を図 2 に示す。 

開発コホートでは、多変量ロジスティック回帰分析によって 8項目のうちの 4項目夜間頻尿、腰
痛、下肢の冷え、身体のだるさに加えて 75歳をカットオフとした年齢が有意に関連していた（ｐ
<0.01）（図 3）。 



以上の解析結果から、 
Q1.夜間頻尿（0,1,2）、Q2.腰痛（0,1,2）、 
Q3.冷え性（0,1,2）、Q4.倦怠感（0,2,4）、 
Q5.年齢（0,1）の５つの質問からなる質問
形式のフレイルスクリーニングスケール
である日本フレイルスケール（JFS）を開
発した。 
Q1 から Q5にかけて、それぞれの得点を単
純に足し算し、JFS の総点数は、合計 0〜
11 点となり、フレイルまたはプレフレイ
ルを予測する JFS のカットオフ値は 4 点
とした(図 4)。 
 
 
 

図 5 では、プレフレイル以上を示す患者と健常者の得点分を示している。図 5 の白バーが健常
者、黒バーがプレフレイル以上の患者を示しているが、JFS の度数分布が明らかに右にシフトし
ていることが確認できる。 
フレイルを特定するための JFS の ROC 曲線分析は、AUC=0.78、95％信頼区間（CI）：0.73-0.82、
感度 86.9％、特異度 53.3％、正の予測値（PPV）62.8％、および負の予測値（NPV）81.7％と良
好な識別を示した。 吹田市における JFS の外部検証においても、AUC=0.76、95％CI：0.70-0.81、
感度 79.9％、特異度 61.4％、PPV69.3％、および NPV73.7％と奈良県三郷町のデータを用いた検
証とほぼ同様の良好な識別が示された。 

 

 
現在、JFS とメタゲノム解析に同意した 333 名の腸内細菌叢データを用いて、フレイル判定や筋
肉量。筋力などとの関連性を検討している。 
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