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研究成果の概要（和文）： 
 本研究は六君子湯が血漿アシルグレリン／デスアシルグレリン比を上昇させる機序を明らか

にすることを目的とした。六君子湯の投与は、シスプラチン投与による血漿アシルグレリンの

低下を抑制し、血漿アシルグレリン／デスアシルグレリン比を上昇させた。六君子湯の成分で

ある 10-gingerolに、比較的強い carboxylesterase阻害活性（Ki =5.2μM）が見いだされた。
さらに、アシルグレリン産生系への六君子湯の作用を明らかにするために、グレリン、GOAT
の安定発現細胞の作成を試み、その樹立に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  This study was conducted to uncover the mechanism by which rikkunshito increases plasma acylated 

to desacyl-ghrelin ratio in cisplatin-treated rats. Several components of rikkunsito including 10-gingerol 

demonstrated inhibitory activity against ghrelin deacylating enzyme, carboxylesterase. Furthermore, 

stably transfected GOAT/ preproghrelin HEK 293 cells were successfully established to explore the 

effects of rikkunshito on ghrelin producing machinery. 
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１．研究開始当初の背景 
 大腸癌をはじめとして、消化器癌化学療法
の進歩は目覚ましいものがある。支持療法に
関しても、化学療法にともなう悪心・嘔吐に
関しては、セロトニン 5-HT3受容体拮抗薬や
遷延性嘔吐に対して最近開発されたNK-1受

容体拮抗薬により、ほぼ解決されたと言える。
しかしながら、化学療法にともなう食欲不振
に関しては、その原因も明らかでなく、また
有効な手だてが無いのが現状である。 
 六君子湯は、機能性ディスペプシアに対し
て広く使用されている代表的な漢方方剤で
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あり、その主な機序は胃排出の亢進であると
されている。近年、進行性乳癌患者に対する
代表的な化学療法を施行された患者におい
て、六君子湯とグラニセトロンをはじめとす
る制吐剤との併用治療が、抗癌剤の副作用で
ある食欲不振に対して有用性を示したこと
が報告されている。 
 食欲増進ホルモンであるグレリンは、主に
胃より分泌される 28 個のアミノ酸よりなる
growth-hormone secretagogue receptor の
内因性リガンドであり、成長ホルモン分泌促
進作用の他に、強力な食欲増進作用を有する
ことが知られている。グレリンならびにその
受容体は胃の他に、視床下部弓状核のニュー
ロンでも発現ならびに産生されており、げっ
歯類へのグレリンの末梢ならびに脳室内投
与は、それぞれ消化管運動の亢進と摂餌量の
増加を引き起こす。 
 最近申請者らは、シスプラチン投与時に、
消化管粘膜の EC細胞から放出されたセロト
ニンが胃粘膜セロトニン5-HT2B受容体を活
性化して、グレリン分泌を強力に抑制するこ
とを見いだした。また、機能性ディスペプシ
アに対して広く用いられている漢方薬であ
る六君子湯およびその成分のフラボノイド
が、5-HT2B受容体および 5-HT2C受容体に
拮抗することにより血漿アシルグレリン／
デスアシルグレリン比を上昇させ、シスプラ
チン投与時の食欲不振に対して著効するこ
とも示した。一般に、漢方薬は多成分から構
成されており、その作用機序を明らかにする
ことは容易ではない。しかしながら幸いな事
に、申請者らは、漢方薬の成分から、セロト
ニン5-HT2Bおよび5-HT2C受容体に強力な
結合活性をもつ成分を同定することに成功
した。 （Takeda H, et al: Gastroenterology  
2008） 
 一方、漢方薬が多成分から構成されている
ことは、その作用点が複数存在する可能性を
示唆する。ごく最近、申請者らは六君子湯に
含まれる数種類のフラボノイドおよびクマ
リンが、グレリンの摂食亢進作用を視床下部
レ ベ ル に お い て 負 に 制 御 し て い る
phophodiesterase IIIを抑制することにより、
グレリンの作用を増強する事を見いだした
(Takeda H., et al: Endocrinology 2010)。 
さらに、六君子湯はストレス負荷時にみとめ
られる食欲低下を改善するが、この時血漿ア
シルグレリン／デスアシルグレリン比が上
昇することを見いだしている。このことは、
六君子湯の作用点が、5-HT2B 、5-HT2C受
容体、 phophodiesterase III以外、すなわち
グレリン産生時のアシル基転移もしくは末
梢での脱アシル化の過程にも存在する可能
性を示唆している。 
 ごく最近、２つのグループからグレリンに
アシル基を転移する酵素の遺伝子が同定さ

れ ghrelin O-acyltransferase (GOAT)として
報告された。GOATは小胞体の膜に結合した
酵素で、脂質などにアシル基を転移する酵素
群 で あ る MBOAT (membrane-bound 
O-acyltransferase)ファミリーに属し、
MBOAT４とも呼ばれている。本研究は、六
君子湯に含まれる生薬成分が、グレリンの分
泌過程のみならず、グレリンの転写もしくは
翻訳後修飾、あるいは代謝・排泄の過程にも
影響することにより、血漿アシルグレリンを
増加させている可能性を検証するために計
画された。 
 
２．研究の目的 
 六君子湯が血漿アシルグレリン／デスア
シルグレリン比を上昇させる機序を明らか
にし、新しい薬剤の開発を先導することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）In vivoにおける検討 
 24 時間絶食した 7週齢の Sprague‒Dawley 
ラットにシスプラチン（2 mg/kg）を腹腔内
投与した後 2時間後に採血を行い、血漿アシ
ルグレリン、デスアシルグレリンを特異的
ELISA 法（三菱メディエンス）にて測定した。
六君子湯(1,000 mg/kg)は、シスプラチン投
与直後に経口投与した。 
 
（２）Carboxylesterase 阻害作用の検討 
 ラットにおいてアシルグレリンに対する
脱アシル化活性を有する carboxylesterase
に対して、六君子湯の成分（48 種類）がその
阻害作用を有するか否かを、 a-naphthyl 
acetate を基質とし、リコンビナント
carboxylesterase を用いた in viroアッセイ
にて検討した。 
 
（３）グレリン、GOAT 一過性発現細胞の構築 
 シスプラチンおよびセロトニン投与がグ
レリン産生系に与える影響を検討するため
に、グレリンを産生する細胞株の作製を試み
た。ヒト cDNA ライブラリーより、特異的プ
ライマーを用いた PCR 法にて、ヒト
preproghrelinおよびGOAT遺伝子をクローニ
ングした。次に、単離したグレリンおよび
GOAT の cDNA を、IRES (internal ribosomal 
entry site)有する哺乳動物用発現ベクター
pIRES (Clontec社)に挿入し、pIRES-Ghr/GOAT
を構築した。次に、ヒト胎児腎臓 293 細胞に
リポフェクション法によりトランスフェク
ションした。さらに、培養液に n-オクタン酸
(0.01%)を入れた条件と入れない条件で、
preproghrelin および GOAT の mRNA レベルへ
与える影響をリアルタイム RT-PCR 法により、
また細胞内および上清のアシルグレリン、デ
スアシルグレリンを特異的 ELISA 法により、



それぞれ定量した。 
 
（４）グレリン、GOAT 安定発現細胞の構築 
 最後に、preproghrelin および GOAT を安定
に発現する細胞（293-Ghr/GOAT 細胞）の樹立
を試みた。293 細胞に、pIRES-Ghr/GOAT をト
ランスフェクションした後、培地中に抗生物
質 G418 を添加して選択を行った。 
 
４．研究成果 
（１）In vivoにおける検討 
 Sprague‒Dawley ラットにシスプラチン投
与すると、２時間後に血漿アシルグレリン、
デスアシルグレリンは有意に低下したが、血
漿アシルグレリン／デスアシルグレリン比
には変化がなかった。六君子湯(1,000 mg/kg)
の経口投与により血漿アシルグレリンの低
下が抑制されたが、デスアシルグレリンには
変化がなく、血漿アシルグレリン／デスアシ
ルグレリン比は上昇した。 
 
（２）Carboxylesterase 阻害作用の検討 
 Carboxylesteraseに対する、六君子湯の成
分 の 阻 害 活 性 を 測 定 し た と こ ろ 、
10-gingerol に比較的強い carboxylesterase
阻害活性（Ki =5.2µM）が見いだされた。 
 
（３）グレリン、GOAT 発現細胞の構築 
 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 に よ り
pIRES-Ghr/GOAT を導入した HEK293 細胞にお
いて、preproghrelin および GOAT の mRNA 発
現が特異的に検出された。また、培地中に n-
オクタン酸を 0.01%添加したところ、デスア
シルグレリンとともにアシル化グレリンが
産生されていることが確認された。さらに、
培地中に添加する n-オクタン酸濃度を
0.000625~0.01%の範囲で変化させて同様に
解析した結果、n-オクタン酸の濃度依存的に
アシル化グレリンの産生量の増加が観察さ
れた。 
 
（４）グレリン、GOAT 安定発現細胞の構築 
 G418 による選択の結果、複数のクローンが
単離された。ELISA による検討から、これら
がアシル化グレリンを産生していることが
示され、preproghrelin/GOAT 安定発現細胞の
クローニングに成功したことが確認された。 
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