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研究成果の概要（和文）：アトピー性皮膚炎や喘息などのアレルギー性疾患は、ストレスにより重症化あるいは再発す
ることが知られている。そこで, ストレスが血流を左右する要因の一つとして知られていることに着目し、演者らが先
に開発した卵白リゾチーム感作マウスのアレルギー開始段階 における血流量低下に関する研究成果をもとに、ストレ
スにより重症化する複雑なアレルギーを、血流を指標として総合的に評価できる新たなin vivoアッセイ法を開発した
。さらに主にストレスやアレルギー性の疾患に用いられる生薬類を評価し、本法がストレス性のアレルギーを評価でき
るin vivoアッセイ法として応用可能であることを示した。

研究成果の概要（英文）：Allergic disorders, such as atopic dermatitis and asthma, become severe or relapse
 by stress. Since stress is an important factor affecting blood stream, we have developed a new assay syst
em based upon our findings on lowering blood stream at an induction phase of allergy in mice sensitized by
 egg-white lysozyme (HEL). 
Using this novel assay system, we evaluated natural herbal medicines that are clinically used to treat str
ess or allergic disorders. Our model should be useful for identifying potential anti-stress-enhanced aller
gy drugs.

研究分野：
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1. 研究開始当初の背景 
 喘息、花粉症、アトピー性皮膚炎などの
アレルギー性疾患は年々増加しており、現
在我が国の罹患率は人口の約 30％と言われ
ている。従ってこれに対する有効な医薬品
を開発することは、今なお重要な課題であ
る。そしてこれらのアレルギー反応を阻害
する物質を天然資源から探索するためには、
作用を評価するための優れた実験モデルを
考案することが必須である。我々はこのよ
うな着想をもとに、これまでの科研費補助
金により卵白リゾチーム（HEL）を用いて、
I型アレルギー（アナフィラキシー）を短期
間に誘発するマウスモデルの開発を手掛け、
数種の in vivo アッセイ法やスクリーニン
グ法の確立を行なってきた。1) 

さらに、上記のアナフィラキシーの重
篤化メカニズムを追求する過程で、１回の
みの HEL 感作直後から、すなわちアレルギ
ーの開始段階(induction phase)から、末
梢血管の血流量が、９日間で血圧の関与無
しに平常血流量の約 70％まで、有意に再現
性よく低下する現象を発見した（図１）。
一般的に血圧と血流量は表裏で関連して
いることからこれは希有な現象であり、ア
レルギーと血流量の相関を証明した初め
ての例であった。そこでこの血流量低下を
応用し、アレルギー予防物質探索のための
in vivo アッセイ法 2)を構築し、既存のア
レルギー治療薬に対する有効性を確認す
ると共に、天然資源からアレルギーを予防
する多くの新規リード化合物を発見した。
3-5)またこの血流量低下が、血管内皮細胞や
血小板，好中球などが関与し，COX-1,-2，
PGI2，TXA2，ET-1，顆粒球エラスターゼ, NO
および iNOS などが関連して生じる複雑な
メカニズムに因ることを明らかにし、6)全
身性の炎症性アレルギーを評価できる唯
一の in vivoアッセイ法として、独創的な
方法でアレルギー治療薬の開発に貢献で
きることを確認してきた。 

一方で、これらの研究を進めるうち、
ストレスがアトピー性皮膚炎や喘息など
のアレルギーを重症化・再発させることが
知られるようになってきた。ストレスは癌
をはじめとする多くの疾患のリスクファ
クターとなることが知られているため、研
究は盛んに行なわれ、種々の細胞応答シグ
ナル修飾因子などの役割も明らかになり
つつあったが、ストレスが関与するアレル
ギーの治療薬やこれを開発するための有
効な in vivo 評価系はなかった。そこでス
トレスが血流を低下させる要因の一つと
して知られていることから、先の我々の血
流とアレルギーに関する独自の研究成果
をもとに新たな評価系開発への着想に至
った。 
 
 
2. 研究の目的 

 本申請では、以下の手順に従って、新たに
「ストレスが関与するアレルギー反応を阻害
するシーズ探索のための、血流量を指標とし
た in vivo アッセイ法の開発」を行い、さら
に本法を応用して「天然から新規メカニズム
による副作用の少ない阻害物質の探索」を目
指す。またストレス状態での血流量低下のメ
カニズムを解明することにより、アレルギー
の軽減と患者の QOL 向上に貢献することを目
的とする。（図２） 
1) ストレスとアレルギーの併発を反映する
病態モデルマウスの作製。 
2)作製した病態モデルマウスを用いて血流量
を指標とする in vivo アッセイ系の構築にむ
けての種々の検討。 
3) 作製したアッセイ法の位置づけを明確化。 

 
3. 研究の方法 

 
(1) 感作法：前報と同様に、ddY マウスを 12.5 
µg, 25, 50 µg/head の卵白リゾチーム (HEL)を
腹腔内投与し、感作した。 
 
(2) 血流量モニター：前報と同様にマウスの
尾部皮下の動脈微小循環の血流量を、無麻酔
下, 非接触型レーザー血流計を用いて、感作
日を 0 日目として 9 日目まで連日、血流量を
10 分間測定し、無処置群と比較した。データ
は、実験開始前 10 分間測定した各マウスの
平均血流量に対する割合（％）の平均値±標
準誤差で表わし、Dunnett’s 法（Bonferroni で
補正）を用いて統計学的処理を行なった。 

 
図 1 血流量モニタリング 

●：control (HEL-sensitized ddY mice), ○: 
normal (nontreated ddY mice)  

 
図２ ストレスとアレルギーの関連性 



(3) ストレス負荷法：Castilla-Ortega E
らの方法を改変し, 空気穴を開けた遠心
チューブ（内径 2.8cm×長さ 11.2cm）内に
マウスを、１日 60 または 90 分間拘束し、
5〜10 日間, 連日ストレスを負荷した。 
 
(4)感作液の抗原量の検討: HEL 50 µg（先
と同様）および 25、12,5 µg/head の 3 種
の感作液を腹膜内投与して感作し、前報 1)

と同様にマウスの尾部皮下の静脈微小循
環系の血流量を無麻酔下、レーザー血流計
を用いてモニターした。 
 
(5)ストレス負荷条件の検討: HEL 濃度
（12.5 µg） で感作し, 60 分/day あるい
は、90 分/day の拘束ストレスを 8 日間負
荷した際の血流量をモニターした。 
 
(6) 各種生薬エキスの調製: ストレス性
疾患および瘀血に臨床使用される以下の
生薬（栃本天海堂） 20 g を 30%エタノー
ルで一昼夜抽出した後, 減圧濃縮して各
収量のエキスを得た。 

 
(7) 新規アッセイ法を用いた活性試験:上
記の生薬エキスを、感作日（0 日目：感作
の 1hr 前）, 3 および 6日目 に 100 mg/kg
で経口投与した。各日とも血流測定後に投
与し,その 1hr 後にストレス負荷した。0日
目から9日目にかけて徐々に低下する血流
量を、水投与群（コントロール）の血流量
低下と比較した。データは実験開始前日に
測定した各マウスの平常血流量に対する
割合（％）の平均値±標準誤差 (n=5) で
表し、有意差検定は Dunnett の多重比較テ
ストを用い、Bonferroni で補正した。 

 
４．研究成果 
 
(1) ストレスのみによる血流量への影響 
 ストレスのみを負荷したマウスの血流
量は、無処置マウスに比較して約 80%の有
意な低下が見られた。またこの際の血中コ
ルチゾール量も有意に増加することを確
認した。 
 
(2) HEL 感作マウスへのストレス負荷の影
響 (図３) 
前報と同条件の感作マウスに心理的スト
レスを負荷し、血流量に及ぼす影響を観察
した。その結果、感作マウスと感作マウス
にストレス負荷を行った場合の有意差が

確認できなかった。これは感作のみのマウ
スの血流量が低下しすぎるためと考えられ
た。この場合の有意差は、 今後の実験に不
可欠であることから、まず抗原(HEL)量の検
討を行った。 

 
(3) 感作液の HEL 濃度の検討（図 4） 
 感作による血流量低下は HEL 量に
ほぼ依存した。HEL 25 μg では、50 μg
（前報 1）の抗原量）とほぼ同程度の低下が
認められ, 12.5 μg では緩やかな血流量低
下を示した。最終的に HEL 12.5μg において
も感作が成立し、induction phase における
血流量低下を確認できることを明らかにし
た。 

 (4) ストレスを負荷条件の検討 
前述の直接床電撃刺激法にくらべ、比較的緩
和なストレス負荷方法とされる既存の下記
の①〜④のストレスを負荷し、血流量を測定
し、いずれもストレス未処置の場合と比較し、
再現性、操作の簡便さなどを検討した。 
① コミニュケーションボックスを用いた精

神的ストレス 
② はさみでひげを短く切る 
③ 過密飼育（10匹用ケージで20匹飼育） 
④ Castilla-Ortega Eら6）の方法: 空気穴を

あけた50mlの遠心ビニールチューブにマ
ウスを3時間拘束し、21日間継続する。 

その結果、①〜③では十分な血流量低下が確
認できなかった。④の方法が適当と思われた
が、拘束時間が長かったため、苦痛緩和およ
び操作簡便化を目的に, 拘束時間を90分に

 

 
図 4 HEL 濃度と血流量低下の関係 
Data was mean ±SE (n=5). * p＜0.05,vs 

無処置, Dunnet test with Bonferroni 

 



短縮したところ, ストレス+感作群の血流
量は5日目から、10日目まで無処置群に対し
て有意な低下を示した。そこで以下の実験
は我々が考案したCastilla-Ortega Eら6）の
改変法を用いることに決定した。すなわち、
遠心チューブ（直径2.8cm、長さ11.2cm）に
90分間/day拘束し、これを10日間続ける。 
 
(5) アレルギー開始段階の血流低下に及
ぼすストレス負荷の影響 
ストレス負荷のみ群及び感作のみ群では
血流量はほとんど変化しなかったが,  
HEL 濃度を 12.5 µg に減じて感作し, 上記
のストレス負荷群（感作マウス＋ストレス
負荷）では血流量が 5日目で有意に低下し, 
両者の血流量低下に、確実に有意差が出る
ことを確認した。（図５） 
 

 
(6) 病態モデルマウスの作製と実験ス
ケジュールの決定 
苦痛緩和および操作簡便化を目的に, 拘束
時間をさらに60分間に短縮したところ, ス
トレス+感作群の血流量は徐々に低下した
が、10日目まで有意差が出なかった。 
そこで、病態モデルマウスとして、以下、
マウス１匹当たり12.5 µgのHELで感作し、
１日90 分間の拘束ストレスを、４日目を除
く5日間連続負荷することにした。 
 さらにin vivoアッセイ系の実験スケジュ
ールを以下の図に示すように決定した。な
お、血流測定を行う日は測定後、負荷を行
った。 

 

(7)アッセイ法による生薬類の評価 
 確立したアッセイ系の位置づけと評価

を目的に、活血を目的としないがストレス性
の疾患に用いられる生薬（ブクリョウ、サン
シシ、サイコ、ケイヒ）の血流量におよぼす
影響を検討した。これらの生薬は、先の「感
作のみの血流量低下」を指標とした方法では,
効果が見られなかったが, 今回確立した上
記のアッセイ法ではコントロール群（水投与
群）に対し、有意な血流改善効果を示した。 
また、駆瘀血生薬（シャクヤク、トウキ、ト
ウニン、ボタンピ）を投与した群においても、
有意な血流改善効果が見られた。 
 従って, 本法はアレルギー, ストレスお
よび瘀血（炎症）が複雑に係る病態を評価で
きるin vivoアッセイ法として応用可能なこ
とが示唆された。 
 
総括 
 これまで、ストレスが関連するアレルギー
に有効な in vivo 評価系がなかったため、有
効な治療薬を天然から探索することが困難
であった。今回開発したアッセイ法は、これ
らを解決する唯一のものであり、本研究の独
創的な点である。今後, ストレスによるア
レルギーの増悪化メカニズムの解析およ
び治療物質の探索に加え, ストレスによ
る瘀血病態の悪化, さらには瘀血とアレ
ルギー重症化の関連の解明にも繋がると
考える。また、本法により天然から探索さ
れる天然シーズは、難治性のストレス性のア
レルギーに対して広範囲な予防と治療を可
能する。さらに得られた活性物質は、従来の
単なる抗酸化物質や、副作用が懸念される既
存の抗うつ薬等とは異なり、新しいメカニズ
ムによる天然由来の副作用の少ない抗スト
レス性アレルギー薬になる可能性が高いと
考える。 
 今後、治療標的分子を解明することにより、
新しい in vitroの評価系にも発展させること
ができ、ストレスにより悪化する多くのアレ
ルギー病態に、効率良く対応できる新しい治
療戦略として医薬品開発に貢献できること
を確信している。 
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