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研究成果の概要（和文）：六君子湯は複数の機序によりグレリンシグナルを増強し、食欲不振を改善する。本研究では
、グレリンの細胞内エフェクターであるAMPKおよびSIRT1の関与について検討を行った。グレリン受容体（GHSR1a）を
発現している培養細胞に六君子湯を添加したところ、SIRT1蛋白量の増加およびSIRT1活性の上昇が認められた。また、
六君子湯を投与したICRマウスにおいて心臓のSIRT1蛋白量増加と視床下部SIRT1活性の上昇が認められた。さらに、六
君子湯を長期間連日投与したマウスでは、コントロールと比較して有意な寿命の延長が認められた。六君子湯は食欲改
善作用に加えて抗加齢作用を有する可能性が示唆される。

研究成果の概要（英文）：To examine the roles of SIRT1 and AMPK in the orexigenic effect of rikkunshito, a 
ghrelin signaling potentiator, in vitro experiments using gherkin receptor(GHSR1a)-expressing HEK293 
cells and human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were done. The elevated SIRT1 activity and 
protein expression through cAMP-CREB pathway was observed after ghrelin and rikkunshito treatment in 
these cells. Rikkunshito increased hypothalamic SIRT1 activity and SIRT1 protein expression of the heart 
in ICR mouse. Furthermore, rikkunshito prolonged survival in aged ICR mice. The potentiation of ghrelin 
signaling by rikkunshito not only acts as appetite stimulator but may provide a novel approach for the 
improvement of both health- and life-span in aging societies.

研究分野： 内科系臨床医学・消化器内科学

キーワード： 六君子湯　食欲

  ４版
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１．研究開始当初の背景 
グレリンは、growth-hormone secretagogue 
receptor 1a(GHSR1a)の内因性リガンドとし
て発見された 28 個のアミノ酸よりなるペプ
チドホルモンであリ、３番目のセリンにオク
タン酸がアシル結合したアシルグレリンが
活性体とされている。グレリンは主に胃より
分泌され、迷走神経求心路末端および視床下
部に発現する GHSR1a を介して、視床下部
弓状核 AgRP/NPY ニューロンを活性化し、
強力な食欲亢進作用と消化管運動の亢進作
用を引き起こす。 
 最 近の研 究 から、 グ レリン に よ る
AgRP/NPY ニューロンの活性化には、細胞内
AMPK および SIRT1 の活性化が必須である
ことが明らかにされた（Andrews ZB et al, 
Nature 2008,  Lopez M et al, Cell Metab 
2008, Velasquez DA et al, Diabetes 2011）。
グレリンは同ニューロンにおいて細胞内
Ca2＋濃度を増加させ，カルモジュリンキナ
ーゼキナーゼ(CaMKK)を介して AMPK の
172Thr をリン酸化することによりその活性
を増加させ、摂食量を増加する。一方、
Velasquez らの報告では、グレリンは視床下
部の SIRT1 活性化を介して摂食を亢進する
ことが示されている。                                    
 六君子湯は虚証の患者に使用される代表
的な方剤であり、機能性ディスペプシアに対
して使用される。申請者は、六君子湯のもつ
食欲不振改善作用に着目し、小動物を用いて
食欲不振モデルを作成し、その作用機序を検
討してきた。 
 シスプラチンをラットに投与した食欲不
振モデルにおいて、チンピに含まれるフラボ
ノイドが、セロトニン 2B および 2C 受容体
に拮抗することによりグレリン分泌を促進
することを見いだした (Takeda H et al. 
Gastroenterology 2008)。次に、高齢動物で
は六君子湯がホスホジエステラーゼ III を阻
害することでグレリンシグナルの異常を改
善することを明らかにした（Takeda H et al. 
Endocrinology 2010）。さらに、新奇環境ス
トレス時には、六君子湯がセロトニン 2C 受
容体拮抗作用により摂食を改善することを
明らかにした（Saegusa Y, Takeda H, et al. 
AJP 2011）。六君子湯に含まれる 10-gingerol
が、グレリン代謝酵素であるカルボキシエス
テラーゼおよびブチルコリンエステラーゼ
を阻害することを明らかにした（Sadakane 
C et al. BBRC 2011）。 
 最近、他施設より、六君子湯に含まれる
atractylodin が、GHSR1a に対するアシルグ
レリンの結合および細胞内 Ca2+シグナルを
増 強 する、 と の報告 も なされ て い る
(Fujitsuka N et al. Trans Psychiatry 2011)。 
このように、六君子湯は、生薬に含まれる複
数の成分が、グレリンシグナルを中心とした
複数の標的に作用して食欲を改善させるこ
とが次第に明らかとなってきている。しかし
ながら、これまでのところ、GHSR1a の細胞

内エフェクター分子である AMPK および
SIRT に対する六君子湯の作用は検討されて
いない。 
 申請者は、予備的検討を行い、GHSR1a を
発現しているヒト臍帯静脈内皮細胞HUVEC
において、六君子湯が SIRT1 蛋白を増加さ
せ、また、AMPK 活性を増加させることを見
出したため、今回の研究計画を立案した。 
 
２．研究の目的 
 申請者は本研究において、六君子湯および
その成分が、GHSR1a の細胞内エフェクター
分子である AMPK および SIRT1 の活性を増
加させることを示し、六君子湯の食欲亢進作
用に関する新規機序であることを明らかに
することにより、食欲を制御する新しい薬剤
の開発に寄与することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１） 六君子湯の AMPK および SIRT 活性に
およぼす影響 
① 六君子湯処理が SIRT1 活性に及ぼす効果
の解析 
 本研究では、GHSR1a を発現している培養細
胞（HUVEC、安的的に GHSR1a を発現させた
HEK293 細胞：GHSR1a-HEK293 細胞）を六君子
湯処理した場合の細胞内のSIRT1活性に及ぼ
す影響を解析した。SIRT1 活性測定には、
CycLex SIRT1/Sir2 Deacetylase 
Fluorometric Assay kit (CycLex Co., Ltd)
を用いた。さらに SIRT1 の脱アセチル化酵素
活性を、SIRT1 の基質である p53、PGC-1αの
アセチル化状態を比較することにより評価
した。アセチル化 p53 に関しては、p300 を強
制発現させたGHSR1a-HEK293細胞に六君子湯
処理を行い、アセチル化 p53 特異的抗体を用
いて western blotting を行った。アセチル
化 PGC-1α に関しては、GCN-5 を強制発現さ
せたGHSR1a-HEK293細胞に六君子湯処理を行
い、抗 PGC-1α抗体を用いた免疫沈降により
PGC-1α を精製し、抗アセチル化リジン抗体
による western blotting を行った。CREB リ
ン酸化の評価は pCREB 抗体を用いた western 
blotting によって行った。 
② 六君子湯処理がAMPKシグナルに及ぼす効
果の解析 
 AMPK シグナルの活性化は、AMPKα サブユ
ニットのリン酸化および AMPK の基質である
Acetyl-CoA carboxylase (ACC) のリン酸化
を指標に評価した。培養細胞に六君子湯処理
を行った後、細胞のライゼートを調製し、抗
p-AMPKα 抗体および抗 p-ACC 抗体による
western blotting を行った。 
③ 六君子湯処理が SIRT1 の発現に及ぼす影
響の解析 
 SIRT1 活性は、細胞内 NAD/NADH 比の変動の
みならず、SIRT1 自体の遺伝子発現レベルの
増減によっても調節されている(Noriega et 
al. EMBO Rep., 2011)。六君子湯が SIRT1 発
現に影響を及ぼす可能性を検討するため、培



養細胞を六君子湯処理した場合の SIRT1 蛋
白量を western blotting および特異的 ELISA
（AdipoGen：Sirtuin 1 Intracellular ELISA 
Kit）により解析し、SIRT1 mRNA の変動をリ
アルタイム PCR により定量的に評価した。 
④ GHSR1a の関与の検討 
 ①〜③で得られた結果に関して、GHSR1a の
関与があるかどうかを GHSR1a GHSR1a アンタ
ゴニスト D-Lys : [D-Lys-3]-GHRP-6 を用い
て検証した。 
(２）マウス視床下部 AMPK および SIRT 活性
に対する六君子湯投与の効果 
① マウス視床下部 AMPK、SIRT1 の mRNA およ
び蛋白量の検討 
 16-18 週齢の雄性 ICR マウスに六君子湯
（1,000mg/Kg）を４日間経口投与し、視床下
部および末梢臓器（心臓等）を摘出する。
Total RNA を抽出し、ランダムプライマーを
用いて cDNA へ逆転写した後、リアルタイム
PCR にて SIRT1、AMPKα の mRNA を定量した。
凍結された視床下部および末梢臓器の SIRT1
蛋白量は、特異的 ELISA（AdipoGen：Sirtuin 
1 Intracellular ELISA Kit）にて確認を行
った。 
② マウス視床下部AMPK活性およびSIRT1活
性の検討 
 視床下部 SIRT1 の活性測定には、CycLex 
SIRT1/Sir2 Deacetylase Fluorometric Assay 
kit (CycLex Co., Ltd)を用いた。 
 
４．研究成果 
 まず、グレリン受容体（GHSR1a）を発現し
ている培養細胞（HUVEC、安的的に GHSR1a を
発現させた HEK293 細胞）に六君子湯を添加
したところ、SIRT1蛋白量の増加およびSIRT1
活性の上昇が認められた。HAT（p300 もしく
は GCN-5）を強制発現させた GHSR1a-HEK293
細胞への六君子湯添加により、SIRT1 の基質
である p53、PGC-1α のアセチル化の減少が
認められた。さらに、六君子湯は GHSR1a 依
存的、かつグレリンと相乗的に細胞内 cAMP
上昇および CREB リン酸化をきたすことが明
らかとなった。以上より、六君子湯は
cAMP-CRE経路の活性化を介してSIRT1蛋白を
増加させる可能性が示唆された。また、六君
子湯が AMPK および ACCのリン酸化を促進し、
SIRT1 蛋白が AMPK 活性化剤（AICAR）で増加、
AMPK 阻害剤（Compound C）で減少したことか
ら、六君子湯による SIRT1 蛋白増加には AMPK
の活性化も関与している可能性が示唆され
た。 
 次に、16〜18 週齢の雄性 ICR マウスに六君
子湯（1,000mg/Kg）を４日間経口投与し、視
床下部および末梢臓器を摘出し、SIRT1 蛋白
量およびその活性を、特異的 ELISA および
SIRT1 活性測定キットを用いて測定を行った。
その結果、心臓の SIRT1 蛋白の増加と視床下
部におけるSIRT1活性の有意な上昇が認めら
れた。さらに、六君子湯（420 mg /kg/日お
よび 850 mg /kg/日）を長期間連日投与した

マウスでは、コントロールと比較して有意な
寿命の延長が認められた。以上の結果は、
Molecular Psychiatry (2016)に掲載された。 
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