
令和 6年度 (第47目 )

研究・調査助成について

令和 6年 4月 1日から 5月 31目 にわたり公募を行い、選考委員会において慎重なる審議の結果、下記の 5

編が採用された。(1編あたり50～ 80万円、総額320万円)

1.太田 美里 (オオタ ミサト)……80万円

【所属】名古屋市立大学大学院薬学研究科生薬学分野研究員

【題 |」】酸棗仁 (サンソウエン)の加熱による効能変化の史的考察およびその鎮静活性成分探索

2.江崎 伸一 (エサキ シンイチ)……80万円

【所属】名古屋市立大学病院睡眠医療センター副センター長

【題目】腫瘍溶解ウイルス療法における十全大補湯の増強効果

3.日比野 絵美 (ヒ ビノ エミ)‐……60万円

【所属】名古屋大学大学院創薬科学研究科助教

【題目】がん抑制タンパク質p53の生薬成分誘導凝集体のがん抑制効果検証

4.能勢 充彦 (ノセ ミツヒコ)・……50万円

【所属】名城大学薬学部薬学研究科教授

【題目】麻黄配合漢方方剤の安全使用に向けた薬物動態データベースの構築

5.鈴木 進 (スズキ ススム)―一-50万円

【所属】愛知医科大学研究創出支援センター医学部特任教授

【題目】和漢薬のがん免疫療法に対する補強効果
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〔助成金対象研究報告〕①

題目:酸棗仁の加熱による効能変化の史的考察およびその鎮

静活性成分探索

研究代表者 :名古屋市立大学大学院薬学研究科 研究員

研究 if``力者 :名古屋市立大学大学院薬学研究科 教授

緒 言

「酸棗仁」はサネブトナツメふψ 認ヵグ″bα Miller

ソ″ ψノ″昴α Hu ex H.F.ChOw(■lalnnaceae)の 種

子由来品として『第十八改正日本薬局方』に収載さ

れる鎮静、催眠作用を有する代表的な生薬である(]

中国では占来、ゆ 酸棗仁」 (酸棗仁を炒ったもの)

が使用され、現代の i中華人民共和国薬典2020』

にも収載されている。炒酸棗仁は不眠への効果が向

上するとされる。このような生薬の薬効の向上や副

作用の軽減を期待した加工処理を、日本では「修治」、

中国では「抱製」と称しているっ

一方、日本では、吉益東洞が lF薬徴』(1771)に

て修治による効能変化を否定し、その後、修治品は

使っていない。しかし、酸棗仁の炒製による変化の

科学的解明は不十分であり、薬効向上が期待できる

なら、日本でも治療効果が高まる可能性があるc

我々はこれまでに脳内のCABAA受容体への結合

能を指標とした鎮静作用を評価するin vitro実験系

を構築し、酸棗仁の作用を検討した。その結果、酸

棗仁エキス添加により、濃度依存的にGABA、 受容

体への結合活性が増加 した。また、1 80CCで 40分

加熱した酸棗仁エキスは未加熱酸棗仁エキスよりも

低濃度で活性を示し、GABAA受容体を介した鎮静作

用が向上することを明らかにした。

そこで本研究では、酸棗仁を加熱加工する意義を

解明することを目的に、中国の歴代の古典の記述を

調査し、先人の知恵から効能変化を考証した。また、

酸棗仁の加熱加工による鎮静作用向上のメカニズム

を科学的に解明することを目的とし、加熱温度およ

び時間を変えて加工した各種酸棗仁エキスのGABAA

助成金対象研究報告13

美 里
利 明

受容体結合活性を評価して加熱の至適温度と時間を

決定すると同時に活性成分の解明を試みた。

方 法

(本草考証〉

中国の本草書 (薬物書)な らびに医方書 (処方集)

のデータベースの歴代名著選 (httpsi//、瓢w tlleql.

cOm/cmed/01db00k/01dbOok top.html)ま た は 中

書笈成

(httpsi/ん ichengtw/tcm/book/indexhtml)か ら、

酸棗仁に関する記述を抽出した。本草書では薬能、

性味の変化について表にまとめ、医方書では酸棗仁

が使われる各種処方数をカウントした。

(酸棗仁各種サンプルの調製〉

日本薬局方に規定される峻棗仁 (大晃生薬)を粉

砕し、20倍量の水で30分間、熱水抽出をした。ガー

ゼで濾した溶液を凍結乾燥し、エキスを実験に使用

した。酸棗仁を120℃で2時間、150℃ で 1、 2ま た

は3時間、180℃ で0.5、 1ま たは2時間加熱 し、同

様に熱水抽出エキスを得たcま た、 180℃ で1時間

加熱した酸棗仁熱水抽出エキスを水で再溶解後に等

量の酢酸エチル、プタノールを順に加えて分画し、

酢酸エチル、ブタノール画分を得た。また、ブタノー

ル不溶部にエタノールを添加して30分間、超音波

抽出後に遠心分離 (15,000rpm,5分 )し、エタノー

ル可溶部と不溶部に分画した。

(GABAA受容体結合実験〉

名古屋市立大学実験動物使用ガイドラインおよび

動物倫理委員会により承認された実験計画に基づい

て行った (承認番号23-012)。 先行研究 :llに従っ

田

野

太

牧
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て、Wistar/STラ ット (褪齢オス)から大脳皮質

を採取し、トリス・クエン酸緩衝液 (50 mM,pH 7.1)

でホモジナイズした。懸濁液を2.7x104 x g(4℃ )

で15分間遠心し、沈殿物をトリス・クエン酸緩衝

液で3回洗浄した。沈殿物を トリス・クエン酸緩衝

液で再懸濁し、37℃で30分間インキュベートした後、

再度2.7x104x3(4℃ )で 10分「1懲遠心した。最終

沈殿物を トリス・クエン酸緩衝液に懸濁させ、一

80℃で保存した。

P01y暮lysine(Signla)で コー トした96穴プレー

トにラット大脳皮質ホモジネートを50ド L/wellで添

加し、37℃で乾回させた。005%Tween 20リ ン酸

緩衝生理食塩水 (0■ 5M,pH 7.2)で 洗い、トリス・

クエン酸緩衝液で溶解したプロックエース③ (ケー

エーシー)を加え、4℃ で一晩インキュベー トし

た。50μLのサンプルを各wellに 添加した後、13Hト

fhnitrazey麒 (Revv彎)を 50μLずつ入れ、4℃ で

一晩インキュベー トした。陽性対照とバックグラン

ドとしてジアゼパム (富士フイルム和光)と過剰量

のクロナゼパム (富士フイルム和光)を使用した。0.1

M水酸化ナトリウム/0.5%ジメチルスルホキシド

溶液を添加して30分後に0.lM塩酸を加え、液体

シンチレーションカウンターで放射能を測定するこ

とでGABAA受容体への結合能を評価した。

加熱温度の異なる各サンプルについて、R version

4.2.3を使用し、加熱時間と活性の相関を 4パラメー

ターまたは3パラメーターロジスティックモデル化

した。モデル選択は、赤池情報量規準 (AIC)を基

準とした。得られたモデルの逆関数を使用し、活性

が50%と なる濃度を求めた。そのうち、Sttrnov―

Grubbs検定でρく0.05の場合は異常値としてデータ

を除去したc次いで、一元配置分散分析 (ANOVA)

とTukeyの多重検定により群間比較を行ったc

結果および考察

く本草書に記載される酸棗仁の睡眠改善作用)

酸棗仁の睡眠に関する薬能の初出は、後漢代の

『名医別録」 (205-220)に不安などで心が煩 くて

眠れない時に使うとある。一方で F新修本草』|(659)

には「東人乃咬之以醒睡 (東の地域の人は眠りを

醒ます目的で酸棗仁を使う)」 とあり、不眠とは全

く逆の効果を期待 している。宋代の『本草図経』

(1061)には「今医家両用之、睡多生使、不得睡炒

熟 (医家は多眠には未修治品、不眠には炒製品を

用いている)」 とあり、酸棗仁は炒製の有無で多眠

と不眠の異なる作用が期待されていた。『湯液本草』

(1298)で は「胆虚不眠、寒也。酸棗仁炒香、一胆

実多睡、熱也。酸棗仁生用」とあり、炒酸棗仁が適

合する不眠を寒性の胆虚、未修治酸棗仁が適合する

多眠を熱性の胆実によるものと分類した。胆虚は不

安、恐怖症状等があり、F名 医別録』|に記された酸

棗仁の適応と一致する。明代になると、薬鑑 (1598)

では「血不帰牌、而睡臥不寧者 (血が牌に入らず、

寝ても安らかに眠れない)」、『本草徴要』 (1673)

では「徹夜無眠 (一晩中眠れない)_|と酸棗仁が適

合する不眠の状態が具体化された。清代では、『本

草新編」1(1689)に 「性夜不能眠者、必須生用…若

日夜不窓、正費用炒」とあり、夜に眠れない時には

未修治品、日中と夜に眠れない時は炒製を使うとさ

れ、未修治品も不眠に使うと記載された。『本草従

新』(1757)には「生用…専補肝胆.炒熟…亦能醒

牌 (未修治品は肝胆を補い、炒熟品は牌を醒ます)」、

[・得配本草」(1761)に は「棗仁止汗、能治不眠 (酸

棗仁は止汗作用により不眠を解消する)」 とあり、

酸棗仁の薬能について記載されるものの、多眠に

ついて言及されることがなくなった。『本経疏証』

(1832)、 iF本草便読」[(1887)で は酸棗仁が不眠と

多眠の両者を改善することに対する疑問点を述べ

られた。『本草思耕録」(1904)では「其治不得眠、

尚有何疑 (不眠を治すことに疑いがない)」 とあり、

llI唆棗仁は不眠改善作用があることを強調したc以上、

一部の地域で酸棗仁を多眠にも使用したとされるが、

時代が下るにつれて、不眠のみに統一された。

多眠について、『本草約言』 (1550)に は「蓋棗

仁秋成者也、生則全得金気、面能制肝木、肝本有制、

則牌不受侮、而運行不睡実 (酸棗仁は金気が旺盛な

秋になり、生のものは完全な金気を得て、肝木を制

御 し、[卑の運行を改善し、睡眠をとらなくなる)」
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とある。「生」は本来、未修治品を表すが、この場

合、採集仕立ての新鮮なものを指している。すなわ

ち、多眠に良いとされたのは乾燥種子ではなく、新

鮮な果実そのものを意味していた可能性もある。こ

れらのことから、未修治品が多眠に効くという根拠

は見いだせなかった。

く医方書に収載される睡眠改善に使用する酸棗仁配

合処方数〉

調査 した医方書の中では宋代の『太平聖恵方』

(992)で初めて226処方に酸棗仁に炒製を施して

いた。本文献に収載される全炒酸棗仁配合処方のう

ち、不眠改善を目的に使用した処方は19%し かな

かったが、不眠に適応する全酸棗仁配合処方中で炒

酸棗仁を規定 した処方の割合は80%を 占めた。こ

助成金対象研究報告e

のことから、不眠改善目的で酸棗仁を使う場合、大

半は炒製を用いているが、炒酸棗仁は不眠だけでは

なく多彩な用途で使用していたと考えられる。明代

の医方書では炒酸棗仁配合処方数が最大30程度で

あったが、清代では12以下に減少した。明代まで

の炒酸棗仁配合処方が 10以上の医方書では、不眠

改善目的のとき、50%以上が酸棗仁を炒製 してい

たが、清代になるとその数は減少した (表 1).一方、

大半の医方書中で敢えて酸棗仁の未修治品を規定し

た処方は 2個以内だが、そのほとんどが多眠に使っ

ていた (表 2).こ のことから、医家の間では酸棗

仁を不眠には多用していたが、多眠に使用するケー

スは非常に稀であったことが窺える。

表 1 中国の歴代の医方書で炒酸棗仁を使った処方と不眠に適応する処方の数

時代  成立年 書名

炒酸棗仁配合
処方数 (そ の

うち不眠に適
応する処方数)

酸棗仁 【修治の規定な
しまたは炒製以外】配
合処方数 (そのうち不
眠に適応する処方数)

炒酸棗仁配合処
方の不眠に適応

する処方の割合

(%)

不眠に適応する
全酸棗仁配合処

〈
ロ
構の
＞

製

％

炒

＜
で方

208

652

682

752

992

1085

1118

1124

1132

1178

1237

1267

1337

1436

1565

1575

1577

1589

1602

1615

1637

1682

1742

1750

1846

0(0)

0(0)

0(0)

226(43)

3(3)

135(40)

0(0)

5(2,

10(8)

12(2)

8(4)

19(7)

30(6)

5(2)

1(1)

3(3)

20(10)

34(10)

30(8)

9(1)

9(4)

12(2)

3(0)

8(1)

18(3)

7(2)

18(7)

50(11)

2(1)

51(3)

1(1)

0(0)

6(0)

10(0)

3(0)

14(3)

25(3)

18(7)

36(4)

0(0)

15(5)

26(9)

19(1)

10(5)

5(2)

14(6)

1(1)

33(3)

N/A

N/A

N/A

N/A

19

100

30

N/A

40

80

17

50

37

20

40

100

100

50

29

27

11

44

17

0

13

0 1 Ｍ
Ｍ
Ｍ
Ｍ
８０
７５
９３
０
‐０。
‐０。
‐０。
‐００
７０
６７
２２
２０
‐０。
６７
５３
８９
‐７
６７
２５
０
２５

唐

　

　

　

宋

備急千金要方

千金翼方

外台秘要

太平聖恵方

大平悪民和剤局方

聖済総録

千金宝要

普済本事方

楊氏家蔵方

婦人大全良方

御薬院方

世医得敷方

奇効良方

医学綱目

医学入門

種杏仙方

古今医鑑

証治準縄・類方

万病回春

医宗必読

医方集解

医宗金鑑

幼幼集成

験方新編

元

明

清

N/A,Not avallable
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表2 中国の歴代の医方書で酸棗仁の未修治を規定した処方のうち多眠に適応した処方数

時代  成立年    書 名 未修治を規定した処方数
(う ち多眠に適応する処方数)

南北朝

宋

肘後鯖急方

太平聖恵方

聖済総録

楊氏家蔵方

奇効良方

医学綱目

古今医鑑

万病回春

験方新編

明

清

500

992

1118

1178

1436

1565

1589

1615

1846

1(1)

2(1)

9(3)

](1)

1(0)

2(2)

1(1)

1(1)

1(0)

〈酸棗仁エキスのGABAA受容体結合作用〉

加熱温度を変えて調製した各種酸棗仁エキスは濃

度依存的なGABA、 受容体結合作用を示 した。未加

熱と120℃で 2時間加熱品、 150℃で 1、 2、 3時間

加熱品および180℃ で0.5、 1、 2時間加熱品はそれ

ぞれ同様の濃度依存的な活性を示した。これらの活

性が50%になる濃度は、加熱温度が高 くなるにつ

れて、有意に低くなった (論文投稿予定につきデー

タは掲載できません)。 すなわち、酸棗仁の活性は

加熱時間ではなく、加熱温度に依存することが明ら

かになった。

また、 180℃で 1時間加熱した酸棗仁エキスを酢

酸エチル、ブタノール、エタノール可溶部および不

溶部に分画して、CABAへ受容体結合作用を比較した

ところ、酢酸エチルとブタノール画分に活性が移行

した (データ省略)。 このことから、酸棗仁の加熱

による活性向上は、複数の比較的低極性成分の相加

相乗作用に起国する可能性が高い。現在、活性成分

の同定を進めている。

120℃での加熱では未加熱品と作用が変わらない

可能性がある。しかし、酸棗仁は粘性の多糖類が多

く、抽出時に低分子化合物を抱き込みやすいが、加

熱することで、多糖類が分解され、低分子化合物が

抽出されやすくなる可能性がある。一方、150℃以

上での加熱は鎮静作用向上が期待できる可能性があ

る。今後、滋ッルθレベルでの作用検討をも進めてい

く。
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〔助成金対象研究報告〕②

題目:腫瘍溶解ウイルス療法における十全大補湯の治療増強効果

研究代表者 :名古屋市立大学大学院医学研究科耳鼻咽喉・頭頸部外科      学工  崎  イ申 ―一

【緒言】

腫瘍溶解ウイルス療法とは、腫瘍内に接種したウ

イルスが腫瘍細胞のみで増殖し、破壊すると同時に

放出したウイルスが周囲の腫瘍細胞に感染して腫

瘍を縮小させる治療法である [1]。 放射線療法、化

学療法とは異なる機序により抗腫瘍効果を示す治

療法であり、新たな治療法として期待されている。

2000年頃より様々なウイルスが腫瘍溶解ウイルス

療法の候補として臨床試験が行われ、2015年には

初の[l重瘍溶解ウイルスImlygic● が悪性黒色腫を対

象として米国にて承認され、2022年にはデリタク

ト■)が悪性神経膠腫を対象として、本邦にて条件

付きで承認された。

我々は名古屋大学でクローニングされた、自然発

生型の単純ヘルペスウイルス 1型 (HSV-1)HF10が

多くの癌細胞株で増殖性が非常に高く、担癌モデル

マウスに優れた抗腫瘍性を示すことを報告してきた

12,31。 また、HFl(〕は再発頭頸部癌等の患者に対し

て抗腫瘍効果と安全性が確認され、悪性黒色腫、再

発乳癌、再発頭頸部癌などを対象として、米国と本

邦で第 1/11相試験が行われた。腫瘍溶解ウイルス療

法は抗腫瘍免疫を意起することが報告されており、

我々は担癌状態による免疫の異常を改善することに

より腫瘍溶解ウイルス療法の効果を高める研究を

行ってきた。その一つとして、ゲムシタビン投与で

MDSC(骨髄由来免疫抑制細胞)を抑制しHF10を

接種することにより、ウイルス接種による直接的な

抗腫瘍効果だけでなく、抗腫瘍免疫を介した抗腫瘍

効果が認められることを報告した 121。

ところで十全大補湯は補剤であり、東洋医学的に

すよ気血両虚の患者に対してこれらを補うことを目的

に用いられる薬剤である。臨床的には主に高齢者や

病気回復期の患者の体力あるいは栄養状態の向上を

目的として用いられている。また、マウスを用いた

研究では免疫系の賦活や [4]、 MDSCを抑制して、T

細胞を活性化することが示されている i51。 ゲムシ

タビンは様々な細胞に対してDNA増殖を阻害する

薬剤であり、全身の様々な臓器に負担を及ぼし、ま

た腫瘍溶解ウイルスの増殖も抑制してその効果を減

弱してしまう。 一方、十全大補湯は全身に対する負

担が極めて少ない栞剤であり、またウイルスの増殖

に影響がない薬剤である。そこで、十全大補湯の投

与でMDSCを抑制して腫瘍溶解ウイルス療法の効果

を安全に増強することを期待し、本研究では十全大

補湯と腫瘍溶解ウイルスの併用効果につき検討を

行った。

【方法】

1)腫瘍細胞株、腫瘍溶解ウイルス、薬剤

li重瘍細胞株としてはマウス大腸癌細胞株である

Colon26-luc細 胞を用いた。腫瘍溶解ウイルスとし

ては、米国ハーバー ド大学マサチューセッツ総合病

院から供与されたHSV-l G47△ を用いた。G47△ は

デリタクト
13の
元となった腫瘍溶解ウイルスである。

十全大補湯は株式会社ツムラから供与された医療用

エキス顆粒を使用した。

2)大腸癌肺転移腫瘍モデルマウスを用いた抗腫瘍

効果の検討

6週齢メスのBalb/cマ ウスの尾静脈にColon26-

luc細胞を接種した (0日 )。 マウスを 4群に分け、

偽治療群、G47△ 群、十全大補湯群、併用群にわけ

た。 1日から7日 まで十全大補湯 (lg/kg)も しく

は同量の白湯 (10 mL/kg)を胃内にゾンデで投与し、

2、 5日 にG47△ (l X107pね )も しくは同量の細

胞培養液 (100μ L)を尾静脈に投与した。毎日体

重を測定し、副作用の有無を観察した。
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(A)生存解析 :十全大補湯群、G47△君:rは偽治療群と比して生存延長効果が、併用群は他の 3群と比して

有意な生存延長効果が認められた (p<OЮ 5)。

(3)体重の推移 :治療に伴う体重減少は認めなかつたc
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図2.大腸癌肺転移腫瘍モデル

(A)生存解析 :十全大補湯群、G4フ△群は偽治療群と比して有意な生存延長効果が、併用治療群は他の3

群と比して有意な生存延長効果が認められた (pく 0.05)。

(B)体重の推移 :治療に伴う体重減少は認めなかつた。

(C)右側の皮下腫瘍の体積 :十全大補湯群、G4フ△群は偽治療群と比して縮小効果が、併用治療群は他の

3群と比して縮小効果が認められた。

(D)左側の皮下腫瘍の体積 :十全大補湯群、G47△群は偽治療群と比して縮小効果が、併用治療群は他の

3群と比して縮小効果が認められた。
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3)大 ll易癌多発皮下転移腫瘍モデルマウスを用いた

抗腫瘍効果の検討

6週齢メスのBalb/cマ ウスの両背部にColon26-

luc細胞を接種して両側に皮 下腫瘍を作成した (0

日)。 マウスを同様に 4群に分け、 4日 から11日 に

十全人補湯もしくは自湯を胃内に投与し、 5、 8日

目にG47△ もしくは細胞培養液を右側のみに腫瘍内

接種した。週 2回、腫瘍の大きさと体重を測定し、

腫瘍径が2cmを超えた段階で実験終了とした。

【結果】

1)大腸癌肺転移腫瘍モデルマウスを用いた抗11薫瘍

効果の検討

Colon26-luc細 胞で転移性肺腫瘍を作成し、十

偽治疲

1-‐
:
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全大補湯、G47△ を全身投与した。十全大補湯群、

G47△ 群は偽治療群と比して生存延長効果が、併用

群は他の 3群と比して有意な生存延長効果が認めら

れた (図 lA)。 また。治療に伴う体重減少、合併症

は認めなかった (図 lB)。

2)大腸癌多発皮下転移腫瘍モデルマウスを用いた

抗腫瘍効果の検討

Colon26‐ luc細胞で両側に皮下腫瘍を作成し、十

全大補湯は全身投与し、G47△ は右側の腫瘍に接種

した。十全大補湯群、G47△ 群は偽治療群と比して

有意な生存延長効果が、併用群は他の 3群 と比して

有意な生存延長効果が認められた (図 2A).治療に

伴う体重減少は認めなかった (図 2B)。 また、十全

大補湯を投与した 2群は体重が増加する傾向にあっ

た。右側の皮下腫瘍の体積は十全大補湯群、G47△

群では偽治療群と比して縮小効果が、併用群は他の

3群と比して有意な縮小効果が認められた (図 2C)G

左側の皮下腫瘍の体積は、十全大補湯群、G47△ 群

では偽治療群と比して縮小効果が、併用群は他の 3

群と比して縮小効果が認められた (図 2D)。

【考察】

本研究では、複数の担癌モデルマウスを用いて、

G47△ 、十全大補湯の投与による治療効果を検討し

た。G47△ は感染した腫瘍を縮小させるウイルスで

あるが、抗腫瘍免疫を惹起することによりl腫瘍縮小

効果を示すことも知られている 161.肺転移腫瘍モ

デルでは血中を介して腫瘍に感染したと考えられる

が、抗腫瘍免疫を意起されて生存が延長した可能性

も考えられる。今後、抗腫瘍免疫の惹起の有無につ

いて検討を行う予定である。

多発皮下腫瘍モデルは、右側は腫瘍溶解ウイルス

による直接的な腫蕩縮小作用を期待し、左側は抗腫

瘍免疫を介した腫瘍縮小効果を検討するモデルであ

る。本検討では両側とも各治療により皮下腫瘍の縮

小効果が認められた。過去の検討では、腫瘍溶解ウ

イルス等で治療を行うことにより、牌臓内の白血球

分画が変化すること、CD4陽性T細胞を中心とした

抗腫瘍免疫が惹起されることが明らかになっている

助成金対象研究報告2

[2,31。 今後、全身性の免疫に対する影響の有無に

ついて検討を行う予定であるc

十全大補湯は、気を補い牌胃を補う四君子湯 (人

参、白求、秩苓、甘草)、 血を補い血燥を潤す四物

湯 (当帰、川葛、芍薬、地黄)に、気を補う黄者と

気を巡らす桂皮を加えた処方である。マウスモデル

において抗 li重瘍効果が示されているが、十全大補湯

には殺細胞効果を示す成分は含まれないため、直接

的な抗腫瘍効果ではなく、免疫を介した抗腫瘍効果

を示すと推測されている [5,71。 今後、全身の免疫

細胞への影響や抗腫瘍免疫の誘導能につき検討を行

う予定である。また、十全大補湯を投与したマウス

では体重減少の抑制が認められたため、補剤として

の効果も検討予定であるc,

【まとめ】

本研究では十全大補湯とG47△ の併用効果につい

て、二種類のモデルマウスを用いて示した3各治療

による組織学的変化や抗腫瘍免疫については今後検

討予定である。十全大補湯は臨床で広く用いられて

いる薬剤である。甘草等の副作用に配慮する必要は

あるが、基本的には安全に投与可能な薬剤である.

一方、G47△ は悪性脳膠芽∫]重を治療対象として認可

されたウイルスであるが、抗腫瘍効果の機序からは

様々な種類の睡瘍に対して抗腫瘍効果を示すことが

できる。G47△ の治療対象が増えてきた際には、十

全大補湯と併用することで抗腫瘍効果を高めること

が期待できる。
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〔助成金対象研究報告〕③

題目:がん抑制タンパク質 p53の生薬成分誘導凝集体のがん

抑制効果検証

研究代表者 :名古屋大学大学院 創薬科学研究科 日比野 絵 美

背景

p53タ ンパク質はがん化抑制に重要な転写因子で

ある。DNAダ メージをきっかけにp53が活性化さ

れ、下流遺伝子の転写を促進し、細胞周期停止やア

ポ トーシスを誘導することでがん化を防ぐ。また、

p53はそのDNA結合 ドメイン (p53-DBD)の変性に

起因するアミロイド凝集体およびアモルフアス凝集

体の形成により失活する.そ こで、p53の凝集抑制

化合物の同定を目指し研究を進めてきた。これまで

に、漢方薬の小柴胡湯に含まれる天然由来成分バイ

カレインが、p53-DBDを アミロイド凝集もアモル

フアス凝集も抑制することを見出した。一方で、い

ずれの凝集体でもないまた別の構造体形成に導くこ

とを発見した。バイカレインはアルツハイマー病を

改善する効果やがんを抑制する効果も報告されてい

る 11]。

本研究では、バイカレイン誘導p53構造体につい

て、生物物理学的アプローチならびに細胞生物学的

アプローチにより解析し、バイカレインの示すがん

抑制効果との関連を調べる.

(1)生物物理学アプローチ

(1)-1 バイカレイン誘導p53-DBD構造体の分析

濃 度 4卜lMの p53-DBDを 濃 度 20穆 M、 60「 M、

100μMのバイカレイン存在下で37℃、60分間イ

ンキュベー トした試料中の、粒子の粒子径および

粒子濃度をナノ粒子 トラッキング解析により測定

した (図 1)c濃 度 20μMのバイカレイン存在下

でインキュベー トした試料ではコン トロール と

比べて小さい粒子が形成されている様子が見ら

れ、濃度601lMの バイカレイン存在下でインキュ

助成金対象研究幸r受告0

60 μM

20μトメ 0口M

自 cont棗

鶴 20「M bacalein

饉孵  6.Oμ卜i taicakン i窯

騨 100 PM baicabin
100口M

0      100     200    300    400     500    600

s:=e(nml

図1 ナノ粒子 トラッキング解析によるp53-DBD凝集
体粒子の粒子径および粒子径の測定

4 μM p53-DBD′ 0■ 00 μMバイカレインの条件で調製
し、3フ
°
⊂、60分間インキュベートした試料のナノ粒子

トラッキング解析の結果。縦軸は粒子濃度、横軸は粒

子の直径を示す。

ベートした試料では粒子数の大幅な増加が見られた。

,′農度 100μMのバイカレイン存在下でインキュベー

トした試料ではコントロールの試料と比べ大きな粒

子が多く形成されている様子が見られた。

続いて、バイカレイン誘導多量体の形態を直接観

察するため、透過型電子顕微鏡観察を行った (図 2)。

コントロール (バイカレイン非含有試料)では球状

の凝集体と思われる粒子が見られた。濃度20μMの

バイカレイン存在下でインキュベートした試料では、

コントロールと見られたものと同様の球状粒子と、

拝状の小さな粒子が混合していたc濃度60μMのバ

イカレイン存在下でインキュベー トした試料では、

球状の粒子はほとんど確認されず、小さな繹状粒子

が大部分を占めていた。濃度 100μMのバイカレイ

ン存在下でインキュベー トした試料では、拝状の大

きな構造物が確認されたc以上の結果より、p53-

DBDの凝集にバイカレインが濃度依存的に影響を

与えることが可視化された。
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図 2 bal〔aleinが誘導するp53-DBD多 量体の電子顕微

鏡観察

4 μM p53-D8D′ Oν M(A)′ 20 μ M(3)′ 60 μ M(⊂),100

μM(D)バ イカレインの条件で調製し、37て、60分間

インキュベー トした試料を酢酸ウランで染色し、透過

型電子顕微鏡観察を行つた.

(1)-2 バイカレイン誘導構造体の構成タンパク質の

構造特性の分析

未変性のp53-DBDは、波長280 nnlの 励起光によ

り励起されると、チロシン残基に由来する蛍光を発

し、その極大波長は305n■ 1で観測される。しかし、

構造が変性するに従って、チロシン由来の蛍光は消

光し、代わりにトリプトフアン残基に起因する蛍光

が現れ、極大波長は333 nmヘシフトすることが知

られている。先行研究では、この極大波長のシフト

を指標としてp53-DBDの変性状態の変化をモニター

している [2-51。 そこで、バイカレインがp53-DBD

の立体構造や変性状態にどのような影響を与えるか

をチロシン・ トリプトフアン蛍光により調べた (図

3).コ ントロールでは極大波長のシフトが観測さ

れたが、バイカレイン濃度依存的に消失した。さら

に、チロシンに起因する波長3051lm付近の蛍光は

バイカレイン濃度依存 11勺に減弱していき、 100μM

バイカレインを添加した試料ではほぼ完全に消光し

た。

;●

図 3 baicalein存 在下でのp53-DBD内 在性蛍光測定

4 μM p53-DBD′ 0-100 μMバイカレインの条件で調製し
た試料を光路長lmmのセルに入れ、37てにて、2分毎
に合計60分間波長280 nmの 励起光による波長300-360

nmの蛍光スペクトルを測定した。グラフでは測定開始
0′ 10′ 20′ 60分後の蛍光スペクトルを示したc Oμ M(A)、

10 μM(3)、 20 μM(⊂ )、 50 μM(D)、 100 μM(E)baicalein

存在下での結果を示した。

さらに、バイカレインとp53-DBD単 量体との相

互作用を評価するため、NMR化学シフト摂動実験

を行った (図 4)。 コントロールとバイカレイン存

在 ドでのlH-15N HSQCス ペクトルにおいて、各ア

ミノ酸の主鎖アミドプロトンに対応するピークの化

学シフトはほとんど変化しなかった (図 4B)。 一方で、

バイカレイン添加によりほとんど全てのピークにお

いてシグナル強度が低下していた (図 4C)。

(2)細胞生物学的アプローチ

(2)_l RNA―seq解析

バイカレインによるMCF-7細胞内p53量の増加と、

細胞増殖抑制との関連をRNAシークエンスによっ

て調べた。各遺伝子のカウントデータにおいて、標

準偏差の大きかった上位2000遺伝子についてヒー

トマップにまとめたところ、各条件の複製試料同士
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図4 NMR測 定によるバイカレインとp53-DBD
の相互作用の評価

(A)バイカレイン存在下 (グ レー )・ 非存在下 (黒 )に お

ける
15N―p53つ BDの 1日-lSN HSQ⊂ スペク トルの重ね

合わせ50 μM 15N―p53-D3Dの 1日-15N HSQCス ペク

トル測定を900MHz NMR装置を用いて、25° C、 5時
間行つた。

(B)各残基の化学シフトの差のグラフc縦軸はピーク移
動度△δ、横軸 |よアミノ酸残基番号を示す。グラフ

中の点線は平均値を示す。

(⊂)各残基のシグナル強度の比較c縦軸はシグナル強度
の割合 (|(baicalein)/10(control))、 横軸はアミノ酸

残基番号を示す。グラフ中の点線は平均値を示す。

で発現変動の傾向が一致 していた (図 5)。 群間の

発現変動解析の結果、顕著に発現変動 した遺伝子

(Differelltially Expressed Cellesi DECs/llo82(Fold

Change)>lЮ かつ、多重比較補正後 p値くOЮ l)の数

は512遺伝子であった。ここに含まれるp53の転写

表的遺伝子 [61を調べた結果、発現が減少 したのは

1遺伝子のみであ り、残 り10遺伝子は増加 してい

ることが判明した。

続いて、バイカレイン曝露による作用の中でp53

経路がどの程度寄与 しているかを評価するため、パ

スウェイ解析を実施 した (図 6)。 その結果、フェ

ロ トーシス、p53シ グナリング経路、がんにおける

経路、MAPKシグナル伝達経路が上位に見られた。

さらにバイカレイン曝露によって活性化される生

物学的プロセスを GO解析によって調べた (図 7).

細胞集 l、
」」増殖の負の調節、プログラムされた細胞死

の正の調節、細胞内シグナル伝達の負の調節、アポ

トーシスシグナル経路、異物刺激への応答、細胞外

刺激への応答、脂質への細胞応答、上皮細胞分化の

調節、神経系発生の調節、細胞構成要素の組織化の

助成金対象研究報告0

｀
く,

蟻驀亀|‐ギ理繭‐1奪軸講暉隣語

図5 ボルケーノプロット
顕著に発現が増減した遺伝子を黒で示した。また顕著

に発現が変動していた p53の下流遺伝子をラベルした。
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図6 RNA―seq;Pathway解析の結果

変動が大きかつた上位10パスウェイ3横軸は多重比較

補正後のp値の対数値を示す3
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図 7  RNA‐ seq:G()i解析 (biological process)の 1結果

変動が大きかつた上位10タームc横軸は多重比較補正

後の p値の対数値を示す。

負の調節 といったタームが上位に見られた。

(2)-2抗がん薬 とバイカレインの共曝露実験

p53に作用するバイカレインと、p53経路を介 し

てがん細胞毒性を示すシスプラチンの共曝露により、

P53を介 したがん細胞増殖抑制効果が相乗的に強ま

ると考えた。そこで、バイカレインとシスプラチン

鑢轍1幾  1壼譜饉

1聯 :鑢 :ヽ
t■

・ 爆 闘 眠 諄 踵 直
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の併用効果を評価することとした。バイカレインと

シスプラチンを共曝露 してWST-8ア ッセイを行っ

た (図 8)。 シスプラチン単体では濃度依存的な増

殖抑制効果が見られた。バイカレイン単体では、濃

度50μMま では濃度依存的な増殖抑制効果が確認さ

れたが、それ以上の濃度では効果は見られなかった。

シスプラチンとバイカレインを同時に曝露した場合、

バイカレインの濃度を一定にした条件では、シスプ

ラチン濃度の増加に伴い増殖抑制効果が増強されたc

バイカレインとシスプラチンを共曝露した細胞

増殖アッセイの結果より得られた細胞生存率から、

薬剤併用効果について相加的か相乗的か示す指標

であ る Combination lndex(CI)を 算 出 した 17,81c

WST-8ア ッセイにより得られたデータから、コント

ロールに対する細胞増殖阻害率であるfa(fraction

a∬ected)を 算出した。算出したfaよ り式 (1)に 従

いCIを求めた。

Con binat on inde―
轟
+器 =石

=ざ
≧ T両

十

高 :ざ
糞 野

両
式 (1)

cispiatl■ (口 1ヽ1

図 8 ノヽイカレインとシスプラチンを共曝露 した際の
細胞生存率。

バイカ レイン、シスプラチンを単体 も しくは共 に

M⊂ F-7細胞に48時 間曝露 した試料の WST-8ア ッセイの

結果。縦軸はコントロールを100%と して、相対値を示

した。エラーバーは標準偏差を

(D)2は共曝露した際のシスプラチンとbaicalein濃

「
 」、  ■1′ .… ,

度である。(Dx)1は (DIn)1*k蒔赤1・

′′“より算出され、

(Dx)は (D輔 *[ざЪ』
1より算出される
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ここで、Dmおよび
“
は各薬剤単体で処理 した際    CIは 数値 によって表 され、0.9未満 は相乗的、

の濃度 とその力 より算出される定数であ り、 (D)1、   0.9-1.1は 相加的、 1.1よ り大きい場合は描抗的な併

表 1 バイカレインとシスプラチンの共曝露試験の結果のまとめ

entry I A7a*> $rM) baicalein (pM) fraction affected (fa) Combination Index
0 0 0.000

02 10 0.247

3 0 30 0.458

4 0 50 0.513

05 70 0.522

6 0 0.289

57 10 0.509 0568
（Ｘ
） 5 30 0663 0.422

9 5 50 0.546

10 b 70 0.654 0.742

11 15 0 0.453

12 15 10 0.678 0.652

13 15 30 0.781 0.447

14 15 50 0.758 0.579

15 15 70 0721 0.810

16 25 0 0.726

17 25 10 0.847 0.418

18 25 30 0.864 0388
19 50 0.863 0.414

20 25 70 0800 0.710

シスプラチンとバイカレインを共曝露したWS卜8ア ッセイの結果より、化合物を曝露していない条件 (entry l)を

基準としてfraction arected(fa)を 算出したc⊂ombination indexは 各化合物を単体で曝露した際のfa(entry 2-6′

11′ 16)の値から求めた。表中では各濃度条件に対応するfaと ⊂ombination lndexの 値を示したc
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用効果であることを示す。その結果、全ての条件に

おいてCIは 0、9未満となり、バイカレインとシスプ

ラチンは相乗的にMCF‐ 7細胞に対する細胞増殖抑

制効果を示すことが明らかになった (表 1)。

まとめ

本研究では、p53-DBDの アモルフアス凝集体と

アミロイド凝集体の形成を同時に抑制する化合物と

して同定されたバイカレインが誘導する構造体につ

いて分析した。バイカレインによる処理下ではがん

細胞においてp53の活性が誘起されることも判明し

た。バイカレインは現行の化学療法の併用薬の応用

も期待されるc,残 りの研究期間においては、細胞内

におけるp53の形態を精査し、RNAシークエンス解

析結果をさらに検証したのち、本成果について論文

化の予定である゛
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〔助成金対象研究報告〕④

題目:麻黄配合漢方方剤の安全使用に向けた薬物動態データ

ベースの構築

研究代表者 :名城大学薬学部薬学科 教授 能 勢 充 彦

1.緒 言

医療用および一般用漢方処方は294処方を数え、

日本漢方生薬製剤協会が実施したアンケー トによれ

ば、ほぼ9割の医師が漢方エキス製剤を日常診療の

中で使用している
1)〔、また、2015年 に厚生労働省

が策定した「医薬品産業総合戦略」において「漢方

薬が西洋薬にはない効果・効能をもち、わが国の医

療において重要な役割を担っている」との認識が示

され、さらに同年発表された「がん対策加速化プラ

ン」においても「漢方薬を用いた支持療法に関する

研究の推進」が謳われるなど、漢方方剤はわが国の

仄療の中で重要な役割を担う薬剤となっている
2).

一般に、医療従事者にとって、医薬品の適正使用

のための情報源は添付文書やそれを補完する医薬

品インタビューフオーム (lF)で ある。:現在、医療

用漢方エキス製剤は148処方を数え、13社が製造

し、その製品数 (販売商品数)は 608製品に上る3)。

それぞれメーカーが作成したIFが存在するものの、

その記載内容は化学薬品と異なる。例えば、漢方エ

キス製剤の承認過程を反映するように「治験に関す

る項目」には多くの場合記載がなく、また「薬効薬

理に関する項目」や「薬物動態に関する項目」につ

いてもほとんどの場合において「該当資料なし」と

されている。漢方方剤は複数の生薬を配合する多成

分系の薬剤であり、含有する化合物は数百に上り、

活性本体も複数存在すると考えられるcそれら含有

成分の相加・相乗作用の結果、処方としての作用が

発現すると考えられるため、薬効薬理や薬物代謝に

関して化学薬品のようなデータを揃えることは不可

能であるとされてきた。それ故、漢方方剤の薬理学

的基盤を整備するには、まず各処方をそれぞれ「一

つの薬物」と見なし、個体動物を用いた薬理試験を

通じて、その薬能 (効能・効果)を数値化し、薬理

作用という科学の概念に落とし込むという方略がと

られており、化合物レベルでの作用機序については

まだまだ不明な点が多い。

一方で、漢方方剤による副作用については、処方

レベルより構成生薬に由来するものとして注意喚起

されることが多く、経験的に知られるもののほか、

主成分の薬理作用の延長線上に生じるとされるもの

がいくつか知られている。その代表的なものが甘草

による偽アルドステロン症であり、原因となる成分

はグリチルリチンである。われわれは、効能 。効果

ではなく、副作用に注日してみれば、漢方方剤を成

分レベルで解析し、適正使用に資するデータを分子

レベルで集積することができると考え、当該生薬配

合処方における成分含量・抽出率、血中濃度などを

測定し、各処方における特徴を明らかにする試みを

続けている。すなわち、甘草に起因する偽アルドス

テロン症についてはアグリコンであるグリチルレチ

ン駿が関わるとされていたものの、近年ではその代

謝物が関わることも報告され
1)、
結論はまだ導き出

されていない状況ではあるが、われわれは甘草配合

処方におけるグリチルリチンの抽出率
5)やマウス

盲腸内容物を用いた加水分解効率、さらには主代謝

物であるグリチルレチン酸の血中濃度に及ぼす構成

生薬の影響を検討し、他の配合生薬による影響を明

らかにしようとしている。その中で、抽出時の液性

を酸性に傾ける生薬との配合によリグリチルリチン

の抽出率が低下すること、またグルクロン酸を糖部

にもつ配糖体による加水分解阻害などを明らかにし

ており、さらに現在各エキスの消化管輸送能などに
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ついても検討を重ねている。

さらに、副作用が懸念されるもう一つの生薬とし

て麻黄を取り上げ、本研究を開始した。麻黄は、マ

オウ科 F′か″′S力虎αや二″
`′

・7,:″″、二響ィ′:,,θ′ル7`7

の地上茎を用いる生薬で、フェネチルアミンアルカ

ロイ ドのエフェドリンやプソイドエフェドリンなど

を含有し、発汗、解熱、 [L咳、利尿、鎮痛などに用

いられる。主成分であるエフェドリンは、交感神経

興含作用をもち、アドレナリン作動薬として作用す

るため、過量により興奮、心悸充進、発汗過多、不

眠などの副作用を生じる。そのため、循環器系に既

往歴のある患者や重症高血圧、甲状腺機能克進症の

患者においては頻脈などの症状がでることや悪化す

ることが知られている。

麻黄は医療用および一般用漢方エキス294処方の

うち、JAPIC医療用医薬品収載処方を加えた34処方

(′ itの種類の違いを加味して38品 目)に配合されて

おり、エフェドリン・プソイドエフェドリンの含量

や抽出率、経[]投与時の血中濃度などに及ぼす構成

生薬の影響をすべて検証することとした。本研究課

題においては、とくにマウスに経回投与した際のエ

フェドリン・プソイドエフェドリンの血中濃度推移

の解析を進めることとした.

2.実験方法

2-1.材料

麻黄をはじめとする生薬については、 (株)ツム

ラおよびその他名古屋市場品として (有 )大幸生薬

より購入し、ロットを揃えて一連の検討を行った。

標準品としてのプソイドエフェドリン塩酸塩は東京

化学工業株式会社より購入し、エフェドリン塩酸塩

は (lR,2S)一 ノルエフェドリン (東京化学工業株

式会社)よ り誘導して用いたcその他、分析に用い

た試薬は特級およびHPLC用を用いた。

2-2.麻黄配合漢方エキスの調製とエフェドリン・

プソイドエフェドリン含量の測定

麻黄配合漢方処方については、「日本薬剤師会編

漢方業務指針 (じほう社)」 に準拠して調製した。

すなわち、各処方の構成生薬を量り取 り、600mL

助成金対象研究報告●

の精製水を加えて電気煎じ器 (HMJ-1000N、 ハリ

オ社)を用いて60分間加熱抽出した。得られたエ

キスを凍結乾燥し、得られた乾燥エキスは使用する

まで冷凍保存した (-35°C)。

各エキスのエフェドリン・プソイ ドエフェドリ

ン含量は日本薬局方に準拠 してpaired-lon法 によ

るHPLC分析にて定量した。凍結乾燥エキス (50

m8)を正確に秤量し、精製水 (50 mL)に 溶解させ、

0.45ド rllメ ンブランフィルター処理してHPLCサ ン

プルとした

「

分析に用いたHPLCは Shimadzu LC―

10Avp(島津製作所)で あり、検出器はUV―VIS検

出器 SPD-10Avpを 、カラムはInertsi卜 ODS-3(5μm、

4 6 nlm lD.X150 mm、 ジーエルサイエンス株式

会社)を用いた.移動相は0.5%SDS一 アセトニ ト

リルーリン酸 (65:35:0.1)を 用い、流速は 1.0

mL/min、 :検出波長は210 nm、 カラム温度は40℃

とした。

2-3.経口投与後の血中濃度推移の測定

実験動物として雌性 BALB/cマ ウス (7～ 8週齢、

日本SLC)を用いた()18時間絶食し、それぞれ麻黄

配合漢方エキスをヒト常用量の 10倍量として単回

経口投与し、その025、 0.5、 1、 2、 4時間後に1.5%

イソフルラン麻酔下で下行大静脈より採血し、得

られた全血を室温で30分以上放置した後、1,710×

8、 15分の遠心処理を行って血清とした (-35℃

保存)。 得られた血清0.1 11lLに 内部標準としてジ

フェンヒドラミン (lng)を添加し、アセ トニ トリ

ル (1.4mL)を加えて除タンパク処理をした。4℃、

19,900× 8、 10分間の遠心処理を行い、上清 1.35

mLを とって減圧乾固した後、残,査を50%メ タノー

ル (0.lmL)に 溶解 し、その5 μLを LC―MS/MS分

析に供 した。LC―MS/MSは Shimadzu prolllinence/

SCIEX AP14000を用い、カラムはZORBAX SB―C18

(3.5μ III、 2.l mm lD.× 100mm)を 用いた。移動

相は (A液)0.1%ギ酸と (B液)アセトニトリルの

グラジエント溶媒を用い、0-4 minは B液 1%、 4

-9 minで B液 30%、 9-10 minで B液 60%、 10

-13minで B液5%と なるように設定した。流速は

0.4m1/min、 カラム温度は40℃、イオン化法はESI
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(pOsねve10n mOde)でイオン源温度は600℃ としたc

2-4.統計処理

麻黄配合漢方エキスの麻黄配合量やエフェドリ

ン・プソイドエフェドリン含量と薬物動態バラメー

タ (Cmax、 AUCO-4)と の相関解析にはPeasonの相

関解析を用いた。

3.結果および考察

3-1.麻 ilミ配合漢方エキス中のエフェドリンおよ

びプソイドエフェドリン含量について

作製した麻黄配合漢方エキス34種 (38品目)の

エフェドリンおよびプソイドエフェドリン含量は概

ね配合生薬量とよい相関を示し、構成生薬による各

成分の抽出率に及ぼす影響はほとんどないことが示

唆された。これまでに、代表的な甘草配含漢方エキ

ス25種のグリチルリチン含量について測定した結

果
5)か ら、エキスのpHに よる抽出率への影響が認

められており、アルカロイドであるエフェドリンや

プソイ ドエフェドリンの抽出においてもpHの影響

があるかもしれないと想像していたものの、ほとん

ど影響は観察されなかった
6う
。

3-2.麻黄配合漢方エキスのマウスヘの経口投与

後の血中エフェドリンおよびプソイドエフェ

ドリン濃度推移について

われわれは麻黄附子細辛湯や小青竜湯のアレル

ギー性鼻炎におけるくしゃみ行動の抑制を離性

BALB/cマ ウスを用いて検討しており、それぞれ抗

アレルギー作用を報告している。エフェドリンやプ

ソイ ドエフェドリンの血中濃度とそれぞれの血中濃

度推移を考察するためにも、血中濃度推移の測定に

雌性BALB/cマ ウスを用いることとした。尚、予備

的に雌雄による性差を検討してみたが、血中濃度推

移において有意な差は認められていない。

これまでに19処方の血中濃度を検討 しており、

今回は6処方追加することができた。先に定量して

いた19処方についても検量線を精査し、一部精度

を欠くポイントがあることが判明したことから、そ

の再測定も本年度の実験の中で行うことができ、計

25処方の血中濃度推移を明らかにすることができ

たcすべての処方において、両化合物は投与後0.25

から1時間にCmaxを迎え、その後4時間には血中か

ら消失した。また、両化合物ともにCmaxと AUC。」

の間に高い直線性が認められ、胃もしくは小腸から

速やかに吸収され、肝臓などでの代謝を受けること

なく、速やかに排泄されることが推定される。
―一方、

麻黄配合量と両化合物のCmaxや AUC。 1と の間の相

関分析においては、概ね配合麻黄量に応じた血中濃

度が示されたが、もっとも処方数が多い麻黄4 gl:己

合処方ではCmaxに おいて最大約4倍、AUC(Ⅲにお

いて最大約8倍の差が観察されており、処方による

吸耳又率に差が生じていることが明らかとなった。こ

の差異については、共存する他の構成生薬の影響で

あると考えられることから、現在25処方まで進ん

できた解析を34処方まで拡大するとともに、エフェ

ドリンやプソイドエフェドリンの吸収に影響を与え

る生薬を同定していきたいと考えている。
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【背景と目的】

がん免疫療法は、ニボルマブ (抗 PD-1抗体)、 イ

ビリムマブ (抗 CTLA4抗 体)を はじめとする、免

疫チェックポイント阻害抗体医薬の登場により、飛

躍的に臨床開発がすすみ、がん治療において不可欠

となっている。しかしながら、臨床効果は、適用症

例に対して20-30%であり、様々な化学療法剤、分

子標的薬との併用が試みられたが、治療効果の日

立った改善には至っていないのが現状である。免疫

チェックポイント阻害薬の他に、がん免疫治療法と

して、抗体医薬、CAR―T療法が標準治療として一般

化しており、いずれも、不応答症例も多く、効果的

な併用薬の探索には関心が高い。

十全大補湯や補中益気湯,人参養栄湯といった和

漢薬は、様々な免疫調整作用があり、がん、感染

症、慢性炎症などに対して効能を示すcこ れまで

に、多くの作用機序に関わる研究が行われ、主に、

マクロフアージ、NK細胞を活性化することや、免

疫抑制性細胞のひとつである骨髄由来免疫抑制細胞

(MDSC)に 対して機能阻害作用が示されている他、

様々な免疫学的効能が報告されている (1-3)。 また、

分子生物学的な作用機序に対する研究も盛んとなっ

ている。このように和漢菜は、免疫を賦活化する作

用を有すると考えられており、様々な疾患に対する

治療の補剤として需要が高い。

しかしながら、上述の免疫療法との併用ついての

研究報告は限られており、当面の課題である。これ

までに我々は、免疫療法においてエフェクター細胞

として直接腫瘍細胞の傷害にかかわる細胞傷害性 T

細胞 (CTL)、 NK細胞の傷害活性に影響を与える化

学療法剤、分子標的薬の検討を行い、細胞傷害活性

に対して増強効果をもたらすことをin vitro培養系

を用いて明らかとしてきた (4-8)。 そこで今回、が

ん細胞に対して直接エフェクター細胞として作用す

るCTLの細胞傷害活性を増強する効能を和漢薬 (十

全大補湯 補中益気湯 ,人参養栄湯)が有するかどう

か上述の研究実績を得たin vitro細胞傷害測定系を

用いて検討した。和漢薬は、様々な効能を持つ物質

の集合体であり、その効能は、他の免疫細胞など様々

な体内の細胞、組織に作用して初めて生ずる可能性

もあるが、作用機序を明確にするため今回はエフェ

クター細胞に対する直接的影響にフォーカスした。

【材料および方法】

1.標的細胞の調製

口腔癌由来細胞株 HSC-2,HSC-3,HSC-4に レン

チ ウイ ル スベ クター (pLVSIN― CMV Neo_pp65-

TMT)を用いて、サイトメガロウイルスpp65抗原

(CMVpp65)を疑似がん抗原として強制発現させた

HSC-2pp65,HSC-3pp65,HSC-4pp65を それぞれ調

製した (4)。

2. CMVpp65特異的CTL(pp65-CTL)の調製

健常人由来末梢血から、フィコールを用いた比重

遠心法により末梢血単核球 (PBMC)を分離した後、

pp65エ ピトープペプチ ド (HLA― A24:QYDPVAALF

aa 341-349)を 加えた培地で二週間培養し、pp65-

CTLを 誘導 した。さらに、HSC-3pp65と 共培養

後、活性化の結果 pp65-CTL上に特異的に発現す

るCD137を 指標とし、磁気ビーズを用いてpp65-

CTLを選択的に単離した。単離したpp65-CTLの 純

度を APC― Cy7標識 CD8モ ノクローナル抗体 とAPC

標識 HLA―A24 pp65 tetramerで 染色し確認 した。
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図1調製したpp65-CTL

CD8+teramer十 細胞率 22.8%と 比較的純度の高い

pp65-CTLを 調製できた (図 1)3(培養前のPBMC

におけるCD8+teramer十 細胞率は0.01%以 下であっ

た ldata nOt ShOWnl)c

3.和漢薬のCTL傷害活性に対する増強効果

十全大補湯 ,補 中益気湯 ,人参養栄湯 (ツ ムラ

順天堂)を 1 0rng/mlか ら10倍段階希釈 した濃度

となるように添加 したウシ胎児血清を含む培地

(RPM116401Gibcol,AlyS505NI細 胞科学研究戸斤])

中で、調製した標的細胞を1週間培養し、細胞毒性

を示す限界の濃度を最初に決定した。次に細胞傷害

を示さない最上限の濃度から段階希釈した培地中で

pp65-CTLと 、1標的細胞をエフェクター :ターゲッ

ト比を1:5と し5日間96穴プレートにて共培養した。

細胞傷害活性によリプレー ト表面から剥離した死細

胞とpp65-CTLを リン酸緩衝液 (PBS)で洗い流し

た後、残った生細胞相対数をWST4ア ッセイにて

測定し、間接的に細胞傷害活性を評価した。さらに、

同様の共培養系を用いて、CTLに おいて産生される

IFN γ量に対する和漢薬の影響についても検討した。

4.和漢薬のCTL誘導、増殖に対する増強効果

健常人由来PBMCに、pp65エビトープペブチ ド

1回日

助成金対象研究報告0

(HLA― A24:QYDPVAALF aa 341-349)及 び和漢薬

を加えた培地で二週間培養し、pp65-CTLを 誘導し

た。また、誘導したpp65-CTLと 、HSC3pp65を共

培養し、pp65-CTLを 増殖させた、これらの検討に

より、和漢薬の、CTL誘導、増殖に与える影響につ

いて評価した。

【結果と考察】

1.和漢薬のCTL傷書活性に対する増強効果

まず、標的細
「
1巨 HSC3pp65に対する、和漢薬の

直接的毒性について検討した。96ウ ェルプレー ト

に、HSC3pp65を ウェルあたり、10e6/mlの細胞

濃度で100 uLずつ巻き込み、各和漢薬を l mg/mL

から5倍段階希釈濃度で加え、 1週間培養後、WS■

l assayに て、二重測定で生細胞数を相対的に測定

した。 3回同様に測定した結果を図 2に不した。い

ずれの和漢業においても、0.lmg/mLを 越えると、

生細胞率が著しく低下する傾向にあった。

次に、96ウ ェルプレー ト1ウ ェル (100uL)あ

た り、調 整 した pp65-CTL 4X10e3と 標 的細 胞

HSC3pp65 2X10e4を で混和 し (E/T=0.25)、 標的

細胞 HSC3pp65に 対して直接的な毒性を認めないぎ

りぎりの濃度である100ug/mLか ら2倍段階希釈

濃度で各和漢薬を添加後、 5日後にHSC3pp65の

生細胞率を測定した。同じ測定を 2回行い、図 3

に結果を示した。pp65-CTLと HSC3pp65を 共培養

したとき (CTL十)の生細胞率 と、HSC3pp65のみ

培養したとき (CTL― )の生細胞率の差が、CTLの細

胞傷害活性として示されている。もし和漢薬にCTL

3回目

― 禰中益気議
‐ 十全大補露

→‐人蓼獲策揚

0
0
L

・
∞
ぬ
り

‐

♂

2回 目
即

節

凛

ｍ

“

苺

”

．

Ｏ
　
　
繊

‐

燿

毅

難

陣

麹
　
“
（ぶ
）騰
億
轟
樹

・ 1螢 i,三 |:,‐::■

十全 人1■■

‐ 人

'I栞
:l

・
=:3■
二

'1+0本 祥11

・ .た 卜● |ヽ:

蜘

細

ｍ

“

４。

２。

。攀

1.E-3 1■卜ヽ  1_=‐■ 工』
=3 1.E・

2 1.E‐ 1 ■_E‐ 0  3.E‐ 6 ユ』
=ξ
 l.E‐4 1.F‐3 1.=‐お 1.ら 1 1.こ‐0  ■■‐懸 1_E‐ 5 2E4 1.こ ‐3 1.C-2 1.El lE‐0

和漢薬濃度 :,■まInL)

図2各和漢薬の標的細腱HSC3pp65に 対する毒性

-31-

タ
絆



補中益気湯 十全大補湯 人参養栄湯
震

００

８０

６０

４０

２０

２０

∞

釦

６０

４０

”

―゙ _CTL‐

２ｏ

∞

８ｏ

６ｏ

ｍ

２ｏ

（ゞ
）
機
製
筆
引

目回

‐織―CTL‐―o一 CTL‐

２０

００

８０

６０

４０

２０

（Ｓ
）
善
震
露
爛

目回２

CTL■

‐委‐一CTL‐

CTL■

CILキ

一o CTL―

CTL‐

―・ ―CTL―

0

0

0.5

0.5

5

5

0_5 0.5 50

120

100

80

60

40

20

0

120

100

80

60

40

20

0

の傷害活性に対する増強効果があれば、濃度依存

的にこの差が拡大することが想定されるが、にい

ずれの和漢薬においても、差が拡大することはな

く、傷1年活性に対する増強効果はi認められなかった。

CTLの細胞傷害活性に関連して、CTLの IFN― γ産生

能に与える影響ついても検討した。pp65-CTLと 、

HSC3pp65を 共培養した後、pp65-CTL中 IFN― γ陽

性細胞率を測定した。和漢薬未添加のとき、pp65-

CTL中 IFN― γ陽性細胞率は39.4%で あったが、い

ずれの和漢薬においても、添加濃度依存的に陽性率

が低下した、キ寺に100ug/mL添 加により、著しく

低下した (図 4)。 以上の結果から今回検討した和

…
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…
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図3各和漢薬のpp65-CT嘲胞傷害活性に与える影響

漢薬のCTL細胞傷害活性に対する直接的増強効果は

乏しいものと考えられた。

和漢薬のCTL誘導、増殖に対する増強効果

健常人由来PBMC 2X10e5と HLA―A24 pp65エ ピ

トープペプチドを混合培養し、 2週間後にAPC― Cy7

標識 CD8モノクローーナル抗体と、PE標識 HLA― A24

pp65 tetramerで染色した後、フローサイトメトリー

にてCD8+tetramer十 細胞率を測定した。同じ実験

を2同行い、その結果を図 5A,Bに示した。 2回 とも、

いずれの和漢薬においても、100ug/11lL添加では、

リンパ球の生育が著しく抑制され全くpp65-CTLが

誘導されなかった。 1回 |12週間後のフローサイト

メトリーのサイ トグラム像を見ると、補中益気湯 1

ug/mL.10ug/mL添 加wenに おいて、和漢薬未添

加wellに比べてCD8+tetramer十 細胞率が若千高い

傾向にあったが、well問差が大きく、誘導効果は明

確とはいえなかった。十全大補湯、人参養栄湯につ

いても、well間差が大きく評価が困難であったが、

誘導増強効果は低いと思われた。 2回 目においては

CD8+tetramer十細胞率が 1回 目に比べて全体的に低

値となった。 1回 目と同様、well間の差が大きく、

評価が困難であったが、未添加と添加の間でそれほ

ど大きな差がみられなかった。以上のことから、こ
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れらの和漢薬によるCTL誘導増強効果は期待できな

いと考えられた。

また、培養 2週間後の細胞数を測定したところ、

100ug/mL添 加wellでは上述のように 1回 日、 2

回目とも、いずれの和漢葉においてもリンパ球の生

vrel11       、velt2

和漢薬なし

助成金対象研究報告0

育が著しく低下し、ほぼ生細胞がみられなかった。

逆にいずれの和漢薬においても、 l ug/mLま たは

10ug/mL添加したwellにおいて、未添加wellに 比

べて、数倍多くなった。特に10ug/mL加 えたwell

で顕著であり、和漢薬中に含まれるなんらかの成分
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が適量存在することで、リンパ球の非特異的な増殖

効果をもたらすと考えられた (図 6)。

次 に in vitro調 製 し た 10e5個 σ)pp65-CTL

(CD8+tetamer十 細胞率22.8)と 10e5C)HSC3pp65

細胞を7日 問共培養 し、pp65-CTL特 異的増殖にお

ける和漢薬の効果を検討 した。図6に培養7日後の

CD8/tctramer染色サ イトグラム像を示した。培養
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前22.8%であったCD8+tetramer十細胞率は、和漢薬

未添加では、65%程度に上昇し、pp65-CTLの 選択

的な増殖が確認された、いずれの和漢薬も、低濃度

(l ug/1111)で は、未添加 と同等の CD8+tetramer+

細胞率を示したが、10ug/mL添加では、若干低下

する傾向にあり、100ug/mLで は、強い細胞毒性

を示し、CD8+te[amer十 細胞率はほぼ0%と なった。
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また、培養 7日 後のpp65-CTL細胞数を図 7に

示 した。和漢薬未添加では、培養前2.28X10o4で

あった pp65‐CTL細胞数は、 7日 後に約 100倍 の

2X10e6個に上昇した。しかしながら、いずれの和

漢薬も10ug/nlL添加で、明らかな増殖低下を示し、

100 ug/mLで は強い毒性を示した。

【結 語】

リンパ球に対する非特異的な増殖効果がいずれの

和漢薬においても認められたが、抗原特異的な免

疫機能 (細胞傷害活性、増殖、IFN― γ産生、特異的

CTLの誘導)に対する効果は残念ながら認められな

かった。和漢薬の有効成分は体内で代謝されること

により生成されることが一般的に知られており、和

漢薬エキスによる直接的な効果は乏しいものと思わ

れた。マウスモデルを使った免疫治療との併用効果

を検討するなどの試みが必要と考えられるc,
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