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略語一覧 

ASH; Acanthopanax senticosus HARMS 

SYG; Syringaresinol di–O–β-D-glucoside 

CHA; Chlorogenic acid 

ISO; Isofraxidin 

SYR; Syringin 

CNS; Central nervous system 

BDNF; Brain-derived neurotrophic factor 

NSF test; Novelty suppressed feeding test 

OFT; Open field test 

IEBW test; Improved elevated beam walking test 

ND; Normal diet 
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HF; High frequency 

LF; Low frequency 

VLF; Very low frequency 

nu; Normalized unit 

HRV; Heart rate variability 

HC; Home cage 

NC; Novel cage 

EPM; Elevated plus maze 

BSA; Bovine serum albumin 

TrkB; Tropomyosin receptor kinase B 

PVDF; Poly vinylidene difluoride 

TBST; Tris-HCl-buffered saline containing 0.1% (v/v) Tween-20 
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緒言 

ストレスによる身体への影響 

外部環境の変化によって引き起こされるストレスは、自律神経と視床下部-下垂体-副腎 

（HPA）軸に影響を与えることが知られている。自律神経は大きく分けて交感神経と副交

感神経の 2 つに分類される。交感神経の活性化は、心拍数や血圧の上昇、皮膚や内臓から骨

格筋への血流の移行、気管や気管支平滑筋の弛緩などを誘導し、これに対して、副交感神経

の活性化は交感神経の活性化に拮抗する作用を誘導する(1)。心理的ストレスの１つである

不安は、交感神経の活性化を誘導し、副交感神経 を抑制することが知られている。この現

象は不安障害の患者や心理的ストレス下のげっ歯類においても観察されている(2–4)。交感

神経の活性化は、支配臓器へのノルアドレナリンの分泌及び副腎髄質からのアドレナリン

の体循環への分泌を促進し、HPA 軸では、副腎皮質からグルココルチコイドを体循環へ分

泌し、環境変化に抵抗するための様々な作用を誘導する。またストレス応答には興奮性アミ

ノ酸やグルココルチコイドが重要な役割を果たし、エンドカンナビノイドや脳由来神経栄

養因子などが介在している(5)。慢性的なストレス（長期的な不安など）は、HPA 軸と自律

神経の活性化を介してストレス性胃潰瘍やうつ病を誘発する(6,7) 。したがって、ストレス

関連疾患を予防するためには、これらのストレスを緩和する方法が重要であると考えられ

る。2017 年度における国民医療費は 43 兆 710 億円である。その中でも傷病分類“精神及び

行動の障害”1 兆 9092 億円を占めている。しかし、うつ病や不安障害では軽度で治療を受け

ていない患者が多くいるために、医療費に表れていない社会的影響が大きいことも知れら

れている(8)。WHO の報告によると、疾患による生命や生活の質の損失を表す包括的な指標

である障害調整生命年（Disability-adjusted life year: DALYs）において、日本では上記に

関連した 3 疾患がワースト 20（3 位：うつ病、5 位：自殺・自傷、19 位：双極性障害）に

位置しており、大きな社会的損失になっている(9)。厚生労働省の患者調査によると、うつ

病などの気分障害やストレス関連障害の総患者数は年々増加しており(10)、今後精神科疾患

による社会的損失は大きくなっていくと考えられる。また、高血圧や糖尿病などの生活習慣

病と同様に早期発見・早期介入によって重症化を予防できることが示唆されており、厚生労

働省の“今後の精神保健医療福祉のあり方等に関する検討会”においても早期に支援するこ

との重要性が報告されている(11)。したがって、疾患にまでは発展していない状態で、日々

の生活の中で感じているストレスを和らげることによって疾患へと進展することを未然に

防ぐことが重要であると考えられる。不適切な生活習慣の是正は、社会構造的な問題により

容易に解決することができない一面もある。一方、サプリメントは、生活習慣の改善よりも

簡便な方法であり、多忙な現代社会で生活する人たちでは、サプリメントを利用している人

も少なくない。ビタミンやミネラル以外では特にチョウセンニンジンやエゾウコギなどの

機能性植物そのものや含有成分が世界的にも注目されている(12,13)。 
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Figure 1. Stress activates sympathetic nervous and hypothalamus-pituitary-adrenal 

gland axis.  

 

エゾウコギについて 

エゾウコギ（学名 Acanthopanax senticosus HARMS: ASH）は、チョウセンニンジンと

同じウコギ科に属する落葉低木でロシア、中国の北東部、日本の北海道など様々な地域に広

く自生している。古来より中国では、ASH の根皮は五加皮、根及び根茎は刺五加と呼ばれ、

高血圧やリウマチ性関節炎、滋養強壮に伝統的に使用されていた(14,15) 。また、西洋諸国

においても代替医療として広く使用されている。本草学の古典である神農本草経や本草綱

目にも記載が見られ、本草綱目の序文には「一掴みの五加（エゾウコギ）は馬車いっぱいの

金銀財宝にも勝る」とあり、重宝されていたことが伺える。日本では、北海道に自生するこ

とから蝦夷のウコギ （エゾウコギ） と呼ばれており、枝や幹にある硬いとげから蛇ノボラ

ズや鳥トマラズとも呼ばれていた。ASH の学術的な研究は、1960 年代に旧ソ連科学アカデ

ミーでの薬効に関する研究が始まりであるとされる。現在では、研究の対象は生薬の薬用部

位としての根や根茎、根皮だけではなく葉や果実にも広がっている。ASH は食薬区分にお

いて「医薬品的効能効果を標ぼうしない限り医薬品と判断しない成分本質（原材料）」に指

定されており、医薬品的効能効果を標ぼうしない範囲では食品として扱われている。ASH

摂取による副作用は極めて限定的であるが、シトクローム P450 に影響を与えることが報
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告されているため医薬品を服用している人では注意が必要になる(16,17)。1960 年代から抗

疲労効果などを目的に NASA やソ連の宇宙飛行士に愛用されてきた。また、ASH は摂取し

てもドーピングに該当する成分を含んでいないことからアスリートにも愛用されている。 

ASH の薬理作用としては以下のものが報告されている。根や根茎では、抗がん作用や免

疫調節作用（抗炎症作用・免疫賦活化作用）、抗酸化作用、抗疲労作用、抗うつ作用、放射

線障害防止作用など幅広い作用をうかがい知ることができる(18–20)。また、近年では、ASH

の果実や葉の研究も進んでおり、その果実はインスリン抵抗性や肝臓での脂質の蓄積を改

善する作用(21)が、葉を用いた研究では、抗高コレステロール血症作用や抗炎症作用が報告

されている(22,23)。 

しかし、ASH の心理的ストレスへの有効性については、さらなるエビデンスの蓄積が必

要である。 

 

Figure 2. (A) The leaf and flower, (B) thorns, (C) root, (D) fruit of Acanthopanax 

senticosus HARMS. 

 

脳由来神経栄養因子 (BDNF: brain-derived neurotrophic factor） について 

 BDNF は、119 個のアミノ酸からなるポリペプチドで、神経新生や神経可塑性において

重要な役割を果たしており、情動や認知機能に関与することが報告されている(24–27)。海

馬、扁桃体、小脳、大脳皮質で高発現しており、特に海馬のニューロンで最も高いレベルで

発現している。脳以外の組織では肝臓や心臓、肺などの末梢組織にも発現している(28)。

BDNF の調節異常が、アルツハイマー病やパーキンソン病などの神経変性疾患及び双極性

障害やうつ病、統合失調症などの精神疾患に関与していることが報告されている(29,30)。
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BDNF は、高親和性受容体である tropomyosin receptor kinase B (TrkB) に結合し、受容

体が二量体化し自己リン酸化が起こることが引き金となり、Ras/mitogen-activated protein 

kinases (MAPK) 1/2 (extracellular signal-regulated kinases [Erk] 1/2) 経 路 、

phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) /Akt 経路、phospholipase C-γ (PLCγ) 経路の 3 つ

の細胞内シグナルが活性化される(31)。Erk1/2 の活性化は、cAMP response element-

binding protein (CREB) をリン酸化（活性化）し、遺伝子の転写を活性化することが知ら

れており、その標的遺伝子は BDNF などの神経栄養因子をはじめとして細胞死調節分子、

転写因子、細胞内シグナル伝達分子など様々である(32,33)。 

 

Figure 3. The BDNF/TrkB signaling cascade. 

 

 

本論文の目的 

本論文では、ラットへの ASH エキス及びその含有成分の経口投与による抗不安作用を行

動薬理学的・自律神経学的に検討し、海馬 BDNF/TrkB シグナルへ与える影響について明

らかにすることを目的とした。第 1 章では ASH エキス投与による抗不安作用を行動薬理試

験によって行動及び自律神経活動を評価し、さらに海馬 BDNF/TrkB シグナルへの影響に

ついてウエスタンブロッティング法及び免疫染色法により解析した。第 2 章では、ASH エ

キス含有成分の抗不安作用について、行動薬理試験及びその時の自律神経活動を評価し、海

馬 BDNF/TrkB シグナルへの影響を第 1 章と同様に解析した。 
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第 1 章 

不安高感受性ラットにおけるエゾウコギエキスの 

抗不安作用及び海馬 BDNF/TrkB シグナルへの影響 

第 1 節 不安高感受性ラットにおけるエゾウコギエキスの 

抗不安作用 

緒言 

ASH エキスは、ストレスに対する耐性を高めるアダプトゲンとしても知られている

(34,35)。これまでの研究において、ASH エキスはラットを用いた尾部懸垂試験および強制

水泳試験において、無動時間が短縮され、抑うつ症状出現が抑制されることが報告されてい

る(20,36,37)。また、当研究室では以前に ASH エキス投与が水浸拘束ストレスによる胃潰

瘍の発生を抑制したことを報告している(38)。このことから、ASH エキスには胃潰瘍やう

つ病を予防する抗ストレス作用があると推測される。過度のストレスが胃潰瘍やうつ病を

引き起こすあるいは悪化させることは一般的に広く知られている。Hans Selye が提唱した

汎適応性症候群において、ストレスは視床下部に影響を与え、交感神経系-副腎髄質系と下

垂体系-副腎皮質系の両方が胃潰瘍やうつ病を誘発するとされている(7)。胃潰瘍やうつ病な

どのストレスに起因した疾患は、中枢神経へのストレス刺激を基本軸として発症する。ASH

エキスはストレスに起因した疾患（胃潰瘍やうつ病）を予防する可能性があると考えられて

いることから、ASH エキスが中枢神経にも影響を及ぼす可能性が推察される。実際にコル

チコステロンや 1-メチル-4-フェニル-1,2,3,6-テトラヒドロピリジン、ロテノンなどによる

神経毒性から保護する作用(39–41)や脳内モノアミン系に影響することも報告されている

(42)。しかし、ASH のストレスに起因した疾患の予防効果において、自律神経活動への影

響は不明である。また、先行研究において行われたストレス負荷試験では拘束ストレスや強

制遊泳などラットの身体へ直接的に影響を与えるものが多く、不安や葛藤などといった心

理的なストレスに対する影響の研究はあまり行われていない。 

そこで本節では、新奇環境摂食抑制 （NSF: novelty suppressed feeding） 試験と高架式

十字迷路（EPM: elevated plus maze）の改良版である改良型高架 （IEBW: improved 

elevated beam walking） 試験を用いてその行動を評価し、また行動薬理試験時の心拍変

動（HRV: heart rate variability） 解析による自律神経活動を評価し ASH エキスの抗不安

作用を検討した。 
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実験方法 

1 ASH エキスの主要成分含量の測定 

 中国黒龍江省産の ASH の根先 2〜5 cm を乾燥させたものを切断し、熱水で抽出した。抽

出液を減圧下で濃縮し、スプレードライヤーを用いて乾燥させたエキス粉末（ロット番号

8142）は、サンクロレラ株式会社（京都市）から提供された。この生薬標本は、北海道医療

大学薬学部生薬学研究室の西部三省名誉教授により鑑定された。 

エキス中の各主要成分を高速液体クロマトグラフィー（HPLC: high performance liquid 

chromatography） を用いて分離・定量したところ、ASH エキスは、クロロゲン酸（CHA: 

829.5 mg/100 g）、エレウテロサイド E （別名シリンガレジノール ジ–O–β-D-グルコシド 

SYG: 625.2 mg/100 g）、イソフラキシジン （ISO: 101.4 mg/100 g）、エレウテロサイド B 

（別名シリンギン SYR: 325.2 mg/100 g）、エレウテロサイド B1 （95.2 mg/100 g）、を含

有していた（Figure 4）。 

HPLC の測定条件は以下に示す通りである。 

CHA、エレウテロサイド B1、ISO の定量 

カラム；オクタデシルシリルカラム、移動相；アセトニトリル：水：ギ酸＝13：87：1、流

量；1.0 mL/min.、波長；345 nm （検出器感度；0.048 Au/Fs）、温度；35℃ 

 

SYG、SYR の定量 

移動相；A 液 アセトニトリル：水＝1：9、B 液 アセトニトリル：水＝5：5、 B 液 0→ 

0.75 mL/min.、40 分間のグラジエント、総流量；1.0 mL/min.、波長；220 nm （検出器感

度；0.160 Au/Fs）、カラムと温度は 1 と同じ。 

 

 

Figure 4. The structures of Acanthopanax senticosus HARMS’s major components. 
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2 実験動物 

6 週齢雄性 Sprague-Dawley （SD）ラットを日本エスエルシー株式会社(SLC, Inc.)から

購入し、標準的なポリカーボネートケージに個別に飼育収容し、7 日間連続したハンドリン

グによる実験者への馴化を行った。ラットは通常餌 （ND：MF、オリエンタル酵母製造株

式会社）と水を自由摂取させ、室温 23±2 ℃、湿度 50-65 ％に維持された部屋で 12 時間

の明暗サイクル （7:00 点灯-19:00 消灯）で飼育した。 

 

3 生体電位送信機埋め込み手術 

1 週間の予備飼育の後、ラットを局所麻酔薬 （ロピバカイン塩酸塩水和物、表面麻酔、

切開部位への滴下） と全身麻酔薬 （ペントバルビタールナトリウム、40 mg/kg、i.p.） で

処置し、無線テレメータ（TR50BB; KAHA sciences Ltd.）を腹腔に埋め込んだ。術後感染

予防のために抗生物質（イミペネム水和物およびシラスタチンナトリウム、8.3 mg/kg）を

筋肉内注射した。手術後 7 日間の回復期間を設け、その間はラットに触れないように飼育

した。 

 

4 動物の選別 

データのばらつきを抑え、サンプル数の少ない実験の再現性を高めるために、以下のよう

な独自の選択方法を用いた。飼育ケージ内での行動について、実験者が害を及ぼすことをラ

ットが認識していると、実験者に警戒して飼育ケージ内の奥側に移動しすることをこれま

での実験で確認している。 この状態で投与やハンドリングを繰り返すことで、強い回避行

動（例えば、ハンドリング中に暴れて暴力的になってケージから逃げようとするなど）や抑

うつ的な行動を示すことが多くあった。逆に、飼育ケージの手前側にいるラットでは、その

ような行動はみられなかった。そこで、飼育施設に入った直後とハンドリング後の飼育ケー

ジ内のラットの位置を記録し、飼育ケージの手前側のラットのみを実験に供した。このよう

なラットは、ハンドリング時の自律神経活動の乱れが少なく、行動薬理試験においても高い

再現性を示した。 

IEBW 装置を用いて、その高架上での行動及び自律神経活動に基づいて大きく 2 種類に

分類し（後述、6.2 改良型高架試験の項を参照）、不安感受性が高いと考えられるラットを

用いて以後の IEBW 試験を行った。 

 

5 薬物投与 

 それらを 3 群 （コントロール[Cont], ASH1%, ASH5%） に分けた。試験食は ND と ASH

エキスを混合して 1％もしくは 5％(w/w)の濃度に調製し、7 日間自由摂取させた。また Cont

群では精製水 1 mL を、ASH 処置群では１％もしくは 5％の ASH 水溶液 1 mL を 1 日 1 回

７日間連続してゾンデを用いて強制経口投与を行った。さらに各行動薬理試験の 30 分前に

最後の強制経口投与を行った。 
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6 心拍変動（HRV）解析による心臓自律神経活動の評価 

 心拍は、安静状態においても心拍間隔の周期的な変動が見られる。この周期的な変動は、

交感神経と副交感神経の入力からなり、周期的変動の周波数の違いからそれぞれの寄与度

を算出することができることから自律神経活動の評価によく用いられている。 

 送信機の埋め込み手術後、心電図データは、飼育ケージ下の遠隔測定受信装置兼充電装置

及びデータ収集システム（PowerLab16/35, PL3516, AD Instruments）、コンピュータを接

続した無線テレメトリーシステムによって経時的に記録した。心臓自律神経活動は、HRV

解析によって評価した。HRV データは LabChart Pro （ver. 8.0、AD Instruments）を使

用して保存および解析した。HRV 解析では、取得した心電図の心拍（R 波とＲ波の間隔）

の時系列変化を解析した。時系列 R-R 間隔変動の周波数領域解析およびパワースペクトル

密度の算出は、高速フーリエ変換アルゴリズムを用いて行った。得られたパワースペクトラ

ムは各周波数に応じて高周波数（high frequency [HF]: 0.6-3.0 Hz）、低周波数（low 

frequency [HF]: 0.2-0.6 Hz）、および超低周波数（very low frequency [VLF]: -0.2 Hz）に

分類した。HF 成分および LF 成分は正規化された単位（HFnu および LFnu）で表した。

HF 成分のパワーは心臓副交感神経活動を示し、LF 成分は副交感神経変調を伴う交感神経

活動を示す。LF/HF は、心臓の交感神経-副交感神経の活動バランスを示す。自律神経解析

は、新奇環境摂食抑制試験 （NSF） 試験では Cont 群及び ASH5%群で、IEBW 試験では

Cont 群、ASH1％群と ASH5％群で実施した。 

 

7 行動薬理試験 

7.1 新奇環境摂食抑制試験（NSF test） 

 NSF 試験は、うつ病/不安様行動の尺度としてよく使用されており、Bodnoff らが報告

している方法(43) に修正を加えて実施した。NSF 試験のスケジュールは、Figure 5A に

記載した。新奇環境として、底面と側面が黒色のビニール袋で覆われた床敷なしのケージ

（NC: Novel Cage、Figure 5B）を用いた。まず、24 時間絶食したラットの飼育ケージ

（HC: Home cage、Figure 5B）での 30 分間の摂食行動を調べた。HC での実験後、餌

を自由摂取とし１日の間隔を置き、再度 24 時間絶食後に 30 分間の NC での試験を行っ

た。HC 及び NC でのエサを食べ始めるまでの時間、30 分間の総摂餌量、最初に 1 分以

上連続して食べるまでの餌のペレットへの接触回数を記録・評価した。 
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Figure 5. Schedule and test apparatus in NSF test. (A) Schedule of the NSF test. FD: 

food deprivation. (B) Modified model of the NSF apparatus. (1) Home cage. (2) Novel 

cage. 

 

7.2 改良型高架試験（IEBW test） 

  ASH エキスの抗不安作用をさらに調べるために、高所ストレスを利用した行動薬理試

験を行った。本実験ではまず、飼育ケージ内（Figure 6A）での自律神経活動の測定と一

般的に用いられている高架型十字迷路（EPM、 Figure 6B）装置上での自律神経活動を

評価することを目的に予備実験を行ったところ、個体差に基づく大きなばらつきが観察

された。そこで 2×4 の板材（180 cm×3.8 cm×8.9 cm）を床面から 190 cm の高さに設

置し、壁のないオープンアーム（140 cm×8.9 cm）とアクリル板の壁で囲まれたクロー

ズドアーム（40 cm×8.9 cm×28.5cm）からなる IEBW 装置（Figure 6C）を作成した。

飼育ケージ及び EPM 装置、IEBW 装置において自律神経活動を測定した。HC では低い

交感神経活動と高い副交感神経活動が観察された （Figure 6 D-F）。EPM 装置（Figure 

6B）上では、ラットの LF/HF および LFnu の値が増加する傾向があったが、この自律神

経活動の変化は、ばらつきが大きく統計学的に有意な差は観察されなかった （Figure 6D-

F）。一方で、IEBW 装置を使用したところ LF/HF と LFnu は HC 条件と比較して有意

に増加した（Figure 6D-F）。そこで、本実験では HC 条件と比較して有意な自律神経活

動の変化が観察された IEBW 試験を用いて ASH エキスによる抗不安作用を解析するこ

ととした。 
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Figure 6. Improved elevated beam walking (IEBW) as an improved version of the 

elevated plus maze (EPM) and analysis of the heart rate variability (HRV) in each 

conditions. The three apparatuses: (A) home cage (HC); (B) EPM, (1) view from above 

and (2) bird's eye view; and (C) IEBW, (1) view from above and (2) view from the side. 

(D) LFnu (normalized unit of the LF value) indicates the sympathetic nervous system 

activity. (E) HFnu (normalized unit of the HF value) indicates the parasympathetic 

nervous system activity. (F) LF/HF indicates the balance of the sympathetic and 

parasympathetic nervous systems. Data are presented as the mean ± SE; n = 6; p < 0.05, 

p < 0.01 vs. HC (repeated measures ANOVA). 

 

また、IEBW 装置上におけるラットの行動及び自律神経活動から大きく 2 種類に分類

できた（個性判別: Type selection）。クローズドアームから 140 cm 離れたオープンアー

ムの先端部にラットを置いて 60秒以内にクローズドアームへと入るラットを Short stay 

type （S type）、一方、60 秒を超えてからクローズドアームに入ったラットを Long stay 

type （L type）と分類した。IEBW 装置上での自律神経活動について、S type は L type 

と比較して交感神経活動を示す LFnu が有意に高い一方で、副交感神経活動を示す HFnu

が有意に低下していた （Figure 7A-C）。この結果から IEBW 試験においてクローズドア

ームへと入るまでの時間が短い S type ラットは L type ラットに比べて不安を感じやす

いことが明らかになった。このことから以降の実験ではすべて S type のラットを用いて

実験を行った。 
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Figure 7. S type rat shows higher sensitivity to anxiety in the IEBW test than L type 

rat. Data are presented as the mean ± SE; n = 4; p < 0.05 vs. L type (unpaired student 

t-test）.  

 

IEBW 試験のスケジュールを Figure 8 に記載した。7 日間の連続投与の後、行動薬理

試験を実施する日には、経口投与 30 分後にクローズドアームから 140 cm 離れたオープ

ンアームの先端部にラットを置き、3 分間の行動（オープンアーム上での滞在時間）と自

律神経活動を評価した。 

 

Figure 8. Schedule of the IEBW test. 

 

8 組織採取 

 行動薬理試験終了 30 分後、ラットを安楽死させ、脳を速やかに取り出し、海馬組織を分

離し-70℃で冷凍保存した。 

 

9 動物倫理に関わる事項 

本研究は、「Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publication)」及

び「実験動物の飼養及び保管等に関する基準」、「鈴鹿医療科学大学動物実験指針」に従って

実施された。すべての実験プロトコールは、鈴鹿医療科学大学動物利用倫理委員会の承認を

得ている（2016 年 4 月 1 日第 1 号）。 
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10 統計解析 

 データは、平均値±標準誤差として示した。統計分析は、SPSS 統計 26（IBM）を用い

て行った。等分散性を Levene の検定で確認し、群間比較には一元配置分散分析（oneway-

ANOVA）を用いた。ANOVA で有意差が認められた場合、Dunnett の t 検定または T3 ポ

ストホック検定を用いて、Cont 群との有意差を検定した。条件間の差については対応のあ

る Student の t 検定もしくは反復測定 ANOVA を用いて有意差を検定した。2 群間の差に

ついては、独立した Student の t 検定によって有意差を検定した。p 値 < 0.05 を有意と設

定した。 
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結果 

1 NSF 試験 

1.1 摂餌行動への影響 

HC 条件では、食べ始めるまでの時間、30 分間の総摂餌量、最初に 1 分以上連続して

食べるまでのペレットへの接触回数について各群間で差は見られなかった（Figure 9A-

C）。 

NC 条件では、ASH1%及び ASH5%群において、Cont 群と比較して餌を食べ始めるま

での時間が有意に短縮した（Figure 9A）。30 分間の餌摂取量は、各群間で差は見られな

かった（Figure 9B）。ASH5%群は Cont 群と比較して最初に 1 分以上連続して食べるま

でのペレットへの接触回数が有意に減少した（Figure 9C）。 

NC 条件では HC 条件と比較すると、いずれの投与群においても餌を食べ始めるまでの

時間が有意に延長していた（Figure 9A）。30 分間の総摂餌量では差はみられなかった

（Figure 9B）。NC 条件において、Cont 群と ASH1%群は最初に 1 分以上連続して食べ

るまでのペレットへの接触回数が HC 条件と比較して有意に増加した（Figure 9C）。 

 

Figure 9. Effects of ASH extract on anxiety-related behaviors induced by mild stress in 

the novelty suppressed feeding (NSF) test. (A) Latency time to start eating. (B) Total 

food intake. (C) The number of pellet touches before the first continuous eating period of 

> 1 min. Data are presented as the mean ± SE; n = 5–6; p < 0.05, p < 0.01 vs. Cont 

group (Dunnett’s t-test). #p < 0.05, ##p < 0.01 vs. HC (paired t-test). 
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 1.2 HRV 解析による自律神経活動の評価 

HC 条件では、各群間で LF/HF 及び LFnu、HFnu の値に差は見られなかった

（Figure10）。対照的に、NC 条件では、ASH5%群は、Cont 群と比較して HFnu が有意

に増加し、LF/HF および LFnu 値が有意に減少した（Figure 10）。 

 

Figure 10. Effects of ASH extract on the autonomic nervous control of heart rate in the 

novelty suppressed feeding (NSF) test. Power spectrum analysis of heart rate variability 

in the NSF test. (A) LFnu (normalized unit of the LF value) indicates the sympathetic 

nervous system activity. (B) HFnu (normalized unit of the HF value) indicates the 

parasympathetic nervous system activity. (C) LF/HF indicates the balance of the 

sympathetic and parasympathetic nervous systems. Data are presented as the mean ± 

SE; n = 6; p < 0.05, p < 0.01 vs. Cont group (unpaired t-test). 

 

2 IEBW 試験 

2.1 オープンアーム滞在時間 

  ASH1%群と ASH5%群では、Cont 群に比べてオープンアームでの滞在時間が有意に

延長した（Figure 11）。 

 

Figure 11. Effects of ASH extract on anxiety-like behaviors induced by strong stress in 

the IEBW test. Time spent in the open arm (sec) are shown. Data are presented as the 

mean ± SE; n = 6–8; p < 0.05, p < 0.01 vs. Cont group (Dunnett’s T3 test). 
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2.2 HRV 解析による自律神経活動の評価 

HC 条件では、投与群間で有意な変化はみられなかった。HC 条件と IEBW 条件を比較

すると、Cont 群において LFnu 及び LF/HF の有意な上昇（Figure 10A, C）に加えて

HFnu の有意な低下（Figure 10B）が観察された。ASH エキス投与により Cont 群で観

察された IEBW 条件による各指標の変化は減弱された。また IEBW 条件において、Cont

群と比較して、LFnu 及び LF/HF の有意な低下（Figure 10A, C）に加えて HFnu の有

意な増加（Figure 10B）が観察された。 

 

Figure 12. Effects of ASH extract on the autonomic nervous system control of heart 

rate in the IEBW test. The power spectrum analysis of heart rate variability (HRV) on 

IEBW. (A) LFnu (normalized unit of the LF value) indicates the sympathetic nervous 

system activity. (B) HFnu (normalized unit of the HF value) indicates the 

parasympathetic nervous system activity. (C) LF/HF indicates the balance of the 

sympathetic and parasympathetic nervous systems. Data are presented as the mean ± 

SE; n = 6–8; p < 0.05, p < 0.01 vs. Cont group (Dunnett’s t-test), #p < 0.05 vs. home 

cage (paired t-test). 



 

16 

 

考察 

ラットは、なじみのない環境で不安を感じるため、餌を食べ始めるまでの時間が長くなる

ことが知られている。代表的なベンゾジアゼピン系抗不安薬であるジアゼパムを投与する

ことで餌を食べ始めるまでの時間が短縮されることから、NSF 試験は薬物の抗不安作用を

調べる行動薬理試験としてよく用いられる(43)。 

本実験では、NSF 試験の結果を標準化するために、NSF 試験を実施する前にラットの HC

条件における行動を確認した。HC 条件において、行動及び自律神経活動のいずれにおいて

も、ASH エキスの投与は影響を与えなかったこと （Figure 9, 10） から、ストレスがない

飼育ケージ条件では行動変化を起こさないことが示唆された。NC 条件での ASH エキスの

効果を検討したところ、ASH エキス配合餌の投与は食べ始めるまでの時間を有意に短縮し、

特に 5％ASH エキス投与では、1 分以上連続して食べるまでのペレットへの接触回数を有

意に減少させた （Figure 9）。よって、ASH エキス投与により新奇環境への不安が緩和さ

れる可能性が示唆された。加えて、NC 条件では、5％ASH エキス投与が交感神経活動を低

下させ、副交感神経活動を増加させたことから （Figure 10）、ASH エキスの抗不安作用が

自律神経活動の面からも確認できた。 

次に不安高感受性ラットを選別し、高所ストレスに対する ASH エキスの影響を調べた。

高所ストレスの動物モデルとして一般的に用いられる EPM 試験を改良した IEBW 試験を

行い ASH エキスの抗不安作用について検討した。Cont 群において、HC 条件と比較して、

IEBW 装置上では LFnu の上昇及び HFnu の低下に加え LF/HF の上昇がみられたことか

ら （Figure 12）、IEBW 装置上のラットは交感神経の活動が活性化し、副交感神経の活動

が低下しており強いストレスを感じていることが考えられた。ASH1％群及び ASH5％群に

おいて、オープンアームでの滞在時間の有意な延長が認められた （Figure 11）。また ASH

エキス投与は、IEBW 装置による交感神経の活性化や副交感神経の抑制を阻害し （Figure 

12）、高所ストレスによる自律神経活動の影響を緩和していることが示唆された。 

以上のことから、ASH エキスは、不安高感受性ラットにおいて NSF 試験で負荷される

ような軽度のストレスのみではなく、高所ストレスのような強いストレスにも効果を示す

ことが示唆された。 
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第 2 節 不安高感受性ラットにおけるエゾウコギエキスの 

海馬 BDNF/TrkB シグナルへの影響 

緒言 

2006 年に Chen らは BDNF の一塩基変異によるアミノ酸置換（Val66Met）が、神経細

胞からの BDNF 分泌不全を起こし、この変異を導入したマウスではストレス環境において、

不安様行動が増加し、この不安様行動の増加は抗うつ薬であるフルオキセチンでは改善で

きないことを報告した(44)。近年の研究では、うつ病の改善には BDNF/TrkB シグナルの活

性化が重要であり、抗うつ薬の投与が海馬での BDNF 発現を増加させることで改善するこ

とが報告されている(25,26,45)。また、海馬における BDNF の過剰発現が抗不安作用を有す

ることが報告されている(46)。さらに、海馬 BDNF の mRNA レベルは、急性ストレスと慢

性ストレスの結果として低下することが報告されている(47)。これらの報告から、ストレス

による不安行動は、海馬 BDNF 発現量の変化と密接に関係していることが示唆されている。

また、ASH 水抽出物を投与したマウスの脳では、CREB の発現量が増加することが報告さ

れている(20)。さらに、ASH エキスはラット副腎髄質褐色細胞腫の株化細胞である PC12

細胞において BDNF の転写を促進して、コルチコステロンによる神経毒性に対して保護作

用を示すことが示唆されている(41)。したがって、第 1 節において観察されたストレス条件

下での ASH エキスの抗不安作用は、BDNF 発現の変化によるものである可能性がある。

そこで、 IEBW 試験後の不安高感受性ラットの脳を用いて、海馬における BDNF/TrkB シ

グナル関連タンパク質のウエスタンブロット解析と特異的抗 BDNF 抗体を用いた免疫染

色解析を行った。 
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実験方法 

1 ウエスタンブロッティング 

 IEBW 試験後のラットから採取した海馬にタンパク質分解酵素阻害剤や脱リン酸化酵素

阻害剤を含む組織懸濁溶剤を加え組織懸濁液を作成後、10％ドデシル硫酸ナトリウム-ポリ

アクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）で分離し、ゲル中のタンパク質を Immun-Blot 

PVDF 膜（Bio-Rad, Hercules, CA, USA）に転写した。PVDF 膜を、3％ウシ血清アルブミ

ン（BSA）を含む TBST（トリス緩衝食塩水、0.1% Tween 20）でブロッキングし（１時間、

室温）、次いで BDNF（ab108319、Abcam）、および TrkB（#4603S、Cell Signaling 

Technology, Inc. [CST]）、p-TrkB（#4619S、CST）、p-CREB（#9198S、CST）、CREB

（#9197S、CST）、β-アクチン（#4970S、CST）に対する一次抗体希釈液（1：1000）で、

インキュベートした（４℃、一晩）。これをワサビペルオキシダーゼ（HRP）標識二次抗体

（#7074S、1:1000、CST）でインキュベートした（１時間、室温）。免疫応答性バンドは、

化学発光検出キットを用いて検出し、可視化にはライトキャプチャーAE-6971/2 装置

（ATTO）を用いた。化学発光強度を、CS アナライザー4（ATTO）を用いて数値化した。

BDNF 及び pTrkB、pCREB は β-アクチン、総 TrkB、又は CREB で標準化した。 

 

2 免疫染色法 

ラット脳を 4%パラホルムアルデヒドで固定（４℃、一晩）した後、凍結保護のために10%、

20%、30%スクロース・リン酸緩衝生理食塩水（PBS）に順次浸漬（4℃）し、ドライアイ

スで凍結した。凍結した脳は、Tissue-TekⓇ O.C.T. compound（サクラファインテックジャ

パン株式会社）を用いて包埋し、-80℃で保存した。その後、クライオスタットを用いて-15℃

で厚さ 10 μm の組織切片を作製した。作製した組織切片を PBS で満たしたシャーレに収

集し、10%BSA を含む PBS でインキュベートし（１時間、室温）、次いで抗 BDNF 抗体

希釈液（Sc-20981、1:100、Santa Cruz Biotechnology）中でインキュベートした（3 日間、

4℃）。二次抗体希釈液（＃4413S、1:1000、CST）中でインキュベートした（2 時間、室

温）。切片を MAS コートスライドグラス（松浪硝子工業）にのせ、封入剤 FluoromountTM

（Diagnostic BioSystems）を用いて封入した。画像は、蛍光顕微鏡（BZ-9000、キーエン

ス）で撮影した。 

 

3 統計解析 

データは、平均値±標準誤差として示した。統計分析は、SPSS 統計 26（IBM）を用いて

行った。等分散性を Levene の検定で確認し、群間比較には一元配置分散分析（oneway-

ANOVA）を用いた。ANOVA で有意差が認められた場合、Dunnett の t 検定または T3 ポ

ストホック検定を用いて、Cont 群との有意差を検定した。p 値 < 0.05 を有意と設定した。 
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結果 

1 ウエスタンブロッティング 

 Cont 群及び ASH1%群、ASH5%群において、各ラットの脳から海馬を摘出し、ウエス

タンブロッティング法により BDNF/TrkB シグナル関連タンパク質の発現を解析した。

ASH1%群の海馬 BDNF 発現量は Cont 群と同程度であったが、ASH5%群では有意に増加

していた（Figure 13A）。さらに、ASH5%群では、BDNF の受容体である TrkB のリン

酸化が有意に上昇し、次いで、BDNF/TrkB シグナルカスケード下流の cAMP 応答エレメ

ント結合タンパク質（CREB）のリン酸化が有意に上昇した（Figure 13B, C）。 

 

Figure 13. Effects of ASH extract on hippocampal BDNF/TrkB signaling. Analysis of 

hippocampal (A) BDNF, (B) phospho-TrkB (pTrkB), and (C) phospho-CREB (pCREB) 

protein levels by western blotting. BDNF was normalized by β-actin, whereas pTrkB and 

pCREB were normalized by total TrkB and CREB, respectively. Each value is presented 

as a ratio vs. Cont group. Data are presented as the mean ± SE; n = 4–5; p < 0.05 

compared with the Cont group (Dunnett’s t-test). 
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2 免疫染色 

 次に、Cont 群及び ASH5%群の海馬における BDNF タンパク質の免疫組織学的解析を

行った。5%ASH エキスを経口投与したラット海馬では、BDNF 陽性タンパク質の顕著な

増加が観察された（Figure 14）。 

 

Figure 14. Immunohistochemical staining for hippocampal BDNF. Representative 

images of staining with the anti-BDNF antibody in (A) Cont and (B) ASH5% are shown. 
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考察 

5%ASH エキスを投与した不安高感受性ラットの海馬における BDNF タンパク質の発現

量が有意に増加し、TrkB、CREB のリン酸化も有意に増加することが明らかとなった。さ

らに、免疫組織学的解析においても、5%ASH エキスを投与した場合、ラット海馬における

BDNFの発現が著しく上昇することが確認された。不安様行動の減少が観察されたASH1％

群において BDNF/TrkB シグナルの活性化が見られなかったことから、ASH エキスによる

BDNF/TrkB シグナルの活性化には至適投与量が存在することが示唆された。また ASH エ

キス投与による IEBW 装置上での行動の変化には一部濃度依存性が見られたため、5%ASH

エキス投与による不安様行動の減少は BDNF/TrkB シグナルが介在することにより

ASH1%群よりも強い作用が見られた可能性がある。 

海馬アストロサイトに BDNF を過剰発現させることで神経新生を促し不安様行動の減少

を示すこと(48)や海馬腹側部の CA1 領域には不安に関連する細胞群が存在すること(49)が

報告されている。また、海馬背側部における BDNF/TrkB シグナルカスケード下流の Erk

の活性化により抗不安様行動が増加した報告(50)もあり、海馬での BDNF 発現量の増加は

抗不安作用を誘導する強いファクターであると考えられる。 

以上のことから、不安高感受性ラットにおいて 5％ASH エキスによる海馬での

BDNF/TrkB シグナルの活性化が抗不安作用を強めている可能性が示唆された。 
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第 3 節 小括 

 第 1 章では、2 種類の行動薬理試験を通して通常ラット及び不安高感受性ラットにおいて

ASH エキス投与がストレス環境下での不安様行動の減少や自律神経活動の安定化をもたら

し、抗不安作用を示すことを確認した。また、行動薬理試験のストレスによる交感神経の活

性化及び副交感神経の抑制を ASH エキスが減弱することが明らかとなった。5％ASH エキ

ス投与は、抗不安作用に関連する海馬 BDNF/TrkB シグナルを活性化することが示唆され

た。以上の結果から、抗不安作用を有する ASH エキスは、メンタルヘルスにおいて有益な

サプリメントや予防薬になり得ると考えられる。 

 

Figure 15. Acanthopanax senticosus HARMS extract induced the anxiolytic behavior, 

the stabilization of autonomic nervous system (ANS) activity and BDNF/TrkB 

signaling activation. 
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第 2 章 

不安高感受性ラットにおけるエゾウコギエキス含有成分の 

抗不安作用及び海馬 BDNF/TrkB シグナルへの影響 

緒言 

第 1 章において、不安高感受性ラットへの ASH エキス投与が、強いストレス条件下での

行動及び自律神経活動の観点から抗不安作用を示し、海馬 BDNF/TrkB シグナルを活性化

することが明らかとなった。第 1 章で用いた ASH エキスは、クロロゲン酸（CHA: 829.5 

mg/100 g）、エレウテロサイド E（SYG: 625.2 mg/100 g）、シリンギン（SYR: 325.2 mg/100 

g）、イソフラキシジン （ISO: 101.4 mg/100 g）、エレウテロサイド B1（95.2 mg/100 g）

を含有していた。これらの生理活性物質の活性については様々な報告がされている

(18,19,51)。CHA は、植物における重要な二次代謝物であり、人の食事に豊富に含まれるポ

リフェノール化合物である。CHA の主な作用として、抗酸化作用、抗炎症作用、抗菌作用、

抗ウイルス作用、血糖降下作用、脂質低下作用、心血管疾患予防作用、抗変異原性作用、抗

がん作用、免疫調節作用などが in vitroおよび in vivoでの研究で明らかにされている(52)。

SYG は ASH の根や茎に豊富に含まれているリグナン配糖体である。SYG は、免疫賦活化

作用やがんの転移に関わるマトリックスメタロプロテアーゼなどの遺伝子の転写抑制作用、

NF-κB/AP-1 活性阻害作用による炎症反応調節作用を示すことが報告されている(18)。SYR

は、ASH エキスに含まれるリグノール配糖体であり、エレウテロサイド B とも呼ばれてい

る。抗酸化作用、放射線防護作用、免疫調節作用、抗炎症作用、血糖降下作用、抗疲労作用

が報告されている(51)。ISO は、ASH の根に含まれるクマリン化合物の 1 つで、抗疲労作

用、抗ストレス作用、免疫補助作用を有する。また、ISO はアルドース還元酵素阻害作用、

抗白血病作用、抗マラリア作用、がん予防作用、胆汁分泌促進作用が報告されている(51)。

これら 4 成分については、炎症・免疫の調節作用や抗がん作用、代謝性疾患に対する作用な

ど幅広く検討されている。 

しかし ASH エキスの抗不安作用に関連する含有成分については依然として不明である。

そこで本章では、オープンフィールド試験 （OFT）と EPM 試験を改良した IEBW 試験を

用いてラットの不安様行動を評価し、また IEBW 試験時の HRV 解析により自律神経活動

を評価し不安高感受性ラットにおけるASHエキスの抗不安作用に関与する有効成分の同定

を試みた。 
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第 1 節 不安高感受性ラットにおけるエレウテロサイド E 及び 

クロロゲン酸の抗不安作用 

緒言 

ASH エキスは強制水泳時間を延長させ、この作用は SYG においても同様の効果が報告

されている(53)。また、ASH エキスが水浸拘束ストレスにより誘発される胃潰瘍の発症を

抑制し、その作用は ASH エキス中でも含有量が特に多い CHA や SYG においても観察さ

れ、中でも SYG が最も強く、CHA はその次に強い胃潰瘍発症抑制作用持つことが報告さ

れている(38)。このことからこの 2 成分は特に ASH エキスの抗ストレス作用に寄与してい

る可能性が高いと考えられた。SYG は TNF-α 及び IL-6、AP-1、NF-κB の産生抑制や酸化

ストレスの減弱を介して抗炎症作用を示す(54–56)ことや肥満糖尿病モデル db/db マウスに

おいてインスリン抵抗性を改善し、肝臓での解糖系の亢進やグルコース利用を低下させる

ことで糖代謝を調節する作用(57)が報告されている。SYG はマウスにおいて断眠ストレス

による体重減少や記憶能力の低下を改善し、海馬内のセロトニンやドパミンの濃度に影響

与えること(58)や、SYG のアグリコンである (+)‐シリンガレジノールは、興奮性シナプス

伝達を抑制する(59)ことが報告されている。CHA は抗酸化作用を示すポリフェノール化合

物であり、GABAA 受容体を介して誘導される抗不安作用が報告されている(60)。これらの

知見から、ASH エキスによる心理的ストレスの軽減は、これらの成分が中枢神経系へ作用

することを介して生じることが考えられる。しかし各成分の ASH エキスの抗不安作用に対

する寄与は不明である。 

そこで本節では、OFT と IEBW 試験 を用いて、SYG 及び CHA の 2 成分の行動への影

響を評価した。また行動薬理試験時の HRV 解析により自律神経活動を評価し SYG 及び

CHA の抗不安作用を解析した。 
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実験方法 

1 被験物質 

1.1 ASH エキス 

第 1 章第 1 節で用いた ASH エキスを用いた。 

 

1.2 SYG の単離 

ASHエキス粉末（1250 g）を、MeOH（3750 mL、3 h×2）を用いて還流条件下で抽出

した。抽出物を濾過し、次いで減圧下で濃縮した。得られた濃縮液をH2Oに懸濁し、Et2O、

CHCl3、及びn-BuOHで連続的に抽出した。n-BuOH抽出物（219 g）を5つに分離し、各

画分（約 41 g）をSiO2カラムクロマトグラフィー（φ8.0×25.0 cm）にかけ、

CHCl3/MeOH/H2O （450：50：5）で溶出した。Rf値が0.55（CHCl3/MeOH/H2O = 70:30:5）

の化合物を含む画分を回収し、濃縮した。得られた残渣をSiO2カラムクロマトグラフィー

（Ø 3.0 × 19.0 cm）でさらに精製し、EtOAc/CHCl3/MeOH（2:2:1）で溶出した。Rf値が

0.15（EtOAc/MeOH = 7:3）の化合物を含む画分を回収し、濃縮した。MeOHからの再結

晶により、650 mgの白色沈殿物が得られた。純度は、Cosmosil® 5C18-AR-IIカラム（4.6 

× 250 nm）を用いた220 nmでの紫外吸収から測定した。HPLCの溶媒は以下の通りであ

った。 

移動相: A液, 0.05% トリフルオロ酢酸水溶液; B液, 0.05% トリフルオロ酢酸-アセトニ

トリル溶液.  

検出カラムを流速1 mL/min、5分間、90%A液で溶出し、その後、40分間にわたって90%A

液から50%A液への直線的なグラジエントで溶出した。保持時間（tR）を分単位で記録し

た（tR = 22.2分、純度91.0%）。単離された物質をESI-MSにより分析したところ分子式

C34H46O18（742.2684 g/mol）およびm/z [M+Na]+ 765.2618（calcd, 765.2582）を有し、

標準品のSYGと比較を行うことで同定した。 

 

2 実験動物 

 雄性 SD ラット（IEBW 試験では 6 週齢、OFT では 7 週齢）を日本エスエルシー株式会

社から購入し、標準的なポリカーボネートケージに個別に飼育し、7 日間連続したハンドリ

ングによる実験者への馴化を行った。ラットは通常餌と水を自由摂取させ、室温 23±2 ℃、

湿度 50-65 ％に維持された部屋で 12 時間の明暗サイクル （7:00 点灯-19:00 消灯）で飼育

した。 
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3 手術 

1 週間の予備飼育の後、ラットを局所麻酔薬 （ロピバカイン塩酸塩水和物、表面麻酔、

切開部位への滴下） と全身麻酔薬 （ペントバルビタールナトリウム、40 mg/kg、i.p.） で

処置し、無線テレメータ（TR50BB; KAHA sciences Ltd.）を腹腔に埋め込んだ。術後感染

予防のために抗生物質（イミペネム水和物およびシラスタチンナトリウム、8.3 mg/kg）を

筋肉内注射した。手術後 7 日間の回復期間を設け、その間はラットに触れないように飼育

した。  

 

4 実験動物の選別 

第１章第１節と同様に IEBW 装置を用いて不安高感受性ラットの選別を行った。 

 

5 薬物投与 

 第 1 章第 1 節における ASH5％群における ASH エキスの摂餌量に基づき、各薬物の体重

当たりの投与量（CHA [Sigma-Aldrich, C3878], 40 mg/kg；SYG, 32 mg/kg；Mix, CHA [40 

mg/kg] と SYG [32 mg/kg] の混合物）を決定した。本実験では、ポジティブコントロール

としてクロキサゾラム（CLO、SepazonTM、0.2 mg/kg）を使用した。各薬物は精製水 1 mL

に溶解して 1 日 1 回７日間連続してゾンデを用いて強制経口投与を行った。さらに各行動

薬理試験の 30 分前に（Cont、CHA、SYG、Mix）または 2 時間前（CLO）に最後の経口

投与を行った。OFT では、ASH 群も設定し、第 1 章第 1 節と同様に ASH エキスの投与も

行った。 

 

6 自律神経活動の評価 

第 1 章第 1 節と同様に心電図データを無線テレメトリーシステムによって経時的に記録

した。心臓自律神経活動は、R-R 間隔変動のスペクトル分析によって評価した。R-R 間隔変

動の周波数領域分析およびパワースペクトルを、高速フーリエ変換アルゴリズムを用いて

算出し、得られたパワースペクトラムを各周波数に応じて高周波数（HF: 0.6-3.0 Hz）、低

周波数（LF: 0.2-0.6 Hz）、および超低周波数（VLF: -0.2 Hz）に分類した。LF 成分および

HF 成分は標準化された単位（LFnu および HFnu）で表示した。HFnu は心臓副交感神経

活動を示し、LFnu は副交感神経変調を伴う交感神経活動を示す。LF/HF は、心臓の交感

神経-副交感神経の活動バランスを示す。自律神経解析は、IEBW 試験において実施した。 
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7 行動薬理試験 

7.1 オープンフィールド試験（OFT） 

OFTは新奇環境下におけるげっ歯類の自発運動や壁のない中心部での滞在時間などの

探索行動を指標として不安状態を評価するためによく用いられる。 

本実験ではBroadhurstにより考案されたもの(61) に修正を加えて実施した。OFTのス

ケジュールをFigure 16Aに示す。Figure 16Bに示す円形オープンフィールド装置（OF-

25R、直径75 cm、壁高40 cm、室町機械）を使用した。装置は、Figure 16Cに記載され

ているように3つの区画に分割した。ラットをオープンフィールド装置に入れ、10分間自

由に探索させた。オープンフィールド装置内の活動をビデオカメラで記録し、ANY-

maze™ （Stoelting Co.）を用いてラットの行動を分析し、装置内での自発運動に加えて、

各区画での滞在時間を解析した。 

 

Figure 16 (A) Schedule and (B）apparatus, (C) sectioning in the open-field test. 

 

7.2 IEBW 試験 

 第 1 章第 1 節と同様に IEBW 装置を用いて行った。経口投与 30 分後にラットをオー

プンアームの先端部におき、3 分間自由に探索させた。その時の行動及び自律神経活動を

記録した。Figure 8 に示した実験スケジュールに即して実施した。 
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8 組織採取 

行動薬理試験の後、ラットを安楽死させ、脳を速やかに摘出し、海馬組織を分離し-70℃

で冷凍保存した。 

 

9 動物倫理に関わる事項 

本研究は、「Guide for the Care and Use of Laboratory Animals（NIH Publication)」及

び「実験動物の飼養及び保管等に関する基準」、「鈴鹿医療科学大学動物実験指針」に従って

実施された。すべての実験プロトコールは、鈴鹿医療科学大学動物利用倫理委員会の承認を

得ている（2016 年 4 月 1 日第 1 号）。 

 

10 統計解析 

データは、平均値±標準誤差として示した。統計解析は、SPSS26（IBM）を用いて行っ

た。等分散性をLeveneの検定で確認し、グループ間比較には一元配置分散分析（oneway-

ANOVA）を用いた。ANOVAで有意差が認められた場合、Dunnettのt検定またはT3ポスト

ホック検定を用いて、Cont群との有意差を検定した。2群間の差は、独立したStudentのt検

定を用いて有意差を検定した。p値 < 0.05を有意と設定した。 
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結果 

1 OFT 

 総移動距離および総移動時間は、ASH5％、Mix、およびCLO群で、コントロール（Cont）

群よりも有意に増加していた（Figure 17 A, B）。CHA群及びSYG群もまた、これらのパラ

メータを増加させたが、その差は有意ではなかった。Figure 16Cに示すように装置を3つの

区画に分割し、各区画への侵入回数を測定した。別の区画への総進入数は、投与群において

増加する傾向があった（Figure 17C）。各区画への進入数の総進入数に対する比率は、各群

間で差は見られなかった（Figure 17D-F）。 

 

Figure 17. Effects of Acanthopanax senticosus HARMS (ASH), its major components 

(chlorogenic acid [CHA], eleutheroside E [SYG], and a mixture of both [Mix]), and 

cloxazolam (CLO) on anxiety-related behaviors induced by mild stress in the open field 

test. (A) Total distance traveled. (B) Total time mobile. (C) Total entries into another 

area (count). (D) Ratio of entries into another zone to the total entries. (E) Ratio of 

entries into zone b to the total entries. (F) Ratio of entries into zone c to the total 

entries. Data are presented as the mean ± SE; n = 5–6; p < 0.05, p < 0.01 vs. Cont 

group (Dunnett’s t-test). 
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2 IEBW 試験 

2.1 オープンアーム滞在時間 

CHA群とMix群では、Cont群に比べてIEBW試験におけるオープンアームの滞在時間

が有意に増加した（Figure 18）。また、SYGを投与したラットでもオープンアームの滞

在時間が長くなったが、その差は有意ではなかった。また、ポジティブコントロールであ

るCLOを投与したラットでは、滞在時間の延長傾向を示したが有意ではなかった（Figure 

18）。 

 

Figure 18. Effects of the major components of Acanthopanax senticosus HARMS 

(chlorogenic acid [CHA], eleutheroside E [SYG], and a mixture of both [Mix]) and 

cloxazolam (CLO) on anxiety-like behaviors induced by strong stress in the improved 

elevated beam walking test. Data are presented as the mean ± SE; n = 5–7; p < 0.01 

vs. Cont group (Dunnett’s T3 test). 

 

2.2 HRV 解析による自律神経活動の評価 

テレメータを移植したラットのホームケージでの安静時の自律神経活動を測定した。

その結果、各群間で自律神経活動に差は見られなかった（Figure 19）。その後、IEBW 条

件で自律神経 活動を測定した。 IEBW 条件ではホームケージ条件と比較すると、Cont

群で LFnu 値が有意に増加し、HFnu 値が有意に減少した。また、LF/HF 値の有意な増

加も観察された。CHA 群においても LFnu 値、LF/HF 値が有意に高く、HFnu 値が有意

に低い値を示した。SYG 群では、HFnu 値のみが有意に低下していた。一方で Mix 群と

CLO 群では Cont 群で見られた変化は観察されなかった。IEBW 条件において Cont 群

と比較して SYG 群、Mix 群、CLO 群では、HFnu 値が有意に増加し、LFnu 値、LF/HF

値が減少した（Figure 19A-C）。しかし、CHA 群では有意な変化は見られなかった。 
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Figure 19. Effects of the major components of Acanthopanax senticosus HARMS 

(chlorogenic acid [CHA], eleutheroside E [SYG], and a mixture of both [Mix]) and 

cloxazolam (CLO) on the autonomic nervous system control of heart rate in the improved 

elevated beam walking (IEBW) test. The power spectrum analysis of heart rate 

variability in the home cage and in the IEBW test. (A) Normalized low-frequency (LF) 

power (LFnu) reflects sympathetic nervous system activity. (B) Normalized high-

frequency (HF) power (HFnu) reflects parasympathetic nervous system activity. (C) 

LF/HF indicates the balance between sympathetic and parasympathetic nervous system 

activities. Data are presented as the mean ± SE; n = 5–8; p < 0.05, p < 0.01 vs. Cont 

group (Dunnett’s t-test), #p < 0.05 vs. each group in home cage (paired t-test). 
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考察 

Jin らは、OFT において ASH エキスがマウスの各区分の横断回数や立ち上がり回数に影

響を与えないことを報告している(20)。そこで、本実験では OFT におけるラットの各区画

への進入回数、総移動距離、総移動時間を調べた。総移動距離及び総移動時間は、ASH 群、

Mix 群、CLO 群の方が Cont 群と比較して有意に増加していた（Figure 17A, B）。しかし、

OFT において主要な不安様行動と考えられる中央区画への進入回数は、各群間で有意な変

化は見られなかった（Figure 17F）。ASH エキスおよび Mix は、Jin らが以前に報告した

ように、不安様行動の指標とされる壁に沿って移動する性質（接触走性: thigmotaxis）には

効果を及ぼさなかった（Figure 17C）。一方で、新奇環境下での不安や恐怖により誘発され

る自発運動の抑制を改善した。ベンゾジアゼピン系薬剤によるオープンフィールド装置で

の自発運動量の増加は、不安により誘発される自発運動抑制の解除（脱抑制）によるものと

考えられており(62)、ASH 群および Mix 群で見られた自発運動量の増加は、部分的な抗不

安作用によるものである可能性が考えられる。したがって、ASH エキス及び Mix は、OFT

において示されたように CLO と同様に部分的な抗不安作用を有していると考えられる。第

1 章第 1 節において示された ASH エキスの結果では、オープンアームでの滞在時間が延長

され、IEBW 装置上での交感神経活動の上昇と副交感神経活動の抑制が改善されていた。

そこで本節では有効成分を特定するために、ASH エキスとその成分の結果を比較しこれま

での知見を考慮して検討した。CHA はオープンアームでの滞在時間を延長し、IEBW 試験

での副交感神経活動の抑制を緩和させる傾向がったのに対し、SYG は交感神経活動の上昇

と副交感神経活動の抑制を改善した（Figure 18, 19）。CHA は、ベンゾジアゼピン受容体

を介して GABA による作用を高めることで EPM 試験におけるオープンアームでの滞在時

間の延長や侵入回数の増加などの抗不安作用を発揮すること(60)や OFT で中央区画での滞

在時間に影響を与えないこと(63) が報告されていることから、CHA 投与における行動薬理

試験の結果はこれまでの報告と一致していた。さらに、CHA がヒトの副交感神経活動を増

強するという報告(64)は、CHA が IEBW 試験において行動では有意な変化が見られなかっ

たが副交感神経の抑制を減弱させる傾向があった結果と一致していた。SYG は、海馬のセ

ロトニンとドパミンの濃度を変化させることで、断眠ストレスによる行動障害を回復させ

ること (57）や、そのアグリコンである(＋)‐シリンガレジノールが、興奮性シナプス伝達

を抑制する作用も有する(59)ことが報告されている。ASH エキスにおいても同様に脳内モ

ノアミンの濃度に影響を与えることが知られている(42)。今回の研究では、SYG が心臓の

自律神経活動を調節し（Figure 19）、有意ではなかったがラットの行動を変化させることが

観察された（Figure 18）。これらの効果は、先行研究においても報告されていた神経活動調

節作用に起因するものだと考えられる。さらに行動学的に有意な変化をもたらした CHA と

自律神経安定化作用を示した SYG との混合投与（Mix）は、IEBW 試験において行動と自

律神経活動の両方において抗不安作用を示した（Figure 18, 19）。 
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以上のことから、Mix 群の結果は ASH エキスの結果と一致しており、ASH エキスの抗

不安作用は、不安高感受性ラットにおいて CHA の行動学的作用と SYG の神経学的作用の

複合的な作用によって誘導される可能性が高いと考えられる。 

本研究では、ポジティブコントロールとしてベンゾジアゼピン系薬剤の1つであるCLOを

用いた。一般に、主要な抗不安薬であるベンゾジアゼピン系薬剤は、OFTにおいて自発運動

や中央区画での滞在時間を延長させ、EPM試験においてオープンアームへの進入回数とオ

ープンアームでの滞在時間を延長させることが知られている。本実験では、CLOはOFTに

おける自発運動を増加させ、IEBW試験ではオープンアームでの滞在時間には影響を与えな

かった（Figure 17, 18）。また、CLOは、IEBW試験において高所ストレスの自律神経活動

への影響を緩和した（Figure 19）。これまでCLOの自律神経活動を調べた試験は行われて

いないが、その他のベンゾジアゼピン系薬剤がヒトの心臓自律神経活動に及ぼす影響は多

くの研究で報告されている。しかし、その結果は一貫していなかった(65–72)。これらの実

験結果の不一致は条件（e.g. 使用薬剤の違い、ストレッサーの有無、麻酔の使用、基礎疾患

など）が異なるためであると考えられている。Cloosらの報告によると、ベンゾジアゼピン

系薬剤の効果（鎮静作用、筋弛緩作用、抗痙攣作用、抗不安作用）は、各薬剤の間でそれぞ

れの強さが異なると報告されている(73)。Cloosらの報告では、CLOは鎮静作用・筋弛緩作

用・抗痙攣作用が弱く、抗不安作用が強いとされている。しかし、我々の実験では、CLOは

不安の程度が弱いと考えれるOFTにおいて有意な不安様行動の減少を示したが、不安の程

度がより強いと考えれるIEBW試験では不安様行動の減少が認められなかった（Figure 17, 

18）。一方で、ASHエキス主要成分（CHAとSYG）の混合物は、いずれの不安状態におい

ても有効であった。CLO群はクローズドアームへすぐに入り、クローズドエリア内での無

動時間が延長したことから鎮静や筋弛緩が起こっていた可能性が考えられる。 

したがって、CLOは自律神経活動を調節するが、鎮静や筋弛緩も引き起こしていると考

えられる。そのため、CLOの使用には細心の注意が必要であることが示唆される。CLOの

薬理作用についての研究は多くないが、本研究では、行動（OFTとIEBW）と自律神経活動

（IEBW）に対するCLOの結果から、抗不安薬として使用する際の注意点について新たな知

見が得られた。 
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第 2 節 不安高感受性ラットにおけるエレウテロサイド E 及び 

クロロゲン酸の海馬 BDNF/TrkB シグナルへの影響 

緒言 

 BDNF は、神経新生やシナプス可塑性、認知や情動に重要な役割を果たしている

(24,25,27,74,75)。最近の研究では、海馬における BDNF の発現増加が不安様行動の減少と

関連していることが報告されている(46,48,76–79)。一方で、ストレス誘発性グルココルチ

コイドは BDNF の発現を低下させ、海馬のシナプス可塑性と記憶力を低下させることが示

唆されている(80–82)。ASH エキスは、神経毒性に対する保護効果を有し(39,40,42,83)、

BDNF mRNA レベルを増加させること(41)が報告されている。第 1 章第 2 節において ASH

エキスが海馬での BDNF 発現を増加させることを報告した(84)。ASH エキスの抗不安作用

は、BDNF/TrkB シグナルの調節を介して発揮される可能性がある。しかし、海馬の

BDNF/TrkB シグナル伝達に対する作用に寄与する ASH エキスの有効成分は不明である。 

SYG の分子薬理学的作用は、炎症関連分子においてよく研究されている。コラーゲン誘

発性関節炎モデルにおいて血清中の TNF-α や IL-6、IL-23 濃度を低下させること(85)や、

IκBα のリン酸化や NF-κB のサブユニット p65 の核内移行を抑制すること(54)が報告され

ている。また、神経科学領域では、イソフルラン誘発性認知機能障害モデルにおいてアセチ

ルコリン及びコリンアセチルトランスフェラーゼ、α7 型ニコチン性アセチルコリン受容体、

NMDA 型グルタミン酸受容体のサブユニット 2B の減少を抑制することが報告されている

(86)。 

 CHA は、アルツハイマーモデル APP/PS1 マウスおよびアミロイドβ（25-35）曝露ヒト

神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞において、mTOR/TFEB シグナル伝達経路により誘導される

カテプシン D タンパク質発現を上昇させること(87)や、PC12 細胞において、コルチコステ

ロンによるオートファジーやアポトーシスの誘導、Akt/mTOR シグナル伝達経路の抑制を

改善すること(88)、分子ドッキング法において神経型一酸化窒素合成酵素（nNOS）や

NMDA 受容体に対して阻害薬様の結合様式を示すこと(89)が報告されている。 

しかし、SYG 及び CHA が不安高感受性ラット海馬 BDNF/TrkB シグナルに与える影響

については不明である。そこで本節では SYG 及び CHA による海馬 BDNF/TrkB シグナル

への影響についてウエスタンブロッティング法及び免疫染色法で解析した。 
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実験方法 

1 ウエスタンブロッティング 

 IEBW 試験後のラットから採取した海馬にタンパク質分解酵素阻害剤や脱リン酸化酵素

阻害剤を含む組織懸濁溶剤を加え組織懸濁液を作成後、SDS-PAGE で分離し、ゲル中のタ

ンパク質を AmershamTM Hybond PTM PVDF 0.45 膜（Cytiva）に転写した。PVDF 膜を、

5％BSA を含む TBST 中でブロッキングし（1 時間、室温）、次いで BDNF（ab108319、

abcam）、TrkB（#4603S、CST）、p-TrkB（#4619S、CST）、p-CREB（#9198S、CST）、

CREB（#9197S、CST）、および β-アクチン（#4970S、CST）に対する一次抗体希釈液（1：

1000）で、インキュベートした（一晩、4℃）。これを HRP 標識二次抗体希釈液（#7074S、

1:1000、CST）でインキュベートした（1 時間、室温）。免疫応答性バンドは、化学発光検

出キットを用いて検出し、可視化にはライトキャプチャーAE-6971/2 装置を用いた。化学

発光強度を、CS アナライザー4 を用いて数値化した。BDNF 及び pTrkB、pCREB は β-ア

クチン、総 TrkB、又は CREB でそれぞれ標準化した。 

 

2 免疫染色法 

ラット脳を 4%パラホルムアルデヒド中で固定した（一晩、4℃）後、凍結保護のために

10%、20%、30%スクロース・PBS に順次浸漬し（4℃）、ドライアイスで凍結した。凍結し

た脳は、Tissue-TekⓇ O.C.T. compound を用いて包埋し、-80℃で保存した。その後、クラ

イオスタットを用いて-15℃で厚さ 10 μm の組織切片を作製した。作製した組織切片を

PBS 中に採取し、10%BSA を含む PBS 中でインキュベートし（1 時間、室温）、次いで抗

BDNF 抗体（Sc-20981、1:100、Santa Cruz Biotechnology）でインキュベートした（3 日

間、4℃）。そして二次抗体希釈液（＃4413S、1:1000、CST）でインキュベートした（2 時

間、室温）。切片を MAS コートスライドグラスにのせ、封入剤 FluoromountTMを用いて封

入した。画像は、蛍光顕微鏡（BZ-9000、キーエンス）で撮影した。 

 

3 統計解析 

 データは、平均値±標準誤差として示した。統計分析は、SPSS統計26 （IBM） を用いて

行った。等分散性をLeveneの検定で確認し、群間比較には一元配置分散分析（oneway-

ANOVA）を用いた。ANOVAで有意差が認められた場合、Dunnettのt検定ポストホック検

定を用いて、Cont群との有意差を検定した。p値 < 0.05を有意と設定した。 
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結果 

1 ウエスタンブロッティング 

Cont 群、CHA 群、SYG 群、および Mix 群について、各ラットの脳から海馬を切除し、

ウエスタンブロッティングによって BDNF/TrkB シグナル関連タンパク質の発現およびリ

ン酸化を検出した。海馬の BDNF タンパク質発現の有意な増加は、SYG 群と Mix 群で観

察されたが、CHA 群では観察されなかった（Figure 20）。さらに、Mix 群では、BDNF 受

容体である TrkB のリン酸化が有意に上昇し、BDNF mRNA の転写促進に関連する CREB

のリン酸化が有意に上昇した（Figure 20B、C）。一方、CREB のリン酸化は SYG 群で有

意に増加したが、TrkB のリン酸化の増加は有意ではなかった（p = 0.055）。 

 

Figure 20. Effects of the major components of Acanthopanax senticosus HARMS 

(chlorogenic acid [CHA], eleutheroside E [SYG], and a mixture of both [Mix]) on 

hippocampal brain-derived neurotrophic factor (BDNF) / tropomyosin receptor kinase B 

(TrkB) signaling. Analysis of hippocampal (A) BDNF, (B) phospho-tropomyosin receptor 

kinase B (pTrkB), and (C) phospho-cAMP response element binding protein (pCREB) 

protein levels by western blotting. BDNF expression was normalized to β-actin 

expression, whereas pTrkB and pCREB levels were normalized to those of TrkB and 

CREB, respectively. Each value is presented as a ratio vs. Cont group. Data are 

presented as the mean ± SE; n = 5;p < 0.05, p < 0.01 vs. Cont group (Dunnett’s t-test). 
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2 免疫染色 

 Cont 群と SYG 群、 Mix 群の海馬 BDNF タンパク質発現の免疫組織学的解析を行っ

た。その結果、SYG 群と Mix 群ともにラット海馬において BDNF タンパク質の発現が顕

著に増加していることが確認された（Figure 21）。また、SYG 群では BDNF 発現の増加

が一部の領域（アンモン角 [cornu ammonis: CA] 2-3 と歯状回 [dentate gyrus: DG]）に

見られたのに対し、Mix 群では CA 全体と DG で BDNF の発現が増加していた（Figure 

21）。 

 

Figure 21. Immunohistochemical staining for hippocampal brain-derived neurotrophic 

factor (BDNF). Representative images of staining using anti-BDNF antibody in the (A) 

Cont, (B) eleutheroside E (SYG) and (C) mixture of SYG and chlorogenic acid (Mix) 

groups. CA1–3, cornu ammonis 1–3; DG, dentate gyrus. 
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考察 

近年の研究では、BDNF/TrkBシグナルが脳内シグナル伝達やシナプス可塑性に重要であ

り、様々な精神疾患（うつ病、双極性障害、統合失調症、パニック障害、心的外傷後ストレ

ス障害[PTSD]など）と関連していることが報告されている(90,91)。さらに、以前の研究で

は、海馬におけるBDNFの発現量が不安様行動と関連していることが報告されている

(46,48,76–79)。さらに、海馬BDNFのmRNA発現は、急性ストレスと慢性ストレスの両方

によって減少する(47)。また、海馬BDNFおよびTrkBの発現量低下は、ストレス誘発性うつ

病に対する脆弱性にも関連している(92)。これらの知見から、ストレスによる不安関連行動

は海馬BDNF発現の変化と密接に関連していることが示唆されている。さらに、CREBのリ

ン酸化はニューロンにおけるBDNFを介した応答に重要な役割を果たしていることが報告

されている(33)。ストレス条件下でのASHエキスの抗不安作用は海馬BDNF TrkBシグナル

の活性化に関連している可能性がある。そこで、ASHエキスの含有成分を投与したラット

を用いてIEBW試験を行い、海馬のBDNF/TrkBシグナル関連タンパク質の発現をウエスタ

ンブロット法と免疫染色法で解析した。SYG投与ラットの海馬では、BDNFの発現とCREB

のリン酸化が増加していることが明らかになった。また、Mix投与ラットの海馬ではBDNF

の発現が増加し、TrkBとCREBのリン酸化が増加した。ノルアドレナリン、ドパミン、セ

ロトニンは海馬BDNFの発現に関連していること(32,93,94)が報告されており、ASHエキス

とその含有成分であるSYGのアグリコンは、海馬のモノアミンとその代謝物の量に影響を

与えることが報告されていること (42,59)から、SYGは脳内モノアミンの調節作用により

BDNF/TrkBシグナルに影響を与えていると考えられる。 

さらに、免疫組織化学的解析の結果、ラットの海馬におけるBDNFの発現は、SYG群と

Mix群において顕著に増加することが明らかになった。CA1領域とDG領域では、SYG群と

比べMix群でBDNFが多く発現していた。海馬のCA1、CA3、DG領域はグルココルチコイ

ドに対して脆弱である(95)。また、コルチコステロンやストレスは海馬のBDNF発現を低下

させることが報告されている(47,96–98)。さらに、コルチコステロン濃度は、海馬の他の領

域よりもCA1の錐体ニューロンとDGの顆粒ニューロンの方で高いことが報告されている

(99)。グルココルチコイド受容体はCA1とDGでは豊富に発現しているが、CA3では発現が

低いことからストレスに対するコルチコステロンの影響は海馬の部位によって異なると考

えられる。特にPTSD患者ではCA1の容積が小さく(100)、動物モデルにおいてこの領域での

BDNF mRNA発現の慢性的な低下がPTSD様の行動ストレス反応を引き起こすこと(101)が

報告されている。また、アルツハイマー病や統合失調症でもCA1の体積が小さくなることが

報告されている(102,103)。よく知られた漢方薬の処方である逍遥散には抗うつ効果があり、

慢性的な拘束ストレスによって誘発されるCA1のBDNF発現の低下を打ち消す効果がある

(104)。さらに、Jimenezらは、不安様行動に関与する細胞（不安細胞）が腹側CA1領域に存

在することを報告しており(49)、CA1領域のBDNFは不安細胞を修飾する可能性がある。し
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たがって、CA1領域におけるBDNFタンパク質の発現を増加させたSYGとCHAの混合投与

は、PTSDや統合失調症などのストレスに起因する精神疾患の予防に応用できる可能性が示

唆された。 
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第 3 節 不安高感受性ラットにおけるイソフラキシジン及び 

シリンギンの抗不安作用 

緒言 

 イソフラキシジン（ISO）の様々な薬理作用は、Mohammad らによってまとめられてい

る(105)。特に、抗炎症作用と抗酸化作用についての研究が行われている。シリンギン（SYR；

エレウテロサイド B とも呼ばれる）は免疫調節作用を持ち(106)、アセチルコリンの遊離を

介してインスリン抵抗性を改善すると考えられている(107)。神経系への影響については、

両成分ともに培養細胞系でのアミロイドβ（25-35）による軸索及び樹状突起の萎縮に対し

て明らかな保護効果を示した(108,109)。また、ISO は、ドパミンの代謝に関与するモノア

ミン酸化酵素 B（MAOB）を阻害することが示唆されている(110)。しかし、これらの成分

について抗不安作用を行動薬理学的に検討した研究は報告されていない。そこで本節では、

ISO 及び SYR の抗不安作用を検討するために IEBW 試験を行い、行動及び自律神経活動

を評価した。 
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実験方法 

1 実験動物 

 6 週齢雄性 SD ラットを日本エスエルシー株式会社から購入し、個別に標準的なポリカー

ボネートケージで飼育し、7 日間連続したハンドリングによる実験者への馴化を行った。ラ

ットは通常餌と水を自由摂取させ、室温 23±2 ℃、湿度 50-65 ％に維持された部屋で 12 時

間の明暗サイクル （7:00 点灯-19:00 消灯）で飼育した。 

 

2 生体電位送信機埋め込み手術 

1 週間の予備飼育の後、ラットを局所麻酔薬 （ロピバカイン塩酸塩水和物、表面麻酔、

切開部位への滴下） と全身麻酔薬 （ペントバルビタールナトリウム、40 mg/kg、i.p.） で

処置し、無線テレメータ（TR50BB: KAHA sciences Ltd.）を腹腔に埋め込んだ。術後感染

予防のために抗生物質（イミペネム水和物およびシラスタチンナトリウム、8.3 mg/kg）を

筋肉内注射した。手術後 7 日間の回復期間を設け、その間はラットに触れないように飼育

した。 

 

3 実験動物の選別 

 第１章第１節と同様に IEBW 装置を用いて不安高感受性ラットの選別を行った。 

 

4 薬物投与 

 第 1 章第 1 節における ASH5％群における ASH エキスの摂餌量に基づき、各薬物の体重

当たりの投与量（ISO: 5 mg/kg, 099-03651, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, 

SYR: 16 mg/kg, S920050, Toronto Research Chemicals）を決定した。各試薬は精製水 1 

mL に溶解して 1 日 1 回７日間連続してゾンデを用いて強制経口投与を行った。行動薬理

試験日には、行動薬理試験の 30 分前に強制経口投与した。 

 

5 自律神経活動の評価 

第 1 章第 1 節と同様に心電図データを無線テレメトリーシステムによって経時的に記録

した。心臓自律神経活動は、R-R 間隔変動のスペクトル分析によって評価した。R-R 間隔変

動の周波数領域分析およびパワースペクトルを、高速フーリエ変換アルゴリズムを用いて

算出し、得られたパワースペクトラムを各周波数に応じて高周波数（HF: 0.6-3.0 Hz）、低

周波数（LF: 0.2-0.6 Hz）、および超低周波数（VLF: -0.2 Hz）に分類した。LF 成分および

HF 成分は標準化された単位（LFnu および HFnu）で表示した。HFnu は心臓副交感神経

活動を示し、LFnu は副交感神経変調を伴う交感神経活動を示す。LF/HF は、心臓の交感

神経-副交感神経の活動バランスを示す。 
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6 IEBW 試験 

ISO と SYR について、第 1 章第 1 節と同様に IEBW 装置を用いて行った。経口投与 30

分後にラットをオープンアームの先端部におき、3 分間自由に探索させた。その時の行動及

び自律神経活動を記録した。Figure 8 に示した実験スケジュールに即して実施した。 

 

7 組織採取 

行動薬理試験の後、ラットを安楽死させ、脳を速やかに摘出し、海馬組織を分離し-70℃

で冷凍保存した。 

 

8 動物倫理に関わる事項 

本研究は、「Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publication)」及

び「実験動物の飼養及び保管等に関する基準」、「鈴鹿医療科学大学動物実験指針」に従って

実施された。すべての実験プロトコールは、鈴鹿医療科学大学動物利用倫理委員会の承認を

得ている（2016 年 4 月 1 日第 1 号）。 

 

9 統計解析 

データは、平均値±標準誤差として示した。統計解析は、SPSS26（IBM）を用いて行っ

た。等分散性をLeveneの検定で確認し、群間比較には一元配置分散分析（oneway-ANOVA）

を用いた。ANOVAで有意差が認められた場合、Dunnettのt検定を用いて、Cont群との有意

差を検定した。条件間の差は、対応のあるStudentのt検定を用いて有意差を検定した。 

p値 < 0.05を有意と設定した。 
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結果 

1 オープンアーム上での滞在時間 

 SYR 群は Cont 群と比較して、オープンアームでの滞在時間が有意に延長した。一方、

ISO 投与ラットでは、オープンアームでの滞在時間が延長したが、その差は有意ではなか

った（Figure 22）。 

 

Figure 22. Effects of isofraxidin (ISO) and syringin (SYR) on anxiety-like behaviors in 

the improved elevated beam walking test. Data are presented as the mean ± SE; n = 5; 

p < 0.01 vs. Cont group (Dunnett’s t-test). 

 

2 HRV 解析による自律神経活動の評価 

 テレメータを移植したラットをホームケージ条件下、安静時の自律神経活動を測定しと

ころ、いずれの群も Cont 群と比較して変化はみられなかった。ホームケージ条件と IEBW

条件を比較すると、Cont 群と ISO 群で LFnu 及び LF/HF が有意に増加し、HFnu が有意

に減少した（Figure 23）。一方、SYR は LFnu 及び LF/HF が有意に増加していた。IEBW

条件において、Cont 群と比較して、SYR は HFnu を有意に増加させ、LF/HF を有意に低

下させた（Figure 23B, C）。 
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Figure 23. Effects of isofraxidin (ISO) and syringin (SYR) on the cardiac autonomic 

nervous system in the improved elevated beam walking (IEBW) test. The power 

spectrum analysis of heart rate variability in the home cage and in the IEBW test. (A) 

Normalized unit of low-frequency (LF) power (LFnu) reflects sympathetic nervous 

system activity. (B) Normalized unit of high-frequency (HF) power (HFnu) reflects 

parasympathetic nervous system activity. (C) LF/HF indicates the balance between 

sympathetic and parasympathetic nervous system activities. Data are presented as the 

mean ± SE; n = 5; p < 0.05 vs. Cont group (Dunnett’s t-test), #p < 0.05 vs. each group in 

home cage (paired t-test). 
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考察 

 これまでの研究において、ASH エキスは不安高感受性ラットにおいて交感神経活動の亢

進及び副交感神経活動の抑制を緩和させることが明らかとなっている。また、ASH エキス

の投与は IEBW 装置のオープンアームでの滞在時間を延長した(84)。以前の研究では、ISO

がアミロイドβによる毒性に対して神経保護効果を発揮し、MAOB 活性を抑制することが

報告されており(110)、不安様行動に対する効果が示唆されている。今回の研究では予想に

反して、ISO は不安様行動及び自律神経活動において Cont 群と比較して有意な変化を示さ

なかった。ISO の投与量は、第１章で抗不安作用を示した ASH5％群における ASH エキス

の摂取量と含有量に基づいて決定したが、不安様行動へ影響を与えるのに十分な MAOB 活

性阻害作用を示す投与量ではなかったと考えられる。また、ISO は ASH エキスに含有され

るエレウテロサイド B1 から体内で変換されることで、ASH エキス投与時には二相性の血

中濃度のピークを示し、薬物動態学的パラメータ（半減期、濃度-時間曲線下面積）などが

単独投与時と異なること(111) から、ISO の単独投与より ASH エキス投与時の ISO の体

内動態を再現することは難しいと考えられる。したがって、ASH エキス投与における ISO

の抗不安作用を評価するためには、ISO とエレウテロサイドＢ1 の混合投与などさらなる行

動学的研究を行う必要がある。一方で、SYR 投与は副交感神経の抑制を減弱させ、IEBW

装置のオープンアームでの滞在時間を延長させた。SYR は神経末端からのアセチルコリン

の放出を促進することが報告(107)されており、SYR のアセチルコリン放出促進作用は、

IEBW 試験における副交感神経系活動の増加と関連している可能性が示唆される。近年の

報告では、SYR の経口投与は、マウスの脳における一酸化窒素（NO）濃度及び一酸化窒素

合成酵素（NOS）活性を低下させた(112)。一方で、マウスマクロファージ RAW 264.7 細

胞を用いた研究では、SYR 処置後の NO 産生に有意な変化は認められなかった(106)。NO

はストレス応答において重要な役割を果たしており、治療標的として考えられている(113)。

低用量の Nω-ニトロ-L-アルギニンメチルエステルや 7-ニトロインダゾールのような NOS

阻害剤は、EPM 試験において抗不安作用を示した(114)。しかし、NO そのものが交感神経

活動を抑制し、副交感神経活動を活性化することや(115)、ムスカリン受容体の活性化が NO

産生を誘導すること(116)が知られている。中枢性 NO は、自律神経において興奮性及び抑

制性ニューロンと複雑に相互作用しており、NO や NOS 阻害剤の作用を複雑にしている。 

SYR による NO 濃度及び NOS 活性の低下は、麻酔下で見られたことであるため覚醒下か

つストレス下において同様に観察されるかは不確かであるが、NOS 阻害剤による抗不安作

用が報告されていることから SYR の不安様行動の減少作用には NOS 阻害作用が関与して

いることが示唆される。しかし、自律神経への影響については、末梢性のアセチルコリンの

遊離促進作用と NOS/NO 経路が相互作用している可能性が示唆される。今回明らかになっ

た SYR の不安様行動減少作用と自律神経調節作用には、NOS/NO 経路とアセチルコリン遊

離促進の両方が関与している可能性がある。この作用機序を明らかにするためには、NOS
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阻害剤やムスカリン受容体遮断薬などを用いたさらなる研究が必要である。 

以上のことから、SYR は不安高感受性ラットにおける ASH エキスの抗不安作用に部分

的に寄与していると考えられるが、ISO の寄与は少ないと考えられる。 
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第 4 節 小括 

 本章では、第 1 章において、抗不安作用が見られた ASH エキスの含有成分について行

動薬理学的手法並びに分子生物学的手法を用いて検討した。ASH エキス含有成分の中でも

SYG と CHA の組み合わせは、ASH エキスの結果と非常に似た結果を示した。また SYR

は行動及び自律神経活動の面において部分的に ASH エキスの抗不安作用に寄与している

可能性が示唆された。ISO は、第 1 章での ASH エキス摂取量に基づいた投与量では抗不

安作用を示すことはできなかった。今回の実験では、CHA と SYG の組み合わせしか検討

できなかったが ISO なども他の成分と組み合わせることで抗不安作用を示す可能性が考え

られるため、成分の組み合わせに関する研究も行っていく予定である。

 

Figure 24. Effects of Acanthopanax senticosus HARMS extracts and its major 

components on anxiety-like behavior, autonomic nervous system and BDNF/TrkB 

signal. 
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結語 

 ストレスが発端となる、もしくは増悪因子として知られているうつ病などの気分障害や

ストレス関連障害の総患者数が年々増加している。疾患を予防する新規植物由来成分や機

能性食品の発見や開発、既知の成分や食品による健康増進におけるエビデンスの蓄積は世

界的にも望まれている。古代中国の時代からストレスに対して効果があるとされてきたウ

コギ科の植物である ASH は有用な植物であると考えられる。そこで本研究では、ストレ

ス関連疾患の予防や治療への ASH の応用可能性を探索することを目的として、不安高感

受性ラットにおける ASH エキス及びその含有成分について、抗不安作用及び不安に関連

があるとされる海馬 BDNF/TrkB シグナルへの影響を行動薬理学的及び分子生物学的に検

討した。 

第 1 章では、ASH エキスがストレス条件下において自律神経活動の安定化や抗不安様行

動を示すことを明らかとした。また、不安に関連する BDNF/TrkB シグナルは 5％ASH エ

キスの投与により活性化することが示された。 

第 2 章では、不安高感受性ラットにおいて 4 種類の ASH エキス含有成分（CHA, SYG, 

SYR, ISO）について検討したところ、1）SYG が主に自律神経活動の安定化や海馬

BDNF/TrkB シグナルを活性化すること、2）CHA が抗不安様行動を誘導すること、3）

SYG と CHA の組み合わせにより ASH エキスと同様の自律神経活動の安定化や抗不安様

行動、海馬 BDNF/TrkB シグナルの活性化を誘導すること、4）SYR が抗不安様行動やス

トレスによる副交感神経活動の低下抑制を示すこと、5）ISO は ASH エキスに含まれてい

た量の単独投与では効果を示さなかったことが明らかとなった。以上の結果から ASH エ

キスの摂取が心理的ストレスの緩和に有用であることや、ASH エキスの抗不安作用は、

CHA の行動学的作用と SYG の自律神経学的作用の複合的な作用によって誘導される可能

性が高いことが考えられた。また、SYR は行動学的には ASH エキスと同様の作用が見ら

れたが、自律神経活動においては副交感神経のみに影響を与えた点、ISO 単独では効果が

見られなかった点について CHA と SYG の組み合わせで作用が変化した点を踏まえると、

これら 2 成分についても SYG や CHA などの他の成分との組み合わせなどよって与える影

響が変化する可能性が考えられた。 

以上のことから、ASH は心理的ストレスに有効であり、その有効成分としては SYG と

CHA、SYR である可能性が示唆された。また、限られた副作用しか持たない ASH は、心

理的ストレスに対するサプリメントや予防薬として優れている可能性が示唆された。 
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英文要旨 

Stress caused by changes in the external environment affects the autonomic nervous 

system (ANS) and the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis. The ANS is divided 

into two parts: sympathetic nervous system (SNS) and parasympathetic nervous system 

(PNS). Anxiety (psychological stress) induces SNS activation and PNS suppression. 

Chronic stress (e.g., long-term anxiety) induces gastric ulcers and depression via 

sustained activation of the HPA axis and the ANS. In addition, the total number of 

patients with depression and other mood and stress-related disorders are increasing 

every year, and there are significant social problems that are not represented in national 

health expenditures, such as the large number of potential patients with mild and 

untreated conditions. In addition, it is suggested that early detection and treatment 

(intervention) of mental diseases can prevent its progression, as in the case of lifestyle-

related diseases such as hypertension and diabetes. Therefore, it is important to alleviate 

stress in daily life to prevent the onset and progression of mental diseases. 

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF), which is involved in neurogenesis, is 

known to induce anxiolytic-like behavior via the overexpression in the hippocampus. It 

has been reported that BDNF is down-regulated in the hippocampus by corticosterone 

administration and stress. The BDNF/TrkB signaling is important for the 

antidepressant effects, suggesting that activation of hippocampal BDNF/TrkB signaling 

may be important for stress reduction. 

 Acanthopanax senticosus HARMS (ASH) is a deciduous shrub in the family 

Araliaceae, which grows in abundance in various regions of Russia, China, Korea and 

Japan. ASH is described in classic herbalism literature such as Shennong Ben Cao Jing 

and Compendium of Materia Medica, and has been used in China for more than 2,000 

years as a tonic and treatment for rheumatoid arthritis. In recent years, ASH was also 

reported to increase resistance to stress and fatigue as an adaptogen, and is widely used 

as an alternative medicine in Western countries. ASH was reported to inhibit the onset 

of gastric ulcers by restrained cold water stress and have antidepressant effects in 

rodents. However, the evidence of the reduction of mental stress by ASH is not sufficient. 

In the present study, I investigated the anxiolytic effects of ASH extract and its 

components on behavioral and autonomic activity in anxiety-sensitive rats and their 

effects on hippocampal BDNF/TrkB signaling by analyzing hippocampal protein 

expression. 

 

Chapter 1: Anxiolytic effect and the effect on hippocampal BDNF/TrkB signaling in 
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anxiety-high sensitive rats by oral administration of ASH extract. 

I assessed the behavior and the ANS activity by electrocardiogram analysis, using the 

behavioral pharmacology test (the novel environmental feeding inhibition test [NSF] and 

the improved elevated beam walking [IEBW] test, a modified version of the elevated plus 

maze) to examine the anxiolytic effects of ASH in anxiety-high sensitive rats. I also 

analyzed hippocampal BDNF/TrkB signaling-related protein expression. In the NSF test, 

ASH extracts mitigated the changes of feeding behavior in the novel environment, and 

5%ASH administration had an autonomic stabilizing effect. In the IEBW test, ASH 

extract showed anxiolytic-like behavior and ameliorated the increase of SNS activity and 

the inhibition of PNS activity in anxiety-high sensitive rats. Furthermore, 5%ASH 

administration activated hippocampal BDNF/TrkB signaling. These results suggest that 

ASH extract, which has an anxiolytic effect, may be a beneficial supplement or 

preventive agent in mental health. 

 

Chapter 2: Anxiolytic effects and the effects on hippocampal BDNF/TrkB in anxiety-

high sensitive rats by ASH extract ‘s components. 

In chapter 1, the anxiolytic effects of ASH administration to anxiety-high sensitive 

rats were revealed. Therefore, I evaluated the effects on the behaviors and the autonomic 

nervous activity by eleutheroside E (SYG) and chlorogenic acid (CHA), which are the 

most abundant constituents of ASH extract, using the open-field test (OFT) and IEBW 

test in anxiety-high sensitive rats. I also analyzed hippocampal BDNF/TrkB signaling-

related protein expression.  

In the OFT, SYG and CHA alone did not show significant behavioral changes. However, 

the combination of SYG and CHA significantly improved behavioral inhibition in the 

open field, as did ASH. In the IEBW, SYG improved SNS activation and PNS suppression, 

while CHA improved anxiety-like behavior. Furthermore, the combination of SYG and 

CHA showed very similar results to those of ASH in the IEBW test. 

 Furthermore, the behavioral and autonomic activities of eleutheroside B (SYR) and 

isofraxidin (ISO), which are the next most abundant constituents of ASH, were evaluated 

in the IEBW test in anxiety-high sensitive rats to determine their anxiolytic effects. In 

the IEBW test, SYR improved anxiety-like behavior and PNS suppression, but ISO 

showed no significant changes on behavior and autonomic nervous activity at the dose 

based on the ASH intake in chapter 1. Therefore, SYR may partially contribute to the 

anxiolytic effects of ASH in terms of behavioral and autonomic activity in the IEBW test, 

but the contribution of ISO may be low. In this study, only the combination of CHA and 

SYG was studied. But it is necessary to study the activity of the combination of these 
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components because the combination of ASH's components may have an anxiolytic effect, 

as the combination of SYG and CHA.  

 

These results suggest that ASH is effective against mental stress, and SYG and CHA 

may be the main anxiolytic components of ASH. The results also suggest a partial 

contribution of SYR. It was suggested that ASH, which has limited side effects, may be 

very suitable for a supplement or preventive agent against mental stress. Future 

investigations of its anxiolytic effects in humans and clarification of its mechanism are 

needed. 

 

 


