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序論  

第一章  パーキンソン症候群の背景  

第一節  パーキンソン症候群の病態  

パーキンソン症候群 (PS)は，パーキンソン病 (PD)と類似の運動緩慢，振

戦，筋強剛を中心とした病態を呈する疾患群である．PD は，中脳にある黒

質線条体のドーパミン神経が変性または脱落することにより発症する神経

変性疾患で，運動緩慢，振戦，筋固縮を中心とした運動症状を特徴とする．

また，日本での有病率は 0.1~0.18％と推定され，発症には加齢が関与する

とされている .1)一方，PD とは異なる原因や特徴を持ちながら，類似した症

状を呈する病態を総称して PS といい，様々な要因によって発症する．PS

の原因として多系統萎縮症，進行性核上性麻痺，大脳皮質基底核変性症な

どの神経変性を原因とする疾患や，脳血管性パーキンソニズム，正常圧水

頭症などの血流障害が原因と推定される疾患が該当する．さらには二次性

パーキンソニズムのような外傷や毒素，環境要因などを原因とする病態も

パーキンソン病と類似した症候を示し，PS に該当する．中でも，医薬品の

副作用が原因となるものを薬剤性パーキンソニズム (DIP)という．  

 

第二節  薬剤性パーキンソニズムの現状  

DIP は抗精神病薬によるドーパミン D２受容体遮断作用が原因で引き起こされるこ

とが知られている.2)黒質線条体のドーパミン神経において，ドーパミン受容体遮断作

用によりドーパミン分泌量が低下することが DIP 発症の原因となる．DIP の障害は通

常，不随意運動を制御する運動ネットワークの一部である錐体外路運動系の病変また

は機能不全から生じ，上述の運動機能障害を引き起こす．DIP での運動機能障害は，
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安静時振戦，固縮，および動作緩慢という典型的な症状を特徴とする.３)統合失調症の

薬物治療に用いられる抗精神病薬は，必要量の医薬品を効果と副作用のバランスを取

りながら使用することで，陽性症状や陰性症状などの精神症状を軽減し，再発予防や

社会的機能の回復を目指す．しかしながら，統合失調症患者の約 30%において，抗精

神病薬に対する効果が不十分であることが報告されており,2)陽性症状の改善を求めて

臨床医は医薬品の高用量処方や複数の医薬品の併用に依存する可能性が高い .4)以上

の治療実態から抗精神病薬使用により副作用が出現しやすくなっている状況が推定さ

れる．また，抗精神病薬の使用においてはドーパミン D２受容体への親和性が高い医

薬品ほど DIP の発症リスクが高いことが報告されている.5)しかし，DIP の治療には原

因医薬品の減量若しくは一時的中止以外の選択肢は無い．さらに，多くのDIP症例に

おいては原因医薬品の中止後も症状が長期間続く．DIPは潜在的なパーキンソン病を

顕在化させる可能性があることも報告されている.6)DIPは，患者のQOLを著しく低下

させるだけでなく，多様な合併症のリスクを高め，PDとの鑑別も困難であり，治療選

択肢が限られていることから，適切な対応が遅れると重症化しやすい．さらに，多剤

併用の影響や症状の可逆性が患者ごとに異なるため，治療が困難となることが課題と

なっている.7)そのため，DIPの早期発見と対策の確立が極めて重要である． 
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第三節  重篤副作用疾患別対応マニュアル   

DIP は，薬物治療に関連する重篤な副作用の一つであり，厚生労働省が

発行する「重篤副作用疾患別対応マニュアル  薬剤性パーキンソニズム」に

おいても，その重要性が強調されている．DIP の症状は，パーキンソン病

に類似した振戦，筋強剛，動作緩慢などを呈し，特に高齢者では転倒や日

常生活動作の低下につながることから，患者の生活の質 (QOL)を著しく損

なう．直接的な死因となることは稀であるものの，ADL の低下や合併症の

リスク増加を通じて，結果的に生命予後にも影響を及ぼす可能性がある．

重篤副作用疾患別対応マニュアルには DIP を引き起こす可能性のある医

薬品が一覧として掲載されており（表１），臨床現場における注意喚起に役

立てられている．  

しかしながら，これらの薬剤がどのような作用機序により DIP を引き起

こすのかについては，未だ十分に解明されていない点も多い．また，未知

のドーパミン D２受容体遮断が関与する薬剤，ドーパミン D２受容体遮断薬

との構造類似薬，それ以外の機序による DIP に関連しうる薬物などが新た

な DIP を引き起こす可能性がある．  

そのため，DIP に関連しうる広範な医薬品の系統を明らかするために，

医薬品の網羅的な解析を行うことが重要だと考える．DIP の発症メカニズ

ムに関する理解を深め，副作用予測や安全な薬物使用につながる手がかり

を得ることが求められている．  
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表１．薬剤性パーキンソニズムを起こす可能性のある医薬品  

分類  一般名  

第一世代抗精神病薬  ハロペリドール  

 フルフェナジン  

 ペルデナジン  

 クロルプロマジン  

第二世代抗精神病薬  クロザピン  

 オランザピン  

 リスペリドン  

 クエチアピン  

 スルピリド  

 アリピプラゾール  

制吐剤  メトクロプラミド  

ドーパミン低下薬剤  レセルピン  

その他  リチウム  

 バルプロ酸  

 選択的セロトニン再取り込み阻害薬  
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第四節   医薬品副作用データベース  

独立行政法人医薬品医療機器総合機構 (PMDA)の医薬品副作用データベー

ス(JADER)は，2004 年 4 月 1 日に施行された改正薬事法に基づき，医薬品の

副作用情報を収集・分析し，医薬品の適正使用と公衆衛生の向上を目的とし

て構築された．JADER は製薬企業や医療機関から PMDA へ報告された副作

用情報をもとに構築されており，医薬品の安全性評価に重要な役割を果たし

ている．本データベースは PMDA のウェブサイトを通じて一般に公開され

ており，ダウンロードして利用することが可能である．JADER における各々

の症例のデータは，報告項目別に「症例一覧テーブル」，「医薬品情報テーブ

ル」，「副作用テーブル」，「原疾患テーブル」の 4 種に分割された CSV デー

タファイルとして取得できる（図 1） .8)「医薬品情報テーブル」において医

薬品は被疑薬，併用薬，相互作用薬のいずれかに分類される．また，「副作用

テーブル」の副作用語は，医薬品規制調和国際会議 (International Council for 

Harmonization of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use ; 

ICH)により定められた国際医薬用語集日本語版 (Medical Dictionary for 

Regulatory Activities/Japanese version; MedDRA/J)における基本語  (Preferred 

Terms; PT)として登録されている .9) 
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図１． JADER のエンティティ関連図  
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第二章  パーキンソン症候群に関連する副作用データベースの調

査  

前述の通り，PMDA が作成する「重篤副作用疾患別対応マニュアル  薬剤

性パーキンソニズム」では，DIP を引き起こす可能性のある多様な医薬品

が症例報告とともに示されている．一方で，これらの医薬品が DIP を発症さ

せる詳細なメカニズムについては，現時点で十分に解明されているとは言い

がたい．  

本研究では，DIP と関連する医薬品の傾向を把握するための仮説生成手段

として JADER を用いた．JADER は自発報告に基づくものであり，因果関係

の証明には適さないが，統計的傾向を通じて DIP を誘発する可能性のある医

薬品の候補を抽出する手がかりを得ることができる．本章では，JADER を用

いた解析により，DIP の報告例に関する統計的検討を行い，関連が推定され

る医薬品を抽出・評価した．そこで，JADER を用いた解析を通じて，DIP の

報告例を統計的に検討し，DIP を誘発すると推定される医薬品と実際の PS

発症の関連性について評価を行った .10) 

 

第一節  パーキンソン様事象  

JADER には DIP に関連する多数の副作用語が登録されている．MedDRA

における標準検索式(Standardized MedDRA Query; SMQ)において，パーキン

ソン様事象は特発性パーキンソン病の症状と同様の臨床的特徴を有すると

定義される . 7)本研究では，MedDRA/SMQ の『パーキンソン様事象』（狭義）

に含まれる 18 の基本語(PT)を DIP 関連副作用と定義した．そのうち，JADER

での報告件数が 50 件以上であった 9 つの PT を解析対象とした（表２）．   
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表２．薬剤性パーキンソニズムとして定義された解析対象副作用  

語  

副作用語  報告件数  

パーキンソンニズム  5007  

パーキンソン病  1891  

筋固縮  923  

無動  482  

運動緩慢  480  

オンオフ現象  187  

パーキンソン歩行  183  

筋緊張亢進  165  

安静時振戦  63  
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第二節  Volcano  p lo t による医薬品の観察  

分析用データテーブルの作成にあたっては， JADER を構成する

医 薬 品 情 報 (DRUG)テ ー ブ ル （ 3 ,274 ,834 レ コ ー ド ）， 副 作 用 情 報  

(REAC )テーブル（ 1 ,257 ,971 レコード），および患者基本情報 (DEM O)

テーブル（ 872 ,82 2 レコード )から解析用情報を抽出した．症例識別

番号を介してこれらのテーブルを結合した．すなわち，症例識別番

号ともに医薬品名，副作用語（ PT），性別，および年齢に関する情

報を各テーブルから抽出し，重複排除することによって解析用テー

ブルを作成した．最終的に 6 ,618 ,97 9 レコードからなる解析用テー

ブルが構築された（図２）．  

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                

 

 

 

 

 

 

 

図２．分析用データテーブルの作成  
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JADERを用いたシグナル検出では，不均衡分析に基づく解析手法を使用

し，シグナル検出指標として報告オッズ比 (Reporting Odds Ratio; ROR)を算出

した．まず，RORの計算のために，解析用データテーブルにおける注目する

医薬品のレコード数とそれ以外の医薬品のレコード数，および注目する副作

用のレコード数とそれ以外の副作用数のレコード数から2×2分割表を作成し

た（表3）．この分割表からRORを計算することによって，注目する医薬品と

注目する副作用の関連を推定することができる .11)また，RORの計算において

2×2 分割表のセルに０が入ることによる計算の発散を回避し，度数の小さい

推定を修正するために全てのセルに0.5を加える補正 (Haldane-Anscombe 1/2 

correction)を実施した .12) 

 

表３．報告オッズ比の計算式  

 注目する副作用  それ以外の副作用  

注目する医薬品  a  b  

それ以外の医薬品  c  d  

 

R O R ( R e p o r t i n g  O d d s  R a t i o )  =  ( a / b ) / ( c / d )  
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本研究では，報告された全医薬品と DIP との関連性を推定するた

めに Volcano  p lo t 13)を作成することにより，そのシグナル検出指標

の強度を俯瞰的に評価した（図 3）． Volcano plot においては，ROR の

自然対数値(lnROR)を X 軸，Fisher の直接正確検定による P 値の常用対数を

符号反転した値（-log［P 値］）を Y 軸とした散布図で示した．散布図におい

ては，X 軸正方向ほど注目する医薬品の ROR が大きいことから，DIP に対

する明確なシグナルが検出されたことを示す．一方，Y 軸正方向ほど P 値が

小さくなることから，統計的信頼性の高い ROR を伴う医薬品であることを

示唆する．  

DIPに対する JADERに掲載された全医薬品のシグナルを描画した Volcano 

plot において，シグナル検出領域，すなわち P 値が 0.05 未満であり，lnROR

が 0 より大きい右上の領域には，161 種類の医薬品が検出された．これらの

医薬品には抗精神病薬に加え，ベンゾジアゼピン系薬を含む多様な医薬品が

認められた．さらに，P 値が 10‐30 未満であり，lnROR が 1.5 より大きい，特

に強いシグナルを示した 14 種類の医薬品について，表 4 に示した．161 種

の医薬品には，統合失調症治療薬（ 31 種），抗うつ薬（ 15 種），睡

眠・鎮静薬（ 14 種），泌尿器科用薬剤（ 8 種）など，多様なカテゴ

リが含まれていた．これらにはドーパミン D２受容体に作用するだ

けでなく，GABA 受容体やセロトニン受容体も標的とする作用機序

を持つ医薬品が含まれていることから，DIP の発症には広範な薬理

学的影響が関与する可能性が考えられる．さらには，未知のドーパ

ミン D２受容体遮断作用や構造類似薬などが DIP 発症の関連因子に

なり得ると考えられる . 1 4 )  
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次に，DIP の発症頻度が高いと推定される医薬品（表 4 に示す 14

種）の特徴について検討した．そのうち，スルピリド，アリピプラゾー

ル，リスペリドン，およびクエチアピンフマル酸塩の ROR（95%信頼区間：

CI）はそれぞれ 20.10(17.87–22.60)，10.44(8.88–12.28)，および 8.50(7.38–9.79)，

6.68(5.63–7.93)と高い値を示した．これら 4 剤はいずれも DIP との関連性が

統計的に強く示唆され，かつ報告件数が 10,000 件を超えており，日常診療に

おいて使用頻度が高い薬剤でもあることから，DIP のリスク管理上，特に注

意を要する医薬品であると考えられる．表 1 に示した D IP を起こす可能

性のある医薬品には該当しないものの，表 4 に列挙された医薬品の

中で強いシグナルを示したのは，ブロナンセリン，ミルタザピン，

ク ロ ナ ゼ パ ム ， お よ び フ ル ニ ト ラ ゼ パ ム で あ り ， そ れ ぞ れ の

ROR(CI)は，11 .13 ( 8 .37–14 .78)，6 .90 ( 5 .39–8 .84)，5 .56 (4 . 56–6 .79)，お

よび 5 .03(4 .28 –5 .9 2 )であった．  

DIP は原因医薬品の中止後も症状が長期間持続することや潜在的な PD を

顕在化させる可能性があることが指摘されている .15)PD の病理学的特徴とし

て，黒質線条体のドーパミンニューロンの変性が広く知られている

が，ノルアドレナリン，セロトニン，アセチルコリンなどの他の重

要な中枢神経伝達物質系にも影響が及んでいることが報告されて

いる .1 6 )また， Cremer らはドーパミン作動性ニューロンが大幅に減

少し，パーキンソン病の運動症状と類似する症状を示す Pi tx3 遺伝

子が欠損したマウスモデルにおいて，黒質のドーパミンニューロン

が著しく減少すると，GABA 受容体の変化が顕著であったことを示

した .1 7 )さらに， H uot らによる研究では運動症状と非運動症状の両
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方にセロトニン系が複雑に関与していることが報告されている .1 8 )

加えて， Rinne らは PD 患者の脳内において，黒質での GABA 受容

体結合の減少を観察した .1 9 )これらの知見は， D IP がドーパミン D 2

受容体遮断作用だけに起因するのではなく，GABA およびセロトニ

ン受容体を標的とする医薬品によっても影響を受ける可能性を支

持している．  

 

 

 

図３．薬剤性パーキンソニズムが推定される医薬品の観察  
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表 4．薬剤性パーキンソニズムの誘発が推定される医薬品例  

 

医薬品  報告オッズ比（95％信頼区間）  薬理作用  

スルピリド  20.10(17.87～22.60) D2 受容体アンタゴニスト  

ペロスピロン塩酸塩  14.48(10.95～19.14) D2 受容体アンタゴニスト，5-HT2 受容体アンタゴニスト  

ブロナンセリン  11.13(8.37～14.78) D2 受容体アンタゴニスト，5-HT2 受容体アンタゴニスト  

アリピプラゾール  10.44(8.88～12.28) D2 受容体と 5-HT１A 受容体部分アゴニスト，5-HT2A 受容体アンタゴニスト  

ハロペリドール  9.37(7.75～11.32) D2 受容体アンタゴニスト  

リスペリドン  8.50(7.38～9.79) D2 受容体アンタゴニスト，5-HT2 受容体アンタゴニスト  

ビペリデン塩酸塩  7.16(5.75～8.91) ムスカリン型アセチルコリン受容体アンタゴニスト  

ミルタザピン  6.90(5.39～8.84) 5-HT2 受容体，5-HT3 受容体アンタゴニスト，アドレナリン受容体のアンタゴニスト  

クエチアピンフマル酸塩  6.68(5.63～7.93) D2 受容体アンタゴニスト，5-HT2 受容体アンタゴニスト  

パロキセチン塩酸塩  6.22(5.19～7.47) 選択的セロトニン再取り込み阻害剤  

オランザピン  5.86(4.81～7.13) D2 受容体アンタゴニスト，5-HT2 受容体アンタゴニスト  

炭酸リチウム  5.77(4.66～7.13) ノルアドレナリン作動系，ドーパミン作動系，セロトニン作動系が複合的に作用  

クロナゼパム  5.56(4.56～6.79) GABAA 受容体のアゴニスト  

フルニトラゼパム  5.03(4.28～5.92) GABAA 受容体のアゴニスト  
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第三節  薬剤性パーキンソニズムと性差について  

次に，薬剤性パーキンソニズム発症における性差の特徴を明らか

にするために JA D ER を用いた統計解析を実施した．その結果，パー

キンソン様事象の症状を呈した患者群において，年齢層に着目する

と， 40 歳以上では 40 歳未満の 1 .5 62 倍， 70 歳以上では 1 .524 倍の

報告割合の増加が認められた．これらの結果には統計的に有意な関

連が示され (P <  0 . 0001 )，加齢が DI P 発症リスクの上昇と関連する

可能性が示唆された．これは， 65 歳以上の PD の年間発症率が約

0 .16％，有病率が約 0 .95％と高いことが報告されている事実と一致

する . 2 0 )  

さらに，性差に着目すると，パーキンソン様事象の症状を呈した

患者群において，女性は男性に比べて 1 .287 倍高い報告割合を示し，

この差は統計的に有意であった (P <  0 .0001 )（表 5）．この結果は，

PD の発症率および有病率において女性が高いことを示唆する先行

報告とも一致する . 2 1 )  

女性における年齢別の副作用報告割合を解析したところ，平均閉

経年齢である 5 0 歳以降において D IP の ROR が年齢とともに増加

する傾向が認められた（図 4）．この観察結果より，閉経後の女性で

は医薬品の影響により D IP を発症する割合が高い可能性が示唆さ

れた．  

以上の結果は，加齢および性差と D IP リスクとの関連が，PD に

関する疫学調査報告と整合していることを示している．特に，閉経

後女性における D IP リスクの上昇は，女性ホルモンであるエストロ
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ゲンが PD 発症の抑制に関与している可能性を示唆する．実際，エ

ストロゲンは黒質線条体のドーパミンニューロンに対して神経保

護作用をもたらし， PD における神経変性の抑制に寄与する可能性

が報告されている . 2 2 )したがって，エストロゲン分泌が保たれてい

る 50 歳未満の女性では，その神経保護作用の恩恵を受けることに

より， DIP や PD の発症率が低くなると考えられる．  

薬剤性パーキンソニズの発症を考えた場合，閉経後はエストロゲ

ン分泌の減少にともない神経保護作用が弱くなるため，それが原因

となって医薬品の影響を受けやすくなる．その結果，年齢依存的に

薬剤性パーキンソニズムの割合が増加していると推察される．動物

実験でも，老化による神経損傷が医薬品による神経毒性に対する感

受性に影響を与える可能性が示されている． Imam らは，ラットに

おいてメタンフェタミンがドーパミン作動性神経毒性を誘発し，加

齢によってこの毒性に対する感受性が増加することを報告してい

る . 2 3 ) Brewer らは老齢ラットの神経細胞が若年ラットよりも乳酸，

グルタミン酸，β アミロイドの毒性に対して感受性が増加すること

を実証している . 2 4 )これらのことより，高齢者の神経は脆弱なため，

DIP の病態が医薬品の影響下において PD を顕在化させる可能性が

あることが推察される．  
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表 5．薬剤性パーキンソニズム発症における性差の特徴  

 患者背景  

薬 剤 性 パ ー キ ン ソ ニ ズ ム

発 症  

有 ( 1 , 4 7 2 )  

薬 剤 性 パ ー キ ン ソ ニ ズ ム

発 症  

無 ( 6 9 5 , 7 3 3 )  

オ ッ ズ 比  9 5％ 信 頼 区 間  
P 値  

( F i s h e r ’ s  正 確 検 定 )  

A g e  

≧ 4 0 y e a r s  

o l d  
1 , 3 0 7 / 1 , 4 7 2  5 8 1 , 1 5 6 / 6 9 5 , 7 33  

1 . 5 6 2  1 . 3 2 8 ~ 1 .8 3 6  < 0 . 0 0 0 1  
< 4 0 y e a r s  

o l d  
1 6 5 / 1 , 4 7 2  11 4 , 5 7 7 / 6 9 5 ,7 3 3  

≧ 7 0 y e a r s  

o l d  
7 6 1 / 1 , 4 7 2  2 8 7 , 0 1 9 / 6 9 5 , 7 33  

1 . 5 2 4  1 . 3 7 6 ~ 1 .6 8 8  < 0 . 0 0 0 1  
< 7 0 y e a r s  

o l d  
7 11 / 1 , 4 7 2  4 0 8 , 7 1 4 / 6 9 5 , 7 33  

S e x  
F e m a l e  8 1 2 / 1 , 4 7 2  3 4 0 , 0 7 7 / 6 9 5 , 7 33  

1 . 2 8 7  1 . 1 6 1 ~ 1 .4 2 6  < 0 . 0 0 0 1  
M a l e  6 6 0 / 1 , 4 7 2  3 5 5 , 6 5 6 / 6 9 5 , 7 33  
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図４．年齢層における薬剤性パーキンソニズムの報告割合  
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本論  

第一章  生薬ニンジンの神経保護作用について  

序論，第二章，第三節で述べたように JADER を用いた解析により，医薬

品によって誘発される PS(DIP)において，エストロゲンによる神経保護作用

が発症抑制に関与する可能性があると考えた．D IP の原因として一般的

に認知されているドーパミン D 2 受容体遮断薬に加え， GABA 受容

体やセロトニン受容体に作用する医薬品，さらに中枢神経系に作用

する薬理作用をもつ医薬品の関与が推定された．さらに，女性の閉

経後以降で D IP の報告割合が年齢依存的に増加することよりエス

トロゲンによる神経保護作用の低下と D IP 発症が関連している可

能性が推察された．これらの知見により，中枢神経系における各種薬

物受容体の機能撹乱や，閉経による女性ホルモン低下による神経保護作用の

減弱が DIP 発症の関連因子である可能性を推察した．すなわち，エストロ

ゲンの神経保護作用は D IP を含む P S の治療薬に有用な標的になる

と考えた．そこで，性ホルモン受容体を活性化する可能性が推測さ

れている生薬ニンジンに着目し， P S に対するエストロゲン受容体

を介した神経変性の改善効果について研究した．  
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第一節  生薬ニンジン  

生薬ニンジンは，ウコギ科のオタネニンジン Panax ginseng C. A. Meyer 

(Panax schinseng Nees)(Araliaceae)の細根を除いた根，或いはこれを軽く湯通

ししたものである．ニンジンは多数のギンセノシド類を含有し，主成分とし

てギンセノシド Rg1(GRg1)(C42H72O14：801.01)（図５A）0.10％以上，及びギ

ンセノシド Rb1(GRb1)(C54H92O23：1109.29)（図５B）0.20％以上を含むことが

第 18 改正日本薬局方によって規定されている．GRg1 と GRb1 は配糖体であ

り，摂取後に消化管内の酵素や腸内細菌の働きによって加水分解されて，ア

グリコンである 20( S )-プロトパナキサトリオール(PPT)（図６A）と 20 ( S )-

プロトパナキサジオール(PPD)（図６B）となることが知られている .25-26) 
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A.ギンセノシド R g 1  

 

B.ギンセノシド R b 1  
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図５．生薬ニンジンの主成分であるギンセノシドの構造  

 

 

A.20(S ) -プロトパナキサトリオール (PPT) 

 

 

 

 

B.20(S ) -プロトパナキサジオール (PPD) 

 

図６．ギンセノシド Rg 1 及び Rb 1 由来代謝物の構造  
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第二節  生薬ニンジンの薬理効果について  

生薬ニンジンには，生殖系，中枢神経系，結腸，肺，腎臓，心血管系，免

疫系などに対する多岐にわたる薬理効果が報告されている .27)中でも，中枢神

経系における効果として，神経変性疾患であるアルツハイマー病における生

薬ニンジンの有効性を示した例を次に示す．アルツハイマー病患者が生薬ニ

ンジン粉末（4.5 g/日）を 12 週間服用した研究では，ニンジン服用群(n=58)

と対照群(n=39)に無作為に割り当てミニメンタルステート検査 (MMSE)およ

びアルツハイマー病評価スケール (ADAS)を使用して評価した結果，ニンジ

ン服用により成績が向上することが示唆された .28)また，中等度のアルツハイ

マー病患者が生薬ニンジンを 24 週間服用した研究では，同様の認知機能テ

スト（MMSE および ADAS）で成績が向上し認知機能に有効性が示された . 

29)一方，動物実験や細胞実験では，神経保護作用などの効果が報告されてい

る．ギンセノシド Rd は細胞増殖や生存分化に関わる重要な役割を担う

MAPK/ERK および PI3K/AKT 依存性経路を介して PC12 細胞の神経突起成長

を促進した .30)生薬ニンジン成分であるギンセノシド Rg3 はミトコンドリア

機能障害を改善することによってアルツハイマー病モデルラットの認知障

害を防ぐことが示された .31)GRg1 は酸化ストレスによる神経毒性に対して保

護効果があることが報告された .32-33)多数のギンセノシド類にはエストロゲ

ン様作用があるといわれ，研究者の間で活発な議論を呼んでいる．ギンセノ

シド類がエストロゲン受容体にどのように作用するのかについて，詳細なメ

カニズムは完全には解明されていない．ギンセノシド類のエストロゲン様作

用が，エストラジオールと比べてどの程度の強さを持つのかについては依然

として明らかではない．エストロゲン受容体を介した直接的な作用が報告さ
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れている一方で，受容体非依存的なエストロゲン様作用の可能性も示唆され

ている .34-36)  
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第三節  生薬ニンジン代謝産物の ERα 活性作用の検証  

序論，第二章，第三節で述べたように，JADER を用いた解析により，閉経

後の女性において DIP の発症頻度が高いことが示された．この結果は，女性

ホルモンであるエストロゲンが PD の発症を抑制する神経保護作用を有して

いる可能性を示唆している．これを踏まえると，医薬品によって誘発される

PS においても，エストロゲンの神経保護作用が発症抑制に寄与している可

能性が考えられた．一方，エストロゲンの神経保護作用は広く知られている

が，長期使用により乳がん，血栓症，心血管疾患などのリスクを増加させる

可能性が指摘されている．特に，ホルモン補充療法では心血管疾患や脳卒中

のリスクが治療の利益を上回る可能性がある .37)そこで本研究では，より安

全な代替アプローチとして，古くから薬用植物として利用され，エストロゲ

ン様作用が報告されている生薬ニンジンに着目した．生薬ニンジンにはエス

トロゲン様作用や神経保護作用が期待されている一方で，エストロゲンとは

異なり含有成分であるギンセノシドが血小板凝集を抑制し，血栓形成を防ぐ

効果があることが報告されている .38)  

本研究では，JADER の解析結果を基に PS の発症リスクを低減する新たな

治療戦略の一環として，生薬ニンジンの効果を検証することを目的とした．

生薬ニンジンの主成分であるギンセノシド類は配糖体として存在し，腸管吸

収率が低いことが予想される．消化管内の酵素や腸内細菌の働きによって加

水分解されることで，アグリコンである PPD，PPT へと変換され吸収される．

しかし，PPD 及び PPT に関する知見は限られており，これらの化合

物が ERα アゴニストあるいはアンタゴニストとして ERα とどのよ

うに相互作用するかについての報告は極めて少ない．近年，PPD お
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よび PPT の ERα との相互作用が研究され始めたものの，これらの

化合物の生物学的活性に関する研究の多くは，ヒト癌細胞における

増殖抑制作用を中心に報告されている . 3 9 - 4 1 )   
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第四節  エストロゲン受容体  

エストロゲン受容体 (ER )は核内受容体スーパーファミリーに属

し， ERα および E Rβ の 2 つのアイソフォームに分類される．中枢

神経系におけるエストロゲンの作用は，脳神経保護，認知機能，感

情制御，および神経疾患の発症・進行に関与している．エストラジ

オール (E2)は女性の体内で自然に産生される主要なエストロゲン

であり，細胞内でのエストロゲンシグナル伝達を担う．ER は E2 と

結合することで活性化され，ホモ二量体 (ERα-ER α， ERβ-ERβ)また

は，ヘテロ二量体 (ERα-ERβ )を形成する . 4 2 - 4 3 )その後，核内へ移行し

DNA 上のエストロゲン応答エレメント (ERE)に結合することで標

的遺伝子の転写を活性化し，生理機能の発現を促す . 4 4 )  
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第二章  PPD， PPT の ER における分子相互作用に関する研究  

第一節  目的  

ER は，核内受容体スーパーファミリーに属し，エストロゲンシグナルの

調節を担う転写因子である．ER の活性化には，分子相互作用が重要であり，

リガンド依存的なコンフォーメーション変化が誘導されることで，転写活性

が駆動される．そこで，ERα に対してエストロゲン作用を示す以下の

5 つの代表的な化合物（図７）に注目し，PPD と PPT の薬理作用を

検証するため， ERαとの分子相互作用を i n  s i l i co 解析によって評

価した . 4 5 )  

 

A． E s t r ad io l ( E2 ) B． Di e t hy l s t i l b es t ro l (DES) C． Res v e ra t r o l (R ES ) 

 

 

 

 

 

 

D ． R a l o x i f e n e ( R A L )       E ． G e n i s t e i n ( G e n )  

図７． E R α に対して薬理作用を示す化合物の構造式   
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第二節  方法  

PPD と PPT における，ERαとの分子相互作用解析の評価は，ドッ

キングシミュレーションの手法を用いて実施した．ドッキングシミュレー

ションは，タンパク質と低分子化合物（リガンド）の結合様式について計算

予測し，相互作用を推定する手法である．  

タ ン パ ク 質 構 造 は ， 米 国 の Research Collaboratory for Structural 

Bioinformatics (RCSB)が公開する Protein Data Bank (PDB)から取得し，リガ

ンドの化学構造は米国国立衛生研究所 (Na t ion a l  Ins t i t u t e s  o f  Hea l th：

NIH )が提供する 化学物質関連データベース (PubC hem )から取得し

た．  

PDB より，ERα の各種リガンドとの共結晶構造を取得した．共結

晶中のリガンドには， ERα アゴニストである E2 およびジエチルス

チルベストロール (DES )，部分アゴニストであるレスベラトロール

(RES )，アンタゴニストであるラロキシフェン (RAL )，さらに ERα ア

ゴニストかつ ERβ アンタゴニストであるゲニステイン (GE N )が含

まれていた．これらをそれぞれ ,ER α アゴニスト，部分アゴニスト，

アンタゴニストの相互作用モデルとして使用した．各リガンドと

ERα の共結晶に関する PDB コードを表 6 に示す．さらに，E2，DES，

RES，RAL，GEN， PPD，および PPT の ERα アゴニスト活性に関す

る情報は，PubChem BioAssay  (AI D 743077 ;  A ID 743075，AID 720687，

AID 7206 85 ， AI D 72067 8 ， お よ び  A ID 720 6 81 )  

(h t tps : / / pubchem.n cb i .n lm.n ih .gov /b io assay /743077 ) に 登 録 さ れ た 定

量的ハイスループットスクリーニングアッセイにおいて，各化合物
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の添加時により誘導された ERα の転写活性を指標として算出され

た PubChem 活性スコアに基づく数値である．なお，本スコア値の

最大値と最小値はそれぞれ 100 と 0 であり， 40 以上のスコア値の

場合にアゴニスト活性を示す化合物と定義されている . 4 6 )リガンド

の分子構造は SciF inder  (h t tps : / / s so . cas .o rg / )を使用して描画した（図

７）．  

 

https://sso/
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表 6． ERα 活性を持つ医薬品および天然化合物のリストとその薬理学的作用機序  

化合物名  ERα 生物活性スコア  薬理学的活性  PDB コード  

Es t rad io l  65 .08  ERα agon i s t  

1ERE  

1GWR  

3UUD  

Die thy l s t i l bes t ro l  84 .50  ERα agon i s t  3ERO  

Resver a t ro l  49 .67  ERα par t i a l  agon i s t  4PP6  

Ralox i fen e  53 .00  ERα an tagon i s t  1ERR  

Geni s t e in  51 .67  

ERα agon i s t  

(ERβ  an tago n i s t )  

1X7R  
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第三節  ERα 活性を持つ医薬品および天然化合物について  

E2（図７ A，表６）は，女性の生殖機能や骨・心血管・神経系の

健康を維持する重要なホルモンであり， ERα および E Rβ のどちら

にも結合することが可能である．E2 の効果は ER を介した遺伝子発

現調節によって発揮される．構造的には，ステロイド骨格とフェ

ノール性ヒドロキシ基が特徴的であり，これらにより ER との高い

親和性を示す．  

DES（図７ B，表６）は，合成非ステロイド性エストロゲンであ

り，純粋なアゴニストとしての薬理作用を示す． D ES と ERα の相

互作用は E2 の場合と同様であり，両側のフェノール性水酸基がア

ミノ酸残基と水素結合を形成する．DES のフェノール環の平面から

垂直に突き出ているエチル基は，リガンド結合部位の空間に適合し，

その結果， DES の受容体に対する親和性が増加する . 4 7 )  

RES（図７ C，表６）は， ERα の部分アゴニストとして機能し，

E2 と比較して弱いエストロゲン作用を示す（図７ C，表６）．単一

方向に結合する E 2 とは異なり，RE S は ERα のサブユニットに結合

した方向によって，受容体が活性化された状態または不活性化され

た状態を決定する . 4 8 )これが， RES が部分アゴニスト活性を有し，

抗エストロゲン活性を有する理由であるとされている . 4 9 )  

RAL（図７ D，表６）は，E2 と異なり転写活性を誘導せず，抗エ

ストロゲン作用を示す選択的エストロゲン受容体モジュレーター

(SERM)である． R AL の抗エストロゲン作用は組織特異的であり，

生殖組織では E2 による細胞増殖効果を抑制する．一方，骨などの
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他の組織ではエストロゲン様の有益な作用を維持することが報告

されている . 5 0 )これは， RAL が ER α に結合した際の構造変化，特に

コアクチベーターの結合を調節するヘリックス 12 (H1 2)の配置に影

響を与えることに起因すると考えられる． RAL は ERα と結合する

ことで H12 の活性型配置を妨げ，コアクチベーターの結合を阻害

するため，E2 のような転写活性が誘導されない．組織によって ER

が関与する補助因子（コアクチベーターやコリプレッサー）の発現

状況が異なるため， RAL の作用が組織特異的になると考えられる．

すなわち，抗エストロゲン作用を示す．一方，骨や心血管系では ER

のコアクチベーターとの親和性が相対的に低く，H12 の変位の影響

を受けにくい．その結果，RAL は骨密度の維持などの部分的なエス

トロゲン作用を発揮する . 5 0 )  

GEN（図７ E，表６）は， ERα と E Rβ に対する選択的拮抗作用を

有する． ER α と E Rβ の両方に同じ結合様式をとるものの， ERα に

対する結合親和性は ERβ に比べてかなり低いことが示された．こ

の違いは， ER の結合部位にあるアミノ酸残基のわずかな違いに

よって生じ，ERβ を選択する要因となっている．即ち，GEN の 5 位

ヒドロキシル基 (5 - OH)は ERα の Met 421 側鎖と比較すると ERβ の

I l e373 側鎖とより良好な相互作用を形成し， ER α の M et421 が硫黄

(S )を含む側鎖を持つため，ERβ の I l e373（脂肪族側鎖）に比べて空

間的に制限された配置をとるためである．この違いにより，GEN の

ERβ 選択性が約 3 0 倍向上する可能性が示唆された．さらに， ERα

の Leu384 が， ER β では Met336 に置き換わっていることも選択性
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に影響を与えており，これらの要因を合わせると ER β 選択性は数

百倍に達する可能性が考えられる . 5 1 )  

これらの５種類の代表的な化合物は ER との間にそれぞれ異なる

相互作用機序を有している．  
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第四節  ドッキングシミュレーションの解析手法  

本研究では PPD および PPT と ERα の相互作用機序を推定するた

めに，テンプレートドッキング手法を用いた．すなわち，受容体ポケットを

固定しリガンドのドッキングポーズおよび結合エネルギーを評価した．ドッ

キングシミュレーションには，分子シミュレーションソフトウェアで

ある Molecu l a r  Op era t ing  Env i ronment  （ MOE;  Chemica l  Comput ing  

Group， Inc． Mo n t rea l， Queb ec， C anad a，バージョン 20180101）  

（ OS バージョン :  Windows  10）  を使用した． ER α タンパク質のシ

ミュレーションでは，1ERE，1GWR，3UUD，3ERD，4 PP6，1ERR，

および 1X7 R の結晶構造を PDB から取得した．得られた ER α の結

晶構造は，欠損原子とアミノ酸残基を補完した上で，水素原子を付

加し，構造最適化を行った後に解析した．PPD と PPT の分子構造に

は水素原子を付加し，解離状態の標準化，溶媒処理，互変異性体前

処理を施した．続いて，部分電荷配分とエネルギー最小化計算を実

施した． ER-LBD に対して，テンプレートドッキング法によって各

リガンドのドッキングスコアを計算した．ER-LBD に結合するコン

トロール化合物は， PPD と PPT の共通部分構造をマッチングさせ

てポケットに配置した．Amb er10 :  E HT 力場を用いて，MOE 2019 の

テンプレートドッキングによるスコアリング関数（ドッキングスコ

ア）によってリガンドのコンフォーメーション 5 種類に関する結合

エネルギーを計算し，各コンフォーメーションと受容体の結合親和

性の順序を予測した．その中から最も親和性の高いスコアを選択し，
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受容体のアミノ酸残基とリガンドとの相互作用に関する 2 次元座

標と予測される結合エネルギー k ca l / mol の解析を行った．  

 

第五節  結果  

第一項  E2 結合モデルとの分子相互作用の予測結果  

E2 および PPD,  PPT の ERα との動的構造モデリングについて，

E2 を共結晶とした多数の ER α 結晶構造の中から ERα の構造的な修

正がなされ M OE に搭載されている共結晶構造コードである 1ERE，

1GWR，3U UD について ERα アゴニスト相互作用を示す ERα タンパ

ク質モデルとして用いた．  

1ERE を用いた各化合物のドッキングシミュレーションの結果，

E2 においては，その水酸基がリガンドの Leu387 と水素結合し，そ

の分子間距離は 3 . 03  Å，結合エネルギーは -1 .1  kca l /mol であった．

また，Leu3 87 と E 2 の A 環は相互作用しており，分子間距離は 4 .61  

Å，結合エネルギーは -0 .7  kca l /mol であった． 1ERE と E2 のドッキ

ングスコアは ‐ 8 .47  kca l /mol であった（図８ A，表 7）． PPD の場合

は，その 2 ヶ所の水酸基それぞれに Glu353 および Met343 との水素

結合が観察され，分子間距離はそれぞれ 2 .61  Å および 3 .50  Å，結

合エネルギーはそれぞれ ‐1 .1 および -1 .0  kca l /mol であり， 1ERE と

PPD のドッキングスコアは -10 .5 1  kca l /mol であった（図８ B，表 7）．

また，PPT の場合は，PPT の 2 ヶ所の水酸基それぞれがリガンドの

Glu353 および M et343 に水素結合し，分子間距離はそれぞれ 2 .55  Å

および 3 .46  Å，結合エネルギーはそれぞれ ‐1 .7 および ‐1 .1  kca l /mol
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であり， 1ERE と PPT のドッキングスコアは ‐11 .00  kca l /mol であっ

た（図８ C，表 7）．  

1GWR を用いた各化合物とのドッキングシュミレーションにお

いては， E2 の場合，その水酸基が His524 と水素結合し，分子間距

離は 3 .00  Å であり，結合エネルギーは -2 .1  kca l /mol であった．さら

に， Leu387 とは水素結合と π 相互作用の双方を形成しており，そ

れぞれの分子間距離は 3 .10  Å，芳香環からの距離が 4 . 38  Å，結合エ

ネルギーはそれぞれ ‐1 .1 および -0 .5  kca l /mol であった．1GWR と E2

とののドッキングスコアは -8 .53  k ca l /mol であった（図８ D，表 7）．

PPD の場合は， PPD の２ヶ所の水酸基がそれぞれ G lu353 および

Met343 と水素結合し，分子間距離はそれぞれ 2 .5 4  Å および 3 .31  Å，

結合エネルギーはそれぞれ -1 .2  k ca l / mol であり， 1G WR と PPD の

ドッキングスコアは ‐10 .53  kca l /mol であった（図８ E，表 7）． PPT

においては， PPT の水酸基と Glu35 3 が水素結合し，分子間距離は

2 .54  Å，結合エネルギーは -1 .2  k ca l / mol であり，1GWR と PPT のドッ

キングスコアは -1 0 .34  kca l /mol であった（図８ F，表 7）．  

3UUD を用いた各化合物とのドッキングシュミレーションにおい

ては， E2 の場合は，その水酸基と His524 が水素結合し，分子間距

離は 2 .96  Å，結合エネルギーは ‐ 2 .3  kca l /mol， 3UUD と E2 のドッキ

ングスコアは ‐ 8 .60  kca l /mol であった（図８G，表 7）． PPD の場合

は，2 ヶ所の水酸基がそれぞれ Glu35 1 および Met341 と水素結合し，

分子間距離はそれぞれ 3 .16  Å および 3 .51  Å，結合エネルギーはそ

れぞれ ‐0 .6 および ‐0 .9  kca l /mol であり， 3UUD と PPD のドッキング
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スコアは ‐10 .9 6  kca l /mol であった（図８H，表 7）．また， PPT の場

合，2 ヶ所の水酸基と Glu353 および Met343 が水素結合し，分子間

距離はそれぞれ 3 . 16  Å および 3 .51  Å，結合エネルギーはそれぞれ ‐

0 .6 および ‐0 . 9  kca l /mol であり， 3U UD と PPT のドッキングスコア

は ‐10 .89  k ca l /mol であった（図８ I，表 7）．  
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A . 1 E R E  a n d  E 2   B . 1 E R E  a n d  P P D   C . 1 E R E  a n d  P P T  

 

D . 1 G W R  a n d  E 2   E . 1 G W R  a n d  P P D   F . 1 G W R  a n d  P P T  

 

G . 3 U U D  a n d  E 2   H . 3 U U D  a n d  P P D   I . 3 U U D  a n d  P P T  

 

図８．E2 と ERα ( 1ERE， 1G WR，および 3UUD )との代表的なリ

ガンド相互作用の比較図  
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表 7． E2 結合モデルにおける PPD， PPT と ERα の分子ドッキングの予測結果  

P D B  C o d e  
C o m p o u n

d  n a m e  

D o c k i n g  

s c o r e  

( k c a l / m o l )  

R M S D  

r e f i n e  

P r o t e i n  c o m p o u n d  i n t e r a c t i o n  

L i g a n d  R e c e p t o r  I n t e r a c t i o n  
D i s t a n c e  

( Å )  
E  

( k c a l / m o l )  

1 E R E  

E 2  - 8 . 4 7  1 . 6 4  
O  O  L E U  3 8 7  H - d o n o r  3 . 0 3  - 1 . 1  

6 - r i n g  C  L E U  3 8 7  p i - H  4 . 6 1  - 0 . 7  

P P D  - 1 0 . 5 1  2 . 0 6  
O  O  G L U  3 5 3  H - d o n o r  2 . 6 1  - 1 . 1  

O  S  M E T  3 4 3  H - d o n o r  3 . 5 0  - 1 . 0  

P P T  - 1 1 . 0 0  1 . 6 1  
O  O  G L U  3 5 3  H - d o n o r  2 . 5 5  - 1 . 7  

O  S  M E T  3 4 3  H - d o n o r  3 . 4 6  - 1 . 1  

1 G W R  

E 2  - 8 . 5 3  1 . 6 3  

O  N  H I S  5 2 4  H - d o n o r  3 . 0 0  - 2 . 1  

O  O  L E U  3 8 7  H - d o n o r  3 . 1 0  - 1 . 0  

6 - r i n g  O  L E U  3 8 7  p i - H  4 . 3 8  - 0 . 5  

P P D  - 1 0 . 5 3  1 . 4 7  
O  O  G L U  3 5 3  H - d o n o r  2 . 5 4  - 1 . 2  

O  S  M E T  3 4 3  H - d o n o r  3 . 3 1  - 1 . 2  

P P T  - 1 0 . 3 4  0 . 9 8  O  O  G L U  3 5 3  H - d o n o r  2 . 5 4  - 1 . 2  

3 U U D  

E 2  - 8 . 6 0  1 . 1 6  O  N  H I S  5 2 4  H - d o n o r  2 . 9 6  - 2 . 3  

P P D  - 1 0 . 9 6  1 . 2 3  
O  O  G L U  3 5 1  H - d o n o r  3 . 1 6  - 0 . 6  

O  S  M E T  3 4 1  H - d o n o r  3 . 5 1  - 0 . 9  

P P T  - 1 0 . 8 9  1 . 7 2  
O  O  G L U  3 5 3  H - d o n o r  3 . 1 6  - 0 . 6  

O  S  M E T  3 4 3  H - d o n o r  3 . 5 1  - 0 . 9  
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第二項  DES 結合モデルとの分子相互作用の予測結果  

DES とアゴニスト相互作用を示す E Rα タンパク質モデルである

3ERD に対するドッキングシミュレーションを実施した． DES は

3ERD に結合する際，Met332 および Glu342 と水素結合を形成した．

分子間距離はそれぞれ 3 .78  Å および 3 .10  Å であり，結合エネル

ギーはそれぞれ -0 . 6  kca l /mol および - 1 .8  kca l /mol であった． DES と

3ERD のドッキングスコアは -8 . 48  k ca l /mol であった（図９ A，表 8）．  

この ERα 結晶構造を用いて PPD のドッキングシミュレーション

を 実 施 し た と こ ろ ， PPD の 水 酸 基 が リ ガ ン ド の Glu342 お よ び

Met332 と水素結合を形成し，分子間距離はそれぞれ 2 .50  Å および

3 .66  Å であった．結合エネルギーは -0 .6  kca l /mol および -1 .0  kca l /mol

であった． DES と PPD のドッキングスコアは - 8 .96  kca l /mol であっ

た（図９ B，表 8）．一方， PPT ではリガンドとの特異的な相互作用

が認められず， D ES と PPT のドッキングスコアは -9 . 18  kca l /mol で

あった（図９ C，表 8）．  

 

第三項  G E N 結合モデルとの分子相互作用の予測結果  

ERα アゴニストおよび ERβアンタゴニストである G EN と ERα

アゴニストと相互作用を示す ER α タンパク質モデル 1X7R に対す

るドッキングシミュレーションを実施した．  

GEN では，その水酸基と Leu387 および Glu521 とそれぞれ 3 .04  

Å および 3 .00  Å の距離で水素結合を形成し，結合エネルギーはそ

れぞれ -0 .5  k ca l /m ol および -2 .3  k ca l / mol であった． GE N と 1X7R の
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ドッキングスコアは -7 .47  kca l /mol であった（図９ D，表 8）．PPD で

は，その水酸基と Glu535 と 2 .58  Å の距離で水素結合を形成し，結

合エネルギーは -1 . 1  kca l /mol であった． PPD と 1X7R のドッキング

スコアは -8 .93  kca l /mol であった（図９ E，表 8）．また， PPT では，

その 3 ヶ所の水酸基が Phe404，Met3 43，および M et38 8 と水素結合

を形成し，それぞれの分子間距離は 3 .49  Å， 3 .37  Å， 3 .29  Å であっ

た．結合エネルギーはそれぞれ -1 .4  kca l /mol， -1 .6  kca l /mol， -0 .5  

kca l /mol であり， PPT と 1X7R のドッキングスコアは -9 .63  kca l /mol

であった（図９ F，表 8）．  
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A . 3 E R D  a n d  D E S   B . 3 E R D  a n d  P P D   C . 3 E R D  a n d  P P T  

 

 

D . 1 X 7 R  a n d  G E N   E . 1 X 7 R  a n d  P P D   F . 1 X 7 R  a n d  P P T  

 

 

図９． D E S 結合モデル E R α  ( 3 E R D )  と G E N 結合モデル E R α  

( 1 X 7 R  )の代表的なリガンド相互作用  
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表 8． ERα における DES と GE N 結合モデルと PPD， PPT の分子ドッキングの予測結果  

P D B  C o d e  
C o m p o u n

d  n a m e  

D o c k i n g  

s c o r e  

( k c a l / m o l )  

R M S D  

r e f i n e  

P r o t e i n  c o m p o u n d  i n t e r a c t i o n  

L i g a n d  R e c e p t o r  I n t e r a c t i o n  
D i s t a n c e  

( Å )  
E  

( k c a l / m o l )  

3ERD  

DES  -8 .48  1 .00  
O  S  MET 332  H -donor  3 .78  -0 .6  

O  O  GLU 342  H -dono r  3 .10  -1 .8  

PPD  -8 .96  1 .06  
O  O  GLU 342  H -dono r  2 .50  -0 .6  

O  S  MET 332  H -donor  3 .66  -1 .0  

PPT  -9 .18  1 .73  none  none  none  none  none  

1X7R  

GEN  -7 .47  1 .59  

O  O  LEU 387  H -dono r  3 .04  -0 .5  

O  O  GLU 521  H -dono r  3 .00  -2 .3  

O  O  GLU 535  H -dono r  2 .58  -1 .1  

PPD  -8 .93  1 .91  O  O  GLU 535  H -dono r  2 .58  -1 .1  

PPT  -9 .63  1 .34  

O  O  PHE 404  H -do nor  3 .49  -1 .4  

O  S  MET 343  H -donor  3 .37  -1 .6  

O  C  MET 388  H -accep t o r  3 .29  -0 .5  
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第四項  R E S 結合モデルとの分子相互作用の予測結果  

ERα と部分アゴニスト相互作用を示す RES と相互作用を示す

ERα タンパク質モデル 4PP6 に対するドッキングシミュレーション

を実施した（図 10）．  

RES は Leu387 および Phe404 と π 結合を形成し，それぞれの分子

間距離は 4 .33  Å と 4 .09  Å であり，結合エネルギーはそれぞれ -

0 .7kca l /mol と -0 .5 kca l /mol であった． 4PP6 と RES のドッキングス

コアは -6 .87k ca l /m ol であった（図 1 0A，表 9）．  

4PP6 におけるドッキングシュミレーションの結果， PPD はその

水酸基が Met343 と His524 と水素結合を形成し，それぞれの分子間

距離は 3 .95  Å と 3 .02  Å，結合エネルギーは -0 .7k ca l / mol であった．

4PP6 と PPD のドッキングスコアは -8 .78  kca l /mol  であった（図 10B，

表 9）．  

4PP6 におけるドッキングシュミレーションの結果， PPT は水酸

基が Leu387 および Arg394 と水素結合を形成する二重水素結合様

式を示し，それぞれの分子間距離は 2 .60  Å と 2 . 94  Å，結合エネル

ギーはそれぞれ -1 . 3  kca l /mol および - 3 .7  kca l /mol であった．4PP6 と

RES のドッキングスコアは -6 .81  k ca l /mol であった（図 10C，表 9）．  

 

第五項  R A L 結合モデルとの分子相互作用の予測結果  

RAL とアンタゴニスト相互作用を示す ERα タンパク質モデルの

1ERR における PPD および PPT の ERα へのドッキングシミュレー

ションを実施した（図 10）．  
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RAL の芳香環は P he404 および Leu5 25 と相互作用し，分子間距

離はそれぞれ 3 .63  Å と 4 .23  Å，結合エネルギーはそれぞれ -0 .5  

kca l /mol および -0 . 7  kca l /mol であった．また，Glu353，His524，Asp351

と水素結合を形成し，分子間距離はそれぞれ 2 .41  Å， 2 .71  Å， 2 .6 6  

Å であり，結合エネルギーは -1 . 1  k ca l /mol， -4 .2  k ca l / mol，および -

16 .8  kca l /mol であった．さらに Asp 351 とイオン結合を形成し，分

子間距離は 2 .66  Å，であり，結合エネルギーは -7 . 2  kca l /mol であっ

た．つまり，Asp35 1 は水素結合を形成するだけでなく，リガンドの

NH＋基ともイオン結合した． 1ERR と RES のドッキングスコアは -

9 .95  kca l /mol であった（図 10D，表 9）．  

PPD では，その水酸基が Asp351 と水素結合を形成し，分子間距

離は 3 .00  Å，結合エネルギーは - 1 .0  kca l /mol， 1ERR と PPD のドッ

キングスコアは -6 . 63  kca l /mol であった（図 10E，表 9）．  

PPT では，その水酸基が Asp351 と水素結合を形成し，分子間距

離は 2 .74  Å，結合エネルギーは - 1 .9  kca l /mol， 1ERR と PPT のドッ

キングスコアは -5 . 81  kca l /mol であった（図 10F，表 9）．  

1ERR における結合様式では，ERα アンタゴニストと RAL の様式

と比較し，PPT の結合様式は受容体ポケットから部分的に突出する

構造を示し，外部に露出していることが示された（図 10F，表 9）．  
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A.  4PP6  and  RES     B .  4PP6  and  PPD     C .  4PP6  and  PPT  

 

D.  1ERR and  RAL      E .  1ERR  and  PPD     F.  1ERR and  PPT  

 

図 10． ERα における RES 結合モデル (4PP 6)と RAL 結合モデル  

(1ERR )の代表的なリガンド相互作用  
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表 9． ERα における RES と RAL 結合モデルと PPD， PPT の分子ドッキングの予測結果  

P D B  C o d e  
C o m p o u n

d  n a m e  

D o c k i n g  

s c o r e  

( k c a l / m o l )  

R M S D  

r e f i n e  

P r o t e i n  c o m p o u n d  i n t e r a c t i o n  

L i g a n d  R e c e p t o r  I n t e r a c t i o n  
D i s t a n c e  

( Å )  
E  

( k c a l / m o l )  

4PP6  

RES  -6 .87  1 .83  
6- r ing  C  LEU 387  p i - H  4 .33  -0 .7  

6- r ing  C  PHE 404  p i -H  4 .09  -0 .5  

PPD  -8 .78  1 .65  
O  

O  

S  

N  

MET 343  H -donor  

HIS  524  H -donor  

3 .95  

3 .02  

-0 .7  

-0 .7  

PPT  -6 .81  1 .19  
O  O  LEU 387  H -dono r  2 .60  -1 .3  

O  N  ARG 394  H -donor  2 .94  -3 .7  

1ERR  

RAL  -9 .95  1 .78  

O  O  GLU 353  H -dono r  2 .41  -1 .1  

O  N  HIS  524  H -donor  2 .71  -4 .2  

N  O  ASP 351  H -dono r  2 .66  -16 .8  

N  O  ASP 351  Ion ic  2 .66  -7 .2  

5- r ing  C  PHE 404  p i -H  3 .63  -0 .5  

6- r ing  C  LEU 525  p i - H  4 .23  -0 .7  

PPD  -6 .63  1 .86  O  O  ASP 351  H -dono r  3 .00  -1 .0  

PPT  -5 .81  1 .58  O  O  ASP 351  H -dono r  2 .74  -1 .9  
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第六節  考察  

本研究では，ドッキングシミュレーションを用いてギンセノシド

代謝産物である P PD および PPT が様々な ERα -LBD 構造と相互作用

することを示すことができた．PPD および PPT は，ER α アゴニスト

相互作用モデルであるタンパク質 1 ERE において， E 2 とは異なる

結合様式を示す．E2 では Leu 387 と相互作用するのに対し，PPD お

よび PPT は Glu353 および Met343 と水素結合を形成する．一方，

1GWR において， E2 では Leu387 に加え H IS524 と結合し， PPD は

Leu387， PPT では Glu353 と水素結合を形成する．さらに，３ UU D

において，E2 では His524 と結合し，PPD は Glu35 1 と Met341，PPT

では Glu353 と ME T343 と水素結合を形成する．つまり，E2 結合型

ERα であっても異なる結合様式を示した．特に，PPD および PPT は

E2 よりも高いドッキングスコアを示し，より安定した分子相互作

用を示した．  

PPD と DES の結合様式を比較すると， PPD と DES は両者ともに

Met332 および Glu342 と水素結合を形成することから，類似した結

合状態を示すことが推定された． PP T は PPD および D ES と同様に

結合したが，隣接するアミノ酸残基への影響は少なかった．  

また，ERα アゴニスト相互作用モデルタンパク質である 1X7R に

おける PPD および PPT のドッキングシミュレーションにおいて

も，GEN と比較して，PPD，PPT はより高い親和性を示した．PPD

はその水酸基が G lu535 と水素結合を形成し， PPT は３ヶ所の水酸

基がそれぞれ Phe404，Met343，M et38 8 と水素結合を形成していた．
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これは Leu387 及び Glu521 に水素結合した GEN と異なる結合様式

であった．（図 9）  

部分アゴニストである RES を共結晶とした ER α の結晶構造であ

る 4PP6 を用いたドッキングシミュレーションでは， RES の水酸基

が Leu387 および Phe404 と相互作用し，ドッキングスコアが -6 .87  

kca l /mol であった．この２つのアミノ酸残基の結合状態が全体の

ドッキングスコアを低下させていると考えられた．PP D は Met343，

His524 と水素結合を形成し，ドッキングスコアが - 8 .78  kca l /mol と

RES よりも低かった．一方，PPT は -6 .81  kca l/mol であったことか

ら， PPD の方がより ERα との相互作用が安定している可能性が示

唆された．  

アンタゴニストである RAL を共結晶とした ERα の結晶構造であ

る 1ERR を用いた検討では，RAL の芳香環は Phe404 および Leu52 5

と相互作用し，さらに Glu353， His 524， Asp351 との水素結合を介

して強固に結合していた．PPD および PPT において A sp351 への結

合様式が類似していたものの，他のアミノ酸残基とは結合がなく，

P P T ではステロイド骨格のＡ，Ｂ環がポケットの外に露出していた．

この知見は，ERα アンタゴニストとしての作用が弱い可能能性が示

唆された．  
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第七節  小括  

以上の結果から， PPD および PPT は複数のアゴニスト活性モデ

ルにおいて高い親和性を示し，特に低いドッキングスコアを示した

1ERE や 1 GWR と類似した配置を取る可能性が高いと推定される．

また， PPD および PPT はいずれも Glu および Met を介した相互作

用が顕著であり，それぞれ複数のアミノ酸残基との結合が確認され

た．ERα は活性ポケット内に複数の Glu および M et 残基を有してお

り，これらがアゴニスト活性を示す多様な結合様式を可能にしてい

ると考えられる．一方，アンタゴニストである RAL を共結晶とす

るモデルにおける検討によって，ER α アンタゴニストとしての作用

は限定的であると推察された．   
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第三章  ERα 増殖活性作用の検証  

第一節  目的  

これまで，ERα を介した神経保護作用を期待して生薬ニンジン代

謝産物である PPD と PPT に対する E Rαの薬理作用を分子相互作用

で検証した結果，ERα アゴニストとしての薬理作用が期待できるこ

とが推定された．そこで， PPD と PPT の ERα 活性を生物学的に評

価するためヒト乳がん細胞 (MCF -7)について E2 を指標として細胞

増殖実験を行った．  

 

第二節  方法  

MCF -7 細胞は， D ulbecco ' s  Modi f i ed  Eag le  Med ium/H am's  F -12 培

地 (Ce l lg ro ,  Med ia t ech  Inc . ,  Man assas ,  VA,  USA)に L-グルタミンおよ

びピルビン酸ナトリウムを添加し， HEPES およびフェノールレッ

ドを含まない培地で培養した．さらに，活性炭 /デキストラン  処理

済 み 10 ％ ウ シ 胎 児 血 清 (FBS;  HyClone ,  Thermo  Sc ien t i f i c ,  Sou th  

Logan ,  UT,  USA)および 1％ペニシリン –ストレプトマイシン溶液

(100X) (P /S； FUJIFILM Wako  Pure  Chemica l  Corpo ra t io n，  Osak a，  

J apan )を加え， 37° C， 5% CO₂環境下で培養した． MCF -7 細胞を 9 6

ウェルプレートに播種し， E2(Naca l a i  Tesqu e  Inc . ,  Ky o to ,  J apan )，

PPD および PPT(Cayman  Ch emica l ,  A nn  Arbo r,  MI ,  USA )をそれぞれ

5 種 類 の 濃 度 で 処 理 し た ． 対 照 と し て ， 最 終 濃 度 0 .01% の

DMSO(Naca l a i  Tes que  In c . ,  Kyo to ,  J apan )の溶媒溶液を使用した． E2

の濃度は 0，0 . 1，1，3，10  nM，DMS O は 0 .01%に調整した．PPD と
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PPT は 0， 0 .1， 1， 3， 10  μ M，DM SO は 0 .01%に調整した．薬剤処

理 48 時間後，各ウェルに WST- 8 試薬（ Cel l  Coun t  Reag en t  SF ;  Naca la i  

Tesque  In c . ,  Kyo to ,  J apan）を添加し，脱水素酵素によるホルマザン

色素の比色定量を指標とした細胞増殖数を測定した．比色定量の方

法は，還元されたホルマザン色素を 450  nm 付近の吸光度 (Abs )で測

定し ,対照との相対比を縦軸に取りグラフ化した．統計解析にはは  

Microso f t  Ex ce l（ Microsof t  365）を用いて実施した．F 検定によりす

べての比較において分散の等質性が確認されたため， 2 群間の比較

には  S tuden t の t 検定を用いた．また，多重比較を含む解析では  

Bonfe r ron i 補正を適用した．有意水準は p＜ 0 .05 とした．すべての

データは 3 回の独立した実験に基づく平均 ±標準誤差 (SEM)として

表した．  

 

第三節  結果  

E2 は，MCF -7 に対するポジティブコントロールとして使用した．

E2 では， 0 .1  nM および 1  nM の濃度で， 1 .21 倍および 1 .39 倍に

MCF -7 細胞が増殖した．一方，PPD では 1  μ M の濃度で 1 .18 倍に増

殖し，PPT では 10  μM の濃度で，1 .5 2 倍の有意な細胞増殖が確認さ

れた（図 11）．  
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図 11． MCF -7 細胞における E2， P PD， PPT の細胞増殖活性作用  

 

第四節  考察  

E2 は ERα 陽性乳がん細胞である M CF -7 細胞の増殖を促進するこ

とが知られている． E2 は内因性の女性ホルモンであり，生理的に

は数  nM 程度の濃度で作用することが知られている．一方，ギンセ

ノシド Rb1 および Rg1 の生体内代謝物である PP D および PPT は，

生薬ニンジンの服用により脳組織に到達するが，その濃度は比較的

低いと考えられる．ギンセノシド R b1 を 12 .5  mg/kg で静脈内また

は鼻腔内投与した場合，血漿中濃度は最大で 1~100    µ g /mL に達す

るとの報告がある . 5 2）経口投与では 0 .5~200  ng /mL とされている . 5 3 )  
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本研究では， PPD および PPT を 0 .04 ~4  µg /mL（ 0 .1~10  µM）の濃

度範囲で使用しており，これは薬理効果が期待される濃度域に相当

すると考えられる．  

MCF -7 細胞における E2， PPD， PPT の細胞増殖活性作用は E2 に

おいて 0 .1  nM および 1  nM の低濃度で明確な増殖促進作用を示し

た．同様に， PPD も同濃度（ 0 .1  µM および 1  µM）で MCF -7 細胞の

増殖を促進した．一方，PPT も MCF-7 細胞の増殖を促進し，それぞ

れ 0 .1  µM および 1 0  µM で増殖効果を示したが，濃度依存性は認め

られなかった．  

前述の通り，PPD と PPT は ER アゴニストとしての活性が示唆さ

れており，MCF -7 細胞に対する増殖促進効果も ER α を介して発現

している可能性が高い．また， PPD の効果は E2 に比べやや弱く，

PPD および PPT は ERα の完全アゴニストではなく，部分アゴニス

トとして作用している可能性が考えられる．さらに，PPT による増

殖促進は低濃度および高濃度で高い活性を示した一方で，濃度依存

的な変化は見られなかった． PPD と PPT はいずれも濃度依存性の

ない増殖効果を示しており，前章で示した RES および 4PP6 との分

子相互作用モデルの結果からも，これらが ERα の部分アゴニスト

として機能している可能性が支持される．  

また， PPD および PPT は ERα に対するアゴニスト作用だけでな

く，場合によってはアンタゴニスト的な作用も示すことが推察され

る．ただし， E2， PPD， PPT の三者で濃度と増殖効果の様式が異な

ることから，ERα を介した転写活性の制御様式にも差異があると考
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えられる．以上の結果から，PPD および PPT は ER α を介して MCF -

7 細胞の増殖を促進しつつ，E2 とは異なる特性を持つエストロゲン

様作用を示すことが示唆された．加えて，これらの化合物はエスト

ロゲンシグナル以外の経路にも関与している可能性があり，今後は

その詳細なメカニズムの解明が求められる．  

 

第五節  小括  

ERα を高発現している MCF -7 細胞を用いて， ER α を介した細胞

増殖能を検討した．その結果，E2，PPD 及び PPT はいずれも低濃度

において MCF -7 細胞の増殖を促進したが，中間濃度ではその効果

が減少した．特に PPT では，最高濃度で再び増殖促進効果が認めら

れ，二相性の応答を示した．これらの結果から，PPD は ERα アゴニ

ストとして作用する可能性が示唆された．一方，PPT は ERα アゴニ

スト活性に加えて，他の作用機序を併せ持つ可能性があると考えら

れる．PPT の二相性の増殖活性は，エストロゲン受容体以外のシグ

ナル経路の関与によるものと推察され，単純なエストロゲン様作用

とは異なる薬理特性を有することが示唆される．今後，PPD および

PPT が示すこれらの作用の詳細な分子機序を明らかにすることが

重要な課題である．  
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第四章  生薬ニンジン代謝産物投与時の遺伝子発現プロファイル  

第一節  目的  

序論，第二章，第三節で，D IP の原因が中枢神経系に関与する広

範な医薬品によって引き起こされるとともに，エストロゲン分泌が

減少する閉経後女性において DIP の発症率が増加する可能性が示

唆された．そのため，本論，第二章，第三章で，PPD，PPT の PS に

対する治療効果を期待してエストロゲン様作用を有しているか検

証した．  

その結果，PPD，PPT が ERα のアゴニストである可能性が示唆さ

れた．さらに， PP D および PPT の作用が ERα の活性化にとどまら

ず，より広範な神経保護メカニズムに関与する可能性を探るため，

遺伝子発現プロファイルの解析を行った．MCF -7 細胞に E2，PPD，

PPT を曝露した後に RNA を抽出し，遺伝子の発現量を網羅的に定

量した．そして， DAVI D(D atab ase  f o r  Anno ta t ion ,  Vi s ua l i za t ion  and  

In t eg r a t ed  Di scov e ry )を用いた遺伝子ネットワーク解析を実施した．

このネットワーク解析を行うことで， PPD および PPT がエストロ

ゲン受容体シグナルを超えて，神経変性疾患関連経路や神経炎症応

答にどのような影響を及ぼすかを包括的に評価することが可能と

なる．  

 

第二節  方法  

細胞増殖実験と同様の条件で MCF - 7 細胞を 24 ウェルプレートに

播種し，E2(1  nM )， PPD(1  μM)， PPT(1  μM)を添加した．すべての細
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胞について DMS O の最終濃度を 0 .01  ％に調整し， 48 時間培養し

た ． 各 条 件 に つ い て n ＝ ３ の サ ン プ ル に つ い て 全 RNA は ，

Rel i aP rep ™  RNA Min ip rep  Sys t ems  (P romega  Corpo ra t ion ,  Mad i son ,  

WI ,  USA)を用いて分離し，条件ごとに次世代シークエンサーを用い

た RNA sequen c ing (RNA-s eq )を実施した．RNA-s eq は GENEWIZ In c .

（ Sou th  P la in f i e ld ,  NJ ,  USA）により実施され，サンプルあたり 6Gb

のシーケンシングデータを取得した．  

RNA-seq の 正 規 化 デ ー タ は ， GEO ウ ェ ブ サ イ ト  

(h t tp s : / /www.ncb i .n lm.n ih .gov /geo /que ry /acc . cg i ?acc=GS E186470 ) に

GSE186470 として公開されている．正規化された 60 , 6 12 遺伝子の

発現データを解析し， E2， PPD， PPT によってコントロール比で 2

倍以上の変化を示した総計 123 ,655 件のデータを対象に， JMP Pro  

16 を用いて主成分分析を実施した．また，FPKM 正規化データを基

に，変化が 2 倍以上の E2，PPD，PPT の遺伝子発現データを，さら

に Fold  Change  >  1 .7 および < 0 .5 9 の発現量の変動を示した 1480 遺

伝子を抽出した．  

これらの遺伝子 群に対し， D AVI D  Bio in fo rmat i cs  Resour ces  6 .8  

(Labo ra to ry  o f  Human  Re t rov i ro l ogy  and  Immun oin fo rmat i cs ,  

Deve lopm enta l  Th e rapeu t i cs  P rogr am,  F reder i ck  Nat ion a l  Labora to ry  

fo r  C ancer  Resear ch ,  F red er i ck ,  MD ,  USA)を用いた機能解析を行っ

た．その結果，KE GG パスウェイを延べ 14 経路抽出した（表 10）．

抽出した 14 経路に含まれる遺伝子群の機能を調べ，神経変性疾患

関連への影響を検討した．  
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第三節  結果  

RNA-seq 解析における全遺伝子発現の主成分分析において， E2，

PPD，および PPT による遺伝子の変動が対照と比較して異なること

が示された．主成分分析のスコアプロットにおいて， E2 と PPD は

近接していたことから，これらの遺伝子に与える影響は類似した特

性を持つことが判明した（図 12）．  

 

図 1 2 ．M C F - 7 細胞における E 2 ， P P D ， P P T の主成分分析の結果  
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次に， DAVID を用いて E2， PPD， PPT の差異的遺伝子発現プロ

ファイルに基づく経路解析を行った．その結果，KEG G 経路が 14 経

路抽出された（表 10）．なかでも注目すべきは，N eur oac t ive  l i gand –

recep to r  i n t e rac t ion（神経活動リガンド受容体相互作用）であり，こ

の経路の P 値は E 2 で 0 .0002 3 と有意に低く， PPD でも 0 .1 と低い

傾向を示していた．また，この経路には，PPT において有意性が認

められた Renin  sec re t ion 経路 (P＝ 0 . 021 )で変動した４遺伝子のうち，

ADORA1， PTG ER2， PTGER4 の 3 遺伝子が重複して含まれていた．

このような結果をふまえ，本研究では Neu roac t ive  l i gand –r ecep to r  

i n t e rac t ion に着目し，該当遺伝子を機能に基づいて分類した．具体

的には，A 群：神経伝達に関与する遺伝子群， B 群：炎症および免

疫応答に関与する遺伝子群，C 群：ストレス応答に関与する遺伝子

群に分け，それぞれの遺伝子発現量のコントロール比を示した（図

13）．  

さらに，その他の化合物ごとの特徴として，PPT による転写プロ

ファイリングは，全身性エリテマトーデスに関連する遺伝子発現の

特性を示した．一方，E2 に関しては，エストロゲンシグナル伝達経

路およびドーパミン作動性シナプスシグナル伝達経路（うつ病など

に関連）が示された．  

このうち，神経活性リガンド受容体相互作用に着目して関連する

遺伝子について検討したところ，神経伝達に関連する遺伝子群につ

いて， GABA B 受容体 (GABBR2 )は， E2， PPD， PPT のいずれの条件

下でも発現が増加した．一方，GAB A A 受容体 (G ABRP )は，PPD 曝露
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時に顕著な発現上昇を示した．また，ヒスタミン受容体 (HRH2，

HRH3)は，E 2，PPD，PPT のすべての条件で発現が減少した（表 10，

図 13A）．  

炎症および免疫応答に関連する遺伝子群について，プロスタグラ

ンジン E 受容体 (PTGER )および血小板活性化因子受容体 (PTAFR )の

発現は， E2， PPD， PPT のいずれの条件下においても減少した（表

10，図 13B）．  

ストレス応答に関連する遺伝子群について，アデノシン A1 受容

体 (ADOR A1)，ガラニン受容体 ( GA LR2)の発現は，E2，PPD，PPT の

すべての条件で減少した．一方，アデノシン A2B 受容体 (ADOR A2B )

は， E2， PPD， PPT 処理のいずれの条件下でも発現が増加した．ま

た，アデノシン A 2A 受容体 ( ADORA 2A )においては，E 2 曝露により

発現が減少したが，PPT 曝露時には発現が増加した（表 10，図 13C）． 

このように，化合物の種類によって標的遺伝子の発現変動が異な

り，特定の受容体に対する選択的な影響が示唆された．  
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表 10．MCF -7 における PPD， PPT， E2 の差異的遺伝子発現を用いた機能解析  

KEGG pathways  Gene  name  Gene  count  P -va lue  

E 2     

N e u r o a c t i v e  l i g a n d - r e c e p t o r  

i n t e r a c t i o n  
A D O R A 1 ,  A D R A 2 B ,  C H R M 4 ,  C H R N B 1 ,  C 5 A R 1 ,  D R D 4 ,  G A L R 2 ,  

G A B R P,  G A B B R 2 ,  C G A ,  G H R ,  H R H 2 ,  P TA F R ,  P T G E R 2 ,  P T G E R 4  
1 5  0 . 0 0 0 2 3  

C i r c a d i a n  e n t r a i n m e n t  F O S ,  G N G 3 ,  C A C N A 1 I ,  C A L M L 6 ,  K C N J 3  5  0 . 0 7 8  

S y s t e m i c  l u p u s  e r y t h e m a t o s u s  
R o d g e r s  b l o o d  g r o u p ,  C 8 G ,  H I S T 1 H 2 A B ,  H I S T 1 H 2 A J ,  H I S T 1 H 2 B I ,  

H I S T 1 H 4 J  
6  0 . 0 7 8  

C h o l i n e r g i c  s y n a p s e  F Y N ,  F O S ,  G N G 3 ,  C H R M 4 ,  K C N J 3  5  0 . 1 2  

D o p a m i n e r g i c  s y n a p s e  F O S ,  G N G 3 ,  C A L M L 6 ,  D R D 4 ,  K C N J 3  5  0 . 1 7  

A l c o h o l i s m  G N G 3 ,  C A L M L 6 ,  H I S T 1 H 2 A B ,  H I S T 1 H 2 A J ,  H I S T 1 H 2 B I ,  H I S T 1 H 4 J  6  0 . 1 8  

E s t r o g e n  s i g n a l i n g  p a t h w a y  F O S ,  C A L M L 6 ,  G A B B R 2 ,  K C N J 3  4  0 . 2 4  

O x y t o c i n  s i g n a l i n g  p a t h w a y  F O S ,  C A C N G 6 ,  C A L M L 6 ,  K C N J 3  4  0 . 4 7  

P P D      

N e u r o a c t i v e  l i g a n d - r e c e p t o r  

i n t e r a c t i o n  
G A L R 2 ,  G A B R P,  G A B B R 2 ,  G H R ,  P TA F R ,  P T G E R 4  6  0 . 1  

P P T      

R e n i n  s e c r e t i o n  A D O R A 1 ,  C A L M L 6 ,  P T G E R 2 ,  P T G E R 4  4  0 . 0 2 1  

S y s t e m i c  l u p u s  e r y t h e m a t o s u s  R o d g e r s  b l o o d  g r o u p ,  H I S T 1 H 2 A B ,  H I S T 1 H 2 A J ,  H I S T 1 H 2 B I ,  H I S T 1 H 4 J  5  0 . 0 3 6  

A l c o h o l i s m  C A L M L 6 ,  H I S T 1 H 2 A B ,  H I S T 1 H 2 A J ,  H I S T 1 H 2 B I ,  H I S T 1 H 4 J  5  0 . 0 8 2  

c A M P s i g n a l i n g  p a t h w a y  A D O R A 1 ,  C A L M L 6 ,  G A B B R 2 ,  H C A R 3 ,  P T G E R 2  5  0 . 1 1  
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A.  神経伝達に関与する遺伝子群  

 

 

B.  炎症と免疫応答に関与する遺伝子群  
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C.  ストレス応答に関与する遺伝子群  

 

図 13．「神経活動リガンド受容体相互作用」に関わる遺伝子群の発

現に対する E2 ,  PP D,  PPT の影響  
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第四節  考察  

本研究では，E2，PPD，PPT が MCF -7 細胞において異なる遺伝子

発現プロファイルを示すことが明らかになった．主成分分析の結果

からも， E2， PPD， PPT の転写プロファイルに違いがあることが確

認され，PPD の転写プロファイルは PPT よりも E2 に類似していた．

この結果は， PPD と PPT が ERα に作用するものの，その影響が異

なる経路を介して発揮される可能性を示唆している．  

RNA-seq により遺伝子発現の変動を測定し，バイオインフォマ

ティクスによる薬剤処理の特徴を解析した結果， E2 処理によって

神 経 活 性 リ ガ ン ド 受 容 体 相 互 作 用 (N euro ac t iv e  l i gand - recep to r  

i n t e rac t ion )経路に影響を与えることが示された（表 10）．そこで，

Neuro ac t iv e  l i gand - recep to r  i n t e rac t io n 経路に着目し，E 2，PPD，PPT

を比較した．特に，GABA 受容体 ( G ABBR2，GABRP )の発現変動は，

E2， PPD， PPT が抑制性神経伝達の調節に関与する可能性を示唆す

る．GABA 作動性シグナルは神経系の興奮と抑制のバランスを維持

する重要な役割を持ち，その調節異常は神経変性疾患や精神疾患と

関連することが知られている . 5 4 )また，ヒスタミン受容体 (HRH 2，

HRH3)の発現低下は，ヒスタミン作動性シグナルが抑制されること

で，神経伝達や免疫応答に影響すると考えられる．  

また，ストレス応答関連遺伝子の発現解析では，アデノシン受容

体 (ADOR A1，ADO RA2A，ADORA2B )やガラニン受容体 (GALR2)の発

現の変動が確認された．A DORA2B の発現増加は，アデノシン作動

性シグナルが活性化されることで神経保護作用を示す可能性があ
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り , 5 5 ) PPD および PPT の神経保護効果の新たなメカニズムとして注

目される．さらに， ADORA2A の発現は E2 で低下し， PPT で増加

したことから， PP T は E2 とは異なる調節機構を持つことが考えら

れる．  

本研究の結果は，  PPD および PPT が ERα に関連する作用，神経

系やストレス応答に関与する多様なシグナル伝達経路を調節する

可能性を示唆している．特に，PPD は神経活性リガンド受容体相互

作用経路，PPT は免疫応答関連経路の変動に関与することが示され

た．今後，これらの作用が実際の神経疾患や炎症性疾患の病態改善

にどのように寄与するのかを解明することが求められる．  

 

第五節  小括  

本研究では， E2， PPD， PPT を用いた遺伝子発現プロファイル解

析により，それぞれが神経伝達，炎症・免疫応答，ストレス応答な

ど多様な経路に影響を及ぼす可能性が示唆された．特に，PPD は E2

と近い転写プロファイルを示し，抑制性神経伝達やアデノシン作動

性シグナルへの関与が考えられる一方， PPT は E2 とは異なる制御

機構を持つ可能性が示された．これらの知見は，単なるエストロゲ

ン様作用にとどまらず，より広範な神経保護や抗炎症作用を発現す

る可能性を示唆するものである．  

しかし，本研究で用いたサンプル数には限りがあり，一般的に

mRNA の発現変動とタンパク質量・機能レベルの変動は常に一致す

るわけではない．そのため，今回の発現解析結果の生理学的意義を
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明確にするためには，今後プロテオミクスや機能評価などによる検

証が求められる．  
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総括  

本研究では， JA D ER 解析により DI P を誘発する医薬品として，

GABA 受容体やセロトニン受容体に作用する薬剤が有意なシグナ

ルとして検出されたことから，D IP の病態にはドーパミン系に限ら

ず複数の神経伝達系が関与している可能性が示唆された．これを踏

まえ，生薬ニンジンが ER を介して神経変性に及ぼす改善効果の確

認と臨床での活用を目指す前段階として，その臨床応用に向けた基

礎的検討を行った．具体的には，(1 )生薬ニンジン代謝産物の ERα 活

性作用の評価， ( 2 )エストロゲン応答性細胞株における増殖活性作

用の検証， (3 )生薬ニンジン代謝産物投与時の遺伝子発現プロファ

イルの解析，という 3 つの課題を中心に研究を進めた．  

生薬ニンジン代謝産物の ERα 活性作用の検証では， PPD および

PPT が複数のアゴニスト活性モデルにおいて高い親和性を示し，特

に低いドッキングスコアを示した 1 ERE や 1GWR と類似した配置

を取る可能性が高いと推定される．また，PPD および PPT はいずれ

も Glu および M et を介した相互作用が顕著であり，複数のアミノ酸

残基との結合が確認された．ERα は活性ポケット内に複数の Glu お

よび Met 残基を有しており，これらがアゴニスト活性を示す多様な

結合様式を可能にしていると考えられる．一方，アンタゴニストで

ある RAL を共結晶とするモデルを用いた検討により， PPD および

PPT の ERα アンタゴニストとしての作用は限定的であると推察さ

れた．  
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ERα 増殖活性作用の検証では， ER α を高発現している MCF -7 細

胞を用いて， ERα を介した細胞増殖能を検討した． E2， PPD 及び

PPT の処理によって，いずれも低濃度において MCF - 7 細胞の増殖

を促進した．一方，PPT では，MCF -7 細胞の増殖について中間濃度

で増殖促進作用が減少し，最高濃度で再び増殖した．すなわち，PPD

は ERα アゴニストである可能性が示唆されたが， PP T は ERα アゴ

ニストだけでなく他の活性も有する可能性が示唆された．PPT の二

相性の増殖活性は， cAMP s ign a l ing  pa thway の活性化による影響が

考えられる． cAM P s igna l ing  pa thway は ERK， CREB， Akt， mTOR 

などにも関与し E R に影響を与えるため，単純なエストロゲン様の

薬理作用ではないことが予測される．これらについて，詳細な機序

の解明が今後の課題となる．  

生薬ニンジン代謝産物処置時の遺伝子発現プロファイルの解析

では， E2， PPD， PPT を用いて比較検討を行った．その結果， PPD

および PPT は GA BA 受容体関連遺伝子（ GABBR2，G ABRP）の発現

に影響を与える可能性が示され，神経伝達，炎症・免疫応答，スト

レス応答など，多様な生物学的経路に関与することが示唆された．

特に PPD は E2 と類似した転写プロファイルを示し，抑制性神経伝

達やアデノシン作動性シグナルへの関与が考えられた．一方で，

PPT は E2 とは異なる遺伝子発現パターンを示し，独自の制御機構

を有する可能性がある．これらの知見は，PPD および PPT が単なる

エストロゲン様作用にとどまらず，神経保護や抗炎症作用を有する

可能性を示唆するとともに，D IP の背景にある複雑な神経伝達物質
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系の不均衡，特に GABA 作動性神経系にも直接的・間接的に影響を

及ぼすという，多面的な作用機序の可能性を示している．  

しかし，本研究において発現解析によって得られた所見の生理的

意義を実証するためには，今後，プロテオミクス解析および機能評

価を通じたさらなる検討が必要である．なお，本研究では ERα 陽性

細胞として標準的に用いられる MC F -7 細胞を使用したが，これら

は乳がん由来の細胞であり，神経細胞とは性質が異なる．そのため，

第 4 章で行った遺伝子発現解析の結果は，神経細胞における作用を

直接的に保証するものではない．今後，PPD および PPT の多面的な

作用を神経細胞モデルにおいても検証することで，閉経後女性にお

けるパーキンソン症候群やその他の神経変性疾患に対する新たな

治療戦略の構築につながる可能性が期待される．  
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結語  

生薬ニンジンの最終代謝物 PPD および PPT はドッキングシミュ

レーションにおいてアゴニストとして ERα に結合し，特定のコン

フォーメーションを誘導した．そして，ヒト細胞を用いた i n  v i t ro

実験によって ERα 依存性増殖活性を示し， GAB A 受容体などの遺

伝子群が神経伝達経路に関与する可能性が示唆された．これらの結

果 は エ ス ト ロ ゲ ン と は 異 な る 遺 伝 子 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す も の で

あった． PD の示す病態にはドーパミン受容体と GA BA 受容体によ

る抑制作用が密接に関与している．これらの結果から，生薬ニンジ

ン代謝物が PD・PS に対して神経保護作用を示す可能性が示唆され

た．しかし，遺伝子プロファイルの結果は mRNA 発現データに基づ

くものであり，これらの遺伝子が実際に神経伝達経路の活性にどの

ように寄与しているかを評価するためには，さらなる実験的検証が

必要である．今後の課題として，生薬ニンジンがエストロゲン受容

体や GABA 受容体に関与することで，どのように神経細胞に対し

保護作用を示すか詳細に検討していく必要がある．神経変性疾患や

PS に対する PPD および PPT の治療的意義を検討することが期待さ

れる．  
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