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インフルエンザ感染症の罹患者数は世界で年間 300～500 万人に及びその約 1 割が死亡

に至るとの報告がある 1)。インフルエンザ感染症は、一般的な「かぜ」とは異なり、重症化

しやすく小児、高齢者および基礎疾患を有する患者では特に注意が必要である。そのため、

予防や治療は重要であるが、ときに重篤な副作用を発症させ、社会問題化することがある 2)。

代表的なものに、世界初の抗 A・抗 Bインフルエンザ治療薬であるタミフル®（オセルタミ

ビルリン酸塩：OP）の異常行動がある。2005年に異常行動との関連性が指摘され、2007年

に「10 代の患者が自宅で療養中、自宅マンションから転落死する」という内容を含む緊急

安全性情報（イエローレター）が配布された 3)。これを契機に、OPと異常行動との関連性

についての研究が数多く行われるようになったが、因果関係に関しては、現在に至っても一

貫した結論は得られていない。一方、OPは、他の抗インフルエンザ治療薬よりも有効性・

汎用性の点で優れており、10 代の未成年に対する OP の投与は原則禁忌であるものの、成

人のインフルエンザ治療薬の第一選択となることが多い。また近年では 0 歳児にも保険適

応となった。このことから、OP による異常行動を防ぐ手段の開発は、臨床上価値がある。 

OPは経口投与後、肝臓のカルボキシルエステラーゼ（CES）によって活性体であるオセ

ルタミビルカルボキシレート（OC）に代謝され、インフルエンザウイルスのノイラミニダ

ーゼを阻害しウイルスの成長を抑制する。この活性代謝物 OCは、基礎研究において、海馬

神経興奮作用を有し 4)、行動変化を引き起こすことが報告されており 5)、異常行動発症の原

因物質であると考えられる。しかし、物理化学的特性上、OCは水溶性であり脳へは移行し

にくいはずである。 

インフルエンザ感染症などの全身性炎症は、物質移行を制限している血液脳関門（BBB）

の機能低下を引き起こすことがある。Oshimaらはリポポリサッカライド（LPS）誘発 BBB

機能低下マウスに OP を経口投与すると OC の脳移行性が亢進することを明らかにした 6)。

これらのことから、OC は BBB 機能低下時に脳移行性が亢進し、これに伴い海馬神経が興

奮して異常行動を発症する、といった仮説が成り立つ。すなわち、BBB 機能低下を抑制す

れば、異常行動の発症リスクを低減できる可能性がある。 

葛根湯は、感冒の治療に汎用される漢方薬である。古くから日本や中国において使用され、

感冒と類似の臨床像を示すインフルエンザ感染症に対しても使われることがある。例えば、

OPとの併用効果について、患者を対象としたアンケート調査を行い、有熱時間の短縮や症

状の早期改善が報告されている 7)。一方で、OPと葛根湯の併用に関する基礎的研究はない。 

そこで、本研究では異常行動の原因物質である OC の脳移行性に対して葛根湯がどのよ

うな影響を及ぼすのか種々観点から検討した。第 1 編では、OP・OC および水溶性モデル

物質の脳移行性に対する葛根湯の作用について検討し、第 2編では、BBB機能、すなわち、

タイトジャンクション（TJ）関連タンパク質の量的変化、BBB機能に影響する炎症性物質

およびトランスポーター発現量に対する葛根湯の作用について調べた。
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第 1編 LPS誘発 BBB 機能低下マウスにおける種々モデル物質の脳移行性に対する 

葛根湯併用の影響 

第 1章 OP経口投与後の OPおよび OC脳移行性に対する葛根湯併用の影響 

 

 本研究の実験プロトコールを Fig. 1 に示す。雄性 C57BL/6 マウス（8±1 週令）に LPS

（3 mg/kg, 0.2 mL/ animal）を計 3回腹腔内投与し、BBB機能を低下させ、同時に投与さ

れた葛根湯（0.125 g/kg, 0.1 mL/ animal）の効果を検証した。対照群として生理食塩液（0.1 

mL）を投与した。以下、前者を LK（LPS-Kakkonto）群、後者を LS（LPS-Saline）群と

する。また、LPS および葛根湯の代替として生理食塩液を用いた群を SS（Saline-Saline）

群とする。 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1の 3回目の LPS投与から 4時間後に OP（300 mg/kg）を経口投与し、そこから 5

分、60分、120分の血漿および脳を採取し、OPおよび OC濃度を測定した。 

血漿および脳中 OP濃度は、LS群と比較して LK群で高値を示した（Fig. 2）。別に行っ

た実験で、葛根湯の投与によって肝 CES活性が低下傾向を示した。このことから、血漿お

よび脳中 OP 濃度の上昇は代謝および吸収の増大に起因したものであると考えられた。ま

た血漿中 OC濃度は、LS群と比較して LK群では、5分および 120分で有意に高値を示し、

脳中 OC濃度は、LS群と比較して低値を示した（Fig. 3）。OPおよび OCの AUC0-120の脳

対血漿中濃度比（BPR）は LS 群に比べて、それぞれ約 0.97 倍、約 0.23 倍であり（Table 

1）、葛根湯投与は OPの脳移行性には影響を与えず、OCの脳移行性を抑制することが明ら

かとなった。これらのことから、葛根湯と OPの併用は、OCに起因した異常行動の発現リ

スクを減少させる方向に作用する可能性がある。 
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Fig. 1 Experimental protocol for the animal study. 

Fig. 2 Plasma (a) and Brain (b) concentrations versus time profiles of Oseltamivir 
phosphate (OP) after the oral administration of OP to mice with LPS induced 
inflammation. Data represent the means ± S.E.M. of 3-7 mice. * P < 0.05 and ** P < 0.01.  
Symbols: ●, LS group, ▲, LK group. 
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第 2章 OC静脈内投与後の OC脳移行性に対する葛根湯併用の影響 

 

前章では、OP と葛根湯の併用により、OC の脳移行性が抑制されることを明らかにした

が、OPの経口投与の実験であるため、吸収および代謝の影響を排除できない。そこで、OC

の脳移行性に対する葛根湯の作用にのみ焦点を当てるために、本章では OC の静脈内投与

と葛根湯の併用実験を行った。3回目の LPS投与から 4 時間後に OC（20 mg/kg）を静脈

内投与した。そこから 5分、60分、120分の血漿および脳を採取し、OC濃度を測定した。

血漿中OC濃度はSS群と比較してLS群で 60分および120分において有意に高値を示し、

LS群と LK群の血漿中 OC濃度の比較では、投与後 60分において、LK群で有意に低値を

示した（Fig. 4 (a)）。また、SS群と LS群の脳中 OC濃度の比較では、投与後 60分で高い

傾向を示し、120分で有意に高値を示した（Fig. 4 (b)）。一方、LK群では、SS群とほぼ変

わらない脳中濃度を示し、LS群で認められた脳中濃度のばらつきを有意に低下させた（F-

test：5 min; p = 0.023, 60 min; p = 0.036, 120 min; p = 0.008）（Fig. 4 (b)）。OCの AUC0-

120の BPRは、SS群と比較して LS群では 2.1倍高値を示し、LS群と比較して LK群では

0.38倍となった（Table 2）。このことから、葛根湯投与は、OCの静脈内投与実験において

も、LPS投与により増大した OCの脳移行を抑制することが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 Plasma (a) and Brain (b) concentrations versus time profiles of Oseltamivir 
carboxylate (OC) after the oral administration of OP to mice with LPS induced 
inflammation. Data represent the means ± S.E.M. of 3-7 mice. * P < 0.05 and 
** P < 0.01. Symbols: ●, LS group, ▲, LK group. 
 

Table 1 The AUC0-120 BPR of OP and OC 
following oral administration of OP to 
mice with LPS induced inflammation. 

Fig. 4 Plasma (a) and Brain (b) concentrations versus time profiles of OC after the 
intravenous administration of OC to mice with LPS induced inflammation. Data 
represent the means ± S.E.M. of 3-7 mice. * P < 0.05 and ** P < 0.01 (SS vs LS). 
†† P < 0.01 (LS vs LK). Symbols: ○, SS group, ●, LS group, ▲, LK group. 

Table 2 The AUC0-120 BPR of OC 
following intravenous administration 
of OC to mice with LPS induced 
inflammation. 
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第 3章 水溶性モデル物質の脳移行性に対する葛根湯併用の影響 

 

 分子サイズの異なる水溶性物質の脳移行性を調べることで BBB機能低下レベル、すなわ

ち TJ間隙経路の開口レベルを知ることができる。そこで、水溶性モデル物質としてエバン

スブルー（EB、アルブミンとして分子量 69,000）、フルオレセインイソチオシアネート-デ

キストラン（FD-4、分子量 4,200）、カルセイン（Cal、分子量 622.5）およびフルオレセイ

ンナトリウム（Flu、分子量 376.3）を用いた実験を行った。Fig. 5は、3回目の LPS投与

から 4時間後に水溶性モデル物質を静脈内投与し、その 2時間後の BPRである。EB、FD-

4および Calの BPRは SS群と比較して LS群で有意に高値を示し、LK群は LS群と比較

して有意に低い値を示し SS 群とほぼ変わらない値となった（Fig. 5 (a), (b), (c)）。Flu の

BPRは SS群と比較して LS群および LK群で有意に高値を示し、LS群と LK 群には差は

認められなかった（Fig. 5 (d)）。このことから、葛根湯は Fluレベル（分子量 376.3）の物

質移行を制限するまでの BBB の機能低下抑制効果は持たず、Cal レベル（分子量 622.5）

よりも大きな分子に対するバリヤー能の維持効果を有していることが示唆された。すなわ

ち、LPS による TJ の傷害を防いでいる可能性が示唆された。一方、前章において葛根湯

は、Flu（分子量 376.3）よりも分子量の小さい OC（分子量 284.4）の脳移行性を抑制した。

このことは、葛根湯による OCの脳移行性抑制効果は、TJ 間隙の拡張を抑える効果だけで

は説明がつかない。OCは排出系トランスポーターであるMultidrug Resistance-associated 

Protein 4（MRP4）や Organic anion Transporter 3（OAT3）の基質になることが知られ

ていることから 8)、葛根湯投与はこれらトランスポーター機能に影響を及ぼしていることも

考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Fig．5 Effect of Kakkonto 
administration on BBB 
integrity in mice with LPS-
induced inflammation. 
Data represent the means ± 
S.E.M. of 4-9 mice. * P < 
0.05 and ** P < 0.01, 
Tukey-Kramer test. 
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第 2編 葛根湯による BBB機能低下抑制効果の検討 

 

第 1章 TJ関連タンパク質の発現量に対する葛根湯の作用 

  

BBBの TJ関連タンパク質は細胞間隙の密着性を高めている。前編では LPS投与により

TJ間隙が拡張し、これに葛根湯を投与することで TJ間隙の拡張が抑制された。すなわち、

LPSおよび葛根湯はTJ関連タンパク質に作用し、BBB機能に影響している可能性がある。 

3 回目の LPS 投与から 4 時間後のマウス脳毛細血管内皮細胞中の TJ 関連タンパク質発

現量をウエスタンブロット法により測定した。ZO-1発現量は SS群と比較して LS 群で有意

に低値を示し、Claudin-5発現量は SS 群と比較して LS 群で低い傾向にあったことから、第

1 編における LPS 投与による BBB 透過性亢進は、これら TJ 関連タンパク質の発現量低下

も一因である可能性が示唆された（Fig. 6 (a) and (c)）。また、Claudin-5発現量は LS 群と LK

群で変わらなかった（Fig. 6 (c)）。一方、Occludin は LK群で上昇傾向を示した（Fig. 6 (b)）。 

BBBにおける TJ 関連タンパク質の中で Claudin-5が密着性に最も寄与し、分子量 800 Da

以下の物質に対する透過制御を担っていることが報告されている 9)。LPS 投与によって低下

傾向を示した Claudin-5 発現量を葛根湯が増加させなかったことは、Flu（分子量 376.3）の

脳移行性を抑制させなかったことと一致する。しかし、葛根湯による Cal（分子量 622.5）の

脳移行抑制については Claudin-5 発現量では説明できない。総じて本章における ZO-1、

Occludin および Claudin-5 の量的変化だけでは、第 1 編で生じた物質の脳移行性の変化、す

なわち LPS 投与により脳移行性が亢進し葛根湯がこれを抑制するという現象を十分に説明

できるものではなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

SS LS LK

Z
O

-1
/β

-a
ct

in
 r

a
ti

o
 (

a
rb

it
ra

ry
 u

n
it

)

*
**

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

SS LS LK

C
lu

a
u

d
in

-5
/β

-a
ct

in
 r

a
ti

o
 (

a
rb

it
ra

ry
 u

n
it

)

Fig. 6 Effect of Kakkon-to on the expression of TJ protein in the brain. 
Data represent the means ± S.E.M. of 5-9 mice. * P < 0.05 and ** P < 0.01, Tukey-Kramer test. 
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第 2章 BBB機能低下をもたらす炎症性物質に対する葛根湯の作用 

 

次に、炎症下において TJ 関連タンパク質の viability を変化させうる諸因子に対する葛根

湯の影響について調べることとした。その因子として活性酸素種（ROS）10)、腫瘍壊死因子

-α（TNF-α）11)、マトリックスメタロプロテアーゼ（MMPs）11)、MMPsの制御因子であ

る組織メタロプロテアーゼ阻害物質（TIMPs）12)が候補として挙げられる。これら物質は

TJ 関連タンパク質、アドヘレンスジャンクション関連タンパク質および細胞外マトリック

スの消失・分解に関与する。3回目の LPS投与から 4時間後の脳中 ROSレベル、脳内 TNF-

α濃度、total MMP-9 活性、脳内 TIMP-1 濃度を測定した。ROS レベルは SS 群と比較して

LS 群でやや増加傾向を示し、葛根湯では LS 群と変わらない値であった（Fig. 7 (a)）。ま

た、ROS の長期暴露の指標であるカルボニルタンパク質にも変化がなかったことから（デ

ータを示していない）、葛根湯によるバリヤー能維持には ROS を介した機序はないと考え

られた。 

他方、脳内 TNF-α濃度および total MMP-9活性は、SS群と比較して LS群で有意に高

値を示した（Fig. 7 (b), (c)）。そのため、LPS投与による BBBのバリヤー能低下には TNF-

αおよびMMP-9の関与が強く示唆された。total MMP-9活性は、LSと LK群で両者に差

はなかった。しかし、葛根湯は MMP-9 の阻害物質である TIMP-1 の脳内濃度を増加させ

た（Fig. 7 (d)）。TIMP-1は pro MMP-9から active MMP-9への変換を阻害する。これら

のことから、葛根湯は脳内 TIMP-1濃度上昇を介してMMP-9活性を阻害し、元来MMP-9

によって分解される基底層タンパク質のコラーゲンⅣやラミニンの viability を維持して

BBB機能の低下を防いだ可能性が示唆された。 
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Fig. 7 Effect of Kakkonto 
administration on brain ROS 
level, TNF-αconcentration, total 
MMP-9 activity and TIMP-1 
concentration at 24 h after LPS-
treatment.  
Data represent the means ± 
S.E.M. of 5-7 mice. * P < 0.05 and 
** P < 0.01, Tukey-Kramer test. 
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第 3章 脳中トランスポーターの発現量に対する葛根湯の作用 

 

第１編では、OP と葛根湯の併用により、OC 脳移行性が抑制されることを見出し、この

ことは LPS による TJ 間隙拡張の抑制効果では説明できず、トランスポーター機能に対し

て影響を及ぼしている可能性が示唆された。OC は、MRP4 および OAT3 によって脳から

血液方向へ排出される。 

Fig. 8は、脳内MRP4および OAT3発現量をウエスタンブロット法により測定した結果

である。脳内MRP4発現量は 3群間で有意な差は認められなかった（Fig. 8 (a)）。脳内 OAT3

発現量は、SS 群と LS 群で有意差は認められなかったものの、LS 群で減少傾向を示した。

LS群と LK群の比較では、LK群で有意に高値を示した（Fig. 8 (b)）。このことから、葛根

湯は OAT3 のアップレギュレーションを介して OC の脳移行性を抑制させている可能性が

示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

結論 

 

葛根湯と OPあるいは OCの併用により、OCの脳移行性が抑制された。また、葛根湯は

水溶性モデル物質である Cal、FD-4、EBの脳移行性を抑制したものの、低分子量の Fluの

脳移行性には影響を与えなかった。種々検討の結果、葛根湯の BBB機能低下抑制効果には

2つの作用を有することが示唆された。（1）葛根湯は、脳内 TIMP-1濃度を上昇させること

によってMMP-9の活性を阻害し BBBの構造および機能を維持させた。（2）さらに、BBB

において OAT3 をアップレギュレーションさせた。これにより水溶性アニオン、すなわち

OCを脳から血管側へ排出して脳内の OC濃度を低下させていることが明らかとなった。 

Fig. 8 Effect of Kakkon-to on the expression of MRP4 (a) and OAT3 (b) 
proteins in the brain. Data represent the means ± S.E.M. of 6 mice. * P < 0.05, 
Tukey-Kramer test. 
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SS LS     LK
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(a) MRP4 (b) OAT3 



8 

 

以上、本研究によって、異常行動の要因である OCの脳移行性亢進が葛根湯併用により抑

制できる可能性およびその機序を明らかにした。葛根湯とタミフル®の併用は、異常行動の

発症抑制が期待でき、今後、インフルエンザ感染症の薬物治療のオプションとして臨床的検

討が期待される。さらに、葛根湯には、中枢性副作用が問題となる薬物の抑制剤としての応

用性が期待できる。 
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