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モ デル マ ウス を用い た漢方方剤の利水作用の検証
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緒 言

　五苓散は，沢瀉 ， 蒼朮，猪苓， 茯苓及 び桂皮 の 5種の

生薬か ら構 成 され て お り，口 渇 ， 尿量減少，浮腫等い わ

ゆ る水毒症状 の 治療 を 目標 に 臨床使用 され て い る漢方方

剤 で あ り，マ ウ ス P ラ ッ ト
24 ｝

及び ヒ ト
5｝

に おい て利尿

作用を示 す こ とが 報告 され て い る。さ ら に，本剤は脱水

状態，すなわ ち生体 に 水 分 が 不足して い る場合 そ れ を保
持す る こ とか ら，単な る利尿剤 で は な く，一

種の 水分代

謝調節剤 （利水剤〉と考えられて お り，マ ウ ス 及 び ヒ ト

に お い て五苓散は 利水作用 を示 す こ と も既 に 報告 され て

い る ［
” 6｝

また ， 五 轍 と小柴鵬 の 合方剤で ある柴嬲
も，五 苓散 と同様に利水剤 と して の 作用 を有 して い る こ

とが知られて い る：
4’7〕

しか しな が ら， それ ら方剤の 利水

作用 に つ い て最適な水毒 モデ ル 動物 を用 い て画
一

的に 評
’
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価 した報告 は数少 な い 。

　そこ で まず，
そ れ ら漢方方剤の 利水作用 を比較検討す

るた め に，抗利尿 ホル モ ン の バ ソ プ レ シ ン の 誘導体 で あ

るデ ス モ プ レ シ ン 前処置と生理 食塩液の 前負荷 を組 み合

わせ る こ とに よ り1｝水中毒 モ デ ル マ ウス を作成 し，絶水

及 び水中毒 マ ウ ス に お け る尿量 に及 ぼ す五苓散及 び柴苓

湯 の 影 響 に つ い て，対照薬 として ル ープ 利尿剤 フ ロ セ ミ

ドを用 い て 検討 した。さらに，6種の 方剤，すな わ ち猪苓

湯，防己黄耆湯，当帰苟薬散，越婢加朮湯，苓桂 朮 甘湯

及 び牛 車腎気丸の 両 モ デル に対する利尿作用に つ い て も

比較検討 した。

材料 と方法

（1） 試薬

　デ ス モ プ レ シ ン 点鼻液協和   （酢酸デ ス モ プ レ シ ン ，

250 μg／2．5　ml ，　Lot．No．295AGE 等 ；以 下 DDAVP と省

略する）は協和発酵（株）か ら購入した 。フ ロ セ ミ ド（Lot．

NoESN7869 ）は 和光 純 薬 か ら生化学用 を購入 した。

五 苓 散 　（Lot．No．890e17001PO），柴苓 湯 　（Lot．No ，

260023010）， 猪苓湯　（Lot．No ，250040010）， 防己黄耆湯

（LotNo ．250020010），当帰苟薬散 （Lot，No ．26002310），

越婢加 朮湯 （Lot．No．25   28010），苓桂朮甘湯 （Lot，No ．

250039010）及 び牛車腎気丸 （Lot．No，2501G7010）エ キ ス

末 はすべ て株式会社ツ ム ラか ら供与さ れ た もの を用 い

た。ろ 紙 （東洋 ろ紙 ，Lot．No．43290603＞の 着色に は 0．5

（W ／V ）％ プ ロ モ クレ ゾー
ル パ ープル （BCP ，和光純薬

製，特級〉水溶液を用 い た。その 他の 試薬 は 試 薬特級を

用 い た。

　   　実験動物

　 ddY 系雄性 マ ウ ス （4 週齢，日本 SLC ）を本学動物実

験 施設で 1週間予備飼育後，実験 に供 した。そ の 際の 体

重は 27−33g で あ っ た。飼育環 境 は 温度 24± 1℃ の 恒温

飼育室 で 自動給水下 で 固形 試 料 （MF ，オ リエ ン タル 酵

母 ）を自由に摂取させ た。

　   　絶水及び水中毒モ デル マ ウス の 作製
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 6）

　 絶水マ ウ ス は丁 らの 報告 に 従 っ て 作製 し た 。 すな わ

ち，3匹 1群 の マ ウ ス を ラ ッ ト用代謝 ケージに 移 し，絶

食
・絶 水 下 で 4 時間放 置 した もの を絶水マ ウス と した。

　一方， 水中毒 マ ウ ス の 作製 は 山下 の 報告
8〕

を改良す る

こ とに より行 っ た。すなわち，水 を自由に 摂取 で きる条

件下，マ ウ ス を2時 間絶 食させ た後，DDAVP 　5μg／10

ml ／kg を腹腔内注射 し， その 0．5時間後 に 90　ml ！kg の

　生理 食塩液 を腹腔 内注入 した もの を水中毒 マ ウ ス と し

　た 。
た だ し，五苓散 の 実験 に 使用 し た DDAVP は他の 方

　剤の 実験 に使用 した 製品 （ロ ッ ト） と比較 して 力価 が 強

か っ た た め，五苓散の 場合の み，DDAVP 投与量 は 1μg／

10ml／kg とした。

　（4｝ マ ウス へ の薬物投与

　従来の 小動物を用 い た漢方方剤の 利尿作用等の 検討 は

その ほ とん どが高用量 （1
−2g ！kg＞，す な わ ち ヒ トの 臨床

用 量の 5G倍近い 投与量 で行われて い る ：
−4’7’lo）

本研究 で

は，マ ウ ス ・ラ ッ トと ヒ ト間 における西洋薬の 肝代謝 ク

リア ラ ン ス の 違い の 程 度 （
一

般的 に 10：1）を参考 に し

て，方剤をマ ウ ス に投与 した 際 ヒ トに お け る臨床的血 中

濃度 とほ ぼ 等 しい 値を示すように方剤の 投与量 （臨床用

量の ほ ぼ 10倍）を設定して 以下 の 実験 を行 っ た。なお，

本研究 で用 い た各方剤の 乾燥 エ キス 末 （ツ ム ラ製） の 臨

床用量 （成人）は L5 −69／日の 範囲で あ り， その 平均 は約

391 日で あ る。

　 五苓散，柴苓湯 ， 猪苓湯，防己黄耆湯 ， 当帰芍薬散，

越婢加朮湯，苓桂朮甘湯，牛車腎気丸エ キス 末 （各々 300

mg ／10　ml ／kg＞又 は フ ロ セ ミ ド （5　mg ／10　m1 ／kg）を5％

アラビ ア ゴ ム （和光純薬）水溶液に それぞれ懸濁 又 は 溶

解 した もの を絶水及 び 水 中毒マ ウ ス （3匹 1群／ケージ〉

に経 口投与し ， その 30，60，90，12D，150
，
180，210及 び

240分後に ケ
ー

ジ毎 の 尿量 を測 定した。対照 群 （コ ン ト

ロ
ー

ル 〉に は 5％ア ラビ ア ゴ ム 水溶液 （vehicle ）の み を

経 口 投与 した。また，薬物 の 経 口 投与後は 両群 と も絶食
・

絶水 と した。なお，水中毒マ ウ ス を用 い た実 験 の 場合．

生理 食塩液の 投与 1．5時間後 に 各薬物を経 口 投与した。

利水作用 の 有無は 絶 水 及 ゲ水中毒 マ ウ ス に お ける vehi −

cle 及 び 各薬物投与後の 累積尿量及 び 体重減 少 の 結果 を

比較す る こ とに より考察した。

　 （5＞ 尿量の 測定

　　尿量測定は着色ろ 紙 法を採用 した。すなわ ち，ケ
ージ

　に予め 敷 い た BCP 着色ろ紙 （黄色）が 尿に よ D紫色 に変

　色した部分 を乾燥後精確 に切 り取 り，その 重量 （g）を測

　定し， 予め 作製 した検量線よ り算出 した。なお，検量線

　は BCP で着色した ろ紙 に 精製水 10，　50，
　150， 300，600及

　び 900 μ1を浸 潤 させ た もの を乾燥後 ， 変色部分を切 り取

　O，それらの 重量を測定す る こ とに より作製 した。検量

　線は尿量 10−900μ 1の 範囲で有意な直線関係 （y＝ 1049x−

　16
，

ア
2
＞ e．999）を示 した 。また，30分毎の ろ紙 交換 の 際

　に マ ウ ス の 体重を測定す るこ とに より，主 と して排尿に

　よる と考えられるマ ウ ス の体重減少 も併せ て追跡した。

　　なお，本動物実験の プ ロ トコ
ー

ル は京都薬科大学動物

　実験委員会 に お い て 承認 され た もの で あ る。

　　  　統計学的処理

　　得られ た 実験値 はすべ て平均値 ± 標準誤 差 で 表 し，2

　群間の 平均値 の 有 意 差検 定 に は unpaired 　Student’s　t−

　testを用い ，　p 値が 0．05未満 を有意差あD と した。
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結 果

1 ．絶水及び水中毒マ ウス の 尿量に及ぼすフ ロ セ ミ ドの

影響

　まず ， 体 内の 水分量に 関係なく利尿作用 を示 すと考え

られる西洋薬 フ ロ セ ミ ドの モ デル マ ウス に対する利尿作

用 を検討 した。絶 水 マ ウ ス に おけ る フ ロ セ ミ ド（5mg ／

kg）投与後の 4 時間まで の 累積尿量 を Fig．1 （A ）に示

す。Vehicle投与群と比 較 して フ ロ セ ミ ド投与群 の 尿量

は o．5−4時間 で有意に 増加 した。一
方，Fig．1 （B）に水

中毒マ ウ ス に おける結果を示 す。フ ロ セ ミ ド投与群 の 尿

量 は vehicle 投与群 の 場合 と比 較 して 0．5−2時間で 有意

に増加 した。また，絶水 及 び水中毒 モ デル マ ウ ス に おけ

る投与 2時間後 の フ ロ セ ミ ド投与群 の 累積尿量／vehicle

投与群の 累積尿量比 は そ れ ぞ れ 246及 び 205 ％ で あり，

ほ ぼ 同 等 で あ っ た 。また ，
い ずれの モ デル マ ウ ス の 場合

も， フ ロ セ ミ ド投与群と vehicle 投与群 の 累積尿量：差 は

2．5時間以降減少 して い く傾 向を示 した
。

2 ，絶水及び水中毒マ ウス の尿量に及ぼす五 苓散及び柴
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苓湯の 影響

　絶水マ ウ ス に お け る vehicle 及び 五 苓散（300　mg ／kg）

投与後の 4時間まで の 累積尿量 をFig．2 （A）に示す。絶

水 マ ウ ス へ の vehicle 及 び 五苓散投与 4時間後 に おける

累積尿量は ほ ぼ等しく有意な差は 認め られ なか っ た。一

方，Fig．2 （B）に 水中毒 マ ウ ス の 場合の 結果 を示す。五

苓散投与群 の 尿量は，vehicle 投与群 の 場合 と比較 して

1．5−4時間で 有意に 増加 し，2時問後の 方剤／vehicle 投与

群の 累積尿量比は 266％ で あ っ た 。 また ， 水中毒マ ウ ス

の 場合，2．5 時間以降の 五苓散及 び vehicle 投与群 の 累積

尿 量差 は ほ とん ど変化 しなか っ た 。

　柴苓湯 （300　mg ／kg）を絶水マ ウ ス に投与 した場合，

Fig．3（A ）に 示すように，　vehicle 及 び柴苓湯投与群 の 尿

量の 聞に 有意差はなか っ た 。

一
方 ， 水中毒マ ウ ス の 場合，

五苓散の 場合 と1司様 に，柴苓湯投与群 の 尿量は vehicle

投 与群 と比べ て 顕著に 増加 した （pく 0，01−O．oel；0，5・4時

間， Fig．3（B））。また，2 時間後の 方剤／vehicle 投与群 の

累積尿量比 は 376％ で あっ た。さらに，水中毒マ ウ ス の

場合，2．5 時間以 降の 柴苓湯及 び vehicle 投与群 の 累積尿

量差 は ほ ぼ 同等で あ っ た。

3．各種方剤の利尿作用の 比較

　 絶水 及 び水中毒時に お ける猪苓湯，防己 黄耆湯，当帰

芍薬散，越婢加朮湯，苓桂朮甘湯及 び 牛 車腎 気丸の 利尿

作用を比 較検討 した結果を Fig．4に示す。 絶 水マ ウ ス に

お け る投与2時間後の 各種方剤！vehicle 投与群 の 累積尿

量比 は，そ れ ぞ れ約 76，111，86，92，87及 び 91 ％ で あ

り，90％ 前後の 値で あ っ た。また，すべ て の 方剤に お い

て，い ずれの 時間 で も vehicle 及 び 薬物投与群間の 累積

尿 量に有意差 は 認め られなか っ た。

　
一

方，水 中毒マ ウ ス の 場合，有意差は 認 め られ なか っ
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た もの の ， 猪苓湯，防己黄耆湯， 当帰芍薬散，越婢加朮

湯及 び苓桂朮廿湯の 投与に よ り累積 尿 量 は増加 し，2時問

後 の 累積 尿 量 比 は それぞれ約 196
， 176，123，139及 び

142％ で あっ た （猪苓湯 の 場合，投与後3，5時問 に おい て

有意差 （p〈 O．05）が 認め ら れ た ）。しか しな が ら， 牛車腎

気丸 の 場合，尿 量 は減少傾向を示 し，2時間後の 累積尿量

比 は 84％ で あ っ た （Fig．4）。

　なお，い ずれ の 実験 に お い て も，尿 の 排 泄 に 伴 い
，

マ

ウ ス の 体重 も減 少 し，尿量 の 増加量 と体 重 の 減少量 との

間に 良好 な相関関係が 得られた （データ省略〉。

考 察

　 ラ ッ トに腹腔内投与された DDAVP は，ヒ トに 対す る

作用 と 同 様 に，過 剰 の 水 分 の 排 泄 に 要 す る時 間 を

DDAVP 濃度依 存的 に 延長 させ，そ の 間持続的 な血 清

Na 濃度低
．
ド状態を作 り上げ る こ と，並 び に そ の 低下の

持続時間及 び 強 度は そ れ ぞれ DDAVP 前処 置量及 び 腹

腔内へ の 生理 食塩 液注入 量に より調節で き る こ とが 報告
　 　 　 　 　 s ）

され て い る。著者 らが 行 っ た マ ウ ス に よ る予備実験 に お

い て も，ラ ッ トの 場合 と同様 の 成績が 得られ，被験薬物

投 与 2時間前 に DDAVP （5μg／kg）を腹 腔 内注射 し，
1，5時間前 に 生理 食塩液 （90　ml ／kg）を腹腔 内 注 入 す る こ

とに よ り，本研 究 に 最 適 と考え られ る水中毒マ ウ ス を作

製 で きた。すなわち ， 単に水又 は生理食塩液を負荷した

だ け の 従来 の モ デ ル に 比べ て より確実 に
一

種 の 水 分 過 剰

（水中毒）状態を作 り出 す こ とが 叮能で あ っ た 。 そ こ で，
4 時間の 絶食

・
絶水 （脱水 状 態）及 び 上記 DDAVP 前処

置 （水中毒）マ ウ ス を用 い て，フ ロ セ ミ ド及 び 各種 漢 方

方剤の 利水作用の 有無 を検討 した。

　 まず，西洋薬の フ ロ セ ミ ドは絶水及び 水中毒マ ウ ス の

区別 な く， 投与
．
直後か ら尿量 を著 し く増加 させ ，そ の 作

用強度は 両 モ デ ル に 対 して ほ ぼ 等 しか っ た （Fig．1）。こ

の 結果は
，松田 らの ラ ッ トに お け る成績

7〕
と 同様 で あ り，

著者 らの モ デ ル 系 に お い て も西洋利尿薬 と して の 特徴，

すな わ ち体液量に 無関係に 利尿作用 を示 すこ とが確認さ

れ た。また
，

い ずれ の モ デ ル マ ウ ス に お い て も，vehicle

投 与群の 場合約 1時間の ラ グ タイム が 認め られ た。水中

毒マ ウ ス に つ い て は DDAVP の 残 存作用 に よ る もの と

推 測 され る が ，絶 水 マ ウ スに つ い て は 不明 で あ る。

　次 に，モ デ ル マ ウ ス の 有用 性及 び 誓遍性を確 認 す る 日

的 で，五苓散及 び柴苓湯の 利水作用を検証 した。五苓散

エ キ ス 末 の 経 口 投与に よ り，絶水マ ウ ス に お い て尿量 は

コ ン トロ ー
ル と比較 して変化 し なか っ た が，水中毒マ ウ

ス で は有意に 増加 した （投 与2 時間後 の 累積尿量 比，
266 ％ ；Fig，2）。ま た，その 効力は フ ロ セ ミ ドの 場合 （累

　積尿量比，205 ％）に 匹敵す る もの で あ っ た u
マ ウ ス に お

　ける従来 の 五苓散の 利尿作用 に 関す る研究 で は，すべ て

五苓散 の 散剤又は 煎剤が 用 い ら れて お り， 今 回 の 実験 で

　エ キス 末 （ツ ム ラ製）で も1司様 の 作用 が 認め られ る こ と

が 明らか に なっ た。ま た，丁らに よリマ ウ ス に お い て 五

苓散 は 利水作用を示 すこ とが 既 に 報告 さ れ て お リ1’我 々

の 作製 した 二 つ の モ デ ル マ ウ ス で も同様の 結果が 得 られ

た。

　 また，Fig，3に示すように，　 li苓散の 場合 と同 様，柴苓

湯 も利水作用 を示 し た。す な わ ち、絶水 マ ウ ス の 場合尿

量は変わらなか っ た が ， 水 中毒時で は 顕著な尿量増加を

認 め，その 効果 （2 時間後 の 累積尿量 比．376 ％）は五 苓

散の 場合の 約 L4 倍 で あ っ た。松 田 ら は，水負荷 ラ ッ ト

（15ml／head） に 高用量 の 柴苓湯 エ キ ス 末 （1 及 び 2g／
kg）を投 与した 際，方剤投与後 2．4時間の 尿量 が用 量 依

存的に 増加する こ と を報告 して い るgn著者らの 結果は，
マ ウ ス レ ベ ル で柴苓湯の 利水作用を証明 した は じめ て の

もの で あ D，松田らの ラ ッ トに お け る報告
7〕

を支持す る

もの で あ る。こ れ ら の こ とは，デ ス モ プ レ シ ン 前処 置 と

生理 食塩液負荷 を組み 合 わせ て 作製した 水中毒モ デ ル マ

ウ ス が，方剤 の 利水作用を調べ る ヒで 有用なモ デ ル に 成

りうる可能性を示唆して い る。一
方，山口 ’， の 作製した

水負荷 ラ ッ トの 場合， 柴苓湯エ キ ス 末 （0．5及 び 2g／kg）
の 経 r1投与に より逆 に尿量は有意 に 減 少 し，抗利尿 作用

が 発現 して い る：
〕

著者 らの 結果 も含 め た こ れ らの 研 究結

果 の 違 い は 漢方薬実験 の 困難 さを物語 っ て お り，モ デ ル

動物 の 適切 性，飼育条件，投与量，投ケ・方法な どが そ の

原因で あ る もの と推察 され る。

　 さらに ， 水中毒マ ウ X に おい て ， フ ロ セ ミ ド投与群 と

vehicle 投与群 の 累積尿量差 は 2．5時聞以降減少 し て い

く傾向を示 した （Fig．1）。すなわ ち，フ ロ セ ミ ド投与群
に お け る 2．5 時間以 降の 尿排泄速度は コ ン トロ

ー
ル の 場

合 と比較して減少 した。こ れは，フ ロ セ ミ ド投与 に よ り

急激 に 尿が 排泄 さ れ，そ の 結果体 内水分 量 が 不 足状 態に

陥 っ た こ と に 起因す る もの と推察 され る。一
方，五苓散

及 び 柴苓湯 の 場合（Figs．2 及 び 3），フ ロ セ ミ ドの ような

現象は 確認 されず ， 理想的な利尿剤 で あ る こ とが示 唆さ

れ た。

　五 苓散及 び 柴苓湯 と同 じ く利水剤の
一

つ と して 知 られ

て い る 猪苓湯 は，EE常 及 び 水負荷 ラ ッ トの 両 者に 対 して

利尿作用 を示 す こ とが 報告 され て い る141u），11 ｝

しか しな

が ら， 脱水時の 作用 に つ い て は未だ ラ ッ ト・マ ウス で は

報告 が ない 。そ こ で，我 々 の モ デ ル マ ウ ス を用 い て 猪苓

湯 エ キ ス 末 が利水作用を示 すか 否か を検討 した と こ ろ，
利水傾向が 観察 された （Fig．4）。 さ らに，防己黄耆湯，
当帰芍薬散，越 婢加朮湯及 び苓桂朮甘湯の 4 方剤は，従
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来か ら種 々 の 症例に対 して 利水剤 と して 用 い られ て きた

が ；
ω

小動物 を用 い て そ れ ら の 利水作用 を証明 した報告

はない 。そ こ で，こ の モ デ ル を用 い て検討 した結果，絶

水 マ ウ ス の 場合それ らの方剤 は利尿作用を示 さなか っ た

が
， 水中毒 マ ウ ス の 場 合，統 計学的 に有意な差で は な い

もの の，尿量を約 2  〜80％ 増加 させ た （Fig．4）。しか し

なが ら，陰陽双補剤か つ 補腎剤 （利水剤） で ある牛車腎

気丸は ， 絶水及 び水 中毒マ ウ ス の 両方に 対 して 利尿作用

を示 さなか っ た。こ の 理 由 と して は ， 牛車腎気丸の 利水

作用が 他 の 方剤に 比 べ て もと もと弱 い ，牛車腎気丸の 投

与量が 適切 で なか っ た，又 は 牛 車腎気丸の 利尿作用を検

討す る上 で今 回の モ デ ル 自体が 不適当で あ る等が 考 え ら

れ る。以後，こ の 点 に つ い て は さらに 詳細 に検討する必

要 が ある。

　 これらの こ とか ら，五苓散， 柴苓湯 ， 猪苓湯，防 己黄

耆湯，当帰芍薬散，越 婢加朮湯及び 苓桂朮甘湯は，今回

対照 と して 用 い た フ ロ セ ミ ド とは 異 なり，モ デ ル マ ウ ス

に 対して 水分代謝調節作用 を有して い るこ とが 判 明 し，

それらの 利水作用が検証され た。

　 した が っ て，デ ス モ プ レ シ ン 処 置 は ラ ッ トだ け で な く，

マ ウス に おい て も水中毒 モ デ ル を作製す る上 で 有用 な手

段 で あるこ とが 判 明 した。さ らに ， 方剤 の 利尿作用 をス

ク リ
ー

ニ ン グす る上 で 本モ デ ル マ ウ ス は 有効 で あ る と考

えられる。現在，本モ デ ル を用 い て
， 他 の 方剤 の 利水 作

用を検討中で あ る。

結 論

　脱水及 び水 分 過剰状 態 の 2 種 の モ デ ル マ ウ ス を用 い

て ，
ヒ トの 臨床用 ：量に 近 い 投与量 に お け る種 々 の 漢 方方

剤エ キス 末の 利水作用 を検討 したとこ ろ，従来か ら利水

剤 として知 られ る五 苓散，柴苓湯，猪苓湯，防己 黄耆湯，

当帰芍薬散，越婢加朮湯及 び 苓桂朮 甘 湯の 利 水 作用 を検

証す る こ とが で きた。したが っ て，今回作製した両 モ デ

ル は 方剤 エ キ ス 末の 利水作用 をマ ウ ス レ ベ ル で ス ク 11一

ニ ン グする上 で有用な手段 に な り得 る もの と考 え られ
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