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第 1 章 緒言  

 

 快適な日常生活を営むために，日々の健康状態に留意することは大切である．

成人以降，年齢を経るに従い必然的に身体機能は衰えてゆくが，骨格筋は可塑

性に富むゆえに，運動などによる鍛錬の結果，加齢による機能低下に歯止めを

かける事が可能である．  

 骨格筋の萎縮は様々な要因で引き起こされる．すなわち筋萎縮はデュシェン

ヌ型筋ジストロフィーなどの遺伝的な要因のみでなく，後天的な要因によって

も引き起こされる．飢餓，不活動，重力免荷，糖尿病，クッシング症候群，グ

ルココルチコイド治療などがその例であり，また高齢化による筋量の低下は，

加齢性筋肉減弱症（サルコペニア）と呼ばれている．  

 超高齢社会を迎えた昨今，長期臥床や傷害に伴うギプス固定，不活動などに

より，廃用性の筋萎縮が引き起こされた症例は枚挙に暇がない．また，廃用性

萎縮はその後のリハビリテーションによる回復過程にも重要な影響を与える．  

QOL の確保のためにも，骨格筋の萎縮に適切な対処を行う必要がある．今日，

廃用性萎縮に対しては様々な治療方法が行われており，鍼治療もまた，廃用性

萎縮に対する治療の選択肢の一つである．  

 東洋医学を代表する治療法の一つである鍼治療は，臨床的にも多く用いられ

ているが，その治効メカニズムの解明は端緒の緒についたばかりである．現在

までの鍼治療効果の科学的エビデンスとして現象の報告は多いが，そのメカニ

ズムの生理学，分子生物的な説明はほとんどなされていない．  

 近年，筋萎縮を引き起こす遺伝子として，筋特異的ユビキチンリガーゼであ

る Atrogin-1，MuRF1 が同定された．骨格筋萎縮の原因は多岐にわたるが，ほと

んど全ての骨格筋萎縮においてこれら 2 遺伝子の発現が亢進し，骨格筋構造タ

ンパク分解を促進することから，Atrogin-1，MuRF1 は筋萎縮の原因遺伝子と考

えられている．  

 本研究では，廃用性萎縮に対する鍼の治功メカニズム解明のため，実験動物

を用いて，鍼通電療法による筋萎縮関連遺伝子の発現変化を検討した．また，
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鍼通電療法のみではなく，古くから用いられている置鍼も比較検討の対象とし

た．  
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第 2 章 文献研究 

 

2-1 骨格筋とは  

2-1-1  骨格筋の機能と構造 

  動物が環境に適応して活動を営む上で，筋肉の果たす役割は重要である．人

体を構成する筋は 3 種類に大別される．すなわち，消化器官の内臓壁を構成す

る平滑筋，収縮に適した固有心筋と興奮の伝導に適した特殊心筋から構成され

る心筋，そして手足を動かし移動を行う骨格筋である．骨格筋は，その名の通

り，骨格を構成する骨に付着している筋で， 姿勢を維持するとともに筋収縮に

より四肢を動かすという機能を有している．  

 骨格筋は筋細胞（筋線維）と呼ばれる細長い細胞が束状になって構成されて

おり，この両端は一般に腱を介して骨格に付着する．心筋と平滑筋は単核であ

るが，骨格筋は核が表層に多数存在する，独特の多核構造を有する．筋細胞は

筋原線維によって構成されるが，骨格筋が有する横紋構造は，サルコメアと呼

ばれる特徴的な筋原線維の形態によって形成されている．その構成はアクチン

フィラメントとミオシンフィラメントによる縞模様であり，光学顕微鏡で観察

した際に，明るく見える部分を I 帯，暗く見える部分を A 帯と呼ぶ．I 帯はア

クチンフィラメントのみで構成される部分であり，A 帯はミオシンフィラメン

トとアクチンフィラメントが重なる部分である．I 帯の中央には Z 盤（帯）と

呼ばれる筋原線維の区切りが存在する． 

 

2-1-2  骨格筋の収縮特性 

  骨格筋収縮の分子メカニズムには諸説あるが，細いアクチンフィラメントが

太いミオシンフィラメントの間に滑り込むという滑走説が有力である(1). 筋

の収縮システムは興奮収縮連関と呼ばれ，筋の活動電位が発生した後，神経筋

接合部を介して，筋原線維を取り巻く筋小胞体から Ca2+が放出される．ミオシ

ンフィラメントの頭部は，Ca2+の存在下でトロポミオシンによるアクチンフィ

ラメントへの抑制が外れ，ATP 依存的にアクチンフィラメントに接合できるよ
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うになり，その結果筋収縮が生じる． 

 自律神経の支配を受ける心筋と平滑筋は不随意筋であるが，骨格筋は体性運

動神経の支配を受け，自分の意思で動かすことが可能な随意筋である．骨格筋

は求心性神経である感覚神経と，遠心性神経である運動神経による支配を受け

ており，運動ニューロンの軸索は，筋線維に分布する過程で分岐する．1 個の

運動ニューロンは数本から数百本の筋線維を支配しているが，この 1 個の運動

ニューロンによって支配される筋線維の単位を運動単位という．また，1 個の

細胞が支配する筋線維の割合を神経支配比と呼び，支配する本数の少ない方が

細かい作業が可能である．  

  骨格筋の筋線維タイプは，発現する Myosin Heavy Chain（MyHC）のアイソフ

ォームにより通常，3 タイプに分けられる(2)．主に赤筋（遅筋）を構成するⅠ

型，そして，主に白筋（速筋）を支配するⅡb 型，その中間的性質を有するⅡa

型である．これらの中でもⅠ型の赤筋は，ミオグロビンや毛細血管が豊富なこ

とから赤色に見え，持久的な運動に適した筋である．  

 

2-1-3  骨格筋の可塑性 

 骨格筋は損傷と再生を繰り返すことが知られている．骨格筋の再生を担うの

は，主として正常筋線維の形質膜と基底膜の間に局在する筋衛生細胞であると

考えられている．筋線維を損傷するような刺激が加わると筋衛生細胞が活性化

され増殖し，筋芽細胞，筋管，筋線維へと分化する． 

 骨格筋の可塑性は、大きく機能的可塑性と構造的可塑性に分類できる．機能

的変化の例としては，筋線維タイプの変化が知られている(3)．構造的な変化と

しては，筋に対する機械的負荷や環境に応じた体積の変化，すなわち筋肥大，

筋萎縮がある(4)． 

   

2-2  筋萎縮とは 

2-2-1  筋萎縮 

  骨格筋萎縮とは，筋細胞内のタンパク質合成に対しタンパク質分解の割合が
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相対的に増加した結果，引き起こされる現象である．骨格筋萎縮では，筋線維

断面積および線維数が減少し、筋量全体が減少する．筋萎縮を引き起こす原因

には，飢餓，不活動，重力免荷，糖尿病，クッシング症候群，グルココルチコ

イド治療などが知られている．また高齢化による筋重量の減少は，加齢性筋肉

減弱症（サルコペニア）と呼ばれている(5)．これらの筋萎縮の中でも，長期臥

床や，ギプス固定などの不活動などによって引き起こされる一連の萎縮は，廃

用性萎縮と呼ばれており，高齢者の寝たきりなど重大な今日的医療課題とも関

連が深い．  

  

2-2-2 タンパク質合成経路 

 骨格筋構造タンパク質の合成で解明が進んでいるのは，インスリン様増殖因

子（IGF-1），ホスファチジルイノシトール 3 リン酸キナーゼ（PI3K），プロティ

ンキナーゼ B（Akt）の経路である(6)．IGF-1 はソマトメジン C とも呼ばれる増

殖因子であり，成長ホルモンによって肝臓で合成され，末梢血管に分泌される．

この IGF-1 が，骨格筋細胞膜表面にある IGF-1 受容体に結合すると，活性化さ

れた IGF-1 受容体のリン酸化チロシンに，さらに PI3K などの酵素が結合し，Akt

を活性化させる．Akt の下流では，哺乳類ラパマイシン標的タンパク質（mTOR）

を介してリボソーム S6 キナーゼ（p70S6K）がリン酸化され，タンパク質合成を

促進し，筋肥大を導くことが知られている(7, 8)． 

  

2-2-3 タンパク質分解経路 

 細胞質内タンパク質の分解経路は，オートファジー系，カルパイン系とユビ

キチン−プロテアソーム系が存在する(9, 10)．オートファジー系は，リソソー

ム−液胞で分解を行う系である．カルパインは、Ca2+により活性化される細胞内 

Cys プロテアーゼ である．カルパイン系によるタンパク分解は，タンパク質を

特異的部位で限定的に切断することによって，タンパク質の機能を不可逆的に

変換するという点に特徴がある． 

 一方，タンパク質を認識して特異的に分解するのは，ユビキチン−プロテアソ
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ーム系である．翻訳後修飾分子であるユビキチンは，76 個のアミノ酸からなる

小さなタンパク質であり，ユビキチン同士の間で共有結合を繰り返すことによ

りポリユビキチン鎖を構成する(11, 12)．このポリユビキチン鎖が目印となり，

プロテアソームによって補足，分解される．選択的なタンパク質分解に決定的

な役割を果たす分子は，E1（活性化酵素），E2（結合酵素），E3（ユビキチンリ

ガーゼ／連結酵素）と呼ばれる一連の酵素群であり，標的とするタンパク質に

共有結合する． 

 萎 縮 関 連 遺 伝 子 muscle-specific ubiquitin E3-ligases atrophy 

gene-1/muscle atrophy F-box （ Atrogin-1/MAFbx) と muscle ring-finger 

protein 1（MuRF1）は，E3 ユビキチンリガーゼである．E3 は，基質と E2 の両

方に結合する(13, 14)．図 1 に，骨格筋肥大／萎縮メカニズムの概略を示す． 

 骨格筋構造タンパク質の分解で解明が進んでいるのは，フォークヘッド型

DNA 結合ドメインを持つ転写因子 FoxO（Forkhead transcription factor）であ

る．FoxO は Akt の存在下でリン酸化され，核外の細胞質に留まっている．しか

し，Akt の影響が弱まると，FoxO のリン酸基が外れ，脱リン酸化型 FoxO が核移

行し，Atrogin-1, MuRF1 の転写が開始され，筋萎縮が引き起こされる(15)．こ

れらの先行研究によって，Atrogin-1，MuRF1 の発現メカニズムのシグナル伝達

系は明らかになりつつあるが，まだ不明な点が多い(16, 17)． 
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2-3 鍼治療 

2-3-1  鍼治療の歴史 

 鍼灸の古典では，筋にかかわる治療は素問／霊枢（霊枢 第十三 経筋篇）に

遡る(18)．しかし，ここで述べられている“筋”は筋肉とは少し異なり，“スジ”

の意味が強いようである．筋に対する経穴は，陽陵泉が有名であり，肉離れなど

の治療には，回復期の初期に損傷筋に対する 1 Hz 程度の低周波鍼通電療法など

が勧められている(19)． 

 鍼灸治療は骨格筋に対し直接刺鍼を行う方法であり，鍼の扱い方には置鍼，雀

啄など様々な方法がある(20)．鍼通電療法は近年針麻酔で有名になった治療法で

あるが，日本ではその鎮痛効果から，麻酔科の医師による研究もなされてきた

(21)．現在では鍼灸治療の鎮痛作用に対する理解も広がり，大学病院などでも日

常的に鍼治療が行われるようになっている． 

 

2-3-2  鍼治療効果発現のメカニズム 

  鍼通電療法は現在，臨床的に多くの場面で用いられており，鍼刺激が引き起こ

す現象に関しては多くの報告がなされている．特に，自律神経にかかわる鍼刺激

の効果に対する報告は数多く，刺鍼によって心拍数が減少するという現象が報告

されている (22)．しかしながら鍼治療効果発現のメカニズムについては不明な

点が多い． 

 鍼灸治療の治効メカニズムに関して，受容体，介在神経，鎮痛機構などについ

ていくつかの仮説が立てられている．受容体に対する仮説は，鍼刺激の受容体を

ポリモーダル受容器とした説がある(23)．皮膚に痛みを引き起こす強さの刺激が

加えられると，皮膚の自由神経終末に存在する侵害受容器が興奮し，一次性感覚

神経を興奮させる．ポリモーダル受容器は，末梢侵害受容器の一つであり，鍼刺

激はこの受容器を介するのではないかと考えられている(20)．   

 介在神経に関しては，Melzack と Wall によって 1965 年に提唱されたゲートコ

ントロール説がある．彼らは，触／圧覚を伝える神経線維が，痛みを伝える神経

繊維からの入力を抑制するゲートのような構造が脊髄にあるのではないか，また，
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その部位は脊髄後角Ⅱ層の膠様質にある SG 細胞ではないかという仮説を立てた．

侵害性の刺激は非侵害性の刺激によって抑制されるという仮説である．その後修

正も加えられ，鍼刺激による鎮痛効果の仮説の一つとなっている(24)． 

 鍼鎮痛作用機序の解明には，内因性モルヒネ様物質（オピオイド）の関与が示

唆されている(25)．鍼による鎮痛効果はナロキソンなどのモルヒネの拮抗薬によ

って抑制されるため，鍼の鎮痛作用発現にオピオイドが関わっている可能性があ

ると考えられている(26)． 

 

2-3-3  筋萎縮に対する鍼治療 

 筋萎縮に対する鍼治療法の効果に関して，高岡ら(27)は鍼通電療法がミオス

タチンの発現を抑制するという報告をしており，鍼治療が筋萎縮を抑制する可

能性が示されている． 

 また，Wang らは，ラットの脳虚血モデルに対する鍼通電療法で，リン酸化 Akt

量が亢進したという報告を行っている(28, 29)．Akt はタンパク質合成に深く

関わっており，リン酸化 Akt の増加は，萎縮関連遺伝子の発現を引き起こす転

写因子 FoxO の抑制に働く可能性がある． 

 しかし，現在までに萎縮を引き起こす原因とされている萎縮関連遺伝子

Atrogin-1，MuRF1 に対する鍼治療の影響はまったく検討されていない． 
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第 3 章 研究目的 

 

 本研究では，廃用性萎縮に対する鍼通電療法の効果発現メカニズムを解明す

るため，後肢懸垂によって廃用性萎縮を惹起したマウスに対して，鍼刺激を行

い，筋萎縮関連遺伝子 Atrogin-1，MuRF1 の発現変化を検討した．また，伝統的

な鍼治療法といえる置鍼および 1 Hz，10 Hz という異なる周波数における鍼通

通電療法の廃用性萎縮抑制効果についても比較検討した． 
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第 4 章 材料と方法 

 

4-1 試薬一覧 

 下表は本実験で行った RNA 抽出，逆転写反応，Real-time PCR，免疫染色に使

用した試薬である． 
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4-2  実験動物 

  実験には 8-9 週齢の近交系雄マウス（C57 Bl/6）を用いた．実験動物は実験

開始 1 週間前に繁殖飼育室から実験用飼育室へと移し，環境に適応させた．各

群とも室温 22℃の恒温室内にて飼育し，照明は午前 10 時から午後 10 時まで点

灯，午後 10 時から翌朝午前 10 時までを消灯とし，食餌と水は自由摂取とした．

実験期間中マウスは個別飼育とし，実験用飼育ケースは縦 13 cm，横 22 cm，深

さ 14 cm の昆虫飼育ケース（大創，東広島）を用いた．飼育ケースには給水器

（スドー，名古屋）を貼付し，マウスが給水出来る状況にあることを確認した．

飼料はラボ MR ストック（農産工業株，横浜市）を用い，マウスが摂食可能な位

置の床に散布した．一日の散布量は 10 g を目安とした． 

 なお，本研究は東京大学大学院医学系研究科，動物実験委員会の承認を得て

行われた（医-P07-40）． 

 

4-3 実験モデル 

  廃用性萎縮モデルには，Morey 変法に則り(30)，2 週間の後肢懸垂を行った．

キネシオロジーテープ（NICHIBAN，東京）を 3 cm X 3 cm にカットし，マウス

の尾部に巻き付けた．貼付位置は尾部開始より 1 cm 遠位とした．キネシオテ−

プの上から，吊り下げ用 T 字金具（WAKI sangyo co.，LTD．大阪）を，サ−ジカ

ルテープで尾部に留めた．飼育ケ−スの天井に針金で梁を作成し，オーリングに

てケージの上部より懸垂した．マウスと床との距離は，マウスの両上肢が接地

していることを確認して決定した．  
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4-4 実験デザイン 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

 

 

 

 

 

 群分けは上記の通り A）通常飼育群，B）後肢懸垂群，C）後肢懸垂＋置鍼群，

D）後肢懸垂＋鍼通電 1 Hz 群，E）後肢懸垂＋鍼通電 10 Hz 群とした．各群は n 

= 7 とした．通常飼育群においては，後肢懸垂群と同期間，同じ飼育室の通常

の環境下で飼育を行った．  

 

4-5  刺鍼および鍼通電条件 

 ペントバルビタ−ル（共立製薬，東京）による深麻酔下にて，直径 0.12 mm

のステンレスディスポ−ザブル鍼（セイリン，静岡）を用いて，腓腹筋下部に 2

カ所刺鍼を行った．麻酔投与は注射器（日本ベクトン ディッキンソン，福島）

を用いて，腹腔内投与とした．通常飼育群を含め，すべての群に麻酔投与を行

った．ヒラメ筋，足底筋の刺鍼による損傷を回避するため，腓腹筋に地面と水
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平に尾部から頭部方向に向かって 5 mm の深さで刺鍼した．麻酔投与量は，10％

ペントバルビタール約 200 µg/day（体重の約 0.1%）を目安とした．鍼による刺

激は．後肢懸垂開始の翌日から行った．低周波鍼通電はオームパルサー（LFP4000，

6.5 mA，イ−デンキ，京都）を用いて毎日 30 分，2 週間続けて行った．実験時

間は可能な限り，午後 2 時を麻酔投与開始時間，引き続き鍼通電開始とした． 
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4-6 サンプル採取 

4-6-1 筋サンプル採取および筋湿重量 

 2 週間の後肢懸垂後，両肢のヒラメ筋，足底筋を摘出し，筋湿重量を測定し

た．左後肢のヒラメ筋，足底筋は RNA 抽出に用いるため，ISOGEN（ニッポンジ

ーン，東京）中にて粉砕した．右後肢は，凍結切片作成後，蛍光免疫染色によ

る筋線維断面積測定のため，クリオモルド 1 号（サクラファインテックジャパ

ン，東京）に満たした OCT コンパウンド（サクラファインテックジャパン）に

包埋し、液体窒素で冷却した 2 メチルブタン（和光純薬，大阪）中で急速凍結

した．サンプルはクライオスタット（ライカマイクロシステムズ，東京）によ

る凍結切片作製まで，-80℃にて保存した．  

  

4-6-2 Real-time PCR 

 RNA 抽出：摘出した骨格筋組織は電動ホモジナイザー（IKA Werke GmbH & Co. 

KG Deutschland，GERMANY）を用いて，RNA 抽出試薬 ISOGEN（ニッポンジーン）

1 ml 中で破砕した．破砕した組織は 5 分間室温にて放置した後，クロロホルム

（シグマアルドリッチジャパン，東京）0.2 ml を添加し，15 秒撹拌した．2〜3

分室温にて放置した後，12,000 回転で 15 分間，4℃で遠心分離（トミー工業，

東京）した．分離した上層を別チューブに移し，イソプロパノール（シグマア

ルドリッチジャパン）を 0.5 ml 添加し，室温にて 10 分放置した後，12,000 回

転で 10 分間，4℃にて遠心分離した．分離した上層を別チューブに移し，冷蔵

保存した 80％エタノール（和光純薬）を 1 ml 添加し，30 秒撹拌した．その後，

7,500 回転で 5 分間，4℃にて遠心分離を行った．チューブの底部にペレットが

存在することを確認した後，80％エタノールを除き，軽く乾燥させてから，蒸

留水（ニッポンジーン）を 20 µl 添加し溶解した． 

 逆転写反応：完全に溶解した総 RNA は、NanoDrop（LMS，東京）によって濃度

を測定し，蒸留水で希釈し濃度を 62.5 ng/µl に統一した．さらに電気泳動像に

より RNase による分解がないことを確かめた上で，SuperScript Ⅲ（Invitrogen，

Grand Island，NY）を用いて逆転写反応を行い，mRNA に対する相補的 DNA（cDNA）
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を合成した．1st Mixture は 1 サンプルにつき，Oligo dT18（Invitrogen）1 µl，

dNTPs（Takara，滋賀）4 µl とし，total RNA は 8 µl 用いた．2nd Mixture に

は 5 x First Strand buffer（Invitrogen）4 µl，0.1 M DTT（Invitrogen）1 µl，

RNase Inhibiter（TOYOBO，大阪）1 µl，SuperScriptⅢ 1 µl ずつ用いた．

SuperScript Ⅲに用いた反応温度は，65℃ 5 分，4℃ 10 分（この間に 2nd 

Mixture を投入），50℃ 60 分，70℃ 15 分，4℃で安定させた． 

 Real-time PCR：逆転写反応終了後，7500 fast Real-time PCR system（Applied 

Biosystems，California）により，Atorgin-1，MuRF1 および内部標準としては

β-actin を用いて，それぞれの発現量を計測した．希釈列は，4 段階 10 倍希釈

列のスタンダードを用いて，絶対定量を行った．試薬は 1 サンプルにつき，SYBR 

Premix Ex Taq（Perfect Real Time）（Takara）5 µl と Rox Dye（Takara）0.2 µl

および PCR 用 Primer（表 3）を Forward，Reverse 各 0.2 µl，蒸留水（ニッポ

ンジーン）3.4 µl を用いて，mRNA 発現量の絶対定量を行った．作業はすべて氷

上にて行った．Real-time PCR に用いる総 RNA template 量は 1 µg とした．

Real-time PCR の反応温度は，第 1 ステージとして 95℃ 1 分の後，第 2 ステー

ジとして 95℃ 15 秒，60℃ 1 分を 40 回繰り返した．（SYBR Premix Ex Taq に

よる蛍光発現量は，この 60℃時の発現量を測定した）．また PCR 産物は乖離曲

線を求めることで非特異的な増幅がないことを確認した．データ解析には，7500 

Fast system software（Applied Biosystems）を用いた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 19

 

 

                    

 

4-6-3 筋線維断面積 

 凍結切片作製：-80℃冷凍保存した凍結組織は，クライオスタットにて，凍切

片作製した．クライオスタット内の温度は-20℃保持を目安とした．凍結切片の

厚さは，5 µm を基準とし，切片作成後，速やかにスライドガラス（松波硝子工

業，大阪）に貼付した．凍結切片は，免疫染色を行うまで，-80℃にて凍結保存

した． 

 免疫染色：凍結切片は顕微鏡によって，組織がスライドガラスに貼付されて

いることを確認してから，免疫染色を行った．氷冷 4％paraformaldehyde/PBS 

（和光純薬）の中で組織を固定した．その後組織を PBS で 5 分間洗浄した．洗

浄液を廃棄後，0.3%Triton/PBS（Sigma）に 5 分間浸し，細胞の透過化処理を行

った．PBS による 5 分間の洗浄を 2 回繰り返した後，スライドガラスの PBS の

水滴を丁寧にのぞいてから，一次抗体で反応させるために，撥水ペン（Daido 

Sangyo Co., Ltd．東京）でスライドガラス上の組織の周囲を丸く囲んだ．円の

内部に約 100 µl の水溶液が留まる大きさの円とした．5% Normal Goat serum/PBS
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（Jackson Immuno Research，Pennsylvania）によって，室温にて 30 分間ブロ

ッキングを行った後，水滴を除いてから，一次抗体を反応させた．一次抗体と

して抗ジストロフィン抗体（Sigma）を 1：100 に希釈し，5%Normal Goat serum/PBS

に溶解した．この反応は 4℃で暗室において一晩行った．翌日，PBS で 5 分間の

洗浄を 3 回行い，二次抗体として FITC 標識抗マウス IgG1 抗体（Jackson Immuno 

Research）を 1：25 で同様に希釈し，筋線維膜を蛍光染色した．反応時間は室

温にて遮光条件下で 2 時間行った．反応終了後，PBS による 5 分間の洗浄を 3

回行い，Vectashield（Vector Laboratories Inc., Burlingame，CA）によって

組織を封入した． 

 

 顕微鏡観察並びに画像解析：蛍光顕微鏡 IX-71（Olympus，東京）および 3-CCD

カメラ C7780（浜松ホトニクス，静岡）を用いて，蛍光染色した組織切片の蛍

光画像を取得した．ヒラメ筋，足底筋ともに 20 倍対物レンズで画像取得した．

蛍光画像は ImageJ（NIH，Maryland）にてキャリブレーションならびにバイナ

リ-処理後，粒子解析によって筋線維断面積を測定した．筋線維の数は 100 本以

上を基準として計測した． 

 

4-7 統計処理 

 すべての統計量は平均±標準誤差で表した．体重変化量，摂食量，筋線維断

面積，mRNA の平均の差の検定には，SPSS による一元配置分散分析を用い，有意

差のあるものは，post-hoc test として，Tukey-kramer 法を用いた． 
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第 5 章 結果 

 

5-1 体重変化 

  2 週間の後肢懸垂により，平均約 1 割の体重減少がみられた．2 週間後の体重

減少率は，通常飼育群と比較して，各群間全ての間で有意差があった． 

 体重減少量は，通常飼育群 -0.48 g（2.12%），後肢懸群 -1.99 g（9.00%），

後肢懸垂＋置鍼群 -2.80 g（12.04%），後肢懸垂＋1 Hz 群 -2.95 g（12.51%），

後肢懸垂＋10 Hz 群 -2.26 g（9.73%）であった． 
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5-2 摂食量 

  摂食量は通常飼育群で最も多かった．これは，他の群が後肢懸垂により摂食

がしにくかったためと考えられる．鍼治療群では，10 Hz 群が最も多く，置鍼

群が最も少なかったが，1 Hz 群は置鍼群とほぼ同量であった． 

 2 週間の平均摂食量は，通常飼育群 平均 3.83±0.18 g，後肢懸垂群 3.64±

0.20 g，後肢懸垂＋置鍼群 3.37±0.21 g，後肢懸垂＋1 Hz 群 3.41±0.18 g，

後肢懸垂＋10 Hz 群 3.72±0.2 g であった．摂食量の平均値に有意差はなかっ

た． 
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5-3 ヒラメ筋 

5-3-1 筋湿重量 

 ヒラメ筋の筋湿重量は，通常飼育群 平均 0.30±0.01 g，後肢懸垂群 0.19

±0.01 g，後肢懸垂＋置鍼群 0.21±0.01 g，後肢懸垂＋1 Hz 群 0.23±0.01 g，

後肢懸垂＋10 Hz 群 0.21±0.01 g であった． 

  後肢懸垂によって引き起こされた骨格筋の萎縮は，1 Hz の鍼通電療法におい

て有意に抑制された．後肢懸垂によって，ヒラメ筋の骨格筋の湿重量は 30％以

上減少したが，置鍼群ならびに 10 Hz 群においては鍼通電療法によって減少の

程度が抑制される傾向にあった．  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

 



5-3-2 筋線維断面図 

 ヒラメ筋の筋線維断面積は，通常飼育群 平均 1149.01±25.45 µm2，後肢懸

垂群 817.93±18.59 µm2，後肢懸垂＋置鍼群 898.54±32.11 µm2，後肢懸垂＋1 

Hz 群 1011.88±33.45 µm2，後肢懸垂＋10 Hz 群 1081.98±46.00 µm2 であっ

た． 

 ヒラメ筋の筋線維断面積はほぼ筋湿重量と同様の傾向を示し，後肢懸垂群と

1 Hz, 10 Hz 群で有意差が認められた．   
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5-3-3 Atrogin-1，MurF1 の発現量 

 ヒラメ筋の Atrogin-1 の mRNA の発現量は，通常飼育群に対する相対値で，後

肢懸垂群 平均 3.12±1.12，後肢懸垂＋置鍼群 2.29±0.20，後肢懸垂＋1 Hz 群 

1.43±0.37，後肢懸垂＋10 Hz 群 1.29±0.68 であった． 

 ヒラメ筋では，筋萎縮関連遺伝子である Atrogin-1 の mRNA 発現量は筋湿重量

とほぼ反比例する傾向にあったが，サンプル数が少なかったため，統計学的な

有意差は認められなかった． 
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 ヒラメ筋の MuRF1 の mRNA の発現量は，通常飼育群に対する相対値で，後肢懸

垂群 平均 2.11±0.65，後肢懸垂＋置鍼群 1.67±0.16，後肢懸垂＋1 Hz 群 0.99

±0.17，後肢懸垂＋10 Hz 群 1.05±0.31 であった． 

 ヒラメ筋では，筋萎縮関連遺伝子である MuRF1 の mRNA 発現量は筋湿重量とほ

ぼ反比例する傾向にあったが，Atrogin-1 と同様にサンプル数が少なかったた

め，統計学的な有意差は認められなかった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

5-3-4 小括（ヒラメ筋） 

 遅筋であるヒラメ筋は，後肢懸垂によって顕著な萎縮が認められた．1 Hz の

鍼通電において，後肢懸垂による筋湿重量の低下が有意に抑制された．鍼通電

によって筋断面積の減少も同様に有意に抑制された． 

5-4 足底筋 
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5-4-1 筋湿重量 

 足底筋の筋湿重量は，通常飼育群 平均 0.64±0.03 g，後肢懸垂群 0.53±

0.01 g，後肢懸垂＋置鍼群 0.61±0.03 g，後肢懸垂＋1 Hz 群 0.58±0.01 g，

後肢懸垂＋10 Hz 群 0.59±0.01 g であった．      

 足底筋では，通常飼育群と比較して，後肢懸垂のみで有意差が認められた． 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

 

 

      

 

 

 

 

 

 

5-4-2 筋線維断面積 
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 足底筋の筋線維断面積は，通常飼育群 平均 1442.17±58.06 µm2 ，後肢懸

垂群 1040.35±32.59 µm2，後肢懸垂＋置鍼群 1245.12±37.63 µm2，後肢懸垂

＋1 Hz 群 1382.02±51.69 µm2，後肢懸垂＋10 Hz 群 1224.28±41.99 µm2 であ

った．  

 足底筋は，通常飼育群と比較して，後肢懸垂群，置鍼群，10 Hz 群で有意差

が見られた．後肢懸垂群と比較して，置鍼群，1 Hz 群，10 Hz 群でそれぞれ有

意に回復した． 
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5-4-3 Atrogin-1，MuRF1 の発現量 

 足底筋の Atrogin-1 の mRNA の発現量は，通常飼育群に対する相対値で，後肢

懸垂群 平均 4.40±1.84，後肢懸垂＋置鍼群 1.71±0.54，後肢懸垂＋1 Hz 群 

1.25±0.16，後肢懸垂＋10 Hz 群 1.45±0.35 であった． 

  足底筋の mRNA 発現にはサンプル数が少なかったため，有意差は見られなかっ

たが，後肢懸垂によって顕著に増加し，置鍼群を含め，1 Hz, 10 Hz 群の鍼刺

激群で抑制される傾向にあった． 
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  足底筋の MuRF1 の mRNA の発現量は，通常飼育群に対する相対値で，後肢懸垂

群 平均 5.87±1.58，後肢懸垂＋置鍼群 2.25±0.55，後肢懸垂＋1 Hz 群 1.97 

±0.50，後肢懸垂＋10 Hz 群 1.66±0.45 であった． 

 足底筋の mRNA 発現は，Atrogin-1 と同様に有意差は見られなかったが，後肢

懸垂によって顕著に増加し，置鍼群を含め，1 Hz，10 Hz 群の鍼刺激群で抑制

される傾向にあった． 
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5-4-4 小括 

 足底筋の後肢懸垂による筋萎縮の程度は，筋湿重量では遅筋に比べ穏やかで

あった．後肢懸垂によって筋湿重量は低下したが，鍼刺激を行った群ではこの

低下を認めなかった．一方，筋線維断面積では，後肢懸垂群と比較して置鍼群, 

1 Hz，10 Hz の鍼刺激群でその低下は抑制された． 
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第 6 章 考察 

 

6-1 筋湿重量／筋線維断面積の変化 

 本研究により，鍼通電療法並びに置鍼において，廃用性萎縮による筋湿重量，

並びに筋線維断面積低下の抑制が認められた． 

 廃用性萎縮のモデルについて，ヒラメ筋と足底筋では筋萎縮の程度が異なっ

ていた．ヒラメ筋では通常飼育群と後肢懸垂群間に 1／3 以上の筋湿重量の減少

が見られ，同様に筋線維断面積も有意に減少傾向にあった．しかし，足底筋の

筋湿重量の減少率は，通常飼育群と後肢懸垂群間で有意差が認められたものの，

17％に留まっていた．ヒラメ筋は遅筋であり，かつ抗重力筋である．後肢懸垂

によって後肢にかかる重力の欠如した状況で，ヒラメ筋が顕著に萎縮を引き起

こす事は，先行研究(4, 31) と一致する結果であった． 

 鍼通電による刺激については，骨格筋の筋線維タイプにより，回復の程度が

異なる可能性が考えられる．骨格筋の構成において，TypeⅠおよび Type IIa

線維で構成されるヒラメ筋は，羽状筋であり，主に TypeⅡb で構成される足底

筋は紡錘状筋である．羽状筋であるヒラメ筋は筋束長が短い故に，トレーニン

グなどによって肥大する傾向がある事が指摘されている(13)．鍼通電による骨

格筋の収縮は，筋の収縮を引き起こすという点からはトレーニングと類似の効

果が考えられる．それ故に，鍼通電の刺激は，廃用性萎縮によるヒラメ筋の湿

重量低下抑制メカニズムに関与している可能性が考えられる． 

 また，鍼が骨格筋の萎縮を抑制するメカニズムに HSP（Heat shock protein）

の発現が関わるという報告がなされている．馮ら(32)は，後肢懸垂による廃用

性萎縮に対する鍼刺激によって，HSP72 の発現が上昇した事を報告している．

HSP の発現は．熱ショックによるタンパク質変性に対する生体のストレス応答

である．HSP は分子シャペロンとしても知られており，新生ポリペプチドのフ

ォールディングなど，タンパク質の形成過程に深く関わっている．また，Li ら

(33)によれば，置鍼によって脾臓の HSP70 の発現量が上昇したことが報告され

ている．この研究では，骨格筋の HSP70 の発現量は測定していないが，また，
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Senf らによって筋萎縮を引き起こす転写因子 FoxO は，HSP70 の発現によって抑

制されることが報告されている(34)．以上の先行研究により，鍼の骨格筋萎縮

に対する抑制のメカニズムとして，HSP が関わっている可能性がある．本研究

では HSP の検討は行っていないが，鍼の骨格筋萎縮に対する抑制のメカニズム

の解明のためには，HSP を含めたさらなる検討が必要である．  

  

6-2  萎縮関連遺伝子の mRNA の発現の変化   

 ヒラメ筋では，後肢懸垂によって増加した萎縮関連遺伝子 Atrogin-1，MuRF1

の mRNA 発現量は，鍼刺激によって抑制される傾向が認められた．しかし，足底

筋では，後肢懸垂群の mRNA の発現量が顕著に亢進し，鍼刺激群によって高度に

抑制されるにもかかわらず，筋湿重量においては後肢懸垂群と鍼刺激群間での

違いがほとんどみられなかった．鍼刺激による mRNA の発現抑制の影響が，足底

筋の筋湿重量の結果に反映しなかったのは何故か，という問いが存在するが，

骨格筋は筋線維タイプにより，鍼刺激による筋湿重量や筋線維断面積において，

回復の程度が異なる可能性があることは既に述べた． 

 今回の実験では，サンプル採取前の最後の鍼刺激から，翌日のサンプル採取

までに約 24 時間のインタ—バルがあるにも関わらず，顕著な筋萎縮関連遺伝子

の mRNA 発現量が認められた．今回の実験では，骨格筋は実験 2 週間後に一様に

採取したため，萎縮関連遺伝子の発現動態は不明であるが，鍼刺激による遺伝

子発現量の変化が鍼刺激の直後にピークに達するのであれば，鍼刺激直後の

mRNA 発現抑制効果は今回得た結果よりも高い可能性がある．鍼刺激の影響は，

2 週間毎日 30 分ずつ継続しても緩解せず，萎縮関連遺伝子の mRNA の発現を抑

制する傾向にあった．あるいは，鍼刺激による萎縮関連遺伝子 mRNA の発現量の

抑制効果は加重されて増強している可能性もあるため，刺鍼後の mRNA の発現動

態を時間経過に伴って検討する必要がある． 

 除神経によって廃用性萎縮を惹起するモデルを用いて表面電極による電気刺

激を行った結果，Atrogin-1 の発現量が減少するという報告もある(35, 36)．

今回の実験の鍼通電群は，これらの研究と同様に電気刺激自体によって筋萎縮
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関連遺伝子の mRNA 発現が抑制された可能性があるが，置鍼によってもこれらの

mRNA 発現は抑制されたため，電気刺激のみでは筋萎縮関連遺伝子の mRNA 発現

抑制を説明できない．  

    

6-3 筋萎縮に対する鍼刺激効果発現のメカニズム 

 本実験では置鍼による骨格筋の萎縮の抑制傾向が，筋湿重量並びに筋線維断

面積の低下抑制，萎縮関連遺伝子の mRNA の発現量の抑制傾向という形で明らか

となったが，その治効メカニズムは依然不明である．鍼刺激による受容体は，

ポリモーダル受容器である可能性がある事は前述した．ポリモーダル受容器の

名前の由来は“多くの感覚形式”を意味している．この受容器は末梢の C 線維

侵害性受容器である事から，傳田はポリモーダル受容器が,TRP チャネルである

ことを指摘している(37). TRP チャネル受容体は，カルシウムイオン透過性の

高いカチオンチャネルであり，プロトンや熱刺激によって活性化する侵害受容

器である(38-40)．この TRP チャネル受容体が鍼による刺激の受容体であるかど

うかは不明であるが，神経成長因子（NGF）投与によって引き起こされた痛覚過

敏が，鍼通電によって抑制され，TRPV1 の発現量が通常レベルに戻る事も報告

されている(41)． 

 

6-4 今後の研究計画   

 本研究では，実験動物を用いて，廃用性萎縮に対する鍼刺激の萎縮抑制効果

を確認し，Atrogin-1，MuRF1 など萎縮関連遺伝子の mRNA 発現との関連性を検

討した．萎縮関連遺伝子発現は，2 週間の鍼刺激によって抑制される傾向にあ

ったが，サンプル数が少ないこともあり統計学的な差は認められなかった． 

 今後は，更にサンプル数を増やして，萎縮関連遺伝子発現への鍼刺激の影響

を確認する必要がある．同時に，鍼刺激によって萎縮関連遺伝子発現が抑制さ

れるならば，これらの遺伝子の制御に関わる転写因子 FoxO3，およびその上流

のシグナルの検討を行う必要があると考えられる．また，鍼通電後および刺鍼 

後のタイムコース（3 時間後，6 時間後，1 日後など）の設定によって，時系列
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に添った mRNA の発現動態の解明が必要である．  
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第 7 章 結語 

 

  廃用性萎縮によって引き起こされた骨格筋の筋湿重量と筋線維断面積の減少

は 1 Hz および 10 Hz の鍼通電によって抑制された．一方，萎縮関連遺伝子の

mRNA の発現量は鍼通電によって減少傾向にあった．また，置鍼によっても骨格

筋の萎縮は抑制され，mRNA 発現量は減少する傾向にあった． 
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