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研究成果の概要 (和文)：施灸に対する脳反応について客観的指標の樹立を試みた。ラットに

施灸し、マイクロダイアリシスによる神経伝達物質測定、脳波等の電気生理学的測定、DNA

マイクロアレイによる遺伝子発現解析を行った。全ての反応は極めて弱く、測定には高 S/N 比

を得る工夫が必要であった。ドパミン分泌・関係する脳内部位の遺伝子発現変化・体温上昇・

海馬脳波θ波の変化が示され、施灸が情動・記憶など重要な脳機能に影響し、生活習慣病に効

果を示す可能性が推定された。 

 
研究成果の概要 (英文)：Subjective evidence of the brain reactions for moxibustion was attempted. 

Moxibustion treatment was done on rats, and measurements of brain functions based on neurotransmitter 

secretion by microdialysis; electrophysiological changes including EEG; and gene expression analyses 

by DNA microarray, were performed. As all the reaction measured was very weak, high S/N ratio was 

required. Dopamine secretion, elevated gene expression, the elevation of body temperature, changes of 

hippocampal θwave in EEG, were shown in the experiments. As these are considered to affect brain 

functions including emotion, memory, etc, moxibustion may have possible curative effects on chronic 

diseases. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 鍼灸治療のうち鍼治療については、東洋
医学以外の領域の雑誌に報告があるように
なり効果が認識され始めた。しかし、灸治療
については、その効果を万人が認めるように
はなっていない。 
 
(2) 施灸に対する脳内情報処理機構の解明は、
すでに集積している他分野の脳科学の研究

を応用すると、予見可能となる。つまり、研
究で得られる所見と合わせ考察を行うと、施
灸効果の全貌解明につながると期待してい
る。 
 
２．研究の目的 
施灸による脳の初期効果について物質レベ
ルで客観的指標を樹立し、脳内情報処理機構
を解明する。経験的に施灸が有効であると知
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られる慢性疾患における、施灸に対する脳の
反応特性を明らかにする。具体的には、施灸
により生体に引き起こされる現象を、脳微少
透析法（マイクロダイアリシス）と呼ばれる
脳内化学物質を直接に調べる手法と自律神
経系の反応を中枢・末梢反応の電気的変化の
実時間的計測を中心とした神経科学の研究
法と、さらに、神経伝達物質の変動ついては
質量分析装置により、遺伝子発現については 
DNA マイクロアレイ法により、脳内物質の網
羅的解析を行う。これらの計測により得た結
果を、生活習慣病：高血圧・痴呆・糖尿病の
モデル動物において、物理化学的な視点から
定量化することにより施灸に対して脳・神経
系が反応する仕組みを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) マイクロダイアリシスによる脳内化学
物質の直接測定 
施灸による神経伝達物質の分泌を脳の初

期反応として調べた。ウィスターラット オ
ス 250g の脳（前頭前野・腹側線条体・側坐
核）に透析プローブを定位脳手術により刺入
する。リンゲル液を灌流し、無麻酔・非拘束
下でマイクロダイアリシスを行い透析サン
プルを回収する。サンプルを電気化学検出器
を装置した HPLC によりドーパミン分泌を
検出した。 
 
(2)実時間測定による自律神経系反応の測定 
①体温変化：施灸は従来から体を温めると言
われているが、体温に耐える影響については
報告がない。施灸が体温に及ぼす影響を調べ
た。体温データロガーをラット腹腔内に手術
で装置した。一部の動物には STZ を投与して
高血糖動物（1 型糖尿病）とした。測定は 5
分に 1 回行われ、実験終了後に開腹してデー
タロガーを取り出し、データを PC に取り込
んだ。 

②脳波測定：施灸と認知症の関係を調べるた
めに迷路を用いた実験を計画した。しかし、
迷路を用いた実験で施灸を行うことが非常
に困難であった。ラットで測定されている脳
波には脳表脳波と海馬脳波がある。海馬脳波
については動物の活動・睡眠・環境・空間学
習・行動・薬品などの影響が調べられている
が、海馬θ波は特に位置に関する学習記憶と
密接な関係があると推定される。そこで、施
灸が海馬θ波に与える影響を調べた。 
定位脳手術により海馬電極を側頭筋に設置
した。シールド内で、無麻酔・非拘束下で 0.5
～35Hz の脳波を測定した。安定している 5
秒間を選択し、高速 Fourier 変換（FFT）解
析を行い、パワースペクトラム：δ波
（0.5-4Hz）、θ波（4-8Hz）、α波（8-13Hz）、
β波（13-30Hz）θ波領域（5-13Hz）を得た。
各周波数領域の強度分布を比較した。 
 
(3)質量分析装置による神経伝達物質の変動
の解析 
①マイクロダイアリシス試料：様々な神経伝
達物質を質量分析装置により同時測定する

可能性について調べた。目的とする物質を検
出するためには、カテコールアミンでは
fmol/µl レベル、ペプチドでは amol/µl の検出
感度が必要である。マイクロダイアリシスの
透析液を材料とすることを目指した。3 種類
のカテコールアミン：Dopamine；Serotonin；
Noradrenaline と、2 種類のペプチド：
Enkephalin；β-endorphin の標品を基準物質と
して用いた。表１のような 3 種類の質量分析
装置を用いた。 
 
質量分析表１ 質量分析装置 

測定法 検出方法 

1. GC MS 四重極型 

2. LC MS Ion Trap 型 

3. TOF MS 飛行時間型 

HPLC ECD 
 
②ImagingMS による測定：神経伝達物質の
imaging MS による直接測定を、MALDI-TOF
型質量分析装置で試みた。前述のカテコール
アミン・ペプチドの標品と、脳 homogenate
および脳 homogenate に 標品を加えたもの
の 3 種類について通常の測定を行った。脳の
凍結切片については、対照として、脳の凍結
切片に標品（dopamine, enkephalin, β- 
endorphin）をスポットした標本を用いた。
matrix には HCCAを用いた。溶液サンプルは、
サンプルを matrix と混合し target 上に乗せ、
真空乾燥して測定した。凍結切片は、切片を
ITO コートスライドガラスに添付して真空乾
燥し、ImagePrep を用いて切片に matrix を噴
霧塗布して測定した。 
 
(4)DNAマイクロアレイ法による遺伝子発現
解析 

施灸によりドパミン分泌が脳の３部位（前
頭前野・背側線条体・側坐核）で観察された。
中脳黒質からこの３部位にドパミン分泌が
行われるので、これら４部位において施灸後
の遺伝子発現の変化を調べた。無処置群を対
照として、２色法で DNA マイクロアレイを
行った。施灸開始から 1・2・3・4・12 時間
ごとに 3 個体から脳４部位を採取した。組織
から全 RNA を抽出し、キャピラリー電気泳
動法により品質を確認した。前実験として、
early immediate genes についてリアルタイ
ム PCR を行ったが、明確な遺伝子増幅は観
察されなかった（図 1）。DNA マイクロアレ
イのためには、RNA から cRNA を合成し、
施灸群を Cy5（赤）、無処置群を Cy3（緑）
で標識した。両 cRNA を混合して DNA マイ
クロアレイ（約 4 万遺伝子搭載）にハイブリ
ダイズし、スキャナーで蛍光シグナルを読み
取った。数値化した各遺伝子の発現データか
ら、有意に変動の見られた 590 遺伝子
（p<0.01、図 2）についてパスウェイ解析を
行った。 
 
(5) 施灸刺激 
標準的な施灸は、2mg の艾を 5 個点火し、そ



 

 

れを 30 分おきに 3 回繰り返した。測定にお
いて脳を操作する必要があるため、主な経穴
としては背部の天平穴（GV5）を用いた。対
照として、艾の煙で 30 分間燻煙、180℃に加
熱したジルコニアビーズによる加熱、綿球を
用いたシャム刺激（点火せず）を行った。 
 
４．研究成果 
(1) マイクロダイアリシスによる脳内化学
物質の直接測定 
施灸により 3 部位でドパミン分泌が観察され
た。前頭前野での増加率が最大であった。施
灸後２時間分泌が続いた（図 1）。煙・熱のみ
でもドパミン分泌が観察されたが、増加の程
度は施灸に及ばなかった（図 2）。灸の量（回
数）が多いほど分泌量が多かった（図省略）。
全身麻酔を行うとドパミン分泌は消失した。
昼間の実験で動物を揺り動かし覚醒を促し
ても分泌量は変わらなかった（図省略）。現
在、論文投稿中である。 
 
MD 図 1 施灸によるドーパミン分泌 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MD 図 2 灸の要素（前頭前野） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)実時間測定による自律神経系反応の測定 
① 体温測定：術後に日内周期が観察される
ようになり、体温が安定したところで実験を
行った。処置日においては、施灸群で体温の
上昇が観察され（図１）、シャム群（対照）
と比較すると、施灸群の体温上昇は統計学的
に有意であった（図２）。施灸を行うと短時
間（2 時間）体温が上昇することが示された。
糖尿病動物においては、施灸実験のためにケ
ージを飼育ラックから取り出しておくのみ
で徐々に体温が低下した。そのため施灸によ
る体温上昇は観察できなかった。 
 
 

体温図１：施灸による体温上昇 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
体温図２：体温変化量の合計 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② 脳波測定：施灸前にはθ波の同期が観察
され、θ波の強度が最大であった。施灸中お
よび施灸後は同期が消失した（図１、2)。パ
ワースペクトラムは低周波優位になった。こ
れは施灸が記憶に影響を与える可能性があ
ることを示している。 
 
脳波図 1 海馬脳波の周波数の変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
脳波図 2 海馬θ波の強度変化 
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(3) 質量分析装置による神経伝達物質の変
動の解析 
① マイクロダイアリシス試料：GCMS によ
れば、標品についてカテコールアミンは同定
可能であったが、ペプチドは検出不能であっ
た。LCMS はカテコールアミンとペプチドの
両者とも検出可能であったが、MD の試料中
の物質の検出のためには 1000 倍の感度が必
要であった。各物質について別々の分離用カ
ラムを用いなければならないので、同時測定
は現状では不可能である。TOFMS では両者
とも同定可能であったが、MD の試料中の物
質の検出のためには 1000 倍の感度が必要で
ある。以上の結果は表２にまとめた。同一サ
ンプルで検出可能な質量分析装置は唯一
MALDI−TOF MS であった。ただし、飛行時
間型では検出感度が不足していた。フーリエ
変換イオンサイクロトロン型の質量分析装
置の応用が期待される。 

質量分析表 2 各質量分析装置の適用可能性 

 GCMS LCMS TOFMS ECD 

CAｓ 不可 可 可 可 

ペプチド 不可 可 可 一部可 

 
② ImagingMS による測定：標品は測定でき
たが、標品と脳 homogenate の混合物、脳
homogenate に内在の神経伝達物質は全く検
出できなかった。切片については、内在性の
神経伝達物質については通常の TOFMS 装置
では全く検出できなかった。対照として用い
た標品をスポットした切片については可視
化できた（図１：赤 dopamine; 緑 enkephalin; 
黄β-endorphin）。フーリエ変換イオンサイク
ロトロン型質量分析装置を用いれば imaging 
MS を行える可能性があると考えられた。 
 
Imaging MS 図１ 
3 種類の標品（dopamine, enkephalin, β
-endorphin）をスポットした脳切片 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)DNAマイクロアレイ法による遺伝子発現
の解析 
early immediate gene および乱用薬物中毒
関連遺伝子について（参考：Piechota M et al., 

Genome Biology 2010, 11:R48）：施灸開始後
2 時間で複数の遺伝子に発現増加が見られた
（表 1）。パスウェイ解析を行うと、複数のパ
スウェイが関連付けられた（表 2）。現在、脳

各部位での解析が進行中である。 

 

MA 図 1 リアルタイム PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MA 図 2 変化のあった遺伝子 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MA 表 1 変化のあった遺伝子 

 
2hr／ 

無処置 
機能 

Fos 0.9  e. i. gene 

Sgk1 1.2  apoptosis 

Crem 2.9   

Pim3 0.3   

Rasd1 1.8  細胞内情報伝達 

Sult1a1 3.4   

Per1 1.5  rhythmic process 

 

 MA 表 2 関連のあるパスウェイ 

関連付けられたパスウェイ 数 

EGFR1 signaling 16 

TNF-alpha NF-kappaB signaling 12 

Androgen receptor signaling 7 

B cell receptor signaling 14 

TGF-beta signaling 11 

Insulin signaling 13 
 
（5）研究の問題点と今後の課題 
脳機能の測定における問題点：マイクロダイ
アリシスにおいては神経伝達物質の分泌量
が、通常良く調べられている麻薬に比べ非常
に小さく、S/N 比を高く取る高精度の測定が
必要であり、手術方法と測定方法等に非常な



 

 

困難がある。麻酔下では伝達物質の分泌が観
察されない。そこで、自律神経系の反応にお
ける電気信号の検出において、覚醒下かつ
free moving の状態で測定する必要があり、
ノイズが極めて多い。質量分析装置による解
析にでは、通常使用される装置で検出が不可
能なため、非常に高価なフーリエ変換イオン
サイクロトロン型機器により解決される見
込みである。DNA マイクロアレイ法について
は、当初は陽性所見が得られなかったが、マ
イクロダイアリシスで陽性になった脳の局
所に対象を限定して結果が得られ始めた。生
活習慣病の動物を用いた問題点：手術操作に
おいては病態に影響を与える薬剤を使用す
る必要があり、長い時間の測定中には病状が
悪化し測定が継続できないことがある。認知
症と施灸の関係について、迷路を用いては妥
当な測定が不可能であった。替えて海馬θ波
測定を行った。論文発表は遅れているが着実
に結果が積みあがっており、今期においては
複数報の発表を目指している。 
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