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I． はじめに

現在，鍼療法は統合医療の有力な治療法の一つと
して世界中で利用されている．鍼療法は，刺入を目
的とした毫鍼，接触や擦過刺激を目的とする皮膚鍼
（小児鍼，梅花鍼など），押圧刺激を目的とする鍉鍼，
圓鍼，瀉血（日本では禁止）を目的とする三稜鍼，
長時間の刺激が可能な皮下鍼（皮内鍼，円皮鍼）な
どを用いて刺激を与え，生体に好ましい反応を惹起
させ疾病からの回復を図る治療法である 1）．
古来より鍼療法は各種鍼を用いて徒手的に刺激

（マニュアル鍼）を行ってきたが，1970年以降の鍼
麻酔ブームにおいて，長時間に渡るマニュアル鍼刺
激の代替として毫鍼に電気を流すいわゆる鍼通電法
（以下，鍼通電と称す）が考案された 2）．鍼通電は，
刺激強度，頻度（周波数），時間あるいはパルスの
形状を変化させることにより，定量的にさまざまな
体性刺激を与えることができる．また，特定の組織
をターゲットにした鍼通電は，筋パルス，神経パル
ス，皮膚パルスなどと呼ばれることもあり，現在で
は，単なる刺激法としてではなく一つの治療法とし
て確立されている 3）．
臨床においては低周波帯域の刺激頻度を用いるこ
とから，低周波鍼通電療法（electroacupuncture: EA）
と呼ばれている．また，筋の単収縮が起こる刺激頻度
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要　　旨 【目的】本研究は，低頻度と高頻度の鍼通電刺激（以下，低頻度刺激，高頻度刺激と称す）
がラット下腿筋群の筋血流量に及ぼす影響と，これらの作用機序における ATPと ADP
の関与について検討した．
【方法】実験動物には Sprague-Dawley系ラット（雄，N＝133）を用いた．低頻度刺激（2Hz）
または高頻度刺激（100Hz）を右前脛骨筋に 5分間与えた．下腿筋群の筋血流量測定には
蛍光マイクロスフェアを，前脛骨筋の透析液の回収にはマイクロダイアリシス法を，透
析液中の ATP，ADP，AMP，アデノシンの解析には高速液体クロマトグラフィを用いた．
P2受容体拮抗薬としてスラミン（100mg/kg）を用いた．
【結果】低頻度及び高頻度刺激は刺激中の筋血流量を有意に増加させたが，両刺激の間に
有意差は認められなかった．刺激後 30分において，低頻度刺激は ATPと ADPの合計濃
度を，高頻度刺激はアデノシンを有意に増加した．P2受容体拮抗薬は刺激後 30分におけ
る低頻度刺激による筋血流量を有意に抑制したが，高頻度刺激では認められなかった．
【考察および結語】低頻度と高頻度刺激による筋血流量増加の作用機序は異なること，ま
た，低頻度刺激による刺激後の筋血流量の増加に ATPと ADPが限定的に関与すること
が示唆された．
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（1～10Hz）を低頻度低周波鍼通電（以下，低頻度
刺激と称す），完全強縮の起こる刺激頻度（100Hz前
後）を高頻度低周波鍼通電（以下，高頻度刺激と称
す）と呼び，この中間の刺激頻度を中頻度低周波鍼
通電と慣例的に呼んでいる 4）．
鍼麻酔のブームに先立ち，ゲートコントロール説 5）

の発表，局所脳刺激による鎮痛効果とオピエート受
容体および内因性オピオイドペプチドの発見，さら
には，下行性疼痛抑制系 6）の証明および広汎性抑
制調節（diffused noxious inhibitory controls: DNIC）7）

の発表など，内因性痛覚抑制系の機序が次々と明ら
かにされるに至り，鍼による鎮痛効果はこれらの
内因性痛覚抑制系によるものとして，1970年代から
1980年代にかけてこれを証明するための研究が数
多くなされた 2）．なお，鍼麻酔は，臨床において多
くの場合，麻酔の代替とならなかったことから，後
に鍼鎮痛と呼ばれるようになった 4）．鍼鎮痛の基礎
研究および臨床研究の多くは，前述の経緯と理由か
ら鍼通電を採用した．また，近年，動物を用いた鍼
鎮痛以外の基礎研究においても鍼通電が多く採用さ
れている 8）．
鍼鎮痛の動物実験においては，刺激頻度により中
枢神経系内に放出されるオピオイドペプチドが異な
るとの報告 9）や，電気神経刺激による動物実験にお
いても刺激頻度により筋のエネルギー代謝の動態 10）

が異なるとの報告があり大変興味深い．鍼通電が生
体へ及ぼす影響と共に刺激頻度による相違を明らか
にすることは，臨床における鍼通電およびその刺激
頻度の選択に大きな示唆を与えるものと考える．例
えば，より局所血流量を増加させるためにはどのよ
うな周波数を使用するのか有効であるか，という選
択の指標となりうる．
これまで我々は，鍼鎮痛や筋機能（筋張力）の回
復に寄与すると考えられている筋循環に対する鍼の
効果を検討してきた．特に，マニュアル鍼による筋
血流量増加の機序について，生理学的，生化学的，
薬理学的手法を用いて検討し，これを明らかにして
きた 11,12）．一方，鍼通電が筋循環に及ぼす影響につ
いては，ヒトや動物を対象とした研究があるが，そ
の機序について検討したものはほとんどなく，特に
刺激頻度の相違について検討したものもわずかであ
る 8,13）．
最近我々は，マニュアル鍼刺激によって刺激局所
の細胞外 ATP及びその代謝物質の濃度，及び局所
骨格筋血流量が増加すること，この増加に P2受容
体を介して ATP及び ADPが関与することを明らか
にした 11）．
そこで今回我々は，低頻度刺激と高頻度刺激が

ラットの下腿筋群の筋循環に及ぼす影響を明らかに
すると共に，その機序について生化学的・薬理学的
に検討を行った．そして，本実験の結果と，これま
で我々が行ってきたマニュアル鍼による実験結果と
を踏まえてその作用機序について考察を行った．

II． 方法

1．実験動物
実験には，Sprague-Dawley系ラット（雄，N＝133，

300-370g，日本クレア，東京）を用いた．実験は全
てイソフルラン（1.5～2.0％，3L/min）による吸入
麻酔下で行われた．実験動物は，一定の室温（25±
1°C），12時間の明暗サイクル（lights on at 7:00 and 
off at 19:00）にて飼育し，飲水と摂食は自由に行わ
せた．なお，本研究は明治国際医療大学動物実験
委員会の承認・審査を受け（承認番号 27-1，27-9，
28-1），委員会の規定に従い行った．

2．鍼通電刺激
鍼通電刺激は，右前脛骨筋へステンレス製の単回
使用毫鍼（20号鍼，40mm，セイリン，静岡）を斜
刺にて 15mm刺入し（陰極），右足底部へ自作の皮
膚電極（脳波測定用皿電極，日本光電，東京）を貼
付することで行った（陽極）．通電には，電気刺激
装置（SEN-3401，日本光電，東京）とアイソレータ
（SS-104J，日本光電，東京）を用いた．持続時間は
0.1msec，刺激頻度は，低頻度刺激は 2Hz，高頻度は
100Hzとし，刺激強度は 4mA，刺激時間は 5分間
とした 8）．

3．薬品
蛍光マイクロスフェアの回収には，水酸化カリウ
ム（85％，2M，ナカライテスク，京都），エタノー
ル（99％，甘槽化学産業，東京），ポリオキシエチ
レンソルビタンモノオレエート（0.5％，ナカライ
テスク，京都，以下 Tween 80と称す），リン酸緩衝
液（100mM，pH7.00，ナカライテスク，京都），ジ
エチレングリコールモノエチルエーテルアセテート
（98％，ナカライテスク，京都，以下ジエチルエー
テルアセテートと称す）を用いた．
マイクロダアリシスでは，灌流液としてリンゲル
液（フソー，扶桑薬品工業，大阪）を，アデノシン
再取り込み阻害剤として S-(4-ニトロベンジル )-6-
チオイノシン（ワコーケミカル，宮崎）を用いた．
高速液体クロマトグラフィの移動相には，リン酸
二水素カリウム（98％，ナカライテスク，京都），
硫化水素テトラブチルアンモニウム（98％，シグマ
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アルドリッチ，ドイツ），水酸化カリウム（85％，
ナカライテスク，京都），アセトニトリル（99％，
ナカライテスク，京都）を，標準物質には ATP（ア
デノシン -5'-三リン酸 2ナトリウム，ナカライテス
ク，京都），ADP（アデノシン -5'-二リン酸ナトリ
ウム，ナカライテスク，京都），アデノシン一リン
酸（adenosine diphosphate: AMP（アデノシン -5'-一
リン酸ナトリウム，ナカライテスク，京都），アデ
ノシン（ナカライテスク，京都），過塩素酸（60％，
0.4M，ナカライテスク，京都）を用いた．

4．筋血流量測定
筋血流量測定には蛍光マイクロスフェア

（FluoSpheres® Polystyrene Microspheres，15μm，Yellow-
Green Fluorescent，InvitrogenTM，Life Technologies Japan 
Ltd.）を用いた 11）．
マイクロスフェアの注入は以下の手順で行った．

（1）プルポンプを用いてラットの左大腿動脈に挿入
したカテーテルから採血（以下，回収した血液を対
照血液と称す）を開始した（流速 0.6ml/分，60秒
間）．（2）採血開始後 5秒で，プッシュポンプを用
いて右総頸動脈に挿入したカテーテルからマイクロ
スフェアを大動脈弓へ注入すると共に，採血終了ま
で，カテーテル内に残存するマイクロスフェアを生
理食塩水（以下，生食と称す）でフラッシュした
（流速 0.6ml/分）．（3）麻酔薬の過剰吸入（イソフ
ルラン）により屠殺後，右前脛骨筋，右足底筋，右
腓腹筋を摘出し，それぞれ重量を測定した（図 1）．
対照血液と摘出した筋内のマイクロスフェアの回
収は，Deveciらの報告に準じ，以下の手順で行っ
た 14）．（1）対照血液及び摘出した筋は，水酸化カリ
ウム（0.56g），エタノール（5ml），Tween80（0.025ml）
の入った遠沈管内で溶解した（60°C，2～4時間）．途
中 30分毎にボルテックスした．（2）遠心分離（3,000 
r.p.m，1,500g，15分間）後，上澄みを取り除き蒸留
水（1ml）を加えた．（3）エタノール（99v/v%）に
Tween80（0.5v/v%）を加えた溶液（9ml）を加えた後，
遠心分離（3,000r.p.m，1,500g，15分間）により完
全に沈殿させた．（4）上澄みを取り除き，リン酸緩
衝液（5ml）を加え，沈殿物を中和させた．（5）エ
タノール（4ml）を加え，ボルテックス後，遠心分
離（3,000r.p.m，1,500g，20分間）した．（6）上澄
みを取り除き 200μl未満とした．（7）全体が 3mlに
なるまでジエチルエーテルアセテートを加え，マイ
クロスフェアを 30分かけて溶解し蛍光物質を溶出
した．途中 3～5分間毎にボルテックスした．（8）
超音波処理（5分間）でマイクロスフェアを完全
に溶解し，再度，遠心分離（3,000r.p.m，1,500g，5

分間）した．（9）回収された蛍光物質の蛍光度は，
マルチプレートリーダー（SpectraMax M2e，モレ
キュラーデバイスジャパン，東京）を用いて測定し
た（Excitation/Emission＝492/535nm）．

MBFの算出には以下の式を用いた．
MBF（ml/min/100g）＝100×（At/Ab）×（S/W）
なお，Atは筋の蛍光度，Abは対照血液の蛍光度，

Sは対照血液の回収速度（0.6ml/min），Wは筋重量
（g）とした．マイクロスフェアの投与は，刺激前，
刺激中，刺激後 30分，60分，90分の時点でそれぞ
れ行った．ただし，マイクロスフェアによる筋血流
量測定は，連続して経時的測定できないことから各
時点において実験群（後述）を設けた．
また，これらの実験群は，拮抗薬投与実験の対照
群とすることを念頭に拮抗薬と同様に（後述）生食
を投与した．

5．動脈血圧測定
実験動物の状態および血圧が筋循環へ及ぼす影響
を確認するために動脈血圧測定を行った．動脈血圧
測定は，右総頸動脈に挿入したカテーテル，及び血
圧モニタリング用ディスポーザブル血圧トランス
デューサ―キット（DX-100，日本光電，東京）を介し，
マイクロスフェア投与直前まで経時的に行った．

図 1　筋血流測定のプロトコル
マイクロスフェアの注入は以下の手順で行った．（1）プルポ
ンプを用いてラットの左大腿動脈に挿入したカテーテルから
採血を開始した（流速 0.6ml/分，60秒間）．（2）採血開始後
5秒で，プッシュポンプを用いて右総頸動脈に挿入したカ
テーテルからマイクロスフェアを大動脈弓へ注入すると共
に，採血終了まで，カテーテル内に残存するマイクロスフェ
アを生理食塩水でフラッシュした（流速 0.6ml/分）．（3）麻
酔薬の過剰吸入により屠殺後，右前脛骨筋，右足底筋，右腓
腹筋を摘出し，それぞれ重量を測定した．
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6．ATP，ADP，AMP，アデノシンの細胞外濃度測定
1）マイクロダイアリシス
対象は右前脛骨筋とし，マイクロダイアリシスに
よる透析液の回収は以下の手順で行った．（1）右後
肢の皮膚を切開し，前脛骨筋を露出させ，（2）マイ
クロダイアリシス用プローブ（臓器透析用プローブ
O-P-100-10型，エイコム，京都）をその透析膜が前
脛骨筋中央に位置するように留置した．（3）プローブ
に S-(4-ニトロベンジル )-6-チオイノシン（50μM）15）

を加えた灌流液をシリンジポンプ（Model ESP-64
インフュージョンポンプ，エイコム，京都）を用い
て流した．（4）プローブ挿入 90分後，透析液の回
収を開始した．透析液の回収は，鍼通電刺激開始
前 49分から 19分まで（以下，鍼刺激前と称す），
刺激前 19分から刺激終了後まで（以下，鍼刺激中
と称す），鍼刺激終了後から 30分後まで（以下，鍼
刺激後 30分と称す），鍼刺激 30分後から 60分後ま
で（以下，鍼刺激後 60分と称す），刺激後 60分後
から 90分後まで（以下，鍼刺激後 90分と称す）の
合計 4回，各 30分間行った．（5）回収した透析液
は直ちに，以下の高速液体クロマトグラフィ装置で
分析を行った．
2）高速液体クロマトグラフィ
高速液体クロマトグラフィには，ポンプ（Binary 

HPLC Pump，Waters，米国），脱気装置（In-Line Degasser 
AF，Waters，米国），紫外光検出器（Photodiode Array 
Detector，Waters，米国），カラム（5C18-MS-II，4.6mm
×250mm，Waters，米国）からなる装置を用いた．
移動相は，リン酸二水素カリウム（58.52g），硫化
水素テトラブチルアンモニウム（1.56g），水酸化カリ
ウム（0.53g），アセトニトリル（80ml）とし pH4.81
に調整した．ポンプの流速は 1ml/分とし，1回の
測定に 30分間を要した．標準物質の ATP，ADP，
AMP，アデノシンは過塩素酸にて濃度を調整した．
分析は，波長 258nmで得られたクロマトグラフを付
属の専用ソフト（Empower 2，Waters，米国）を用
いて行った．ATP，ADP，AMP，アデノシンの細胞
外濃度は，各標準物質（20μM）との面積比から算
出した．なお，波形が基線と区別をつけることので
きない場合，濃度は 0μMとした．

7．P2受容体拮抗薬
P2受容体の非選択的拮抗薬としてスラミン（suramin 

sodium，和光純薬，100mg/kg，京都）を用いた 16）．
スラミン投与は，鍼通電刺激前 5分の時点とし，右
総頸動脈に挿入したカテーテルを介して行った．な
お，スラミンは臨床においては抗生物質として用い
られているが 17），循環系に対しては血管抵抗の増加

（血管収縮）を誘発する 18）．

8．実験群
筋血流量測定では，実験動物を低頻度群（N＝40），
高頻度群（N＝40）に大別し，さらにそれぞれを刺
激前群，刺激中群，刺激後 30分群，60分群，90分
群の 5群に分けた（各 N＝8）．

ATP等の細胞外濃度測定では，無刺激群（N＝7），
低頻度群（N＝7），高頻度群（N＝7）の 3群を設
けた．
拮抗薬投与実験では，上述の筋血流量測定におけ
る低頻度群の刺激後 30分群，高頻度群の刺激後 30
分群を，それぞれ低頻度群，高頻度群とした．そし
て，これらの条件下において拮抗薬を投与した無刺
激-拮抗薬群（N＝8），低頻度-拮抗薬群（N＝8），高
頻度-拮抗薬群（N＝8）の 3群を新たに設けた．

9．統計解析
統計解析には統計解析ソフト（Prism 5 for Windows
日本語版 Version 5.01，MDF）を使用した．
筋血流量測定及び拮抗薬投与実験において，低頻
度群あるいは高頻度群の各時点の比較には一元配置
分散分析法を用いた．低頻度群及び高頻度群の経時
的パターンの比較には，二元配置分散分析法を用
いた．
平均動脈血圧の比較では，1分間毎の平均値（平
均動脈血圧）を算出し，これを繰り返しのある一元
配置分散分析法を用いて解析した．

ATP等の細胞外濃度測定における各群の比較に
は，繰り返しのある二元配置分散分析法を用いた．
一元配置分散分析および二元配置分散分析におい
て有意差が認められた場合には，多重比較として，
筋血流量及び血圧のデータには Dunnett検定，拮抗
薬実験の筋血流量のデータには Tukey検定，二元配
置分散分析には Bonferroni検定をそれぞれ行った．
有意水準（P）は 5％とし，データは全て平均±標
準誤差で表し，高速液体クロマトグラフィ法におけ
る標準物質の保持時間の結果についてのみ平均±標
準偏差で表した．

III． 結果

1．鍼通電刺激よる筋血流量の経時的変化
鍼通電刺激による筋血流量の変化について，低頻
度群及び高頻度群ともに前脛骨筋において有意な増
加が観察された（各々 P＜0.001，P＜0.05：一元配
置分散分析，図 2-A）．この増加は，低頻度群におい
ては刺激中群，高頻度群においては刺激中群及び刺
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激後 60分群の各時点で認められた（各々 P＜0.05：
Dunnett検定，対 刺激前，図 2-A）．一方で，足底筋
及び腓腹筋については，低頻度群及び高頻度群共に
有意な変化が観察されなかった（各々 P＞0.05：一
元配置分散分析，図 2-B，2-C）．
低頻度群と高頻度群の二元配置分散分析による比
較では，前脛骨筋，足底筋及び腓腹筋の全てにおい
て，筋血流量及びその経時的パターンに有意差は認
められなかった（各々 P＞0.05）．

2．鍼通電刺激による平均動脈血圧の経時的変化
全群において刺激前後における平均動脈血圧の有
意な変化は認められなかった（各々 P＞0.05：繰り
返しのある一元配置分散分析，対 刺激前，表 1）．

3．鍼通電刺激による ATP，ADP，AMP，アデノシ
ンの細胞外濃度の経時的変化
図 3は代表的なクロマトグラフ（高頻度群のうち
刺激中群）を示す．クロマトグラフにおいて，各物
質のピークは AMP，アデノシン，ADP，ATPの順
に観察され，各々の標準物質の保持時間は，463±
19秒，573±34秒，663±27秒，1151±48秒であっ
た（平均値±標準偏差）．

ATPでは，高頻度群の刺激中に有意な細胞外濃
度の増加が認められた（P＜0.01：Bonferroni検定，
対 無刺激群，図 4-A）．ADPでは，低頻度群の刺
激後 30分に有意な増加が認められた（P＜0.001：
Bonferroni検定，対 無刺激群，図 4-B）．AMPでは，
いずれの群においても有意な変化は認められなかっ
た（図 4-C）．アデノシンでは，高頻度群の刺激後
30分において有意な増加が観察された（P＜0.001：

図 2　低頻度または高頻度刺激がラット下腿筋群の筋血流量に及ぼす影響
低頻度（2Hz）または高頻度（100Hz）刺激は，刺激前群を除く各群の右前脛骨筋に与えられた（各 N＝8）．低頻度群及び高頻
度群共に前脛骨筋においてのみ有意な筋血流量の増加が観察された（A）．また，この増加は低頻度群においては刺激中群，高
頻度群においては刺激中群及び刺激後 60分群の各時点で認められた（A）．低頻度群と高頻度群の二元配置分散分析による比
較では，前脛骨筋，足底筋及び腓腹筋の全てにおいて，筋血流量及びその経時的パターンに有意差は認められなかった．有意
水準は 5％，データは全て平均値±標準誤差で表した．*P＜0.05 対 刺激前，Dunnett検定．

表 1　低頻度または高頻度刺激がラットの平均動脈血圧に及ぼす影響

実験群 N
平均動脈血圧 mmHg

統計解析刺激前 
－1～0分

刺激中 
4～5分 29～30分

刺激後 
59～60分 89～90分

低頻度群 刺激前群 8 96±4 100±4 ― ― ― P＝0.32
刺激中群 8 94±5 93±5 ― ― ― P＝0.82
刺激後 30分群 8 79±4 79±4 78±4 ― ― P＝0.86
刺激後 60分群 8 95±6 92±6 88±5 89±3 ― P＝0.29
刺激後 90分群 8 84±8 81±8 81±6 73±6 73±7 P＝0.10

高頻度群 刺激前群 8 86±8 86±7 ― ― ― P＝0.94
刺激中群 8 89±5 86±5 ― ― ― P＝0.10
刺激後 30分群 8 86±4 87±4 81±2 ― ― P＝0.22
刺激後 60分群 8 79±5 79±4 81±4 82±4 ― P＝0.62
刺激後 90分群 8 74±7 77±7 69±6 74±7 67±6 P＝0.45
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Bonferroni検定，対 無刺激群，図 4-D）．
図 4-Eは P2受容体のリガンドである ATPと ADP

の細胞外濃度の合計の経時的変化を示す．低頻度群
の刺激後 30分時点において ATPと ADPの合計濃度
の有意な増加が認められた（P＜0.001：Bonferroni
検定，対 無刺激群）．

4．鍼通電刺激による筋血流量増加作用に対する P2

受容体拮抗薬前投与の影響
低頻度刺激によって筋血流量の有意な増加が認め
られた（P＜0.001：一元配置分散，P＜0.05：Tukey
検定，無刺激群 対 低頻度群，無刺激-拮抗薬群 対 
低頻度群，図 5-A）．この増加は，P2受容体拮抗薬
によって有意に抑制された（P＜0.05：Tukey検定，
低頻度群 対 低頻度-拮抗薬群，P＞0.05：Tukey検定，

図 3　マイクロダイアリシスプローブを介して回収された透
析液のクロマトグラフ
代表的なクロマトグラフ（高頻度群のうち刺激中群）を示す．
透析液は，ラット右前脛骨筋へ刺入したマイクロダイアリシ
スプローブを介して回収され高速液体クロマトグラフィに
て解析された．クロマトグラフにおいて，各物質のピーク
は AMP，アデノシン，ADP，ATPの順に観察され，各々の
標準物質の保持時間は，463±19秒，573±34秒，663±27秒，
1151±48秒であった（平均値±標準偏差）．

図 4　低頻度または高頻度刺激によるラット前脛骨筋の ATP，ADP，AMP，アデノシンの細胞外濃度の経時的変化
低頻度（2Hz）または高頻度刺激（100Hz）は，無刺激群を除く各群の右前脛骨筋に与えた（各 N＝7）．低頻度刺激は刺激後
30分の時点における ADP（B）の細胞外濃度を，高頻度刺激は刺激中の ATP（A）と刺激後 30分の時点におけるアデノシン（D）
の細胞外濃度を有意に増加させた．一方，AMPの細胞外濃度は，いずれの刺激にも影響を受けなかった．
Eは，P2受容体のリガンドである ATP（A）と ADP（B）の細胞外濃度を合計したものである．低頻度刺激は，刺激後 30分の
時点における P2受容体リガンド（ATP＋ADP）の細胞外濃度を有意に増加させた．
有意水準は 5％とし，データは全て平均値±標準誤差で表した．***P＜0.001 対 無刺激群，**P＜0.01 対 無刺激群，Bonferroni検定．

図 5　低頻度または高頻度刺激による筋血流量の増加に対す
る P2受容体拮抗薬の影響
グラフは刺激後 30分時点の筋血流量を示す．低頻度（2Hz）
または高頻度（100Hz）刺激は，ラットの右前脛骨筋に与え
られた（各 N＝8）．低頻度刺激による右前脛骨筋の筋血流量
の有意な増加は，P2受容体の非選択的拮抗薬であるスラミン
の前投与により有意に抑制された（A）．一方，高頻度刺激
による筋血流量の有意な増加は全く影響を受けなかった（B）．
同様に無刺激群においても有意な変化は認められなかった
（A，B）．有意水準は 5％とし，データは全て平均値±標準誤
差で表した．*P＜0.05，Tukey検定．
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無刺激群 対 低頻度-拮抗薬群，無刺激-拮抗薬群 対 
低頻度-拮抗薬群，図 5-A）．
高頻度刺激も同様に，筋血流量の有意な増加が認
められた（P＜0.01：一元配置分散分析，P＜0.05：
Tukey検定，無刺激群 対 高頻度群，無刺激-拮抗
薬群 対 高頻度群，図 5-B）．しかしながら，この
増加は P2受容体拮抗薬によって抑制されなかった
（P＞0.05：Tukey検定，高頻度群 対 高頻度-拮抗薬
群，図 5-B）．
なお，P2受容体拮抗薬投与による筋血流量の変

化は認められなかった（P＞0.05：Tukey検定，無刺
激群 対 無刺激-拮抗薬群，図 5-A，5-B）．

5．P2受容体拮抗薬投与ラットにおける鍼通電刺激
による平均動脈血圧の経時的変化

P2受容体拮抗薬を前投与したラットでは，鍼通
電刺激に関わらず平均動脈血圧の有意な低下が認め
られた（各々 P＜0.01 ，P＜0.001，P＜0.001：一元配
置分散分析，P＜0.05：Dunnett検定，刺激前 対 刺
激中・刺激後，表 2）．

IV． 考察

これまで我々は，放射性および蛍光マイクロス
フェアを用いて，マニュアル鍼刺激による筋血流量
の増加作用機序について検討してきた 11,12）．
動物を対象とした筋血流量測定法には，本実験で
使用した蛍光マイクロスフェア法 14）に加え，レー
ザードップラー血流計 8,19），吸入式および電解式水
素クリアランス法 20,21）などがある．接触型レーザー
ドップラー血流計による筋血流量測定では，経時測
定が可能であるが，プローブを測定対象の筋に直接
接触させなければならず皮膚切開が必要となる．ま
た，測定領域はプローブ先端の 1mm3の半円球状に留
まり，筋全体の血流量を測定することはできない 19）．
また，振動に弱いため刺鍼中の手技や鍼通電は不可
能である．非接触型も皮膚切開が必要であり，また，

測定領域が不明瞭といった問題がある．吸入式およ
び電解式水素クリアランス法は，数分間隔で経時的
にデータが測定できるものの，プローブを測定対象
筋に刺入しなければならない 9,10）．接触型レーザー
ドップラー血流計と同様に，プローブ先端の血流量
のみしか測定することはできず，また，振動に弱い
という欠点がある．
本実験で用いた蛍光マイクロスフェアは，組織処
理に時間と手間がかかること，経時測定ができない
などの欠点があるが，対象のみならず複数の筋血流
量を同時に測定可能であること，また，プローブの
接触や挿入が不要であり振動にも影響を受けないな
どの利点がある．このような理由から，本実験では
蛍光マイクロスフェアを用いた．なお，放射性マイ
クロスフェアは，被爆等の問題から 2010年頃に販売
中止となった．
マニュアル鍼刺激（雀啄術）では少なくとも刺激
後 5分から刺激後 60分まで有意な筋血流量増加が
認められた 12）．一方，低頻度刺激は刺激中，高頻度
刺激は刺激中及び刺激後 60分時点においてのみ有
意な筋血流量増加が認められた．また，マニュアル
鍼刺激による筋血流量増加は低頻度および高頻度刺
激のそれよりも高かったことから 12），筋血流量を増
加させることを目的とする場合は，マニュアル鍼刺
激のほうが有効であると考えられた．
鍼通電刺激による筋血流量の有意な増加は，マ
ニュアル鍼刺激と同様に，鍼を刺入した前脛骨筋で
のみ認められ，鍼を刺入していない足底筋や腓腹筋
では観察されなかった．野口らは，ラットの足蹠に
鍼通電刺激を行い大腿二頭筋の筋血流量の有意な増
加を報告している 8）．彼らは，神経切断および薬理
学的検討から，この遠隔部鍼通電刺激による筋血流
量の増加を内臓血圧の上昇に伴う受動的な血管拡張
であると結論づけている．一方，本研究においては，
平均動脈血圧の有意な変化は観察されなかった．以
上の結果から，鍼通電刺激による筋血流量の増加は血
圧などの全身性の反応ではないことが示唆された 12）．

表 2　低頻度または高頻度刺激が P2受容体拮抗薬投与ラットの平均動脈血圧に及ぼす影響

実験群 N
平均動脈血圧 mmHg

統計解析刺激前 
－1～0分

刺激中 
4～5分

刺激後 
29～30分

無刺激群 無刺激群 8 95±5 95±4 90±4 P＝0.28
無刺激-拮抗薬群 8 106±6 90±4* 90±4* P＜0.01

低頻度群 刺激後 30分群 8 79±4 79±4 78±4 P＝0.86
刺激後 30分群-拮抗薬群 8 111±3 100±4* 93±4* P＜0.001

高頻度群 刺激後 30分群 8 86±4 87±4 81±2 P＝0.22
刺激後 30分群-拮抗薬群 8 102±2 93±3* 90±2* P＜0.01
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低頻度および高頻度ともに刺激後，筋血流量は急
速に低下した．この低下は，刺激中の筋ポンプ作用
の関与を示唆する．刺激中の筋血流量の増加や刺激
後の低下の程度は，両群間で有意差は認められない
ものの，低頻度刺激の方が高頻度刺激よりも大きい
ように見える．単収縮を繰りかえす低頻度刺激では，
強縮を起こす高頻度刺激よりも，効率的に筋のポン
プ作用が働いた可能性がある．また，本研究では刺
激中における筋血流量増加の機序について検討して
いないため，その詳細は不明である．

ATP，ADP，AMPアデノシンの細胞外濃度測定に
おいて，低頻度刺激では，刺激後 30分時点において
ADPの有意な増加が認められた．一方，高頻度刺
激では，刺激中の ATPと刺激後 30分時点のアデノ
シンの有意な増加が認められるなど，両群間で異な
る経時的変化を示した．
安静時の骨格筋において ATPおよび ADPの細胞

外濃度は非常に低いことが知られている．本測定に
おいても同様の結果を得ている．一般に細胞外 ATP
の供給源としては，血管内皮細胞，赤血球，骨格
筋細胞，交感神経，感覚神経などが挙げられる 22–24）

（図 6）．
本研究における ATP等の細胞外濃度の動態は，マ

ニュアル鍼刺激を用いた我々の先行研究と類似した
変化を示し，いずれも刺激後 60分には刺激前値に
戻った 11）．しかしながら，これらの細胞外濃度の増
加は，マニュアル鍼刺激によるそれよりも低い値で
あった 11,15）．
マニュアル鍼刺激による ATP等の有意な増加は，

雀啄術，すなわち鍼の繰り返しによる上下運動によ
り破壊された骨格筋細胞から漏出した ATPに由来
すると我々は考えている．
事実，刺鍼中の手技を比較した以前の我々の報告
では，単刺術すなわち鍼を一回のみの刺抜の場合，
ほんの僅かに筋血流量を増加させるのみであった
（有意差なし）．一方，雀啄術（30回 /分×1分間）
では筋血流量の有意な増加が観察された 25）．本研
究では，前脛骨筋に鍼を刺入後，いわゆる雀啄術な
どの刺鍼中の手技は行わずそのまま鍼通電を行っ
た．そのため組織損傷は少なく，骨格筋細胞からの
ATPの漏出は，刺激中から刺激後にわたり僅かで
あったと考えている．
組織の酸素分圧が低下した場合，血管内皮細胞や
赤血球から ATPが放出されることが知られている．
強縮は単収縮よりも酸素分圧を低下させることか
ら 26），高頻度刺激は低頻度刺激よりも，血管内皮
細胞 24,27）や赤血球 22）から多くの ATPを血中に放出
させたと考えられる（図 6）．放出された ATPの一

部は，血管の細胞間隙を通過して細胞外に漏出し，
その結果，刺激中，ATPの細胞外濃度が有意に上昇
したと考えられた．
今回用いた鍼通電刺激は，刺激量が 4mAであっ
たことから，いずれも侵害性の電気刺激に区分され
る 8）．侵害刺激により誘発された軸索反射は，感覚
神経の終末より CGRPや ATPおよびサブスタンス P
等を放出する 24）．CGRPや ATPは血管拡張に作用す
る．一方でサブスタンス Pは血管拡張には作用しな
いが，血管透過性を亢進させ，前述の赤血球や血管
内皮細胞由来の ATPの血管外漏出を促進させた可
能性がある．
刺激後 30分の時点で，低頻度刺激では ADPの有
意な増加が認められた．また，高頻度刺激でも有
意差はないものの増加する傾向が認められた．安
静時，骨格筋細胞内の ADPは非常に低い濃度で維
持されている 28）．また，細胞外に放出された ATP
は ATPase（ATPを ADPと無機リン酸に分解する酵
素の総称）をはじめとする酵素群によって素早く
ATP→ADP→AMP→アデノシンへと分解されること
から，本研究で観察された ADPは，主として前述
の血管内皮細胞あるいは赤血球から放出された ATP

図 6　鍼通電刺激による筋血流量増加反応の作用機序仮説
細胞外 ATPの供給源としては，血管内皮細胞，赤血球，骨格
筋細胞，交感神経，感覚神経などが挙げられる．血管内皮細
胞及び赤血球からの ATP放出は筋収縮による組織の酸素分
圧によって，骨格筋細胞からの ATP放出は鍼刺激に伴う組
織損傷によって，感覚神経からの ATP放出は軸索反射によっ
て生じる．これらの ATP，または ATPの分解によって生じ
た ADPは，血管内皮細胞上にある P2Y受容体に結合して細胞
内の一酸化窒素の合成を促進する．この合成された一酸化窒
素は拡散して隣接する血管平滑筋に作用し，これを拡張させ
ることにより局所筋血流量を増加させると考えられている．
一方，この経路とは別に ATPと ADPが血管平滑筋上の P2Y

受容体に結合し，直接これを弛緩させる経路も存在すると考
えられている．
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が ATPaseによって分解されたものと考えている 29）．
一方，高頻度刺激においては，刺激後 30分の時
点でアデノシンの有意な増加が観察された．ATPase
は 100Hz前後の電気刺激で活性が高くなることが知
られている 30）．高頻度の電気刺激により ATPase以
外の酵素の活性が高くなるか否かは不明であるが，
高頻度刺激では低頻度刺激に比べて，より速やかに
ATPがアデノシンへと分解されたと考えられた．
以上のことから，低頻度と高頻度刺激における

ATP等の濃度差および経時的変化の違いに影響を与
えた因子として，酸素分圧及び ATPase等の酵素活
性が考えられた．

P受容体は，P1受容体（アデノシン受容体）と P2

受容体（ATPおよび ADP受容体）に大別される．P1

受容体には，A1受容体，A2受容体，A3受容体のサ
ブタイプがある．P2受容体には，P2X受容体と P2Y

受容体のサブタイプがある．これらのうち A1受容
体，A2受容体，P2Y受容体は，血管拡張を有する．
これらの受容体は血管内皮細胞あるいは血管平滑筋
上に存在するとされる 22,31）．

ATPと ADPは，血管内皮細胞上にある P2Y受容
体に結合して細胞内の一酸化窒素（nitric oxide: NO）
の合成を促進する．この合成された NOは拡散して
隣接する血管平滑筋に作用し，これを弛緩させるこ
とにより局所血流量を増加させると考えられている
（NO系）22）．一方，この経路とは別に，ATPと ADP
が血管平滑筋上の P2Y受容体に結合し，直接これを
弛緩させる経路も存在すると考えられている（非
NO系）22）（図 6）．
交感神経は血管平滑筋を直接支配し血圧を調節し
ている．交感神経の終末から放出される ATPは，
血管平滑筋上の P2Y受容体に結合し，その細胞内の
Ca2+濃度を増加させることによって血管収縮を引き
起こす 24,31,32）．交感神経由来の ATPが本実験にどの
ような影響を与えたかは不明であるが，平均動脈血
圧の有意な変化は観察されなかったことから，その
関与は低かったと考えている．
我々は先行研究において，マニュアル鍼刺激の筋
血流量増加作用に P2受容体すなわち ATPと ADP
が部分的に関与することを明らかにした 11）．
本研究において，低頻度および高頻度刺激の筋血
流量増加作用における P2受容体の関与を検討する
にあたり，ATPと ADPの細胞外濃度を合計しその
動態を確認した．その結果，刺激後 30分の時点に
おいて，低頻度刺激では有意な増加が認められ，ま
た，高頻度刺激では有意差はないものの高い値を示
した．これらの増加は，刺激後 60分の時点で消失し
た．そのため刺激後 30分の時点で拮抗薬を投与し

P2受容体の関与を検討した．
その結果，P2受容体拮抗薬の前投与は，低頻度
刺激の刺激後 30分時点における筋血流量増加を有
意に低下させ，低頻度-拮抗薬群の筋血流量は無刺
激群のそれと同等であったことから，刺激後 30分
の時点における低頻度刺激による筋血流量の増加
は，P2受容体を介して ATPおよび ADPが関与する
ことが示唆された．一方，高頻度刺激では，拮抗薬
による有意な抑制は観察されなかったことから，筋
血流量の増加に P2受容体は関与しないことが示さ
れた．
低頻度刺激による筋血流量の有意な増加は刺激
中，高頻度刺激においては刺激中及び刺激後 60分
時点において観察された．しかしながら，拮抗薬実
験（刺激後 30分時点）においては，低頻度群及び
高頻度群は共に無刺激群と比較して筋血流量を有意
に増加させた．
筋血流測定の経時的データの一元配置分散分析に
おいて，刺激後 30分時点の低頻度および高頻度刺
激が筋血流量の有意な増加を示さなかった理由とし
て，我々は両群ともに刺激中の筋血流量増加が著し
く高く，統計学的に刺激後の各時点の増加が低く見
積もられ，また，経時データの統計解析では時点を
増やせば有意差は厳しく見積もられることから，上
記のような統計学的な相違が生じたと考えられた 33）．
どのくらいの筋血流量の増加が，生理学的に意義
があるのという問題は統計解析では明らかにできな
い．この問題を解決するには別途実験を行う必要が
あると我々は考えている．
なお，低頻度および高頻度刺激後 30分時点の筋
血流量は，マニュアル鍼刺激によるものと比べると
低い 12）．その為，低頻度刺激による筋血流量増加に
おける ATP及び ADPの関与は限定的であると考え
られた．
拮抗薬投与による平均動脈血圧の有意な低下が観
察された．この反応は無刺激群においても観察され
たが，無刺激群における筋血流量の有意な変化は観
察されなかった．その為，この血圧の低下による筋
血流量への影響はないと考えられた．
高頻度群では，刺激後 30分の時点においてアデ
ノシンの有意な増加が観察された．アデノシンは，
ATPや ADPと同様に血管拡張作用を有し，血管内
皮細胞あるいは血管平滑筋上の A受容体に結合し
て血管を弛緩させ血流量を増加させる．高頻度刺激
による刺激後 30分における筋血流量の増加にはア
デノシンが関与した可能性がある．
低頻度および高頻度刺激において，血管拡張作用
を有する ATP，ADP，アデノシンはいずれも刺激後
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60分で無刺激群と同等の値までに低下した．また，
両群ともに筋血流量は ATP等の有意な変化の観察
されなかった刺激後 30分から 60分にかけても，や
や増加するように見える．これらの結果は，ATPや
ADPあるいはアデノシン以外の血管拡張因子とし
て，CGRP，プロスタグランジン，ブラジキニンな
どが関与している可能性を示唆する．

V． 結語

低頻度と高頻度の鍼通電刺激がラット下腿筋群の
筋血流量と ATP，ADP，AMPおよびアデノシンの
細胞外濃度に及ぼす影響，さらには，これらの鍼通
電刺激による筋血流量増加作用における P2受容体
の関与について検討し，以下の結果を得た．
・低頻度刺激及び高頻度刺激による筋血流量の増加
は，刺激局所である前脛骨筋においてのみ観察さ
れた．
・低頻度刺激及び高頻度刺激による筋血流量への影
響に有意な差は認められなかった．
・刺激後 30分において，低頻度刺激は細胞外 ATP
と ADPの合計濃度を，高頻度刺激はアデノシン
を有意に増加した．
・P2受容体拮抗薬は，刺激後 30分における低頻度
刺激による筋血流量の増加を有意に低下させた．
一方，高頻度刺激による筋血流量の増加は全く影
響を受けなかった．
以上の結果から，低頻度と高頻度刺激が局所筋血
流量へ及ぼす影響の差は認められなかった．しかし
ながら，P2受容体が低頻度刺激による筋血流量の
増加にのみ関与するなど，低頻度と高頻度刺激では
作用機序が異なることが示唆された．
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Effects of electroacupuncture stimulation on  
skeletal muscle blood flow in the rat hindlimb
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Abstract
Aim: First, to investigate effects of electroacupuncture (EA) on skeletal muscle blood flow (MBF) in the rat 

hindlimb at two different frequencies. Second, to clarify the contributions of adenosine triphosphate (ATP) 
and adenosine diphosphate (ADP) to the increase in MBF following EA.

Animal and Methods: Male Sprague-Dawley rats (N = 133) were used in this study. Fluorescence 
microspheres were used to measure the MBF of the right tibialis anterior (TA), plantaris, and gastrocnemius 
muscles. EA was applied to the right TA for 5 minutes at two different frequencies (2 Hz and 100 Hz), and the 
dialysate was recovered via a microdialysis probe. High-pressure liquid chromatography was used to analyse 
the extracellular levels of ATP, ADP, adenosine monophosphate, and adenosine in the dialysate. Suramin 
(100 mg/kg i.a.) was used as a purinergic type 2 receptor antagonist.

Results: EA at both 2 Hz and 100 Hz significantly increased the MBF of TA alone; however, the difference 
between these temporal changes was not significant. At 30 minutes after stimulation, 2 Hz EA increased the 
total extracellular levels of ATP and ADP, while 100 Hz EA increased the extracellular level of adenosine. 
Suramin suppressed the increase in MBF caused by the 2 Hz EA, but not the 100 Hz EA, at 30 minutes after 
stimulation.

Discussion and Conclusion: ATP and ADP may partially contribute to the increase in MBF caused by the 
2 Hz EA. This suggests that the 2 Hz and 100 Hz EA utilize different mechanisms.


