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中医学におけるストレス蛋白質の疫学的研究をまとめた上、ラット「足三里」ツボに針
灸、中薬の投与、極限水泳の運動により、臓器筋肉HSP72発現に及ぼす影響を検討した。
成果①HSP72はラットの大脳前頭葉、肝臓、牌臓及び下腿骨格筋では広く発現された。②
針刺激は灸刺激と中薬より、 HSP72への誘導が著しい。③針灸と中薬がストレスと運動系
統の疾患を治療するメカニズムはHSP発現に影響を及ぼすととに関わると考えられる。
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運動負荷によるストレス蛋白質発現の変化に関する疫学・環壊医学的研究

研究者氏名 揚起国

中国所属機関 遼寧中医学院

日本研究機関 順天堂大学大学院医学研究科

指導責任者 教授稲葉裕

要旨

本研究では、インターネットによる文献検索を行い、中医学におけるストレス蛋白質の疫学的研究を検討したう

えで、ラットの f足三里jツポに対する針刺、文灸及び四君子湯の経口投与、極限水泳運動などにより、その全血

乳酸値、臓器と骨格筋のHSP72発現に施した影響を観察した。針刺、文灸と中薬療法が、いずれも中医学範鴫に属

し、数千年の歴史にわたって、人々に利用されている。その治療効果のメカニズムについて、明らかにならないと

ころがまだまだ多いようである。本研究の目的は、細胞分子生物学レベルから『蛋白質の一生と伴っているシャベ

ロンとして細胞内の手厚い総合社会保障システムを営む」と言われるストレス蛋白質(熱ショック蛋白質)を主な指

標として、針刺、文灸と中薬療法による治療メカニズムとストレス蛋白質との相関性を検討することである。結果

としては、①健常ラットでは、 HSP72の誘導が心臓左室筋、大脳前頭葉、肝臓左葉及び骨格筋に発現された;②運

動群ラットの全血乳脚t倍以上増え、運動により、大脳前頭葉と牌臓と肝臓左葉のHSP72の誘導発現が増強された

が、心臓のほうがはっきり誘導されない。骨格筋に対して、ただヒラメ筋のHSP72の誘導発現が増強されたが、前

腔骨筋と足底筋のほうがやや下がった;③針刺により、 IL-ft蔵のほかの臓器と足底筋の郎P72の誘導発現が強くなっ

た;④文灸により、大脳前頭葉と肝臓左業及び前腔骨筋の誘導が強くなった;⑤漢方四君子湯には、大脳前頭葉の

HSP72が多く誘導されたが、文灸漢方群は、前腔骨筋からの誘導が一番強くなった。上述のように、針刺も文灸も

中薬四君子湯もいずれもHSP72を異なる程度に誘導でき、臨床において、三者はストレスによる疾患及ぴ運動疾患

に対して優れた治療効果を果たすメカニズムのーっとしては、 HSP発現に影響を及ぼすことが関係していると考え

られる。

Key Words ストレス蛋白質， ラット， 運動負荷， 針刺， 文灸， 漢方薬

緒言:

人体細胞の中では、通常ポリペプチド鎖開始複合体を介して蛋白質の合成誘導が活発に行われている。一方、細

胞が発熱(熱ショック)状態に曝されると、その蛋白質の合成誘導はほぼ完全に抑制される。細胞内の蛋白質は一般

的に熱に弱点熱ショック環境下では固有の立体構造が変化し、生理機能が低下したことになる。このような熱変

性した蛋白質がそのまま放置されると、互いに凝集塊を形成し、細胞は危識的状態を呈する。熱ショック環境下で、

通常蛋白質の合成誘導が抑制されるとともに、額著に合成が誘導されてくる蛋白質群がある。即ち、熱ショック蛋

白質 (heatshock proteins ; HSP)と呼ばれ、分子量(kDa)により HSP70や出向0など十数種類が報告された(l)。

HSPの発現は、熱以外のストレス、例えば、有害な重金属・蹴線・代謝限害物質・虚血・酸化ストレス・運動・

グルコース飢餓・ pHの低下などによっても誘導されることが明らかにされた。ゆえに現在では広くストレスタン

パク質 (stressproteins ; S刊と呼ばれている。 HSPの多くはストレスに対する細胞の応答として発現するばかり

でなく、実は非ストレス下においても構成的に発現していて、細胞の分化、増殖、生存、機能など様々な細胞の営

みに必須の蛋白質であることが判明してきでいる(2)。

伝統的な中医学理論を科学化するため、現代科学の理論と方法により実証される必要がある。本研究は、 EBM(エ

ピデンス)を基準として分子生物学の方法と技術を利用して健常ラットに対して針刺、文灸、四君子湯(漢方薬の

煎じ剤)及び運動負荷を与えて、その全血手l厳と骨格筋・必臓・肝臓・牌臓・大脳などの組織HSP72の発現に及ぼ

す影響という観点から、針刺、文灸と四君子湯の効能メカニズムを解明することを目的とする。
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対象と方法:

「対象Jwistarラット♀(メスは体重の変わる幅が小さい)、生後6週齢、各群n=6、開始時の体重122.46:!: 16. 86g，。

本実験は、日本生理学会の制定された『生理学領域における動物実験に関する基本的指針』を守って行った。

「方法J1、実験群分けと操作

対照君ト9健常君←なにも処理しない。

②固定群ーラット固定器による固定 1伽in。

処理群--<D文灸君トラット固定器による固定10min+後肢両側の足三里に長生灸2壮、2m1食塩水の経口投与。

②漢方群ーラット固定1伽in，2m1四君子湯の経口投与。

@文灸漢方群ーラット固定 10min，後肢両側の足三里に文灸+2m1四君子湯の経口投与。

④運動負荷群ー運動負荷(lw)ー1日目はトレッドミルによる運動負荷:3∞r /2S--30min。

2日目から7日固まで， 32--35"Cの制tプールで水泳負荷3伽in。

⑤針刺群ーラット固定器による固定1伽in+後肢両側の足三里に針刺、 2m1食塩水の経口投与。

2、四君子湯の精製

①処方: 人参+白$+夜苓各9g+甘草6g=33g、1日2回の服用量/大人

②経口投与: 2m1 

③精製:生薬的g=人参・白ポ・夜苓各27g、甘草 18gを取って、浸泡・水煎・櫛晶・濃縮して 1∞%

濃度の煎じ液1仙 n1を精製して、冷却後4"C冷蔵。

3、採血とサンプリング(組織の摘出)

実験8日目にネンブタール麻酔注射液(大日本製薬株式会社出品)を 0.2m1腹腔注射する。胸腔と

腹腔を広げて腹腔の下大静脈から1.0--3. Om1ぐらい採血するし、 IL..Jl旗・月刊蔵左葉・牌臓・大脳及び前

腔骨筋・ヒラメ筋・足底筋・長駈伸筋を取って重さを計った後、液体窒素にて瞬間凍結してー84"0保存。

4、測定

①乳酸の測定一喝IOSEN5040乳酸測定装置を用いて固定化酵素法により測定する。

②HSP72の測定ーサンプルのホモジネート (hαnogenate)後、目立分光光度計(HITACHIu-2000 

specerophtαneter)により、蛋白質の総濃度を測定する。さらにBIO臥DPO側we町r均ac2∞により電気

泳動、転写、免疫染色、脱イオン水の制争後、できたメンプレンをスキャンしてNIHimageソフトに

より HSP72の発現量を評価した。

5、統計処理

データはすべて平均値means::!:SDで示す。群聞における有意差の検定には、 SPSSof windowsl1.01J 

により処理され、有意水準はP<0.05を設定する。

結果:

1、臓器と骨格筋の湿重
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上図のように、一週間の実験期間では、臓器と骨格筋の湿重はわりあいに安定している。健常ラットだけ、

ちょっと重くなる。

2、全血乳酸値

全血乳酸健mmol/L
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。
健常

健常群(1.27:t0.035)と比べて、他の群がすべて上がったが、運動群(5.2:t1.17)は一番高くなり、他の群と有意

差がある鑓動群orその他P<O.05)。

3、HSP72に対する誘導発現

3.1臓器における HSP72の発現

刺針運動灸漢漢方文灸固定
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心臓では、健常群のほかに、殆ど誘導されなかった。逆に肝臓では、どっちでも強く誘導され、中で針刺のほう

が一番著しい(針刺orその他P<O.05，針刺or健常P<O.OI)。
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僻』遣のHSP72発現
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牌臓では、電気泳動を3回繰り返したが、ただ運動群と針刺群と健常群が発現されたが、ほかはされなかった。

運動群と針刺群が発王舟首強である。大脳なら、各群も誘導されたが、健常群と有意差はない。
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3.2骨格筋における HSP72の発現
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前腔骨筋では、文灸漢方群のほかに健常群より誘導が弱いと考えられる。ヒラメ筋では、運動群と針刺群の誘導

が結構強く発現されたが、文灸群はちょっと弱い誘導であった。

足底筋の隠P72発現
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健常

足底筋では、針刺群が他の各群と有意差がある(P<0.05，0.01)。ほかは健常群より弱いが、その中で、文灸群

と文灸漢方群がほぼ一致で、もっとも誘導が弱いである。

針刺運動文灸漢方漢方文灸固定

察:

1、ストレス蛋白質

1.1熱ショック応答の発現

Ritossaは、ショウジョウパエの幼虫(その唾液腺組織を通常の培養温度(25"C)から高温(30"C)に短時間(30

分間)さらすと、唾液腺多糸染色体の幾つかの特定部位に膨らんだ構造(パフ、 puff，この区域の遺伝子転写が増強)

が新たに誘導されることを観察し、 1962年に報告した(下の図の矢印)ω。このパフの生成は一過的で、温度が下

がると消失した。一方、通常温度で存在したパフは、このような f熱ショックJにより観察されなくなった。

考

Experientia 1962) (Ritos.叫
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1.2、ヒートショックプロテイン (HeatShock Protein: HSP) 

HSPとは熱ストレス(通常より 3--5"C上がるとか、或いは 40"C以上)によって細胞内に誘導される蛋白質。 1974

年にTissieresが熱、ンョックによりショウジョウパエの染色体内に遺伝子の転写が増強され、 6種の新しい特異的

タンパク質 (HSP)が合成されることを報告したω。その他のストレス(重金属，放射線，代謝阻害物質，虚血，

酸化ストレス、グルコースとアミノ酸の飢餓、 PH低下、運動など)によっても誘導されるため、ストレスタンパ

ク質(stressproteins ; Sp)とも呼ばれ、細胞レベルでのホメオスタシスを維持する働きを持つ。

1.3、HSP70の役割

I.分子シャペロンChaperone--Pelhamが 1986年に提出した分子シャベロン理論により、出P70が蛋白生合成

や高次構造の形成の品質管理、膜の通過と輸送、活性の制御と維持、また蛋白質分解過程などにおいて、蛋白質の

正しい畳み込みを介助するω。

11.防衛トストレスによる蛋白質の凝集を抑制できる。

m.修復ーストレスによる蛋白質の損傷を修復できる。

IV、ストレス而羽生と交差而羽生

fストレス耐性とはJーあらかじめ非致死的な熱ストレスを加えること(プレコンディショニング)によって

HSPが増大した細胞では、その後に与えられる致死的な熱ストレスに対してその細胞の傷害の程度が小さくなる。

「交差耐生とはjーあるストレスに対する抵捌主を獲得すると、他のストレスに対しても同様に抵抗性が高まる

性質である。短時間に一過性的心筋虚血が心筋便塞に予防するのみでなく、脳梗塞にも予防作用を現わすω。

2、中医学におけるストレス蛋白質の疫学的研究

近年来、熱ショック蛋白質(出p)が「分子シャベロンJとして、人体生命の機能単位であるタンパク質の一生

において、重大な品質管理の役目を果たしているので、世界では研究ブームになっている。

2.1、中薬療法広州中医薬大学の玉洪靖氏らは、白虎湯と黄連解毒湯を投与して熱ショックラットの肝臓、肺臓

組織HSP発現の増加を誘導でき、細胞の而羽生を高めることにより細胞の損害が避けられる結果である(広州中医薬

大学学報)。武漢市中医医院の雀金溝氏らは、三七五参湯を投与して心筋虚血損傷に対する措抗作用と HSP70発現

が正比例に関係していると報告した(中国心血管病研究雑誌)。北京中医薬大学の郭順根氏らは、活血化痕類の補

肝中薬を投与して肝障害ラットの肝臓HSP70の発現が増大して、肝障害も一定な程度で回復したと報告した(中国

組織化学与細胞化学雑誌)。武普湖北総隊医院の李長軍氏らは、健牌益気中薬を消化性潰蕩患者さんに投与してヘ

リコパクターピロリ菌を取り除いたほかに、 HSP60の発現も増える効果があると報告した(中国臨床医学)。謝建

軍氏らは、砂地ネズミに脳虚血再濯流して48h後、 HSP70の発現が顕著に増強して、補陽還玉湯を投与してHSP70

の転写を明らかに抑制した他に、その翻訳も軽度に下げることにより、脳虚血損傷後の神経機能を保護すると報告

した(中西医結合心脳血管病雑誌)。日本中部大学の戴研氏らは、シャベロン誘導剤としての均薬などの漢方薬に

よる HSP誘導を研究した(日本ハイパーサーミ学会誌 19、20巻)。日本東京大学の富井明望氏らは黄写、紅花、烏

薬を常法で抽出して飲料水として動脈硬化モデルマウスに自由に摂取させ、 HSPω を免疫することにより血管内皮

に産生され、動脈硬化を促進する作用を持つ抗HSP60抗体の産生を桔抗する効県が漢方生薬特に烏薬によって抑制

され、動脈硬化の進行を抑制したと考えられる(日本来病システム学会雑誌8巻2号)。日本順天堂大学JinGuang-Bi

氏はヒト活性化T細胞を使って 233種類の漢方薬について、 HSP70発現量のスクリーニングを行い、1.5倍以上の

増加傾向が濃度依存性から認められた生薬は、紅花・山莱頁・山査子・塵麦・甘遂・黄苓・香鼓であった。そのう

ち、いつくかの生薬も HSPの発現量をコントロールできる活性があることは証明され、 HSP系の関与する様々な疾

患の治療などに応用できる可能性が示された(和漢医薬学雑誌 19巻6号)。日本横浜市立大学の関口由紀氏らは、

前立1剥巴大症患者における八味地黄丸の抗HSP60抗体への影響を研究した(日本東洋医学雑誌49巻6号)。

2.2、針灸療法

湖南中医学院の彰艶氏ら及び北京中医薬大学の李暁弘氏らは、針灸で人体のツボを刺激して、針灸ストレス状

態になって一定量の HSP70発現が誘導されて、人体の抵抗能力と免疫力が強められ、疾患の予防と治療に重要な役
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に立っと考えた(中華実用中西医雑誌、上海針灸雑誌)。天津中医学院の馬岩璃氏らは、「醒脳開巌針刺法jを使っ

て実験性脳梗塞ラットの梗塞区皮質、線条体及び海馬のHSP発現を増強して、通常の針刺法より脳虚血後の細胞へ

の保護作用が優れていると示された(中国針灸)。重慶市第1人民医院の王漁蓉氏らは、電気針でラット両側の「合

谷j穴を打ち、局所性脳虚血3h、再濯流出と 6hのHSP70発現を仮手術群より顕著に増加したのは、脳虚血再濯

流による損傷を回復するメカニズムであると考えた(重慶医科大学学報)。天津中医学院の奨小農氏らは、内頚動

脈に自体血栓を注射してラットの多発性梗塞性痴呆仰I防モデルを作成して、大脳皮質と海馬、線条体、間脳な

どの部位の細胞死亡が見られて、針刺群で人中と内関、風池などのツボに刺して、その部位の細胞死亡がコントロ

ール群より顕著に低くなったし、 HSP70mRNAの発現もコントロール群より顕著に高くなったと報告した(中国中医

基礎医学雑誌)。上海第二医科大学の王祥瑞氏らは、電気針で，乙占麟手術を受ける患者28例の心筋細胞HSP7伽附A

の発現をコントロールより大いに増加したと報告した(中国針灸)。河南医科大学の王ー菱氏らは、針刺が無菌ノ号

ラフィン油を注射したマウス腹腔マクロファージのHSP70、iNOS(誘導性一酸化窒素)及びその iNOSmRNAの発現

を顕著に高めたと報告した(解剖学報)。日本では、 Kobayashi，K.がラット腰の筋肉に灸刺激し、筋肉内温度は 15

分の間40'Cに保たれた。ラットは深麻酔をうけて殺され、刺激の3hと24h後に、筋手国哉は直ちに切除された。 蛋

白質は刺激されたラットと制御ラットの均質にされて遠心分自搬で分離された組織から引き抜かれた。 蛋白質の

二次元のゲノレ電気泳動は、実施された。 70，000、85，000 (hsp 85)と100，∞o(hsp 100)の分子量による hspは、

灸によって刺激の3時間後に殺されるラットで見つけられた。 蛋白像は分析され、 hspsの比率は得られた。施灸

と分子シャベロシ機能の発生、細胞内輸送の活性化、局所炎症におけるサイトカイン・HSP・酵素ラジカル(遊両陛)

との関連性などが示唆される(7)。

上述のように、漢方薬は解熱、抗心筋虚血、抗動脈硬化、抗脳虚血、抗潰蕩、補肝などの様々な薬理作用を持ち、

針灸療法も鎮痛麻酔、安静安神、抗菌抗炎症、抗アレノレギー、免疫力増加などの多種作用を持ち、その作用のメカ

ニズムのーっとしては、細胞HSPの発現に影響を及ぼすものである。

まとめ:

1、臨床において、漢方薬療法と針灸療法はストレス損害に対して優れた効果を果たしたことが明らかになった。

それ効果を果たすメカニズムのーっとしては、 HSPの発現に影響を及ぼすことに密接に関わっていると考えられる。

2、運動と比べて、針刺、文灸、中薬四君子湯により、臓器と骨格筋の HSP72の誘導発現が著しく増強されてな

いであるが、文灸により大脳前葉と肝臓左葉及び前腔骨筋の誘導が強くされた。漢方四君子湯により大脳前葉の

HSP7が多く誘導されたが、文灸と漢方の合わせる群は、前腔骨筋からの誘導が一番強くなった。

3、異なる病理状態により、 HSP発現が増強したり減弱したりすることから言えば、中薬療法も針灸療法も両方

向の良性調節作用がありそうである。
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