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研究成果の概要（和文）：本研究では，ギプス等による関節の不動によって発生する拘縮と呼ば

れる機能障害の発生メカニズムを明らかにする目的で，ラットの実験モデルから得た骨格筋，

関節包，皮膚といった関節周囲組織を組織学的・免疫組織学的・分子生物学的検索に供し，網

羅的に解析した．結果，骨格筋由来の拘縮には TGF-β と呼ばれるサイトカインシグナルが活性

化し，線維芽細胞の亜型である筋線維芽細胞への分化が促され，タイプⅠ・Ⅲコラーゲンが増

加するといった線維化の発生が関与し，この線維化は機械的刺激の減少によって進展する可能

性があることが示唆された．また，不動によって関節包においては滑膜に，皮膚においては皮

下組織に顕著な線維化が発生・進行することが明らかとなり，これらの組織に由来する拘縮の

発生メカニズムに関与している可能性があることが示唆された． 
 
研究成果の概要（英文）：Clinically, the contracture that is one of the functional disorders is 
often caused by immobilization of a joint with a plastic cast etc, however, this mechanism is 
not yet clear.  The objective of this study is to clarify the mechanism of contracture based 
on comprehensive analysis concerning surrounding tissue of joint in experimental animal 
model.  Our results suggest that the molecular mechanism of immobilization-induced 
muscle fibrosis relate the cytokine signal by TGF-β is activated, the differentiation from the 
fibroblast to myofibroblast is accelerated, and the type I and III collagen increase.  
Additionally, the immobilization-induced muscle fibrosis may progress by a decrease in 
mechanical stimulation.  Immobilization of the joint causes the fibrosis of the synovial 
membrane and the tissue under the skin.  There is an important relation in the 
mechanism because the contracture progresses by these changes. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2009 年度 8,200,000 2,460,000 10,660,000 

2010 年度 2,200,000 660,000 2,860,000 

2011 年度 2,400,000 720,000 3,120,000 

総 計 12,800,000 3,840,000 16,640,000 

 
 
研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：人間医工学，リハビリテーション科学・福祉工学 
キーワード：障害学・拘縮・骨格筋・皮膚・関節包・コラーゲン・線維化・TGF-β・筋線維芽 

細胞 
 

機関番号：17301 

研究種目：基盤研究（B） 

研究期間：2009～2011 

課題番号：21300200 

研究課題名（和文） 関節周囲組織の網羅解析から拘縮の発生メカニズムとリハビリテーショ 

ンの効果を探る 

研究課題名（英文）  Investigation for the mechanism of joint contracture and the effect of 
rehabilitation based on comprehensive analysis concerning 
surrounding tissue of joint 

研究代表者 

沖田 実（OKITA MINORU） 

長崎大学・大学院医歯薬学総合研究科・教授 

 研究者番号：50244091 

 

 
 



 
１．研究開始当初の背景 
長期臥床やギプス固定，あるいは痛みや麻

痺などによる関節の不動は拘縮と呼ばれる
関節運動制限を惹起するが，医療技術や介護
施策が進んでいる今日でも臨床症例の多く
に拘縮が頻発している事実がある．この背景
には，高齢化の進展という生物学的影響に加
え，拘縮の発生メカニズムの解明と効果的な
治療法の開発の立ち遅れが大きく影響して
いる． 
拘縮の動物モデルや実際の症例の生体試

料の検索に基づく先行研究の結果を整理す
ると，コラーゲンの増生やその密生化，線維
芽細胞の増殖などといった線維化の発生が
関節周囲組織のすべてにみられる共通した
病態であると推測できる．しかし，先行研究
のすべてはある組織，例えば関節包のみに焦
点をあてた検索であり，同一の動物モデルの
関節周囲組織を網羅的に解析した報告はな
い．また，拘縮の進行に伴って関節周囲の各
組織における線維化の病態がどのような推
移をたどるのかは不明であった． 
 
２．研究の目的 
本研究課題の目的は，同一の動物モデルの

関節周囲組織を組織学的・免疫組織学的・分
子生物学的検索に供し，その網羅的・縦断的
解析を行い，拘縮の発生・進行に関与する分
子メカニズムを明らかにすることにある． 
 
３．研究の方法 
 本研究課題の目的を明らかにするために
は，いくつかの研究テーマを設けた上で実験
を進める方が妥当と考えられた．以下，実施
した研究テーマ毎にその方法を述べる． 
 
(1) 不動に伴う骨格筋の線維化の推移の検

討 
 実験動物は 8 週齢の Wistar 系雄性ラット
50 匹で，これらを無作為に 25 匹ずつ無処置
の対照群と両側足関節を最大底屈位で不動
化し，尖足拘縮を惹起する不動群に振り分け
た．不動期間は 1・2・4・8・12 週間（各 5
匹）とし，対照群は各不動期間のラットと週
齢を合致させるため 9・10・12・16・20 週
齢時まで通常飼育した（各 5 匹）．そして，
各不動期間終了後はヒラメ筋を検索材料に
供し，筋内膜と筋周膜におけるタイプⅠ・Ⅲ
コラーゲンの動態変化を蛍光免疫染色なら
びにその染色像の発光輝度の画像解析に基
づく半定量分析から検討した． 
 
(2) 不動に伴う骨格筋の線維化の分子メカ

ニズムの検討 
先行研究によれば，肺や肝臓の線維化はマ

クロファージなどから発現する TGF-β と呼

ばれるサイトカインが線維芽細胞を刺激す
ることで，その亜型である筋線維芽細胞への
分化が促され，その結果，コラーゲンの増生
が進行するといった分子メカニズムが明ら
かになっている．そこで，本研究テーマでは
この分子メカニズムが拘縮の発生・進行に伴
う骨格筋の線維化の際にも成り立つか否か
を検討した． 
実験動物は 8 週齢の Wistar 系雄性ラット

50 匹で，その群分けや不動期間などは前述の
(1)の研究テーマの実験と同様であり，各不動
期間終了後はヒラメ筋を検索材料に供した．
そして，RT-PCR 法にて TGF-β，筋線維芽細
胞のマーカーである α-SMA ならびにタイプ
Ⅰ・Ⅲコラーゲンについて mRNA レベルに
おける動態変化を検討した． 

 
(3) 不動に伴う骨格筋の線維化の分子メカ

ニズムにおける機械的刺激の関与の検
討 

先行研究によれば，前述の分子メカニズム
によって肺の線維化が惹起され，肺そのもの
の伸縮性が低下すると線維化はさらに進行
するといわれている．つまり，肺そのものへ
の機械的刺激の減少が線維化の進行に重要
な役割があるといえる．一方，不動化された
骨格筋は筋活動が減少するとともに，それ自
体の長さ変化が生じないことから，機械的刺
激が減少した状態にあると考えられ，このこ
とが線維化の進行に影響している可能性が
ある．そこで，本研究テーマでは磁気刺激装
置を用いて不動化した状態のまま骨格筋の
単収縮を誘発することで機械的刺激を負荷
し，関節可動域制限や線維化の発生状況にお
よぼす影響を検討した． 
実験動物は 8 週齢の Wistar 系雄性ラット

16 匹で，これらを 4 週間通常飼育する対照群
（n=5），両側足関節を最大底屈位で 4 週間不
動化する不動群（n=5），4 週間の不動期間中
に周期的に脊髄前角細胞を磁気刺激し，ヒラ
メ筋に単収縮を誘発することで機械的刺激
を負荷する刺激群（n=6）に振り分けた．そ
して，4 週間の実験期間終了後に麻酔下で両
側足関節の背屈可動域（ROM）を測定し，そ
の後，ヒラメ筋を検索材料に供し，RT-PCR
法にて α-SMA とタイプⅠ・Ⅲコラーゲンの
mRNA レベルでの動態変化を検討した． 
 

(4) 不動に伴う関節包ならびに皮膚の線維
化の推移の検討 

 平成 21 年度に数回にわたる予備実験を実
施し，前述のラット尖足拘縮モデルにおける
関節包の検索を進めたが，足関節組織では検
索に耐え得るだけの試料採取が困難である
ことが判明した．そこで，先行研究を参考に
膝関節を屈曲位で不動化した拘縮モデルを



作製し，不動に伴う関節包ならびに皮膚の線
維化の推移を検討した． 
 実験動物は 12週齢のWistar系雄性ラット
36 匹で，これらを無作為に 18 匹ずつ無処置
の対照群と両側の股関節を軽度屈曲位，膝関
節を最大屈曲位で不動化し，拘縮を惹起させ
る不動群に振り分けた．不動期間は 1・2・4
週間（各 6 匹）とし，対照群は各不動期間の
ラットと週齢を合致させるため 13・14・16
週齢時まで通常飼育した（各 6 匹）．そして，
各不動期間終了後は膝関節後面の皮膚と膝
関節を一塊として採取し，組織学的検索に供
するとともに，各組織の画像解析に基づく半
定量分析を通して，線維化の発生・進行状況
を検討した． 
 
４．研究成果 
(1) 不動に伴う骨格筋の線維化の推移 

筋内膜においてはすべての不動期間でタ
イプⅠ・Ⅲコラーゲンの増加を認め，しかも
タイプⅠコラーゲンにおいては不動 4週まで
不動期間の延長に伴う増加が認められた（図
1a）．筋周膜においてもすべての不動期間で
タイプⅠ・Ⅲコラーゲンの増加を認めたが，
不動期間による違いは認められなかった（図
1b）． 
以上の結果から，1 週間という短期の不動

で骨格筋の線維化が惹起されるが，これは筋
内膜・筋周膜におけるタイプⅠ・Ⅲコラーゲ
ンの増加によるものと考えられた．また，正
常な骨格筋の場合，筋周膜に比べ筋内膜はタ
イプⅢコラーゲンの構成比が高く，伸張性・
柔軟性に富むといわれている．つまり，筋内
膜のタイプⅠコラーゲンが不動期間の延長
に伴って増加するという結果は骨格筋由来
の拘縮の進行に関連した知見と推察された． 

 
(2) 不動に伴う骨格筋の線維化の分子メカ

ニズム 
検索したすべての分子の mRNA 発現量は

不動 1 週より対照群に比べ有意な増加が認め
られ（図 2a-d），さらに，タイプⅠコラーゲ
ンにおいては不動 4 週まで不動期間の延長に
伴う増加が認められた（図 2a）． 

以上の結果から，骨格筋が不動化されると
TGF-β のサイトカインシグナルが活性化し，
線維芽細胞の亜型である筋線維芽細胞への
分化が促され，その結果としてタイプⅠ・Ⅲ
コラーゲンが増加するといった分子メカニ
ズムが成り立つ可能性が示唆され，ある程度
は骨格筋由来の拘縮の発生メカニズムの解
明が進展したと考えられる．ただ，(1)の成果
でも示したようにタイプⅠコラーゲンに限
っては不動 4 週まで不動期間の延長に伴う増
加が認められており，このメカニズム解明が
今後の検討課題となった． 
 

 
(3) 不動に伴う線維化の分子メカニズムに

おける機械的刺激の関与 
ROM は不動群，刺激群とも対照群に比べ

有意に低値であったが，刺激群は不動群より
有意に高値を示した（図 3a）．各分子の
mRNA 発現量をみると，α-SMA とタイプⅠ
コラーゲンは不動群，刺激群とも対照群に比
べ有意に高値であったが，刺激群は不動群よ
り有意に低値を示した（図 3b,c）．また，タ
イプⅢコラーゲンは不動群が対照群や刺激
群より有意に高値で，対照群と刺激群には有
意差を認めなかった（図 3d）． 
 以上の結果から，不動の過程で骨格筋に周
期的な単収縮を誘発し，機械的刺激を負荷す
ると線維化ならびに拘縮の発生を軽減でき
ることが明らかとなり，このことは不動によ
って惹起される骨格筋の線維化の分子メカ

図 1. 筋内膜，筋周膜におけるタイプⅠ・
Ⅲコラーゲンの変化 

図 2. 各分子の mRNAの変化 
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ニズムに機械的刺激の減少が関与している
ことを示唆している． 

 
(4) 不動に伴う関節包ならびに皮膚の線維

化の推移 
① 関節包の線維化の推移 
検鏡結果として，後方関節包の滑膜におい

て不動 1週よりコラーゲンの増生が認められ
た．そこで，同部位の 40 倍の検鏡像に縦・
横 50μm 間隔で格子線を描き，コラーゲン線
維上に存在する格子線の交点の総数を算出
し，コラーゲン線維の量的変化を半定量化し
た．その結果，各不動期間とも不動群は対照
群より有意に高値で，不動群内では不動 4 週
は不動 1・2 週より有意に高値であった．次
に，後方関節包の滑膜におけるコラーゲン線
維の密生化の状況を検討した．検鏡結果とし
ては不動 1週ではコラーゲン線維の密生化は
明らかでなかったが，不動 2・4 週は顕著で
あった．そこで，同部位の 400 倍の検鏡像を
用いて単位面積あたりのコラーゲン線維の
占有率を算出し，コラーゲン線維の密生化の
状況を半定量化した．その結果，不動 1 週は
対照群と有意差を認めなかったが，不動 2・4
週は対照群より有意に高値を示し，不動群内
では不動 2・4 週は不動 1 週より有意に高値
であった． 
以上の結果から，今回の拘縮モデルにおい

ては後方関節包の滑膜において線維化が発
生するということができ，その推移としては
1 週間という短期の不動でコラーゲン線維が
増生し，これは不動期間の延長に伴って顕著
になると推察される．加えて，不動 2 週以降
はコラーゲン線維の密生化も生じ，線維化が
進行する可能性が高いといえる．  
 
 

② 皮膚の線維化の推移 
検鏡結果として，対照群では線維性結合組

織からなる真皮と脂肪細胞からなる皮下組
織が観察されるのに対し，不動群では皮下組
織の脂肪細胞が減少し，線維性結合組織が増
加しており，特に不動 2・4 週では脂肪細胞
が消失し，線維性結合組織に置換されている
像も観察された．次に画像解析の結果として，
真皮から皮下組織における脂肪細胞が占め
る割合は各不動期間とも不動群は対照群に
比べ有意に低値を示し，不動期間で比較する
と不動 1 週に比べ不動 2・4 週は有意に低値
で，不動 2 週と不動 4 週の間には有意差を認
めなかった．一方，線維性結合組織の占める
割合は各不動期間とも不動群は対照群に比
べ有意に高値を示し，不動期間で比較すると
不動 1 週に比べ不動 4 週は高値を示した． 

以上の結果から，不動によって真皮から皮
下組織の脂肪細胞が減少し，線維性結合組織
が増加するといった皮膚の線維化が惹起さ
れることが明らかとなり，これは不動期間の
延長に伴って進行するといえる．つまり，こ
のような皮膚の変化も拘縮の病態の一つと
考えることができ，リハビリテーションの治
療ターゲットとして重要であることが示唆
された． 

 

図 3. ROMならびに各分子の mRNAの変化 

図 4. 後方関節包の滑膜における線維化の
発生状況 
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図 5. 皮膚における線維化の発生状況 
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