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研究成果の概要：本研究では，動物モデルを用い，①拘縮の発生メカニズム，②拘縮に対する

運動・物理療法の効果検証，といった二つのテーマに関する実験的アプローチを行った．前者

の成果としては，拘縮の進行に筋内コラーゲンの分子間架橋結合の増加が関与する可能性が提

示できた．また，後者の成果としては，不動の過程で持続的他動運動や超音波を実施すると筋

内膜コラーゲン線維の可動性減少といった拘縮の一病態が抑制される可能性が提示できた．  
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 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 2,100,000 0 2,100,000 
2007 年度 800,000 240,000 1,040,000 
2008 年度 800,000 240,000 1,040,000 
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  年度  

総 計 3,700,000 480,000 4,180,000 
 
 
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：リハビリテーション・障害学・拘縮・運動療法・物理療法 
 
１．研究開始当初の背景 
臨床では，長期臥床やギプス固定，あるい
は痛みや麻痺などによって関節の不動が惹
起されると関節拘縮（以下，拘縮）が発生す
る．そして，拘縮が一旦発生すると，その治
療には難渋することが多く，この要因には，
①拘縮の発生メカニズムが十分に解明され
ていないこと，②拘縮に対する運動療法や物
理療法といったリハビリテーション医療の
科学的根拠が示されていないこと，などが大
きく影響していると考えられる． 
 拘縮の発生メカニズムに関するこれまで
の先行研究では，関節包や靱帯などの関節構

成体に属する軟部組織の変化に焦点があて
られてきた経緯がある．しかし，拘縮症例を
概観するとこれらの組織だけでなく，骨格筋
の伸張性低下に起因した拘縮の存在が推測
される．実際，ラット足関節を最大底屈位で
不動化した尖足拘縮モデルを用いた自験例
の結果では，不動 4週までは関節可動域制限
の 50％以上が下腿三頭筋の変化に由来する
ことが明らかとなり，骨格筋は拘縮の責任病
巣の中心であると推察される．また，同実験
モデルのヒラメ筋の筋内膜コラーゲン線維
網の形態を観察すると関節可動域制限が顕
著となる不動 4週後以降と同期してコラーゲ
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ン線維に配列変化を認め，これは筋内膜を構
成する個々のコラーゲン線維の可動性減少
を示唆する所見で，骨格筋の伸張性低下の一
因と考えられる．しかし，筋内膜を構成する
コラーゲン線維の可動性が減少する要因に
ついてはこれまで明らかにできていない．加
えて，臨床において拘縮の治療に頻繁に用い
られる持続的他動運動（Continuous passive 
motion；以下，CPM）や超音波などの効果
についても先行研究では明らかとなってい
ない． 
 
２．研究の目的 
前述のように，筋内膜を構成するコラーゲ

ン線維は不動によってその可動性が減少す
ることが示唆されおり，その要因としては，
①コラーゲン線維に強固な分子間架橋が形
成されること，②Ⅰ型コラーゲンとⅢ型コラ
ーゲンの比率が変化すること，などが影響し
ているのではないかと仮説している．そこで，
本研究の第一の目的をラット尖足拘縮モデ
ルのヒラメ筋を材料にこの仮説を生化学的
手法で検証することとした．また，不動の過
程で CPM や超音波といった運動・物理療法
を実施し，拘縮に対する効果を検証すること
を本研究の第二の目的とした．  
 
３．研究の方法 
【実験 1：拘縮の発生メカニズムに関する 

実験的アプローチ】 
1）実験動物 
 実験動物には，8 週齢の Wistar 系雄性ラッ
ト 20 匹を用い，これらを無作為に 9，11 週
齢時まで通常飼育する対照群（各 5 匹，計 10
匹）と両側足関節を最大底屈位の状態で 1，3
週間ギプスで不動化する不動群（各 5 匹，計
10 匹）に振り分けた．なお，本実験は星城大
学が定める動物実験指針に基づいて行った． 
 
2）足関節背屈可動域の測定 
各不動期間終了後は，ペントバルビタール

ナトリウム（40mg/kg）の腹腔内投与によっ
て各ラットを麻酔し，以下の方法で両側足関
節の背屈可動域を測定した．すなわち，ラッ
トを側臥位とし，一人の検者が徒手にて股関
節・膝関節を 90°屈曲位に保持し，後肢筋群
に筋収縮が惹起されないことを確認した．そ
して，この検者が強制的な力を加えないよう
に注意しながら母指でラットの足関節を他
動的に背屈させ，抵抗を感じた角度を最大背
屈角度とした．この角度の測定に際しては，
基本軸を膝関節裂隙中央と腓骨外果を結ぶ
線，移動軸を腓骨外果と第 5 中足骨頭を結ん
だ線とし，もう一人の検者が腓骨外果に分度
器の中心を合わせ，最大背屈角度を 5°単位
で測定した． 
 

3）筋試料の採取 
各ラットの両側足関節の背屈可動域を測

定した後，麻酔下で両側ヒラメ筋を採取した．
採取したヒラメ筋は直ちに筋湿重量を測定
し，その後，液体窒素で冷却したイソペンタ
ン液内で急速凍結させ，以下に述べる生化学
的検索まで－80℃で保存した． 
 
4）不溶性コラーゲン含有量の測定 
検索材料は各ラットから採取した左側ヒ

ラメ筋とした．筋試料は細切後，まず 1N 塩
化ナトリウム溶液内にて 24 時間，4℃で攪拌
し，遠心分離後の残渣を得，その後， 0.5M 酢
酸溶液内にてこの残渣を 24 時間，4℃で攪拌
し，遠心分離後の残渣を得た．そして，ペプ
シン含有（1mg/ml）0.5M 酢酸溶液内にてこ
の残渣を再度 24 時間，4℃で攪拌し，遠心分
離後の残渣を検索用試料として回収した．回
収した試料は凍結乾燥した後，6N 塩酸溶液
内で 15 時間，110℃で加水分解を行い，その
後，試料内の塩酸を除去し，蒸留水に溶解し
て不溶性コラーゲン定量のための試料とし
た． 

不溶性コラーゲンの定量はコラーゲン特
有の構成アミノ酸であるヒドロキシプロリ
ンを定量することによって行い，その概要は
以下の通りである．すなわち，各試料はまず
2 時間，100℃で加熱処理し，その後，4N 水
酸化ナトリウム溶液を加え，2 時間，90℃で
再 度 加 熱 処 理 を 行 っ た ． そ の 後 は ，
Chlolamine T 溶液にて酸化を行い，Ehrlich 
溶液と縮合させて試料を発色させた．そして，
540nm の波長における各試料ならびに検量
線を求めるためのヒドロキシプロリン標準
溶液の吸光度を測定し，検量線を基に各試料
のヒドロキシプロリン含有量を算出した．な
お，算出したヒドロキシプロリン含有量は単
位湿重量あたりに換算し（μ g/mg wet 
weight），これを不溶性コラーゲン含有量と
定義した上で各不動期間で対照群と不動群
を比較した． 
 
5）Ⅰ・Ⅲ型コラーゲンの分析 

検索材料は各ラットから採取した右側ヒ
ラメ筋とした．筋試料は細切後，まず 0.05M 
トリス緩衝液（pH7.4）で 24 時間，4℃で攪
拌・洗浄し，緩衝液除去後，ペプシン含有
（1mg/ml）0.5M 酢酸溶液を加え，24 時間，
4℃で膨化させた．次に，同溶液内で試料を
ホモジネートし，24 時間，4℃で攪拌した後，
遠心分離を行い，上清を回収した．また，残
渣には再度，ペプシン含有（1mg/ml）0.5M 酢
酸溶液を加え，24 時間，4℃で攪拌し，遠心
分離後の上清を先に回収した上清に加え，こ
れを電気泳動用の試料とした．  
各試料はそれぞれ泳動用緩衝液に 1：1 の

比率で溶解し，熱処理後，3～10％濃度勾配



ポリアクリルアミドゲルの各スロットに 25
μl 添加し，120mA の定電流で電気泳動を開
始した．20 分後，一旦電気泳動を停止し，各
スロットに10μlの20％メルカプトエタノー
ル溶液を加え，60 分間放置し，途中還元を行
った．その後は，20mA の定電流で 1 時間電
気泳動を行い，ゲルを純水にて洗浄した後，
Coomassie Brilliant Blue-R 染色液を用いて
染色した．Ⅰ・Ⅲ型コラーゲンの分析として
は，電気泳動像からα1（Ⅰ）鎖，α2 鎖，お
よびα1（Ⅲ）鎖のバンドを確認し，α1（Ⅰ）
鎖とα2 鎖のバンドの density に対するα1
（Ⅲ）鎖のバンドの density，すなわち，α1
（Ⅲ）/{α1（Ⅰ）＋α2}×100（％）をⅠ型
コラーゲンに対するⅢ型コラーゲンの比率
とし，各不動期間で対照群と不動群を比較し
た． 
 
【実験 2：拘縮に対する運動・物理療法の 

効果検証に関する実験的アプローチ】 
1）実験動物 

実験動物には，8 週齢の Wistar 系雄性ラッ
ト 26 匹を用い，これらを無作為に無処置の
対照群（5 匹）と両側足関節を最大底屈位の
状態で 4 週間ギプスで不動化する実験群（21
匹）に振り分けた．そして，実験群はさらに
①不動化のみの群（不動群；5 匹），②不動化
の過程で角速度 10°/秒の CPM を 1 日 30 分
間，週 5 日，麻酔下で実施する群（CPM 群；
4 匹），③不動化の過程で 1 MHz, 1 Watt/cm2

の条件の超音波照射を 1 日 15 分間，週 5 日，
麻酔下で実施する群（超音波群；6 匹），④不
動化の過程で超音波の疑似照射を超音波群
と同時間・同頻度，麻酔下で実施する群（プ
ラセボ群；6 匹）の 4 群に振り分けた． 

なお，本実験は長崎大学が定める動物実験
指針に基づいて行った． 
 
2）足関節背屈可動域の測定 

4 週間の実験期間終了後はペントバルビタ
ールナトリウム（40mg/kg）の腹腔内投与に
よって各ラットを麻酔し，前述と同様の方法
で両側足関節の背屈可動域を測定した． 
 
3）筋試料の採取 
各ラットの両側足関節の背屈可動域を測

定した後，麻酔下で両側ヒラメ筋を採取した．
採取したヒラメ筋は直ちに筋湿重量を測定
し，その後，左側ヒラメ筋は病理学的検索に，
右側ヒラメ筋は筋内膜コラーゲン線維網の
形態学的検索に供した． 
 
4）病理学的検索 
各ラットの左側ヒラメ筋はその中央部で 2

分割し，トラガントガムに包埋した．そして，
液体窒素で冷却したイソペンタン液内で急
速凍結させ，病理学的検索まで－80℃で保存

した． 
包埋した筋試料はクリオスタットを用い

て 7μm 厚の凍結横断切片を作製し，
Hematoxyline and eosin（H&E）染色を施
した後，光学顕微鏡で検鏡した． 
 
5）筋内膜コラーゲン線維網の形態学的検索 

各ラットの右側ヒラメ筋は滑車を介して
4g 重錘にて伸張し，この状態のまま 3％グル
タールアルデヒド溶液に 24 時間，4℃で浸漬
し，組織固定を行った．その後は，筋試料を
細切し，10％水酸化ナトリウム溶液内に約 2
週間浸漬し，3 日間の蒸留水処理を経て，筋
細胞や基底膜を溶解した．そして，タンニン
酸による導電染色，エタノール系列による脱
水，t ブチルアルコールによる置換，凍結乾
燥を行い，金蒸着処理の後に筋内膜コラーゲ
ン線維網の形態を走査電子顕微鏡で検鏡し
た． 
 検鏡像の解析として，筋内膜を構成するコ
ラーゲン線維の配列を定量化するため，筋線
維の長軸方向に対するコラーゲン線維走行
のなす角度を時計回り方向に 0～180°の範
囲で測定した．そして，筋線維の長軸方向に
対するコラーゲン線維走行のなす角度に関
するヒストグラムを求め，各群で比較した． 
 
４．研究成果 
【実験 1：拘縮の発生メカニズムに関する 

実験的アプローチ】 
1）足関節背屈可動域 
 対照群の足関節可動域は 9，11 週齢時とも
全例 160°であったが，不動群のそれは 1 週
で 143.0±4.5°，3 週で 106.0±5.5°と対照
群より有意に低値を示し，拘縮の発生が認め
られた．また，不動期間でみると 1 週より 3
週が低値であり，不動期間の延長に伴う拘縮
の進行が確認された（図 1）． 
 

 
2）不溶性コラーゲン含有量 
 対照群の不溶性コラーゲン含有量は 9週齢
時が 0.77±0.34μg/mg wet weight，11 週齢
時が 0.47±0.22μg/mg wet weight であるの
に対し，不動群のそれは 1 週が 0.90±0.37μ



g/mg wet weight，3 週が 1.00±0.53μg/mg 
wet weight であった．各不動期間で対照群と
不動群を比較すると 1週では有意差は認めら
れないものの，3 週では不動群が対照群より
有意に高値を示した（図 2）． 

今回算出した不溶性コラーゲンとは中性
塩・酸・ペプシンによっても可溶化されない
コラーゲンであり，その含有量の増加は分子
間架橋結合が増加したコラーゲンが筋内に
おいて増加したことを示唆している．つまり，
「コラーゲン線維に強固な分子間架橋が形
成される」という本研究の仮説の一つは 1 週
程度の短期の不動では生じないものの，不動
期間を 3週に延長すると認められることが明
らかとなった．そして，足関節背屈可動域の
結果も併せて考えると，筋内コラーゲンにお
ける分子間架橋結合の増加は拘縮の進行と
関連していると推察され，「不動によって筋
内膜を構成するコラーゲン線維の可動性が
減少する」といった先の自験例の結果にも影
響していると考えられる．  

 
3）Ⅰ型コラーゲンに対するⅢ型コラーゲン

の比率 
Ⅰ型コラーゲンに対するⅢ型コラーゲン

の比率をみると，対照群は 9 週齢時が 68.7
±8.1％，11 週齢時が 70.4±14.6％であるの
に対し，不動群のそれは 1週が 92.1±17.1％，
3 週が 100.5±20.2％であった．各不動期間
で対照群と不動群を比較すると 1・3 週とも
不動群が対照群より有意に高値を示した（図
3）． 

以上の結果は，1 週程度の短期の不動でも
筋内は相対的にⅢ型コラーゲンが増加する
ことを示唆しており，「Ⅰ型コラーゲンとⅢ
型コラーゲンの比率が変化する」とした本研
究のもう一つの仮説も検証できたと考えら
れる．ただ，この変化は拘縮の進行とは関連
性が低いことは明白である．先行研究によれ
ば不動は筋内のコラーゲン含有量の増加，す
なわち線維化を惹起するとされており，この
メカニズムに上記の結果が何らかの影響を
およぼしている可能性が推察され，今後詳細
な検討が必要である． 
 

 
【実験 2：拘縮に対する運動・物理療法の 

効果検証に関する実験的アプローチ】 
1）足関節背屈可動域 

足関節背屈可動域は不動群，CPM 群，プ
ラセボ群，超音波群すべて対照群より有意に
低値で，拘縮の発生を認めたが，CPM 群と
超音波群はともに不動群やプラセボ群より
約 20°高値を示し，有意差を認めた（図 4）．
つまり，CPM や超音波といった運動・物理
療法には拘縮の進行抑制効果があると推察
される． 
 

2）病理学的変化 
不動群，CPM 群，プラセボ群，超音波群

すべて対照群より筋線維径の縮小，すなわち
筋線維萎縮の発生が認められたが，壊死線維
の存在など，炎症を疑わせるような所見は観
察されなかった． 
 
3）筋内膜コラーゲン線維網の形態学的変化 
ヒラメ筋の筋内膜コラーゲン線維網の形

態をみると，不動群とプラセボ群は筋線維の
長軸方向に対して横走するコラーゲン線維
が多く認められ，筋線維の長軸方向に対する
コラーゲン線維走行のなす角度のヒストグ
ラムをみても 0～50°ならびに 130～180°
の分布が少なく，90°付近の分布が多い台形



様の分布状況であった．一方，CPM 群と超
音波群は，筋線維の長軸方向に対して縦走す
るコラーゲン線維が多く認められ，対照群と
類似した形態であった．また，筋線維の長軸
方向に対するコラーゲン線維走行のなす角
度のヒストグラムをみると 0～50°ならびに
130～180°付近を頂点とする 2 峰性の分布
状況で，これも対照群と同様であった（図 5）． 

以上の結果から，4 週間の不動によってラ
ットヒラメ筋の筋内膜は個々のコラーゲン
線維の可動性減少が生起し，筋内膜の伸張性
が低下すると考えられるが，この過程で
CPM や超音波を実施するとコラーゲン線維
の可動性減少をある程度予防できることが
示唆された．そして，このことが拘縮の進行
抑制につながっていると推測された．つまり，
筋性拘縮の予防に CPM や超音波といった運
動・物理療法は効果があると考えられる． 
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