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研究成果の概要（和文）：トレッドミル走行の治療効果が関節リウマチ（RA）動物モデルの病期に影響を受ける
かを検討した．関節炎期に走行させた群の関節破壊は対照群および関節炎発症前の群と比較して有意に軽度であ
った．関節炎期において1日30分間，12m/分のトレッドミル走行が滑膜におけるギャップ結合蛋白であるコネキ
シン（Cx43）発現を抑制して，関節破壊の抑制効果を示した．関節滑膜内でのCx43の染色面積は関節炎期に走行
させた群で有意に小さく，関節炎スコアも良好であった．関節炎期のトレッドミル走行が滑膜に機械的刺激を加
え，Cx43の発現を抑制することで関節破壊を軽減させた可能性を示した．

研究成果の概要（英文）：We assessed the differences in the efficasy of treadmill running on 
rheumatoid arthritis at various phases, using rat rheumatoid arthritis models. Rats with 
collagen-induced arthritis were used , and the phase after immunization was divided as pre-arthritis
 and established phases. Histologically, the groups with forced treadmill running in the established
 phase had significantly inhibited joint destruction compared with the other groups. The group with 
forced treadmill running in only the established phase had significantly better bone morphometry and
 reduced expression of connexin 43 and tumor necrosis factor α in the synovial membranes compared 
with the no treadmill group. Furthermore, few cells were positive for cathepsin K immunostaining in 
the groups with forced treadmill running in the established phase. Our results suggest that the 
efficacy of exercise therapy may differ depending on rheumatoid arthritis disease activity.

研究分野：関節リウマチ

キーワード： ギャップ結合　コネキシン　関節リウマチ　運動療法　リハビリテーション治療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
研究代表者らはCx43が滑膜におけるTNF-α．IL-6，IL-1βなど炎症性サイトカインを介して関節破壊を誘導する
ことを明らかにしてきた．しかしRAにおいて運動負荷におけるCx43の発現動態は不明であった．本研究でRA動物
モデルにおいて一定の運動療法により滑膜内におけるCx43の産生を抑制し，TNF-αの発現を抑制した．また，関
節炎期における運動療法によりcathepsin K陽性細胞は減少し，骨形態評価で骨破壊を抑制する効果も明らかに
した．臨床上，RA患者の関節炎を経時的に評価し運動療法の施行時期や負荷量を決定することで，Cx43の発現を
制御しながら効率的な治療を施行できる可能性がある．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
関節リウマチ（rheumatoid arthritis: RA）は，炎症性の滑膜増殖と骨髄免疫異常により関節
破壊を生じる免疫疾患である．RA は，炎症性サイトカインの過剰産生，細胞と細胞外マトリッ
クスを接着するインテグリンの機能異常，および B 細胞の抗体産生を制御しているテストステ
ロンなどのホルモン分泌異常などにより，細胞同士のコミュニケーションが破綻する．その結果，
炎症性の滑膜細胞が増殖し，破骨細胞が誘導される．細胞間コミュニケーションには，細胞分泌
由来のエクソソーム，サイトカイン，ギャップ結合装置などがある．中でもギャップ結合は，隣
接する細胞間で物質が移動する唯一の細胞間結合装置とされる．これまで，研究代表者らはギャ
ップ結合に着目し，RA 動物モデルにおける滑膜組織においてギャップ結合タンパクの発現が異
常亢進し，最も高発現しているギャップ結合タンパクは connexin 43(Cx43) であることを明ら
かにした．また RA 動物モデルの滑膜内に Cx43 の発現を制御することで治療効果を得た．さら
に，ヒト RA 滑膜組織を手術時に採取し，既存の薬剤に影響されることなく Cx43 が TNF-αの発
現と連動して，高発現していること，単離したヒト RA 滑膜組織における Cx43 の発現を阻害する
ことで，複数の炎症性サイトカインを同時に発現抑制できることを解明してきた.以上のように
研究代表者は，Cx43 が細胞間コミュニケーションを制御する RA の新規治療ターゲットであるこ
とを示してきた． 
一方，RA に対するトータルマネジメントとして，薬物療法，リハビリテーション治療，手術療
法，およびケアを含めた基礎療法の 4本柱が重要とされている．2002 年の RA 治療ガイドライン
には薬物療法とあわせて発症早期からのリハビリテーション治療も推奨されるようになった．
しかし，リハビリテーション治療をうけたことがある RA 患者の比率は 2000 年に 67.9%であった
が，2005 年には 37.1%と減少傾向となり，その後の大きな増加はない．RA 病態を制御する運動
療法の指標が示されていないことが原因の一つと考えられる． 
 
２．研究の目的 
研究代表者らが開発してきたギャップ結合の機能制御と運動療法の組み合わせによる新規 RA
治療法にむけた基礎データを構築し，RA 病態を制御できる適切な運動負荷の指標を示すことを
目的とした． 
 
３．研究の方法 
動物は 8 週齢の Dark Agouti ラットを用いた．RA 動物モデルとしてⅡ型コラーゲンを感作さ
せたコラーゲン誘発性関節炎を作製した．このモデルは感作 14日後から関節炎が増強する前関
節炎期を経て 28 日以降には定常化した関節炎期となる．運動療法としてトレッドミル走行させ，
条件は関節軟骨を変性させない負荷量である 1 日 30分間，12m/分とした．感作後に自由飼育し
た control 群，走行期間を感作 14日後から 14日間とした pre-arthritis intervention short
（PAS）群，28 日間とした pre-arthritis intervention long（PAL）群，感作 28 日後から 14日
間とした therapeutic intervention（T）群の 4群を作成した． 
1) 感作直後から 42 日後まで体重，足部体積，および clinical score を測定し，感作 42 日後

に両側の足関節を摘出した． 
2) HE 染色とサフラニン O 染色で組織学的に検討した．  
3) tumor necrosis factor（TNF と略）-α，connexin 43（Cx43 と略）の免疫組織化学染色を
右側に行った． 
4) 左側には µ-CT撮影を行い，距骨全体を関心領域として骨形態を解析した．骨量，骨梁幅，
海綿骨の粗鬆化を表す marrow star volume（MSVと略）を測定した． 
5) bone erosionへの影響をμ-CT を用いて評価した．また骨代謝への影響を評価するために，

破骨細胞マーカーの一つである cathepsin Kの免疫染色を行い，組織学的に評価した．また骨破
壊の指標である骨吸収面積率を測定した． 
 
４．研究成果 
1) 全観察期間において，全身状態の評価である体重および局所の評価である足部体積に各群間
で差はなかった．（図 1） 
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Figure 1. Kinetic change in (A) body weight, (B) paw volume, and (C) clinical score after 
immunization. The parameters were measured once every three days until day 12 and every day 
thereafter. There were no significant differences among the four groups (no intervention group, 
control; pre-arthritis intervention short group, PAS; pre-arthritis intervention long group, PAL; 
therapeutic intervention group, T) on all days. 

2.2. Effect of Treadmill Running on Articular Cartilage 

To assess the histological effects of treadmill running on joints and their cartilage, we stained the 
articular cartilage from the rat paws with hematoxylin and eosin (H&E), and safranin O on day 42 
(Figure 2A–D). In the control group and the PAS group, we observed intra-articular infiltration by 
inflammatory cells and pannus formation in hyperplastic synovial membranes. Joint structure 
destruction was also more severe in these groups than in the T group and the PAL group. 
Furthermore, safranin O staining in the control and PAS groups was less than in the T and PAL 
groups. The histological scores were significantly lower in the T and PAL groups than in the control 
and PAS groups. There was no difference in histological score between the PAS and control groups 
(Figure 2E,F). 

Figure 1. Kinetic change in (A) body weight, (B) paw volume, and (C) clinical score after
immunization. The parameters were measured once every three days until day 12 and every
day thereafter. There were no significant di↵erences among the four groups (no intervention
group, control; pre-arthritis intervention short group, PAS; pre-arthritis intervention long group, PAL;
therapeutic intervention group, T) on all days.

2.2. E↵ect of Treadmill Running on Articular Cartilage

To assess the histological e↵ects of treadmill running on joints and their cartilage, we stained
the articular cartilage from the rat paws with hematoxylin and eosin (H&E), and safranin O on day
42 (Figure 2A–D). In the control group and the PAS group, we observed intra-articular infiltration
by inflammatory cells and pannus formation in hyperplastic synovial membranes. Joint structure
destruction was also more severe in these groups than in the T group and the PAL group. Furthermore,
safranin O staining in the control and PAS groups was less than in the T and PAL groups. The histological
scores were significantly lower in the T and PAL groups than in the control and PAS groups. There was
no di↵erence in histological score between the PAS and control groups (Figure 2E,F).

2.3. Influence of Treadmill Running on the Production of TNF-↵ and Cx43 in the Synovium

Following past reports, we conducted immunostaining for TNF-↵ and Cx43 [17]. TNF-↵ expression
was aggravated throughout the synovial membranes, but the level of staining was significantly lower
for the T group than for the control group (Figure 3A,C). For Cx43, the level of staining was significantly
lower for the T group than for the control and PAS groups (Figure 3B,D).
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the articular cartilage from the rat paws with hematoxylin and eosin (H&E), and safranin O on day
42 (Figure 2A–D). In the control group and the PAS group, we observed intra-articular infiltration
by inflammatory cells and pannus formation in hyperplastic synovial membranes. Joint structure
destruction was also more severe in these groups than in the T group and the PAL group. Furthermore,
safranin O staining in the control and PAS groups was less than in the T and PAL groups. The histological
scores were significantly lower in the T and PAL groups than in the control and PAS groups. There was
no di↵erence in histological score between the PAS and control groups (Figure 2E,F).

2.3. Influence of Treadmill Running on the Production of TNF-↵ and Cx43 in the Synovium

Following past reports, we conducted immunostaining for TNF-↵ and Cx43 [17]. TNF-↵ expression
was aggravated throughout the synovial membranes, but the level of staining was significantly lower
for the T group than for the control group (Figure 3A,C). For Cx43, the level of staining was significantly
lower for the T group than for the control and PAS groups (Figure 3B,D).



 
 
図 1 （A）体重，(B) 足部体積，(C) clinical score を示す．control 郡，PAS 群，PAL 群，T
群間に有意差はなかった． 
 
 
2) control 群と PAS 群では炎症細胞の関節腔内への浸潤，増生した滑膜のパンヌス形成を認め
た．炎症細胞の関節腔内への浸潤や増生滑膜の骨内への浸潤は control 群および PAS 群と比較
して PAL 群および T群で軽度であった．また，control 群、PAS 群における safranin Oの染色性
は T群，PAL 群と比較して低かった．T群と PAL 群の histological score は control 群，PAS 群
と比較して有意に低値であった．control 群と PAS 群間には差がなかった．（図 2） 

 
図 2 足関節組織学的所見と組織学的スコア (A) H＆E 染色，（B）サフラニン O 染色，(C) 運動
含めた無治療のラット足関節 H&E 染色，（D）運動含めた無治療のラット足関節 サフラニン O
染色，（E）組織学的スコア，（F) 軟骨の評価のみを対照群と PAS 群の組織学的スコアに基づいて
スコア化 （** p < 0.01, * p < 0.05）PAL 群と T群において関節破壊が抑制されていた．  
 
 
3) 免疫組織化学染色では，T群における TNF-αの染色面積は対照群と比較して小さく，Cx43 の
染色面積は対照群および PAS 群より小さかった．（図 3） 
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Figure 2. Representative micrographs of (A) hematoxylin and eosin, and (B) safranin O-stained 
sagittal sections. Representative micrographs of (C) hematoxylin and eosin, and (D) safranin O-
stained sagittal sections in a normal rat without treadmill running. (E) The histological scores (mean 
± standard deviation) and (F) only the cartilage evaluation scored based on the histological score 
(mean ± standard deviation) are shown. The PAL and T groups had suppressed destruction of the 
ankle joint more than the control and PAS groups. ** p < 0.01, * p < 0.05. Scale bar = 200 ΐm. The black 
spot represents the position in the high-magnification figure. 
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expression was aggravated throughout the synovial membranes, but the level of staining was 
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staining was significantly lower for the T group than for the control and PAS groups (Figure 3B and 
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Figure 2. Representative micrographs of (A) hematoxylin and eosin, and (B) safranin O-stained sagittal
sections. Representative micrographs of (C) hematoxylin and eosin, and (D) safranin O-stained sagittal
sections in a normal rat without treadmill running. (E) The histological scores (mean ± standard
deviation) and (F) only the cartilage evaluation scored based on the histological score (mean ± standard
deviation) are shown. The PAL and T groups had suppressed destruction of the ankle joint more than
the control and PAS groups. ** p < 0.01, * p < 0.05. Scale bar = 200 µm. The black spot represents the
position in the high-magnification figure.



 

 
 
図 3 足関節部の組織学的所見と染色面積 (A)TNF-α免疫染色，(B)Cx43 の免疫染色，（C）TNF-
αの染色領域に対する ImageJを用いた半定量的評価，（D）Cx43 の染色領域に対する ImageJを
用いた半定量的評価 （* p < 0.05）TNF-αの発現は滑膜全体で亢進し，T群の染色性は CIA群
と比較し低かった．Cx43 では T群の染色性は CIA群，PAS 群と比較して有意に低かった． 
 
 
4) μ-CT による骨形態評価では，T群の BV / TV、Tb.Th および BMC/TVは control 群と比較し
て高かった．また，MSVは T群で contorl 群と比較して有意に低値を示した.（図 4） 
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2.4. Prevention of Bone Loss by Treadmill Running 

We used micro-computed tomography (ΐ-CT) to assess periarticular skeletal composition 
changes (Figure 4). The T group had higher bone volume fraction (BV/TV), trabecular thickness 
(Tb.Th), and bone mineral content per tissue volume (BMC/TV) than the control group (Figure 4A, 
B, and D). Furthermore, marrow star volume (MSV) values were significantly lower for the T group 
than for the control group (Figure 4C). 

Figure 3. Representative micrographs of immunohistochemical staining for (A) TNF-↵ and (B) Cx43
are shown. All images were evaluated semi-quantitatively using ImageJ for (C) TNF-↵ and (D) Cx43.
T group had significantly suppressed TNF-↵ and Cx43 expression. * p < 0.05. Scale bar = 200 µm.
The black spot represents the position in the high-magnification figure.

2.4. Prevention of Bone Loss by Treadmill Running

We used micro-computed tomography (µ-CT) to assess periarticular skeletal composition changes
(Figure 4). The T group had higher bone volume fraction (BV/TV), trabecular thickness (Tb.Th),
and bone mineral content per tissue volume (BMC/TV) than the control group (Figure 4A,B,D).
Furthermore, marrow star volume (MSV) values were significantly lower for the T group than for the
control group (Figure 4C).
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Figure 4. Representative three-dimensional reconstruction of (A) the sagittal sections of the talus 
architecture. Trabecular bone parameters such as (B) bone volume fraction (BV/TV), (C) trabecular 
thickness (Tb.Th), (D) bone mineral content per tissue volume (BMC/TV), and (E) marrow star volume 
(MSV) of the whole talus are shown. T group had improved bone loss. n = 4 in each group. * p < 0.05. 

2.5. Effects of Treadmill Running on Bone Erosion 

We used ΐ-CT to assess the effects of treadmill running on bone erosion (Figure 5). The eroded 
bone surface per repaired bone surface (Es/Rps) value for T group was significantly lower than that 
of the control group (Figure 5B,C). To assess its effects on bone metabolism, we conducted 
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We used µ-CT to assess the e↵ects of treadmill running on bone erosion (Figure 5). The eroded bone
surface per repaired bone surface (Es/Rps) value for T group was significantly lower than that of the



 
図 4 (A) 距骨矢状断面の代表的な 3次元再構築像，(B) 骨体積率(BV/TV)，(C) 海綿骨の厚さ
(Tb.Th)，(D)組織体積あたりの骨塩量(BMC/TV)，(E) 海綿骨の粗鬆化を表す marrow star volume 
(MSV) （* p < 0.05）T群の骨量および骨梁幅は control 群と比較して高値であった． 
 
 
5) T群の Es/Rpsは CIA群と比較して有意に低値であった．cathepsin K陽性細胞はcontrol群，
PAS 群のパンヌス部に多数みられた．T群，PAL 群の cathepsin K 陽性細胞は control 群，PAS 群
と比較して少なかった.（図 5） 
 

 
 
図 5 （A) カテプシン K免疫染色の組織学的所見，(B) 距骨全体の骨破壊領域を示す 3D 再構成
図，赤い部分が骨破壊領域，(C）骨破壊された骨表面(Es）と修復骨表面（Rps）の比率（* p < 
0.05）Es/Rps は control 群に比べ T群で有意に低かった. 
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control group (Figure 5B,C). To assess its e↵ects on bone metabolism, we conducted immunostaining
with cathepsin K, one of the osteoclast marker that serves as an indicator of the degree of bone
resorption [21,22]. Many cathepsin K-positive cells were observed in the pannus areas of the control
and PAS groups. Fewer cathepsin K-positive cells were in the T and PAL groups than in the control
and PAS groups (Figure 5A).
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3. Discussion

In this study, we conducted comparative analyses on four groups of rat RA models to assess the
di↵erences in the e�cacy of treadmill running treatment in each phase of RA. We studied a control
group that was raised freely after immunological sensitization, a PAS group that did treadmill running
only during the pre-arthritis phase, a PAL group that did treadmill running from the pre-arthritis
phase to the established phase, and a T group that did treadmill running only during the established
phase. The results revealed that there were no di↵erences in body weight among the groups, and that
even if 12 m/min treadmill running was conducted in any phase, there were no e↵ects on the general
condition of the rats. Furthermore, there were no di↵erences among the groups in terms of paw
volume, but histologically, joint destruction was significantly suppressed in the PAL and T groups
when compared with the control and PAS groups.

Based on these results, we concluded that treadmill running more e↵ectively suppresses joint
destruction during the established phase of RA than during the pre-arthritis phase.
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