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研究成果の概要（和文）：運動器不活動後の広範囲慢性痛に対する新たな理学療法戦略構築するため，我々が開
発したCPCPモデルを用いて，病態機序の解析を行った．二週間のギプス固定により，固定部後肢の広範囲（筋，
筋紡錘など）に酸化障害が生じることが分かった．また，この酸化障害は，固定側の痛覚受容ニューロンの過剰
興奮を引き起こし，不動肢に神経原性炎症を誘導することが示唆された．この神経原性炎症で生じた神経ペプチ
ドシグナルは，脊髄後角ニューロンの過剰興奮を引き起こし，中枢性感作を引き起こすことが示唆された．また
慢性期の痛覚増強行動に関与する脊髄アストロサイトの活性化は，固定肢の酸化障害から続発することが示唆さ
れた． 

研究成果の概要（英文）：In order to construct a new physiotherapy strategy for widespread chronic 
pain after physical immobilization, we analyzed pathophysiological mechanism using our chronic 
post-cast pain (CPCP) model. We found that oxidative damage, caused by two weeks cast 
immobilization, occurred in a wide area (muscle, muscle spindle and the like) of the immobilized 
hind limb. Also, our findings suggested the following: ①the oxidative damage induced hyper 
excitability of nociceptive neurons and neurogenic inflammation in the immobile limb; ②the 
neuropeptide signal generated by this neurogenic inflammation causes hyper-excitation of spinal 
dorsal horn neurons and causes central sensitization; ③ the behavior of mechanical hyperalgesia in 
the chronic phase is secondary to oxidative impairment in immobile limb.

研究分野： 理学療法，慢性疼痛
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１．研究開始当初の背景 
 

骨格筋，関節など運動器の不活動は，CRPS 
I 型に代表される神経損傷以外の原因で発症
する慢性痛の本質的要因として重視されてい
る．神経損傷由来の慢性痛（神経障害性痛）
は，損傷した神経の支配領域に限局して出現
する特徴をもつ 1．一方、CRPS type I 2のよ
うに明らかな神経損傷を伴わずに生じる慢性
痛は，発症からの時間経過にともない罹患部
位が初期の傷害の範囲をはるかに超えて拡大
することが報告されている（慢性広範囲痛あ
るいは chronic widespread pain: CWP と呼
ぶ）3-5．非常に不可解なことに，CWP が引き
起こされる原因は，極めて軽微な損傷や 2,6 肢
体の不動化 2,7-9 であり，CWP にみられる症
状の重傷度とは明らかに不釣り合いなもので
ある．これは神経障害性痛の臨床症状との大
きな違いであり、CWP のメカニズムが神経障
害痛と異なることを示唆する．しかしながら，
慢性痛のメカニズム研究は，神経障害痛モデ
ル動物を中心に行われ、筋損傷などの神経以
外の組織障害に起因する慢性痛モデル動物を
用いた研究はまだ始まったばかりである。 

そこで我々は，神経損傷以外の要因で誘発
される CWP の機序を解明するため，片側後
肢をギプス固定する慢性痛モデルラットを開
発した（chronic post-cast pain: CPCP モデ
ル）10．このモデルに見られる痛覚過敏行動
は，ギプス除去直後より固定側に出現し，遅
れて反対側へも拡大し，さらに時間経過とと
もに固定部位から遠く離れた尾部へ拡大する
10．さらに痛覚過敏が反対側や尾部に拡大す
る時期に不動後肢の坐骨神経をブロックして
も拡大した痛覚過敏は全く影響を受けないこ
とを明らかにした 10．これらの結果から，こ
の病期の疼痛のメカニズムには不動肢の末梢
要素ではなく，中枢神経系の変化が重要であ
ることが示唆された 10． 

種々の神経損傷モデル動物を用いた研究に
より，神経を損傷した同側にみられる痛覚過
敏の発症メカニズムに脊髄ミクログリアの活
性化が関与し，その維持メカニズムには脊髄
アストロサイトの活性化が関与すると報告さ
れている．また炎症モデル動物を用いた研究
により，両側性にみられる疼痛のメカニズム
にも脊髄グリア細胞の活性化が関与すること
が報告されている 11-13．以上の報告は，CPCP
モデルラットにみられる広範囲の痛覚過敏に
も脊髄グリア細胞の活性化が関与する可能性
が高いことを示唆する． 
脊髄グリア細胞活性化とそれに伴う広範囲

機械痛覚増強行動の発現は，ギプス固定され
た末梢組織の何らかの変化に由来するもので
あることが推測される．また神経損傷由来の
慢性痛（特徴：①損傷した神経の支配領域の
痛み，②損傷神経支配分節での比較的限局し
た脊髄グリア細胞の活性化）とは，全く異な
る病態基盤が存在する可能性が示唆される．
そこで本研究では，骨格筋および筋膜・結合

組織，関節，皮膚といった臨床理学療法の中
心標的となる末梢組織に着目し，広範囲慢性
痛の末梢誘発因子を探索し，これら因子と脊
髄グリア細胞活性化連関について検証を進め
た． 

 
２．研究の目的 
• CPCP モデルの脊髄ミクログリアおよび

アストロサイトの活性化について検討し
た． 

• これらグリア細胞の活性化と慢性的な痛
覚過敏行動の関連について調査した． 

• さらにこれらの活性化が神経損傷に起因
するものかどうかを調査した． 

• 後肢の不動により生じる疼痛誘発因子を
探索し，グリアの活性化との関連を調査
した． 

• CPCP ラットの急性期と慢性期に生じる
機械痛覚増強行動行動に不快情動反応が
伴うかどうか調査した． 
 

 
３．研究の方法 
① CPCP モデル動物の作成 

SD 系雄ラット（300-400ｇ）を用い，骨盤
から体幹まで片側後肢ギプス固定を 2 週間固
定した後，ギプス除去することで作成した 14． 

 
② 機械痛覚増強行動 
下腿部筋圧痛閾値（push-pull gauge），足

底部，下腿，尾部の皮膚の機械痛覚閾値（von 
Frey filaments）を経時的に計測した 14．20． 
 
③ 免疫組織 
動物を 4％イソフルランで深麻酔し，4℃の

0.1 M PBS (pH 7.4)を心臓より潅流した．脱
血が完了したことを確認した後，ice cold の
Zamboni’s fixative [0.1 Mphosphate buffer 
saline (PBS) containing 2% 
paraformaldehyde and 0.2% picric acid]で
固定した．脊髄，後根神経節，後肢を採取し，
4℃のZamboni’s fixative に24時間浸漬し，
後固定した．その後，10，20，30％Sucrose
に 4℃でそれぞれ一日の計 3日間浸漬した後，
OCT コンパウンドに凍結包埋し，凍結切片を
作成した． 
ギプス固定 2 週間目．ギプス除去後 2 時間

目，1 日目，3 日目，1 週目，3 週目，5 週目
において，腰髄から尾髄に渡るミクログリア
とアストロサイトの活性化の変化を，抗
Iba1・CD11b 抗体（ミクログリアマーカー）
と抗 GFAP 抗体（アストロサイトマーカー）
で免疫染色した．また，抗 pp38 抗体，抗 pERK
抗体，抗 pJNK 抗体を用いて免疫染色した． 
ギプス固定2週間目．ギプス除去後2時間目，
1 日目，3 日目，1 週目，3 週目，5 週目にお
いて，固定後肢を抗
8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG)抗体
で免疫染色した． 

ギプス固定 2 週間目．ギプス除去後 2 時間



目，1 日目において，腰神経の後根神経節を
抗 pp38 抗体，抗 pERK 抗体，抗サブスタン
ス P 抗体，抗 CGRP 抗体，抗 ATF3 抗体で
免疫染色した． 
 
④ 薬物投与 

ギプス除去中から除去後 2 時間まで
minocycline（ミクログリア活性化阻害作用）
を髄腔内に連続投与した．ギプス除去後 5 週
目に L-α-AA（アストロサイト活性化阻害作
用）を髄腔内に投与した．それぞれの薬剤の
投与後の CPCP モデルの機械痛覚増強行動の
抑制効果を検証した． 

ギプス固定除去における固定部後肢の再潅
流障害/酸化ストレスの疼痛行動への影響を
検証するため，ギプス除去直前に酸化ストレ
ス除去剤である Tempol（250mg／kg）を腹
腔内投与し，その後の痛覚増強行動の変化お
よび固定肢の酸化障害を免疫組織学的に検証
した． 

 
⑤ 血管透過性亢進の測定 

血管透過性の変化を調査するために，固定
前，固定 2週間目，除去後 2時間目，1日目，
1週目目に頚静脈から Evans blue dye（EBD）
を 50mg/kg 注入した．注入 30 分後に PBS にて
脱血を行った．後肢の大腿骨中央で切断し，
60℃のホルムアミドに 36 時間浸漬した．ホル
ムアミド中に溶出した EBD を分光光度計で定
量化した．  
 
⑥ マクロダイアリシス 

ギプス除去直後から 2 時間にかける観察

される自発痛行動時に，扁桃体の遊離ドパ

ミン（DA）を脳微小透析法と液体クロマト

グラフィを用い測定した． 
尾まで機械痛覚増強が拡大した慢性期（ギプ

ス除去後 5 週目）の CPCP ラットに対し，20g の
von Frey filament（痛み行動誘発がCPCPラッ

トで可，正常ラットで不可）を用い，機械刺激を計

3 セッションの繰り返し（１セッション：１回／分×20
分間の刺激後，20 分休憩），この刺激に対する

扁桃体 DA 動態を測定した．  
 
⑦ 統計解析 
各測定値は，平均値±標準誤差で表記した．

統計解析は，2 票本 t 検定，一元配置分散分
析または二元配置分散分析後に Dunnett’s
の多重比較検定を用いた． 
 
 
４．研究成果 
【成果 1】 

ギプス固定中も除去後 1 日後も ATF3 陽性

細胞数の増大は認められなかった（Figure 
1）． 
一方 pERK，pp38 の免疫応答はギプス除去

後 2 時間から 1 日目において，固定側で増大

し，一部は substance P，CGRP と共染され

た（Figure 2）． 
以上により，CPCP モデルの広範囲機械痛

覚増強行動は固定による神経損傷ではなく，

ギプス除去後に生じた固定側の一次感覚神経

の異常興奮に起因することが示唆された． 
 

 

Figure 1

 
 



 
【成果 2】 

ギプス固定 2 週間目．ギプス除去後 2 時間
目，1 日目，3 日目，1 週目，3 週目，5 週目
において，Iba1 および CD11ｂの免疫応答の
ピークはギプス除去後 1 日目であった．また
ミクログリアが活性化型を示すギプス除去後
1日目において，脊髄後角 1，2層の活性化型
ミクログリアにおいて pp38 の免疫応答の増
大が認められた． 

ギプス固定 1 週間目から除去後 1 日目
まで minocycline（ミクログリア抑制剤）
を髄腔内投与したところ，OX42 および
Iba1 免疫応答は，抑制された．機械痛覚
増強行動は，反対側は抑制されたが，固
定側は抑制されなかった． 
 ギプス除去後早期に生じる痛みの反対

側への拡大は，脊髄ミクログリアの活性

化が関与する可能性が示唆された． 
 
【成果 3】 

ギプス除去 5 週後に，L-α-AA（アスト

ロサイト阻害剤）を髄腔内投与の投与し

たところ，広範囲に認められる機械痛覚

増強行動は，vehicle 投与群に比べ有意に

減弱した（Figure 3）． 
GFAP 陽性細胞密度も同様に減弱を認

めた（Figure 4）． 
ギプス除去 24 時間後の Tempol の腹腔

内投与によって，ギプス除去後 5 週目の

下腿部皮膚，下腿部筋，足底部，尾部に

出現する持続性の広範囲機械痛覚増強行

動は，vehicle 投与群と比べ有意に抑制さ

れた．このときの GFAP 陽性細胞密度も

vehicle 投与群に比べ有意に抑制された． 
CPCP モデルにおける長期持続性の広

範囲機械痛覚増強行動の維持には脊髄ア

ストロサイトの活性化が一部関与してい

ることが示された．  

 



 
【成果 4】 

8OHdG の免疫応答が，ギプス固定除去 2
時間後から 1 日後にかけて不動肢の全域（皮

膚，筋膜，骨格筋，骨膜など）で漸増した． 
不動肢における EBD の管外漏出量，機械痛

覚増強行動，腰髄後角のアストロサイトの活

性化のいずれも Tempol の投与用量依存性に

抑制された． 
酸化ストレスは，不動肢において神経原性

炎症を生じさせ，慢性的な広範囲機械痛覚増

強を誘発することが示唆された． 
 
【成果 5】 

ギプス除去直後から 2 時間中に固定肢のなめ

行動などの自発痛行動が出現した．この間，扁

桃体DA濃度がギプス固定除去直前と比べ有意

な上昇を示し，測定終了まで上昇を維持した． 
尾への 20gのVFFによる繰り返し機械刺激に

対し，尾の引っ込め反応が誘発されるとともに，

扁桃体DA濃度はセッション毎に漸増し，刺激終

了後も上昇を維持した． 

CPCP ラットにおける自発痛行動と尾の痛み

行動に伴い扁桃体DA濃度の上昇が認められた．

運動器の不動化は，生体に痛みと同時に不快情

動を誘発し，これらは慢性化に伴い不動化部位

を越えて拡大することが示唆された． 
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