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研究成果の概要（和文）：本研究では，伸張性収縮を利用した神経筋電気刺激（ECC-ES）がアジュバント関節炎
（AIA）ラットの筋機能不全に及ぼす影響を検討した．AIAはフロイント完全アジュバントを膝関節に投与するこ
とにより作成した．ECC-ESは１日おきに3週間負荷した．その結果，AIAラットの腓腹筋内側頭から採取したスキ
ンドファイバーにおいて，固有張力の低下が認められるとともに，アクチンの凝集化，NADPH酸化酵素，神経型
一酸化窒素合成酵素，p62の発現が増加した．ECC-ESは，これらの変化をすべて防止した．したがって，ECC-ES
は，関節疾患患者の筋機能を改善する効果的な手段であることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：We investigated the effects of neuromuscular electrical stimulation (ES) 
training with eccentric contraction (ECC) on skeletal muscle dysfunction in adjuvant-induced 
arthritis (AIA) rat. AIA was induced by an injection of complete Freund’s adjuvant. ES was applied 
every other day for three weeks. There was a reduction in specific force production in skinned 
fibers from medial gastrocnemius (MG) muscles from AIA rats, which was accompanied by the 
aggregation of actin. Moreover, the protein expressions of the pro-oxidative enzymes NADPH oxidase, 
neuronal nitric oxide synthase, and p62 were increased in AIA EDL muscles. These deleterious changes
 were prevented by ES training. The present data suggest that NMES training prevents AIA-induced 
skeletal muscle weakness presumably by counteracting the formation of actin aggregates. Thus, ES 
training with ECC can be effective in treatment of muscle dysfunction seen in patients with 
arthritis disorders.

研究分野： 筋機能制御学

キーワード： 介護予防　関節疾患　筋力低下　神経筋電気刺激　酸化ストレス

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
関節疾患に伴う筋力低下の特徴は，速筋に

おいて，筋量及び筋力が低下することである．
先行研究において，主に炎症性細胞から放出
される TNF-αや IFN-γなどの炎症性サイト
カインが，複数のメカニズムを介して速筋の
筋力低下を誘引することが報告されている．
それらには，①タンパク合成系の抑制，②タ
ンパク分解系の促進，③タンパク質の酸化的
修飾が含まれ，特にミオシン分子がその標的
となることが示されている（Acharyya & 
Guttridge, J Clin Invest, 2004）．この報
告を裏付けるように，我々はコラーゲン誘発
性関節炎マウスにおいて，筋量及び筋力の低
下が，ミオシンの選択的な減少及び酸化的修
飾を伴うことを報告した(Yamada et al., 
Arthritis & Rheumatism, 2009)．また我々
は，IFN-γが炎症反応誘導因子である HMGB1
の増加を介し，筋機能を低下させること
（Grundtman et al., FASEB J, 2010），アジ
ュバント関節炎ラットにおいて，HMGB1 の増
加が，活性酸素種であるパーオキシナイトラ
イトの生成を促進することで，筋力低下を引
き起こすことを報告した．さらに特筆すべき
ことに，我々は RA 患者から採取した筋サン
プルにおいても，実験動物と類似した，タン
パク質の酸化的修飾が生じることを観察し
ている． 
神 経 ― 筋 電 気 刺 激 （ Neuro-Muscular 

Electrical Stimulation: NMES）は，随意収
縮と異なり，速筋を支配する運動単位を容易
に興奮させることができる．したがって，速
筋の筋力低下の防止が命題となる関節疾患
において，NMES は理にかなった対策であると
考えられる．一方，先行研究において，関節
疾患に対する NMES の有効性を示す報告は散
見されるが，近年の総説では，科学的根拠が
確定的ではないとの評価を受けている
（Giggins et al., Clin Rehabil, 2012）．
NMES の問題点の一つは，電気刺激による疼痛
や不快感である．これは，NMES が患者から敬
遠される要因となるだけでなく，有効限界を
超える負荷を筋に加えることを妨げる因子
となっている．そこで本研究では，筋が引き
伸ばされながら収縮し，筋に強い物理的スト
レスを負荷できる，いわゆる伸張性収縮を利
用することで，低強度の電気刺激でも効果的
に筋力増強を実現できる，新規 NMES 療法の
開発を目指す．なお，我々はヒトを対象とし
た予備実験において，伸張性収縮での NMES
は，同じ刺激強度の等尺性収縮に比べ，痛み
や不快感を増強させないことを確かめてい
る． 
 
２．研究の目的 
本研究では，関節疾患に対する介護予防対

策として，伸張性収縮を利用した新たな神経
―筋電気刺激（NMES）療法の開発を目指し，
以下の研究課題を実施した．なお，課題 3に
関しては，課題 1および 2の研究成果を受け

実施する予定であったが，それらの研究課題
で用いた小動物用足関節トルク測定装置の
製作及び調整に手間取ったため，健常成人に
おいて予備実験を実施した時点で期間満了
を迎えた．したがって，本報告書では，課題
3 に関する方法および成果は割愛するが，今
後，継続的に実験を遂行する予定である． 
 
課題 1．アジュバント関節炎（AIA）ラットに
おける NMES 最適刺激条件の探索 
課題 2．伸張性収縮（Ecc）－NMES が AIA ラ
ットの骨格筋機能に及ぼす影響 
課題 3．Ecc-NMES が変形性膝関節症（OA）患
者の骨格筋機能に及ぼす影響 
 
３．研究の方法 
課題 1． 
（1）倫理的配慮 
 本研究は，札幌医科大学動物実験委員会の
承認を受け実施した（承認番号: 13-092）． 
（2）実験デザイン 
 NMESトレーニングがAIA誘因性の収縮機能
障害を防止するかを検討するために，以下の
課題 1-1 および 1-2 を行った． 
 
課題 1-1：負荷強度および力積が正常ラット
の筋肥大率に及ぼす影響． 
 実験には，8～9 週齢の Wistar 系雄性ラッ
ト 35 匹を用いた．実験 1 では，力積は一定
で，負荷強度が異なる 3つの群を作成し，そ
れらの筋肥大率を比較した．群分けは以下の
通りとした．60%FAIL 群（n=6）：最大上刺激
である 45 V でも，最大等尺性トルク（maximum 
isometric torque: MIT）の 60%が保てなくな
る ま で 刺 激 を 負 荷 す る 群 ， 30% 
volume-matched（VM）群（n=6）：MIT の 30%
の負荷強度で，60%FAIL 群と同じ力積分負荷
をする群，15%VM 群（n=6）：MIT の 15%の負荷
強度で，60%FAIL 群と同じ力積分負荷をする
群． 
 一方，実験 2では，負荷強度は一定で，力
積が異なる 3つの群を作成し，それらの筋肥
大率を比較した．群分けは以下の通りとした．
30%FAIL 群（n=6）：最大上刺激である 45 V で
も，MIT の 30%が保てなくなるまで刺激を負
荷する群，30%1/4 volume（V）群（n=6）：MIT
の 30%の負荷強度で，30%FAIL 群の 1/4 の回
数負荷をする群，30%1/8V 群（n=5）：MIT の
30%の負荷強度で，30%FAIL の 1/8 の回数負荷
をする群． 
 
課題 1-2.  
 実験には，9週齢の Wistar 系雄性ラットを
用い，これらを対照（CNT）群（n=8）および，
アジュバント関節炎（adjuvant-induced 
arthritis; AIA）を惹起した AIA 群（n=9），
AIA を惹起した後，神経―筋電気刺激
（neuromuscular electrical stimulation; 
ES）を負荷する AIA+ES 群（n=7）に分類した． 
AIA は，吸引麻酔剤であるイソフルラン（2%, 



2 L/min）の麻酔下でフロイント完全アジュ
バント（complete freund’s adjuvant: CFA, 
Difco 社製）を膝関節腔に投与（2 mg/0.2 ml）
し惹起させた．CFA 投与 3 週間後に，EDL を
採取し，生理学的及び生化学的分析に供した． 
 
課題 2． 
（1）倫理的配慮 
 本研究は，札幌医科大学動物実験委員会の
承認を受け実施した（承認番号: 15-083）． 
（2）実験デザイン 
 ECC トレーニングが AIA 誘因性の収縮機能
障害を防止するかを検討するために，以下の
課題 2-1 および 2-2 を行った． 
 
課題 2-1：ECC トレーニングが正常ラットの
腓腹筋に及ぼす影響 
 実験には，10 週齢の Wistar 系雄性ラット
10 匹を用い，対照（CNT）群および ISO 群，
ECC 群に分け（各群 5 匹），トレーニングを，
2日に 1回，3週間実施した． 
 ECC は，吸引麻酔剤であるイソフルランの
麻酔下にて，底屈筋群への電気刺激（刺激強
度 45 V，刺激頻度 30 Hz，パルス幅 0.5 ms，
2 秒刺激・4 秒休息）に連動して，フットプ
レートと連結したモーターによって，足関節
を底背屈 0 か̊ら背屈 40 ま̊で 20 /̊sで背屈さ
せることで下腿三頭筋に伸張性収縮を誘発
した．この収縮を 4秒おきに 5回誘起し，セ
ット間休憩 5分にて 4セット行った． 
 
課題 2-2：ECC トレーニングが AIA に伴う腓
腹筋収縮機能低下に及ぼす影響 
 10週齢のWistar系雄性ラット18匹を対照
（CNT）群，関節炎（AIA）群，関節炎+ECC ト
レーニング（AIA+ECC）群に分けた（各群 6
匹）．AIA は，麻酔下でフロイント完全アジュ
バント（complete freund’s adjuvant: CFA, 
Difco 社製）を膝関節腔に投与（1 mg/0.1 ml）
し惹起させた．ECC トレーニングは，実験 1
と同様の方法で，CFA 投与の翌日から開始し，
2 日に 1 回の頻度で，3 週間実施した．最大
等尺性底屈トルクの測定は，最後の ECC トレ
ーニング時に行った．また，ECC トレーニン
グ終了 24 時間後に，麻酔下にて，体重，膝
関節幅および採取した腓腹筋の筋湿重量を
測定した後，頸椎脱臼を実施し，心停止によ
り実験動物の死亡を確認した．その後，筋は
生理学的および生化学的実験に供した． 
 
４．研究成果 
 以下に，研究課題ごとの研究成果の要旨を
記載する． 
 
課題 1-1． 
【結果】実験 1 では，すべての群において，
非 ES 側に比べ ES 側で筋湿重量/体重が増加
した．また，60%FAIL 群の筋湿重量/体重の増
加率は，30%VM 群及び 15%VM 群よりも高値を
示した．実験2では，筋湿重量/体重が30%FAIL

群及び 30%1/4 群において，非 ES 側に比べ ES
側で増加した．さらに，実験 2 における
30%FAIL 群の力積は，実験 1における 60%FAIL
群の約 2 倍であったが，筋湿重量/体重の増
加率は 60%FAIL 群の方が高値を示した．【結
論】本研究の結果，力積よりもむしろ負荷強
度が，ES による筋の限界肥大率の規定因子で
あることが示唆された． 
 
課題 1-2 
【結果】長趾伸筋の最大固有張力は，CNT 群
と比較して AIA 群で低下し，AIA+ES 群ではそ
の低下が抑制された．凝集化したアクチン，
NADPH oxidase (NOX) 2 および neuronal 
nitric oxide synthase (nNOS) の発現量は，
CNT 群と比べ AIA 群において高値を示した．
また，αB-crystallin (ABC) および PPARγ 
coactivator (PGC) -1αは，AIA+ES 群で増加
したが，superoxide dismutase (SOD) 2 およ
び catalase には変化は認められなかった．
【考察】先行研究において，ABC はアクチン
分子を安定化させることが報告されている．
したがって，ES は，ABC の発現量を増加させ
ることで，酸化ストレスによるアクチンの凝
集化を防ぐ可能性が示唆された．また，酸化
ストレスを誘引する NOX2，nNOS が ES により
抑制されたことから，酸化ストレス自体の軽
減も凝集化アクチンの抑制に寄与した可能
性が高い．NOX2 及び nNOS は炎症により活性
化されること，また，PGC-1αは，運動によ
る抗炎症作用に関与することが報告されて
いる．これらの知見から，ES による酸化スト
レスの抑制には，PGC-1αが関与することが
示唆される．結論として，ES は，ABC の発現
誘導と炎症誘因性酸化ストレスの軽減を介
し，AIA ラットの長趾伸筋における固有張力
の低下を防止したものと考えられる． 
 
課題 2-1． 
【結果】すべての刺激頻度において，NMES に
よる発揮トルク及び力積は Iso 群に比べ Ecc
群で高値を示した．Ecc-30，Iso-100，Ecc-100
群における体重で補正した腓腹筋の筋重量
（MW/BW）は，非 NMES 側と比較し NMES 側で
5.8%，7.3%，16.6%高値を示すとともに，
Iso-100群に比べEcc-100群で高値を示した．
また，NMES による発揮トルク及び力積と，
MW/BW の変化率には高い相関がみられた．な
お，全ての群において NMES 側と非 NMES 側の
間に，筋原線維タンパク質の濃度の差はなか
った．【結論】本研究の結果，Ecc では Iso に
比べ，また，高頻度刺激では低頻度刺激に比
べ，筋に対しより高い物理的負荷が加わるた
めに効果的に筋肥大が誘引されることが示
唆された． 
 
課題 2-2． 
【結果】AIA ラットの腓腹筋ではスキンドフ
ァイバーにおける固有張力の低下とともに，
凝集化アクチンの形成が認められた．また，



フリーラジカル産生酵素である NADPH 
oxidase（NOX）2，neuronal nitric oxide 
synthase（nNOS）の増加およびオートファジ
ー関連タンパク質である p62 の増加，
LC3bII/LC3-bI 比の減少が観察された．ECC
トレーニングは，AIA に伴うこれらタンパク
質における発現量の変化を防止したととも
に，抗凝集化作用を有するαB-crystallin の
発現量を増加させた．【考察】したがって，
ECC トレーニングは，AIA ラットの腓腹筋に
おいて，ROS 生成の抑制およびタンパク質の
品質管理機構の正常化を介して凝集化アク
チンの形成を防止した結果，筋収縮機能の低
下を防止することが示唆された．結論として，
ECC トレーニングは，RA患者における筋力低
下に対する有望な非薬理学的介入であると
考えられる． 
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