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研究成果の概要（和文）：活動性低下により生じる筋性疼痛の発生には神経成長因子（NGF）が関与している。
実験的にラット両後肢をギプスで固定した不活動モデルを用い、不活動初期においてもNGFが疼痛発生に関与し
ているか、NGF産生にマクロファージや活性酸素が関与しているか、ならびに理学療法効果について調べた。そ
の結果、不活動初期に生じてくる筋性疼痛にもNGFの関与が明らかとなった。NGF産生とマクロファージの関連は
不確定で、活性酸素との関連は否定された。理学療法効果としてホットパックや超音波温熱療法は不活動による
疼痛発生を抑制し、ホットパックはNGF発現にも影響を与えることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We showed previously that nerve growth factor (NGF) is involved in muscle 
pain caused by 4 weeks of physical inactivity. Using a rat inactivity model in which both hind limbs
 were fixed by casts in the full plantar flexion, we studied whether NGF was involved in the muscle 
pain development even in the initial stage (1-2 weeks) of inactivity We also examined whether 
macrophages and active oxygen were involved in NGF production, moreover, whether thermal therapies 
such as a hot pack and an ultrasound treatment influence muscle pain and NGF. As a result, it was 
clarified that NGF was involved in the muscle pain of the early stage of inactivity. The association
 between NGF production and macrophages was indeterminate, and the association of NGF production 
with antioxidant activity was denied. Physical therapies such as hot pack and ultrasound treatment 
suppressed the inactivity-induced muscle pain, and the hot pack also affected the expression of NGF 
in dorsal root ganglion. 

研究分野： 理学療法学

キーワード： 不活動　機械痛覚閾値　神経成長因子　マクロファージ　活性酸素　温熱療法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
不活動状態によって生じる疼痛は、生体内で発痛作用のある神経成長因子（NGF）が早期から産生され、それに
よって引き起こされていることが明らかとなった。その産生メカニズムについては十分に解明することができな
かったが、不活動初期からの温熱療法が有用であることを明らかにした。このことは臨床において寝たきり状態
の高齢者だけでなく、外傷などによって活動性が低下した場合やデスクワークなどによる腰痛など不活動性疼痛
に対する緩和の一助となる意義ある研究成果であった。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 超高齢社会が進む我が国において、健康年齢の引き上げが重要な課題の一つとなっている。高
齢者は生理機能の低下に伴い活動性も低下しやすく、骨折や疾病罹患などをきっかけとして、寝
たきり状態に陥ることが多い。そしてこのような活動性が低下した状況では、目立った外傷がな
くても体位変換時などに痛みが生じることも少なくない。このような疼痛の発生により、さらに
活動性が低下し、ますます痛みが生じる負のスパイラルに陥ることが危惧される。このような不
活動状態は患者自身の苦痛を生むばかりでなく、介護者においても対応に苦慮する状況を生む
こととなる。そのため、活動性が低下することによる疼痛の発生を抑えることは重要で、効率の
よい介入方法の検討も課題である。 
我々は、これまでにラットの両足関節を底屈位に固定することでラットを不活動状態にし、足

関節の尖足拘縮（関節可動域制限）や筋萎縮など廃用症候群に認められる症状を確認してきてい
る。また不活動状態では皮膚や筋に痛みが生じること、またそれには神経成長因子（Nerve 
growth factor; NGF）が関与していること、種々の理学療法がこれらの痛みを緩和したり、条件
によっては悪化させることなどを明らかにしてきた。これらの研究では、不活動状態を 4 週間
維持した時の筋や神経系の変化について検討してきており、不活動初期の 1～2 週目から疼痛行
動が認められているものの、この時期の疼痛発生に NGF が関与しているかどうかについては検
討できていない。さらに不活動状態における種々理学療法の効果は認められているものの、初期
の病態変化に対し、どのように理学療法が効果を発揮しているかについては不明なままであり、
本研究課題では、不活動初期の状態に焦点を当て検討することとした。 
 
２．研究の目的 
本研究課題の目的は、関節を不動化した不活動モデルの不活動初期における NGF の関与なら

びに NGF 産生メカニズムの解明ならびに理学療法効果の解析であった。 
 
３．研究の方法 
(1) 対象 

対象は Wistar 系雄性ラットを用い、両後肢にギプスを巻き関節を不動化した不活動群と何も
制限しない健常群を基本とし、以下の実験ごと、必要に応じて実験群を追加した。不活動群は
両膝関節伸展位、足関節底屈位にギプスを巻き、理学療法と疼痛行動評価時を除き 2 週間固
定位を保持した。飼育室の照明は 12 時間ごとに明暗をコントロールし、室温は一定条件下（24
±1℃）、給餌・給水は自由とした。 

 (2) 皮膚性ならびに筋性疼痛行動評価 
 ①皮膚性疼痛行動評価 
皮膚性疼痛行動は皮膚機械痛覚閾値を測定し評価した。後肢のみを出した腹臥位でラットをつ
りさげ、ラットの足底部に von Frey Filament（以下、vFF）を用いて機械刺激を与え逃避反応
が生じる刺激強度閾値を調べた。測定は週 3～5 回、不活動開始前から不活動 2 週目まで継続し
て行い、各週の代表値を算出した。 
②筋性疼痛行動評価 

筋機械痛覚閾値は圧刺激鎮痛効果測定装置（Ugo-Basile）を用いて測定した。ラットは、刺激を
与える後肢を下にした側臥位とし、下腿内側面の腓腹筋筋腹を加圧し逃避反応を示した時の圧
迫量を記録した。測定日などは皮膚性疼痛行動評価と同様とした。 
 (3) 抗 NGF 抗体投与実験 
不活動初期の筋性疼痛に NGF が関与しているかどうかを確かめるため、筋機械痛覚閾値低下

が確実に確認される不活動 2 週目（n=5）に、一側の腓腹筋に抗 NGF 抗体を、対側腓腹筋には
リン酸緩衝生理食塩水（PBS）を投与し、投与 3 時間後に筋機械痛覚閾値を再度測定した。 
(4)神経ならびに筋の組織学的解析 

 不活動 1、2 週経過後、ペントバルビタールナトリウム深麻酔下にてヒラメ筋と腓腹筋を採取
し、その後、灌流固定を行い、第 4～6 腰髄と同後根神経節（DRG）を採取した。腓腹筋の一部
は組織学的解析のために、イソペンタン内で急速冷凍し、その後組織ブロックを作製した。灌流
固定後に採取した第 4～6DRG と脊髄は固定液で後固定を行い、さらに 30%サッカロース-PBS
溶液に置換した後にブロックを作製した。これらブロックはクリオスタット（Lewica 8500）で
10 m 厚に薄切し、筋では抗 NGF 抗体（Santa Cruz）、抗マクロファージ抗体（anti-CD-68, 
Abcam, anti-CD-11c, Santa Cruz, CD-163, Santa Cruz）、DRG では抗 NGF 抗体（Santa Cruz）、
脊髄では抗 ionized calcium-binding adapter molecule-1 (Iba1)抗体（Wako）による免疫組織化
学染色を施した。筋ならびに DRG では 4’,6-diamidino-2-penylindole（DAPI）による核染色も
同時に行った。 
(5) 筋の生化学的検討 
不活動 1、2 週経過後、ペントバルビタールナトリウム深麻酔下にて腓腹筋、ヒラメ筋を取り

出した。腓腹筋の一部はホモジナイズしてタンパク質を抽出し、ELISA 法にて NGF タンパク
量を測定した。腓腹筋の一部とヒラメ筋は、抗酸化物質であるカタラーゼと活性酸素分解酵素で
ある superoxide dismutase （SOD）発現量を Western Blotting 法で測定し、健常群に対する
相対値で表した。 
(6)理学療法効果の検討について 



①ホットパック 
  温熱療法の一つとしてホットパックの効果を検証するため、不活動開始時から 50 度の温水
で加温したホットパックをラットの両後肢に 20 分施す不活動 + hotpack 群（n=6）、何も施さ
ない不活動群（n=3）を作製し、不活動前から不活動 2 週目までの疼痛行動を評価した。不活動
2 週間経過後に採取した腓腹筋の NGF タンパク質量を測定した。また腓腹筋と灌流固定後に取
り出したDRGは抗NGF抗体を用いて免疫染色し、陽性細胞割合を不活動群と不活動 + hotpack
群で比較した。 
②超音波治療 

  その他の温熱療法として超音波治療の効果を検証するため、不活動開始時から 3 分間右腓
腹筋部に超音波を照射する不活動 + 超音波群（n=9）、対側肢は超音波を照射せずに導子を当て
る不活動＋偽照射群（n=9）、それらの対照群として健常 + 超音波群(n=5)、健常＋偽照射群(n=5)
を作製した。照射条件は周波数 3 MHz、照射時間率 100%、強度 0.5 W/cm2 とした。これらに
対して疼痛行動を評価した。 
 
４．研究成果 

不活動 2週群の皮膚機械痛覚閾値は 15.9 ± 3.2 
g であり、健常群や不活動 1 週群の閾値（24.0 ± 
0.5、22.5 ± 1.2 g）に比べ有意に低値を示した（図
1A）。また筋機械痛覚閾値も不活動 2 週群は
133.8 ± 11.0 g で、健常群や不活動 1 週群（177.1 
± 5.4、165.2 ± 4.8 g）に比べ有意に低値を示した
（図 1B）。皮膚、筋とも健常群と不活動 1 週群
の間には有意差を認めなかった。  
(2) 抗 NGF 抗体投与による疼痛閾値への影響 
 不活動 2 週目の抗 NGF 抗体投与側の筋機械
痛覚閾値は 153.8 ± 10.4 g から抗 NGF 抗体投
与後 202.6 ± 1.4 g に有意に改善し、不活動開始
前の 209.4 ± 10.5 g とほぼ同程度の値を示した
（図 2）。一方、PBS 投与側の筋機械痛覚閾値は
149.6 ± 4.2 g から 155.0 ± 6.6 g と影響を受けな
かった。 
(3) 腓腹筋の NGF タンパク量 

腓腹筋から抽出した NGF タンパク量は、健常
群で 51.5 ± 15.8 pg/mg、不活動 1週群で 65.2±8.6 
pg/mg、不活動 2 週群で 71.0 ± 13.5 pg/mg であ
り、不活動開始 2 週目にかけて多くなる傾向に
あったが、各群に有意差はなかった（図 3A）。こ
の NGF タンパク量と筋の痛覚閾値の相関性をみ
ると、中等度の負の相関があった（R=-0.47、
p=0.006、図 3B） 
(4) 後根神経節における NGF 陽性細胞率 
 DRG における NGF 陽性細胞の割合は、不活動
2 週群で 16.7 ± 0.7%であり、健常群（10.1 ± 1.0%）
に比べて有意に高かった（図 4）。不活動 1 週群の
NGF 陽性細胞率は 11.4 ± 2.3%であり、健常群、
不活動 2 週群との間に有意な差はなかった。 
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図 1 不活動 1～2 週間の皮膚・筋機械痛覚閾値 
各群における皮膚痛覚閾値（A）、筋痛覚閾値（B）を示す。
A, B とも不活動 2w 群は他群に比べ有意に閾値が低下し
た。*p<0.05 vs Control, †p<0.05 vs 不活動 1w 

図 2 抗 NGF 抗体の腓腹筋投与による影響 
抗 NGF 抗体投与側において筋機械痛覚閾値は抗体投
与前に比べ有意な改善を示した。 *p<0.05 vs pre 
injection s 不活動 1w 

図 3 腓腹筋における NGF タンパク量 
各群における腓腹筋における NGF タンパク量には差
がなかった（A）。NGF タンパク量と筋機械痛覚閾値
の相関図（B）。中等度の負の相関を認めた（R=-0.47, 
p=0.006）。 



 
 
 
 
 

(5) 脊髄後角におけるミクログリア活性 
 不活動初期の脊髄後角におけるミクログリア数は、健常群が 45.8 ± 2.3、不活動 1 週群が 37.7 
± 3.1、不活動 2 週群が 45.8 ± 3.5 と 3 群に有意差を認めなかった。 

(6) 腓腹筋横断面積当たりのマクロファージ（MΦ）数 
筋横断面積当たりの MΦの個数は不活動 2 週群で 56.8 ± 2.2 /mm2であり、健常群や不活動 1

週群の数（15.5 ± 1.2、25.2 ± 1.4 /mm2）と比べ有意に多かった（図 5A）。腓腹筋における NGF
タンパク量と筋腹横断面積あたりの MΦの個数との間には、有意差のある相関は認められなか
った（R=0.17、p=0.37、図 5B）。DRG における NGF 陽性細胞率と MΦの個数との間には有意
性のある弱い正の相関がみられた（R=0.39、p=0.04、図 5C）。 
別の個体で MΦのタイプを分けて検討したところ、健常群の M1/M2 比が 53/47 であったの

に対し、不活動 2 週群でのそれは 49/51 であり、サブタイプ割合に差はなかった。 
(7) 活性酸素系因子の解析 
 不活動 2週目の腓腹筋とヒラメ筋でカタラーゼと SODの発現量を健常群のそれに対する割合
から調べたところ、カタラーゼは不活動 2 週群の腓腹筋で約 4 倍に増加し、SOD は不活動 2 週
群のヒラメ筋で約 2 倍、腓腹筋で同 1.6 倍に増加し有意差を認めた（図 6）。一方、不活動群で
抗 NGF 抗体を投与した筋と PBS を投与した筋では差がなく、抗酸化作用と NGF 増加は別の
機序で生じていることが明らかとなった。 
(8) 理学療法効果 
(8)-1 ホットパック 
 ①行動学的評価 
  不活動群の皮膚疼痛閾値は、不活動前 25.3 ± 0.8 g、2 週目で 17.0 ± 1.2 g であり有意に低
値を示した。一方、不活動＋ホットパック群のそれは順に 21.9 ± 0.4、21.1 ± 0.4 g と閾値低
下が生じなかった（図 7A）。筋機械痛覚閾値においても同様に不活動群が不活動前 173.3 ± 5.8、
2 週目 134.6 ± 6.4 g と有意に低下したのに対し、不活動＋ホットパック群は不活動前 160.0 ± 
0.5、2 週目 166.1 ± 4.9 g と閾値低下が生じなかった（図 7B）。 
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図 4 後根神経節における NGF 陽性細胞率 
不活動 2 週群における DRG の NGF 陽性細胞率は健常群
と比べ有意に高値を示した。*p<0.05 vs Control 

図 6 ヒラメ筋および腓腹筋における活性酸素酵素 
不活動 2 週群における腓腹筋のカタラーゼ量は、健常群よ
り有意に高値を示した（A）。不活動 2 週群におけるヒラメ
筋および腓腹筋の SOD は健常群より有意に高値を示した
（B）。*p<0.05 vs Normal 

図 5 腓腹筋におけるマクロファージ数とNGF量と
の関係 
不活動 2 週群における腓腹筋横断面積当たりのマクロファ
ージ数は、他の 2 群に比べ有意に高値を示した（A）。*p<0.05 
vs Control, †p<0.05 vs 不活動 1 週群。マクロファージ数と
腓腹筋内の NGF タンパク量に有意な相関は認められなかっ
た（B）が、DRG における NGF 陽性細胞率とは弱い正の相
関が認められた（R=0.39, p=0.04）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 ②腓腹筋 NGF タンパク量 
  不活動 2 週目の腓腹筋における NGF タンパ
ク量は不活動群 125.2 ± 64.3 pg/mg であったの
に対し、不活動＋ホットパック群のそれは
102.9 ± 23.1 pg/mg と少ない傾向であったが、
有意差は認めなかった。 

 ③後根神経節における NGF 陽性細胞率 
  DRG における NGF 陽性細胞率は不活動群

70.8 ± 9.8%に対し、不活動＋ホットパック群の
それは 57.4 ± 6.2%と有意差を認めた（図 8）。 

 ④筋腹横断面積当たりのマクロファージの数 
  腓腹筋横断面積当たりのマクロファージの数
は、不活動群 25.5 ± 4.4 /mm2、不活動＋ホット
パック群 26.6 ± 15.9 /mm2であり、有意差を認め
なかった。 

(8)-2 超音波治療 
 ①行動学的評価 

不活動群の皮膚疼痛閾値は不活動前 36.9 ± 1.8 g、2 週目で 21.7 ± 0.7 g で、不活動＋超音波群
のそれは順に 34.2 ± 1.9、26.1 ± 1.3 g であり両群ともに有意に低値を示した。一方、筋機械痛
覚閾値においては不活動群が不活動前 160.6 ± 7.0、2 週目 122.7 ± 6.8 g と有意に低下したのに
対し、不活動＋超音波群は不活動前 161.1 ± 5.9、2 週目 144.1 ± 10.1 g と有意差を認めず閾値低
下を抑制した。 
 
５．まとめ 
 不活動モデルラットを作製し、不活動初期の疼痛発生時期にあたる 1～2 週目の筋ならびに神
経系における疼痛関連因子の影響を探った。また、不活動期間にホットパック、超音波治療を実
施し、痛覚閾値低下に対する理学療法の影響を解析した。その結果、不活動開始初期の疼痛発生
にも NGF は関与していた。NGF 増加のメカニズムに、MΦは一貫した関係が導き出せず、酸化ス
トレスは関連がなかった。理学療法の中でホットパックと超音波治療を実施したところ、両治療
法ともに筋機械痛覚閾値の低下を抑制することが明らかとなった。また、ホットパックにおいて
は、そのメカニズムに NGF の関与を示せたが、超音波治療に関しては残りの解析が今後の課題で
ある。 

図 7 不活動による機械痛覚閾値低下に対するホッ
トパックの効果 
不活動群では皮膚（A）・筋（B）機械痛覚閾値がともに不
活動前に比べ有意に低値を示したが、ホットパックを施し
た不活動＋ホットパック群では閾値低下を抑制した。
*p<0.05 vs 0w 

図 8 不活動による DRG の NGF 陽性細胞率に対
するホットパックの効果 
不活動+ホットパック群では DRG における NGF 陽性細胞
率が不活動群より有意に低値を示した。*p<0.05 vs 0w 

図 9 不活動による機械痛覚閾値低下に対する超音
波治療の効果 
皮膚機械痛覚閾値は超音波治療の影響を受けなかった
（A）。一方、筋機械痛覚閾値は不活動群で有意な低下を示
したが不活動＋超音波群ではその低下を抑制した（B）。
*p<0.05 vs 0w 
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