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研究成果の概要（和文）：筋に痛みを持つ人は多いが、その神経メカニズムは良くわかっていない。そこで運動後に遅
れて現れる遅発性筋痛をモデルとして、神経成長因子やグリア細胞由来神経栄養因子が筋に痛みを起こす上でどんな役
割を担っているかについて調べた。これらの因子は運動後に、運動した筋の筋細胞または筋衛星細胞で産生され、筋の
痛み受容器の圧迫刺激に対する反応を強めることを明らかにした。両栄養因子は協同して、筋の圧迫に対してより敏感
に痛みを感じるようにする(筋機械痛覚過敏）ことも明らかにした。本研究から、筋細胞・筋衛星細胞自身が痛みを強
める物質を作っていることが明らかになり、筋の痛み発生における筋の重要性を示した。

研究成果の概要（英文）：This study was planned to clarify involvement of neurotrophic factors in muscular 
pain models, their action mechanisms on muscular nociceptors, and factors that were involved in production
 of neurotrophic factors. Delayed onset muscle soreness (DOMS) induced after lengthening contraction (LC) 
was used for a model of muscle pain. We showed that EP2 receptor was involved in the COX-2-GDNF (glial cel
l derived neurotrophic factor) pathway leading to DOMS, and that upregulation of NGF and GDNF was induced 
in the muscle cells/satellite cells after LC. We also showed effects of NGF and GDNF on mechanically activ
ated currents in cultured dorsal root ganglion neurons, sensitizing effect of GDNF on muscular A-delta mec
hano-sensitive nociceptors, and collaboration of NGF and GDNF in inducing muscular mechanical hyperalgesia
.
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１． 研究開始当初の背景 

筋骨格系の痛みは加齢とともに増加し、これ

により日本人口の約 9% (約 910 万人)が日常生

活に支障をきたしていると推定されている

(Mod.Rheumatol.15: 41-, 2005)。従って、筋・骨

格系の痛みのメカニズムを明らかにすること

は、その対策を立てる上で重要である。筋性疼

痛の多くは非炎症性であるにも関わらず、研究

の多くは炎症モデルか、炎症メディエーターの

投与による筋性疼痛をモデルとして進められ

てきた（Clin.J.Pain 17; 2-, 2001）。そこで、申請

者らは非炎症モデルとして、運動後に生じる遅

発性筋痛に着目した。 

遅発性筋痛は治療なしでも 1 週間以内に自

然に回復するが、①これを引き起こす伸張性

収縮を連日負荷すると持続性の筋性疼痛が生

じること（J.Pain 12:1059, 2011）、また、②多く

の患者が苦しんでいる筋・筋膜性疼痛症候群

の特徴的症状（筋硬結、Trigger point）と同様

な所見が見られる（Acupunct.Med. 22：2-, 2004） 

ことから、臨床的に問題となる筋性疼痛のメ

カニズムを探る上で良いモデルとなると考え

られている。最近、水村らは運動中に生じる

ブラジキニンが遅発性筋痛を生じる過程をト

リガーし、筋における NGF の産生を増大させ、

これが筋痛み受容器の圧感受性を高め、痛覚

過敏を引き起こしていること（Murase et al, 

2010）を明らかにした。本研究開始時には、運

動中に活性化される COX-2 が筋における

GDNF の産生を高め、筋圧痛覚過敏を生じて

いることを明らかにしつつあった。つまり、

遅発性筋痛発生のメカニズムにはブラジキニ

ン-NGF 系と COX-2-GDNF 系の 2 つあること

を明らかにしつつあった。 

 

２．研究の目的 

 筋性疼痛モデルにおいて各種神経栄養因子

がどのように関与しているか明らかにし、そ

の筋性疼痛における役割の重要性を明らかに

する。次にこれら神経栄養因子の痛み受容器

に対する作用機構を明らかにし、さらには筋

におけるこれら因子の産生に関わる因子を明

らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1)マウス、ラットにおける筋機械逃避反応閾

値の測定 

 プローブの先端直径を 2.6 mm と大きくし

た Randall-Selitto 装置を用いた（Nasu et al., Eur. 

J. Pain, 2010）。加圧速度はマウスでは 78 mN 

/sec、ラットではその倍の 156 mN/sec とした。 

(2) 伸張性収縮負荷方法 

 ラットでは長指伸筋に対し、マウスでは腓

腹筋外側頭に対し伸張性収縮を負荷した。方

法は Taguchi et al, 2005 の方法によった。 

(3) 取り出しラット長指伸筋ー総腓骨神経標

本からの単一神経記録 

 Taguchi ら(J.Physiol.2005)の方法によって

実施した。 

(4) 幼弱マウス培養後根神経節細胞からの機

械感受性電流のパッチクランプ記録 

 生後 3 週前後の幼弱マウスから後根神経節

細胞を取り出し培養し、翌日実験に用いた。

培養液へ NGF(100 ng/ml)もしくは GDNF(10 

ng/ml)を 30 分間添加し、ホールセルパッチク

ランプ法を用いて①機械刺激に応答する細胞

の割合、②応答電流の種類、③機械感受性電

流の増強の有無、に変化があるか調べた。機

械刺激は、先端を加熱して丸くしたガラス微

小電極を、ピエゾ式マイクロマニピュレータ

により動かして細胞に当てて行った。また、

機械刺激に応答しない細胞に NGF(100 ng/ml)

を添加し、機械刺激に応答するように変化す

るか調べた。 

(5) 筋の NGF、 GDNF、 COX-2mRNA の in 

situ hybridization  

伸張性収縮（LC）負荷方法は Taguchi ら

(J.Physiol.2005)の方法によった。LC 直後およ

び 12 時間後にペントバルビタール麻酔下に

て長指伸筋を採取し、瞬間凍結した。厚さ 16 

µm の縦断切片を作成し、35S 標識 cRNA プロ

ーブを用いて in situ hybridization を行った。オ

ートラジオグラフィーの露光は COX-2 で 11

日間、GDNF で 25 日間、NGF で 45 日間行っ

た。 

(6) pERK 等の免疫組織化学  

 雄性 SD ラットの右後肢にイソフルラン麻

酔下で PBS、NGF(0.1μM)、GDNF(0.008μM)、

もしくは NGF と GDNF の混合液 20μl を筋肉

内投与し、翌日筋を 1500 mN の強さで圧迫刺

激したのち速やかに還流固定した。L4～6 の

後根神経節を取り出し、pERK、NF200、TRPV1

の免疫染色を行った。 



(7) リアルタイム RT-PCR, ELISA 

筋からの全 RNA は RNeasy® Fibrous Tissue 

Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)を用いて抽

出した。全 RNA 1μg から M-MLV Reverse 

Transcriptase (Promega, Madison, USA)を用いて

逆転写を行い、定量リアルタイム RT-PCR は

Power SYBR® Green PCR Kit (Life Technologies, 

Carlsbad, USA) を 用 い  Rotor-Gene™ Q 

(Qiagen)上で行った。NGF の ELISA は NGF 

Emax ImmunoAssay System（Promega）を用い

て実施した。 

実験はすべて中部大学大学動物実験委員会

の承認を受けて実施した。また、ノックアウ

トマウス実験については中部大学の組み換え

DNA 実験安全委員会の承認を受けて行った。 

EP1,3,4 拮抗薬は小野薬品工業から提供し

ていただいた。EP2 ノックアウトマウスは京

都大学 成宮周教授より提供していただいた。 
 
４． 研究成果 

(1) COX-2-GDNF 経路における EP2 受容体

の関与 

 COX-2 により産生増大されたプロスタグラ

ンジン(PG)E2がどの受容体を介してGDNF産

生増大を導くのか、EP 受容体拮抗薬と、EP2

受容体ノックアウトマウスを用いて調べた。

EP1 受容体拮抗薬 ONO-8713（LC 負荷 1 時間

前と 5 時間後の 2 回、30 mg/kg を経口投与）、

EP3 受容体拮抗薬 ONO-AE5-599（30 mg/kg を

LC 負荷 1 時間前と 9 時間後の 2 回 皮下投

与）、EP4受容体拮抗薬ONO-AE3-208(10 mg/kg 

を LC 負荷 1 時間前に 1 回経口投与)のいずれ

も、遅発性筋痛の発現を抑制することができ

なかった。用いた用量は文献等から十分量で

あると考えられるので、本結果から EP1,3,4 は

遅発性筋痛の発現には関与していないと考え

られる。 

 

図 1．EP2, IP ノックアウトマウスにおける遅発

性筋痛 

EP2 受容体の関与については、EP2 受容体

ノックアウトマウス（EP2-/-）を用いて調べた。

図 1 に見られるように、EP2-/-では遅発性筋痛

の発生が見られなかった。以上の結果から、

EP2 受容体の関与が明らかにされた。 

EP2-/-ではその上流の COX-2 やもうひとつ

の経路で作られる NGF は野生型同様に LC 後

に増えると予想されるので、Q-PCR により発

現変化を調べた。野生型マウスでは LC 負荷

後 3 時間に COX-2、GDNF、NGF は最も顕著

に増大していたので、LC 負荷後 3 時間の時点

の変化を調べた。予想に反して COX-2、GDNF、

NGF のいずれも増加が観察されなかった。

EP2 の活性化は更なる COX-2 の活性化による

PGE2 産生の増大を引き起こすというポジテ

ィブフィードバックを起こすことが報告され

ている。EP2-/-ではこのメカニズムによる

COX-2 の発現増大が起こらず、その結果

GDNF mRNA の増大が起こらなかったのかも

しれない。 

 

(2) NGF による筋機械痛覚過敏のメカニズム 

記録したニューロンの直径は平均 28 µm

（19.3－34.9 µm,  n=160）であった。NGF 添

加群 60 個、GDNF 添加群 32 個、コントロー

ル群（添加なし）68 個の細胞から記録した。

生じた機械感受性電流には図 2A に示すよう

に‘速順応型’（RA,時定数< 3 ms）、‘遅順応型’

（SA,時定数> 30 ms）と、時定数がそれらの中

間の‘中間型’（IA）の 3 種類が見られた(図 2A)。

7 µm の強さで 2 か所刺激しても応答しなかっ

たものを mech -とした。NGF 投与群では、コ

ントロール群と比較して機械応答ニューロン

の割合の増加が認められた。またコントロー

ル群では RA、IA、SA が同程度認められたの

に対し、NGF 群では SA の割合が増加し（SA 

vs. SA 以外, χ2 検定, p=0.024）、GDNF 群では

RA の割合が増加していた（RA vs. RA 以外, χ2

検定, p=0.016）（図 2B）。 

7 µm刺激したときの応答電流の大きさを比

較したところ、すべての群において RA タイ

プの電流が IA, SA に比べて大きかったが、コ

ントロール群、NGF 添加群、GDNF 添加群の

間で有意な差は認められなかった（図 2C）。

このことから、NGF は SA に関連したチャネ

ルに対して、GDNF は RA に関連したチャネ

ルに対して働くことが予想された。 
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図 2．培養後根神経節細胞の機械感受性電流の NGF、

GDNF の添加による変化 

 

機械刺激に応答しない 16 個の細胞から記

録をとった。細胞の直径は 21.8～31.4 µm で、

平均は 27.5 µm であった。うち 11 個には NGF 

100 µg/ml、5 個には NGF 100 µg/ml + PMA30 

nM を投与した。3 分～30 分まで繰り返し機械

刺激を行ったが、機械応答を示すようになっ

た細胞は記録できなかった。 

 

(3) GDNF による Aδ侵害受容器の感作 

60 本の C 線維と 28 本の Aδ 線維を持つ機

械感受性線維を記録し、それぞれ半数を対照

群とし（PBS 群）、残りの半数に GDNF（0.03 

μM, 5 μl）を投与した（GDNF 群）。C 線維受

容器は、観察した 2 時間の間ほとんど閾値の

変化はなく、反応の大きさにも有意な変化は

なかった。一方、Aδ線維受容器は、PBS 群と

比較して 30－60 分後から有意な差が見られ

た（図 3）。GDNF による筋機械痛覚過敏は、

NGF によるものとは異なり TRPV１阻害薬で

ある capsazepine では減弱されず、ASIC チャ

ネルの阻害薬である amirolide筋注により減弱

されることから、ASIC チャネルが関与してい

ることが示唆される。ところで、以前の Fujii

らの論文（2008）によれば、ASIC を発現して

いる後根神経節細胞は TRPV1 を発現してい

る細胞よりやや大きい。このことは、GDNF で

感作される筋細径線維受容器は Aδ線維であ

るという本研究結果とよく合致する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 3．筋 A-δ線維受容器の機械反応に及ぼす

GDNF の影響 （雑誌論文１より） 

 

(4) 筋における NGF、GDNF 産生細胞と

COX-2 発現細胞 

 筋微小血管の血管平滑筋において NGF 

mRNA の定常的な発現が観察された。運動側

の筋では筋細胞もしくは筋衛星細胞の核付近

においてシグナルの増強が認められた（図

4A）。GDNF mRNA のシグナルは非運動側で

はほとんど認められず、運動側において筋細

胞もしくは筋衛星細胞の核付近にシグナルの

増強が認められた(図 4B)。COX-2 mRNA は腱

付近および筋組織全体で広範囲に定常的な発

現が認められた。一方運動側では筋細胞もし

くは筋衛星細胞の核付近、筋膜、筋微小血管

の平滑筋においてシグナルの増強が認められ

た。 

図 4．筋における NGF mRNA と GDNF mRNA の発

現増大（in situ hybridization）（B 下は雑誌論文 5 よ

り） 
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(5) NGF と GDNF の協同作用とそのメカニズ

ムの解析 

 行動実験においては、単独では痛覚過敏を引

き起こさない量の NGF と GDNF を混合投与

することによって著しい筋痛覚過敏が発現し

た。これを細胞レベルで確認するため、筋圧

迫に応答する pERK 活性化細胞の数および細

胞の性状を二重染色によって観察した。L4～

6 の後根神経節細胞すべてで、混合投与群に

おいて pERK 陽性細胞の数が増加した。また、

その細胞の直径は 10～35 µm の小型～中型神

経細胞に集中しており、侵害受容に関わる細

胞であると考えられた。pERK 陽性細胞のうち

3～4 割が NF200 陽性細胞であったが、各群で

差はなかった。TRPV1 陽性細胞の割合は混合

投与群で高い傾向にあったが、有意差は認め

られなかった。この結果は、NGF と GDNF の

相互作用が、末梢のレベルで生じていること

を示唆する。 

 

(6)まとめ 

伸張性収縮で生じる遅発性筋痛をモデルと

して、NGF と GDNF の作用について調べた。

作用機構等にまだ未解明な点は残されている

が、筋細胞 /筋衛星細胞が産生する NGF、 

GDNF の筋性疼痛における重要性を明らかに

することができた。   
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