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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は不動に伴う痛みの発生メカニズを明らかにすることである．足関節不動化ラ
ットモデルの足底痛覚閾値を解析した結果，不動に伴う痛みは不動2週目から出現し，不動期間が8週間におよぶと中枢
神経系の感作を引き起こして慢性化すると考えられた．次に，同モデルの皮膚に対して組織学的解析を行った結果，表
皮厚は菲薄化し，真皮上層に分布する末梢神経が増加することが明らかとなり，これらの変化は末梢循環障害の影響で
はないと思われた．そこで，表皮（ケラチノサイト）におけるTRPV1，P2X3 ，NGFの発現を解析した結果，不動期間に
準拠して増加することが示され，これが不動に伴う痛みの発生要因である推測された．

研究成果の概要（英文）：This study examined mechanism of mechanical and thermal hypersensitivity in the ra
t hind paw during ankle cast immobilization of the hind limbs using rats. Two weeks post immobilization, m
echanical and thermal sensitivities increased significantly in all rats. CGRP expression in the spinal dor
sal horn increased in the rats immobilized for 8 weeks but not in those immobilized for 4 weeks. These res
ults also highlight the possibility that prolonged immobilization induces central sensitization in the spi
nal cord. In the plantar skin of immobilized rats, peripheral nerve profiles were increased. NGF, TRPV1 an
d P2X3 expression levels in the epidermis (keratinocyte) were also increased. The time course of the incre
ase in peripheral nerve fibers and in the expression of TRPV1 and P2X3 paralleled the development of hyper
sensitivity, which suggests that histological changes of the skin following cast immobilization may have s
ome relation to the resulting hypersensitivity.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
現在，多くの国民が運動器由来の慢性痛に

苦しんでいる現状がある．そして，これら運
動器由来の慢性痛の発生要因としては，これ
まで関節や骨格筋などの末梢組織の炎症を
起因とした過剰な刺激入力によって中枢神
経系の可塑的変化が招来されたことが関与
していると考えられてきた．しかし近年では，
運動器由来の慢性痛の発生要因には不動と
いった末梢組織からの刺激の減弱・消失によ
って中枢神経系が可塑的変化を起こすこと
も関与しているのではないかと考えられて
いる．このことを裏付ける実験結果として，
健康なヒトや小動物の四肢を不動化するこ
とで痛覚閾値の低下が生じることが報告さ
れている．しかし，どの程度の不動期間で痛
覚閾値の低下が生じはじめるのか，また，慢
性痛に移行するのはどの程度の不動期間な
のかはこれまで明らかではない． 

 
２．研究の目的 
 
 本研究では，不動が原因で生じる痛みにつ
いて，まず（1）経時的な変化および慢性化
する時期を明らかとし，次に（2），皮膚を中
心とした末梢組織の変化から，当該痛みの発
生メカニズムを明らかにすることである． 
 
３．研究の方法 
 
（1）実験 1：不動に伴う痛覚閾値の経時的変
化について 
①対象と方法 
実験動物には，8 週齢の Wistar 系雄性ラ

ット 80 匹を用いた．動物は専門業者より購
入後，長崎大学先導生命科学研究支援センタ
ー・動物実験施設で飼育し，実験期間中は水
と餌を自由に与えた．なお，本実験は長崎大
学動物倫理委員会の承認を得ている（承認番
号 1107040938） 
②不動モデルの作製方法 
不動モデルは，研究代表者がこれまで行っ

てきた方法で作製する．具体的には，ラット
の腹腔内にペントバルビタールナトリウム
（40mg/kg）を投与した後，麻酔下にて右足
関節を最大底屈位で中足趾節関節（MP 関節）
から膝蓋骨上縁より近位 2cm までの範囲を
ギプス固定した．固定期間中は浮腫の発生や
ギプスの緩みを防ぐ目的で 2～3 日毎にギプ
スを巻き替えた．実験期間は 4 および 8 週間
とした（各不動期間 30 匹，計 60 匹）（不
動群）．そして不動期間終了後，一部のラッ
ト（4 週，8 週，各 20 匹）はギプスを解除し
てさらに通常飼育し，痛覚閾値が正常化する
まで継続した．通常飼育は残りのラットは不
動期間終了時の時点で材料採取に供した． 
一方，無処置のラットを対照群として用い，

各不動期間のラットと週齢を合わせるため，
12，16 週齢時まで通常飼育した（各 10 匹，

計 20 匹）． 
③痛みの行動学的評価 
実験前および不動処置から実験終了まで

の各週にすべてのラットに対して痛みの行
動学的評価を実施した．機械的刺激に対する
痛み反応の評価として，両側足底部に von 
Frey filament（VFF）刺激を 10 回加えた際
に出現する逃避反応の回数をカウントした．
VFF15g のものを用い， VFF 刺激に対する
逃避反応回数を機械的アロディニアおよび
機械的痛覚過敏の指標とした．加えて，熱刺
激に対する痛み反応の指標として，熱痛覚閾
値温度を測定した．具体的には，42℃から毎
秒 0.25℃ずつ上昇するように設定された熱
源プローブをそれぞれ左右の足背にあて，逃
避反応が出現した時点の温度を 3 回記録し，
3 回の測定値の平均値を熱痛覚閾値温度とし
た． 
④材料採取 
実験期間終了後はすべてのラットの腹腔

内にペントバルビタールナトリウム（40 
mg/kg）を投与し麻酔を行った後，生理食塩
水および 4%パラホルムアルデヒドを用いて
潅流固定し，脊髄（L4-5）を採取した．採取
した試料は 4% PFA，10%および 20%スクロ
ース溶液にそれぞれ 24 時間浸漬した後，－
80℃に冷却したイソペンタン内で急速凍結
した．そして，10 µm厚の凍結切片を作製し，
免疫組織化学的解析に供した． 
⑤免疫組織化学的解析 
 脊髄組織の凍結切片には，カルシトニン遺
伝子関連ペプチド（calcitonin gene-related 
peptide:CGRP）に対する蛍光免染色を施し
た．CGRP は一次神経細胞から末梢と脊髄に
向かって分泌される神経ペプチドで，脊髄後
角に分泌された CGRP はサブスタンス P を
介して神経細胞の感度を上昇させ，中枢神経
性感作を引き起こす．本研究では，脊髄にお
ける中枢神経性感作の程度を，痛みの慢性化
の指標とした．染色は通法の蛍光標識をも用
いた間接法で行い，蛍光顕微鏡で撮影した染
色像をパーソナルコンピューター取り込ん
だ．そして，解析ソフトを用いて両側の脊髄
後角を浅層（Laminae I-II）と深層（Laminae 
III-VI）をフリーハンドで囲み， Fluores-
cence Intensity を算出した．なお，CGRP の
解析は 1 試料あたり 5 切片，1 切片あたり 3
視野の染色像を用いて行った． 
 
（2）実験 2：不動に伴う皮膚の変化と痛覚閾
値の低下との関連性について 
①対象と方法 
実験動物には，8 週齢の Wistar 系雄性ラ

ット 120 匹を用いた．動物の購入元，飼育方
法等は実験 1 と同様である． 
②不動モデルの作製方法 
不動モデルは，実験 1 と同様な方法で作製

し，不動期間を 1，2，4 週（各 20 匹，計 60 
匹）とした（不動群）．また，無処置のラッ
トを対照群として用い，各不動期間のラット



と週齢を合わせるため，9，10，12 週齢時ま
で通常飼育した（各 20 匹，計 60 匹）． 
③皮膚循環の評価 
 痛みと循環障害の関係を検索する目的に，
不動期間を 4週間とした不動群およびその対
照群のラットの一部を用いて，皮膚の表面温
度，足幅，血流量，血液 pH，血中乳酸濃度
を測定した．具体的には，実験終了の直前に，
ラットの腹腔内にペントバルビタールナト
リウム（40mg/kg）を投与した後，ギプスを
装着したままの状態とし，足底表面の温度を
赤外線温度センサで 3 回測定し，その平均を
算出した．次に，レーザードップラー血流量
測定器のプローブを足底中央に貼付し，血流
量を 10 分間測定した．最後に，ニードルを
用いて足底から血液を少量採取し，血液のｐ
Hをニードル型ｐHメーターを用いて測定し，
続いて乳酸測定器を用いて血中乳酸値を測
定した． 
④材料採取 
実験期間終了後はすべてのラットの腹腔

内にペントバルビタールナトリウム（40 
mg/kg）を投与し麻酔を行った後，生理食塩
水および 4%パラホルムアルデヒドを用いて
潅流固定し，足底皮膚を採取した．採取した
試料は実験 1 と同様な方法で処理し，凍結切
片を作製して，それぞれを組織学的解析（HE
染色）および免疫組織化学的解析に供した． 
⑤組織学的解析 
 凍結切片に対してヘマトキシリン・エオジ
ン（HE）染色を施し，光学顕微鏡を用いて
検鏡した．また，その染色像（×100）をパー
ソナルコンピューターに取り込み，画像解析
ソフト Image J を用いて表皮厚（顆粒層～基
底層）をランダムに 7 箇所，計測した．表皮
厚の計測は 1 試料あたり 5 切片，1 切片あた
り 5 視野の染色像を用いて行った． 
⑥免疫組織化学的解析 
 皮膚の末梢神経を可視化するため，有髄 A
線維に対する抗 Neurofilament 200 抗体，無
髄 C 線維に対する抗 Peripherin 抗体を一次
抗体とした免疫組織化学的染色を 30 µm 厚
の凍結切片に対して行った．染色は通法に従
い，増感法として ABC 法を適用し，光学顕
微鏡で観察した．そして，1 切片から 5 視野
の染色像（×200）をパーソナルコンピュータ
ーに取り込み，各画像において表皮の基底層
から 50µm以深の真皮上層に分布する陽性線
維をカウントし，その値を解析した皮膚領域
の距離で除した． 
また，表皮に発現する侵害受容体の発現と

Nerve growth factor（NGF）を半定量化す
るため，10 µm厚の凍結切片に対してTRPV1，
P2X3，NGF に対する蛍光免疫染色を施し，
蛍光顕微鏡で撮影した染色像をパーソナル
コンピューターに取り込んだ．そして，実験
1 と同様な方法でそれぞれの Fluorescence 
Intensity を算出した．なお，すべての解析
は 1 試料あたり 5 切片，1 切片あたり 3 視野
の染色像を用いて行った． 

 
４．研究成果 
 
（1）実験 1：不動に伴う痛みの経時的変化に
ついて 
①機械的刺激に対する痛覚閾値の推移 
 不動群の不動側（右側）において，VFF 刺
激に対する逃避反応の出現回数は 4g の刺激
では不動 2 週目から，15g の刺激では不動 1
週目から，対照群に比べ有意に増加した．こ
れらの変化は，不動 8 週目までの不動期間に
準拠して顕著になった．また不動期間 4 週間
のラットでは，逃避反応の出現回数の増加は，
不動解除 4週間後で対照群と変わらないまで
回復した．しかし，不動期間 8 週間のラット
では，不動解除 4 週間後でも逃避反応の出現
回数は対照群より有意に高値を示した（図 1）．
最終的に，不動期間 8 週間のラットの逃避反
応の出現回数が正常化したのは不動解除 16
週間後であった．一方，非不動側（左側）に
おいては両群とも変化は認められなかった． 
 熱痛覚閾値温度は，不動初期から低下し始
め，不動期間に準拠して著明となった．解除
後は，不動期間 4 週間のラットは数日後に正
常化したが，不動期間 8 週間のラットでは不
動解除 3週後まで有意に低下した状態が続い
た（図 2）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 機械的刺激に対する痛覚閾値の変化 

図は不動側足底に VFF 刺激（15g）を与えた
場合の逃避反応の出現回数を示す．逃避反応
が増えるほど，痛覚閾値が低下したことを意
味する．＊：対照群との比較（P<0.05）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 熱刺激に対する痛覚閾値の変化 
図は不動側足背部の熱痛覚閾値の温度を示
す．＊：対照群との比較（P<0.05）． 
 



②脊髄後角における CGRP 発現量 
不動期間 4週間とした不動群のラット脊髄

後角では，不動側の Laminae I-II のみで
CGRP の有意な発現増加が認められた．また，
不動期間 8 週間とした不動群のラットでは，
不動側の Laminae I-II と III-VI のいずれに
おいても有意な発現増加が認められた（図 3）．
一方，非不動側においてはいずれとも変化は
認められなかった． 
③考察 
足関節不動により逃避反応の出現回数が

増加し，これは痛覚閾値の低下，すなわち痛
みの発生を意味する．データは記載していな
いが，皮膚組織や骨格筋組織に炎症は認めら
れていない．また非不動側では痛覚閾値の低
下は認められなかったことから，ストレス性
の痛覚閾値の低下ではないと断言できる．つ
まり，末梢組織が不動に曝されること自体が
この状況を引き起こしたと考えられる．そし
て，その不動に伴う痛みの発生時期は，不動
2 週後と予想よりも早期であった． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 脊髄後角における CGRP 発現量 
A: 不動側後角の免疫染色像（抗 CGRP），B:
後角浅層（Laminae I-II），C: 後角深層
（Laminae III-VI）．CGRP の増加は中枢神
経系の感作の発生を示唆する．Bar=100μm．
＊：対照群との比較（P<0.05），＃：不動期
間 4 週間（Im-4Wks）との比較（P<0.05）． 
  
次に，不動解除後の痛覚閾値の推移を見る

と不動期間 4 週間としたラットでは 4 週間で
正常状態に回復した．これに対して，不動期
間 8 週間としたラットは回復しなかった．こ
の違いは，脊髄後角の CGRP 発現量から説明
される．すなわち，不動期間 8 週間となると
脊髄後角全体に CGRP 発現量の有意な増加
が認められ，重度な中枢神経系感作が発生し
ていると思われる．そして，この状態となる
と，回復に時間を要し，痛覚閾値の低下の状
態が慢性化すると推測される．したがって，
短期の不動に伴う痛みは回復可能であるが，
不動状態が長期に及ぶと痛みが慢性化する
恐れがあると言える．なお，本実験では不動
群の不動期間終了時にホルマリンテストを
実施しており，その結果は上記の見解を支持
するものであった．詳細は紙面上の都合によ
りここでは割愛する． 

（2）実験 2：不動に伴う皮膚の変化と痛みと
関連性について 
①皮膚循環の評価 
 不動群の不動側の血流量，表面温度，足幅
に経時的な変化は認められなかった．また不
動期間終了時に足底から採取した血液の pH
および血中乳酸値を測定した結果，対照群の
それと有意差はなかった（図 4）． 
②足底の組織学的変化 
 不動群の不動側の足底皮膚では，角質の乱
れや表皮の非薄が認められた（図 5）．また組
織学的変化を定量解析した結果，不動群の表
皮厚は対照群のそれと比べて有意に減少し，
末梢神経密度は有意に増加しており（図 6），
その程度は不動期間に準拠した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 不動群不動側の循環の評価 
A:血流量，B:表面温度，C:足幅，D:血液 pH，

E:血中乳酸値の変化 
 
③ケラチノサイトにおける侵害受容体なら
びに NGF の発現 
 ケラチノサイトのおける侵害受容体
（TRPV1，P2X3）は，不動群において発現
の増加が認められ，その程度は不動期間に準
拠した． NGF に関しても，不動群において
発現の増加が認められたが，その増加の程度
は不動期間通して一定であった（図 7，8）． 
④考察 
これまでに明らかとなっている末梢組織

における痛みの発生要因としては，炎症，循
環障害とそれに伴うアシドーシス，神経損傷
などがあげられる．今回の結果，不動群の皮
膚において炎症所見は認められていない．ま
た，循環障害やアシドーシスが生じている可
能性も否定された．また，不動群の下肢には
意図的な損傷は一切与えておらず，末梢神経
が損傷した可能性は極めて低い．そこで，表
皮の組織学的解析を実施した結果，表皮の菲
薄化と末梢神経密度の増加が認められ，これ
が痛覚閾値の低下に繋がった可能性は考え
られる．ただ，これまでに表皮厚と痛覚閾値
との関係を明示した報告は見当たらず，表皮
の菲薄化が原因であるかどうかは断定でき
ていない．また，末梢神経密度の増加は外部 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 足底皮膚の組織学的変化 
A:HE 染色像．B:末梢神経に対する免疫染色
（抗 PGP9.5）．sc:角質，ep：表皮，der：真
皮，矢印：表皮の非薄化，＊：角質の乱れ． 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6 足底皮膚の表皮厚と末梢神経密度 

A:表皮厚，B:末梢神経密度 
対照群との比較（＊P<0.05；＊＊P<0.01）． 
 
からの刺激に対して反応する自由神経終末
の数が増加することを意味する．炎症性疼痛
モデルや神経障害性疼痛モデルの皮膚にお
いても一次知覚神経や自律神経の増加・側枝
発芽を認め，これが疼痛関連行動や異常感覚
の発生に寄与するとの報告がある．つまり，
皮膚に分布する末梢神経の増加は痛覚閾値
に影響を及ぼす可能性は高く，不動群に認め
られた痛覚閾値の低下の一要因であったと
考えられる．そして末梢神経の増加が生じた
原因としてはケラチノサイトにおける NGF
の発現量が増加したことに基づくと推察さ
れる．一方，ケラチノサイトの侵害受容体を
解析したところ，不動群において有意な増加
が認められた．近年の研究では，ケラチノサ
イトは感覚神経線維と直接には接続してい
ないが，炎症性サイトカインや ATP などの
物質を介して，末梢組織における痛覚の伝導

メカニズムに深く関与していることが示さ
れている．また，TRPV1 は主に熱刺激，P2X3
は主に機械的刺激に反応するとされており，
実験 1の不動群において機械的刺激および熱
刺激のいずれに対する痛覚閾値も低下した
結果と実験 2 の結果は一致する． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図7 足底皮膚におけるTRPV1，P2X3，NGF

の分布 
点線で囲まれた領域は，ケラチノサイトが存
在する表皮の基底層～顆粒層を示す．SC:角
質，ep：表皮，der：真皮．Bar=100µm． 
 
 
 
 
 
 
 
図 8 ケラチノサイトにおける TRIPV1， 

P2X3，NGF の発現量 
＊：対照群との比較（P<0.05），†：不動期間
1 週間との比較（P<0.05）． 
 
したがって，不動群において侵害受容体の増
加は痛覚閾値の低下を引き起こす可能性は
高い．加えて，NGF は炎症エディエータ―と
しての機能を持ち，近年の研究では，NGF
はそれ自体が痛みを直接発生させるとされ
ている．したがって，不動群の表皮で認めた
NGF 産生増加が直接的に痛覚閾値の低下に
関与している可能性も十分考えられ，この点
については今後検討を加える必要がある． 
 
以上の結果を総括すると，末梢組織が不動

化されると痛覚閾値が低下することはほぼ
間違いない事象であり，研究開始当初の我々
の仮説は支持された．その発生メカニズムに
は，末梢神経密度の増加といった組織学的変
化，NGF の発現増加，侵害受容体の発現増
加が深く関与していると推測される．そして，
その状態が長期間（8 週間）持続すると，中
枢神経系に感作が生じ，痛みが慢性化してい



く可能性が示唆された．ただ，上記の変化の
トリガーや，NGF 増加の由来を明らかにす
ることはできておらず，今後の課題である． 
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