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研究成果の概要（和文）：本研究は、神経障害性疼痛（NPP）が下肢骨格筋に及ぼす影響およびNPPに対する走運動の効
果について検討した。坐骨神経部分損傷を施したNPPモデルマウスの健側ヒラメ筋の筋線維横断面積（CSA）は増大し、
術側ヒラメ筋CSAは縮小した。走運動はMPPモデルマウスの疼痛を緩和し、脊髄後角ではアセチル化ヒストンH3K9陽性ミ
クログリア数が増加した。このようにNPPはヒラメ筋に左右差を生み出すが、走運動は疼痛を緩和することにより不均
等化したヒラメ筋の矯正に有効であると思われる。さらに脊髄後角ミクログリアでのヒストンH3K9のアセチル化のよう
なエピジェネティクス修飾がEIHに関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The present study investigated the influence of neuropathic pain (NPP) on the 
lower extremity skeletal muscle and treadmill running on NPP. Mice that were subjected to partial sciatic 
nerve ligation (PSL) showed neuropathic pain behavior and significant enlargement and reduction of 
myofiber cross sectional area (CSA) in the contralateral and ipsilateral soleus muscles, respectively. 
Treadmill running for 5 days after the PSL significantly improved pain behaviors of NPP model mice, and 
also increased the number of microglia with nuclear expression of acetylated histone H3K9 in the 
ipsilateral superficial dorsal horn. In this way, although NPP produces laterality in the soleus muscle, 
treadmill running may be effective in correcting the unbalanced soleus muscle. In addition, the present 
study suggested that epigenetic modification such as hyperacetylation of histone H3K9 in microglia in the 
ipsilateral dorsal horn may play a role in producing exercise-induced hypoalgesia.

研究分野： 神経科学

キーワード： 神経障害性疼痛　トレッドミル走　ヒラメ筋　筋線維横断面積　HDAC1　アセチル化ヒストンH3K9　ミク
ログリア　エピジェネティクス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

姿勢の安定化に関与する大腰筋が神経障害

性疼痛（NPP）に対してどのように適応するかは

不明である。さらに下肢に出現する疼痛は、姿勢

を安定させるために健常側の筋群の機能を変化

させるが、これを生み出す神経機構の詳細につ

いても分かっていない。 

２．研究の目的 

NPP が筋機能に及ぼす影響を検討した研究

は皆無である。本研究は、大腰筋の NPP に対す

る形態的および機能的変化を特徴づけ、この適

応を引き出す神経機構を明らかにしようとするも

のである。本研究により得られた知見は、慢性痛

患者の筋機能の改善を目的としたトレーニング・

プログラムを考案するための基礎データを提供

でき、リハビリテーション医学研究として意義深

いものとなる。 

３．研究の方法 

本研究では「実験 1：NPP に対するヒラメ筋の

適応」と「実験2：走運動によるNPPの緩和とその

神経メカニズム」を検討した。 

(1) 神経障害性疼痛モデルマウスの作製 

NPP モデルマウスは、Seltzer らの方法に従い

坐骨神経部分損傷(PSL)により作製した。マウス

は深麻酔下において皮膚と筋層を切開し、右坐

骨神経上部を絹糸できつく結紮した。その後に

筋層および皮膚を縫合した。本研究は和歌山

県立医科大学動物実験委員会の承認を得て行

われた。 

(2) ヒラメ筋と脊髄の免疫染色と免疫陽性細胞の

定量化 

本研究では当初、大腰筋のNPPに対する適応

を検討する計画を立てたが、灌流固定を施さな

いで大腰筋だけ正確に摘出することは、この筋

が深層にあること、起始が広範囲に及ぶこと、強

い筋膜で包まれていないこと、起始と停止部にか

けて重要な動静脈が通っていることが原因で困

難であった。そこで実験1では、被検筋をヒラメ筋

に変更して次のように実施した。PSLおよびSham

術後7、14、21日目にイソフルラン麻酔下におい

てヒラメ筋を摘出してドライアイス-ヘキサンで瞬

間凍結した。10m厚の凍結切片を作製した後、

免疫染色により筋線維タイプ構成比、筋線維横

断面積(CSA)およびマクロファージ・サブタイプを

分析した。1次抗体には、Myosin heavy chain 

slow、Dystrophin、CD68、CD206を用い、免疫反

応の可視化には、適切なAlexa Fluor標識2次抗

体を使用した。健側と術側のヒラメ筋における筋

線維タイプ構成比、筋線維横断面積(CSA)、マク

ロファージ・サブタイプの定量化はイメージ分析

により実施した。 

実験 2 における脊髄の免疫染色に用いた 1

次抗体は、抗ラット CD11b 抗体、抗ラット GFAP

抗 体 、 抗 ウ サ ギ HDAC1 抗 体 、 抗 ウ サ ギ

acetylated histone H3K9 抗体であり、免疫反応

の可視化には適切な Alexa Flour 標識 2 次抗体

を使用した。脊髄後角表層部（I/II 層）における

免疫陽性細胞数は、Clark らの方法を改良して

計測した。 

(3)実験群とトレッドミル走 

実験 2 では次の実験群を設けた：1)Naive 群、

2) Sham-Sedentary 群、3) Sham-Runner 群、4) 

PSL-Sedentary 群、5) PSL-Runner 群。Naive マ

ウスを除いた 4 群のマウスは、PSL 手術の 2 週間

前からトレッドミルによる順化走を行わせた。順

化走の第 1 週目は 7 m/min の走速度で 10 分間

の走運動を 5 日間実施し、第 2 週目は第１日目

の 20 分間から 1 日毎に 10 分間ずつ運動時間

を増加させ、最大 60 分間の走運動を行わせた。

PSL および Sham 手術後 2 日目から Runner 群の



マウスは、7 m/min の走速度で 60 分間の走運動

を 5 日間行った。 

(4)疼痛行動の評価 

機械的アロディニアは、マウス右足底に von 

Frey filament 刺激を与えて逃避反応が出現する

最小圧力を「up-down 法」にて測定した。熱痛覚

過敏は、足底熱刺激装置を用い、マウス右足底

に熱刺激を与えて逃避反応が出現するまでの

時間を測定した。von Frey テストと plantar テスト

は 3 回実施し、その平均値を逃避閾値とした。 
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図1 NPPモデルマウスにおけるヒラメ筋CSAの変

化 

 

4. 結果 

実験1 

(1)NPPに対するヒラメ筋の適応 

Naive群のヒラメ筋type I線維CSAは1106.9m2

を示したが、PSL21日後には健側ヒラメ筋type I線

維CSAの有意な増大と術側ヒラメ筋type I線維

CSAの有意な萎縮が起こった（図1）。しかし、

PSL21日後の健側と術側ヒラメ筋の筋線維タイプ

構成比は顕著な相違を示さなかった。Naive群に

は 少 数 の CD68+M1( 約 2 個 /102myofibers) と

CD206+M2(約4個/102myofibers)マクロファージ

が検出され、PSL21日後の健側ヒラメ筋における

M1マクロファージ数はNaive群の約2倍に増加し

たのに対して、M2マクロファージ数は約4倍の増

加を示した。これらの結果から、疼痛逃避動作お

よび術側肢の運動神経障害による健側肢への

過負荷は、健側ヒラメ筋CSAを増大させ、さらに

M2マクロファージはこの活動性筋肥大に関与す

ることが示唆された。 

予備的実験において、NPPモデルマウスに見

られたヒラメ筋の左右差が走運動により矯正され

るかどうかを検討したところ、走運動はNPPそのも

のを軽減することが分かった。そこで実験2では、

走 運 動 が 疼 痛 を 緩 和 (Exercise-induced 

hypoalgesia [EIH])する神経メカニズムを検討し

た。 

 

実験 2 

(1) 走運動に対する疼痛行動の変化 （図 2） 

PSL 手術は、von Frey テストの逃避反応閾値

と Plantar テストの逃避反応潜時を著しく低下さ

せ、PSL-Sedentary 群におけるこれらの値は実

験 期 間 を 通 し て 低 値 を 維 持 し た 。 一 方 、

PSL-Runner 群における逃避反応閾値と逃避反

応潜時はPSL-Sedentary群と比較して、PSL後5

日目と 6 日目にそれぞれ有意に上昇した。 

**

M
ec

ha
ni

ca
l 

w
ith

dr
aw

al
 t

hr
es

ho
ld

s 
(g

)
Th

er
m

al
 w

ith
dr

aw
al

 l
at

en
cy

(s
ec

)

a

b

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

Pre 2d 3d 5d 6d

Naïve Sham-Sedentary Sham-Runner

PSL-Sedentary PSL-Runner

0

2

4

6

8

10

12

14

16

Pre 2d 3d 5d 6d

Naïve Sham-Sedentary Sham-Runner

PSL-Sedentary PSL-Runner

*#

 

図2 走運動に対する機械的アロディニア(a)と熱

痛覚過敏(b)の変化 



(2) 走運動に対する HDAC1 およびアセチル化

ヒストン H3K9 陽性ミクログリアの変化(図 3) 

Naive マウスの脊髄後角表層には HDAC1 陽

性、あるいは陰性の CD11b 陽性ミクログリアが観

察された。PSL 手術後には HDAC1 陽性 CD11b

陽性ミクログリア数は有意に増加したが、トレッド

ミル走はこれらを減少させた。さらに CD11b 陽性

ミクログリアにおけるアセチル化 H3K9 発現は、

PSL-Sedentary マウスでは低値を示したが、トレ

ッドミル走はアセチル化ヒストン H3K9 陽性ミクロ

グリア数を有意に増加させた（図 3）。ミクログリア

は抗炎症性サイトカイン、interleukin-10(IL-10)

を産生/放出することができ、さらに IL-10 遺伝

子のプロモーター領域におけるヒストン H3K9 の

アセチル化は、この転写を高めることが知られて

いる。これらのことより、トレッドミル走によるミクロ

グリアでのヒストン H3K9 の hyperacetylation は、

IL-10 産生を促して炎症性サイトカインの産生を

抑制することで EIH に関与すると考えられる。 
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図3 走運動に対するHDAC1陽性ミクログリア数

(A)と H3K9ace 陽性ミクログリア数(B)の変化 

 

3.結論 

トレッドミル走はNPPを緩和することができ、疼

痛緩和はヒラメ筋の左右差を矯正すると思われ

る。さらにEIHを生み出す神経メカニズムとして、

本研究は脊髄後角ミクログリアでのヒストン H3K9

のアセチル化の関与を示した。慢性痛患者の運

動機能の低下は疼痛を悪化させるだけでなく、

鬱などの精神疾患も招く恐れがある。本研究結

果は、疼痛が原因で起こる筋機能障害を改善す

る新たな介入方法の開発に貢献でき、ひいては

慢性痛患者の QOL の向上に寄与することが期

待される。 
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