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研究成果の概要（和文）：本研究では，拘縮の実験動物モデルを用い，関節包と靱帯の変化に由来した拘縮の発
生メカニズムに関わる分子機構を検討した．結果，拘縮の主病態である関節包の線維化はtype Iコラーゲンの増
生に起因した変化で，その産生細胞は筋線維芽細胞であることが示唆された．一方，靱帯には線維化の発生は認
めず，逆にコラーゲン産生が低下することから拘縮の責任病巣としては寄与していないことが明らかとなった．
加えて，拘縮の進行過程で骨格筋に周期的な筋収縮を誘発し，筋ポンプ作用の促進を図る介入実験を行った．結
果，拘縮の標的分子に想定されているHIF-1αの発現が抑制され，線維化の発生も予防できることが明らかとな
った．

研究成果の概要（英文）：In this study, we used an experimental animal model of joint contracture to 
investigate the molecular mechanisms of the contracture derived from changes in joint capsule and 
ligament. As a result, the fibrosis of the joint capsule, which is the main pathology of 
contracture, is a change caused by the increase of type I collagen, suggesting that the producing 
cell is myofibroblast. On the other hand, in the ligament, fibrosis was not observed, and collagen 
production was decreased. Therefore, we guessed that the ligament did not contribute to the 
responsible lesion of contracture. In addition, intervention experiments were conducted to induce 
cyclic muscle contraction in the skeletal muscle during the progress of contracture and to promote 
muscle pumping action. As a result, expression of HIF-1α assumed to be a target molecule of 
contracture was suppressed, and it became clear that occurrence of fibrosis can also be prevented.

研究分野： リハビリテーション科学

キーワード： 拘縮　関節包　靱帯　線維化　標的分子　HIF-1α　理学療法　治療戦略
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
高齢者人口は今後も加速的に増加すると

予想されており，2035 年には総人口の 33.4%
に達すると推計されている．このことは，わ
が国が健康長寿国として発展していること
を表す一方で，障害を抱えながらも長寿を全
うする高齢者が急増する現実的課題も示唆
しており，理学療法学的見地から捉えると如
何にして障害高齢者の QOL を亡くなる最後
の時まで維持させることができるかが重要
な鍵になると思われる．QOL の低下をもたら
す原因は疾病の進展のみならず，その後に起
こる二次障害の影響も大きく，特に関節拘縮
（以下，拘縮）を伴った四肢の変形した無残
な姿は本人のみならず家族も含めた他者に
対しても QOL への影響は大きく，しかも介
護を中心とした日常ケアの実践すら困難な
ものとする．このことは，理学療法士をはじ
めとした医療・福祉専門職の殆どが周知の事
実として認識していることであるが，現実に
は障害高齢者の殆どに拘縮が発生しており，
しかも最近の先行研究では重篤な拘縮を有
した障害高齢者が増加していることが明ら
かになっている．つまり，臨床においては未
だ拘縮の治療に難渋しているといえ，このこ
とは現状の理学療法学的治療戦略の限界を
示している．そのため，拘縮の新たな治療戦
略の開発は不可欠であり，その意味で発生メ
カニズムの分子機構ならびに標的分子を解
明することは極めて重要である． 
 
２．研究の目的 
拘縮の責任病巣の中心は骨格筋と関節包

であり，骨格筋に関してはこれまでの自験例
の検索によって主病態である線維化の発生
メカニズムに関わる分子機構の詳細が明ら
かになっている．一方，関節包に関しても自
験例の検索によって線維化の発生・進行とい
った病態解明は進展したものの，その分子機
構も含めた発生メカニズムの詳細は未だ不
明である．加えて，関節構成体の構成軟部組
織である靱帯に関しては拘縮発生時の病態
すら明らかではなく，拘縮の責任病巣の一部
として寄与しているか否かを検証する必要
がある．そこで，本研究では関節包ならびに
靱帯の変化に由来した拘縮の発生メカニズ
ムの分子機構を明らかにすることを第一の
目的とする．加えて，自験例の骨格筋の検索
結果から，拘縮の主病態である線維化の発生
メカニズムに関わる標的分子として低酸素
誘導因子（hypoxia inducible factor-1α; HIF-1α）
が想定されている．つまり，関節周囲軟部組
織の低酸素状態を緩和し，HIF-1α の発現を抑
制できれば，拘縮の発生予防につながる可能
性がある．そこで，骨格筋の低酸素状態の緩
和が期待できる周期的な筋収縮の誘発によ
る筋ポンプ作用の促進を図る理学療法学的
治療戦略を開発し，その介入効果を検証する
ことを本研究の第二の目的とする． 
 

３．研究の方法 
(1) 関節包の変化に由来した拘縮の発生メ

カニズムの検討 
実験動物には 12 週齢の Wistar 系雄性ラッ

ト 60 匹を用い，両側股・膝関節を最大屈曲
位，足関節を最大底屈位とした状態で 1・2・
4 週間ギプスで不動化する不動群（n=30）と
週齢を合致させた無処置の対照群（n=30）を
設定した．なお，本研究のすべての動物実験
は長崎大学動物実験委員会に実験計画書を
提出し，承認を受けた後（承認番号；
1404161137），本学が定める動物実験指針に
準じ，先導生命科学研究支援センター・動物
実験施設で実施した． 
各不動期間終了後は三種混合麻酔薬の腹

腔内投与によって各ラットを麻酔し，両側の
膝関節を採取した．そして，Morse 液脱灰処
理を行った膝関節組織のパラフィン包埋標
本を作製し，type I・III コラーゲン mRNA 陽
性細胞を In situ hybridization（ISH）法にて検
索した．また，α-smooth muscle actin（α-SMA）
に対する免疫組織化学染色を実施し，コラー
ゲン合成能が高い筋線維芽細胞の動態を検
索した． 
 
(2) 靱帯の変化に由来した拘縮の発生メカ

ニズムの検討 
 実験動物には 12 週齢の Wistar 系雄性ラッ
ト 31 匹を用い，両側股・膝関節を最大屈曲
位，足関節を最大底屈位とした状態で 2・4
週間ギプスで不動化する不動群（n=18）と週
齢を合致させた無処置の対照群（n=13）を設
定した．各不動期間終了後は三種混合麻酔薬
の腹腔内投与によって各ラットを麻酔し，両
側の前十字靭帯を採取した．そして，左側試
料は real time reverse transcription polymerase 
chain reaction（以下，real time RT-PCR）法に
供し， type I・III コラーゲン mRNA 発現量
を検索した．一方，右側試料は加水分解処理
を行った後にコラーゲン特有の構成アミノ
酸であるヒドロキシプロリンの定量を行い，
コラーゲンタンパク量の検索を行った． 
 
(3) 筋ポンプ作用の促進を図る理学療法学

的治療戦略の介入効果の検討 
実験動物には 8 週齢の Wistar 系雄性ラット

29 匹を用い，無処置の対照群（n=10），両側
足関節を最大底屈位とした状態で 4 週間ギプ
スで不動化する不動群（n=8），不動の過程で
1Hz の刺激周波数による 60 分間の電気刺激
（週 5 日）によってヒラメ筋に周期的な筋収
縮を誘発し，筋ポンプ作用の促進を図る電気
刺激群（n=11）を設定した．そして，4 週間
の実験期間終了後は両側のヒラメ筋を採取
し ， HIF-1α ， transforming growth factor-β
（TGF-β），α-SMA，type I・III コラーゲンと
いった線維化関連分子の動態を real time 
RT-PCR 法で検索した． 
 
 



４．研究成果 
(1) 関節包の変化に由来した拘縮の発生メ

カニズムの検討 
関節包における type IコラーゲンmRNA陽

性細胞数は各不動期間とも不動群は対照群
より有意に高値を示し，不動期間依存的な増
加が認められた（図 1）．しかし，type III コ
ラーゲン mRNA 陽性細胞数は各不動期間と
も不動群と対照群の間に有意差は認められ
なかった（図 2）．加えて，関節包における筋
線維芽細胞数は各不動期間とも不動群は対
照群より有意に高値を示し，不動期間依存的
な増加が認められた（図 3）． 

以上の結果から，関節性拘縮の主病態であ
る関節包の線維化は type I コラーゲンの増生
に起因しており，その産生細胞は筋線維芽細
胞である可能性が示唆された． 

(2) 靱帯の変化に由来した拘縮の発生メカ
ニズムの検討 

前十字靱帯における type I・III コラーゲン
mRNA 発現量は不動 2・4 週後とも不動群は
対照群より有意に低値を示した（図 4, 5）．一
方，コラーゲンタンパク量は不動 4 週後のみ
不動群が対照群より有意に低値を示した（図
6）． 
以上の結果から，前十字靱帯を構成するコ

ラーゲンは遺伝子レベルでは不動 2 週後から，
タンパクレベルでは不動 4 週後からその発現
量が低下することが明らかとなり，このこと
は不動によって靱帯は脆弱化する可能性が
あることを示唆している．つまり，前十字靭
帯はラット膝関節屈曲拘縮の責任病巣とし
てさほど重要な影響をおよぼしていないと
推察される． 

60

50

40

30

20

10

0
421 w eeks

Ra
te
 o
f t
yp

e 
I c
ol
la
ge
n 
m
RN

A 
po

si
tiv

e 
ce
lls
 (%

)

*

#*

†#*
対照群

不動群

*；対照群との有意差，#；不動1週との有意差，†；不動2週との有意差

図1 type I コラーゲンm RN A陽性細胞の変化
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図2 type III コラーゲンm RN A陽性細胞の変化
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図3 筋線維芽細胞の変化

図4 type I コラーゲンm RN A発現量の変化

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0
42 w eeks

ty
pe

 I 
co
lla
ge
n 
m
RN

A 
/ 

β-
ac
tin

 m
RN

A

*

対照群

不動群

*；対照群との有意差

0.2

*

図5 type III コラーゲンm RN A発現量の変化

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0
42 w eeks

ty
pe

 II
I c
ol
la
ge
n 
m
RN

A 
/ 

β-
ac
tin

 m
RN

A

*

対照群

不動群

0.2

*

*；対照群との有意差

図6 コラーゲンタンパク量の変化
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(3) 筋ポンプ作用の促進を図る理学療法学
的治療戦略の介入効果の検討 

まず，今回の介入によって HIF-1α の発現
が抑制できるかを検証した．その結果，
HIF-1α mRNA 発現量は不動群が対照群よ
り有意に高値を示し，電気刺激群は不動群よ
り有意に低値を示した．また，電気刺激群と
対照群との間にも有意差は認められなかっ
た（図 7）．つまり，不動の過程で周期的な筋
収縮を誘発し，筋ポンプ作用の促進を図るこ
とで，不動によって惹起される骨格筋の低酸
素状態が緩和され， HIF-1α の発現が抑制さ
れることが明らかとなった． 
次に，TGF-β や α-SMA，type I・III コラ

ーゲンといった線維化関連分子の mRNA 発
現量についても検討した．その結果，いずれ
の分子とも不動群は対照群より有意に高値
を示したが，電気刺激群は不動群より有意に
低値を示し，TGF-β と type III コラーゲンの
mRNA 発現量に関しては，対照群との有意
差も認められなかった（図 8～11）． 
 以上の結果から，拘縮の主病態である線維
化の発生メカニズムに関わる標的分子の一
つは HIF-1α であることは間違いないといえ
よう．そして，周期的な筋収縮の誘発による
筋ポンプ作用の促進といった理学療法学的
治療戦略は，骨格筋における HIF-1α の発現
抑制ならびに線維化の発生予防に効果があ
ることから，拘縮の新たな治療戦略の一つに
位置付けることができると思われる． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図7 HIF-1α mRNA発現量の変化
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図8 TGF-β mRNA発現量の変化

図9 α-SM A m RN A発現量の変化
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図10 type I コラーゲン m RN A発現量の変化
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図11 type III コラーゲン m RN A発現量の変化
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