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研究成果の概要（和文）：筋性疼痛（機械痛覚過敏）の末梢性機構を解明するため、筋由来

神経成長因子（NGF）の役割を解析した。遅発性筋痛では、伸張性収縮（LC）負荷中に筋よ

り遊離されるブラジキニンが B2受容体を活性化し、筋における NGF産生を高め、この NGF

が筋細径線維受容器の機械感受性を高めることを明らかにした。他の筋痛モデルでは、繰

り返し寒冷ストレス（RCS）の筋機械痛覚過敏には筋 NGFの関与はなく、脊髄神経損傷モデ

ルでは関与していることを明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：To clarify the peripheral mechanism of muscular mechanical 

hyperalgesia, we analyzed roles of nerve growth factor (NGF) produced in the muscle in a 

few muscular pain models. We demonstrated that delayed onset muscle soreness was a 

result of sensitization of thin-fiber receptors by NGF that was up-regulated in the muscle 

after activation of B2 bradykinin receptors during exercise. We also demonstrated that 

NGF was not involved in muscular mechanical hyperalgesia in the repeated cold stress 

model, whereas it was involved in the spinal nerve ligation/cut model. 
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１．研究開始当初の背景 

  筋性疼痛は頻度が高く、医療上大きな問

題である。しかし、表面痛と比べて研究が

遅れている。また、筋性疼痛の多くは非炎

症性であるにもかかわらず、多くの研究は

炎症モデルか、外的に炎症メディエーター

を投与することによる筋性疼痛をモデルと

して研究されてきた。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。ちなみに本症は以前には炎症だ

とされていたが（Aust. J.Sci. Med. Sport 26 

(3-4):49-58, 1994）、最近次第に否定的な報

告が多くなっている。申請者はそのモデル

を筋神経の電気刺激を用いた伸張性収縮負
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荷により作成した。申請者らは、筋機械逃

避反応閾値測定法を実験的（Somatosens. 

Mot. Res. 22:299-305, 2005）及び有限要素法

を用いたコンピューターシミュレーション

法により検討し、①覚醒動物で筋機械痛覚

過敏を測定する方法を確立し、②伸張性収

縮負荷後 1 日目から 3 日目まで機械痛覚過

敏が生じることを明らかにした（Taguchi et 

al. J. Physiol. 2005）。また③取り出し標本に

よる筋細径線維受容器活動の解析法を確立

し、機械痛覚過敏がピークである④運動後

2 日目の筋において、細径線維受容器の機

械感受性が亢進していることを明らかにし

た(J. Neurophysiol. 2005）。さらに、運動前

に投与したシクロオキシゲナーゼ（COX）

2 阻害剤やブラジキニン B2 受容体拮抗薬

が遅発性筋痛発生を抑制することを見出し、

⑤運動中に生じるブラジキニンや、おそら

くそれによって誘導された COX2 によっ

て産生されたプロスタグランジンが、遅発

性筋痛を生じる過程の引き金をひく、と言

う結果を得ていた。しかし、これらの実験

結果からは、何が機械痛覚過敏を生じる物

質か不明のままであった。一方、神経成長

因子(NGF)が筋細径線維受容器を感作し、

筋痛覚過敏を起こす物質として注目されて

いた(Pain 114: 168-176, 2005、IASP Research 

Symposium in Aalborg, 2007.5、J. Orofac. Pain 

20 :325-336, 2006)。申請者らも NGF が遅発

性筋痛における感作物質である可能性を示

唆する結果を得ていたが、さらなる検討が

必要な状態であった。 

NGF は神経因性疼痛モデルにおいて後

根神経節細胞で増加し、また慢性の線維筋

痛症患者の髄液中でも増加していることが

報告されており、炎症以外の病態での役割

が示唆されている。しかし、これらの病態

における NGF の起源は不明である。一方、

筋における NGF 産生は、筋神経の切断や

伝導遮断（Neurosci.Lett. 132: 5-7, 1991）、

筋の虚血（Neurosci.Lett. 323:109-112, 2002）

によっても生じるという報告がある。しか

し、これらの報告は多くの研究者の目には

とまらなかったらしく、筋の NGF は埋も

れたままであった。このようにして産生さ

れた NGF が筋性疼痛に関与していること

を明らかにすることは、今まで不明であっ

た炎症以外の筋性疼痛の理解を高め、治療

方策を立てる上で大いに役立つと考えられ、

本研究を申請した。 

 

２．研究の目的 

筋性疼痛、特に機械痛覚過敏（圧痛）の

末梢性機構を解明することが大きな目的で

ある。その中で本研究は、最近申請者らの

グループが遅発性筋痛モデルを用いて発見

した、筋由来 NGF の役割を解明すること

が目的である。より具体的には次の 2 点を

明らかにすることを目的とする。 

１）非炎症性疼痛（神経因性疼痛等）への

筋由来 NGF の関与の有無を明らかにする。 

２）筋由来 NGF がどのような機構を介し

て筋痛覚過敏を引き起こすか、その末梢性

機構を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

イ) 伸張性収縮(LC)負荷方法 

 Taguchi らの方法（J.Physiol.2005）に則

って実施した。 

ロ）繰り返し寒冷ストレス負荷法 

 Nasu らの方法（Eur.J.Pain 2010）に則っ

て実施した。 

ハ）L5 脊髄神経結紮・切断法 

麻酔下で SD ラットの L5 脊髄神経を結

紮・切断し、脊髄神経結紮・切断モデル

(Chung モデルの改変、Pain 9: 369-376, 

1994)を作成する。切断した神経の支配筋で

NGF が増大することを予想するので、L4

脊髄神経が主たる支配神経である筋として

長指伸筋を、L5 が主として入っている筋と

して腓腹筋を取り出し、NGF を測定した。 

ニ）筋逃避反応閾値測定法 

 太いプローブ(直径 2.6 mm)を装着した

Randall-Selitto 装 置 を 用 い て 測定 した

（Nasu et al., Eur. J. Pain, 2010）. 

ホ）筋―神経標本からの単一神経記録法 

 Taguchi ら (J.Physiol.2005)の方法によっ

て実施した。 

ヘ）RT-PCR および ELISA 法 

 PCRに用いたNGFのプライマーは、sense: 

5’-ttcggacactctggatttagact-3’; antisense: 

5’-gatttggggctcggcacttg-3’である。NGFの

ELISAはNGF Emax ImmunoAssay System

（Promega）を用いて実施した。 

 

 



 

 

ト）培養後根神経節細胞のパッチクランプ法 

 生後二週間以内のラットから後根神経節

細胞を採取し、１－２日間培養した。小型細

胞から whole cell patch clamp 記録を行い、

ガラス棒で～5m 押した時に生じる機械感受

性電流を記録した。 

 

４．研究成果 

イ) 遅発性筋痛モデルにおける NGFの関与 

① 伸張性収縮負荷の筋における NGF蛋白の

発現を ELISAで調べたところ、mRNAとほぼ同

じ運動負荷１２時間後にピークを持ち２日

目まで続いて増大を示した(図１)。 

 

 

 

 

 

 

 

図１．NGF増大の時間経過 （A: mRNA, B:ELISA） 

②短縮性収縮(SC)、伸張(Str)では痛覚過敏

および NGF発現増大は見られなかった。 

 

 

 

 

 

 

 
 
図２．短縮性収縮では筋痛覚過敏も筋 NGFｍRNA の増大

も生じなかった。 

③痛覚過敏が最も顕著な伸張性収縮負荷２

日後に抗 NGF抗体を筋注したところ、筋機械

痛覚閾値は３時間後からほぼ運動負荷前の

値に戻り、その後同じレベルに止まった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３．抗 NGF 抗体の筋注は筋機械痛覚過敏を減弱した。 

④NGF の筋注は用量依存的に筋機械痛覚過敏

を引き起こした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4．NGFの筋注は用量依存的に機械痛覚過敏を生じた。 

 

⑤ 筋―神経標本より細径線維受容器の単

一神経活動を記録し、その受容野近傍に NGF

を投与したところ、１０～２０分後から機械

反応閾値は低下し、反応の大きさは増大した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５．NGFの筋注により筋細径線維受容器の機械刺激に

対する反応閾値は低下し（C）,反応の大きさは増し

た（D） 
 

⑥ブラジキニン B2 受容体拮抗薬である

HOE140 の運動前皮下投与は、遅発性筋痛発現

を完全に抑えた。これと一致して、NGF 発現

増大を抑制した。 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

図６．B２受容体阻害薬の運動負荷前投与は、遅発性筋

痛の発現を抑制し、NGF発現増大も抑制した。 
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⑦NGF を産生する細胞については、筋細胞で

ある可能性について培養筋細胞を用いて、ま

た そ の 他 の 可 能 性 も 含 め て in situ 

hybridization により検討した。培養筋細胞

も収縮負荷により NGFを産生できることが判

明した。また in situ hybridization では血

管平滑筋細胞でメッセージの増大が見られ

た。筋細胞での増大の有無については、現在

再検討中である。 

 これらのことより、遅発性筋痛は、運動中

に筋から遊離されるブラジキニンが B2 受容

体を介して筋における NGF産生を高め、この

NGF が筋侵害受容器の機械感受性を高める結

果、筋機械痛覚過敏が生じたものと考えられ

る。 

 

⑧一方、運動前に投与した COX-2 阻害薬は遅

発性筋痛の発現を完全に抑制するが、NGF 発

現増大を抑制しなかった。この結果は予想と

は異なり、COX-2 は NGF 発現には関わってい

ないと考えられた。 

 

図７．COX-2 阻害薬は NGF 発現増大を抑制しなかった。 

 

⑧COX-2 阻害薬で発現が抑制される物質を探

したところ、NGF と同じ時間経過で発現増大

するグリア細胞由来神経栄養因子（GDNF）が

見出された。 

 

 

 

 

 

 

 
図８．伸張性収縮負荷（LC）後 12hr～1 日後まで GDNF

ｍRNAは発現が増大した。 

 

⑨GDNF の筋注は用量依存的に痛覚過敏をお

こし、抗 GDNF 抗体は伸張性収縮負荷２日後

の機械痛覚過敏を有意に減弱した。 

 

⑩COX-2 で産生されたプロスタグランジンが

どの受容体を介して遅発性筋痛を起こして

いるかを、EP1,3,4の受容体拮抗薬および EP2 

ノックアウトマウスを用いて調べた。運動前

に投与した EP1,3,4受容体拮抗薬はいずれも 

遅発性筋痛の発現を抑制することができな

かった。一方、EP2 ノックアウトマウスでは

遅発性筋痛は発現しなかった。 

 以上のことから、遅発性筋痛を起こす経路

には、ブラジキニン -B2 受容体 -NGF と 

COX-2-EP2 受容体-GDNF の２つの経路がある

ことが明らかになった。 

 

ロ）繰り返し寒冷ストレス(RCS)モデルにお

ける筋 NGFの役割 

 RCS（室温～4℃）5日間負荷後、筋機械痛覚

過敏は３週間後まで観察された。1，2，3，4，

5 週の時点で採取した腓腹筋、長指伸筋、僧

帽筋、上腕三頭筋のいずれにおいても、NGF 

mRNAの有意な増加は見られなかった。従って、

このモデルにおける筋機械痛覚過敏に、NGF

は関与していない可能性が高いと考えられ

る。 

 

ハ）L5 脊髄神経結紮・切断による神経障害性

疼痛における NGFの役割 

 この方法による神経傷害によって、３週間

以上にわたって筋機械痛覚過敏が観察され

た。最も強く痛覚過敏が現れたのは、主とし

て L5 後根神経節からの神経支配を受けてい

る腓腹筋内側頭であった。L5 脊髄神経結紮・

切断手術から 10日目に腓腹筋内側頭に抗 NGF

抗体を筋注したところ、３時間後から腓腹筋

内側頭の機械逃避反応閾値は 60％程度回復

し、その後観察を続けた間（約２週間）ずっ

とその状態を維持した。しかし、同側の長指

伸筋の機械痛覚過敏は影響を受けなかった。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

図９．SNL 手術後低下した筋機械逃避反応閾値は、抗Ｎ

ＧＦ抗体の筋注 3時間後から有意に回復した。 



 

 

 

この結果から、この神経障害性疼痛のモデ

ルにおいて、NGF は筋局所で痛覚過敏を引き

起こしていることが示された。NGF 産生細胞

の同定は現在進行中である。 

 

ニ）培養後根神経節細胞における機械電流の

ブラジキニンよる増強 

 1～5 m の変位に対し、変位量依存的な電

流が観察された。電流のパターンには速順

応型（時定数<5 ms）、中間型(時定数 5-50 

ms)、遅順応型(時定数>50 ms)の３種類が存

在した(図 10)。いずれの電流を持つニュー

ロンもブラジキニン 10-8 M１分間投与によ

って増強された。この増強はパッチピペッ

ト内の GTP 濃度が 0.2 mM の場合より 2mM

の場合のほうが、増強される細胞の割合,

増強程度も大きかった(図 11)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 1０．機械感受性電流の大きさは、偏位量に比例して 

大きくなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 11．機械感受性電流の増大は、細胞内 GTPが高いとよ

く見られた。 
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