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研究成果の概要（和文）：健常ラットの足関節をギプス固定した不動化モデルを用いて、筋に損傷がなくても不動化に
より筋に痛みが生じることを明らかにした。筋痛の発生メカニズムには神経の痛み伝達に関係する神経成長因子やカル
シトニン遺伝子関連ペプチドの関与が示唆された。1日15分の自由運動や20分の温水内自由運動は、この筋痛を一部予
防した。また不動化に陥る前の運動習慣が不動化による疼痛発生に影響を与える可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Both or unilateral ankle joints of intact rats were immobilized by plaster cast. W
e showed that the muscular mechanical hyperalgesia was induced after joint immobilization, without having 
tissue damage at light microscopic level. Nerve growth factor and calcitonin gene related peptide, which a
re involved in pain transmission, may be responsible for this painful condition of the muscle. Free moveme
nt for 15 min a day or free movement in the warm water for 20 min a day partially prevented from developin
g muscular hyperalgesia. Exercise before immobilization might also suppress this muscular pain.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 慢性痛は、炎症のように痛みが続く状態や、
逆に不動化のように刺激が入力されにくい
状態によっても神経系の可塑的な変容によ
って生じることが分かってきている。特に不
動化による場合は、この高齢社会にあって増
加する危険性のある寝たきり状態でも発生
することが考えられ、その発生予防は喫緊の
課題である。我々はこれまでにギプス固定ラ
ットを作成し、固定中の皮膚性疼痛の変化を
調べたところ、すでに固定途中から皮膚性疼
痛が出現することを確認した。また、固定条
件による行動量の違いと痛みの程度にも相
関関係が認められた。そのため、活動量を増
加させることや不活動による筋萎縮予防を
目的とした理学療法がその疼痛発生に抑制
的な影響を与えることを明らかにしてきた。
また皮膚に限らず、筋においても疼痛が固定
開始後早期より出現することを確認してお
り、筋性疼痛発生予防や軽減も重要となって
くる。 
 
２．研究の目的 
関節不動化モデルにおける筋性疼痛に注

目し、①その発生メカニズム、②理学療法が
筋性疼痛発生を予防・軽減するかを明らかに
する。 
 

３．研究の方法 
３－１ 関節不動化モデルにおける疼痛発
生とその発生メカニズムの検討 
 Wister 系雄ラットを用い、ギプス固定を行
う群（固定群、CAST）とギプス固定を行わな
い群（健常群、CON）に分けた。固定群は、
両側あるいは片側の膝関節から足趾基部ま
で足関節底屈位に保持した状態で石膏ギプ
スを巻き、4 週間固定した。ギプスは後肢の
形状変化に伴って緩みが生じたり、かじられ
るなど固定が不十分と判断された場合には
適宜巻き直しを行った。また、浮腫などが生
じないよう注意した。飼育室の照明は、12 時
間ごとに明暗をコントロールし、室温は一定
条件下(23±1℃)とした。また、餌と水は自
由に摂取させた。 
 
（1）関節不動化ラットの皮膚性ならびに筋
性疼痛の行動学的解析 
①皮膚痛覚閾値検査 
疼痛の行動学的解析には固定群 5匹、健常

群 5匹を用いた。 
皮膚痛覚閾値測定には痛み刺激に対する

逃避反応を利用した。刺激強度が 1g, 2g, 4g, 
8g, 12g, 16g, 20g、それ以降は 5g 刻みにな
るよう自作した複数の von Frey Filament（以
下、VFF）を用いて逃避反応が生じる刺激強
度閾値を調べた。左肢をギプス固定した状態
でラットの両後肢を出した状態につりさげ、
把持したラットの足底部にVFF刺激を与えた。
刺激は圧が小さいものから順に与え、
up-down 法を用いた。測定は週 5 回、固定前

から固定後 4週間継続して行い、各肢で 1週
間ごとのデータの平均値を各期間の代表値
とした。 
 なお、本課題研究の後半ではギプスを除去
した状態でラットの両後肢をネットから出
して吊りさげた状態で評価した。 
②筋圧痛閾値検査 
筋圧痛閾値は刺激を一定速度で与えるこ

とのできる Randall-Selitto 装置（圧刺激鎮
痛効果測定装置、Ugo-Basile 社製）を用いて
測定した。ラットはイソフルラン麻酔下で一
時的にギプスを除去し、タオルで保定し、完
全に麻酔から覚醒したことを確認してから
行った。ラットは、刺激を与える後肢を下に
した側臥位とし、下腿内側面の腓腹筋筋腹に
徐々に加圧した。刺激に対して後肢を動かす
などの逃避反応時の圧迫値を記録した。測定
日などは皮膚痛覚閾値と同様とした。なお、
ギプス固定を行った不動肢は測定中も荷重
されないように注意して実験を行った。 
 

（2）ヒラメ筋における組織学的検討 
健常群、固定群それぞれ 5匹を用いた。関

節不動化 4 週間後、イソフルラン吸引麻酔、
ネンブタール腹腔麻酔下にて両側のヒラメ
筋を摘出し、その中央部で 2分割し、トラガ
カントゴムに包理した後、ドライアイスで冷
却したイソペンタン内で急速凍結した。凍結
した筋試料から Cryostat（LEICA CM 1850）
を用いて 10μm 厚の凍結横断切片を作成し、
ヘマトキシリン-エオジン染色後、壊死線維、
中心核線維を確認した。壊死線維は筋細胞内
にマクロファージの浸潤が認められるもの
とした。無作為に抽出した 100 本の筋線維に
対する壊死線維数の割合を求め、これを壊死
線維の発生頻度とした。中心核線維は筋線維
の再生過程にあると考えられている中心核
を持った筋線維を数え、同様に割合を求めた。 
 

（3）腓腹筋における生化学的解析 
健常群、固定群それぞれ 8匹を用いた。関

節不動化 4 週間後、イソフルラン吸引麻酔、
ネンブタール腹腔麻酔下にて両側の腓腹筋
の一部を採取、ホモジナイズし、Nerve growth 
factor（NGF）を ELISA 法にて定量した。 
 

（4）後根神経節における組織学的検討 
①サブスタンス P（SP）含有細胞 
健常群、固定群それぞれ 5匹を用いた。ヒ

ラメ筋摘出後、潅流固定し、L4-6 の後根神経
節（dorsal root ganglion;以下、DRG）を摘
出した。ザンボニ固定液で後固定を行った後、
30% Sucrose で固定液を抜き、L4-6 の DRG を
OCT コンパウンド（Tissue Tek）にて包埋し
た。標本は Cryostat（LEICA, CM1850）にて
縦断方向に 10μm 厚に薄切後、ABC 法を用い
てサブスタンス Pの免疫染色を行った。染色
後、画像を PC へ取り込み、L4-6 の DRG にお
ける全細胞数に対するサブサタンスP含有細
胞数を含有率として算出した。また Scion 



Image にて神経細胞の面積を測定した。 
②カルシトニン遺伝子関連ペプチド（CGRP）
含有細胞 
 L4-6 DRG を SP の免疫染色と同様の手法に
て CGRP の免疫染色を行い、Image J にて全細
胞数と CGRP 含有細胞数ならびに面積を測定
した。CGRP 含有細胞は、健常群 7匹と固定群
3 匹を用い、面積 600μm2 未満を小型細胞、
1200μm2以上を大型細胞、その中間を中型細
胞として各細胞の全細胞に対する割合を調
べた。 
 
（5）統計解析 
 行動学的解析の継時的変化に対しては繰
り返しのある一元配置分散分析を行い、後検
定には Bonferroni 法を用いた。固定群と不
動群の比較には対応のないt検定もしくは対
応のある t検定を用いた。全ての統計手法の
有意水準は 5 %未満とした。 
 
３－２ 関節不動化モデルに対する理学療
法の検討 
（1）事前運動の効果 
Wister 系雄ラット 10 匹に対し左足関節底

屈位でギプス固定を 4週間行ったが、不動化
する前に無作為にトレッドミル走を行う群
（T 群）と行わない群（G 群）に 5 匹ずつ振
り分けた。事前にトレッドミル走を行った T
群は 25 m/s、傾斜 0°で 20 分間トレッドミ
ル上を 5 日間走行させた。G 群はトレッドミ
ル期間に合わせて通常飼育しその後両群と
も足関節を不動化した。 
これらのラットにおける事前運動の効果

は疼痛閾値を行動学的な変化から確認し、
DRG における SP 含有細胞を調べた。 
 

（2）自由運動の効果 
ラット6匹を自由運動を行わない両足固定

群（以下 NG 群、3 匹 6 肢）、自由運動を行う
両足固定群(以下 FG 群、3匹 6肢)に振り分け
た。 
自由運動を行う FG 群は、不動 4 週間のう

ち週 5日間、ギプスを除去し、ケージ内で 15
分間自由運動させた。自由運動には、歩行だ
けでなく、後肢での立ち上がりも含めた。自
由運動の効果は疼痛閾値を行動学的な変化
から確認し、DRG における CGRP 含有細胞率を
調べた。 
 

（3）温水内自由運動の効果 
ラットの右後肢足関節にギプス固定を行

い、無作為に温水内自由運動を行わせた群
（HG 群、6匹）と温水内自由運動を行わせな
かった群（CG 群、5匹）に振り分けた。HG 群
は週 5日、1日 20 分間、キプスを除去し 41℃
の温水内を自由運動させた。足関節固定期間
は 4週間とした。 
温水内自由運動の効果は疼痛閾値を行動

学的な変化から確認し、DRG における CGRP 含
有細胞は、それぞれの対側と比較した。 

さらに、ヒラメ筋の毛細血管数についても
調べた。4 週間の関節不動化後、ヒラメ筋を
摘出し、前述のように横断切片を作成し、ア
ルカリフォスファターゼ染色を行い、筋細胞
周囲の毛細血管数を無作為に選択した筋線
維 50 本から調べた。 
 

（4）統計解析 
 統計解析方法は３-１の方法に順じた。 
 
４．研究成果 
４－１ 関節不動化モデルにおける検討 
（1）関節不動化ラットの皮膚性ならびに筋
性疼痛の行動学的解析 
VFF を用いた皮膚痛覚閾値は、固定群では

0週目は 49.6±19.3 g、1週目 51.4±10.4 g、
2 週目 37.5±6.3 g、3 週目 29.6±5.8 g、4
週目 23.5±4.5 g となり、2 週目以降有意に
低下した(p<0.05、図 1)。また、健常群は順
に46.2±10.4 g、47.5±11.5 g、45.0±9.9 g、
41.8±5.2 g、44.6±6.9 g とほぼ一定であっ
た。3、4週目の健常群と固定群の間には有意
差が認められ、固定群は健常群に比べ有意に
低下した(p<0.01)。 
 筋圧痛閾値検査において、固定群は 0週目
137.5±9.2 g、1 週目 92.4±11.3 g、2 週目
54.2±6.7 g、3 週目 38.7±3. 6 g、4 週目
45.8±6.7 g と 1 週目以降有意に閾値が低下
した（図 2）。健常群では順に 134.1±11.5 g、
137.1±19.2 g、159.7±27.5 g、150.0±36.0 
g、182.9±42.9 g であり、5週間に有意差を
認めなかった。また、1 週目以降の健常群、
固定群の間に有意差を認めた（p<0.01）。 

 

図 1 皮膚痛覚閾値の経時的変化 

 

図 2 筋圧痛閾値の経時的変化 



 

 
（2）ヒラメ筋における組織学的検討 
中心核線維数は固定群では3.6±1.9 %、 健

常群では 2.8±1.0 %であった。また、壊死線
維数は固定群では 0.7±0.6 %、 健常群では
0.3±0.5 %であった。中心核線維数および壊
死線維数共に各群間に有意差は認められな
かった。 
 

（3）腓腹筋における生化学的検討 
 腓腹筋における NGF量は健常群で 47.43 ± 
7.69 pg/mg、固定群で 98.70 ± 20.56 pg/mg
であり、有意差が認められた（p<0.05、図 3）。 
 
（4）DRG における組織学的検討 
①SP の影響 
DRGにおけるSP含有細胞比率は固定群では

13.0±4.7 %、 健常群では 8.9±2.7 %であり、
有意な差は認められなかったが、固定群の含
有細胞比率が高い傾向がみられた。 
②CGRP の影響 
 健常群の DRG における CGRP 含有細胞比率
は、小型細胞4.9±0.7 %、中型細胞1.9±0.6 %、
大型細胞 1.1±0.3 %であった。固定群のそれ
は、小型細胞7.2±1.7 %、中型細胞2.9±0.4 %、
大型細胞 0.5±0.2 %であり、小型と中型細胞
で健常群より増加する傾向にあった。 
  
４－２ 関節不動化モデルに対する理学療
法の検討の成果 
（1）事前運動の効果 
 不動化前の VFF による皮膚痛覚閾値を
100％とした経時的変化は、T群においては 1
週目 141.6±22.3％、2 週目 128.4±21.0％、
3週目 95.2±17.0％、4週目 82.7±19.6％と
なり、1、2 週目と 3、4 週目の間で有意に低
下した(p<0.05)が 3、4 週目に差はなかった
（図 4）。G群は 0週目以降有意な閾値の低下
が認められた (p<0.05)。2から 4週目の時点
で、T 群と G 群を比較すると、2 群間に有意
差が認められ(p<0.05)、T 群の皮膚痛覚閾値
はG群と比較して有意に低下を抑制していた。 
筋圧痛閾値検査において、T群では 1週目  

 

図 4 皮膚痛覚閾値の変化率の経時的変化 
  不動化前のトレッドミル走（T群）により皮膚 

痛覚閾値の低下が抑制された。 
 

図 5 自由運動による筋圧痛閾値変化率の経時
的変化 
 

69.3±4.1 %、2 週目 51.0±9.0 %、3 週目 
37.0±11.2 %、4 週目 42.9±12.9 %であり、
0 週目と比較し 1 週目以降有意に閾値が低下
したものの、1 週目以降には有意差は認めら
れなかった。これに対し、G 群は 0 週目以降
継時的に有意に閾値が低下した。しかし両群
間に差は認められなかった。 
DRG における SP 含有細胞比率は G 群では

13.0±4.7 %であったが、T群では13.5±0.2 %
であり有意差を認めなかった。 
 

（2）自由運動の効果 
 0 週を 100 %とした皮膚痛覚閾値は、FG 群
は1週目98.8±22.4 %、2週目79.7±15.6 %、
3 週目 75.2±9.6 %、4 週目 77.1±15.2 %で
あり、NG 群は、1週目 98.8±22.4 %、2 週目
79.7±15.6 %、3 週目 75.2±9.6 %、4 週目
77.1±15.2 %であった。4 週目の皮膚痛覚閾
値の変化率は2群間に有意差を認めなかった。 
0 週を 100 %とした筋圧痛閾値は、FG 群は

1 週目 88.4±4.4 %、2 週目 77.1±5.3 %、3
週目67.4±4.7 %、4週目65.9±5.2 %であり、
NG 群では、1 週目 82.4±6.9 %、2 週目
76.4±5.5 %、3 週目 62.7±8.7 %、4 週目
58.7±7.7 %であった。4週目の FG 群と NG 群
間において有意差が認められた（p<0.05、図
5）。 
DRG における CGRP 含有細胞数を全細胞数 

 

図 3 腓腹筋内側頭における NGF 含有量 



 

図 6 温水内自由運動による筋圧痛閾値変化率
の経時的変化 

 
に対する割合から示した。その結果、自由運
動を行った FG 群は 3.5±0.7 %、自由運動を
行わなかった NG 群は 10.6±5.2 %であり、両
群間に有意差を認めた（p<0.05）。 
 

（3）温水内自由運動の効果 
0 週目 100 %とした皮膚痛覚閾値は、HG 群

は1週目125.3±24.1 %、2週目87.2±23.0 %、
3週目 82.9±23.6 %、4週目 87.5±18.7 %で、
CG 群は、1 週目 108.1±4.7 %、2 週目
87.3±6.0 %、3 週目 70.6±9.6 %、4 週目
75.9±5.8 %であった。4週目における両群の
値に差はなかった。 
0 週を 100 %とした筋圧痛閾値は、HG 群は

1週目 107.5±13.5 %、2週目 65.5±12.3 %、
3 週目 48.2±8.7 %、4 週目 54.2±12.3 %で
あり、CG 群は 1 週目 77.9±21.8 %、2 週目
53.6±13.3 %、3 週目 46.4±8.5 %、4 週目
40.3±6.3 %であった。4週目における両群の
値には有意差が認められた（p<0.05、図 6）。 
 DRG において染色された CGRP 含有細胞を
100µm2 ごとに分割し CGRP 含有細胞面積の割
合の分布を調べた。その結果 CG 群の分布は
対側の分布に比べ右方向へ偏位した（図 7）。
一方、HG 群の分布は対側の分布と比べ右方向
への偏位は認められなかった（図 8）。 
 また、ヒラメ筋 50 本に対する毛細血管数
は、HG 群は 109.7±17.9 本、HG 群の対側は
105.3±4.1 本、CG 群は 114.4±16.9 本、CG
群の対側は 104.6±19.7 本であり、全ての群
間に有意差は認められなかった。 
 
４－３ まとめ 
 関節不動化モデルにおいて皮膚性疼痛だ
けではなく筋性疼痛が生じることが明らか
となった。その発生メカニズムとして、筋組
織に目立った損傷は認められず、損傷による
疼痛発生は考えにくかった。一方、不動化モ
デルにおいては腓腹筋におけるNGFが増加し
ており、NGF の関与が示唆された。また DRG
中型細胞における CGRP の発現が増加するこ
とが影響している可能性が確認された。 
関節不動化モデルに対する理学療法が筋 

 

図 7 CG 群における CGRP 含有細胞の面積 
分布 

CG-ipsi；ギプス固定側、CG-contra；非固定側 
 

図 8 HG 群における CGRP 含有細胞の面積 
分布 
 HG-ipsi；ギプス固定側、HG-contra；非固定側 
 

性疼痛発生を予防・軽減するかを明らかにす
る目的で、特に運動に着目し種々の理学療法
を試みた。その結果、行動学的評価から筋性
疼痛に対し運動は疼痛発生を部分的に抑制
しうることが確認された。不動化に陥る前に
実施した運動のみで抑制効果がある程度認
められたことは運動習慣の有無に左右され
る可能性があり、その後の疼痛発生の可能性
を予測することに役立つかもしれない。また
不動期間中になるべく運動の機会を持つこ
とが可能であれば、ある程度疼痛抑制が可能
であり、疼痛コントロールに結びつく可能性
が示せた。 
筋性疼痛発生と理学療法による疼痛抑制

メカニズムに関しては、関与因子がある程度
特定できたにすぎず、今後さらなる検討が必
要である。 
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