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研究成果の概要（和文）：10週齢ラットを以下の5群に分類した。正常群、シャム群、膝関節固定群、脊髄神経結紮(SN
L)群、SNL+膝関節固定群。この5群において機械的アロデニアや膝拘縮の程度を比較し、ニューロペプチドや炎症性サ
イトカインの発現について組織学的、遺伝子学的に調査した。その結果、外科的侵襲も関節の不動化も単独ではアロデ
ニアや関節拘縮を増悪させなかったが、神経損傷を追加すると有意にアロデニアが悪化した。NGFや他の炎症性サイト
カインは脱神経筋のみならず、神経支配領域を越えて広がっていた。CRPSに伴う拘縮では膝関節周囲筋でTGFβの高発
現を認めた。

研究成果の概要（英文）：Ten-week-old male Wistar rats were assigned to 5 groups: a normal group receiving 
no treatment; a sham operation group with exploration of the left L5 nerve root, femur, and tibia; an immo
bilization group with surgical exploration plus internal knee joint immobilization; a surgical neuropathy 
group prepared by spinal nerve ligation (SNL) of the left L5 nerve root; and a surgical neuropathy + immob
ilization group with simultaneous SNL and knee joint immobilization. Mechanical allodynia and knee contrac
ture were compared between groups, and tissues were harvested for histological assessments and gene and pr
otein expression analyses. Neither surgical procedures nor immobilization induced detectable mechanical hy
persensitivity, while addition of nerve injury resulted in detectable mechanical allodynia. Nerve growth f
actor (NGF) and other mediators of neurogenic inflammation were highly expressed not only in denervated mu
scles, but also in innervated muscles in contiguous areas.
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 本邦のＣＲＰＳ患者において、75.4％
に関節拘縮が発生している（Sumitani et al. 
2010,Pain）。 
関節拘縮はＣＲＰＳ患者における症状と

しては浮腫（84.1％）、筋力低下（83.1％）
に次いで多く認められている。ＣＲＰＳ以外
の疼痛性疾患における関節拘縮の発生頻度
31.5～46.6％とは大きく異なり、本邦におけ
るＣＲＰＳの判定指標の一つに挙げられて
いる。 
 

(2) 神経障害に伴う関節拘縮では、筋の異
常な緊張が拘縮発生に関与している。 
関節拘縮の発生機序は多種多様であるが、

神経障害に伴う関節拘縮では筋の異常な緊
張による短縮が先行して生ずる事が近年の
研究により分かってきた。ＭａｃＤｏｎａｌ
ｄらは脊髄損傷患者の足関節において腓腹
筋の緊張が健常者に比べて有意に亢進して
いることを報告している（Ｊ Ｂｉｏｍｅｃ
ｈ 2005）。また、Ｎｉｋｏｌａｏｕらは出生
直後のマウスを用いて腕神経叢損傷モデル
を作成し、関節拘縮の原因を調査した結果、
上腕筋と上腕２頭筋の短縮により肘屈曲拘
縮がおこり、肩甲下筋の短縮により肩内旋拘
縮が発生したと報告している(ＪＢＪＳ ２
０１１)。しかしながら、ＣＲＰＳにおいて
は、なぜ高度かつ難治性の関節拘縮が起こる
かは、まだ十分には解明されていない。 
 

(3) 逆に、不動化によって疼痛は悪化する。 
長期の不動化は筋や骨の萎縮、関節拘縮を

招くだけで無く、疼痛を悪化させる。Ｔｅｒ
ｋｅｌｓｅｎらはヒトの前腕を固定するこ
とで、寒冷及び機械刺激に対する知覚過敏を
引き起こすことを報告している（Ａｎｅｓｔ
ｈｅｓｉｏｌｏｇｙ 2008）。ＣＲＰＳにおい
て calcitonin gene-related peptide(CGRP)
と substance P(SP)が高値を示すことは多々
報告されているが、Ｎｉｓｈｉｇａｍｉらは
不動化だけでも後根神経節（ＤＲＧ）及び脊
髄後角におけるＣＧＲＰが髙発現し、疼痛に
関与していると報告している(Neurosci lett 
2009)。 
 

(4) ＣＧＲＰの発現はＮＧＦによっても
regulate されている。 
ＲｕｉｚらはＮＧＦをラット坐骨神経内

に直接投与すると、行動学的には温度覚の知
覚過敏を認め(2004 Brain Res)、後根神経節
内において大径のＣＧＲＰ陽性細胞の割合
が増加すること報告している(2005 Brain 
Res)。ＮＧＦは成人において侵害受容や炎症
の感作において重要な仲介役を担っている。 
 

(5) ＮＧＦは損傷神経だけで無く、損傷組
織周辺の皮膚、皮下、筋膜及び筋にも髙発現
する。 

神経内においては軸索やfibroblasts又は
Ｓｃｈｗａｎｎ細胞にはＮＧＦreceptor の
発現を認めているが、神経以外でも皮膚や筋
及び筋膜を切開した場合に、行動学的に疼痛
反応を示すと共に、切開周辺組織においてＮ
ＧＦタンパク及びＮＧＦｍＲＮＡが髙発現
している。 
 

(6) ラットＣＲＰＳモデルに関節固定を追
加すると、アロデニアと拘縮の悪化を認める。 
我々の先行研究において、片側Ｌ５神経根

を結紮の後に切離する修正Chungモデルを作
成し、膝関節固定を追加した群と修正 Chung
モデル単独群における疼痛行動を von Frey 
filament test で比較した結果、膝関節固定
を追加した場合に疼痛閾値が有意に低下し
た。 
(7) 修正 Chung モデルに膝関節固定の追加
により固定除去後も関節拘縮が悪化する。 
修正 Chungモデル単独群と膝関節固定を追

加した群に分けて、膝関節の可動域を重錘法
を用いて測定した。Chung モデル単独時より
も、膝関節固定を追加した場合に有意に拘縮
が強い結果を得た。 
 

(8) 膝関節周囲の筋内にＮＧＦが髙発現し
ている 
修正 Chungモデル単独でも大腿四頭筋内にＮ
ＧＦの発現を認めたが、膝関節固定を追加し
た群では L5 神経支配ではない大腿四頭筋内
にＮＧＦの髙発現を認めた。正常コントロー
ルではＮＧＦの発現は僅かにしか認めなか
った。 
 
(9) NGFmRNA は関節固定の追加により患
側・健側共に坐骨神経内で発現レベルが亢進
している 

  NGFmRNA の発現は、Chung モデルに膝関節固
定を追加した群では、坐骨神経内では健側・
患側共に亢進していた。L5 神経根結紮切離に
不動化を加えることで、L5 支配領域を超えて、
脊髄・脳の反応を介し、筋由来の NGF が疼痛
及び拘縮の増悪に関与している可能性が示唆
された。更に、神経損傷部、後根神経節いず
れのレベルでも筋内の NGF 発現レベルの変動
と連動してテトロドトキシン（TTX）感受性ナ
トリウムチャンネルや ATP 受容体チャンネル
の発現亢進や TTX 抵抗性ナトリウムチャンネ
ルの発現低下など神経障害性疼痛関連遺伝子
の発現変動が生じていた。 
 
２．研究の目的 
 
これまでの解析より、ラットＣＲＰＳモデ

ルに膝関節固定を同時に行うことで、高度な
拘縮、知覚過敏そして大腿四頭筋内にＮＧＦ
の髙発現がみられた。 
CRPS モデルに不動化を追加することで筋

の過緊張と中枢神経系の関与を明らかにす
る。 



更に、NGF 中和抗体による効果を解析するこ
とで CRPS と不動過モデルにおいて疼痛およ
び関節拘縮の増悪機序におけるNGFの役割を
解明することが今研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
 
健常ラット normal group としての N 群、

神経障害性疼痛 model として、SNL を行った
S群、SNLと膝関節屈曲位内固定を併施した、
S+I 群の 3群を作成した。  
評価としてフォンフライヘアテスト、病理

組織の鏡検を行い、免疫染色による NGF の発
現局在評価、ELISA による炎症性サイトカイ
ンの発現量測定を行った。 
 
マッソントリクローム染色 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
免疫染色（NGF;DAB 法） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
 
von Frey test では、S 群と S+I 群は 2 週

目以降疼痛閾値が有意に低かった。 S+I 群で
は、2 週目以降も疼痛閾値の低下が遷延して
いた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

マッソントリクローム染色を行ったラッ
ト大腿部の病理標本で画像解析を行い、筋組
織と線維組織の面積を測定した。S+I 群で、
線維組織面積は有意に増加していた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

これらの結果から、不動化が関節拘縮の発生
要因であり、筋性拘縮の原因は筋線維間や、
筋膜組織の線維化が招く筋の弾性低下であ
ると考えられた。 
次に、免疫染色で NGF 発現の局在を確認し

た。  
膝関節周囲組織において N 群では、NGF 発

現が確認できる筋組織はほとんど存在しな
かったが S群では皮下に近い部位、骨に近い
部位や筋萎縮のある部位でNGF発現を認めた。
S+I 群でも同様に発現を認めたが、全体的に
発現が強い印象で、また、大腿部に強い発現
がみられる傾向にあった。 
ELISA では NGF においては、N群、S群、S＋I
群の順に発現量の増加を認めた。特筆すべき
点として、L５神経根の支配領域外である、
大腿四頭筋でも発現量の増加を認めた。また、
健側の大腿四頭筋においても発現量の増加
を認めた。 
NGF のほか、pro-inflammatory cytokine

の調査も行った。TNF-α においても同様に、
発現量の増加を認めたが、健側での上昇は認
めなかった。 
CGRP、サブスタンス P、IL-1β、IL-6 にお

いても TNF-αと同様の結果であった。 
組織形態学評価において、組織の線維化が進
んでいたことから、TGF-β1 の発現量も調査
した。これも、他のサイトカインと同様の発
現量増加を認めた。 
NGF の影響を確認するために、中和抗体を

使用後疼痛閾値の評価を行った。 
中和抗体を投与すると、投与後1週間程度は、
疼痛が軽減することが判明した。 
mRNA 測定においても、中和抗体を用いると、
NGF の発現量が低下していた。 
  
 
 
 
 
 



術後2週目の同側ハムストリングスにおける
各種ニューロペプチドと炎症性サイトカイ
ンのタンパクレベル(ERISA) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
考察 
 
近年 CRPS の発症、維持に不動化の関与が

示唆されており、今回の結果からも、神経障
害後の疼痛は不動化によってさらに助長さ
れると考えられた。  
拘縮の原因は様々だが、今回の結果から



CRPS 初期の関節拘縮の主たる要因は筋膜組
織や結合織だと思われる。 
Chung らは、関節の屈曲位固定を行った場

合、屈筋間の線維組織量は有意に多いことを
示しており、CRPS に限らず関節の不動化が組
織の線維化亢進を招くことを示している。 
炎症性サイトカイン以外に、TGF-β1 の発

現もS+I群が有意差をもって上昇しているこ
とから、不動化の影響は、痛覚過敏の加速や、
異常痛の拡散のみならず、線維化の亢進もも
たらすことが判明した。 
拘縮の発生は筋性要因によるところが大

きいことに加え、S群に関節拘縮は存在せず、
S+I 群も疼痛反応が有意に強いことから、神
経損傷と拘縮は個々に発生したうえで疼痛
反応に関与していると考えられた。 
高橋らはニューロトレーサーを用いて綿

密にラット神経根の支配領域を調査し、L５
神経根の支配領域に大腿四頭筋は含まれて
いないことを示している。我々は今回、NGF
をはじめとする、neuro-peptide や炎症性サ
イトカインが神経支配領域外の骨格筋に過
剰発現していることを突き止めることがで
きた。また、既存の報告と同様に、NGF 中和
抗体を用いると痛覚過敏が抑制されること
から、痛みの広がりにおいて、NGF は他のサ
イトカインよりやや大きい役割を持ってい
ると考えられた。 
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