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はじめに 

 
長期臥床やギプス固定などの関節の不動は

関節拘縮（以下，拘縮）を引き起こし，ADL や

QOL の低下につながる．そして，先行研究によ

ればこの拘縮の責任病巣の中心は骨格筋にあり，

その主な病態は骨格筋の伸張性低下といわれて

いる 1）．骨格筋の伸張性低下は，コラーゲンから

構成される筋膜の変化に由来するところが大きく，

具体的には，不動状態に曝らされた骨格筋では

コラーゲン含有量が増加し，筋周膜や筋内膜に

は肥厚が認められるという 2）．つまり，不動によっ

て骨格筋にはコラーゲンの増生に伴う線維化が

発生し，このことが伸張性低下の一因になってい

る可能性が高い 2）．しかし，不動による骨格筋の

線維化の発生メカニズムに関しては，その詳細

は明らかになっていない． 
一方，肺線維症や肝硬変などに代表される内

臓器の線維化の発生メカニズムに関しては分子

レベルにまで掘り下げられて解明が進んでいる．

具体的には，内臓器の線維化は炎症が発端とな

ることがほとんどで，このイベントが線維芽細胞を

刺激し，線維化の主要サイトカインとされるトラン

スフォーミング増殖因子（ transforming growth 
factor；以下，TGF）-β の発現増加を促すといわ

れている 3）．そして，TGF-β が線維芽細胞を活性

化し，コラーゲン産生を促すとともに，線維芽細

胞の亜型である筋線維芽細胞への分化も促し，

コラーゲン産生は加速するとされている 4)．また，

最近の研究によれば，線維芽細胞が筋線維芽

細胞へ分化する過程においては低酸素状態が

その促進因子として深く関与していることが明ら

かになっている 5）． 
一方，不動に伴う骨格筋の線維化に関しても

炎症に起因する点を除けば，前記した内臓器の

線維化の発生メカニズムに類似した変化が認め

られるとした報告が散見される．例えば，Hondaら
6)は 1 週間という短期の不動でラットヒラメ筋には

TGF-β mRNA の発現増加が認められたと報告し

ている．また，組織の低酸素状態を示唆する低

酸素誘導因子（hypoxia inducible factor；以下，

HIF）-1α に関しては mRNA レベルでも，タンパ

クレベルでも 4 週間という比較的長期の不動によ

ってラットヒラメ筋で発現増加が認められている 6），

7)．そして，骨格筋の線維化は不動期間の影響を

受けることも明らかになっており，特にラットヒラメ

筋を検索材料とした報告では不動 4 週後までは

その期間に準拠して線維化も顕著なものになる

とされている 8)．つまり，以上のような先行研究の

結果を踏まえると，不動によって骨格筋の低酸素
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状態が惹起されることが線維化の進行に直接的

に影響していると推察される． 
そこでわれわれは，不動化した骨格筋に対し

て何らかの刺激を加えることで低酸素状態を緩

和することができれば，線維芽細胞が筋線維芽

細胞へ分化するのを防ぎ，線維化の発生を抑制，

ひいては拘縮の進行抑制につながるのではない

かと仮説を立てた．そして，具体的な理学療法学

的方法としては電気刺激による筋収縮の誘発に

着目した．電気刺激の効果には疼痛軽減や筋

力増強などがあるといわれているが 9)，拘縮に対

する効果に関しては報告の数が少ないのが現状

である．その中で，沖ら 10)は 10Hz の電気刺激に

よって 1 日 5 分間ラットヒラメ筋に単収縮を誘発し，

これを週 3 回の頻度で実施すると，不動によって

惹起されるヒラメ筋内の結合組織の増生ならびに

その伸張性低下が軽減したと報告している．しか

し，この報告では骨格筋の線維化のメカニズムに

関与すると思われる各種標的分子の動態変化に

対する電気刺激の影響については明らかにされ

ていない．  
そこで，本研究では不動の過程において電気

刺激を用いて周期的な単収縮を誘発することが，

骨格筋の線維化にどのような影響を及ぼすのか

を明らかにするため，線維化の標的分子の動態

変化から検討した． 
 

材料と方法 

 

1．実験プロトコル 

1） 実験動物 
実験動物には 8 週齢の Wistar 系雄性ラット 20

匹を用い，これらを無作為に 4 週間通常飼育す

る対照群（n=5），4 週間両側足関節を最大底屈

位でギプス固定する不動群（n=7），4 週間のギプ

ス固定の過程においてギプスを装着したまま電

気刺激を用いて下腿三頭筋に単収縮を誘発す

る不動+刺激群（n=8）に振り分けた．なお，今回

の実験は長崎大学が定める動物実験指針に準

じ，長崎大学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． 
2）足関節のギプス固定の方法 

不動群と不動+刺激群の各ラットに対しはペン

トバルビタールナトリウム（40mg/kg）の腹腔内投

与によって麻酔を行い，両側足関節を最大底屈

位の状態で前足部から膝関節上部までギプス固

定した．なお，不動+刺激群においては下腿三

頭筋の筋腹にリード線付き双極式電極を貼付し，

リード線の末端はギプスから露出させた上でギプ

ス固定を行っている．そして，ギプス固定の際の

留意事項として，両群とも足指は浮腫の発生を

確認するために露出させ，ギプスの緩みや浮腫

の発生を認めた場合には麻酔下で適宜巻き替

えを行った．また，両群のラットはギプス固定中も

前肢にて飼育ケージ内を移動でき，水と餌は自

由摂取とした． 
3）電気刺激の方法 

不動+刺激群の各ラットに対しは，週 6 日の頻

度で腹腔内にペントバルビタールナトリウム

（40mg/kg）を投与し，麻酔を行った後，ギプス固

定を行った状態で以下の方法にて下腿三頭筋

に単収縮を誘発した．具体的には，ギプスから露

出させた双極式電極のリード線に電気刺激装置

（Trio300；伊藤超短波社製）を接続し，沖ら 10)の

報告を参考に周波数10Hz，パルス幅250μsの刺

激条件で 1日 30分間，電気刺激を行い，下腿三

頭筋に周期的な単収縮を誘発した．なお，麻酔

による成長不良などの影響を排除する目的で，

対照群と不動群の各ラットに対しても同頻度で麻

酔のみを行った． 
 
2．検索方法 

4週間の実験期間中は週1回の頻度で後述す

る方法で各群すべてのラットの足関節背屈可動

域を測定し，拘縮の進行状況を評価した．また，

実験期間終了後はペントバルビタールナトリウム

（40mg/kg）の腹腔内投与によって各群のラットを

麻酔し，体重ならびに足関節背屈可動域を測定

した後にヒラメ筋を採取し，後述する組織学的・

分子生物学的検索に供した． 
1）足関節背屈可動域の測定方法 
麻酔したラットを側臥位とし，股・膝関節を他動

的に最大屈曲させ，足底部に丸型テンションゲ

ージ（大場製作所製）の先端部をあてた．そして，

0.3N の張力で足関節を他動的に背屈させた際

の背屈角度を測定し，これを背屈可動域として

採用した．背屈可動域の測定は腓骨外果に分

度器の中心を合わせ，基本軸を膝関節裂隙中
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央部と腓骨外果を結んだ線，移動軸を腓骨外果

と第 5 中足骨頭を結んだ線とし，これらの軸がな

す外角を 5°単位で読み取った．なお，以上の

測定は 3 回行い，その最大値をデータとして採

用した． 
2）材料採取 

体重ならびに足関節背屈可動域の測定が終

了した後に両側からヒラメ筋を採取した．そして，

右側試料については電子天秤にて筋湿重量を

測定し，その後，組織学的検索に供した．一方，

左側試料については分子生物学的検索に供し

た． 
3）組織学的検索 
右側試料は筋腹中央部で 2 分割し，トラガント

ガムに包埋後，液体窒素で冷却したイソペンタン

液内で急速凍結した．凍結した試料はクリオスタ

ット（Leica 社製）を用いて 7μm 厚の横断切片を

作製し，以下の染色を実施した．具体的には，組

織病理学的検索のために Hematoxylin & Eosin 
（以下，H&E）染色を，筋周膜ならびに筋内膜を

構成するコラーゲンを可視化するために

Picrosirius Red 染色を施し，光学顕微鏡で顕鏡

した．また，H&E 染色像は 100 倍の拡大像でコ

ンピュータに取り込み，画像解析ソフト（Scion 
Image）を用いて 1 筋につき 100 本以上の筋線維

直径を計測した． 
4）分子生物学的検索                 

左側試料は real time reverse transcription 
polymerase chain reaction （ 以 下 ， real time 
RT-PCR）法にて低酸素状態のマーカーである

HIF-1α，線維化の主要サイトカインである TGF-β，
筋線維芽細胞のマーカーである α-平滑筋アクチ

ン（smooth muscle actin；以下，SMA）ならびに骨

格筋内の主要なコラーゲンタイプであるタイプ

Ⅰ・Ⅲコラーゲンそれぞれの分子の mRNA 発現

量を検索した．具体的には，左側ヒラメ筋から抽

出した RNA を逆転写することで鋳型となる

cDNA を作製し，real time PCR 機器（Mx 3005P；
Agilent Technologies 社製）を用いて，この cDNA
の増幅処理を行い，SYBR Green 法に基づいて

定量化を行った．なお，内因性コントロールには

glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-genase （以
下，GAPDH）を用い，各分子の mRNA 発現量を

GAPDH のそれで除し，データとして採用した． 

5）統計処理 
各群の足関節背屈可動域，筋湿重量を体重

で除した相対重量比，筋線維直径ならびに各分

子のmRNAの発現量を各群で比較するため，一

元配置分散分析（以下，ANOVA）を適用し，有

意差を判定した．そして，ANOVA にて有意差を

認めた場合は，事後検定として Scheffe の方法を

適用し，有意差を判定した．なお，すべての統計

手法とも有意水準は 5％未満とした． 
 

結果 

 
1．相対重量比 

 相対重量比の平均値は，対照群 0.38mg/g，不
動群 0.23mg/g，不動+刺激群 0.23mg/g であり，

不動群と不動+刺激群は対照群と比較して有意

に低値を示した．また，不動群と不動+刺激群の

間に有意差は認められなかった． 
 
2．筋線維直径 

 筋線維直径の平均値は，対照群 45.9μm，不動

群 34.3μm，不動+刺激群 32.9μm であり，不動群

と不動+刺激群は対照群と比較して有意に低値

を示した．また，不動群と不動+刺激群の間に有

意差は認められなかった． 
 
3．足関節背屈可動域 

 不動群における足関節背屈可動域の平均値

は，各不動期間とも対照群のそれと比較して有

意に低値を示し，不動期間の延長に伴って低下

した．また，不動+刺激群は各不動期間とも不動

群と比較して有意に高値を示し，不動期間の延

長に伴う低下は不動群よりも軽度であった（図

１）． 
 
4．各分子の mRNA 発現量 

1）HIF-1α mRNA の発現量 
 HIF-1α mRNA の発現量は，対照群 1.47，不動

群 3.27，不動+刺激群 2.05 であり，不動群は対

照群と比較して有意に高値を示した．一方，不

動+刺激群は不動群と比較して有意に低値を示

し，対照群との間にも有意差を認めなかった（図

2A）． 
2）TGF-β mRNA の発現量 
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 TGF-β mRNA の発現量は，対照群 1.01，不動

群 2.62，不動+刺激群 1.48 であり，不動群は対

照群と比較して有意に高値を示した．一方，不

動+刺激群は不動群と比較して有意に低値を示

し，対照群との間にも有意差を認めなかった（図

2B）． 
3）α-SMA mRNA の発現量 
 α-SMA mRNA の発現量は，対照群 0.81，不動

群 3.24，不動+刺激群 1.6 であり，不動群は対照

群と比較して有意に高値を示した．一方，不動+
刺激群は不動群と比較して有意に低値を示し，

対照群との間にも有意差を認めなかった（図

2C）． 
4）タイプⅠコラーゲン mRNA の発現量 
 タイプⅠコラーゲン mRNA の発現量は，対照

群 1.57，不動群 6.51，不動+刺激群 3.19 であり，

不動群は対照群と比較して有意に高値を示した．

一方，不動+刺激群は不動群と比較して有意に

低値を示し，対照群との間にも有意差を認めな

かった（図 2D）． 
5）タイプⅢコラーゲン mRNA の発現量 
 タイプⅢコラーゲン mRNA の発現量は，対照

群 1.20，不動群 3.03，不動+刺激群 2.62 であり，

不動群と不動+刺激群は対照群と比較して有意

に低値を示した．また，不動群と不動+刺激群の

間に有意差は認められなかった（図 2E）． 
 
5．組織学的所見 

 H&E 染色像を顕鏡した結果，すべての群にお

いて細胞浸潤や壊死線維の出現といった炎症を

示唆する所見は認められなかったが，不動群と

不動+刺激群では筋線維萎縮が認められた．ま

た，Picrosirius Red 染色像を顕鏡した結果，不動

群，不動+刺激群ともに対照群と比較して筋周膜

や筋内膜に肥厚が認められたが，その程度は不

動+刺激群が不動群よりも軽度であった（図 3）． 

 

考察 

 
本研究では，不動の過程において電気刺激を

用いた周期的な単収縮を誘発することがラットヒ

ラメ筋の線維化にどのような影響を及ぼすのかを，

その標的分子の動態変化から検討した． 

 まず，対照群と比較した不動群の結果をみると，

HIF-1α mRNA の発現が増加しており，これは先

行研究 6），7）でも報告されているように，不動によ

ってヒラメ筋が低酸素状態に陥っていることを示

唆している．さらに，線維芽細胞におけるコラー

ゲン産生や線維芽細胞から筋線維芽細胞への

分化を促すことが知られている線維化の主要サ

イトカインである TGF-β5 ）に関しても，その 
mRNA の発現は不動によって増加していた．そ

して，筋線維芽細胞のマーカーである α-SMA 
mRNA の発現も不動によって増加しており，これ

は筋線維芽細胞の増加を示唆していると思われ

る．また，線維芽細胞や筋線維芽細胞が産生す

るタイプⅠ・Ⅲコラーゲン mRNA に関しても不動

によって発現が増加しており，Picrosirius Red 染

色像の検鏡結果でも不動群では筋周膜や筋内

膜において肥厚が認められた．つまり，不動によ

ってヒラメ筋にはコラーゲンの増生に伴う線維化

が発生していることは明らかであり，このメカニズ

ムには上記の標的分子の動態が関与していると

思われる．加えて，不動群には顕著な足関節背

屈可動域制限が認められ，これは，拘縮の発生

を意味し，その要因の一つとしてヒラメ筋の線維

化が関与していることは先行研究 2）の結果からも

明らかであろう． 
 
 

図１ 足関節背屈可動域の変化 

データはすべて平均値±標準偏差で示す． 
*；対照群との有意差（P<0.05） 
#；不動群との有意差（P<0.05） 
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図 2 各分子の mRNA 発現量 

データはすべて平均値±標準偏差で示す． 
 
 

図 3 Picrosirius Red 染色像 

A；対照群，B；不動群，C；不動+刺激群 
矢印が筋周膜，矢頭が筋内膜を示す．    
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次に，不動群と比較した不動+刺激群の結果

をみると，不動の過程で電気刺激を用いて周期

的な単収縮を誘発することで，ヒラメ筋における

HIF-1α mRNA の発現が抑制されることが明らか

となった．そして，これは周期的な単収縮による

マッスルポンピング作用が筋内の血流量を増加

し，低酸素状態を緩和したのではないかと考えら

れる．しかし，本研究では実際に筋内の血流が

増加したか否かについては明らかにできておら

ず，この点については今後の検討課題である．

ただ，その他の線維化の標的分子に関しても，タ

イプⅢコラーゲンを除けばすべて mRNA の発現

が抑制されており，Picrosirius Red 染色像の検鏡

結果においても筋周膜や筋内膜の肥厚は不動

群より軽度であり，これらのことから，不動+刺激

群のヒラメ筋における線維化の発生は不動群より

軽度であるといえよう．そして，不動+刺激群の足

関節背屈可動域制限は不動群より軽度であり，

これは拘縮の進行が抑制されていることを意味し，

ヒラメ筋における線維化の発生が軽度であったこ

とが影響していると思われる．加えて，相対重量

比や筋線維直径の結果からわかるように，今回

の電気刺激の条件では不動によって惹起される

筋萎縮の進行は抑制できておらず，筋線維サイ

ズの変化が線維化の発生に影響している可能性

は低いのではないかと思われる． 
以上のことから，不動の過程においても骨格

筋に周期的な単収縮を誘発するだけで，当該筋

の低酸素状態が緩和され，線維化の主要サイト

カインである TGF-β の発現や，線維芽細胞から

筋線維芽細胞への分化が抑制され，結果的に

線維芽細胞や筋線維芽細胞でのコラーゲン産

生が抑制される可能性が示唆された．つまり，こ

のようなメカニズムによって骨格筋の線維化が軽

減されることで，拘縮の進行抑制につながると推

察される．そして，このことを支持する先行研究と

して， HIF-1α や TGF-β などの検索までには及

んでいないが，Blaauboer ら 11）はヒトの正常肺線

維芽細胞を培養し，周期的機械的刺激を 48 時

間負荷したところ，α-SMA やタイプⅠ・Ⅲコラー

ゲンの mRNA の発現を抑制することができたと

報告している．また，Bouffard ら 12）は 1 週間の創

傷治癒過程におけるラットの皮下組織を培養し，

機械的伸張刺激を最大張力の 20％で 1日 2回，

各 10 分間負荷するとタイプⅠ・Ⅲコラーゲンの増

生が減少したと報告している．つまり，これらの報

告からも筋収縮に代表されるような機械的刺激を

頻回に負荷することで，不動によって惹起される

骨格筋の線維化の発生を軽減できることが示唆

される．そして，本研究はギプス装着下という理

学療法士が治療介入することが難しい臨床場面

を想定した研究デザインであり，今回の結果はこ

のような状況での拘縮の治療戦略の一助になる

と考えられ，今後さらに効果的な方法論について

検討していきたい． 
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