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筋収縮運動が変形性膝関節症の荷重時痛および歩行時痛 

ならびに軟骨下骨の病変におよぼす影響 

－ラット変形性膝関節症モデルを用いた基礎的検討－ 
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はじめに 

 

変形性膝関節症（knee osteoarthritis，以下，膝

OA）は，罹患関節の荷重時痛や歩行時痛を主

訴とする運動器疾患である．先行研究 1, 2)では，

荷重時痛や歩行時痛が強い膝 OA 患者はそれ

らが弱い患者と比べて，床上動作や歩行，階段

昇降といった日常生活活動（activities of daily 

living，以下，ADL）が阻害され，身体活動量や

生活の質（quality of life，以下，QOL）が低下す

ることが示されている．また，疼痛によって身体活

動量が低下すると，不活動性疼痛が惹起される

ようになり，さらに疼痛が増悪するという悪循環に

陥る 3)．そのため，膝OAの理学療法では荷重時

痛や歩行時痛に対して有効な理学療法アプロー

チを実践し，前述した痛みの悪循環を断ち切る

ことが重要となる． 

一般に，膝 OA に対する治療では運動療法の

実施・継続が推奨されており，その疼痛軽減効

果が明らかにされている．また，その機序につい

ても解明が進んでおり，所属研究室の先行研究
4)では，膝 OAにおける痛みの主要な病態である

滑膜炎の抑制効果を明らかにしている．具体的

には，進行期のラット膝 OA モデルに対して大腿

四頭筋に電気刺激誘発性筋収縮運動を負荷す

ることで膝関節の屈曲伸展運動を負荷すると，患

部である膝関節の圧痛閾値の低下が改善し，滑

膜では炎症型マクロファージの減少および抗炎

症型マクロファージの増加といった変化が認めら

れる． 

一方，荷重時痛や歩行時痛には，滑膜炎だけ

でなく軟骨下骨に生じる変化が関与していること

が示されている．実際，ヒトを対象とした先行研究

では磁気共鳴画像（magnetic resonance imaging，

以下，MRI）で認められる軟骨下骨の病変が著し

いほど，歩行時痛が顕著になることが報告されて

いる 5)．そして，膝 OA の軟骨下骨に由来する痛

みの病態の 1 つとして破骨細胞の増加・活性化

が挙げられる．先行研究 6)では，滑液中に放出さ

れた炎症性サイトカインが軟骨細胞を刺激すると

破骨細胞の分化を促進する receptor activator of 

nuclear factor-KB ligand（以下，RANKL）が産生

されるようになり，軟骨下骨では破骨細胞が増

加・活性化することが報告されている．活性化し
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た破骨細胞は神経成長因子（nerve growth factor，

以下，NGF）を産生するようになるが，これは疼痛

メディエーターとして作用するため，軟骨下骨に

分布する一次感覚ニューロンを刺激することで軟

骨下骨に由来する疼痛が発生するようになる．こ

のような病態は膝 OA 患者の荷重時痛や歩行時

痛と関連する可能性が示されている 5)．ただ，荷

重時痛や歩行時痛の病態に対する運動療法の

効果についてはこれまで明らかにされておらず，

この点を明らかにできれば膝 OA に対する運動

療法の生物学的エビデンスの構築に寄与するこ

とができる． 

そこで，本研究ではラット膝 OA モデルを用い

て大腿四頭筋に電気刺激誘発性筋収縮運動を

負荷し，荷重時痛および歩行時痛ならびに軟骨

下骨における破骨細胞や NGF の動態におよぼ

す影響について検討した． 

 

材料と方法 

 

1. 実験動物 

実験動物には 7週齢のWistar系雄性ラット 14

匹を用い，これらをモノヨード酢酸（Mono-

iodoacetic acid，以下，MIA）2mg を右膝関節腔

内に投与し，OA を惹起する実験群（n = 10）と

MIA 投与の疑似処置として右膝関節腔内に生

理食塩水を投与する Sham群（n = 4）に振り分け

た．そして，実験群は①OAを惹起後，35日間通

常飼育をする OA 群（n = 5），②OA を惹起後，

大腿四頭筋に等張性筋収縮運動を負荷する運

動群（n = 5）に振り分けた．なお，各運動介入は，

先行研究 4)を参考に MIA 投与後 15 日目より実

施した．本研究は長崎大学動物実験委員会で

承認を受けた後，同委員会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・動物実験施設において実施した．（承認番

号：2307181886-2） 

 

2. 膝 OAモデルラットの作製方法 

実験群のラットに対しては，3 種混合麻酔薬

（塩酸メデトミジン 0.375mg/kg，ミタゾラム 2mg/kg，

酒石酸ブトルファノール 2.5mg/kg）を腹腔内へ投

与することで麻酔した．そして， 30 ゲージの注

射針（NIPRO 社）を各ラットの右膝蓋靭帯直上に

刺入し，MIA2mg を溶解した 50μL の生理食塩

水を関節腔内に投与することで膝 OA を惹起し

た．なお，Sham 群のラットに対しては，同様の手

順で麻酔を行った後，生理食塩水を右膝関節腔

内に投与することで擬似処置を施した． 

 

3. 電気刺激誘発性筋収縮運動の実施方法 

運動群のラットに対しては，前述の 3種混合麻

酔薬を腹腔内に投与することで麻酔した後，低

周波治療器トリオ 300（伊藤超短波社）を用いて，

刺激周波数 50Hz，パルス幅 250μsec，刺激強度

2~3mA の条件で，大腿四頭筋を 2 秒間収縮，4

秒間弛緩させることで筋収縮運動を負荷した．な

お，実施時間は 20 分とし，この運動を 1 日 1 回

週 5回の頻度で 3週間継続して負荷した． 

 

4. 痛みの行動学的評価 

実験期間中は，以下に述べる痛みの行動学

的評価を実施した．なお，行動学的評価を適切

に行うため，実験開始に先立ち 7 日間のハンドリ

ング期間を設け，ラットを測定環境に馴化させた． 

 

1) 患肢荷重率 

各ラットの荷重時痛を評価するため，インキャ

パシタンステスト装置（バイオリサーチ社製）を用

いて左右の後肢荷重量を測定した．具体的には，

覚醒状態にある各ラットを装置上に設置されたア

クリルホルダー内に入れ，2 枚のセンサープレー

トの上にラットの後肢足部が左右対称になるよう

に静置した．そして，10 秒間安静状態を保った

際の左右の後肢荷重量を計測した．得られた測

定値から後肢の合計荷重量（g）を求め，この値

に対する患側後肢の荷重量の百分率を算出した．

計測は 5 回行い，算出した各百分率の平均値を

各個体データとして採用した．なお，これらの測

定は MIA および生理食塩水の投与前日と，投

与後は 14日目，その後は 7日毎に 35日目まで

行った． 

 

2) 歩行解析 

先行研究では，1 歩行周期時間に対する立脚

期時間および遊脚期時間の百分率（立脚期率

および遊脚期率）は炎症性疼痛の動物モデルに

おける動作時痛の指標となることが報告されてい
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る 7-9)．そこで，本研究では動作時痛を評価する

目的で，DigiGait 小動物用トレッドミル（Mouse 

Specifics 社）を用いて，歩行解析を行った．具体

的には，小動物用トレッドミル上でラットを歩行さ

せ，その様子をトレッドミルの下部に設置した高

速カメラを用いて撮影した．歩行条件は歩行速

度 23cm/秒，トレッドミル傾斜角度 0°とした．ま

た，撮影条件は撮影周波数 216 フレーム/秒とし，

3 歩行周期撮影した．次に，専用の解析ソフトを

使用し，撮影した動画を用いて 1 歩行周期時間

に対する立脚期率（%）および遊脚期率（%）を算

出した．そして，各ラットについて 3 歩行周期分

の立脚期率および遊脚期率の平均値を算出し，

これをデータとして採用した．なお，測定は MIA

および生理食塩水投与前日，投与後 14 日目お

よび 35日目に行った． 

 

5. 試料作製 

 実験期間終了後，各ラットの右側膝関節を摘

出し，24 時間 4％パラホルムアルデヒドに浸漬す

ることで組織固定を行った．続いて，脱灰処理を

行った後に通法のパラフィン包埋を行った． 

 

6. 組織化学的検索 

パラフィン包埋した試料より 5μm 厚の前額断

薄切切片を作製し，破骨細胞の動態を確認する

目的で酒石酸耐性酸性フォスファターゼ

（tartrate-resistant acid phosphatase; TRAP）染色

に供した．そして，染色像は顕微鏡用デジタルカ

メラを用いて 200 倍の拡大像で撮影した．得られ

た画像を用いて軟骨下骨における骨髄腔辺縁

の長さおよび破骨細胞数を計測し，1mm あたり

の破骨細胞数を算出した． 

 

7. 免疫組織化学的検索 

作製した 5μm 厚の前額断薄切切片を軟骨下

骨における NGF の動態を確認する目的で抗

NGF抗体を用いた免疫組織化学染色に供した．

TRAP 染色時と同様の方法で撮影し，得られた

画像を用いて軟骨下骨における骨髄腔辺縁の

長さおよびNGF陽性細胞数を計測し，1mmあた

りの NGF陽性細胞数を算出した． 

 

 

8. 統計処理 

 すべてのデータは平均値±標準偏差で示した．

痛みの行動学的評価の結果の比較には，二元

配置分散分析を適用した．また，破骨細胞数お

よび NGF 陽性細胞数の比較には，一元配置分

散分析を適用した．検定において有意差を認め

た場合は，事後検定として Bonferroni 法を適用

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． 患肢荷重率 

MIA 投与後 14 日目において，OA 群と運動

群の患肢荷重率は Sham群と比べて有意に低値

を示し，この 2群間に有意差は認められなかった．

そして，運動介入後の推移をみると，介入 7日後

において運動群の患肢荷重率はOA群と比べて

有意に高値を示し，これは介入 21日後まで持続

していた（図 1)． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 患肢荷重率の変化 

 

灰色：Sham群，赤：OA群，緑：運動群 

*：Sham群との有意差．：OA群との有意差． 

P < 0.05．平均±標準偏差 
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2． 歩行解析 

  1歩行周期時間に対する立脚期率は，運動介

入 21 日後では OA 群は Sham 群と比べて有意

に低値を示した．一方，運動群はOA群と比べて

有意に高値を示し，Sham群との間に有意差を認

めなかった．次に，1 歩行周期時間に対する遊

脚期率は，運動介入 21日後ではOA群は Sham

群と比べて有意に高値を示した．一方，運動群

は OA 群と比べて有意に低値を示し，Sham 群と

の間に有意差を認めなかった（図 2）． 

 

 

 

3． TRAP染色像および破骨細胞数 

 sham 群の染色像を検鏡すると，軟骨下骨の骨

髄腔辺縁に複数の核を持つ扁平な破骨細胞が

散見された（図 3a）．これに対して，OAの染色像

を検鏡すると，特に，摩耗が著しい関節軟骨の

直下の軟骨下骨において，複数の肥大化した破

骨細胞が観察された（図 3b）．一方，運動群では

肥大化した陽性細胞が散見されるものの，Sham

群の染色像で認められた扁平な破骨細胞も認め

られた（図 3c）．そして，骨髄腔辺縁 1mm あたり

の破骨細胞数を算出し，各群を比較したところ，

OA 群と運動群は Sham 群と比べて有意に高値

を示し，この 2群を比較すると運動群が有意に低

値を示した（図 3d）． 

 

4． 免疫組織化学的染色像および NGF数 

sham 群の染色像を検鏡すると，軟骨下骨の

骨髄腔辺縁に褐色の陽性反応を示す扁平な多

核細胞が散見された（図 4a）．これに対して，OA

染色像を検鏡すると，複数の肥大化した多核の

陽性細胞が観察された（図 4b）．一方，運動群で

は肥大化した陽性細胞が散見されるものの，

Sham 群の染色像で認められた扁平な陽性細胞

も認められた（図 4c）．抗NGF抗体を用いた免疫

組織化学染色像における骨髄腔辺縁 1mm あた

りの NGF 陽性細胞数を算出し各群を比較したと

ころ，OA 群は Sham 群と比べて有意に高値を示

した．一方，運動群は OA 群と比べて有意に低

値を示し，Sham 群との間に有意差を認めなかっ

た（図 4d）． 

 

考察 

 

 本研究では，ラット膝 OA モデルを用いて電気

刺激誘発性の筋収縮運動を大腿四頭筋に負荷

し，荷重時痛および歩行時痛におよぼす影響な

らびに軟骨下骨における破骨細胞および NGF

の動態について検討した． 

 まず，荷重時痛の指標である患肢荷重率の変

化について，MIA 投与後 14 日目において OA

群と運動群の患肢荷重率は Sham 群と比べて有

意に低値を示し，この 2 群間に有意差は認めら

れなかった．つまり，OA 群と運動群の 2 群にお

いては MIA 投与によって同程度の膝 OA が惹

a

b

図 2 1歩行周期時間に対する立脚期率 

および遊脚期率 

a：1歩行周期時間に対する立脚期率  

b：1歩行周期時間に対する遊脚期率 

灰色：Sham群，赤：OA群，緑：運動群． 

：Sham群との有意差．:OA群との有意差． 

p < 0.05．平均±標準偏差 
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起され，荷重時痛が発生したと推察される．そし

て，その後の推移をみると，運動介入 7 日後から

運動群の患肢荷重率はOA群と比べて有意に高

値を示した．これらの結果より，運動群では運動

介入後から荷重時痛が軽減していることが示唆

され，筋収縮運動は荷重時痛の改善に対して有

効であると推察される． 

次に，歩行時痛の指標である歩行解析の結果

について，運動介入期間終了時における立脚期

率は，OA 群は Sham 群と比べて有意に低値を

示したが，運動群は OA 群と比べて有意に高値

を示し，Sham 群との間に有意差を認めなかった．

次に，運動介入期間終了時における遊脚期率

は，OA群は Sham群と比べて有意に高値を示し

たが，運動群は OA 群と比べて有意に低値を示

し，Sham 群との間に有意差を認めなかった．先

a 

b c 

図 3 軟骨下骨の TRAP染色像ならびに骨髄腔辺縁 1㎜あたりの破骨細胞数 

a：Sham群，b：OA群，c：運動群．bar=50μm．矢頭：破骨細胞． 

：Sham群との有意差．:OA群との有意差．p < 0.05． 

a 

b c 

d

図 4 軟骨下骨の免疫組織化学的染色像ならびに骨髄腔辺縁 1㎜あたりの NGF陽性細胞数 

a：Sham群，b：OA群，c：運動群．bar=25μm．矢頭：NGF陽性細胞． 

：Sham群との有意差．：OA群との有意差．p < 0.05． 
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行研究では，げっ歯類における立脚期率の短縮

および遊脚期率の延長は歩行時痛の発生を示

唆することが報告されている 7-9)．つまり，前述し

た運動群における立脚期率および遊脚期率の

結果は運動介入後に歩行時痛が軽減しているこ

とを示唆しており，筋収縮運動は歩行時痛の軽

減にも有効であるといえる．ただ，荷重時痛と異

なり，MIA投与 14日後における OA群および運

動群の立脚期率ならびに遊脚期率は sham 群と

比べて増悪傾向にあるものの，統計学的解析の

結果としては有意差を認めていない．この点につ

いては今後，再検討する必要がある． 

 そして，各群の軟骨下骨の骨髄腔辺縁 1mmあ

たりの破骨細胞数は， OA 群と運動群は Sham

群と比べて有意に高値を示し，この2群を比較す

ると運動群は OA 群と比べて有意に低値を示し

た．したがって，OA 群と運動群では膝 OA が惹

起されたことで軟骨下骨において破骨細胞が増

加したものの，運動群では筋収縮運動が負荷さ

れたことで破骨細胞が減少したのではないかと

考えられる．次に，各群の軟骨下骨における

NGF 陽性細胞数は，OA 群は Sham 群と比べて

有意に高値を示したのに対して，運動群は OA

群と比べて有意に低値を示し，また，Sham 群と

の間に有意差を認めなかった．つまり，OA 群と

運動群では膝 OA が惹起されたことで軟骨下骨

において NGFの発現が増加したものの，運動群

では筋収縮運動が負荷されたことでNGFの発現

が減少したものと考えられる．膝 OA 患者の軟骨

下骨化では破骨細胞が増加・活性化しており，

NGF を産生することが知られている．そして，

NGF は疼痛メディエーターとして作用するため，

軟骨下骨における破骨細胞および NGF の発現

増加といった変化は軟骨下骨に由来する荷重時

痛や歩行時痛の病態の 1 つではないかと考えら

れている 5)．実際，ラット膝OAモデルに対して破

骨細胞のアポトーシスを誘導するビスホスホネー

ト製剤を投与すると，軟骨下骨における破骨細

胞数が減少し，痛みが軽減することが報告されて

いる 10)．このような知見を参考にすると，運動群

で認められた軟骨下骨における破骨細胞および

NGF の抑制は荷重時痛および歩行時痛の軽減

に関与しているのではないかと推察される． 

 本研究では，筋収縮運動による破骨細胞数お

よび NGF 産生細胞の抑制機序については検討

できていない．ただ，先行研究の知見に基づくと，

以下のような機序が関与している可能性が考え

られる．まず，一つ目に筋収縮運動による滑膜炎

の抑制が挙げられる．滑膜炎において産生され

る炎症性サイトカインは滑膜細胞などを刺激する

ことで破骨細胞の分化を促進する RANKL の発

現を誘導することが報告されている 11, 12)．前述し

たように所属研究室の先行研究 4)では，ラット膝

OA モデルに対して大腿四頭筋の筋収縮運動を

負荷すると，滑膜において炎症型マクロファージ

が減少することを明らかにしている．したがって，

筋収縮運動を負荷したことで滑膜細胞における

RANKL の産生が抑制された結果，軟骨下骨に

おける破骨細胞数が減少し，NGFの発現が抑制

された可能性がある． 

次に，オステオプロテゲリンの発現増加が関与

している可能性が考えられる．オステオプロテゲ

リンは破骨細胞の分化を抑制する因子であり，閉

経後の女性を対象とした先行研究 13)では，運動

を継続することで身体活動量を増加させると血中

のオステオプロテゲリン濃度が増加することが示

されており，このような変化が破骨細胞数の減少

に関与していると考えられている．したがって，本

研究の運動群においても筋収縮運動が負荷さ

れたことで血中のオステオプロテゲリン濃度が上

昇し，破骨細胞が減少した可能性が考えられる．  

3 つ目の機序として，インターロイキン

（interleukin, 以下，IL）-6の発現抑制が考えられ

る．IL-6 は RANKL を介すことなく，それ自体が

破骨細胞の分化を促進する作用を有しているこ

とが知られている 14,15)．そして，前述したように筋

収縮運動は滑膜炎を抑制することから，滑膜に

おける IL-6 の発現が抑制されることで破骨細胞

の分化も抑制された可能性が考えられる． 

最後に，イリシンなどのマイオカインの産生が

関与すると考えられる．マイオカインとは，筋収縮

により筋肉から分泌されるサイトカインのことであ

り，その一種であるイリシンは，破骨細胞の産生

を抑制する働きがあることが報告されている 16)．

したがって，筋収縮運動を負荷したことで大腿四

頭筋におけるイリシンの産生が増加し，これが血

流を介して軟骨下骨に到達し，破骨細胞に作用

することでその数が減少したのではないかと考え
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られる． 

以上，詳細な機序は不明であるが，ラット膝

OAモデルに対して筋収縮運動を負荷すると，軟

骨下骨における破骨細胞ならびに NGF の発現

が抑制されることで荷重時痛や歩行時痛が軽減

したものと推察される．そして，このような機序が

膝 OA に対する運動療法の疼痛軽減効果の機

序の一端と考えらえる．ただ，前述した仮説につ

いては検証できておらず，この点については今

後の検討課題である．加えて，NGF は軟骨下骨

における一次感覚ニューロンの分布密度の増加

に関与することが指摘されており，そのような変

化も軟骨下骨に由来する荷重時痛および歩行

時痛の病態と考えられているが，本研究では軟

骨下骨における一次感覚ニューロンの分布密度

については検討できておらず，この点についても

今後明らかにしていく必要がある． 
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