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はじめに 

骨折後などの組織損傷の急性期においては，

ギプス固定などによる患部の安静によって炎症

の鎮静化を図るのが一般的である．しかし，ギプ

ス固定などによる四肢の一部の不動は，二次的

に廃用症状である拘縮や筋萎縮を引き起こすと

ともに，末梢からの刺激入力が減少することで神

経系に感作や可塑的変化が生じ，痛みが惹起さ

れるといわれている 1)．実際，Nakabayashi ら 2)に

よると，ラット膝関節に起炎剤を投与し，関節炎を

惹起させた後，患部である膝関節の運動を制限

する目的でギプス固定を行った不動群はギプス

固定を行っていない関節炎群より，患部である膝

関節の圧痛閾値ならびに遠隔部である足底の痛

覚閾値が起炎剤投与後 56 日目においても低下

したままであったと報告している．これらのことか

ら，関節炎などを含んだ組織損傷後においては，

安静などによって患部を必要以上に不動状態に

曝すと慢性痛に発展するリスクが高まるといえ

る．

一方，寺中ら 3)は同様のラット膝関節炎モデル

を用い，関節炎発症直後からの早期運動介入の

効果について検討している．運動介入としては，

電気刺激装置を用いて患側の大腿四頭筋に低

強度の筋収縮運動を行っており，この群，すなわ

ち運動群は起炎剤投与後 28 日目において，患

部である膝関節の圧痛閾値ならびに遠隔部であ

る足底の痛覚閾値が対照群と同程度まで回復す

ることを明らかにしている．そして，この運動介入

効果は，起炎剤投与後 7日目においてすでに認

められている．そこで，寺中ら 4)は上記の早期運

動介入による疼痛軽減効果のメカニズムを探る

目的で，起炎剤投与後 7 日目における患部であ

る膝関節の炎症状況を免疫組織化学的に検討

している．具体的には，炎症細胞の一つであるマ

クロファージのマーカーである CD68 に対する免

疫組織化学染色を実施し，滑膜における陽性細

胞数を検索している．また，この実験では経皮的

末梢神経電気刺激（ transcutaneous electrical 
nerve stimulation ；TENS）による効果も検討する

目的で，大腿四頭筋の筋収縮が確認できない程

度の刺激強度で電気刺激した刺激群も設けてい

る．そして，この結果では運動群のみ関節炎群

や不動群，刺激群より CD68 陽性細胞数が有意

に低値を示している．つまり，この報告から関節

炎発症直後から低強度の筋収縮運動を行うと，

患部の炎症が早期に改善することが示唆され，
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目的で，脊髄後角における中枢性感作の状況を検討した．Wistar 系雄性ラット 26 匹を，①膝関節に
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のみを行う刺激群，⑤対照群に振り分け，関節炎惹起後 7 日目に脊髄組織を採取し，CGRP に対す

る蛍光免疫組織学的染色を実施した．L2/3 の脊髄後角における CGRP の発現は，運動群と刺激群

が関節炎群や不動群より有意に減少していた．また，L4/5 の脊髄後角における CGRP の発現は，運

動群が関節炎群や不動群，刺激群より有意に減少していた．つまり，関節炎発症直後からの低強度

の筋収縮運動の実施は，多分節におよんで中枢性感作を抑制することが示唆された．
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このことによって患部由来の侵害刺激の脊髄後

角への入力が減少し，中枢性感作が抑制され，

結果的に遠隔部である足底の痛覚閾値，すなわ

ち二次性痛覚過敏の早期軽減につながったの

ではないかと考えられる．しかし，これまでの先行

研究では中枢性感作の状況については評価が

行われていない．

そこで，本研究では関節炎発症直後からの早

期運動介入による疼痛軽減効果のメカニズムを

探る目的で，脊髄後角における中枢性感作の状

況を検討した．

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 26
匹を用い，これらを無作為に起炎剤である 3%カ

ラゲニン・3%カオリン混合液を右側膝関節に注

入し，関節炎を惹起させる群（以下，関節炎群；

n=5），同様に右側膝関節に関節炎を惹起させた

後，同部位の運動を制限する目的でギプスで不

動化する群（以下，不動群；n=5），右側膝関節に

関節炎を惹起させた後，電気刺激装置を用いて

低強度の筋収縮運動を実施する群（以下，運動

群；n=6），右側膝関節に関節炎を惹起させた後，

電気刺激装置を用いて筋収縮が惹起されない

程度の感覚刺激入力を実施する群（以下，刺激

群；n=5），関節炎の疑似処置として生理食塩水

を右側膝関節に注入する群（以下，対照群；n=5）
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) 関節炎の作製方法

関節炎群，不動群，運動群，刺激群の各ラット

に対しては，三種混合麻酔薬の腹腔内投与によ

って麻酔を行い，右側膝関節周囲を剃毛した．

そして，30 ゲージの注射針（NIPRO 社）を用いて，

膝蓋靭帯の直上に刺入し，生理食塩水で溶解し

た 3%λ‐カラゲニン（シグマ社）・3%カオリン

（Wako社）混合液 300µlを注入することで関節炎

を惹起させた．なお，対照群に対しては上記と同

様の方法で生理食塩水 300µl を右側膝関節に

注入する疑似処置を行った．

3) 膝関節の不動方法

不動群に対しては，起炎剤投与 1 日目に後述

する行動学的評価を行い，関節炎の発症を確認

した後，患部である右側膝関節を不動化した．具

体的には，三種混合麻酔薬の腹腔内投与によっ

て不動群のラットを麻酔した後，右側下肢を剃毛

し，膝関節を最大伸展位の状態でギプスを用い

て不動化した．なお，その際，足指は浮腫の発

生と皮膚の状態を確認するために露出させ，ギ

プスの緩みや浮腫を確認した際には適宜巻き替

えを行った．

4) 電気刺激の方法

運動群と刺激群に対しても起炎剤投与後 1 日

目に後述する行動学的評価を行い，関節炎の発

症を確認した後，以下の方法で患側の右側大腿

四頭筋に対して電気刺激を行った．具体的には，

三種混合麻酔薬の腹腔内投与によって麻酔を

行った後，低周波治療器トリオ 300（伊藤超短波

社）を用い，刺激周波数50Hz，パルス幅250µsec
の条件で，1 日 20 分間，週 6 回の頻度で電気刺

激を行った，運動群に対する刺激強度は 2～
3mAとし，大腿四頭筋を2秒間収縮，4秒間弛緩

させることで膝関節伸展運動を誘発させた．一方，

刺激群に対する刺激強度は大腿四頭筋の筋収

縮が確認できない 1mA とし，感覚刺激のみを大

腿四頭筋に入力した．

2. 行動学的評価

起炎剤もしくは生理食塩水の投与前日と投与

後 1 日目ならびに 7 日目に患部である右側膝関

節の腫脹と圧痛閾値ならびに遠隔部である足底

の痛覚閾値を以下の方法で測定した．なお，投

与後 1 日目の評価は関節炎群，不動群，運動群，

刺激群の 4 群が同程度の関節炎を発症している

かを確認するために行っており，投与後7日目の

評価は運動群と刺激群における介入効果を検討

するために行っている．

1) 膝関節の腫脹の評価

患部である右側膝関節の腫脹は，ノギスを用
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いて膝関節の内・外側裂隙間の横径を測定する

ことで評価した． 
 
2) 膝関節の圧痛閾値の評価 
 患部である右側膝関節の圧痛閾値は，覚醒下

でプッシュプルゲージを用いて，膝関節外側裂

隙部に圧刺激を加え，後肢の逃避反応が出現

する荷重量（N）を測定することで評価した．なお，

測定は 5 回行い，その平均値をデータとして採

用した． 
 
3) 足底の痛覚閾値の評価 
 遠隔部である足底の痛覚閾値は，4・15g の von 
Frey filament（以下，VFF；North Coast Medical
社）を用いて，それぞれで足底部を 10 回刺激し，

その際の痛み関連行動（刺激時における刺激側

後肢の逃避反応やなき声，非刺激側後肢をばた

つかせる動きなど）の出現回数を測定することで

評価した． 
 
3. 脊髄後角における中枢性感作の評価 
先行研究を概観すると，脊髄後角における中

枢性感作の評価には様々なパラメータが用いら

れているが，本研究では Nakabayashi ら 2)や

Hamaue ら 5,6)の報告を参考にカルシトニン遺伝

子関連ペプチド（calcitonin gene-related peptide，
以下，CGRP）の脊髄後角における発現状況を

免疫組織的手法によって検索することとした．通

常，CGRP は C 線維の神経細胞体である小型細

胞で産生され，その中枢側末端の入力先である

脊髄後角の浅層（Ⅰ-Ⅱ層）で発現する．しかし，

関節炎などによって強い侵害刺激が末梢から持

続的に入力されると，Aδ 線維や Aβ 線維の神経

細胞体である中型・大型細胞からも CGRP が産

生される phenotype switching（表現型の変化）が

生じ，脊髄後角細胞の興奮性を増強させる．そし

て，その結果として脊髄後角の浅層のみならず，

深層（Ⅲ-Ⅵ層）においても CGRP の発現が増加

するといわれている 7,8)．つまり，脊髄後角におけ

る CGRP の発現状況を検索することで，中枢性

感作の評価が行えるといえ，本研究でもこれをパ

ラメータに採用した．  
 
 

1) 試料採取 
起炎剤もしくは生理食塩水の投与後 7 日目の

行動学的評価が終了した後に，各群のラットの

腹腔内に三種混合麻酔薬を投与し，麻酔を行っ

た．そして，生理食塩水と 0.1M リン酸緩衝液

（pH；7.4）で溶解した 4%パラホルムアルデヒドで

灌流固定を行い，L2～L5 の脊髄組織を一塊とし

て採取した．採取した脊髄組織は 30%スクロース

溶液に浸漬した後に，膝関節の髄節レベルにあ

たる L2/3 ならびに足底の髄節レベルにあたる

L4/5 に分け，凍結包埋した．その後はそれぞれ

の試料について 10µm 厚の凍結切片を作製し，

以下の手順に基づいて CGRP に対する蛍光免

疫染色を実施した． 
 
2) CGRP に対する蛍光免疫染色 

Hamaue ら 5,6)の報告を参考に，一次抗体には

anti-CGRP polyclonal antibody（1:1500 rabbit, 
ImmunoStar Inc, Hudson, Wisconsin），二次抗体

には goat anti-rabbit IgG conjugated to Texas 
Red® （ 1:1000, Vector Laboratories Inc, 
Burlingame, California）を用い，CGRP に対する

蛍光免疫染色を実施した．次に，画像解析ソフト

（NIS-Element Ver.3, Nikon Instruments Inc, NY, 
USA）を用い，200msec の露出時間でパーソナ

ルコンピュータに取り込んだ脊髄後角の画像を

浅層（Ⅰ-Ⅱ層）と深層（Ⅲ-Ⅵ層）にトリミングし，

それぞれの面積とその範囲の最大および最小輝

度を自動算出すると同時に，最小輝度から最大

輝度までの各輝度における画素数を算出し，そ

の積を発光量とした．そして，各発光量の総和を

総発光量とし，これを浅層，深層の面積で除した

ものを CGRP の発光強度とした．なお，解析は各

個体 5 切片ずつ実施した． 
 

4. 統計処理 
各群の行動学的評価結果ならびに L2/3， 

L4/5 それぞれの脊髄後角浅層・深層における

CGRP の発現状況を統計学的に比較するため，

一元配置分散分析（以下，ANOVA）ならびに

Fisher の PLSD 法を用いた事後検定を適用し，

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． 
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結果 

 
1. 行動学的評価 
1) 膝関節の腫脹 
 起炎剤投与後 1 日目は関節炎群，不動群，運

動群，刺激群の 4 群すべて対照群より有意に高

値を示し，この 4群間には有意差を認めなかった．

また，起炎剤投与後 7 日目は 4 群すべて投与後

1 日目より減少したものの，対照群と比較すると

有意に高値を示した（図 1a）． 
 
2) 膝関節の圧痛閾値 

起炎剤投与後 1 日目は関節炎群，不動群，運

動群，刺激群の 4 群すべて対照群より有意に低

値を示し，この 4群間には有意差を認めなかった．

また，起炎剤投与後 7 日目は 4 群すべて投与後

1 日目より増加したものの，対照群と比較すると

有意に低値を示した．しかし，4 群間で比較する

と運動群と刺激群は関節炎群や不動群より有意

に高値を示した（図 1b）． 
 
3) 足底の痛覚閾値 

4gならびに 15gのVFFとも同様の結果であり，

起炎剤投与後 1 日目は関節炎群，不動群，運動

群，刺激群の 4 群すべて対照群より有意に高値

を示し，この 4 群間には有意差を認めなかった．

一方，起炎剤投与後 7日目においては運動群の

み起炎剤投与 1日目より減少し，対照群とも有意

差を認めなかった（図 2）． 
 
2. 脊髄後角における CGRP の発現状況 
1) L2/3 における CGRP の発現状況 

膝関節の髄節レベルにあたる L2/3 の脊髄後

角における CGRP の発現状況を比較すると，浅

層においては関節炎群と不動群が対照群より有

意に高値を示した．一方，運動群と刺激群は関

節炎群や不動群より有意に低値を示し，これら 2
群は対照群とも有意差を認めなかった（図 3，図
4a ）． 
次に，深層においても関節炎群と不動群は対

照群より有意に高値を示した．一方，運動群と刺

激群は関節炎群や不動群より有意に低値を示し，

これら 2 群は対照群とも有意差を認めなかった

（図 3，図 4b）． 
 
2) L4/5 における CGRP の発現状況 
足底の髄節レベルにあたる L4/5 の脊髄後角

における CGRP の発現状況を比較すると，浅層

においては関節炎群，不動群，刺激群が対照群

より有意に高値を示した．そして，運動群はこれ

ら 3 群より有意に低値を示し，対照群とも有意差

を認めなかった（図 5，図 6a）． 
次に，深層においても関節炎群，不動群，刺

激群は対照群より有意に高値を示した．そして，

運動群はこれら 3 群より有意に低値を示し，対照

群とも有意差を認めなかった（図 5，図 6b）． 
 
考察 

  
本研究では，ラット膝関節炎モデルを用いて，

関節炎発症直後からの早期運動介入による疼痛

軽減効果のメカニズムを探る目的で，脊髄後角

における中枢性感作の状況を CGRP をパラメー

タとして検索した．その結果，患部である膝関節

の髄節レベルにあたる L2/3 の脊髄後角における

CGRP の発現状況に関しては，浅層・深層ともに

運動群と刺激群は，関節炎群や不動群と比較し

て有意に減少していた．そして，この結果と相ま

って行動学的評価でも運動群と刺激群には膝関

節の圧痛閾値の改善が認められた．先の寺中ら

の報告 4)によると，関節炎発症直後から低強度の

筋収縮運動を行うと滑膜におけるマクロファージ

の集積が減少することが明らかになっている．つ

まり，この結果は患部の炎症が早期に改善する

ことを示唆しており，このことによって患部由来の

侵害刺激の脊髄後角への入力が減少し，中枢

性感作が抑制されたのではないかと推察され，

運動群の結果はこのことを反映していると思われ

る． 
一方，寺中らの報告 4)によると，関節炎発症直

後から電気刺激による感覚刺激入力のみを行っ

ても滑膜におけるマクロファージの集積は抑える

ことができず，患部の炎症の早期改善にはつな

がらないとしている．しかし，今回の刺激群の結

果からは中枢性感作が抑制されることが示唆さ

れ，このメカニズムには他の要因が影響している 
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と思われる．そして，今回の刺激群の電気刺激

条件は臨床において疼痛性疾患にしばしば適

用される TENS と同条件であり，その鎮痛メカニ

ズムとされる下行性疼痛抑制系の賦活化が影響

している可能性がある 9)．しかし，詳細は不明で

あり，この点については今後の検討課題である． 
次に，遠隔部である足底の髄節レベルにあた

る L4/5 の脊髄後角における CGRP の発現状況

に関しては，浅層・深層ともに運動群は関節炎群

や不動群，刺激群と比較して有意に減少してい

た．そして，この結果と相まって行動学的評価で

も運動群のみ足底の痛覚閾値の回復が認めら

れた．つまり、患部の炎症が早期に改善すること

による侵害刺激の脊髄後角への入力減少が脊

髄の多分節におよんだ可能性があり，このことが

中枢性感作の抑制につながり、遠隔部における

二次性痛覚過敏の早期軽減をもたらしたのでは

ないかと考えられる．一方，今回の刺激群におけ

る L4/5 の脊髄後角における CGRP の発現状況

は浅層・深層ともに対照群より有意に増加してい

た．そして，この結果と相まって足底の痛覚閾値

にも回復は認められなかった．つまり，電気刺激

による感覚刺激入力，すなわち TENS では脊髄

の多分節への影響は少なく，その効果は実施部

位に限局するのではないかと推察される． 
 以上のことから，関節炎発症直後からの低強度

の筋収縮運動の実施は，患部の炎症の改善の

みならず，多分節における中枢性感作を抑制 

図 1 膝関節の腫脹と圧痛閾値の変化 

図 2 足底の痛覚閾値の変化 
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図 5  L4/5 における CGRP に対する蛍光免疫染色像 
  

図 6  L4/5 の脊髄後角における CGRP の発現状況 

図 3  L2/3 における CGRP に対する蛍光免疫染色像 
  

図 4  L2/3 の脊髄後角における CGRP の発現状況 
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し，遠隔部における二次性痛覚過敏の発生を早

期に軽減できることが示唆された． 
では，筋収縮運動の実施によってなぜ患部の

みならず，遠隔部における疼痛軽減効果が認め

られるのか，この点について文献考察を進める．

Nakabayashi ら 2）によると，ラットの膝関節炎発症

直後から同部位の運動を制限する目的でギプス

で不動化すると，患部ならびに遠隔部である足

底の痛覚閾値が低下し続けるが，その過程で，1
日 60 分間，週 6 回の頻度で持続的他動運動を

実施すると，患部のみならず，遠隔部である足底

の痛覚閾値が有意に上昇し，あわせて脊髄後角

浅層における CGRP の発現も減少したと報告し

ている．つまり，今回の運動群と同様の効果は筋

収縮を伴わない関節運動のみでも認められる可

能性がある．一方，最近の研究によると筋収縮運

動は内因性の鎮痛物質であるカンナビノイドの

発現を促すことが明らかになっており，これは運

動誘発性疼痛抑制効果のメカニズムに関与して

いることが指摘されている 10,11)．つまり，今回の運

動群に実施した筋収縮運動でもカンナビノイドの

発現が生じている可能性もある．しかしながら，

詳細については不明であり，以上のような点に関

しては今後検討する必要があると思われる． 
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