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≪略語と記号≫ 

ART: artemin, アルテミン 

ATP: adenosine triphosphate，アデノシン 3 リン酸 

BK: bradykinin，ブラジキニン 

B2受容体: B2ブラジキニン受容体 

COX-2: cyclooxugenase-2, シクロオキシゲナーゼ 2 

CXB: celecoxib, 選択的 COX-2阻害剤．※図表のみ 

DEPC: diethylpyrocarbonate, ジエチルピロカーボネート 

DNA: deoxyribonucleic acid, デオキシリボ核酸 

cDNA: complementary DNA, 相補的 DNA 

dNTP: deoxynucleoside triphosphate, デオキシヌクレオシド三リン酸 

DOMS: delayed onset muscle soreness, 遅発性筋痛 

DRG: dorsal root ganglion, 後根神経節 

EtBr: ethidium bromide, 臭化エチジウム 

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, グリセルアルデヒド-3-リン酸脱水素

酵素 

GDNF: glial cell line-derived neurotrophic factor, グリア細胞株由来神経栄養因子 

GFR1: GDNF family receptor alfa-1, GDNFファミリー受容体1 
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LC: lengthening contraction, 伸張性筋収縮 

M-MLV RT: moloney murine leukemia virus reverse transcriptase, モロニーマウス白血病ウ

イルス由来逆転写酵素 

NSAIDs: non-steroidal anti-inflammatory drugs, 非ステロイド性抗炎症剤 

NGF: nerve growth factor, 神経成長因子 

NTN: neurturin, ニュールツリン 

PBS: phosphate buffered saline, リン酸緩衝生理食塩水 

PCR: polymerase chain reaction, ポリメラーゼ連鎖反応 

PG: prostaglandin, プロスタグランジン 

PSP: persephin, ペルセフィン 

RNA: ribonucleic acid, リボ核酸 

mRNA: messenger RNA, 伝令 RNA, メッセンジャーRNA 

RT: reverse transcription, 逆転写 

TAE: tris-acetate-ethylenediaminetetraacetic acid, トリス-酢酸-エチレンジアミン四酢酸

（EDTA）緩衝液 

TGF-: transforming growth factor-beta, トランスフォーミング増殖因子 

TrkA: tyrosine kinase receptor A, チロシンキナーゼ受容体 A 
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第 1章 緒言 

不慣れな運動を行った際や久々に運動をした際，アスリートが新たなトレーニングを取り入

れた際や激しい試合の後，半日～1日後になって“筋肉痛”が発症する．これは遅発性筋痛

（delayed onset muscle soreness; DOMS）と呼ばれている現象である．DOMSの痛みは運動中

や直後に生じる急性痛とは異なり，一般的に運動後 12～24時間の“痛みのない期間”があ

り，その後痛みが発生し，24～72時間後にピークを迎え，7日以内に消失する（Armstrong 

1984, Connolly et al. 2003, Mizumura & Taguchi 2016）．痛みの特徴は機械痛覚過敏と呼ば

れる運動誘発性疼痛と圧痛（Bajaj et al. 2000）であり，自発痛は重度の場合以外ではみられな

い（Weerakkody et al. 2001, Graven-Nielsen & Arendi-Nielsen 2003）．DOMSは一般的に医療

処置を必要とせず回復するため，亜臨床（subclinical）な扱いではあるが，DOMSを伴うような

運動が繰り返し行われることは，さらなる慢性的な運動器障害や痛覚過敏といった中枢神経

系の不可逆的な変化をもたらす可能性が危惧されている（Hayashi et al. 2011, Mizumura & 

Taguchi 2016）． 

DOMSにおける痛みの神経機構は Taguchi et al.（2005b）によって明らかにされてきた．伸

張性筋収縮（lengthening contraction; LC）をラットに惹起させ，機械痛覚過敏が最も強く現れ

た LC2日後の長指伸筋－総腓骨神経標本において，筋無髄神経（C）線維の機械刺激に対

する反応の亢進が見出されたことにより，ラットにおける DOMSモデルが構築された（Taguchi 

et al. 2005b）．DOMSの発症原因は，LCによる筋線維や結合組織の損傷とその後の炎症反
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応であることが示唆されてきた（Newham 1988, Newham et al. 1988, Smith 1991）．なぜなら，

DOMSの発症，筋線維や筋線維間の結合組織の崩壊は，短縮性筋収縮や等尺性筋収縮よ

りも LC後の筋において観察されてきたためである（Hough 1902, Asmussen 1956，Armstrong 

1984）．しかしながら，近年他の収縮様式（Aldayel et al. 2010）や，筋損傷の所見がなくとも

（Fujii et al. 2008, Hayashi et al. 2017），DOMSが生じうることが報告されている．また，先行研

究の知見から，単純に筋線維の損傷は DOMSの誘発と一致していないことが示されている

（Mizumura & Taguchi 2016）．さらに，損傷部位への好中球や単球の浸潤といった炎症反応

が，LCだけでなく短縮性筋収縮やストレッチ後にも見られる（Pizza et al. 2002）ことから，筋線

維や結合組織の損傷とその後の炎症反応は DOMSの決定因子でないことが推測できる．し

かしながら，DOMS発症には何らかの原因が筋神経線維の機械感受性を高めていると考えら

れる．その候補となる因子として，ヒスタミン，キニン，カリウム，カルシウム（Hnik et al. 1976, 

Smith 1991），乳酸（Schwane et al. 1983），グルタミン酸，サブスタンス P（Tegeder et al. 2002），

ATP（Li et al. 2003），プロスタグランジン（prostaglandin; PG）E（Smith et al. 1993, Tegeder et al. 

2002）が考えられてきた．近年では，Murase et al.（2010）が運動中に骨格筋内で産生されるブ

ラジキニン様物質（Arg-bradykinin; BK）が B2受容体の活性化を介して，神経成長因子

（nerve growth factor; NGF）発現を増大させ，NGFが機械刺激に対する筋 C線維の応答を感

作することにより，DOMSがもたらされることをラットで明らかにした．さらに，PGEは DOMS発

症に関連する可能性が示唆されてきた（Smith 1991）が，その上流である PGE合成酵素のシ
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クロオキシゲナーゼ（cycloxygenase; COX-）2の活性化も LC後の筋機械痛覚過敏をもたらす

要因であることも示されてきた（Murase et al. 2013, Mizumura & Taguchi 2016）． 

DOMSを生じさせる運動を数日の休息後に再度行うと，痛みが初回の運動後よりも減弱す

ることも知られている．この現象は適応（adaptaion）や繰り返し効果（Clarkson & Dedrick 1988, 

Nosaka & Clarkson 1995）と呼ばれている．繰り返し効果は痛みだけでなく，筋力低下，関節

可動域制限，炎症マーカーの増加においても，再度 LCを行った後はそれぞれ軽減すること

が知られている（McHugh 2003）．しかしながら，繰り返し効果の研究において，主要な研究課

題は筋力や負荷の検討など，スポーツパフォーマンスやトレーニングに関連した研究報告が

多く，DOMSに着目した研究は少ない．DOMSの繰り返し効果における分子機序に関して

は，ほとんど解明されていないのが現状である．繰り返し効果の機序には, 神経性の適応，機

械的な適応，細胞性の適応，その他の機構による適応の 4つの仮説が挙げられてきた

（McHugh 1999, 2003）．細胞性仮説における 1つには，炎症反応の適応が挙げられている．

この適応は，受動的ストレッチや等尺性収縮によって明確な筋損傷なしに炎症反応を引き起

こしても，次の繰り返し LC後の炎症反応を鈍らせたため（Koh & Brooks 2001, Pizza et al. 

2002，McHugh 2003），初回運動後の炎症反応が繰り返し効果に貢献すると考えられてきた

（McHugh 2003）．しかしながら，DOMSの発症には必ずしも明確な炎症反応を必要としない

（Fujii et al 2008）ことから，炎症反応だけではない筋細胞での適応が繰り返し効果をもたらし

ている可能性がある． 
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そこで，本論文は，DOMSにおける繰り返し効果の発症機序を検証することを目的として，

LC後の筋機械痛覚過敏をもたらすとされる NGF と COX-2に着目し，2つの研究課題に取り

組んだ．研究課題 1 として，ラット長指伸筋に繰り返し LCを実施した際，筋における機械痛

覚過敏と NGF産生の変化を検証した上で，繰り返し LCによる NGF産生の変化に対する B2

ブラジキニン受容体の関与を検証した．研究課題 2 として，繰り返し LCを実施した際におけ

る COX-2活性化の関与について検証した． 
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第 2章 文献研究 

1. 筋の痛みを感じるしくみ 

“痛み”は，国際疼痛学会において“An unpleasant sensory and emotional experience 

associated with actual or potential tissue damage, or described in terms of such damage.”と定義

されており（International association for the study of pain 1994），日本ペインクリニック学会によ

り“実際に何らかの組織損傷が起こった時，あるいは組織損傷が起こりそうな時，あるいはその

ような損傷の際に表現されるような，不快な感覚体験および情動体験”と翻訳されている（日本

ペインクリニック学会 2015）．このように“痛み”は，生体組織が損傷もしくは何らかの異常によ

って引き起こされる感覚だけでなく，身体に損傷や異常が見られないにもかかわらず痛みや

不快な情動をもたらすケースも含まれる．前者のような組織損傷や異常は，組織を侵害しうる

刺激（侵害刺激）として組織に張り巡らされた感覚神経線維の固有受容器（侵害受容器）に作

用し，痛みを生じさせる．感覚神経線維はその直径と伝導速度により分類され，A・B・Cの文

字式分類（Erlanger & Gasser 1937）と I・II・III・IVのローマ数字式分類（Lloyd 1943）が存在

する（表 1）．ローマ数字式は筋の求心性線維の分類に用いられていたが，現在では一般的

に深部組織（筋，筋膜，関節，腱，靭帯など）の神経線維に用いられている（Mense 2010, 

2013）．また，神経線維は分類ごとに伝達する感覚も異なり，骨格筋の痛みは III と IV群線維

（Aと C線維）が伝達し，その末梢測の終末は自由神経終末と呼ばれている（Mense 2013）．

自由神経終末は光学顕微鏡下で受容構造（小体）が確認されなかった（Stacey 1969）ことから
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その名が付けられ，いわば裸の神経線維であり，その終末に侵害刺激を電気信号へ変換する

侵害受容器が存在する（丸山 2014）．III群線維は軸索の周りを髄鞘で囲まれている有髄線

維であり，皮膚の A線維に相当し，IV群線維は髄鞘がない無髄線維であり，皮膚の C線維

に相当する（Mense 2010）．  

自由神経終末で発生した活動電位は，神経線維を伝導して脊髄後角へ入り，介在ニューロ

ンを経由するか，もしくは直接 2次ニューロンに接続する（Mense 2010, 丸山 2014）．これらの

ニューロンはシナプス接続されており，1次または介在ニューロンを伝導してきた活動電位は，

そのシナプス前膜から神経伝達物質（グルタミン酸またはアスパラギン酸）を放出させる

（Mense 2010, 丸山 2014）．放出された神経伝達物質が 2次ニューロンのシナプス後膜に結

合することにより，2次ニューロンに再び活動電位が発生し，より上位の中枢神経系へ伝達さ

れる（Mense 2010, 丸山 2014）．この 2次ニューロンには筋以外の他の組織からの情報も混

在するため，筋からの侵害受容情報のみを伝える 2次ニューロンや上行経路は存在しないと

なお，本論文では引用文献により数字式と文字式が混在するが，III群線維と A線維，IV群線維と C線維は同義として扱う． 

 

表 1. 末梢神経線維の文字式分類と対応する筋腱求心性神経線維の数字式分類 
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されている（Mense 2010）． 

この先は A線維と C線維でルートが異なる．A線維は脊髄視床路を上行し，視床後方の

外側脊髄視床路から大脳新皮質の体性感覚野に至り，痛みの局在を知らせる（丸山 2014）．

それと同時に，視床後方から内側脊髄視床路に分かれ，大脳辺縁系に至り，不快感といった

情動ももたらす（丸山 2014）．C線維は脊髄網様体路の脊髄中脳路，脊髄腕傍路，脊髄延髄

路を経て，大脳辺縁系へ至ることで不快感をもたらし，一部は体性感覚野に到達して痛みをも

たらす（丸山 2014）．DOMSにおいては，LCを行った筋からの侵害情報の伝達に C線維は

必須であり，A線維は決定的に関与しないと報告されている（Mizumura & Taguchi 2016）． 

 

2. 遅発性筋痛 

DOMSに関する研究は古く，1902年に Houghが運動後の筋の張り（stiffness）と痛みを報

告した研究が最初とされている（Hough 1902）．DOMSをもたらす運動が LCであると明らかに

なったのは，1956年 Asmussenの報告による（Asmussen 1956）．その後，DOMSの発症機序

はヒトおよび動物の組織学的（光学顕微鏡レベルから超微細構造レベルまで）および生化学

的知見に基づいて乳酸，筋スパズム，結合組織損傷，筋損傷，炎症，酸化ストレスなどが提案

されてきた（Armstrong 1984, Smith 1991, Cheung et al. 2003）．これまでに DOMSの原因とし

て幅広く支持されていた説は，LCによってもたらされる筋，結合組織，筋膜の損傷や炎症で

あった（Smith 1991, Pyne 1994）．スポーツ科学の分野においても，DOMSは運動誘発性筋損
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傷の特徴の 1つとして認識されており（Brentano & Martins 2011, Peake et al. 2017），DOMS

と筋損傷は当然の因果関係にあると考えられてきた．しかし，筋の損傷および炎症は DOMS

に不可欠でなく，これらが関連しないことを示唆する報告も出はじめている（Malm et al. 2004, 

Crameri et al. 2007, Paulsen et al. 2010a, Hayashi et al. 2017）．現に我々の研究室では LC後

のラットにおいて，光学顕微鏡レベルでの筋線維の損傷や炎症なしに筋機械痛覚過敏が生じ

ることを報告した（Fujii et al. 2008）．Taguchi et al.（2005a）はラット長指伸筋の機械逃避反応閾

値（機械疼痛閾値）を測定することにより，LC後に筋機械痛覚過敏の発症を報告した．この筋

機械痛覚過敏はヒトの DOMS と同様の，LC実施後 1～3日目に生じるという時間経過であり

（Taguchi et al. 2005a），これによりラット DOMSモデルが誕生した．LC後のラット長指伸筋へ

機械刺激を与えると，末梢組織からの侵害刺激を二次ニューロンへ伝達する場である

（Cervero & Connell 1984, Ling et al. 2003）脊髄後角表層に，神経細胞活動の指標である c-

Fos発現の増加が認められる（Taguchi et al. 2005a）．さらに Taguchi et al.（2005b）は，機械痛

覚過敏が最も強く現れた LC2日後のラットの長指伸筋－総腓骨神経標本において，筋無髄

神経（C）線維の機械刺激に対する反応が促進されたことを示し，この C線維の亢進した反応

こそが LC後の筋機械痛覚過敏，すなわち DOMSの末梢神経機構であることを示唆した． 

DOMSをもたらす原因物質を探るため，これまでに運動後の骨格筋から放出される物質が

特定されてきた．その中でも痛みに関与するものは，カリジン様ペプチド（ラットの場合 Arg-ブ

ラジキニン, Boix et al. 2002），アデノシン，カリウムイオン（Hnik et al. 1976），ATP（Li et al. 
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2003, Santos et al. 2003），PG（Smith et al. 1993, Tegeder et al. 2002）が挙げられる．近年，

DOMS発症の機構として，B2ブラジキニン（B2）受容体－NGF経路と COX-2－GDNF経路

の 2経路の存在が報告されたが（Mizumura & Taguchi 2016），それらが活性化するさらなる上

流の機構までは明らかにされていない． 

 

3. 繰り返し効果 

繰り返し効果の研究は Highman & Altland（1963）による報告が最初とされ，トレーニング効

果，適応（adaptation），防御効果（protective effect）などと呼ばれてきたが，Nosaka & Clarkson

（1995）の報告以降，繰り返し効果（repeated bout effect）と呼ばれるようになった（McHugh 

1999, 2003）．繰り返し効果における DOMSの扱いは，これまでの認識と同様に運動誘発性

筋損傷の特徴の 1つとして捉えられてきた．繰り返し効果の機序について，McHugh（1999, 

2003）はいくつかの仮説を挙げている．神経性の適応，機械的な適応（動的な筋張力の増加

または受動的な筋力の増加），細胞性の適応（筋節の長軸方向への加増，炎症反応の適応，

興奮収縮連関を維持するための適応），その他の機構による適応（熱ショック蛋白，筋節のリモ

デリング，細胞外マトリクスのリモデリング）． 

神経性の適応については，電気刺激による筋収縮によっても繰り返し効果がもたらされたこ

とから（Sacco & Jones 1992），繰り返し効果の出現に中枢神経系の関与は少なく，末梢神経

系が重要な役割を果たしていると考えられている（Nosaka et al. 2002）．しかしながら，非運動
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側の筋にも繰り返し効果が見られた（Howatson & van Someren 2007, Starbuck & Eston 2012）

といった報告から，中枢神経系が関与する説も支持されている． 

機械的な適応については，LC トレーニングが動的と受動的な筋の stiffness，腱あるいはク

ロスブリッジの stiffness を増加させたことから，筋節の整列や構造維持に関わる細胞骨格蛋白

の適応が考えられている（McHugh 2003）．LC後の筋損傷の極早期に中間径フィラメントであ

る desminが消失することから，desminは損傷に対する第一線の防御機構であり，そのリモデ

リングは繰り返し筋節に掛かる過大な力に抵抗するための機械的な強化とも考えられる

（McHugh 2003）．また，LC後の筋内結合組織の増加も次の LCによる筋原線維へのストレス

を放散すると言われている（Lapier et al. 1995, McHugh 2003）． 

細胞の適応については，よく支持されているのが筋節の追加（sarcomerogenesis; Proske & 

Morgan 2001）である．筋損傷は，筋長－張力曲線（Gordon et al. 1966）の下降脚（descending 

limb）において筋節が過分な力を受けることにより生じると言われている（Armstrong et al. 

1991）．すなわち，筋長の長い状態において LCを行う方がより損傷が大きくなるため，LC中

の筋長は筋損傷の程度を左右する重要な因子であり（McHugh 2003），分解プロセスにより直

列に筋節が増加することで，繰り返す LCでの筋節への負荷が減り，損傷する筋原線維が制

限されるという説である（Morgan 1990, McHugh 2003）．初回 LCからの回復後に筋長－張力

関係が右へシフトする（張力ピーク時の筋長がより長くなる）現象は，筋節の長軸方向の追加

の結果であると考えられている（McHugh 2003）．しかしながら，繰り返し効果が筋節の追加に
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よるものであれば，繰り返し LCを初回よりも長い筋長で行うと，初回 LC と同様の損傷をもたら

すと予想される（McHugh 2003）．炎症反応説については，繰り返し LCを行った際に好中球

や単球の活性化といった炎症反応が鈍ることは筋原線維の機械的な崩壊の拡大を防ぐため

の適応を反映している，とMcHugh（2003）が述べている．初回 LCの代わりに受動的ストレッ

チや等尺性収縮を行うと，明確な筋損傷なしに炎症反応を引き起こすことができ，次の繰り返

し LC後の炎症反応を鈍らせたことから（Koh & Brooks 2001, Pizza et al. 2002，McHugh 

2003），初回にもたらされた炎症反応が繰り返し効果に貢献すると考えられている．しかしなが

ら，繰り返し LC後の炎症反応の軽減は，繰り返し LCに対する機械的な崩壊，すなわち細胞

骨格等の損傷の減少をシンプルに反映しているにすぎず（McHugh 2003），その元となる機械

的な崩壊の減少の原因や炎症反応の機序は明らかにされていない． 

 

4. 遅発性筋痛に関与する物質 

4.1. ブラジキニン（BK） 

BKはアミノ酸 9個からなるポリペプチドであり，1949年に Rocha e Silvaがハララカ（ヘビ）

毒を注射したイヌの血清において，強力な血圧下降および平滑筋刺激効果があることを報告

したのが最初であった（Rocha e Silva et al. 1949, Mizumura et al. 2009）．BKは組織損傷にお

いて血管内皮細胞から血漿に放出され，炎症性滲出液にも見られ，侵害受容器を感作する

作用がある（Couture et al. 2001）．BKの受容体には，B1，B2の 2つのサブタイプがあり，B1，
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B2 ノックアウトマウスは痛み刺激に対して感覚鈍麻を示すことから，BK と B1，B2受容体は痛

み伝達経路に関与する（Rupniak et al. 1997, Pesquero et al. 2000, Okuse 2007）．B1，B2受容

体いずれも G蛋白共役型受容体で構造は類似しているが，機能は異なる．B1受容体は健康

な組織において一般的に存在しないもしくは発現が非常に少なく，組織損傷や内因性因子

（エンドトキシン，サイトカイン，成長因子）によって誘導される（Couture et al 2001, Sharma & 

Al-Sherif 2006）．一方，B2受容体は常在性であり，侵害受容器，血管内皮細胞，線維芽細

胞，単球，肥満細胞において発現し，発痛，血管拡張，血管透過性亢進に関与する（Dutra 

2017）．BKは侵害受容器，特に機械刺激に対して感作をもたらす（Mense & Meyer 1988）だ

けでなく，非神経性細胞から他の炎症物質を放出させることで間接的にも感覚神経を刺激す

る役割があり，BK受容体活性化は Ca2+とリン酸化依存性のホスホリパーゼ A2活性化をもたら

し，アラキドン酸放出，PG産生をもたらすことが知られている（Slivka & Insel 1988, Leeb-

Lundberg et al. 2005）．しかしながら，DOMSにおいて BKは筋機械痛覚過敏がピークとなる

LC2日後の筋中には存在せず，LC中や LC直後（1時間以内）で活性化することが示されて

いる（Mizumura & Tagichi 2016）．これは B2受容体阻害剤の HOE140を LC直後や 2日後

に投与しても筋機械痛覚過敏は抑制されないが，LC実施前に投与すると抑制されることから

も証明されている（Murase et al. 2010）．また，B1受容体阻害剤の des-Arg10-HOE140は，投

与タイミングに関係なく筋機械痛覚過敏に影響を及ぼさなかったことから，LC後の筋機械痛

覚過敏のトリガーには B2受容体を介した BKの関与が考えられている（Murase et al. 2010, 
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Mizumura & Taguchi 2016）． 

 

4.2. 神経成長因子（NGF） 

NGFをはじめとする神経栄養因子は，神経細胞の長期生存，成長，分化を調節する因子と

して知られており，NGFは哺乳動物の胎生期では侵害受容器の成長と分化を促進し，生後は

侵害受容器を感作する作用がある（Daws et al. 2013）．NGFは神経栄養因子の中でも最初に

発見された．その発見は 1948年に Buekerが，3日齢のニワトリ胚に体壁移植されたマウス

180肉腫片の顕著な感覚神経支配について報告したのが最初とされ，その後 Levi-

Montalciniが 1954年にマウス肉腫 180から核タンパク粒子を単離し，NGF と命名した（Levi-

Montalcini & Angeletti 1968）．その後 1996年に先天性無痛無汗症の 3家系において，NGF

の受容体であるチロシンキナーゼ受容体（TrkA）遺伝子変異が報告され，侵害受容機能にお

ける NGFの重要性が認識された（Indo et al. 1996）．NGFは炎症促進サイトカインによって線

維芽細胞，ケラチノサイト，シュワン細胞，リンパ細胞，マクロファージ，肥満細胞などから放出

される（Ringkamp et al. 2013）．骨格筋においては，虚血や神経損傷後に発現増大することも

知られている（Mizumura & Taguchi 2016）．また，1次求心性神経末梢側の終末に直接作用

することで熱痛覚過敏をもたらし（Chuang et al. 2001），骨格筋への注射は持続的な筋機械痛

覚過敏を引き起こす（Svensson et al. 2003）．NGF と DOMSの関係については，Murase et al.

（2010）がラットを用いて，運動中の筋血管内皮細胞から放出される BK（Arg-BK）によって
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NGFが産生されること，NGFの産生は筋細胞または筋衛星細胞における B2受容体の活性

化を介していること，産生された NGFが機械刺激に対する筋 C線維受容器を感作したこと，

LC後の筋への抗 NGF抗体投与により NGF産生を阻害すると筋機械痛覚過敏が大幅に軽

減されることなどを報告してきた．しかしながら，NGFの DOMSの繰り返し効果への関与は不

明である． 

 

4.3. プロスタグランジン（PG） 

PGは生理活性物質の 1つであり，ほぼ全身の臓器に存在し，生体の恒常性維持や炎症

に関係する．その歴史は 1933年に Goldblattがヒト精漿内から平滑筋を収縮させる生理活性

物質を発見し，1934年から 1937年にかけて Ulf Svante von Eulerが同様の機能を持つ物質

をヒト，イヌ，ウサギの前立腺，成熟したウシの精嚢腺から検出したことに始まる（Flower 

2006）．当初は前立腺（prostate gland）由来と考えられ PG と命名されたが，後に他の臓器に

おいても合成されることが示されてきた．BKをはじめとした様々な刺激により細胞内カルシウ

ム濃度が高まると，ホスホリパーゼ A2が活性化し，細胞膜リン脂質に作用することにより，細胞

膜にエステル結合していたアラキドン酸が細胞質内へ遊離され，アラキドン酸カスケードと呼

ばれる代謝経路を経て PGが合成される（Okuse 2007, Das et al. 2007）．遊離したアラキドン酸

は COXによってエンドペルオキシド含有プロスタグランジン G2（PGG2）に変換され，続いて

PGE2，PGI2，PGD2，PGF2の 4種のプロスタノイドに変換される（Narumiya et al. 1999, Das et 
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al. 2007）．これらプロスタノイドは，それぞれ PGE2：EP，PGI2：IP，PGD2：DP，PGF2：FP と特有

の受容体が存在し，さらに EP受容体は EP1-4のサブタイプに分けられる（Narumiya et al. 

1999）．プロスタノイド受容体は G蛋白共役受容体であり，その結合パターンによって生化学

的役割が決定するため，PGは存在組織によって役割が全く異なる（Daws et al. 2013）．PG と

DOMS との関係については，LCを伴う運動後に血漿中の PGE増加と DOMS発症の時間経

過において有意な相互関係（P < 0.05）が示され（Smith et al. 1993），DOMS発症に対する

PGE増加の関与が示唆されてきた（Smith 1991）．さらに近年になって，LCを行うと筋細胞も

しくは筋衛星細胞に COX-2が活性化し，合成された PGE2が EP2受容体に結合して GDNF

を発現増加させる一連の経路が報告されてきた（Mizumura & Taguchi 2016）．しかしながら，

この経路が繰り返し効果においても関与するかどうかは明らかにされていない． 

 

4.4. シクロオキシゲナーゼ 2（COX-2） 

プロスタグランジン発見の後，PGG2を産生するために細胞膜リン脂質から遊離されるアラキ

ドン酸は酵素環化されることが Hamberg & Samuelsson（1973）によって明らかにされた．COX

はアラキドン酸を触媒して PGを合成する酵素である（Süleyman et al. 2007）．COXには

COX-1，2，3の 3種類が同定されている．COX-1はほぼ全ての組織に存在し，“ハウスキーピ

ング”の役割をする構成（常在）型とされる（Daws et al. 2013）．COX-2は誘導型であり，炎症

に関わる細胞（マクロファージ，単球，滑膜細胞）によって発現が誘導され，PGを合成し，急性
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あるいは慢性炎症状態をもたらす（Daws et al. 2013）．COX-3は COX-1のスプライスバリアン

ト（COX-1b）であり，神経組織における発現が強い（Kis et al. 2006）とされているが，その働き

については不明な部分が多い．ラットに対して，選択的 COX-2阻害剤の celecoxib と

zaltoprofenを LC1時間前に単回経口投与すると，LC1，2，3日後の筋機械痛覚過敏を抑制

するが，これらを筋機械痛覚過敏が生じている LC2日後に投与しても疼痛抑制効果は得られ

ない（Murase et al. 2013）．一方，選択的 COX-1阻害剤の SC560 または ketrolacは，LC1時

間前あるいは LC2日後に投与しても，いずれも筋機械痛覚過敏を抑制しない（Murase et al. 

2013）．これらの事実は DOMS発症には COX-1ではなく，COX-2活性化が必要であることを

示している．COX-2活性化は GDNFの発現増大をもたらし，筋 A線維受容器を感作して筋

機械痛覚過敏をもたらすことが報告されている（Murase et al. 2013, 2014）．LC前の COX-2阻

害剤の投与は，DOMS発症を抑制し，LC12時間～1日後にかけて発現増大する GDNF 

mRNA発現を抑制するが，NGF mRNAには影響しない（Murase et al. 2013）． 

また，COX-2は DOMSに関与するだけでなく，筋の再生においても重要な役割を果たして

おり，COX-2や COX-2由来 PGが，骨格筋蛋白の合成，筋芽細胞の増殖，分化，融合に影

響することが報告されている（Bondesen et al. 2004, Burd et al. 2010, Paulsen et al. 2010b, 

2012）．マウス後肢吊り下げ中に選択的 COX-2阻害剤（SC-236）を与えると，再加重後のヒラ

メ筋損傷回復期における筋核数の増加が抑制され，COX-2欠損マウスにおいては筋芽細胞

数が野生型ほど増加しなかった（Bondesen et al. 2004）．COX-1 と COX-2両方を阻害する非
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ステロイド系抗炎症剤は，筋衛星細胞数の増加（Mikkelsen et al. 2009），筋線維の肥大や筋

蛋白の合成（Trappe et al. 2001, 2002）を抑制すると言われている．選択的 COX-2阻害剤は

筋衛星細胞の活動に影響をもたらさない（Paulsen et al. 2010b, 2012, Mackey 2013）とする報

告がある一方，損傷後の筋の回復を遅らせた（Shen et al. 2005）報告もある． 

COX-2 と繰り返し効果については、ヒトを対象として COX阻害剤を使用した研究が行われ

てきたが、その多くは筋量や筋力を対象としたものである．COX阻害剤を 1.5 ヶ月から 4 ヶ月

にわたって連用したヒトの実験の場合には，トレーニング効果は減弱せず，逆に高齢者では服

用によって筋量増大が促進されると報告されている（Trappe & Liu 2013）．Paulsen et al.

（2010b）の報告では，celecoxibを 1回目 LCの前日から 12日間連続投与し，21日後に 2回

目の LCを実施した．1回目と 2回目の LC後における筋力と筋損傷の変化についてはプラ

セボと有意な差は見られなかったが，DOMSについては 1回目，2回目共にプラセボよりも軽

減していた．しかし，1回目 LC後の DOMSは celecoxib投与でも完全に抑制されていなかっ

た．このように，COX-2の筋代謝および DOMSの繰り返し効果に及ぼす影響は不明な点が

多く，さらなる研究が必要である． 

 

4.5. グリア細胞株由来神経栄養因子（GDNF） 

侵害受容ニューロンはその神経栄養因子に基づき，TrkA受容体を発現してターゲット組織

由来の NGFを利用するニューロンと，受容体型 RETチロシンキナーゼと GDNFファミリー受
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容体1（GFR1）を発現して，GDNFファミリーを栄養因子とするニューロンの 2種に分類され

る（Molliver et al. 1997, Murase et al 2014）．GDNFファミリーには，GDNF，NTN，ART，PSP

が同定されており，構造的には TGF-スーパーファミリーのサブグループに分類される

（Airaksinen et al. 1999）．GDNFファミリーの主な役割はニューロンの生存と生後早期の成熟

である（Jankowski & Koerber 2010）．GDNFは中脳のドーパミン作動性ニューロンの生存と軸

索伸張に特異的に作用する栄養因子として発見され（Lin et al. 1993），主にパーキンソン病や

神経変性疾患治療のために研究されてきた．骨格筋においては，GDNFの発現が多発筋炎

患者の骨格筋線維とデュシェンヌ型筋ジストロフィー患者の再生筋線維（Suzuki et al. 1998a）

に認められ，特に神経筋接合部において顕著であった（Suzuki et al. 1998b）．ラット骨格筋へ

の GDNFの注射は機械痛覚閾値を低下させ（Hendrich et al. 2012），筋注 1時間以降になっ

て筋 A線維の機械閾値を低下させると報告されている（Murase et al. 2014）．LC後の骨格筋

において，12時間～1日後の筋細胞あるいは衛星細胞の核の周囲に GDNF mRNAの増加

が報告されており，2日後の筋痛覚過敏を抗 GDNF抗体の筋注がいくらか緩和したことから，

LC後の筋機械痛覚過敏に GDNFの関与が示唆された（Murase et al. 2013）．なお，他の

GDNFファミリー（NTN，ART，PSP）は LCの影響を受けなかった（Murase et al. 2013）．

GDNFは筋 A線維にのみ機械刺激に対する感作をもたらし，C線維には影響しない

（Murase et al. 2014）．これらのことから，DOMSは B2受容体－NGF：C線維，COX-2－

GDNF：A線維，この 2つの機構により生じることが提言されてきた（Mizumura & Taguchi 
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2016）．しかしながら，この経路が DOMSの繰り返し効果に関与するかどうかは明らかにされ

ていない． 

 

4.6. アデノシン 3リン酸（ATP） 

ATPは哺乳類細胞の細胞質基質に存在し，生命維持活動に欠かせない物質としてよく知

られているが．ヒト皮膚水疱内に ATPを投与すると痛みをもたらした 1966年の報告（Collier et 

al. 1966）から，ATPは痛みにも関与することが知られてきた．細胞が損傷や死滅すると，ATP

が細胞外に漏出して感覚神経終末の ATP受容体に作用し，痛みをもたらす（Reinöhl et 

al.2003, Burnstock 2013）．ATP受容体は存在する組織によってサブタイプが異なり，痛みに

関しては DRGニューロンに P2X3と P2X2/3（P2X2と P2X3のヘテロマー）受容体が，脊髄ミクロ

グリアに P2X4受容体が同定されている（Inoue 2006）．髄腔内への NGF と GDNFの投与，骨

格筋への NGF投与は，DRGニューロンに P2X3受容体の発現を増加させる（Daws et al. 

2013）．ラットの骨格筋へアデノシンを投与すると，直後から濃度依存性にキニンペプチドの増

加をもたらすことが知られている（Boix et al. 2002）．収縮筋由来のアデノシンは BK と同様，

筋収縮中の血流とグルコースの取り込みの調節を行い，この作用の一部はカリクレイン－キニ

ン系を介していると考えられている（Boix et al. 2002）．さらに血管床のキニンペプチドを遊離さ

せ，B2受容体を介して筋細胞へトークバックされる可能性がある（Boix et al. 2002）．このよう

にアデノシンとキニン系は活動筋細胞と血管システムの交互作用を仲裁する 2つの要素であ
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ると考えられている（Boix et al. 2002）．また，ヒト尿路上皮細胞は BK濃度依存性に ATPを放

出し，その ATP放出にはストレッチ刺激によるカルシウム濃度の上昇が必要とされている

（Ochodnický et al. 2013）．ATPはこれまでに述べてきた BKなどの物質と比較して，DOMS

やその繰り返し効果への関与はほとんど研究されておらず，今後の DOMS研究における重

要な因子となることが期待される． 
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第 3章 研究課題 1 遅発性筋痛の繰り返し効果における NGF発現関与の検証 

1. 目的 

これまで DOMS発症の原因として，乳酸（Schwane et al. 1983），BK（Boix et al. 2002），カリ

ウム（Hnik et al. 1976, Smith 1991），ATP（Li et al. 2003, Santos et al. 2003），PG（Smith et al. 

1993, Tegeder et al. 2002）などが報告されてきたが，いずれも DOMS との関連は明確にされて

こなかった．Murase et al.（2010）が LC実施前に B2受容体阻害剤により NGF産生を抑制し

ておくと，LC後の筋機械痛覚過敏発症が抑制されることを報告した．これにより，B2受容体を

介して産生増大する NGFが DOMS発症に重要であることが明らかになってきた．しかしなが

ら，DOMSの繰り返し効果においても NGFの産生が関与するかどうかまでは明らかにされて

いない．そこで本研究はラット DOMSモデル（Taguchi et al. 2005a）を用いて，DOMSの繰り

返し効果に対する NGFの関与を明らかにし，DOMSの痛みが NGF由来であることを裏付け

るため，NGF mRNAの発現増大が 2回目の LC後にどのように変化するかを検討した．さら

に繰り返し効果が BKの放出および NGF産生を刺激する B2受容体の活性化，あるいは B2

受容体活性化後の NGF産生を発現増大する過程，どちらで生じるのか検証する必要があ

る，そこで，B2受容体阻害剤を 1回目の LC前にのみ投与し，2回目の LC後に筋機械痛覚

過敏と NGF mRNAの変化を確かめることにより，繰り返し効果が B2受容体の上流と下流の

どちらで生じるかを検証した． 
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2. 方法 

2.1. 実験動物 

全ての実験は名古屋大学における動物実験等に関する取扱規程の認可の下に行われた．

実験動物として，127匹の雄性 Sprague-Dawley（SD）系ラット（日本 SLC株式会社, 浜松, 日

本, 実験開始時は 9～10週齢）を用いた．ラットは，室温 22～24 °C，12時間の明暗サイクル

（明期 7時～19時）に調整された環境において，1ケージあたり 2または 3匹で飼育し，飲水

と摂餌は自由にさせた．本研究では 2つのシリーズに分けて実験を行った（図 1）．ラットの内

訳として，最初のシリーズでは機械痛覚過敏の測定に 18匹，長指伸筋における NGF mRNA

の測定に 72匹，2つ目のシリーズでは B2受容体阻害剤の効果を調べるために機械痛覚過

敏の測定では 15匹，NGF mRNAの測定に 22匹を用いた． 

 

2.2. 筋機械疼痛閾値の測定 

ラット長指伸筋に対する機械疼痛閾値測定の様子を図 2に示した．測定にはランダルセリッ

ト式鎮痛効果測定装置（Ugo Basile, Verese, Italy）を用いた．ラットを落ち着かせるためにラット

の胴体をタオルで拘束し，測定中はラットを刺激しないよう慎重に取り扱った．下腿の毛を剃

り，装置の台座の上にラットの下腿を乗せ，直径 2.6 mmの円錐型をしたプローブ（自家製）を

長指伸筋の筋腹へ向かうように垂直にセットした．このプローブは既製品よりも先端を太くする

ことで皮膚を介した筋機械逃避反応閾値（筋機械疼痛閾値）の測定を可能にする（Nasu et al.   
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2010）．測定者がペダルスイッチを踏むと，157 mN/sに設定されたスピードでラットの長指伸筋

にプローブを介して機械刺激（圧迫）が与えられ，ラットがもがく，下腿を台座から退かす，など

の逃避行動を起こしたときにペダルを離す．ペダルを離すとただちにモーターが停止するた

め，ラットに必要以上の圧迫がかからない仕組みになっている．ペダルを離した時の加重

（mN）をスケールの目盛りから読み取り，その回の筋機械疼痛閾値とした．組織損傷を防ぐた

めの上限値は 2450 mN とし，この時点まで反応しなかった場合には 90秒の休息時間を空

け，再度測定した．測定は概日リズムの影響を減らすため同じ時間帯に行った．ラットを測定

環境に慣らせるためのトレーニングは 6日間行った．測定は 1回につき 90秒間の休息をはさ

み，10回測定した．後半の 5回の平均値をそのラットの筋機械疼痛閾値とした．なお，筋機械

図 2. ラット長指伸筋に対する機械疼痛閾値の測定の様子 
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疼痛閾値の測定時には，どのラットが何の処置を受けたか，測定者に分からないようブラインド

処置を施した． 

 

2.3. 繰り返し伸張性筋収縮 

ラットの長指伸筋に対して LCを行う様子を図 3に示した．繰り返し LCを 2回行い，1回目

の LC（1st LC）を行った日を 0日目とし，1st LCから 5日後に 2回目の LC（2nd LC）を行った．

5日間空けた理由は，同モデルの先行研究において，LC後の機械痛覚過敏が 5日後に完

全に消滅したことが示されているからである（Taguchi et al. 2007, Murase et al. 2010）．LC負荷

は，Taguchi et al.（2005a）に倣って以下のとおりに行った．ラットを pentobarbital（50 mg/kg）を

図 3. ラット長指伸筋 LCの様子 
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腹腔内投与して麻酔し，体温が 37°Cに保たれるようにホットパッドを敷いた状態で LC負荷を

行った．麻酔されたラットを側臥位に寝かせ，総腓骨神経の近傍に刺した 2本の針電極の位

置を微妙に調整することにより，長指伸筋を特異的に収縮させた．神経の電気刺激は，電流

強度を単収縮閾値（<100 A）の 3倍，刺激パルス幅は 1 ms，周波数は 50 Hzの条件で，1

秒間刺激－3秒間休止のサイクルで行った．足関節の屈曲には直線化モーター

（CPL28T08B-06C2T, オリエンタルモーター株式会社, 日本）を用いた．足関節のスタートポ

ジションは足関節角度 45°とし，電気刺激と同期してモーターが作動し，長指伸筋が収縮した

状態で強制的に足関節を 90°の位置まで 1秒間かけて底屈させ，3秒間かけてスタートポジ

ションへ戻す．このサイクルを 500回行った．LC後，麻酔から醒めたラットには飲水摂餌行動

を自由にさせた． 

 

2.4. 筋サンプル摘出 

LC後の筋における NGF mRNA発現の変化を調べるために，安静（control）群と 1st LC と

2nd LCのそれぞれ 5日後のラット（各 n = 4），1st LC と 2nd LCのそれぞれ 0，6，12時間後と 1

日後のラット（各 n = 6）から，pentobarbital麻酔下（50 mg/kg，腹腔内投与）で長指伸筋を摘出

した． 
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2.5. HOE140処理 

B2受容体阻害剤の HOE140（0.1 mg/kg, Sigma, St. Louis, Missouri, USA）を用いて，B2

受容体を阻害した状態での 1st LCが 2nd LC以降の筋機械痛覚過敏にどのような影響を与え

るか調べた．HOE140群（n = 7）と非 HOE処置の control群（n = 8）に分け，筋機械疼痛閾値

は 1st LC前，2，5日後，2nd LC 2日後に測定した．NGF mRNA測定のための筋サンプルは，

安静（control），1st LC12時間，1日，2nd LC12時間，1日後に摘出した（n = 4, control群のみ

n = 6）．これらの時間に設定した理由は，LCによる筋機械痛覚過敏は 2日後に，NGF 

mRNAの発現増大は 12時間と 1日後にピークを迎えるからである（Taguchi et al. 2005a, 

Murase et al. 2010）．HOE140は生理食塩水に溶解し，1st LCの 30分前にラット背部の皮下

に注射した．control群に対しては phosphate buffered saline（PBS, 0.01 M）を注射した． 

 

2.6. 筋mRNA抽出 

実験前の準備事項 

長指伸筋における総 RNAの抽出には，RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit（QIAGEN, 

Valencia, CA, USA）を用いた．10 lの-メルカプトエタノールを 1 mlの Buffer RLTに添加し

た（室温で最高 1ケ月まで保存が可能である）．Buffer RPEにを 4倍量のエタノール（96～

100%）を添加して，ワーキング溶液を作成した．RNase フリーの注射針とシリンジを用いて，

DNAase Iバイアルに 550 lの RNaseフリー水を注入し，ボルテックスは使用せず静かに転
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倒混和した．DNAase I は 1回分 45 lずつ分注した（-20°Cで最高 9 ヶ月まで，解凍後は-

4°Cで最高 6週間まで保存が可能である）． 

 

RNA抽出 

後の手順にて proteinase K分解を行うため，あらかじめブロックインキュベーターを 55°Cに

温めておいた．摘出した長指伸筋から 1匹あたり約 30 mgの筋を標本として分離した．標本を

分離する際は 30 mgを超えないよう，凍結標本の場合は解凍しないよう氷上で手早く行った．

標本をホモジナイズ用チューブに入れ，300 lの Buffer RLT を添加して 20～40秒間ホモジ

ナイズした．ライセートを 1.5 mlチューブに移し，590 lの RNaseフリー水，10 lの

proteinase Kを加えた．ブロックインキュベーターに移し，55°Cで 10分間インキュベートした．

遠心分離機へ移し，10,000 × g，20～25°Cで 3分間遠心操作を行った．約 900 lの上清を

200 lチップのピペットでペレットが混入しないよう新たな 1.5 mlチューブへ移し，0.5容量

（約 450 l）のエタノール（96～100%）を添加した．RNeasy Mini Spin Columnを 2 ml コレクシ

ョンチューブの中にセットし，700 lのサンプルを Spin Column内へ添加した．Spin Column

の蓋は閉じずにチューブを 20～25°C，10,000 rpm（8,000 × g以上）で 15秒間遠心操作し，コ

レクションチューブの底に溜まったろ液をペーパータオルの上に棄て，再び残りの 700 l も同

様に Spin Column内へ添加，遠心操作，ろ液の破棄を行った．Spin Column内のメンブレン

洗浄のため，350 lの Buffer RW1を Spin Column内へ添加し，20～25°C，10,000 rpm
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（8,000 × g以上）で 15秒間遠心操作し，ろ液を破棄した．10 lの DNase Iストック溶液を 70 

lの Buffer RDDに添加し，静かに転倒混和した．80 lの DNase I インキュベーション溶液

をカラム内のメンブレンにピペットで確実に滴下し，室温（20～30°C）で 15分間インキュベート

した．インキュベート後，メンブレン洗浄のため 350 lの Buffer RW1を Spin Column内へ添

加し，20～25°C，10,000 rpm（8,000 × g以上）で 15秒間遠心操作し，ろ液とコレクションチュ

ーブを破棄した．新たな 2 ml コレクションチューブにカラムをセットし，メンブレン洗浄のため

490 lの Buffer RPEを Spin Columnへ添加し，20～25°C，10,000 rpm（8,000 × g以上）で

15秒間遠心操作し，ろ液を破棄した．再びメンブレン洗浄のため，500 lの Buffer RPEを 20

～25°C，10,000 rpm（8,000 × g以上）で 2分間遠心操作し，ろ液を破棄した．RNA溶出中に

エタノールがキャリーオーバーしないよう，さらにメンブレンを乾燥させるために，20～25°C，

10,000 rpm（8,000 × g以上）で 1分間遠心操作した．Spin Columnを新たな 1.5 ml コレクショ

ンチューブにセットし，50 mlの RNaseフリー水をメンブレンに直接添加し，Spin Columnの蓋

を静かに占めて 10分間親水させた．RNA溶出のため，20～25°C，10,000 rpm（8,000 × g以

上）で 1分間遠心操作した．コレクションチューブの底に溜まった RNA溶液は-80°Cで保存

した．RNAをより長期的に保存するために，エタノール沈殿を行った．エタノール沈殿にあた

り，あらかじめ遠心分離機を 4°Cに設定し，フリーズドライヤーを起動しておいた．氷上で 80 

lの DEPC水に 20 l（1 g分）の RNA溶液，0.1容量（10 l）の酢酸ナトリウム，2.5倍量

（300 l）のエタノール（99%）を添加し，ボルテックスで混和，スピンダウンした．スピンダウン
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後，-80°Cで 15分間置いた．RNAペレットを沈殿させるため，4°C，12,000 rpmで 15分間遠

心操作した．遠心分離機にチューブを残したまま，チューブの内側にチップが当たらないよう

静かに上清を破棄し，新たに 200 lのエタノール（70 %，-30°C）を滴下した後，再び 4°C，

12,000 rpmで 5分間遠心操作した．再び上清を破棄した後，フリーズドライヤーにて 10分間

乾燥させ，15 lの DEPC水により RNAのペレットをボルテックスで溶解した． 

 

RNA濃度測定 

総 RNAの濃度測定には Nano Drop ND-1000（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA）を用いた．測定前の準備として，1 lの滅菌水をセンサーへ滴下して清掃，滅菌水を拭

き取った後，再び 1 lの滅菌水を滴下してブランクの測定を行った．1 lのサンプル RNAを

滴下し，RNA濃度（ng/l）を測定した．“260/280 Ratio”が 1.8以上であれば，純粋な RNAが

測定できたことを示す．測定部は 1サンプル測定ごとにペーパータオルで拭き取り，測定終了

後は滅菌水でセンサーを清掃した． 

 

cDNA合成（逆転写） 

RNAサンプルから cDNAの合成には，M-MLV Reverse Transcriptase（Promega, Madison, 

WI, USA）を用いた．新たなマイクロチューブに 8.7 lの滅菌水を入れ，1 g分の RNAサン

プルを添加して 1 lの Oligo-dT primer（10 pmol/ l）を滴下し，静かに混和した．プライマー
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のアニーリングのため，70°C，3分間保温した後，氷上へ 1分間急冷した．RNase inhibitorは

使用直前に-30°Cのフリーザーから取り出し，タッピングとスピンダウンで混和したのち，0.3 l

をピペッティングせずに添加した．4 lの 2.5 mM dNTP と 4 mlのM-MLVRT 5× Reaction 

Bufferを添加し，スピンダウンの後に 42°C，2分間インキュベートした．1 lのM-MLVRT酵

素は使用直前に-30°Cのフリーザーから取り出し，タッピングとスピンダウンで混和したのち，1 

lをピペッティングせずに添加した．サンプルを DNAの重合化のために 42 °Cで 50分間，

酵素不活性化のために 70°Cで 15分間インキュベートした後，急冷し，cDNAに逆転写した． 

逆転写過程で不要になった mRNAを分解，除去するため，0.6 lの RNase H buffer と 0.4 

lの RNase Hを-30°Cのフリーザーから取り出し，cDNAサンプルに添加した．RNase H 

bufferは室温に戻して使用するが，RNase Hは温度変化を極力避けるため，凍結保存ボック

スに入れたまま手早く作業を行った．サンプルを 55°Cで 10分間インキュベートし，インキュベ

ート後は 80 lのMilliQ水を加えて-30°Cで保存した． 

 

PCR 

PCR反応液は，1反応分あたり 18.8lの滅菌水，3 lの 10 × PCRバッファー，1 lの 10 

mM dNTP，1 lのセンス（フォワード）プライマー，1 lのアンチセンス（リバース）プライマー，

最後に 0.2 lの Taq DNA polymerase を優しく混和することで作成した．25 lの PCR反応液

を PCR用 0.2 mlチューブへ移し，5 lの cDNAを添加してスピンダウンした．サンプルの入
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った PCR用チューブを PCR装置へ移し，表 2の条件にて増幅を行った．GAPDHは内部標

準として用いた． 

 

アガロースゲル電気泳動 

アガロースゲルは大 40 ml，小 20 mlであるため，200 mlの 1.5%アガロースゲルの作成を

作成する場合は，エルレンマイヤーフラスコに入れた 200 mlの 1 × TAEバッファーへ 3 gの

アガロース粉末を加え，500Wの電子レンジで加熱した．加熱中，泡が出始めるとその都度取

り出して攪拌し，沸騰したら粉末が完全に溶けるまで 1～3分加熱した．アガロース溶液を室

温でゆっくり冷却し，手で触れられる温度まで低下すると 10 lの EtBr溶液を加えた．EtBrは

DNA と結合すると紫外線照射により発光する性質があり，この性質により DNA濃度測定を可

能にする．ただし，発ガン性物質のため取り扱いや破棄には厳重に注意した．アガロース溶液

をゲルメーカーへ流し込み，コームを挿して 30～40分間室温で冷却と固化を行った．固まっ

表 2. RT-PCRで用いたプライマー配列 
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たゲルを電気泳動槽にセットし，1 × TAEバッファーをゲルが浸るまで流した．PCRチューブ 1

本あたり 5 lのローディングバッファーを DNA溶液と混和し，ゲルのウェルへ静かに滴下し，

電気泳動を開始した．電気泳動により分離され，EtBrにより染色された DNAバンドを UV トラ

ンスイルミネーターにより検出し，その濃度を Image J software（free software developed by 

National Institutes of Health, USA）により分析した．測定値は GAPDHに対する割合として標

準化した． 

 

2.7. 統計処理 

全ての値は平均 ± 標準誤差で表した．筋機械痛覚過敏の評価は 1回目と 2回目に分

け，それぞれ繰り返しのある二元配置分散分析を用いて control群と LC群間を比較した．さ

らに，1st LC前日（day -1）と 2nd LC前日（day 5）に対しては，Bonferroniの多重比較検定を行

った．NGF mRNAの比較には一元配置分散分析を用い，control群または 2nd LC前日に対

しては Bonferroniの多重比較検定を行った．P < 0.05を有意水準とした． 

 

3. 結果 

3.1. 筋機械痛覚過敏の繰り返し効果 

繰り返し効果の出現を確認するため，2回の LCを行った際の筋機械痛覚過敏の変化を調

べた．ラットを 2つの群に分け，1つは 0日目（1st LC）と 5日目（2nd LC）に LCを行った rLC
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群（図 4, △，n = 9）と，もう 1つは運動を行わない control群（図 4, ■, n = 9）として，長指伸筋

の機械疼痛閾値を測定した． 

1st LC後ラットの筋機械疼痛閾値において，rLC群ではベースライン（図 4, pre）値の 1015 

± 30 mNから 830 ± 60 mNへと 1st LC 1日後から有意に低下し，3日後まで続いた（P < 

0.05）．4，5日後にはベースライン値まで戻った．control群では筋機械疼痛閾値の有意な低

下は見られなかった．2群を繰り返しのある二元配置分散分析により比較したところ，時間（P < 

0.001）と処置（LCの有無，P < 0.005）それぞれに有意な効果が見られ，時間と処置の間にも

有意な相互関係（P < 0.005）が認められた．1st LC5日後に行った 2nd LC後の筋機械疼痛閾

値において，2群の間に時間，処置，時間と処理の相互関係，いずれにおいても有意な差は

見られず，2群ともに有意な低下も認められなかった． 

図 4. 2回の LC後の筋機械疼痛閾値の経日的変化 

横軸は LC後の日数，縦軸は逃避反応閾値（mN）．繰り返し LC（rLC）群：△，非運動（control）群：■，各群 n = 9．*P < 

0.05，**P < 0.01，LC直前（pre）の値との比較． 
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3.2. NGF mRNA 

1st LC後の長指伸筋における NGF mRNAレベルは，12時間後と 1日後に有意な発現増

大を見せ，5日後に LC前レベルへ戻った（図 5）．2nd LC後は，12時間後と 1日後にわずか

な発現増大を見せたが，この変化は 1st LC5日後と有意な差はなかった．NGF mRNAの結果

は，筋機械疼痛閾値の変化と平行して繰り返し効果が表れていたことを示唆するものであっ

た． 

 

3.3. HOE140処置 

HOE140を 1st LC前に 1回のみ投与すると，1st LC後の筋機械疼痛閾値の低下が抑制さ

図 5. 2回の LC後の運動筋 NGF mRNA発現の変化 

横軸は LC後の日数，縦軸は NGFmRNAレベル（任意単位）．NGF mRNAレベルは GAPDHに対する割合で表した．

control（pre）と LC 5d，rLC 5dは n = 4，他は n = 6．**P < 0.01，pre との比較． 
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れた（図 6A，■）．2nd LC後においては，HOE140投与が 1st LC前 1回のみであったにもかか

わらず，筋機械疼痛閾値の低下が生じなかった．PBSを投与した control群では，1st LC後に

筋痛覚過敏が生じていたが（図 6A，◇），5日後に行った 2nd LC後には生じておらず，筋機

械疼痛閾値は低下しなかった．NGF mRNAにおいては，HOE140を 1st LC前に投与すると，

12時間後と 1日後に発現増大を現さなかった（図 6B）．2nd LC後においては筋機械疼痛閾

値の時と同様，HOE140投与が 1st LC前 1回のみであったにもかかわらず，NGF mRNAの

発現増大が生じなかった． 

 

4. 考察 

本研究において，2nd LC後に筋機械疼痛閾値の低下が生じなかったことにより，これまでに

図 6. 筋機械疼痛閾値と NGF mRNAに対する HOE140の影響 

HOE140を 1st LC前に 1回のみ投与し，その後の長指伸筋における機械疼痛閾値（A）と NGF mRNA発現（B）の変化を検討

した．A：横軸は LC後の日数，縦軸は逃避反応閾値（mN）．control群：非 HOE処置（◇, n = 8），HOE処置群（■, n = 7）．pre：

1st LC前，2d：1st LC 2日後，5d：2nd LC前，r2d：2nd LC2日後．***P < 0.001，pre との比較，##P < 0.01，control群との比較．B：

横軸は LC後の日数，縦軸は筋 NGFmRNAレベル（任意単位）．n = 4，CTLのみ n = 6． 
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報告されたような筋機械痛覚過敏への適応，すなわち繰り返し効果（Clarkson et al. 1987, 

Nosaka & Clarkson 1995）が生じていたことが示された．さらに，LC後の筋機械痛覚過敏の原

因因子と報告されている（Murase et al. 2010），NGF mRNAの発現増大が 2nd LC後に生じな

かった．これらの結果は，運動後の筋 NGF mRNA発現増大と筋機械痛覚過敏の間に生じる

関係（Murase et al. 2010）をより一層強く証明した．筋収縮力は LC直後に減少し，元に戻るの

に 1週間以上かかるとの報告（Chen et al. 2007, Paulsen et al. 2010b）から，2nd LC中の筋収縮

力は，1st LC時よりも減少していた可能性はあるが，2nd LCを行うまでに 5日間設けたことによ

り，2nd LC後の筋機械疼痛閾値への影響は小さいと考えられる． 

B2受容体阻害剤の HOE140は 1st LC前に 1回投与しただけで，1st LCだけでなく 2nd LC

後の筋機械痛覚過敏と NGF mRNAの発現増大をも抑制した．HOE140の効果は数時間しか

持続しないことから（Bao et al. 1991），投与 5日後の 2nd LC実施中およびその後にまで作用

していたとは考えにくい．それにもかかわらず，2nd LC後に見られた筋機械痛覚過敏と NGF 

mRNA発現増大の抑制は，HOE140処置を受けずに 1st LCの過程を経た control群と同様

であった．もし LCへの適応が B2受容体の下流で生じていれば，B2受容体の上流に適応は

生じず，LCから DOMS発症への一連の過程が 1st LC後に変化してないことになるため，2nd 

LC後にも筋機械痛覚過敏や NGF mRNAの発現増大が 1st LC後と同様のレベルで見られ

ていたはずである．しかしながら，今回 2nd LC後に筋機械痛覚過敏も NGF発現増大も生じな

かったことから，繰り返し効果（適応）は B2受容体の上流で生じたと考えられる．B2受容体の
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リガンドである BKは，アデノシン受容体の刺激を受けて筋の血管内皮細胞から放出され，そ

のアデノシンは運動筋から放出される（Boix et al. 2002）．このことから，繰り返し効果の可能性

のある箇所は，骨格筋の血管内皮細胞からの BK産生または放出の段階，あるいは筋細胞か

らのアデノシンの産生または放出の段階で生じている可能性が示唆された． 
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第 4章 研究課題 2 遅発性筋痛の繰り返し効果における COX-2発現関与の検証 

1. 目的 

研究課題 1において，我々は DOMSの繰り返し効果における骨格筋内 NGF発現増大の

関与を示唆した．その後，DOMSの発症に NGF産生を介さない COX-2－GDNF経路も存

在することが明らかにされてきた（Mizumura & Taguchi 2016）．COX-2は PGを合成する酵素

であり（Süleyman et al. 2007），骨格筋において COX-2活性化は GDNFの発現増大をもたら

し，筋 A線維受容器を感作して筋機械痛覚過敏をもたらす（Murase et al. 2013, 2014）だけで

なく，COX-2や PGは骨格筋蛋白の合成，筋芽細胞の増殖，分化，融合などに影響すること

も知られている（Bondesen et al. 2004, Burd et al. 2010, Paulsen et al. 2010b, 2012, Ho et al. 

2017）．DOMSの繰り返し効果における COX-2の関与は Paulsen et al.（2010b）がヒトを対象

に選択的 COX-2阻害剤を用いて検討したが，プラセボとの違いは明確に表れなかった．そこ

で本研究は，DOMSの繰り返し効果への COX-2の関与を明らかにするために，ラット DOMS

モデル（Taguchi et al. 2005a）を用いて COX-2 mRNAの発現が 2回目の LC後にどのように

変化するか，選択的 COX-2阻害剤を用いて，繰り返し効果が COX-2活性の上流あるいは下

流どちらで生じているかを検証した． 
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2. 方法 

2.1. 実験動物 

研究課題 1（第 3章 2.1.）と同様に，全ての実験は名古屋大学における動物実験等に関す

る取扱規程の認可の下に行われた．102匹の雄性 SD系ラット（日本 SLC株式会社，浜松，

日本．実験開始時は 9～10週齢）を用いた．本研究は 2つのシリーズに分けて実験を行った

（図 7）．ラットの内訳として，最初のシリーズでは長指伸筋の機械痛覚過敏の測定に 14匹，

長指伸筋における COX-2 mRNAの測定に 72匹，2つ目のシリーズでは，筋機械痛覚過敏

に対する COX-2阻害剤の効果を調べるために 16匹を用いた．ラットの飼育環境は研究課題

1（第 3章 2.1.）と同様であった． 

 

2.2. 筋機械疼痛閾値の測定 

研究課題 1（第 3章 2.2.）と同様に行った． 

 

2.3. 繰り返し伸張性筋収縮 

研究課題 1（第 3章 2.3.）と同様に，ラットの長指伸筋に 2回の LCを行った．1回目の LC

（1st LC）を行った日を 0日目とし，1st LCから 5日後に 2回目の LC（2nd LC）を行った． 

1st LC実施 30分前に PBSをラット背部へ皮下投与して LCを行う群（PBS + rLC群），その

対象群として PBS背部皮下投与のみで LCを負荷しない群（PBS群）を用意した．  
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2.4. 筋サンプル摘出 

1st LC直後（0時間），6，12時間，1，2，5日後，2nd LC0，6，12時間，1，2日後に，

pentobarbital麻酔下（50 mg/kg，腹腔内投与）のラットから長指伸筋を摘出し，COX-2 mRNA

の経時的変化を検証した（各 n = 6）． 

 

2.5. Celecoxib処理 

Murase et al.（2013）の報告により，celecoxibを 1st LCの前に投与するとその後の筋機械痛

覚過敏が抑制されることから，1st LCの前に 1度のみ celecoxibを投与した場合における 2nd 

LC後の筋機械痛覚過敏への影響を検討した．celecoxib（10 mg/kg, 日本ケミファ株式会社か

ら提供を受けた）を PBSに溶解し，1st LC30分前にラット背部の皮下に投与した（CXB + rLC

群, n = 9）．対象群として PBSのみを背部皮下投与した群を作成した（PBS + rLC群, n = 7）． 

 

2.6. 筋mRNA抽出 

研究課題 1（第 3章 2.6.）と同様に行った． 

 

2.7. 統計処理 

全ての値は平均 ± 標準誤差で表した．筋機械疼痛閾値の評価には一元配置分散分析を

用いた後に Bonferroni多重比較検定を実施した．COX-2 mRNAの比較には一元配置分散
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分析を用いた後に Dunnet多重比較検定を実施した．P < 0.05を有意水準とした． 

 

3. 結果 

3.1. 2回の LC 後の筋機械疼痛閾値 

1st LC30分前に PBSをラットの背部皮下へ投与し，LCを 2回実施した時の筋機械疼痛閾

値の変化を検討した（図 8）．PBS + rLC群において，1st LC2日後に機械疼痛閾値の有意な

低下が見られたものの，2nd LCの後には見られなかった（図 8, ▲, P < 0.01）．PBS群において

は測定期間中に筋機械疼痛閾値の有意な変化は見られず（図 8, ◇），背部皮下への PBS投

与は長指伸筋の筋機械痛覚過敏に影響を及ぼさなかった． 

図 8. 2回の LC後の筋機械疼痛閾値の経日的変化 

横軸は LC後の日数，縦軸はランダルセリット式鎮痛効果測定装置を用いた逃避反応閾値（mN）．1st LC実施日を 0日

目とし，2回目 LC（2nd LC）実施は 5日目の測定を終えた後（r0d）とした．PBS + rLC群：PBS投与後 2回 LC（▲, n = 7）．

PBS群：PBS投与のみ（◇, n = 7）．**P < 0.01，pre との比較． 
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3.2. COX-2 mRNA 

COX-2 mRNAは 1st LC前（図 9, CTL）と比較して 1st LC直後（0h）に有意な発現増大を示

した（図 9，P < 0.01）．2nd LC後において，2nd LC前（5d）と比較して 2nd LC直後（r0h）に有意

な増加は見られなかった．したがって，COX-2 mRNAにおいても 2nd LC後に発現増大の抑

制，すなわち繰り返し効果が認められた． 

 

3.3. Celecoxib処理 

1st LC30分前に PBSまたは celecoxibをラット背部皮下へ投与し，LCを 2回実施した時の

筋機械疼痛閾値の変化を検討した（図 10）．CXB + rLC群に対して，1st LC実施 30分前にラ

図 9. 2回の LC後の筋 COX-2 mRNA発現の変化 

横軸は LC後の日数，縦軸は筋 COX-2 mRNAレベル（任意単位）．COX-2 mRNAレベルは GAPDHに対する割合で標

準化した（各 n = 6）．**P < 0.01，CTL との比較． 
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ット背部の皮下へ celecoxibを投与したところ，筋機械疼痛閾値は 2日後から低下したもの

の，有意な低下は見られなかった（図 10, ●）．また，1st LC 5日後に実施した 2nd LC後におい

ても，celecoxibを投与していないにもかかわらず，筋機械疼痛閾値に有意な低下は見られな

かった．PBS + rLC群においては，1st LC後 2日目に有意な筋機械疼痛閾値の低下が見ら

れた（図 10, △, P < 0.01） が，5日後に実施した 2nd LC後に有意な低下は見られなかった．し

たがって両群共に 2nd LC後では筋機械痛覚過敏の抑制が見られ，繰り返し効果が認められ

た． 

 

  

図 10. 2回の LC後の筋機械疼痛閾値に対する celexcoxibの影響 

横軸は LC後の日数，縦軸は逃避反応閾値（mN）．CXB + rLC群：celecoxib投与と 2回 LC（●, n = 9）．PBS + rLC群：

PBS投与と 2回 LC群（△, n = 7）．**P < 0.01，pre との比較． 
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4. 考察 

 本研究において，1st LC後の長指伸筋に見られた COX-2 mRNAの発現増大が 2nd LC

後には認められなかった．1st LC実施 30分前に celecoxibをラット背部皮下へ投与したとこ

ろ，筋機械痛覚過敏の抑制は 1st LC後だけでなく，2nd LC後においても生じていた．以上の

結果から，LC後筋内の COX-2 mRNA発現の増減が DOMSの繰り返し効果に関与するこ

と，その繰り返し効果は COX-2活性化の上流で生じたことが示唆された． 

研究課題 1において，B2ブラジキニン受容体阻害剤である HOE140を 1st LC実施前に投

与したところ，機械痛覚過敏と NGF mRNAの増加が 1st LC後だけでなく，2nd LC後も観察さ

れなかったことを報告した．今回 COX-2においても，1st LC実施前に celecoxib投与により 1st 

LC後だけでなく，2nd LC後においても筋機械痛覚過敏は生じなかった．本研究では COX-2

下流の GDNFを測定していないが，おそらく GDNFの発現上昇も抑制されたと推測される．

Ota et al.（2018）の研究によると，COX-2から GDNFへの経路の途中には EP2受容体が関わ

っており，COX-2により産生された PG による EP2受容体の活性化が COX-2の発現増大を

起こすというポジティブフィードバックの存在が示唆されている．本研究も celecoxib投与によ

って 1st LC後の PG産生活動は抑制され，そのポジティブフィードバックが抑制されることによ

り，COX-2発現増大がさらに抑制されていた可能性がある．それにもかかわらず，celecoxib

投与なしで 1st LCを経験した後のような筋機械痛覚過敏が 2nd LC後に生じなかったことから，

DOMSの繰り返し効果はアラキドン酸カスケードにおける COX-2活性化の上流ですでに生じ
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ていたと考えるのが妥当である．HOE140は NGFだけでなく，GDNF と COX-2 の mRNA と

蛋白に対して，LC12時間後における発現上昇も抑制する（Murase et al. 2013）．したがって，

研究課題 1でも述べたように，DOMSの繰り返し効果は B2受容体の下流で生じるのではな

く，その上流の血管内皮細胞からの BK放出，もしくは筋細胞からのアデノシン（おそらく

ATP）放出の過程（Mizumura & Taguchi 2016），あるいはその前段階で生じる適応現象である

と結論付けられる． 

これらの繰り返し効果がもたらされた原因として，COX-2は筋蛋白の合成，筋芽細胞の増

殖，分化，融合に影響する（Bondesen et al. 2004, Burd et al. 2010, Paulsen et al. 2010b, 2012）

ことから，繰り返し効果の仮説（McHugh 2003）の 1つである，細胞骨格の適応（cytoskeletal 

adaptations）が考えられる．筋節を構成する骨格蛋白質の desminは，ラット下り坂走 5分後に

筋細胞からその免疫反応が消え（Lehti et al. 2007），24～72時間後には転写レベルがピーク

となる（Peters et al. 2003, Lehti et al. 2007）．このような desminの変化は，構造的な適応または

リモデリングメカニズムの 1つのサインである（Lehthi 2007, Yu et al. 2003）と述べられている．

また，desmin mRNAは下り坂走を 5回繰り返した後の筋よりも，1回の下り坂走後の筋の方に

おいて有意な増加を示した（Lehti et al. 2007）ことから，desminの増強は繰り返した運動後より

も，初回の運動後に必要とされることが推察されている（Lehti et al. 2007）．また，2回目の LC

後にはクレアチンキナーゼの筋からの漏出も減少する（Paulsen et al. 2010b）ことから，細胞膜

が変化している可能性も考えられる．しかしながら，本研究の LCプロトコルは光学顕微鏡レベ
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ルであるが，筋損傷なしで DOMSを発症させることが証明されている（Fujii et al. 2008, 

Hayashi et al. 2017）．Hyldahl et al.（2017）は，初回に行う運動が激しい筋損傷を伴わない低

強度（10～20%）の LCや，筋長の長い状態での等尺性収縮であっても，繰り返し効果を生じ

させることを報告した．筋再生に重要な役割を果たす筋衛星細胞は，損傷や炎症を伴うことな

く筋への負荷や収縮によって増殖，活性化することから，損傷からの回復だけでなく，筋への

負荷に対する適応にも必要とされている（Mikkelsen et al. 2009）．本研究と同じプロトコルを用

いた LC直後の骨格筋において，COX-2 mRNAは筋核，筋衛星細胞，血管平滑筋細胞，筋

芽細胞，筋外膜結合組織細胞に発現が認められている（Murase et al. 2013）．1st LCによって

これらの細胞に COX-2が活性化し，細胞膜の変化や細胞骨格蛋白質の発現増大などが生じ

ることで，次の“損傷に対する機械的な防御機能を備えた（Peters et al. 2003）”と考えられる

が，むしろ LC という筋への機械的ストレスに対する抵抗性（適応）を増大させ，2nd LC後は

COX-2 mRNAの産生が減少したとの可能性も考えられる．これら繰り返し効果をもたらす可能

性のある，細胞膜や細胞骨格の変化，または筋への機械的ストレスに対する抵抗性の実態が

何であるかを明らかにすることは今後の大きな課題である． 
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第 5章 まとめ 

本研究は，DOMSにおける繰り返し効果の発症機序を検証することを目的として，LC後の

筋機械痛覚過敏をもたらすとされる NGF と COX-2に着目し，2つの研究課題に取り組んだ

結果，以下の知見を得た． 

研究課題 1の結果 

1) 1st LC後のラット長指伸筋において筋機械痛覚過敏と NGF mRNA発現増大が生じた

が，筋機械痛覚過敏が回復した 1st LC 5日後に行った 2nd LC後にはどちらも生じなかった． 

2) 1st LC前の B2ブラジキニン受容体阻害剤 HOE140単回投与は，1st LC後のみならず

2nd LC後の筋機械痛覚過敏と筋 NGF mRNAの発現増大を抑制した． 

研究課題 2の結果 

1) 1st LC直後に見られた COX-2 mRNA発現増大は，2nd LC後に認められなかった． 

2) 1st LC前の選択的 COX-2阻害剤 celecoxib単回投与は，1st LC後のみならず，2nd LC

後の筋機械痛覚過敏も抑制した． 

以上の結果より，DOMSの繰り返し効果には LC後の筋における NGF と COX-2の発現増

大が関与していることが示唆された．本研究の結果は，繰り返し効果の発症機序の一端を明ら

かにする上で，有益な知見になると考える． 
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