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要 旨 関節固定をしたラットの筋組織の傷害メカニズムを解明するために,マトリックスメタロプロテ

アーゼの発現について検討した.8週齢のWistar系雄ラットをギプス固定し,廃用性筋萎縮モデルラット

を作成した.2週,4週間固定後にヒラメ筋を採取し,試料とした.固定された筋組織においては,活性化

されたGelatinaseA (MMP-2)のbandならびにMMP-2mRNAの発現が認められ,それによって筋組織

が傷害されることが示唆された.さらに,これらのMMPの発現は持続的他動運動 (continuouspassive

motion;CPM)を施行することによって抑制することが可能であった.
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はじめに

長期間関節を固定すると,関節拘縮や筋肉や骨の萎縮

などの合併症をきたすことが知られている1).物理療法

はそのような関節拘縮と廃用性筋萎縮を防ぐことができ

る.しかし,どのようなメカニズムによって,廃用性筋

萎縮が抑制されるかについては,明らかにされていない.

これまでの研究によっても,ラットの足関節をギプス

固定した筋においては,筋線維径の縮小や筋節長の短縮,

筋原線維の微細形態の変化に加え,筋内膜コラーゲン線

維網が変化することが,形態学的に明らかにされてい

る2).また,ストレッチングを施すことでこれらの形態

学的変化が改善することがわかってきた2).しかし,こ

れらの形態学的変化が起こるメカニズムについては十分

に解明されていない.

最近,いくつかの報告によって骨格筋の萎縮に複雑な

タンパク分解システムが関与していることが示唆されて

いる3~5).筋線維周囲の結合組織は主にマトリックスメタ

ロプロティナーゼ (MMPs)のような細胞外タンパク

分解酵素や浸潤しているマクロファージから分泌される

リソソーム分解酵素によって壊れる4,6,7).また,ユビキ

チンプロテアソーム系やリソソームプロテアーゼ,カル

シウム依存性プロテアーゼ (カルパイン)などの細胞内

タンパク分解システムも存在する4･8･9)

さらに,近年関節拘縮と筋萎縮のマウスモデルに対す

る理学療法の効果について研究されているが,大部分の

研究は,形態学的な変化についての報告ばかりである10~12)

HurstらやSasaらは,持続的他動運動 (CPM)がラッ

トの萎縮した筋肉の回復に役立つと報告している13,14)

この研究において,私たちは関節固定したラットの筋

線維の変性過程におけるMMPの活性化に注目し,固定

ラットの廃用性萎縮筋におけるCPMの生化学的,ある

いは分子生物学的効果について報告する.

方 法

1.実験動物

実験動物として8週齢のWistar系雄ラット20匹を使用

した.そして,無作為に10匹を拘縮群に,10匹をCPM

群に振り分けた.

2.関節固定およびCPMの方法

各実験群のラットに,腹腔内にペントバルビタールナト

リウム溶液 (40mg/kg)を投与し,麻酔を行った後に右

足関節を最大底屈位の状態で膝関節上部から前足部まで

ギプス固定した.ギプスの緩みや足祉の浮腫が発生した際

は,適宜巻き替えを行い,継続的にギプス固定した.狗

縮群,CPM群とも,5匹は2週間関節を固定し,5匹は

4週間関節を固定した.そして,拘縮群の関節固定をし

ていない左足関節をコントロールの筋肉として使用した.

CPM群には拘縮期間中,週6回の頻度でCPMを実施

した.具体的には,酒井医療製アンクルストレッチャー

を用い,角速度10ン/秒で足関節底背屈の他動運動を1

日30分間行った.
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なお,今回の実験は,長崎大学が定める動物実験指針

に順 じ,長崎大学医学部附属動物実験施設で実施 した.

3.ゲラテンザイモグラフイー

各固定期間後,麻酔下でヒラメ筋を切離 し,試料とし

た.筋肉サンプルはホモゲナイザーで洛解 し,筋肉抽出

液を作成した.そして,筋肉抽出液中のタンパク濃度を

PIERCE法で測定した.

50〃g/laneの蛋白量の筋肉抽出液にサンプルバッファー

を加えて1mg/mlのゲラテンを含む8%ポリアクリル

アミドゲルで電気泳動を行った.電気泳動後,ゲルを

2.5%のTritonX-100で洗浄 し,TritonX-100溶液に

0.02%のNaN3を加えて37℃で16時間インキュベ- トし,

0.1%のCoomassieBrilliantBlueR250で染色 した.

4.RT-PCR

RNAを各筋肉サンプルからIsogen (日本ジーン,東京)

を使用して抽出した.First-strandDNAは,37℃で90分

間oligodTプライマーを含む反応液を使用して,MuLV

reversetranscriptase(GibcoBRL,Gaitherburg,MD)

による逆転写によって合成した.95℃,5分間でタンパ

クを変性させた後,4℃に置いた.cDNAは,1U Taq

DNApolymerase(GibcoBRL),1mMのプライマー,

1.5mM MgC12,1.5mM dNTPを含むTaqpolymerase

バ ッファーを添加 してPCRによって増幅した.PCRは

a b
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PerkinElmerCetus社のthermalcyclerで,30サイクル

(94℃ 1分間 ;deanturation,55℃ 1分間 ;annealing,

72℃ 1分間 ;elongation)とfinalextension(72℃ 10

分間)を行った.MMP-2に対する特異的なプライマー

は次の通 りである.MMP-2sense:5■-GCTGATACTG

ACACTGGTACTACTG-3-,MMP-2antisense:5--C

AATCTTTTCTGGGAGCTC-3..PCRで増幅後,PCR

反応液は0.5mg/mlのエチジウムブロマイドW含む1.5%

のアガロースゲル上で電気泳動した.

結 果

1.ゲラテナーゼ活性の検出

MMP-2がゲラテナーゼ活性を有することから,私達

は筋組織内におけるゲラテナーゼ活性の発現を拘縮群,

CPM群において検出した (図 1).ゲラテンザイモグラ

フイーによってコントロールの筋肉にも分子量66kDaの

位置にゲラテナーゼ活性 (潜在型のpro-MMP-2)が検

出される.この66kDaのバンドは拘縮2週後に強く誘導

された.さらに,この66kDaのバンドの下に活性型のバ

ンド (62kDa)が認められた.一方,これらのバンドの

発現は,CPMによって抑制された.

2.MMP-2mRNAの発現

私達は筋組織からDNAを抽出し,RT-PCR法を用い

てMMP-2mRNAの検出を行った (図2).拘縮群にお

2W 4W 2W 4W

+ proMMP12
- activeform

図1.ラットヒラメ筋のゲラテナーゼ活性における拘縮とCPMの効果

拘縮群とCPM群においてゲラテンザイモグラフイーを用いて,ゲラテナーゼ活性の検出を行った (a;コントロール,
b;拘縮群 (2週後と4週後),C;CPM群 (2週後と4週後).潜在型のProMMP-2のバンドが66kDaの位置に検出され
る.拘縮2週後では66kDaのバンドの発現が増強し,その下に活性型のMMP-2のバンドが検出された.

2W 4W 2W 4W

ー MMP-2mRNA

図2.ラットヒラメ筋におけるメッセンジャーRNA発現に対する拘縮とCPMの効果

拘縮群とCPM群においてMMP-2のメッセンジャーRNAの発現についてRT-PCR法を用いて検出した (a;コントロー
ル,b;拘縮群 (2週後と4週後),C;CPM群 (2週後と4週後).拘縮群では,2週後,4週後ともにMMP-2のメッセ
ンジャーRNAの発現が増強した.CPM群では,その誘導されたMMP-2のメッセンジャーRNAの発現誘導が抑制された.
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いてMMP-2mRNAの発現が認められた.一方,この

MMP-2mRNAの発現誘導は,コントロールの筋組織

やCPM群では見られなかった.

考 察

臨床的に長期臥床やギプスや装具によって関節が固定

されると,筋肉の弾性は低下し,関節可動域は減少する.

Okitaらは,足関節の固定による関節の可動性,筋節長,

コラーゲン線維の配列について報告している1).それに

よると,足関節の可動性は関節を固定する期間に応じて

減少がみられる.筋節長は,固定1週後から短縮し始め

る.そして,筋内膜のコラーゲン線維の配列は,筋線維

の走行に対して平行から円周性のものに変化する.

廃用性萎縮をきたした筋肉においては,微小血管機能

の変化がみられる.固定された四肢の筋肉においては,

毛細血管の構造変化がみられ,筋肉の変性への関与が示

唆されている15).筋肉の栄養と酸素の供給は,十分な運

動によって増進するが,その供給は固定されたラットの

筋肉においては減少する.筋肉を固定すると筋肉内の血

流が低下し,筋肉の微小環境の栄養状態が悪化し,筋肉

とその周囲の細胞外マトリックスを維持することができ

なくなる.その結果,筋肉は変性-と導かれる.

最近,いくつかの筋疾患,筋損傷,筋固定において特

異的な変性機序が報告されている4,16~19).それらの疾患 ･

病態では特定のMMPsが活性化し,それが細胞外マ ト

リックスの変性や萎縮変化に関与していると報告されて

いる.それらの報告にみられるMMPsの発現のピーク

は2-4週であった.

MMP-2は,基底膜の構造と活性を維持するのに重要な

役割を演ずるタンパク質分解酵素のうちの1つである20).

MMP-2は,血流の変化,神経刺激,運動などいろいろ

な状況下で活性化される21-26)

私達のゲラテンザイモグラフイーのデータから,ラッ

トのMMP-2が固定2週後から増強されていることがわ

かった.MMP-2は広範囲にわたる結合組織に存在する

細胞によって分泌されて,それらの細胞間のコラーゲン

(Ⅰ～Ⅴ)の多 くを分解する.Giannelliらによって,

MMP-2が筋内膜の筋線維鞘に局在していることが明ら

かにされている.彼らは,MMP-2が筋内膜の線推化に

おいて筋組織のリモデリングや変性に関わっているかも

しれないと報告している19).

RT-PCRの結果から,関節固定によるMMP-2の発現

の誘導は,メッセンジャーRNAレベルにおいても明ら

かになった.つまり,関節固定によってMMP-2のメッ

センジャーRNAの発現が増強され,そして,その誘導

されたMMP-2のメッセンジャーRNAがMMP-2の合成

に働いているものと考えられる.

関節を固定すると,関節の可動性,筋節長,コラーゲ

ン線維の配列などにおいて形態学的変化が認められる.

今までそれらの変化には筋肉-の栄養や酸素の供給が低

下するためと考えられてきたが,今回の研究によって,

MMP-2の誘導が重要な役割を果たしていることが示唆

された.

さらに,このMMP-2の発現はCPM群では蛋白レベル

においても,メッセンジャーRNAレベルにおいても抑

制されており,CPMが廃用性筋萎縮を抑制する効果は,

CPMがMMP-2の発現を抑制する機序も関与しているこ

とが示唆された.それによって,筋周囲の細胞外マトリッ

クスの破壊の進行が抑制され,筋肉の細胞外からの栄養

や酸素の供給が保たれるものと考えられた.
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Abstract Weexaminedtheeffectsofimmobilizationandcontinuouspassivemotiononmatrix

metalloproteinase2expressioninratsoleusmuscle.Eight-week一〇ldmaleWisterratswereusedforeach

oftwotrials,onewith2weeks,andanotheronewith4weeksofimmobilizationwith/WithoutCPM.In

eachtrial,ratswereimmobilized(immobilizationgroup),andimmobilizedandsimultaneouslygiven

CPM (CPMgroup).Thesoleusmuscleofeachratwasevaluatedbygelatinzymography,westernblot-

ting,RT-PCR,andimmunohistochemicalstaining.Gelatinzymographyrevealedagreaterlevelof

gelatinaseactivityintheextractofthemusclesoftheimmobilizationgroupthaninthoseofthecontrol

andCPMgroup.TheexpressionsofMMP-2mRNAinthemuscleextractoftheimmobilizationgroup

werealsogreaterthanthoseinthecontrolandCPMgroup.Ourresultssuggestedthatjointimmobi-

1izationinducesMMP-2expressioninmuscles,resultinginmusculardegeneration,andthatCPMcan

preventthesechanges.
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