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【はじめに】
　2008年に「柔道整復學」が発刊されて以来、さま
ざまな研究機関で「柔道整復学」をさらに発展させ
るべく取り組みが行われているが、基礎研究を実践
している施設は未だ多くは存在しない。その中で
2009年には富山大学大学院医学薬学研究部柔道整復
（神経・整復）学講座が開講され、柔道整復後療法
の効果を科学的に解明すべく研究が行われており、
柔道整復術が疼痛の軽減に有効であることが示され
つつある。
　一方で我々も2009年から兵庫県柔道整復師会から
の研究助成を受け、これまで「骨折修復過程」、
「関節拘縮の病態」に焦点をあて、組織学的および
分子生物学的な解析を行い、学術研修会および本学
術誌に報告してきた。そのなかで骨折修復に力学的
負荷が影響を与えること、関節拘縮は固定期間に依
存して病態が進行することなどの研究結果は、これ
まで行われてきた柔道整復術の正当性を示すために
は重要な知見であることから、基礎研究は柔道整復
に有益な情報を与えることが示された。すなわちこ
れは組織学や分子生物学などの基礎研究が柔道整復
学にevidenceをもたらし、「科学的根拠に基づいた
柔道整復（Evidence based Judotherapy）」を確立
する大きな手がかりとなることを示した。さらに今
回、本誌ではこれまで報告されていない研究と現在
取り組んでいる研究について報告させていただく。

【低出力超音波パルス療法は関節拘縮の進展を抑制する】
　現在柔道整復師による後療法では物理療法や手技
療法、運動療法が行われているが、これらは外傷に
限らず、さまざまな運動器の障害においても実施さ
れており、その方法や機器も数多く存在する。しか
しながら使用に際しては、どれほどのevidenceを

もっているかについては疑問の残るところである。
　そこで昨年度は「低出力超音波パルス療法（以下
LIPUSとする）」による治療介入が関節可動域制限
に対してどのような影響を与えるかについて検討な
らびに報告した１）。
　この研究はそれまでの病態解析を中心とした研究
に対し、実際に臨床現場でもちいられている物理療
法の有効性について、マクロな観点からだけでな
く、細胞動態や分子メカニズムも含めたミクロな観
点での研究であり、これまで柔道整復ではほとんど
行われていなかった観点での研究であったが、本研
究の結果、従来難治性骨折の治療に用いられてきた
LIPUSは滑膜組織の増殖を抑制し、関節可動域制限
を抑制する効果を有することが明らかとなった。す
なわちLIPUS関節拘縮の予防、治療に有効であるこ
とを明確に示すものであった。またこのことは
LIPUSが骨のみならず、軟部組織の障害に対しても
影響を与え、今後柔道整復の分野で幅広く活用でき
ることを期待させるものであった。

【靭帯損傷におけるLIPUSの与える影響】
　この結果を受け、今年度はさらに骨以外の組織修
復にLIPUSがもたらす影響についても検討した。
LIPUSは従来難治性骨折の治療において、骨癒合を
促進させる目的で使用されてきた2，3，4）が、近年骨
折以外のさまざまな組織損傷においてもその有効性
が報告されている。とくに関節軟骨や椎間板、腱損
傷などにおいて、それぞれの細胞の機能を活性化
し、基質産生や成長因子の発現を上昇させることに
より組織修復を促進するのである5）。これは靭帯
損傷においても同様であり、すでにいくつかの報告
6，7，8）があるが、今回我々はとくに力学的強度と修
復の関連について着目し検討を行った。
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１．靭帯損傷の修復過程
　一般に靭帯損傷は創傷治癒と同様の段階を経て修
復される。すなわち炎症期、修復期、リモデリング
期の大きく３段階の過程を経て修復されるが、とり
わけ修復期においては機能的に修復靱帯の強度も重
要となる。そのためには損傷靱帯断端部を可能な限
り密着させ、損傷断端部に出現する未分化間葉系細
胞を効率よく増殖、分化させる必要がある。
　靱帯の損傷直後は断端部周辺に血腫が形成される
が、この部には同時にマクロファージや好中球など
が出現する。これらの細胞は炎症を維持するととも
に、破壊、壊死された組織細胞を除去し、修復組織
が速やかに形成されるように環境を整えているとさ
れている。したがって組織損傷が良好に修復するた
めには、ある程度これらの細胞が存在、機能する必
要がある。さらに形成された血腫内の血小板やマク
ロファージなどは、血小板遊走因子PDGFや形質転
換成長因子TGF-βなどの成長因子を産生し、いず
れ修復を直接担う細胞に分化する未分化間葉系細胞
を凝集、増殖させるとされている9,10，11）。また同
時にこれらの細胞は血管内皮成長因子VEGFを産生
し、新生血管の形成も促している。すなわち炎症期
にはその後の修復にきわめて重要な役割を果たす線
維芽細胞、血管内皮細胞への分化を決定づける因子
が産生されることから、損傷靱帯を良好に修復させ
るためには、この時期の分子や細胞の動態や変化を
正確に捉え、それらを阻害しないような治療方針を
立案する必要がある。
　さらに修復期には、損傷部位に凝集した未分化間
葉系細胞が周囲組織の環境に応じて線維芽細胞に分
化し、靱帯の構造や力学的強度を決定づけるコラー
ゲンが産生される。修復期の早期に産生されるコ
ラーゲンはIII型コラーゲンである。しかしながら
III型コラーゲンはI型コラーゲンより細いことか
ら、柔軟性のある肉芽組織などにおいては豊富に存
在するが、力学的強度の必要な靱帯では十分な強度
を維持することには適さない。したがって靱帯が修
復し、力学的負荷に対抗できるようにするために
III型コラーゲンは組織の成熟に伴ってI型コラーゲ
ンに置換される12，13）。すなわちコラーゲンの質が
変化することにより、より強度をもった組織へとリ
モデリングされるのである。

２．靭帯損傷の修復過程にLIPUSが与える影響
　そこで我々はこのような繊細かつ精密な修復過程
において、LIPUSがどのような影響を与えるのかに
ついて、組織学的ならびに分子生物学的に検討した。
　これまでの報告でラット膝内側側副靱帯はヒトの
靱帯修復過程を効率よく再現することがわかってお
り、ラット膝内側側副靱帯を外科的に切離する靱帯
損傷モデルを作成し、解析を行った。すでにこの靭
帯損傷モデルをもちいてLIPUSを照射することで損
傷から12日目には修復靱帯の力学的強度が増すこと
が報告されており6，8）、我々もLIPUS照射７日では
外反ストレスに対する不安定性も軽減することを確
認している14）。しかしこれらの研究は力学的強度
についてのみの検討であり、LIPUSの影響について
十分なevidenceを示したとは言い難い。そこで今回
はLIPUS照射が早期に靱帯の修復過程にどのような
影響を与え、力学的強度が増すかを検討するため
に、LIPUS照射７日目での組織学的および分子生物
学的検討を行った。
　靱帯損傷モデル作成直後からLIPUS照射群、非照
射群に分け、照射群ではオステオトロンBRソニッ
ク-Pro（伊藤超短波社製）をもちいて、周波数３
MHz、出力240mW/cm２、照射時間率30％で、１
日30分×７日間の条件でLIPUS照射を行った。
 その結果、一般的な染色法（ヘマトキシリン･エオ
ジン染色）では両群とも損傷部に肉芽組織を認めた
が、LIPUS照射群、非照射群の間に差があるような
所見は認められなかった（図１）。

　そこで次にコラーゲン線維を特異的に染色する
Picrosirius Red染色を行ったところ、LIPUS照射群
の肉芽組織内により明瞭なコラーゲン線維が確認さ

図１．靱帯損傷後7日目の損傷部の組織像
　　　(ヘマトキシリン･エオジン染色)
　　　右：LIPUS照射群、左：非照射群
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れた（図２）。

　またこれを定量するために分子生物学的手法であ
る定量的PCR（Real Time PCR）法をもちいてI型
コラーゲン、III型コラーゲンのmRNAの発現量を
確認したところ、いずれもLIPUS照射群で有意な発
現量の増加を認めた（図３）。

　LIPUSに関しては、これまで実験動物およびヒト
において骨折修復を促進することが示されており、
そのメカニズムについてもLIPUSによる微小な振動
すなわち力学的負荷が直接骨形成細胞に作用し、そ
の機能を向上させることが明らかにされている。ま
たLIPUSは単に骨形成細胞にコラーゲン産生を促進
させるだけでなく、コラーゲンの力学的機能を担う
コラーゲン架橋形成をも促進させ、コラーゲンの成
熟を促すとの報告もある。このことは靭帯損傷の治
療においてもきわめて重要であり、靭帯損傷に対し
LIPUSをもちいることにより損傷部が生物学的に修
復されるのみならず、力学的にも修復されることを
示唆している15）。さらに従来の超音波療法や培養
線維芽細胞に力学的負荷を加えた研究において、力
学的刺激は形質転換成長因子TGF-βの発現を上昇
させることが報告されている16，17）。
　TGF-βは炎症や創傷治癒に関与することが知ら
れているが､Leungらはそのメカニズムとして超音

波療法により産生されたTGF-βがマクロファージ
や線維芽細胞に作用し、コラーゲン合成を促進する
ことで、靱帯修復を促進すると報告している16）。
岩崎らもアキレス腱損傷モデルラットにLIPUSを照
射したところ、線維芽細胞においてTGF-βの発現
が上昇することでコラーゲン産生を促進し、腱の強
度を高めることを述べている18）。
　そこで我々もLIPUSが靭帯損傷においてTGF-β
の発現に影響を与えるかについて調査してところ、
遺伝子レベルでTGF-β発現が有意に上昇すること
を認めた（図３）。またこれらに加え、創傷治癒に
きわめて重要な血管新生についても検討したとこ
ろ、血管新生を誘導する血管内皮成長因子VEGFの
発現がLIPUS照射群で有意に発現が上昇していた
（data not shown）。
　これらのことからLIPUSは損傷部においてTGF-
βの発現を上昇させ、線維芽細胞でコラーゲンの発
現量を上昇させること、さらに組織修復に必須であ
る新生血管形成を促すことにより靱帯修復を促進さ
せる作用をもつことが示めされた。
　したがって本研究からLIPUSは骨折修復のみなら
ず、靭帯損傷においても修復過程を促進させること
から、LIPUSは柔道整復においても有用な物理療法
であることが大いに期待させる結果が得られた。

【温熱療法が筋損傷の修復過程に与える影響】
　さらに柔道整復師が一般的にもちいるLIPUS以外
の物理療法についても、その有効性を再検証し、
evidenceを示す必要性がある。
　なかでも外傷治療においては、施術開始直後は冷
罨法（Icing）を実施し、急性期の疼痛が軽減した
時点で温熱療法に切り替えるといったように、単に
時間経過から経験的に判断して行われていることも
少なくないと考える。
　そこで温熱療法の有効性について、あらためて文
献的に調査してみると、関節や筋損傷の修復を促進
することについて臨床的な報告はみられるものの、
そのメカニズムについて調査検討されている報告は
散見されるのみであった。
　ところが最近になって、特に骨格筋の萎縮や損傷
に対する温熱療法の有効性について複数の施設から
報告されてきている19，20，21）。これらの報告による

図２．靱帯損傷後7日目の損傷部のコラーゲン
　　　(Picrosirius Red染色)
　　　右：LIPUS照射群、左：非照射群

図３．靱帯損傷後7日目のI型およびIIIコラーゲンの
　　　遺伝子発現
　　　右：I型コラーゲン、中央：III型コラーゲン、
　　　左：TGF-β(＊ p<0.05)
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と温熱療法は循環機能を改善するだけでなく、細胞
の代謝活動を活発にし、タンパク合成を促進するこ
とや、炎症を抑制することが示されている22）。ま
た我々もすでに筋損傷に対する灸刺激が修復過程を
促進することを確認している（unpublished date）
ことから、従来急性期症状の消退後からおこなわれ
ていた温熱療法が、実際には損傷直後から使用する
ことで組織修復を促進させる作用をもつことが示唆
された。しかしこれらの研究は温熱療法の条件、頻
度などが異なることから、温熱療法の有効性を示す
にはさらなる検証が必要であると考える。
　そこで温熱療法が筋損傷の修復過程においてどの
ような影響を与えるのかについて組織学的ならびに
分子生物学的に調査検討したので報告する。
　
１．筋の再生過程
　骨格筋の修復･再生についてはこれまで数多くの
報告がなされており、とりわけ骨格筋内に存在する
筋衛星細胞が修復の中心的な役割を担っていること
が知られている23，24）。すなわち損傷によりいった
ん壊死に陥った筋線維にかわって、筋衛星細胞が増
殖、分化することであらたな筋線維を形成するので
ある。これについては詳細に報告されており、筋が
再生するにはいくつかの条件が必要である。まず損
傷部においては、壊死に陥った筋線維を貪食するた
めにマクロファージが侵入してくるが、これは単に
壊死組織を貪食するためだけではなく、筋芽細胞の
増殖や分化を促進するサイトカインIL-６を発現し
たり、また瘢痕組織の原因となる過剰なコラーゲン
産生を抑制することが報告されている25，26，27）。ま
たマクロファージが筋芽細胞の増殖を直接促進する
作用をもつことも報告されている28）。
　次に筋衛星細胞が筋芽細胞の分化するための環境
として、基底膜の存在が必要である。基底膜はいわ
ゆる筋線維を包む筋内膜であり、通常はこの基底膜
と細胞膜の間に筋衛生細胞が存在しているが、いっ
たん損傷が起こり、筋線維が壊死に陥り、マクロ
ファージによる貪食を受けた後、筋衛生細胞は残存
した基底膜内で増殖､分化し、筋芽細胞に分化す
る。この筋芽細胞はやがて融合し筋管細胞となり、
神経支配を受けて成熟した筋線維となる29，30）。
　したがって筋修復においては筋衛生細胞の増殖･

分化をいかに効率よく引き出すかが鍵となる。

【筋損傷に対する温熱療法の効果】
　一般に筋損傷直後はRICE処置として安静、冷却
（Icing）、圧迫、挙上を行うが、近年これについ
てきわめて興味深い報告がなされた31）。この論文
で示されたのは、ラット筋損傷直後にIcingを施行
すると筋修復が遅延し、瘢痕組織も長期間残存する
という結果であった。すなわちこれまで我々が疑う
こともなく使用してきたIcingは実際には筋損傷の
修復に悪影響を与えるという結果が示唆された。こ
のことは筋損傷の治療に深く携わってきた柔道整復
においても衝撃的な結果であった。
　そこで我々は筋損傷においてIcingが悪影響をも
たらすのであれば、逆にこれまで急性期にはもちい
られることが少なかった温熱療法はどのような影響
を与えるのか調査すべく「筋損傷に対する温熱療法
の効果」という研究を行った。

１．筋損傷モデルおよび作成法
　対象として８週齢のSDラット雄の前脛骨筋を使
用し、筋損傷モデルを作成した。筋損傷については
さまざまな方法が報告されており、一般には物理的
損傷による筋損傷モデルが最も適切と考えられてい
るが、損傷の程度、範囲が一定しないことから、今
回は一定の損傷状態を効率よく再現できる薬剤によ
る損傷モデルを作成した。０．５％塩酸ブピバカイン
を直視下に前脛骨筋に注入し、筋損傷モデルを作成
し、その後42℃の温浴による温熱療法を行う群
（Heat群）（42℃×30min/day×４or７day）、行
わない群（Non Heat群）に分けて、組織学的なら
びに分子生物学的に検討を行った。

２．組織学的評価ならびに分子動態の解析
　筋損傷モデル作成後４、７日後に前脛骨筋を採取
し、調査解析を行った。
　まず組織損傷ならびに修復の状況を評価するため
に、ヘマトキシリン・エオジン染色を行い検討した
ところ、損傷後７日目において炎症細胞の存在は両
群で大きな差はみられないものの、７日目でわずか
ながらHeat群で筋芽細胞と思われる細胞が確認で
き、より修復が進行している様子が観察された。
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　そこでマクロファージおよび筋衛生細胞の時間
的・空間的分布の変化を免疫組織化学的染色にて検
討したところ、炎症細胞であるマクロファージ
（RM-４陽性細胞）の分布は４、７日と大きな差は
認められなかったのに対し、筋衛星細胞の活性化を
促進する転写因子Pax７に対する抗体と筋芽細胞の
分化を促進する転写因子に対するMyoD抗体をもち
いた免疫染色では、損傷後４日目においてHeat群
でPax７陽性細胞、MyoD陽性細胞が明らかに多く
みられた（図４）。すなわち温熱刺激により炎症は
増悪することはなかったが、筋衛生細胞の活性化や
分化が促進していることが示唆された。
　また筋修復過程における種々の分子動態を解析す
るために、採取した組織からtotal RNAを抽出・調
整し、炎症性サイトカインであるIL-１β、IL-６、
筋衛星細胞の活性化を示すPax７、筋芽細胞の分化
を促進する転写因子MyoDの遺伝子発現状況を定量
的PCR（Real time PCR）で解析したところ、IL-１
β、IL-６の発現量については両群で有意な差はみ
られなかったが、Pax７、MyoDはHeat群で有意に
発現の上昇がみられた（図５）。これは組織学的な
変化とも一致しており、温熱刺激は炎症を増悪させ
ることなく、筋衛生細胞の活性化や分化を促進する
作用をもつことが示された。
　したがって今回の結果とIcingが筋損傷の修復を
遅延させるという報告をあわせて考えると、より確
実かつ良好な治癒を得るためにも、長期間継続的に

Icingを行うのではなく、できるだけ早期から温熱
療法を行うことが有効であると考える。

【ま と め】
　今回の研究では、柔道整復師が日常きわめてよく
遭遇する靱帯損傷に対して、本来骨折治療に使用さ
れる低出力超音波パルスLIPUSが修復過程を促進す
ることが明らかとなった。これまで靱帯損傷は損傷
靱帯が修復するまで、安静固定を中心としたいわゆ
る自然治癒力に依存してきたが、今後は骨折のみな

図４．損傷後4日目の組織学的変化
　　　上段：Non Heat群、下段：Heat群
　　　最右段：HE染色、右中段：マクロファージに対する免疫組織化学的染色(抗RM-4抗体)
　　　左中段：筋衛生細胞に対する免疫組織化学的染色(抗Pax7抗体)
　　　最左段：筋芽細胞の分化マーカーに対する免疫組織化学的染色(抗MyoD抗体)

図５．損傷後4日目の各遺伝子の発現状況
　　　右上：IL-1β、左上：IL-6、右下：Pax7、
　　　左下：MyoD
　　　(** p<0.01 vs saline、BP)
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らず靱帯損傷に対してもevidenceをもって積極的保
存療法を行っていくことができることから、本研究
においてこのことを明らかにしたことは柔道整復に
とっても意義深いと考える。
　またあわせて従来Icingが積極的に行われてきた
筋損傷において、温熱療法が修復過程を促進するこ
とを明らかにした。これについては本筋損傷モデル
では出血が生じないため、外傷による筋損傷とは異
なる点があることやIcingとの比較も行っていない
ことから、今後さらなる検討を加えていく必要があ
るが、筋損傷に対する温熱療法のもつ作用を明らか
にしたことは、LIPUS同様柔道整復分野において軟
部組織損傷の治療法に一定の指針を与えるという点
できわめて意義深いことであると考える。
　今後もEvidence based Judo therapyの確立の一
助となるべく、研究を継続していきたいと考える。
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