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研究成果の概要（和文）： クライオセラピーはスポーツ現場や医療現場において運動器局部 の外傷や肉体疲労
のケアとして古くから汎用されているが、その分子メカニズムや治療効果は未だ明らかでない。そこで本研究で
はクライオセラピーの効果の分子メカニズムを細胞やモデル動物を用いて明らかにすることを目的とした。実験
では、細胞やモデル動物に対を、クライオセラピーを模倣する冷却刺激に暴露し、分子生物学的手法を用いて
様々な解析を行った。その結果、クライオセラピーはミトコンドリ生合成や組織のリモデリングに関与するシグ
ナル分子の活性化や遺伝子発現を増加させる事が観察されクライオセラピーの分子メカニズムの一端を明らかに
することが出来た。

研究成果の概要（英文）：Cryotherapy has long been used in sports and medical settings for the care 
of local musculoskeletal injury and physical fatigue. Howeber, its molecular mechanisms and 
therapeutic effects remain unclear. Therefore, the purpose of this study was to clarify the 
molecular mechanisms of the effects of the cryotherapy using cells and animal models. In the 
experiments, cells and model animals were exposed to cold stimulation that mimic the cryotherapy, 
and various analyses were performed using molecular biological techniques. The results showed that 
the cold stimuration increased the activation and gene expression of signaling molecules involved in
 mitochondrial biosynthesis and tissue remodeling, and revealed some of the molecular mechanisms of 
the cryotherapy.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの先行研究の報告では、外傷局部に対するクライオセラピーには治療的効果があるとする報告と、無と
する報告が複数混在している。さらに、我々が医療やスポーツ現場において仕事をこなす中、クライオセラピー
を推奨する術者と、そうでない者が混在し、クライアントが治療方針に関し混乱を来すことが多くなる。本研究
成果から考察するに、適切な方法の基に実施されるクライオセラピーは、組織修復や疲労回復に効果がある可能
性があると言える。そのため、社会的な医療やスポーツ現場でクライオセラピーを実施する術者に対して、新た
な洞察を提供出来現、適切な施術・治療を実施する際の一つの助けになると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
クライオセラピーはスポーツ現場や医療現場において運動器局部 の外傷や肉体疲労のケアと
して古くから汎用されているが、その分子メカニズムや治療効果は未だ明らかでない。クライオ
セラピーの先駆者である Kenneth（1997）が提唱するクライオセラピーの理論は全世界で広く浸
透しているが、あくまで仮説の域を出ておらず分子レベルでの詳細な検討はされていない。また
これまでの報告では、局部に対するクライオセラピーには治療的効果があるとする報告（Vieira 
RG. et al., 2016; 他）と、無とする報告（Sarver DC. et al., 2017; 他）が複数混在してい
る。さらに、我々が医療やスポーツ現場において仕事をこなす中、クライオセラピーを推奨する
術者と、そうでない者が混在し、クライアントが治療方針に関し混乱を来すことを多く経験した。
すなわち、クライオセラピーに治療的効果があるのかどうか、学術的に大きな問いが社会で広ま
る一方である。以上より、「クライオセラピーのメカニズムや効果を創薬研究と同様に分子レベ
ルで明らかにできれば、現場での混乱を防ぎつつ、一般やアスリートの方に対し根拠のあるクラ
イオセラピーを個人の目的に応じて提供でき、QOL（Quality of life）の向上に大きく寄与出来
るのではないか」と考え研究を実施する動機となった。 
 
２．研究の目的 
本研究ではクライオセラピーの効果の分子メカニズムを細胞やモデル動物を用いて、薬剤の
開発研究と同様のレベルで明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 まず、複数の哺乳類細胞株に対して、4℃の冷却刺激を 15 分間、1～3 セット実施（クライオ
セラピーを模倣）する実験系組み立て（In vitro 実験）、免疫沈降法やウエスタンブロッティン
グ、細胞の生存率などを計測し、冷却刺激が影響するシグナル経路の同定を試みた。 
 次に、マウスから摘出した筋組織を培養液に浸漬した状態で、上記と同様の実験を実施した
（Ex vivo 実験）。 
加えて、全身麻酔下のマウスの下肢に対して 4℃の冷却刺激を 15 分間、3セット実施する実験
系を組み立て（In vivo 実験）、リアルタイム PCR やウエスタンブロッティング法を兼用し、上
記の In vitro 実験系で得られたデータの再現性や整合性を確認した。 
 その後、モデル動物をより適切に選定することを試みた。マウスを用いた In vivo 実験では、
イソフルランを用いた全身麻酔を頻繁に使用したが、制御が難しく、実験にバイアスが入り込む
余地が考えられたため、モデル動物をゼブラフィッシュに切り替え、実験系を再構築した。ゼブ
ラフィッシュを用いた実験では、麻酔薬を使用することなく、15℃の冷水に 15分間 3セットゼ
ブラフィッシュを浸漬することで冷却刺激（クライオセラピーを模倣）を負荷し、その 2時間後
に筋組織を採取し（腹部から尾部の間の組織）RNA 抽出および RNA シーケンシングを実施した。
シーケンサーから排出された Fastq ファイルを用いて、バイオインフォマティクス解析を実施、
全遺伝子の発現量を定量化し、発現変動のある遺伝子を抽出した。 
 
４．研究成果 
 In vitro 実験では、冷却刺激終了後 5～15分の間に CREB（cAMP response element binding 
protein）のリン酸化の大幅な亢進が観察され、その転写活性も増加させることが分かり、それ
は冷却刺激のセット数にも依存することを明らかにした。特に3セット繰り返す冷却刺激はCREB
の転写活性を顕著に増加させた。さらに、3セット繰り返す冷却刺激後、2～3 時間の時点では、
AMPK（AMP-activated protein kinase）のリン酸化が大幅に亢進することも観察された。 
Ex vivo 実験においても同様に冷却刺激による CREB のリン酸化の亢進が観察され、特に 3セ
ット繰り返す冷却刺激は CREB がターゲットとする遺伝子の発現を顕著に増加させた。同様の結
果は生きたマウスを用いた実験系でも観察された。前述の実験系は急性的な実験のため、継続的
な冷却刺激を行う実験も生きたマウスを用いて実施したところ、わずかではあるがマウス下肢
筋内のミトコンドリア DNA のコピー数の増加が認められた。本結果をまとめると、クライオセラ
ピーは生体に対してシグナル分子である CREB および AMPK を活性化させ、その後の生理学的応
答を引き起こしていることが示唆された。ここまでの成果は定評のある国際誌へ発表した
(Sugasawa et al., 2020, IJMS)。 
 ゼブラフィッシュを用いた実験の RNA-seq の結果では、冷却刺激が筋のリモデリングに関わ
る trim63a, klhl38, fbxo30a の遺伝子発現を有意に増加させることが明らかとなり、タンパク
レベルにおいては MuRF1 (encoded by trim63a)の増加が観察され、本遺伝子は CREB や AMPK の
活性化と関連することが知られているため、上述の結果を支持できると考えられた。本ゼブラフ
ィッシュを用いた研究成果は定評のある国際誌へ発表した(Tamai, Sugasawa et al., 2022, 
BBRC)。 
 総合的に考察すると、クライオセラピーはシグナル分子である CREB および AMPK を活性化さ
せその下流の遺伝子の発現を増加させ、生体応答を引き起こしていることがおおよそ明らかに



なったと言え、繰り返すセット数も効果を引き出すための重要なファクターとなることが分か
った。しかしながら、医療やスポーツ現場では、外傷や疲労に対してクライオセラピーが汎用さ
れる。本研究では正常の細胞、マウス、ゼブラフィッシュを用いた実験にとどまっているため、
実際の外傷や疲労モデルに対して治療的な効果が発揮されるかどうかまでは、明らかにするこ
とが出来なかった。CREB や AMPK の活性化はミトコンドリア活性や、組織のリモデリングに大き
く関わると考えられるため、組織のレベルで適切な回数のクライオセラピーが損傷の治癒を促
進させることが十分考えられる一方で、過多のクライオセラピーの実施は組織萎縮を引き起こ
す可能性も否定できない。今後チャンスがあれば疲労や外傷や疲労モデルを構築し、実際の治療
的効果を観察して行きたいと考えている。 
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