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１．はじめに  

動脈硬化を基盤とした下肢血管障害(Peripheral arterial diseases: PAD)は患者の生命予後と QOL

に大きな影響を与える.運動療法は PAD 患者に対する最も基本的な介入方法であるが,重症化した PAD

患者ではその適応や効果に限界がある.Whole-body periodic acceleration (WBPA) devise を用いた

受動運動は,血管内皮の shear stress を高め,NO 産生を亢進し血管内皮機能を改善することが報告さ

れており(1),様々な要因で能動的な運動療法が施行できない患者に対する新たな治療モダリティとし

て注目されている.WBPA は重症の PAD 患者に対しても施行可能と考えられ,WBPA に下肢血流改善効果

が認められれば臨床的意義は非常に大きいと考えられる.本研究ではマウスモデルを用いて WBPAが下

肢血流障害後の血流改善にどのような影響を与えるかを検討した.次にそのメカニズムとして,骨格

筋由来の血管新生因子に焦点を当てて検討した.近年,骨格筋は他組織にパラクライン的に作用する

様々な生理活性物質を分泌する内分泌器官として働くことが明らかになってきた.申請者はこれまで

骨格筋肥大が誘導できるトランスジェニックマウスを使って骨格筋の発育・肥大が他の臓器に与える

影響について研究を行い,代謝調節因子として最近注目されている fibroblast growth factor-21 や

血管新生作用を有する follistatin like-1が骨格筋より分泌されていることを報告してきた(2)-(6).本

研究では新たな血管新生因子を単一遺伝子の過剰発現マウスという人工的なモデルからではなく,生

理的刺激を与えたモデルで探索・同定しその生体における機能解析を行った. 

 

２．方法 

A. WBPAの下肢血管新生に及ぼす効果の検討 

下肢虚血手術を施行したマウスを 1日 1回 60分間,180回／分の速度で体軸方向に振動させ,手術

後 3, 5, 7, 14, 28日目にレーザードップラー(MoorLDI, Moor Instruments)を使用し下肢血流の回

復を評価した.測定時のばらつきを最小限にするために,患側の下肢血流は健側に対する患側の血流

の割合(ischemic/normal laser doppler blood flow ratio)で評価した.レーザードップラーによる

評価に加えて CD31免疫染色を行い組織学的に微小血管レベルでの血管新生の程度についても評価を

行った. 

B. WBPAにより骨格筋より分泌される血管新生因子のスクリーニング 

新規の血管新生因子を同定するため,WBPA による虚血肢の遺伝子発変化をマイクロアレイにて網羅

的に解析した.WBPA により発現が亢進していた遺伝子のうち,分泌シグナルを有するものでかつ細胞

膜貫通ドメインを持たないものを分泌タンパク候補としてスクリーニングした.それらの遺伝子の発

現は特異的プライマーを用いた定量的リアルタイム PCR法にて確認を行った. 



 2 

C. 骨格筋由来分泌因子のアデノウイルスベクターの作製と in vivoでの血管新生アッセイ 

トランスフェクションアッセイにて培地中への分泌が確認された候補遺伝子のアデノウイルスベ

クターを作製し,マウス下肢虚血モデルの虚血肢に遺伝子導入し,in vivoにおける候補遺伝子の血管

新生能をレーザードップラー法と CD31免疫組織染色で評価した. 

 

３．結果 研究成果 

A. WBPAの下肢血管新生に及ぼす効果の検討 

下肢虚血手術によって患側の血流は健側と比較して約90％低下した.WBP群ではコントロール群と

比較して著明な血流改善を認めた(7日目: 0.54±0.06 vs 0.33±0.04, 14日目: 0.61±0.05 vs 

0.51±0.03, p<0.05).CD31染色により血管新生を微小血管レベルで評価したところ,WBPA群では有意

な血管新生の増加が認められた.患側の内転筋サンプルをwestern blotにて解析したところ,WBPA終

了後3, 6時間でAktシグナルの活性化を認めた.また大動脈サンプルにおいてはeNOSの著明な活性化

を認めた. 

B. WBPAにより骨格筋より分泌される血管新生因子のスクリーニング 

既知の血管新生因子である VEGF, bFGF, SDF-1の骨格筋での発現は WBPAにより著明に増加した.次

に WBPAによる虚血肢の遺伝子発変化をマイクロアレイにて網羅的に解析した.コントロール群と比較

して WBPA群で発現が亢進していた遺伝子のうち,分泌シグナルを有するものでなおかつ細胞膜貫通ド

メインを持たないものをウェブ上のソフトでスクリーニングを行い新規分泌因子の候補とした.その

スクリーニングの結果いくつかの新規代謝調節因子の候補をリストアップすることができた.その中

のひとつ muscle-derived factor 1 (MDF-1)のタンパク発現は WBPA により骨格筋で著明に増加し,そ

れに伴い血中濃度も有意な増加を認めた.  

C. 骨格筋由来分泌因子のアデノウイルスベクターの作製と in vivoでの血管新生アッセイ 

下肢虚血手術を施行したマウスの骨格筋にアデノウイルスベクター用いて MDF-1を遺伝子導入する

ことにより,骨格筋でのAktとeNOSの活性化を認め,レーザードップラーでの血流改善及び組織学的に

CD31 陽性細胞の増加を認めた.アデノウイルスベクター用いて MDF-1 を培養血管内皮細胞で過剰発現

すると,血管内皮細胞の遊走・分化を促進し,血清除去によるアポトーシスを著明に抑制した.これら

MDF-1の血管内皮細胞保護効果は PI3-kinase 阻害薬・優勢抑制型 Akt1の過剰発現および NO合成阻害

薬によりブロックされた.さらに MDF-1による血流改善効果は eNOSノックアウトマウスでは認められ

なかったことから, MDF-1の血管内皮細胞に対する作用は Akt-eNOS経路を介していることが示唆され

た.すなわち MDF-1 は受動運動により骨格筋より分泌される新規血管新生因子となりうる可能性があ

ると考えられた. 

 

４．考察 まとめ 

本研究で新規骨格筋由来血管新生因子として同定された MDF-1のように骨格筋から種々の分泌因子

が様々な外的刺激により分泌され,心血管系細胞へ作用することが明らかとなってきた.これら骨格筋

由来分泌因子を介した骨格筋と他臓器のコミュニケーションの分子機序を明らかにすることは心疾患

患者に対する心臓リハビリテーションやメタボリックシンドローム患者に対する運動療法を行うこと

の理論的根拠を与えるものとなりうる.さらに骨格筋由来分泌因子の作用機序を分子レベルで解明す
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ることで新たな治療ターゲットの発見へとつながる可能性がある. 

今後は現在解析を進めている MDF-1 に対するペプチド抗体を作製し ELISA システムを構築し,組織

発現プロファイルやマウス心疾患モデルにおける発現の変化,血中濃度の推移ついて検討する予定で

ある.さらに,ヒトに対する抗体も同時に作製し心血管疾患患者における血中濃度を測定しさらに薬剤

介入後の変化についてもモニタリングを行いその臨床的意義を検討する予定である. 

最後に本研究を遂行するにあたり,多大なご支援を賜りました財団法人 病態代謝研究会に深く感

謝いたします. 
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