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研究成果の概要（和文）：　本研究では, 微小血管の改善を誘導する食品成分について多種類の成分を選択し, 
in vitroの実験系で血管安定化因子，血管増殖・血管増殖抑制因子等の調節系を作用機序別に分子レベルで探索
した．さらに血管障害改善の食品成分の候補を絞り込み,モデル動物に経口投与し，骨格筋の毛細血管血管への
影響を分子レベルで解析，検証した.抗酸化系の食品成分や発酵食品抽出物において毛細血管ネットワークの三
次元構造解析で退行抑制の結果が得られた．これらの食品成分は骨格筋の萎縮予防と毛細血管ネットワークの3
次元構造障害を改善するのに有効であり，食品による栄養サポートが有用であるという結果が得られた．

研究成果の概要（英文）：Beneficial effects of nutritional supplements on the regression of 
three-dimensional capillary network in diabetic tissues were investigated in the present study. We 
investigated that these extracts administration could be used to prevent the regression of capillary
 network in skeletal muscle of animal models. The administration increased capillary luminal 
diameter, capillary volume, eNOS, and VEGF protein expression levels in the skeletal muscle of 
animal model. A chronic decrease results in capillary regression that are due, in part, to the 
overproduction of reactive oxygen species (ROS). antioxidant treatments with the extracts from 
algae, bee products, and/or salmon testes attenuated the overexpression of ROS in muscles and 
ameliorated the regression of capillary network. The results indicate that food extract 
supplementation is an important to prevent three-dimensional microvascular network disorders.

研究分野：応用健康科学　栄養生理学 リハビリテーション科学　
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　糖尿病は血糖コントロールの可否や長期化によって合併症をひきおこし，血管障害は, 様々なQOLの低下や要
介護, 寝たきりにつながる. 本研究は糖尿病の合併症予防のために, 寝たきりの人や運動と併用して実施可能
な, 食品栄養成分による血管病変を予防改善する栄養サポートの構築を目的とし研究を行った．複数種の食品成
分から，毛細血管を支持する骨格筋の萎縮予防を促し，3次元血管障害を改善する事が重要であるという結果が
得られた．
　食品由来成分の影響を分子レベルで検証し，モデル動物における血管構造を可視化し, エビデンスにもとづく
血管障害予防・改善因子による栄養サポートへの応用が示された.

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 2 型糖尿病が強く疑われる人は 950 万人と、15 年で 290 万人増加しており、可能性を否
定できない人を含め 2,050 万人と推計される（国民健康・栄養調査, H24）。糖尿病の合併症の
うち大血管障害は脳血管障害や虚血性心疾患の原因であり、糖尿病性微小血管（細小血管）障
害は組織血流が不十分となり、周辺組織の壊死を惹起する。透析導入の原因は糖尿病腎症が最
も多く、糖尿病性足壊疽は非外傷性足切断原因の１位である。現時点の糖尿病対策は「運動」
と「食事と薬による血糖コントロール」であり、さらに高齢や合併症発症により実際は運動が
できない人が多い。血管障害の 3 次元構造の破綻に対して食品由来成分からアプローチした栄
養生理学的研究において学術的データを得ることが必要と考えた。そこで、血管とその周辺組
織の三次元構造に着目し、糖尿病性血管障害を修復改善する因子を食品成分から探索し、改善
法を開発する研究を行った。 
 
２．研究の目的 
 糖尿病は血管障害（大血管症・細小血管症）をひき起こし、様々な合併症や要介護、寝たき
りの誘因となる。本研究は、糖尿病の合併症（血管障害）予防や、特に寝たきりや持病によっ
て運動が不可能な場合に実施可能な、食品栄養成分による血管病変を予防改善する方法の構築 
を目的とした。血管障害改善の体内環境を誘導する食品成分について血管安定化因子、血管 
増殖・血管増殖抑制因子等の調節系を作用機序別に探索し、モデル動物における三次元血管立
体構造により検証し、エビデンスに基づく糖尿病の血管障害予防・改善因子による栄養サポー
トの開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）In vitro にて骨格筋血管障害改善の食品成分の候補を絞り込み、データベースを作成し、
統合して栄養サポート法を検討した。 
 微小血管構造異常の改善効果を得るために、細胞を用いて血管構築に有効な因子、血管新生
因子の増加、血管新生抑制因子の抑制を食品由来成分を添加し分子レベルで探索した。 
 筋芽細胞をマイクロプレートに播種し前培養後、各種栄養素や食品（植物・動物）由来成分
の低濃度～高濃度を添加し 24 時間培養し、分泌された血管構造の安定化・不安定化に関わる血
管増殖因子（VEGF）やアンジオポエチン（Ang-Tie2）系、トロンボスポンジン（TSP1）、HIF1-
α、PGC１-α、サイトカイン等の定量（ELISA、ウェスタンブロット）や mRNA 発現をリアルタ
イム PCR で測定した。 
 また，筋管への分化や筋衛生細胞における影響についても検証し、糖尿病における骨格筋の
機能低下を防護・修復へ誘導する成分を選択した。 
 
（2）候補成分をモデルラットに継続投与を行い、三次元構造解析・生化学的・遺伝子発現分析 
を行い、生体における栄養療法の筋—血管構造異常に起因する微小循環障害の改善について検証
した。モデル動物はこれまでの研究で骨格筋と三次元血管構造の異常を発見したラットを用い、
主にヒラメ筋と長趾伸筋を用いた。 
 各パラメータにおいて候補成分を数種類まで絞り込み、経口投与した。血清から血糖やサイ
トカイン、酸化ストレス等を測定した。また，片側下肢の筋肉細胞のホモジネート並びに反対
下肢の筋肉を摘出し、リアルタイム PCR による mRNA 発現解析、免疫組織化学法、蛍光法によ
る毛細血管三次元構造（共焦点レーザー解析）を行い検証した。また、骨格筋の毛細血管三次
元構造は 1μm 毎に筋標本をスキャンし、100μm をスタックして、三次元像を構築した。 
 
４．研究成果 
（１）様々な植物・動物由来の食品から成分を抽出し，骨格筋培養細胞，筋管への誘導，筋衛
生細胞において様々な栄養成分を検討した。骨格筋の立体構造や血管維持に役立つ候補成分を
抽出した。 
 微小血管を修復再生する可能性が見出された候補は多数あり、プロポリス、乳酸菌抽出物、
アルギニン、アスタキサンチン等を含む食品類であった。また，血管を支持して骨格筋細胞を
修復する可能性が見出されたものはヌクレオプロテイン、レモンマートル、中鎖脂肪酸等を含
む食品類であった。 
 
（２）毛細血管退行群にプロポリス（PP）やロイヤルゼリーやドコサヘキサエン酸を摂取した
群を設定した研究において、摘出したヒラメ筋から毛細血管を可視化し，得られた画像から３
次元構築をした．また，血管新生に関与する VEGF, Flt-1, Flk-1 及び血管新生抑制に関与する
TSP-1 の発現量を解析した。さらに酸化ストレスとして SOD-1、低酸素マーカーである HIF-1α
を測定した。 
 モデル群で毛細血管退行が観察されたが，pp 群では毛細血管退行が減衰された(Fig.1)。ま
た，VEGF 発現量はモデル群で低下し、pp群で増加した(Fig.2A)。SOD-1 発現量はモデル群で増
加し、PP 群で発現量が抑制された(Fig.2B)。 
  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 本研究ではプロポリスの摂取によって毛細血管退行を予防することができた。その要因とし
て抗酸化作用が有効に作用したものと考えられる。本研究においてモデル群では強い DHE 強度
が観察されたのに対して、プロポリス摂取群では DHE 強度が有意に低下を示した。また、SOD-1
の発現もモデル群より有意に低下をしていたことから、プロポリスがもつ抗酸化作用により酸
化ストレスが低下したものと考えられる。また、血管新生因子と抑制因子の発現バランスが保
持できたことが毛細血管退行を予防できた要因を考えられる。骨格筋毛細血管のリモデリング
の制御には、血管内皮細胞に特異的に作用する VEGF やそのシグナル経路が関与する。一方で血
管新生抑制因子の発現も知られており、両者の発現バランスが重要である。血管退行モデルで
は VEGF 発現の低下に加えて，KDR/Flk-1 発現の低下や TSP-1 発現の増加が観察された。 
 
（３）毛細血管退行群を後肢荷重除去+低濃度核酸摂取群（DNA1.0）、後肢荷重除去+高濃度核酸
摂取群（DNA2.5）に分類し、核酸の影響を解析した。モデル群は筋萎縮を惹起させ、DNA1.0 及
び DNA2.5 には各々サケ白子より抽出した核酸含有飼料を摂取させた。  
 ヒラメ筋重量は正常コントロールと比較し、モデル群、DNA1.0 及び DNA2.5 では有意に減少
したが、高濃度核酸を摂取した DNA2.5 ではモデル群や DNA1.0 と比較し有意に高値を示した。
筋線維横断面積でも同様にConと比較し、モデル群、DNA1.0、DNA2.5で有意に減少したが、DNA2.5
はモデル群と比較し有意に高値を示した。また，筋タンパク分解に関与する筋特異的ユビキチ
ンリガーゼ atrogin-1 の発現レベルは正常コントロールと比較し、モデル群で有意に増加した
が、DNA1.0 及び DNA2.5 と正常コントロール間に統計学的有意差は認められなかった（Fig３）。 
これらの結果から，核酸の経口摂取はユビキチン依存性筋タンパク分解酵素発現を抑制し，筋
萎縮を軽減する効果を有することが示唆された． 

 
 
 
  

 
 
 

 
 
 
 

Fig.1 毛細血管の 3次元構造 
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A: CON, B: CON+PP, C: HU, D: HU+PP, E: HU+RJ, F: HU+DHA  

Fig.2 血管内皮細胞増殖因子（VEGF)と SOD-1発現 
*: vs CON, †: vs CON+PP, ‡: vs HU, P < 0.05  

A B 



 
 
 
 
 

        

        

         

              *: P < 0.05 vs. Con  †: P < 0.05 vs. HU 

             Fig3. 筋線維タイプとAtrogin1の発現 

 

 核酸は生体内で合成され細胞増殖に関与するが、疾病、低栄養や炎症などの生体へのストレ
スが高まる特定の状況下においては体外からの摂取が必要とされる。また、核酸の摂取により
消化器で酸化ストレスの軽減や免疫能の増強効果が報告されている。これらの報告から核酸の
摂取が筋の代謝機能低下を抑制する作用を持つ可能性が示唆された。 
 
（４）マウスを用いて対照群（Con）とレモンマートル抽出物摂取群（LM）に分類し、コントロ
ール群には同量の生理食塩水を摂取させた。実験期間終了後,長趾伸筋を摘出し、免疫組織化学
染色で筋衛星細胞を染色した。また、マイクロ RNA（miR）-206、489 の発現量を測定した。 
 筋衛星細胞の Pax7/DAPI 陽性核数は、Con 群と比較して LM 群で有意に高値を示した。また、
MyoD/Pax7/DAPI 陽性核の割合は、Con 群と比較して LM群で有意に低値を示した。また、miR-206
発現量は Con 群と比較して LM 群で有意に低値を示した。一方 miR-489 においては有意な差は認
められなかった(Fig.4)。 
 本研究で得られた結果から、レモンマートル抽出物の摂取は miR-206 を減少させることで筋
衛星細胞数を増加させることが示された。この結果は骨格筋再成長をより早くするために必要
となる筋衛星細胞を増加させる手段としてレモンマートル抽出物摂取が有効であることを示唆
している。 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）赤血球速度について乳酸菌 R30 株抽出物の摂取の影響について検討を行ったところ、摂
取後 20分，40分，60分の時点で生理食塩水摂取と比べて有意に高値を示した。毛細血管退行
に対する効果の検証では、毛細血管直径や毛細血管容積は、摂取群において有意に高値を示し
た。また、eNOS 及び VEGF タンパク発現量は摂取群において有意に高値を示した。継続的に乳
酸菌 R30 株を摂取することで血流量が増加し，eNOS/VEGF 経路による血管新生が促進され，筋
萎縮に伴う骨格筋毛細血管退行を軽減した。 

Fig.4 筋衛星細胞の免疫組織化学染色 



 
 
 
 糖尿病の骨格筋毛細血管網を観察した研究では、毛細血管網が退行した特有な糖尿病性微小
血管障害像を明らかにした。運動による血管の微小循環障害、骨格筋の収縮張力、筋横断面積、
筋原線維タンパク質量、ミオシン重鎖（MHC）アイソフォームの速筋型移行の予防に関するエビ
デンスとともに、本研究結果から、食品を摂取した群は、モデル群と比較して機能的な骨格筋
毛細血管を維持できた。さらに赤血球には酸素や栄養素を運搬する働きがあり、毛細血管を介
して細胞に酸素や栄養素の供給を行っていることから、組織において毛細血管構造を維持する
ことは酸素や栄養素の供給を維持し、機能維持に重要であると考えられる。本研究の結果から
プロポリス等複数の食品成分は酸化ストレスの増加を抑制し、毛細血管の退行性変化を予防す
ることが明らかとなり、毛細血管退行による細胞機能の変化を予防できるものと考えられた。
食品成分で血管構造を改善し、筋-血管系のクロストーク正常化を中心とした食品由来の血管構
造改善成分を提案し、今後の栄養サポートに役立つエビデンスが得られた。 
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