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研究成果の概要（和文）：独自の方法で作製したサルコペニアモデルマウスは、コントロールマウスと比較して
有意に下肢重量の低下が認められ、また、下肢筋肉において肉眼的・組織的に有意な萎縮が認められた。作製し
たサルコペニアモデルマウスとコントロールマウスに下肢虚血を加え、レーザードップラーによる血流評価を行
った。結果としてサルコペニアモデルマウスで有意に血流低下が認められた。
そのメカニズム解明に関しては、引き続き検証が必要である。

研究成果の概要（英文）：Sarcopenia model mice produced by our own method showed significantly 
lowering of the weight of the lower limbs as compared with the control mice.Significant atrophy was 
observed macroscopically and microscopically in the lower limb muscle.Subsequently, limb ischemia 
was added to sarcopenia model mice and control mice.Blood flow evaluation by laser Doppler was 
performed for each mouse.As a result, there was a significant decrease in blood flow in the 
sarcopenia model mice as compared with the control mice.The mechanism of blood flow reduction in 
sarcopenia model mice is unknown, and further examination is required.

研究分野：心臓・血管内科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 末梢血管病（閉塞性動脈硬化症や閉塞性血

栓性血管炎など）で虚血状態に陥った下肢組

織は、血管新生などで形成された側副血行血

管路からの血液供給によって救済が図られ

ている。本研究グループは、従来の既存治療

法では病状改善が認められない虚血性末梢

血管病の重症虚血肢を救済すべく、「自家骨

髄単核球細胞移植による血管新生療法」の臨

床試験を 2000 年に開始し、その効果と安全

性についても報告 (Tateishi-Yuyama et al. 

Lancet 2002、Saito et al. Circ J 2007、

Matoba et al. Am Heart J 2008、Arima et al. 

JACC 2010) してきた。しかし、その症例の

中には効果不十分で肢切断に至った例も存

在する。 

 血管新生療法は、移植細胞自身が宿主組織

内で脈管となる過程と、移植細胞が宿主主導

による血管新生を刺激する相乗過程で側副

血行路を発達させる治療法である。移植投与

する細胞自身の血管新生機能が動脈硬化危

険因子の影響で低下していることが血管新

生療法効果を不十分なものにしている一要

因と考える仮説検証研究は古くから数多く

報告されているが、細胞を移植投与する下肢

組織の環境悪化を一要因と考える仮説検証

研究報告は少ない。 

本研究グループは最近、虚血組織内に移植さ

れた細胞自身が周囲の劣悪な環境に耐えき

れずにアポトーシス（細胞死）に陥っている

ことを報告（Nakayoshi et al. PLoS One 2014）

したが、さらに新たな仮説として「生き残っ

た移植細胞は宿主主導の血管新生を補完す

るよう宿主細胞に働きかけているにもかか

わらず、宿主側に起因する何らかの理由によ

って反映されていない」のではないかと考え

ている。 

重症下肢虚血で下肢切断に至った患者は運

動能力が低下し、疼痛や皮膚潰瘍などで日常

行動が著しく制限される。十分な運動療法も

行えず、下肢骨格筋量の減少や骨格筋力の低

下状態（サルコペニア）となっていることも

少なくない。松原らは最近、サルコペニアが

重症下肢虚血の予後因子の一つであること

を報告している（J Vasc Surg 2015）。血管

新生による側副血行路形成は、虚血下肢組織

内の骨格筋細胞や周辺血管の内皮細胞や周

皮細胞、集積した炎症細胞などが統合的に働

き合うことで実行されており、骨格筋細胞か

ら分泌されるサイントカインや血管内皮細

胞の内皮型一酸化窒素合成酵素（eNOS）、同

細胞から放出される一酸化窒素などが血管

新生調節因子として役割を果たしている

（Sasaki et al. Proc Natl Acad Sci USA 

2006）。 

サルコペニア組織環境内では、その統合的な

血管新生への働きかけが十分に機能してい

ないかもしれない。サルコペニアな組織環境

が宿主主導の血管新生に障害をもたらすも

のならば、血管新生療法で移植投与された細

胞が宿主主導の血管新生を刺激し、その補完

を試みるために送り続けている様々な細胞

シグナルを受理する宿主側の細胞機構にも

悪影響を及ぼしている可能性がある。この仮

説が正しければ、サルコぺニア状態を何らか

の方法で改善することが重症下肢虚血患者

の予後を改善し、血管新生療法効果の増強に

もつながると考えられる 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、片側下肢サルコペニアマウ

スモデル作製後、その患側下肢に外科手術的

下肢虚血状態を加え、その後の組織環境や血

管新生反応、関連するメカニズムについて検

証することである。 

 

３．研究の方法 

①サルコペニアマウスモデルの作製と表現

型の評価 

市販のクッションテープを使用し、C57BL6 マ



ウスの片側下肢を 4週間固定する。自力での

餌・水分摂取が可能な範囲で下肢活動制限を

行う。非サルコペニアマウス群（コントロー

ル）群と 4週間の活動制限サルコペニアマウ

ス群で体重・下肢重量の変化、下肢骨格筋の

断面積と外周囲径の変化、HE 染色などによる

組織学的変化（画像解析ソフトで短軸方向の

筋繊維断面積を計測）を定量評価する。 

②サルコペニアマウス下肢虚血モデルの作

製と虚血肢の血管新生評価 

サルコペニアモデルマウスの大腿動脈を全

身麻酔下に外科的結紮切除し、片側下肢虚血

モデルを作製し、虚血下肢の血管新生経過を

レーザードプラー血流測定法、免疫学的組織

染色による毛細血管密度測定法などを用い

て定量評価する。 

③サルコペニアマウス下肢虚血組織から分

泌される血管新生調節タンパク濃度評価 

採取した組織を Lysis buffer でホモジネー

トし、その上清を実験用組織サンプルとする。

そして血管新生にかかわる対象酵素やリン

酸化酵素の発現をウエスタンブロット法で

評価する。 

 

４．研究成果 

【体幹部・下肢重量の比較】 

4 週間片側下肢(右)を固定し、その体幹部重

量と右下肢の重量(右下肢はマウスの脛骨長

さで補正)をそれぞれ、コントロールと比較

したところ、下肢固定群で有意な低下を認め

た。(図 1) 

 

図 1 体幹部・右下肢重量の比較 

 

【固定したマウスの両下肢の重量比較】 

4 週間固定した足としてない足で重量比較し、

固定した足で有意に重量低下を認めた。(図

2) 

 

図 2 固定 4週間後の両下肢の比較 

 

【下腿の断面責の測定】 

両下腿を同レベルの高さで切断し、その断面

の面積を比較した。固定肢で有意に低下が認

められた。(図 3) 

 

図 3 固定 4週間後の下腿の断面積比較 

 

【筋繊維組織面積比較】 

採取した筋組織にシリウスレッド染色を行

い、短軸部分の筋繊維の画像解析ソフトでエ

リア測定を行った。(図 4) 

総面積をコントロールと比較し、面積の有意

な低下を認めた。(図 5) 

図 4 下腿のシリウスレッド染色 

 

 

図 5 筋繊維組織面積比較 



 

【血液検査比較】 

上記で作成さたモデルをサルコペニアモデ

ルとし、血液検査で肝・腎機能・総蛋白・ア

ルブミンを測定し、コントロールと比較した

ところ、肝・腎機能に有意差はないが、 

総蛋白・アルブミンについては有意な低下が

みられた。(図 6・7・8) 

結果からは栄養状態の低下が示唆された。 

図 6 肝機能(AST ALT) 

 
図 7 腎機能(BUN Cr) 

 
図 8 総蛋白 アルブミン 

 
 

【下肢虚血作製と LDBFによる血流評価】 

コントロール・サルコペニアモデルマウス

において、双方に右下肢虚血を加えて、レ

ーザードップラーによる血流評価(LDBF)

を行った。虚血作製後、7 日後までは血流

は有意差なく低下していたが、14日後にお

いては、サルコペニア群で有意に血流の低

下を認めた。(図 9・10) 

図 9  LDBF 画像 

 

図 10 LDBF 評価 p7d  p14d 

 

【下肢虚血肢における毛細血管密度評価】 

上記結果をふまえ、虚血作製後 14 日目のサ

ンプルを用いて CD31 蛍光染色による毛細血

管密度評価を行った。(図 11) 

しかし、有意な差は得られなかったが、サル

コペニア群で低下傾向が認められた。(図 12) 

図 11  CD31 蛍光染色 

 

 



図 12  毛細血管密度評価 

 
毛細血管密度については、有意な低下が実験

からはえられておらず、さらに実験をする必

要があると考えている。 

 

【ウエスタンブロットによる蛋白評価】 

得 ら れ た 組 織 か ら 、 IL-1 β , VEGF, 

Cytochrome-C, IGF-1, IL-6,など血管新生に

かかわる蛋白やウエスタンブロットで評価

を現在施行中であり、現時点では有意な結果

が得られていない。引き続き、検証していく。 

 

まとめ 

独自に考案した方法で、下肢重量を低下・萎

縮したサルコペニアモデルのマウスを作製

し、そのマウスに対して、下肢虚血を加えた。 

LDBF による血流評価については、有意な低下

が認められており、血管新生反応が乏しくな

るなんらかの因子がサルコペニアには存在

することが考えられる。 

その要因として、まずは血管新生にかかわる

蛋白発現の低下に注目し現行で実験中であ

る。 

今後、発現低下の蛋白が認められた場合、サ

ルコペニアモデルマウスに何らかの改善効

果を加え(特に運動)、同蛋白の推移などに着

目し、さらに血管新生反応の改善が認められ

れば、新たな治療標的として確立することが

できる可能性がある。 

引き続き研究を継続していく。 
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