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研究成果の概要（和文）：骨格筋の血流は運動時に劇的に増加します．本研究では，運動負荷によって損傷を引
き起こしたラットの骨格筋において，２光子レーザー走査型顕微鏡を使って，毛細血管の血行動態を３次元的に
観察しました．ラットの血管内に蛍光物質を流すことで，血流観察が可能なように工夫しました．運動によって
損傷した骨格筋では，蛍光物質が毛細血管の外に漏れ出していることが分かりました．損傷筋において血管透過
性に関与する血管内皮増殖因子の発現が起きていること分かり，骨格筋の微小循環の制御は筋細胞と血管の相互
作用によって調節されていることが示されました．

研究成果の概要（英文）：Capillary blood flow dramatically increases during exercise. We obtained 
3-dimensional images of capillary blood flow of rat skeletal muscle by using two-photon laser 
scanning microscopy. Fluorescent dye was intravascularly administered to obtain the 3-D images. In 
normal skeletal muscle, the dye retained in the vessel for an hour after the administration; 
however, it leaked out from vessel in exercise-induced injured muscle. The amount of extravascular 
leakage, which indicates microvascular permeability, was elevated in injured muscle as compared to 
intact muscle. Vascular endothelial growth factor expression was enhanced in swelling myocytes and 
macrophage infiltrated myocyctes, concurrently with microvascular hyperpermeability. These results 
likely suggest that new insight of regulatory mechanism of skeletal muscle microcirculation by 
myocyte and capillary endothelium interacting each other.

研究分野：循環生理学，心臓リハビリテーション，理学療法学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨格筋の毛細血管は，筋細胞との様々な物質交換を行う場です．本研究では，骨格筋の毛細血管は血管透過性
（血管内外の物質移動のしやすさ）を調節していることを明らかにしました．運動によって損傷を受けた際に，
血管透過性が高まり，血球成分などが間質へ漏出しやすくすることで，壊れた細胞の貪食を促進すると考えられ
ました．逆に，再生筋が出現してくる回復期には血管透過性が低下し，再生筋の成熟を促すものと思われまし
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

骨格筋の血流は運動時
に劇的に増加する．この背景
には，骨格筋の毛細血管にお
ける血流増加によって観察
され，この事実は 20 世紀初
期にAugust Kroghらによっ
て初めて示された．その後，
顕微鏡によるイメージング
技術の発展に伴い，運動時の
毛細血管における赤血球の
移動速度や血管径といった
指標についても解明されて
おり，その調節機序の破綻は
運動耐性に密接に関係する
ことも明らかとなってきた．

一方で，毛細血管がもつ重要な役割の一つとして，血管内外の物質交換が挙げられる．脳や骨格
筋は元来血管透過性が低い臓器として知られていたが，これまでに実施された実験条件は骨格
筋を生体外に摘出した非生理的な実験条件である．生体内で動物が生きた状態で血管透過性を
観察する手法がこれまでなかったため，我々は空間分解能の高い二光子レーザー走査型顕微鏡
を用いて，in vivo イメージングの導入を進めることとした．骨格筋の循環動態が理解されるこ
とで，糖尿病や心不全の病態や，運動後のアイシングや温熱療法などの物理療法の効果に関して
も理解が進むと期待された 
 
２．研究の目的 

本研究では，二つの目的を掲げた．一つは，２光子レーザー走査型顕微鏡を用い，in vivo 
観察モデルを構築することであり，二つ目の目的はこのイメージング技術を用いて運動負荷後
の血管透過性を解明することである． 
 
３．研究の方法 

実験動物として，Wistar 系雄性ラット（10−13 週例）を用いた．実験デザインは Figure 1
に示す通り，ラットを 4群に分類した．イソフルラン麻酔下にて，ラットの右前脛骨筋に対して
電気刺激による伸長性筋収縮（ECC）を合計 200回実施することで，運動誘発性筋損傷モデルを
作成した．ECCから翌日（Day1）, 3日後（Day3）, 7 日後（Day7）および 14日後（Day14）に
以下に述べるようなイメージングを実施した． 

２光子レーザー走査型顕微鏡を用いたイメージング（Fig 2）：イソフルラン麻酔下にて，ラ
ットの右頸動脈にカテーテルを留置し，血管内に蛍光物質（rhodamine-dextran, 70 kDa)を投与
した．右前脛骨筋の皮膚および筋膜を剥離し，Figure 2に示すように骨格筋の毛細血管の三次
元構造を２光子レーザー走査型顕微鏡（TCS-SP5 MP, Leica Microsystems GmbH, Germany）を用
いて観察した．蛍光物質投与直後から同一部位を 90 分間観察した． 

画像解析：蛍光物質投与直
後に得られた画像をベースライ
ン（0 min）とし，そこから血管
外に漏出した蛍光物質を 5分毎
に解析し，血管外漏出容積
（ Interstitial leakage 
volume, μm3x106）を算出した
（Fiji, NIH, USA）． 
 
４．研究成果 

Figure 3 に２光子レーザ
ー走査型顕微鏡によって得られ
たラットの骨格筋毛細血管の画
像の一例を示す．蛍光物質投与
直後（0 min）は，毛細血管が明
瞭に観察さえた．一方で，蛍光
物質投与から 60 分後において
は，血管外に蛍光物質が漏出し
た．Day3 では 0 minの時点で既
に蛍光物質の漏出が観察され，
60 分後には顕著な漏出が観察
された（Fig 3）． 

Germany) under anesthesia. Fluorescent dye (rhodamine B isothiocyanate-labeled

dextran with 70 kDa) was intravenously infused just before image acquisition. 3-D

images of TA muscle were acquired every 10 min for 60 min and interstitial leakage of

fluorescent dye was volumetrically determined (Fiji, NIH, Bethesda, MD).
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Figure 4 に血管外漏出容積の結果
を示す．運動負荷を実施していない
Controlと比較して，Day1, Day3 におい
て血管外漏出容積は有意に高値を示し
たが，Day7では有意な差を認めなかった． 

Figure 5 に毛細血管の形態的な変
化を示す．画像解析により血管径（Fig 
5-C）と湾曲率（Fig 5-D）を算出した．
その結果，コントロールと比べて筋損傷
を引き起こした群において血管径には
差を認めなかったが，湾曲率の高い
（>12%）血管の割合が有意に高く，湾曲
率の低い血管 (< 2%)の割合が有意に低
値を示した． 

Figure 6にヘマトキシリン・エオジ
ン染色（HE 染色）と免疫組織化学染色の
代表例を示す（Fig 6-A）．HE 染色の結果，
Day1 で腫大した筋細胞が観察され，Day3
で腫大した筋細胞の周囲に白血球が浸
潤しているのが観察された．Day7 では，
細胞中央に核が位置した小さな再生筋
が観察された．HE 染色の連続切片を用い
て，血管内皮増殖因子-A (VEGF-A)の一
次抗体を使用した免疫組織化学染色の
結果を示す．コントロールでは VEGF-Aの
発現は認められなかったのに対して，
Day1 では HE 染色で腫大した筋細胞が確
認された位置と VEGF の発現の共局在が
確認された（Fig 6-A）. Day7において
は，VEGF の発現は確認されなかった．
Figure 7-Bに VEGF-A 陽性の筋細胞の割
合を示す．全ての筋細胞に対する VEGF-
A 陽性細胞の割合，および損傷筋に対す
る VEGF-A 陽性細胞の割合，いずれにお
いても Day1およびDay3は Controlと比
較して有意に高値を示した． 
 
５．結語 

本研究は，２光子レーザー走査型顕
微鏡を用いたラット骨格筋の微小循環
イメージングを確立することに成功し
た．運動によって損傷した骨格筋では，
蛍光物質が毛細血管の外に漏出するこ
とが明らかとなった．損傷筋において血
管透過性に関与する VEGF-A の発現が起
きていること分かった．これらのことか
ら，骨格筋の微小循環の制御は筋細胞と
血管の相互作用によって調節されてい
ることが示唆された． 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 4. Interstitial volume of fluorescent dye in tibialis anterior muscle over time
after infusion of marker. Interstitial volume was calculated by 4-dimensional
image analysis. Two-way ANOVA revealed that there was significant
interaction between time and group (F = 12.16, P = 0.0001). Interstitial volume
of dye increased by the first measurement (i.e., 5 min) and reached a plateau
by ~15 min after fluorescent dye infusion on day 1 and day 3. Interstitial
volume was significantly higher on day 1 and day 3 compared with control and
day 7 (P < 0.05, respectively). Although leakage volume slightly increased on
day 7, there was no significant difference between day 7 and control. b P <
0.05 vs. control; e P < 0.05 vs. day 7. Values are means ± SE. Five rats were
included in each group
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