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研究成果の概要（和文）：本研究は，Ⅱ型糖尿病モデル動物に対して，有酸素運動を処方した．

結果，血糖値と HbA1c は，糖尿病群と比し糖尿病の運動群は，低値を示したが，正常群と比す

ると高値をであった．そして，筋線維全体のミトコンドリア活性は糖尿病群より高値を示した．

また，筋毛細血管直径，ねじれ，および，毛細血容量は維持され，血管新生因子の上昇が確認

された．これらより，糖尿病の運動療法は，血糖コントロールの効果は十分でない．しかし，

筋毛細血管構築の破綻を防ぐことができ，糖尿病の二次的合併症に対して治療効果が得られる

ことが確認できた． 

 
研究成果の概要（英文）：The aerobic exercise training has long been utilized as one of 
therapy in the type 2 diabetes mellitus. The effects of a therapeutic exercise on the 
myocyte and the microcirculation of skeletal muscle in diabetic rats were investigated. 
The aerobic exercise program consisted of 2 weeks running on a treadmill (0°incline, 
10m/min, 60min/day, 6day/wk). Treated diabetic rats exhibited a decrease in plasma 
glucose, glycohemoglobin, and reactive oxygen species (ROS) compared with those of the 
diabetic rats but did not completely normalize levels. Usually, in the soleus muscles 
of the non-diabetic rats were composed by higher percentage of type I MyHC isoform and 
lower percentage of type II MyHC isoform. But there were no type II fibers in the soleus 
muscles of the diabetic rats. The succinate dehydrogenase (SDH) activity in training 
diabetic rat was significantly higher than that in diabetic rat. The capillary volume 
in diabetic muscle was significantly less. In the aerobic exercised diabetic muscles, 
the capillary volumes were increased toward control levels and completely normalize 
levels. In summary, the results of the present study provide evidence for the 
effectiveness of exercise training in reducing some of the muscle circulatory 
complications associated with diabetes mellitus. 
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１．研究開始当初の背景 
II 型糖尿病は、インスリン抵抗性のために慢
性的な高血糖が続く代謝性疾患であるため、
長期にわたると網膜症、腎症、神経障害など
の合併症を併発し、ADL(Activities of daily 
living)、QOL(Quality of life)や寿命に多
大な影響を与え、また、動脈硬化の進展を早
めるため、虚血性心疾患や脳血管疾患などを
高率に合併することが知られている。糖尿病
の治療目標は「完全治癒」であろうが、その
発生機序は、完全に明らかになっておらず、
根治は困難である。そのため、「糖尿病に起
因する自覚症状や、慢性合併症の発現や進行
を予防すること」となる。そのための血糖値
のコントロールは、薬物療法、食事療法、運
動療法が重要となる。その中で、運動療法は、
継続して習慣的に行われなくてはならない
ものである。（藤井，臨床スポーツ医
学,1988；佐藤，診断治療,1988） 
そこで，II 型糖尿病にみられる高血糖状態と
三次元毛細血管構築の退行性変化をきたす
血管増殖系因子の低下が密接に関連し，血管
と血管結合の副側循環路の形成不全にかか
わり，有酸素運動は，これを妨げるとする仮
説を検証するためにこの研究を企画した．II
型糖尿病の発生の原因とされるインスリン
抵抗性は長きにわたると，臓器に種々の障害
をもたらす．また，高血糖状態は活性酸素を
発生し，血管内皮細胞に障害を与え，微小血
管系障害を惹起する．運動療法は、これらを
予防する効果があり、特に骨格筋の代謝活動
の変化が血糖値の改善や二次障害の予防等
に影響を与える。藤野他(Fujino, 2005)は II
型糖尿病モデル動物である内臓肥満型の
OLETF ラットを用いて後脚筋に見られる筋線
維の変化と毛細血管三次元構築の蛍光造影
剤を灌流した鋳型筋標本において共焦点レ
ーザー顕微鏡により 100 マイクロメータの
深さまで可視化することに成功している．心
筋および骨格筋では血管新生の抑制はイン
スリン抵抗性の後期に見られ(Jesmin, 2002)，
心臓では血管増殖因子（以下 VEGF）の発現が
低下しているとされている（Chou, 2002）．
OLETFラットにおいて比較的早期にはVEGFを
はじめ血管新生系の因子が増大し毛細血管
ネットワークのうち縦走毛細血管が結ぶ側
路(吻合路)の数の増大を観察している．しか
し，インスリン抵抗性が進行するに従い
PI3-kinase の減弱を介する VEGF の新生の抑
制 お よび AMP-activated protein kinase 
(AMPK)不活性化による VEGF の新生の抑制が
起こると考えられる（Ouchi, 2005）．本研究
では，この時期の毛細血管三次元構築を明ら
かにするとともに糖尿病に対する有酸素運
動の効果と血管新生と退行への関与が明確
になる． 

  
２．研究の目的 
自然発症二型糖尿病モデル動物に対して，骨
格筋の形態観察や毛細血管の三次元構造解
析をおこない，高血糖との関連を検証すると
共に、糖尿病に対する治療的運動（特に有酸
素運動）の効果を検証した．本研究では，1
点目とし，ミオシン重鎖（MyHC）の型の同定
に免疫染色および ATPase 染色と，ミトコン
ドリアによる酸化酵素活性の同定のためコ
ハク酸脱水素酵素（SDH）活性を行い筋線維
の組織化学的変化の検証とする．2 点目とし
て筋線維の萎縮と血管増殖因子の低下を密
接に関連づける新規の因子を想定し，その存
在を証明する，または，血管増殖系との関連
をリアルタイム PCR 用いて遺伝子発現を測定
し検討する．３点目は共焦点レーザー法によ
り三次元毛細血管構築を観察し，毛細血管の
可視化を行い，側副循環路の形成・退行を明
らかにする． 
  
３．研究の方法 
本研究では，II 型糖尿病モデル動物を用いて
検証を行った．本研究で使用したモデル動物
は，自然発症 II 型糖尿病モデルラットであ
るGK (Goto-Kakizaki)ラット（非肥満タイプ），
SDT (Spontaneously Diabetic Torii fatty)
ラット（非肥満タイプ），OLETF (Otsuka 
Long-Evans Tokushima Fatty)ラット（肥満
タイプ）を用いた．ここでは，特に日本人に
多い非肥満タイプの GK，SDT ラットで行った
実験について報告する．本研究では，II 型糖
尿病モデル動物を用いる検証を行った．本研
究で使用したモデル動物は，自然発症 II 型
糖尿病モデルラットである GK 
(Goto-Kakizaki)ラット（非肥満タイプ），SDT 
(Spontaneously Diabetic Torii fatty)ラッ
ト（非肥満タイプ），OLETF (Otsuka 
Long-Evans Tokushima Fatty)ラット（肥満
タイプ）を用いた．ここでは，特に日本人に
多い非肥満タイプの GK，SDT ラットで行った
実験について報告する． 
 糖尿病モデル動物に対して治療的運動プ
レコンディショニングを行った．運動の種類
は（１）有酸素的持久的運動（Ex; 速度
15m/min，角度 0°，60 分間，５回/wk）及び
（２）無酸素的レジスタンス運動（resEx; 速
度 20m/min，角度 20°，30 分間，５回/wk）
をトレッドミル上で行った．この運動を行っ
た直後の血中乳酸値は Exが平均 1.96 mmol/L，
resEx が平均 8.66 mmol/L であった．運動期
間は 3週間として，Ex の一部は（３）最終測
定時の 1 週間前に運動を終了した（preEx）． 
１）採血した全血からグリコヘモグロビン
（HbA1c，%）を測定し，遠心分離した血漿よ
り，酸化ストレス度（dROM, U.CARR），血糖



（mg/dL）インスリン濃度（ng/mL）を分析し
た． 
２）Alkaline phosphatase（AP）染色を用い
て毛細血管密度と筋毛細血管比を測定する
ため光学顕微鏡を用いて 2次元解析を行った．
３）共焦点レーザー顕微鏡を使用して，骨格
筋内の毛細血管三次元構造を解析した．1µm
毎に筋標本をスキャンして，100µm をスタッ
クして、三次元像を構築した． 
４）毛細血管の変化を惹起するシグナル伝達
系について，血管内皮増殖因子(VEGF)とその
受容体 kinase insert domain-containing 
receptor (KDR), fms-like tyrosine kinase 
(Flt-1)， angiopoietin-1,angiopoietin-2,
その受容体 angiopoietin-1and -2 receptor 
(Tie-2)の発現を測定した．また，血管新生
抑制因子である Thrombospodin-1（TSP1）の
測定も行った． 
５）骨格筋の代謝と関係のある AMP 活性化プ
ロテインキナーゼ（AMPK;AMP-activated 
protein kinase, 糖輸送体（GLUT4; Glucose 
transporter type 4）, 脱共役蛋白質 3(UCP3; 
ncoupling protein 3)を測定した．さらに骨
格筋細胞内の酸素の需給供給や筋細胞と毛
細血管のクロストークを調べるために低酸
素誘導物質（HIF-1alpha; Hypoxia-inducible 
factor）を測定した．  
６）筋線維のタイプ変化について，MyHc type 
II 抗体を用いた免疫染色と，ATPase 染色
（pH10.6）を行い筋線維の MyHC のタイプ変
化を観察した． 
７）筋線維内の酸化酵素活性を測定するため
コ ハ ク 酸 脱 水 素 酵 素 （ SDH; Succinate 
dehydrogenase）活性を測定した．その活性
は，SDH 染色を施し，デジタルカメラで撮影
し濃度を測定し標準化した． 
 
４．研究成果 
糖尿病における骨格筋の毛細血管三次元構
造解析では，毛細血管構造が乱れると共に，
毛細血管径の縮小、蛇行性の減少などが観察
され、毛細血管容積は減少した（図１ Diab）。
また、通常、骨格筋線維に縦走する毛細血管
や毛細血管同士を結合する吻合毛細血管が，
不規則な走行になることが観察された（図１ 
Diab）．一方，治療的運動プレコンディショ
ニング（Ex, preEx, resEX）を行った骨格筋
では，骨格筋退行等の変化が抑制され，毛細
血管容量が保持されていた（図１Diab+Ex, 
Diab+preEx, Diab+resEx）． 
 
 
 
 
 
 

 図 1 共焦点レーザー顕微鏡像 
 
糖尿病では，血管新生因子である VEGF 系，
angiopoietin-Tie2 系は共に低下し(図 2)，
血管抑制因子である TSP1 は増加した。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
    
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ 血管増殖因子 
 

また，廃用性萎縮筋でも同様のこ 
とが観察された．一方，運動処方を行った場
合に糖尿病ラットでは，血糖，HbA1c は運動
をしなかった群と比較して，低値を示した．
また，酸化ストレスの指標である血漿中の活
性酸素代謝物（d-ROMs）も低下した．しかし，
正常ラットと比較すると，何れも高値を示し
た．インスリンについては，有意な変化が観
察されなかった．正常ラットヒラメ筋の筋線
維 MyHC 型を免疫染色（図 3）と ATPase 染色
確認した．筋線維は，多数の I型と少量の II
型線維で構成されていた（図３A）．しかし糖
尿病における筋線維のタイプは全て I型に変
化していた（図３B）．そして，運動療法の処
方で変化を防止することはできなかった．
（図 3C，D） 



図３ MyHC type I の免疫染色 
 
酸化酵素活性は，SDH 染色によって染められ
た濃度によって測定した．正常ラットでは，
濃く染まる MyHC I 型と薄く染まる II 型線維
が確認された（図４A）．糖尿病ラットでは，
すべてが薄く染まっていた（図４B）．運動を
処方された糖尿病ラットも I 型であり，薄く
染色された（図４C），しかし，糖尿病ラット
よりも濃く染色された． 
 

図４ SDH 活性 

 
本研究では，運動を低強度（有酸素運動）と
高強度（無酸素運動）の二種類運動を行った
が，何れの運動も同様の結果が得られた．一
方，骨格筋では，酸化酵素活性の高い MyHC II
型が消失し I型に変わっていた．この変化は，
今回の運動処方（有酸素運動，および，無酸
素運動）で防ぐことはできなかった．しかし．
骨格筋の酸化酵素活性の低下はある程度防
ぐことができた．これらの結果より糖尿病の
運動処方のみでは，血糖などに対しては，あ
る程度の効果は見られるが，十分に正常域ま
で低下させることは困難である．骨格筋内の
毛細血管に関しては，運動を行うことにより
毛細血管径，容量の維持が観察され，三次元
構造が温存されていることが明確となった．
したがって，毛細血管ネットワークの破綻な
ど糖尿病における二次的合併症に対して，予
防的な効果は運動療法により十分得られる
ことが検証できた． 
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