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研究成果の概要（和文）：動脈硬化を基盤とした下肢血管障害は患者の生命予後と QOL に大きな

影響を与える. 運動療法は末梢動脈疾患患者に対する最も基本的な介入方法であるが,重症患

者ではその適応や効果に限界がある. 本研究では全身加速ベッドを利用した受動運動が下肢血

流障害後の血流改善にどのような影響を与えるかを実験動物と臨床症例にて検討した.受動運

動は虚血肢での血管内皮 NO 合成酵素の活性化と血管新生因子の分泌亢進を介して血管新生を

促進することが明らかとなった。 

研究成果の概要（英文）：Whole body periodic acceleration (WBPA) has been developed as a 

"passive exercise" device to improve endothelial function by increasing shear stress 

through repetitive movements in spinal axis direction. We investigated the effects of 

WBPA on blood flow recovery in a mouse model of hindlimb ischemia and in patients with 

peripheral arterial disease (PAD). WBPA increased blood supply to ischemic lower 

extremities through activation of eNOS signaling and upregulation of pro-angiogenic 

growth factor in ischemic skeletal muscle. WBPA is a potentially suitable non-invasive 

intervention to facilitate therapeutic angiogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) Whole-body periodic acceleration 

(WBPA)：新たな運動療法モダリティ 

高血圧・糖尿病などのリスクファクターを基

盤とした末梢動脈疾患(PAD)は患者の QOL と

生命予後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。体位を固定し、体軸方向に

規則的に振動させる Whole-body periodic 

acceleration (WBPA)を用いた受動運動は、

臨床的に血管内皮の 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(Circ. J, 2008)、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。近年 WBPA の有用性を検討した臨床・基

礎研究は散見されるが、血管新生に及ぼす影

響について検討されたものはなく、さらにそ

の分子機序に関してはまったく検討されて

いない。 

 

(2) 骨格筋由来血管新生因子の発見 

従来より骨格筋組織の成長・発育と血管新

生（及び筋萎縮と血管網の減少）には密接

な協調関係があることが知られている.レ

ジスタンストレーニングにより骨格筋細胞

において活性化される Akt シグナルは細胞

の肥大と同時に血管新生因子である VEGF

の分泌を促進することで組織の成長と血管

新生を制御していることが報告されている

(Mol Cell Biol. 2002)。研究代表者らは

In vivo における骨格筋発育と血管新生の

協調性の機序を明らかにするために、骨格

筋特異的-誘導型 Akt1 過剰発現マウスを作

製し可逆的な骨格筋肥大と血管新生を誘導

できるモデルを確立した(Izumiya et al. 

Cell Metab. 2008)。続いて Akt1 の活性化

に伴い骨格筋より分泌される新規の血管新

生因子を同定するため、トランスジェニッ

クマウスの骨格筋の RNA サンプルをマイク

ロアレイにて網羅的に解析し、多数の分泌

シグナルを持った遺伝子の発現が亢進する

ことを見出し、代謝調節因子である FGF-21,

心保護作用と血管新生作用を有する

Fstl-1,骨格筋再生を促進する Insl-6 が骨

格筋より分泌されていることを報告してき

た(FEBS Lett. 2008., Circulation. 2008., 

J Biol Chem. 2008., J Biol Chem. 2010.).

この骨格筋肥大に伴う骨格筋由来血管新生

因子の分泌亢進は運動療法の有用性の新し

い機序となりうると考えられた。 

 

２．研究の目的 

本研究ではマウス下肢虚血モデルおよび

末梢静脈疾患症例に対して WBPA が下肢血流

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. 

  

３．研究の方法 

(1) 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野生型マウスお

よび eNOSノックアウトマウスを 1日 1回 45

分間,150 回／分の速度で体軸方向に振動さ

せ,手術後 1,3,5,7,14 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。 



 

 

末梢動脈疾患症例に対する受動運動はわ

れわれがこれまで使用し報告してきた

Acceleration Therapeutics AT101 を用いた。

一回のセッションは 45 分間とし、１日１回

4 週間の受動運動を行う。全身加速ベッド前

後に血液採取を行い生化学パラメーターの

測定に使用した。急性効果は単回のセッショ

ン施行後に、慢性効果は４週間のセッション

終了後に評価した。 

 

(2) 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. 

 

(3) 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. 

 

４．研究成果 

(1) WBPA の下肢血管新生に及ぼす効果 

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. 

 

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 eNOS の著明な活性化が認

められ,VEGF 等の血管新生因子の発現増加が

認められた.WBPAによる血流改善効果は eNOS

欠損マウスでは認められなかったことから,

全身加速ベッドの血流改善効果は eNOS を介

していると考えられた. 

  

さらに末梢動脈疾患患者で検討を行ったと

ころ、下肢血流の著明な改善が急性・慢性い

ずれの時期においても認められた。 



 

 

 

(2) 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 

プロテインアレイにて血管新生因子の発

現を網羅的に解析したところ、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.  

 

(3) 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) 得られた結果の国内外における位置づ



 

 

けとインパクト 

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血

管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. 

 

(5) 今後の展望 

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 PAD 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 PAD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. 
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