
東京医科歯科大学・大学院医歯学総合研究科　疾患生理機能解析学分野・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０２

研究活動スタート支援

2023～2022

分極ハイドロキシアパタイトを用いた下肢虚血に対する血管新生効果について

Angiogenic effect of local injection of hydroxyapatite electret to the hind limb
 ischemia

８０９６４７０９研究者番号：

山口　純司（Junji, Yamaguchi）

研究期間：

２２Ｋ２０７５６

年 月 日現在  ６   ６ ２０

円     2,200,000

研究成果の概要（和文）：現在の下肢虚血治療における課題を克服すべく、安価に大量生産できる荷電粒子であ
る分極ハイドロキシアパタイト（Hydroxyapatite electret, HAE）の局所注射の効果を検討した。HAE投与にて
下肢脱落率は低下し、血流が温存され、走行距離も長くなった。HAEの局所注射が下肢虚血の治療として有効で
ある可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：To overcome the challenges in current treatments for limb ischemia, we 
investigated the effects of locally injecting hydroxyapatite electret (HAE), a charged particle that
 can be inexpensively mass-produced. HAE administration resulted in a decreased rate of limb 
auto-amputation, preserved blood flow, and increased running distance. These findings suggest that 
local injection of HAE may be an effective treatment for limb ischemia.

研究分野： 循環器内科学

キーワード： 下肢虚血　ハイドロキシアパタイト　生体材料　荷電
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により確認されたHAEの局所注射による下肢虚血からの保護効果は、安価な治療を提供するという社会的
問題の解決にも寄与する可能性があり、その発展性は大きい。また、下肢虚血だけでなく様々な虚血性疾患で応
用可能な可能性があり、今後の基礎的研究に寄与する意義のある成果が得られた。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
下肢虚血に対しては、一般的にはまず血管拡張剤・血小板凝集抑制剤、経皮的血管形成術・バ

イパス術，血管リハビリテーションなどの標準治療が行われるが、それに抵抗性を示すことも少
なくない。そのような背景から、再生医療が開発され、有効性がランダム化・前向き試験で多数
報告されてきており、我が国でも先進医療や保険診療として受けることができる。再生医療には
遺伝子治療と細胞治療があり、遺伝子治療としては肝細胞増殖因子（HGF）を発現するプラス
ミドを下肢筋肉細胞内に取り込ませる治療や線維芽細胞増殖因子（FGF）遺伝子を搭載したセン
ダイウイルスベクターを用いた治療があり、どちらも下肢切断率の改善効果までは見られない
ものの、安静時疼痛や潰瘍の改善効果を認めると報告されている（Shigematsu et al. Gene Ther 
2010 / Yonemitsu et al. Mol Ther 2013）。細胞治療としては自家骨髄単核球細胞や CD34 陽性
細胞を用いた治療があり、これらも安静時疼痛改善効果を認めるものの、下肢切断率については
報告により評価が分かれており、さらに研究が進行中である（Kawamoto et al. Stem Cells 2009 
/ Kondo et al. Circ J 2018）。このように再生医療は、下肢の切断率の改善を除いては有効性が
報告されているものの治療にかかる費用が高額であることは解決すべき重大な課題と認識され
てきた。 
低価格である治療の選択肢の一つとして、以前から電気刺激やパルス磁場による血管新生療

法が国内外で研究されてきた。電気刺激やパルス磁場は HIF1α-CXCL12/VEGF シグナル経路
を介した血管新生を促進し、下肢虚血、心筋梗塞の両者で有効であることが動物実験で証明され
ている（Li et al. Am J Transl Res 2015 / Peng et al. Circ J 2020）が、電気刺激は皮膚障害の
懸念があり、パルス磁場は中枢神経系への影響があり、また大きな装置が必要であることなどの
問題があり、臨床応用にはまだ至っていない。 
ハイドロキシアパタイトは生体適合性に優れ、骨や歯の材料として最も頻繁に使用されてい

る生体材料の一つである。また電気的に中性であり、熱と電圧をかけることで常温で安定した荷
電状態となり、これを分極ハイドロキシアパタイト（Hydroxyapatite electret, HAE）と呼ぶ。
HAE は主に歯や骨において血管新生を伴う骨新生促進作用を有するとされている（Kobayashi, 
et al. J Biomed Mater Res A 2007）。しかし軟部組織に対する報告は少なく、ウサギの頚動脈の
機能性血管内皮再生促進作用が報告されている（Nagai, et al. Life Sci 2008）程度であり、虚血
組織での効果は未だほとんど検討されていない。我々は以前に心筋梗塞モデルマウスに対する
HAE の有効性を報告したが、同様の効果が下肢虚血モデルマウスで得られるか確認することが
本研究の目的である。下肢虚血に関して HAE の有効性は今まで検討されておらず本研究は独自
性を持つといえる。また、心筋梗塞と異なり下肢虚血では局所注射が容易であることから、本研
究結果で有効性が示されれば臨床応用研究につなげて、再生医療が必要な患者に低価格の治療
を提供できる可能性を持つ。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、下肢虚血における HAE の局所注射の有効性の検証を行い、さらにその分子機構
を解明することで、現在の下肢虚血治療の課題を克服すべく安価な治療法を開発することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、下肢虚血モデルマウスにおける HAE の局所
注射の血管新生効果および救肢率改善効果を検討するため、
次の実験を行う。10-12 週令の BALB/cAJ マウスを対象とし、
麻酔下で片側大腿動脈および浅大腿動脈、深大腿動脈を結紮・
切断して下肢虚血モデルマウスを作成する。直後に虚血領域
の下肢 4 カ所に対して、①PBS（Control 群)、②1µg/µL の
HAE（HAE-1 群）、③3µg/µLの HAE（HAE-3 群）あるいは
④10µg/µLの HAE（HAE-10 群）を注射し、レーザー血流計
での血流評価、トレッドミルによる運動能の評価および血管
新生に関連する遺伝子発現の定量的 PCR 検査を行った。 
 
４．研究成果 
 ４－１．視覚的評価 
図 2 で示す通り、Control 群では下腿脱落が 3/6 (50%)見

られたのに対し、HAE-1 群で 1/6 (17%)、HAE-3、HAE-10 群
では見られなかった。また、壊死なしは Control 群で 1/6 
(17%)、HAE-1 群で 4/6 (67%)、HAE-3 群で 2/6 (33%)、HAE-
10 群で 5/6 (83%)と HAE 投与にて濃度に関わらず壊死が少ない傾向が見られた。 
 

図 1.下肢虚血モデルマウス

作成と局所注射 



 ４－２．運動能 
 術後 14 時点でトレッド
ミルでの運動能評価を行っ
た（図 3A）。トレッドミル検
査にあたっては、検査 5 日
前より毎日 10 分ずつ慣ら
し歩行を行った。 
 トレッドミル検査では、
Control 群が最も短い総走
行距離を示し、次いで HAE-
1 群、HAE-3 群、HAE-10 群の
順であった（図 3B）。 
 
 ４－３．レーザー血流計 

術前、術直後、術後 3,7,10
日にレーザードップラー血
流計による大腿部の血流評
価を行った（図 4A）。 
術後14日時点のレーザー

ドップラー値が PBS 群に比
べて HAE-3 群および HAE-10
群で有意に高かった（それ
ぞれ p=0.03、p<0.01）。 
 
 
 

４－４．定量的 PCR 結果 
 次に、大腿部の組織を採取し、血管新生に関与する Vegf、Hif1a、および Cxcl12 について定
量的 PCR 検査を行った。我々の以前の心筋梗塞での検討と異なり、Vegf、Hif1a、および Cxcl12
の発現レベルは、各群間で有意な差は見られなかった（図 5）。 

図 2. 術後 14 日時点での視覚的評価 

図 3. トレッドミル機器(A) と術後 14 日時点での走行距離(B). 

図 4. (A). 術後 1 日のコントロール群のレーザードプラ血流の代表的画像. 
(B). レーザードップラー値の推移 (術前, 術後 0, 3, 7, 14 日後). 

図 5. 術後 14 日の大腿部組織の定量的 PCR 結果 



４－５．結果のまとめ 
 本研究では下肢虚血急性期における HAE の局所注射の効果を検討した。その結果、視覚的所
見・運動能・血流評価において HAE 局所注射にて温存される所見が見られた。HAE は非常に安価
に作成が可能であり、今後下肢虚血の治療として医療費を抑制しつつ多くの患者に活用できる
可能性があり、更なる発展が期待される。 
しかしながら、今回の検討ではその分子機構については不明なままであり、今後さらなる検討

が必要である。また、HAE 以外の生体親和性の高い荷電を持つ粒子も骨再生領域で開発されてき
ており、今後他の材料についての検討も必要である。 
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