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研究成果の概要（和文）：　慢性的な高血糖曝露は骨格筋のクエン酸シンターゼ（CS）活性の低下や毛細血管の
退行を誘発した．一方，経皮的二酸化炭素吸収は高血糖曝露によるCS活性低下や毛細血管退行を抑制した．さら
に骨格筋の代謝や血管新生に関するeNOS，PGC-1α, COX Ⅳ, VEGF発現量を増加させ，TSP-1発現量の低下が認め
られた．これらの結果から経皮的二酸化炭素吸収は毛細血管の３次元構造の退行を抑制できることが確認でき
た．さらに炎症モデルに対する超音波照射ではインテグリン/FAKのリン酸化の増加とP38MAPKリン酸化の減少が
観察され, 炎症により惹起された炎症性サイトカインの発現を軽減させる効果を観察した．

研究成果の概要（英文）：Chronic hyperglycemia exposure caused a decrease in citrate synthase 
activity and regression of capillary network in skeletal muscle. Carbon absorption suppressed the 
decline of citrate synthase activity and capillary regression due to hyperglycemia and suppressed 
blood glucose rise. Furthermore, the expression levels of eNOS, PGC-1α, COX IV, and VEGF proteins 
related to metabolism and angiogenesis were increased and the expression level of angiogenesis 
inhibitor (TSP-1) was decreased in skeletal muscle. Pulsed ultrasound irradiation increased 
phosphorylation of integrin/focal adhesion kinase (FAK) and decrease phosphorylation of p38MAPK in 
myotubes induced inflammation. The irradiation also reduced the expression of inflammatory 
cytokines. These results indicated that percutaneous absorption of carbon dioxide and pulsed 
ultrasound therapy could be an effective intervention against microangiopathy induced by diabetes.

研究分野： 応用健康科学　リハビリテーション科学　運動生理学
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  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　これらの研究結果から経皮的二酸化炭素吸収は，微小血管におけるずり応力とeNOS発現を増加させ，骨格筋の
代謝や血管新生因子の増加と血管新生抑制因子の低下を引き起こし，高血糖曝露による骨格筋の酸化的リン酸化
の機能低下や毛細血管退行を抑制することを明らかにした．また，パルス超音波照射はp38MAPKのリン酸化を抑
制することで炎症を軽減させることが観察された．本研究成果から経皮的炭酸ガス吸収とパルス超音波による糖
尿病性微小循環障害の予防改善への可能性が示された．

※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 
 脳卒中や虚血性心疾患の危険因子である 2 型糖尿病患者数は急速に増加している。特に合併
症は ADL や QOL に多大な影響を与えるために予防に努める必要がある。2 型糖尿病の合併
症は大血管障害と細小血管（微小血管）障害に大別され、糖尿病性大血管障害は脳血管障害や
虚血性心疾患の原因となり、糖尿病性微小血管障害では組織血流が不十分となり、組織の壊死
を惹起する。糖尿病性足壊疽は非外傷性足切断原因の１位であり、組織の微小血管の退行に起
因している。超高齢化社会の日本や先進各国において糖尿病者に運動を適応できない人が多く
存在する。一方，運動の制限により糖尿病性合併症を悪化し、新たな合併症を惹起することも
あり、適切な対応策の開発が必要であると考えた。 
 運動に依存しない糖尿病性の微小循環障害の予防法の重要性から，組織の微小循環を亢進す
る手段として二酸化炭素（炭酸ガス）濃度の増加に着目した。二酸化炭素はボーア効果により
ヘモグロビンの酸素解離曲線を右方変移させ、組織中の酸素分圧を上昇や新陳代謝を亢進させ
る。また、血管拡張作用もあり、末梢循環を改善させるものと考え、本研究では二酸化炭素の
経皮吸収を促進させ、末梢循環や毛細血管退行を予防・改善する方法を検討した。 
 また、糖尿病性微小循環障害には骨格筋細胞（線維）の代謝活性の減衰や慢性炎症が関与し
ている。一方、パルス超音波は微細振動による細胞膜の透過性や活性を改善させ、炎症の治癒
を高める非温熱作用があり、糖尿病の骨格筋の機能改善を促す効果が期待できると考えた。こ
のため、筋代謝や筋線維タイプ移行も考慮して、筋細胞と毛細血管のクロストークに注目した
検証を実施した。 
  
２．研究の目的 
 二酸化炭素の経皮吸収を促す媒体を用いてボーア効果による血流促進効果及びパルス超音波
照射による炎症抑制、代謝促進効果に注目し、糖尿病性微小血管障害に対する微小循環の改善
及び毛細血管退行の三次元構造変化を検証し、血管新生因子・抑制因子の発現、メディエータ
としてのマイオカイン等を測定し、作用機序を解明することを目的とした。 
 また、糖尿病では低代謝の筋線維に移行し，筋線維と毛細血管のクロストークは糖尿病性微
小血管障害の予防や治療に重要であることから、二酸化炭素経皮吸収・パルス超音波照射治療
の開発を検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 実験動物（糖尿病モデルラット）を使用して、毛細血管障害と筋代謝障害に焦点をあて、両
者の相互連関について検証を行った。本研究では毛細血管網が豊富であり、遅筋線維で構成さ
れるヒラメ筋（遅筋）と毛細血管網が粗で、速筋線維で構成される長趾伸筋（速筋）を標的と
する組織にする。また、実験動物（正常コントロールラット及び毛細血管退行モデル）使用し
て、二酸化炭素の経皮吸収媒体の効果の有無を毛細血管網の三次元構造の変化，組織血流や毛
細血管レベルでの血流動態の変化から検証する。さらにリポ多糖（Lipopolysaccharide, LPS）
誘導性の骨格筋の炎症を惹起し、パルス超音波照射による炎症抑制効果の有無も検証した。 
 
（１）二酸化炭素の経皮吸収媒体を使用した毛細血管レベルでの血流動態の検証を行った。二
酸化炭素の経皮吸収媒体を皮膚に塗布し、炭酸ガスで満たした容器に治療部を挿入し、二酸化
炭素の経皮吸収を促した。雄性 Wistar 系ラットを使用して，経皮的炭酸ガス吸収が骨格筋血流
量に与える急性効果を検証した。経皮的炭酸ガス吸収の施行前後における骨格筋血流量，血圧，
心拍数を測定し，比較した。 
 
（２）ストレプトゾトシン誘発性高血糖モデルの骨格筋毛細血管に対する経皮的炭酸ガス吸収
の効果を検証した．雄性 Wistar 系ラットをコントロール群（CON），炭酸ガス群（CO2），ストレ
プトゾトシン投与群（STZ），及びストレプトゾトシン投与＋炭酸ガス群（STZ+CO2）の 4群に区
分した．経皮的炭酸ガス吸収は 1日 30 分，週 5回，8週間行った．実験開始から 2週間毎に空
腹時血糖を測定し，実験終了後，ヒラメ筋等を摘出し，組織学的・分子生物学的解析に用いた． 
 
（３）組織の毛細血管三次元構造を共焦点レーザー顕微鏡で検出・解析した。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
100μmをスタックして、三次元像を構築した。 
 
（４）細胞内外の伝達系に関与するシグナル伝達系を検証し、機序の検証を行った。 
代謝活性（AMPK 等）、骨格筋 PGC-1α、血管新生に関与する血管新生因子（VEGF）、血管新生抑
制因子（TSP-1），低酸素誘導物質（HIF1-α）等はウエスタンブロティング法、リアルタイム
PCR で検証を行った。 
 
（５）パルス超音波照射による骨格筋炎症の抑制効果の検証 
LPS 誘導性の骨格筋の炎症を惹起し、パルス超音波照射による炎症抑制効果を検証した。LPS 誘
導性炎症筋に対して、低強度のパルス超音波を照射しコントロールと比較した。 
 



４．研究成果 
（１）糖尿病の骨格筋毛細血管網を観察したところ、毛細血管網が退行した、特有な糖尿病性
微小血管障害像を明らかにした。特に血管径の縮小化、毛細血管密度の減少の構造的変化が観
察された。また、VEGF（血管内皮細胞増殖因子）の発現は正常筋と比較して変化を示さなか
ったが、血管内皮細胞間の不安定性の指標である angiopoietin-2/angiopoietin-1 比
（ Ang-2/Ang-1 比） が上昇し、血管新生抑制因子である Thrombospondin-1（TSP-1）の発
現が増加していることを明らかにした。 
 
（２）二酸化炭素の経皮吸収媒体を使用した毛細血管レベルでの血流動態の検証を行ったとこ
ろ、経皮的炭酸ガス吸収の施行後 5 分で骨格筋血流量は有意に増加し，本効果は 30 分間持続
した．一方，血圧，心拍数は経皮的炭酸ガス吸収による変化は認められなかった（図１）．  
 

 
 
（３）高血糖モデルの骨格筋毛細血管に対する経皮的炭酸ガス吸収を行い、組織の毛細血管三
次元構造を共焦点レーザー顕微鏡で検出・解析した。これらを染色・解析した結果、糖尿病（STZ）
群の毛細血管/筋線維比（C/F 比）、骨格筋の毛細血管の 3 次元構築により得られた毛細血管径、
毛細血管体積は、コントロール群と比較して有意な低下を示した。一方、糖尿病+CO2群の C/F
比，骨格筋の毛細血管径，毛細血管体積は糖尿病群と比較して有意に増加した。（図２、図３）． 
 

 
 

図１．骨格筋血流量と心拍数・血圧 

図 2．毛細血管像 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
（４）糖尿病群の CS 活性や COXⅣはコントロール群と比較して有意に低値を示し、糖尿病＋
CO2 群は低下を抑制した（図 4）。糖尿病群の Murine Double Minute 2(MDM-2)の発現量は
コントロール群と比較して有意に低下し、TSP-1 の発現量は糖尿病群で有意に増加した。さら
に糖尿病+CO2群の MDM-2、endothelial nitric oxide synthase(eNOS)、VEGF の発現量は糖
尿病群に比較して有意に増加し、TSP-1 の発現量は糖尿病+CO2群で有意に低下した（図 5）。 
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図 4．骨格筋の代謝 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
 

 
 
 
（５）炎症性サイトカイン誘導性の骨格筋細胞の慢性炎症所見に対して、低出力のパルス超音
波照射が TNFαや P38MAPK のリン酸化を抑制する成果を得た。さらに糖尿病の骨格筋では
代謝が低い筋線維タイプに移行（遅筋線維から速筋線維、例えば、IIa→IIb、I→IIa）するこ
とを明らかにした。 
 
 本研究では経皮的炭酸ガス吸収が骨格筋における血流量を増加させ，高血糖による毛細血管
退行を改善することを確認した．また，高血糖モデルに対する経皮的炭酸ガス吸収の施行は，
eNOS，VEGF，MDM-2，及び TSP-1 の発現量のバランスを変化させた．骨格筋血流量の増
加は eNOS や MDM-2 の発現量を増加させることが報告され，eNOS は VEGF の発現増加を
促し，MDM-2 は TSP-1 の発現を抑制することが報告されている．本研究の結果から，経皮的
炭酸ガス吸収は骨格筋血流量を増加させ，eNOS，VEGF，MDM-2 の増加，TSP-1 の低下に
よる発現バランスを適切にすることが明らかとなった．これらの結果は経皮的炭酸ガス吸収に
よる骨格筋血流量を増加が，eNOS/VEGF 経路の発現増加，MDM-2/TSP-1 経路の発現低下を
引き起こし，高血糖曝露による毛細血管退行を抑制したと考えられる．本研究の結果は高血糖
曝露による毛細血管退行に対して経皮的炭酸ガス吸収は有効的な治療法になることを示唆した． 
 

図５．関連因子のタンパク質発現 
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