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研究成果の概要（和文）：虚血性末梢血管障害において、運動療法が低酸素応答を誘導することで下肢血流を改
善することが知られている。本研究では、マウス虚血肢に対する間歇的圧迫が、血管新生に及ぼす効果について
検討した。C57BL/6マウスに下肢虚血モデルを作成し、独自に開発したマウス専用カフにて虚血下肢の間歇的圧
迫を行った。間歇圧迫群において、コントロール群と比較して、血流の改善傾向を認めたが、有意差は認めなか
った。また、筋切片において、免疫学的染色法（CD31染色）による毛細血管密度評価を行ったが、両群間で有意
差を認めなかった。現時点において、虚血肢に対する間歇的圧迫の有用性は示されなかった。

研究成果の概要（英文）：Exercise training has been demonstrated to improve exercise performance 
through promoting angiogenesis by inducing hypoxic response. The purpose of this study was to 
investigate whether external pneumatic intermittent compression promotes angiogenesis in a mouse 
ischemic limb model by inducing hypoxic response. Hindlimb ischemia was surgically induced by 
femoral artery ligation in wild type mice. Blood flow recovery after hindlimb ischemia was assessed 
by Laser Doppler blood perfusion index (LDPI). Capillary index (capillary/field) was assessed in the
 tissue sections from the ischemic hindlimb muscles. External pneumatic intermittent compression was
 applied (5 min×6/day) for consecutive 46 days. There was no significant difference in LDPI and 
capillary index between intermittent compression group and control group. These findings suggest 
that intermittent compression applied to ischemic limb was not effective in promoting angiogenesis 
in a mouse ischemic limb model.

研究分野： 血管機能

キーワード： 血管新生
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１．研究開始当初の背景 
近年、我が国において、食生活の欧米化
などによる生活習慣病の増加に伴い、下
肢閉塞性動脈硬化症の罹患率が急増して
いる。下肢閉塞性動脈硬化症に対する一
般的な治療方法として、運動療法や薬物
療法、血行再建術などが存在する。しか
しながら、患者の全身状態が悪い場合や
血管病変が複雑で重症な場合は、血行再
建術が時として困難であり、このような
場合は、薬物療法や運動療法による保存
的治療を行わざるをえない。 

監視下運動療法により、間欠性
跛行出現までの歩行距離ならびに歩行時
間が有意に延長することが示されている。
運動療法による歩行能力の改善について、
いくつかの機序が想定されている。一つ
は、運動により下肢組織が一時的に低酸
素状態、虚血状態となり、vascular 
endothelial growth factor (VEGF)の
mRNA および蛋白が増加し、それにより
血管新生が誘導されるとするものである。
その他の機序として、endothelial nitric 
oxide synthase (eNOS)の活性化と、
nitric oxide (NO)の生物学的活性の増加
が関与していることが想定されている。
NO の生物学的活性の増加により、側副
血行路の発達がおこると想定されている。
このような機序により、運動療法により
閉塞性動脈硬化症患者の歩行能力が改善
すると考えられる。しかしながら、併存
するその他の心血管疾患合併症や筋力低
下などのため、十分な運動療法が行えな
い下肢閉塞性動脈硬化症患者群が存在す
る。 

以前われわれは、カフにより上
腕に対して間歇的圧迫を繰り返すことで、
血管内皮依存性拡張反応が有意に改善す
ることを報告した。四肢に対する間歇的
圧迫は、下肢組織の低酸素応答を誘導し
VEGF の増加、shear stress の増加を介
し、血管新生と側副血行路発達がおこる
ことが期待される。これらの点から、間
歇的圧迫を虚血肢に繰り返すことにより、
運動療法と同様の効果が得られる可能性
が示唆される。 
 
２．研究の目的 
マウスの下肢虚血作成後、虚血肢に対し
てマウス専用カフにて間歇的圧迫を行う
ことにより、マウス虚血肢に対する間歇
的圧迫が血管新生に及ぼす効果について
検討する。また、間歇的圧迫がっ虚血性
血管新生を誘導する機序について、細胞
実験ならびにマウス下肢筋組織を採取し
て、免疫学的染色法ならびにウエスタン
ブロットにて評価する。 
 
３．研究の方法 
（細胞実験） 

マウス血管内皮細胞を、コントロール
（21％ O2）と低酸素（1％ O2）下で、
24 時間培養した。Western blot 法によっ
て血管新生に関する因子（Hypoxia 
Inducible Factor:HIF-1α, VEGF）の発
現を検討した。 
 
（動物実験） 
C57BL/6 マウスに下肢虚血モデルを作
成し、独自に開発したマウス専用カフに
て虚血下肢の間歇的圧迫を行い（図 1）、
Laser Doppler perfusion imaging 
(LDPI)による下肢血流評価を経時的に
行った。さらに、筋切片の免疫学的染色
法（CD31 染色）による毛細血管密度評
価を行った。間歇的圧迫圧（100 mmHg、
150 mmHg）、圧迫回数（3 回、6 回）、
圧迫開始日（下肢虚血作成 1 日後、8 日
後）の組み合わせを変えて予備試験を施
行した。圧迫圧 150 mmHg では血流が悪
化傾向であった。また、圧迫回数 3 回で
は血流増加効果は認めなかった。また、
圧迫開始が 1 日目からでは血流が悪化傾
向であった。したがって、最終的に、8
週齢の C57BL/6 マウスに下肢虚血モデ
ルを作成し、作成 8 日目よりマウス専用
カフを用いて虚血肢に対する間歇的圧迫
を開始した。100 mmHg による 5 分間の
圧迫と 5 分間の解除を計 6 回繰り返すこ
とにより、間歇的圧迫を行った。これを
1 日に 1 セット、45 日目まで連日行った。
血流評価は、下肢虚血作成前、作成後 3
日目、7 日目、10 日目、14 日目、21 日
目、24 日目、29 日目、31 日目、36 日目、
45 日目に LDPI にて、非虚血肢に対する
虚血肢の血流比を評価した。 
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（マウス下肢圧迫装置） 
 
 
 
 
 
 



 
（拡大写真） 
 
 
４．研究成果 
1）細胞実験 
低酸素（1％ O2）下では、コントロール
（21％ O2）と比較して、マウス血管内
皮細胞において HIF-1α と VEGF 発現の
有意な増加がみられた（図 2）。  
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2）LDPI 
下肢虚血作成前から下肢虚血作成後 45
日目まで適宜、LDPI にて下肢血流の評
価を行った。間歇圧迫群（n=9）におい
て、コントロール群 （n=9）と比較して
血流の改善傾向を認めたが、有意差は認
めなかった（図 3）。 
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3）毛細血管密度評価（筋切片） 

下肢虚血作成後 45 日目に下肢筋組織を
採取し、筋切片を作成後、免疫学的染色
法（CD31 染色）による毛細血管密度評
価を行ったが、両群間で有意差を認めな
かった（図 4）。 
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現時点において、虚血肢に対する間歇的
圧迫の有用性は示されなかった。 
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