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研究成果の概要（和文）：通常の15%程度にBubR1の発現を低下させたBubR1L/-マウスを作製した。BubR1L/-マウ
スは大きな異常を認めず、重症下肢虚血モデルとして最適であった。BubR1L/-マウスを用いることで、BubR1の
低下が重症下肢虚血モデルにおける肉芽組織や炎症細胞の浸潤の増加に特徴づけられる下肢脱落を引き起こすこ
とを示した。加えて、BubR1が低下した状態では、虚血肢の下腿筋においてVEGF発現が低下することを示した。
BubR1の低下は、重症下肢虚血モデルにおけるHIF1αの増加を抑制した。これらの発見により、BubR1は虚血肢の
治療に有用となり得る重要な血管新生因子であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We generated a BubR1L/- mouse strain with reduced BubR1 expression as low as
 15% of the normal level without any abnormalities in appearance including progressive aneuploidy, 
cataracts, lordokyphosis, loss of subcutaneous fat, impaired wound healing, shortened lifespan, and 
infertility. Therefore, these mice may represent a good in vivo critical limb ischemic model for 
studying angiogenesis. Using BubR1L/- mice, we showed that BubR1 insufficiency led to limb- loss in 
the critical limb ischemia model, characterized by an increase in tissue granulation and 
inflammatory cell invasion. Additionally, we showed that VEGF expression decreased in ischemic calf 
muscle. BubR1 insufficiency suppresses the increase in HIF1α after experimental critical limb 
ischemia. 
BubR1　insufficiency impairs angiogenesis and results in limb-loss in ischemic hind limbs. BubR1 may
 be a crucial angiogenic factorand might be beneficial for the treatment of limb ischemia.

研究分野： Vascular biology

キーワード： 重症虚血肢　血管新生因子　BubR1　老化　細胞周期遺伝子

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
重症虚血肢に於けるBubR1の分子機構解析は皆無である。また、老化に伴うBubR1の発現低下による血管新生への
影響の解明も必要である。今回の研究で我々が新たに解明した知見は、老化の血管新生メカニズムへの解明に大
きく寄与するばかりか、臨床応用に直接結びつく重要な研究課題である。今後は、BubR1を補充することにより
高齢化社会における重症虚血肢に対する血管新生療法の新たな治療選択の一つとなる可能性が示唆された。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
老化に対する治療法は、国内外とも皆無である。また、老化制御遺伝子は同定されるものの、
分子機構が解明されていないものも少なくはない。細胞周期遺伝子 BubR1 の発現を減少させ
たマウスの表現形は、老化であることが明らかとなった（Jan van Deursen et al. 2004 Nature 
genetics）。その際、血管平滑筋数の減少、Nitric oxide synthase activity が低下することが明
らかにされた (Matsumoto, Jan van Deursen, et al. 2007 Stroke)。また我々が作製した
BubR1 低発現マウスでは、頸動脈結紮モデルで平滑筋増殖能の低下を認めた（Kyuragi, 
Matsumoto, et al. 2015 ATVB）。また動脈硬化巣病変においてもマクロファージの増殖能の低
下を認めた（Tanaka, Matsumoto,et al. 2016 JAHA）。しかし、BubR1 の老化に影響を及ぼす
分子機構が解明されたわけではなくその他国内外BubR1の分子機構解析は皆無である。また、
老化に伴う BubR1 の発現低下による血管新生への影響の解明も必要である。我々が新たに解
明した老化制御遺伝子の解析は、老化の血管新生のメカニズムへの解明に大きく寄与するばか
りか、臨床応用に直接結びつく重要な研究課題である。 
２．研究の目的 
老化は、血管新生を抑制しまた内皮機能をも低下させ、また心血管イベントを高率に発症し下
肢切断をもたらす致死的な疾患の要因となる。しかし、未だ老化に対する治療法は皆無である。
そこで老化に影響を与える遺伝子群の同定・解析・治療への応用は急務である。我々は、細胞
周期遺伝子 BubR1 の低下は、老化現象を起こし、血管系においても老化の原因になることを
解明してきた。今回は、BubR1 遺伝子の低下が血管新生にどのような影響を与えるかを検討し、
その結果を踏まえた老化制御に対する治療法の開発を目指した。 
３．研究の方法 
我々が既に構築し BubR1 発現量が 25%に低下した BubR1 low expressing mouse(BubRL/L 
mice)と片方の BubR1 allele を破壊したマウス（ BubR1 hetero knockout mice;BubR1-/＋）を
交配させ、Low/null BubR1 expressing mutant(BubR1L/-)mice を作製した。また BubR1
の発現がより低下した状態で血管新生に対する BubR1 の分子機構を解析した。 
BubR1 の mRNA 発現は経時的定量 PCR 法とウェスタンブロティングで計測した。若年（6－
8 週齢）のオスの BubR1L/-と BubR1+/+ のマウスを用いて体重測定と虚血肢モデルの実験を行
った。高齢（40、50、60 週齢）のオスの BubR1L/-と BubR1+/+ のマウスを用いて下肢脱落の
評価を行った。若年（6－8 週齢）のオスの C57BL/6J のマウスは虚血肢における BubR1 タン
パクの経時的な発現量の計測に用いた。 
４．研究成果 
(1) BubR1L/- マウスの作成 
BubR1L/Lと BubR1＋/-を交配させた。以前の報告と同じ primer を用いた。BubR1 の Mutant 
allele は、938bp で、Wild-type allele は、475bp で detect され、また BubR1 の knockout allele
は、245bp, Wild-type allele は 155bp として detect した。これらの組み合わせで産仔より
BubR1L/L と BubR1＋/-マウスの確認した（図 1）。ウエスタンブロット法による、精巣におけ
る BubR1L/-マウスの BubR1 の蛋白発現は、BubR1+/+マウスに比べ 16.8%と有意に低下を認め、
リアルタイム PCR 法による精巣における BubR1L/-マウスの mRNA の発現は、BubR1+/+マウ
スに比べ 42.7 %と有意に低下を認めた。BubR1L/-における BubR1 の低発現を確認できた（図
2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図 1） 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 

（図 2） 
 

(2) BubR1+/+マウスと BubR1L/-マウスを用いた重症下肢虚血モデル 
BubR1 の発現の低下は、血管系への影響が報告されており、C57B/L6 由来の虚血肢における
BubR1 の発現量は、無処置のマウスと比べて術後 1 日目には低く、5 日目には高かった。虚血
状態の確認のために術後 6 時間後の血清 CPK（クレアチンホスフォキナーゼ）値を測定した。
CPK の上昇は無処置のマウス（354.7±54.5）に比べて、BubR1+/+マウス（6437 ±2438.8、P 
< .01）および、BubR1L/Lマウス （5710±1820.4、P < .05）の虚血肢において有意に高かっ
た。虚血肢の誘導により低下した血流の改善状態の評価を、レーザードップラーで計測した。
虚血の手術後は、健側（左）に比して、虚血肢（右）は約 10％まで血流は低下した。BubR1+/+

マウスでは、虚血肢誘導術後、徐々に血流は改善し、術 14 日後には約 80％まで虚血肢の血流
は改善した。対照的に、BubR1L/Lマウスではせいぜい 30％までの回復にとどまった（術 14 日
後：P < .01、術直後、 術 5 日後、術 9 日後： P < .05、図 3）。術前の BubR1+/+マウスと BubR1L/-

マウスの大腿・下腿筋においては、病理学的な有意な差は認めなかった。術14日目でのBubR1L/-

マウスの大腿・下腿筋においては、再生筋繊維（図 4 矢印）と肉芽組織と炎症細胞の浸潤（図
4 矢頭）が BubR1+/+マウスと比べて顕著であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図 3） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図 4） 



(3) マウス虚血肢モデルにおける BubR1 の救肢効果 
全ての BubR1+/+マウス（n=6、6-8 週齢）は、虚血
肢誘導後、観察期間の 14 日間で、完全に救肢され
た状態で（下肢救済スコア 4 点）あった（図 5、左）。
しかし BubR1 L/-マウス（n=6、6-8 週齢）において
は、約 70%において、下肢の脱落を認めた。その中
で、二匹が膝上で壊死を認め（下肢救済スコア 1 点）、
二匹が踵より下での壊死を認め（下肢救済スコア 3
点）残り 2 匹は完全に救肢可能であった（図 5、右、
P < .05）。14 日間の観察期間の間、死亡したマウス
はいなかった。さらに我々は、高齢マウス（40、50、
60 週齢）の BubR1 L/-マウスにおいて、虚血肢誘導
術後、完全に下肢が脱落することを示した（n=3）。 
(4) 下肢虚血誘導後の血管形成における BubR1 低発現の効果 
下肢虚血誘導術後の虚血肢において、血
管数の増加を評価する目的で、我々は術
後 14 日目に、内皮細胞のマーカーであ
る CD31 陽性細胞を計測することで、組
織学的に血管密度を計測した。血管の数
は、無処置のマウス同士においては、
BubR1+/+マウスと BubR1 L/-マウスの間
において、有意な差を認めなかった。血
管数は、BubR1+/+マウス、BubR1 L/-マウ
スともに、無処置群と比べ、虚血肢モデ
ル群では有意に増加を認めたが、術 14
日後の時点で、両マウスにおける虚血肢
モデル群間では有意な差は認めなかっ
た（図 6）。 
(5) 虚血肢における BubR1 の低下による VEGF 増加の抑制 
BubR1+/+マウス、BubR1 L/-マウスのどちらにおいても、下肢虚血術 2 日後の虚血肢の筋肉中の
VEGF、HGF、FGF-2 蛋白の発現量は、偽手術群と比して有意に増加していた （P < .05、下
肢虚血術群 対 偽手術群、図 7）。加えて、虚血肢の筋肉における VEGF の増加は、BubR1 L/-

マウスでは BubR1+/+マウスと比べて抑制された （P < .05、下肢虚血術群における BubR1 L/-

マウス 対 BubR1+/+マウス）。このことから、BubR1 の発現量の低下は、虚血肢において、
HGF （P > .05、虚血肢誘導群における BubR1 L/-マウス 対 BubR1+/+マウス）や FGF-2 （P 
> .05、虚血肢誘導群における BubR1 L/-マウス 対 BubR1+/+マウス）ではなく、VEGF の発
現を選択的に低下させる可能性が示唆された。  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図 7） 
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(6) BubR1L/-マウスの重症下肢虚血群での HIF1αの発現量の低下 
下肢虚血術後の下腿筋における HIF1αタンパクの発現量は、BubR1 L/-マウス群では BubR1+/+

マウス群と比して有意に低値であった（P < .05、図 8）。低酸素条件下で、HIF1α が VEGF
遺伝子の転写を促進するため、HIF1α 発現量の低下が BubR1 L/-マウスの虚血肢の下腿筋にお
ける VEGF の増加を減弱させた可能性がある。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
（図 8） 
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