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研究成果の概要： 本研究の目的は、皮膚科臨床で実地応用されている紫外線療法が、他

に有効な治療法のない重症虚血肢に対する新しい血管新生療法として有用か否かについて

明らかにすることである。 
大腿動脈結紮除去によって作成されたマウス下肢虚血モデルにおいて、下肢切断率、潰

瘍形成率、レーザードップラーを用いた血流回復の評価、マイクロソフェアを用いた血流

量半定量、ならびに血管新生評価のための免疫組織学的微小血管数定量など基礎的データ

を収集し、これら基礎的データをもとに、同モデルを用いて紫外線照射の効果を検討した

が、紫外線照射による効果は個体差が大きく、現在のところ一定の傾向が得られておらず、

今後照射量や照射法などさらなる条件調節が必要と考えられる。 
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１．研究開始当初の背景 
 
閉塞性動脈硬化症に対する治療は、従来

の外科的バイパス術に加え、ペリフェラ
ル・インターベンションが著しい発展を見
せている。しかしながら、従来の薬物療法
でコントロールが不良で、かつ、手術やイ
ンターベンションの適応とならない重症虚
血肢症例に対しては、患肢の切断という、

患者にとってＱＯＬ（quality of life, 生
活の質）を著しく損なう手段しか残されて
いない。近年、このような重症虚血肢に対
する治療として、血管内皮前駆細胞、骨髄・
末梢単核白血球移植などが注目され、臨床
応用が開始されているものの、その効果は
未だ確立されたものではない。 
 申請者らはマウスを用いた実験で、虚血
肢においては活性酸素種の産生が著明に亢
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進していること、活性酸素種スカベンジャ
ーの持続投与や、細胞内活性酸素種の主な
産生源であるＮＡＤ（Ｐ）Ｈオキシダーゼ
のサブユニットであるＮＯＸ２のノックア
ウトが、虚血肢における血管新生反応を遅
延させることを報告した。これらの事実は
活性酸素種が虚血肢における血管新生に重
要な役割を果たしていることを強く示して
いる。 
 
２．研究の目的 
 
これまでに申請者は活性酸素主が虚血肢

における血管新生反応の重要なメディエー
ターであることを報告した（Tojo T, et al. 
Circulation. 111: 2347-55, 2005.）。一方で紫
外線が細胞内活性酸素産生を増加させるこ
とが知られている。本研究の目的は、紫外
線照射が重症虚血肢に対する新しい血管新
生療法として有効かどうか、動物モデルを
用いて検討することである。 

 
３．研究の方法 
 
① 動物モデル作成 

8-9 週齢の C57BL/6J マウスを、
ketamine (87 mg/kg) および xylazine 
(13 mg/kg)の腹腔内投与にて麻酔。局所
を剃毛した後、右大腿動脈直上の皮膚を
約 1cm 切開し、皮下脂肪や結合組織を丁
寧に剥離して大腿動静脈を露出した。神
経や静脈を温存しながら 5-0 絹糸を用い
て大腿動脈中枢側と遠位側の２か所を結
紮し、血流を遮断。両結紮部位間の動脈
を剥離除去して下肢虚血を作成。 

 
② 血流評価 

a) 結紮前、直後、3 日後、１週後に
ketamine (87 mg/kg) お よ び
xylazine (13 mg/kg)の腹腔内投与
にて麻酔下に局所を剃毛した後、
レーザードップラーを用いた下肢
血流の評価を行った。 

b) 下肢虚血作成 1 週後にレーザード
ップラー解析後、マウスを屠殺し、
左室心尖部にカニュレーションし
て 、 15μm polystyrene latex 
microspheres を定圧還流した後、
左右大腿筋を摘出。DMSO 溶液で
組織を融解し、フィルターで
microsphere を回収し、吸光度計
を用いて、局所血流量の半定量を
行う。 

c) 下肢虚血作成 1 週後、マウスを屠
殺。左室心尖部にカニュレーショ
ンし、10％ホルマリンを用いて組
織を還流固定した後、左右大腿筋

を摘出。OCT コンパウンドを用い
て凍結包埋した組織より、7-µm
薄切標本を作成。血管新生評価の
た め の biotinylated Griffonia 
simplicifolia lectin を用いた血管
内皮特異的免疫組織染色を施行。
顕微鏡下で capillary densityを評
価した。 
 

③ 切断肢回避率評価 
全実験動物における虚血・非虚血肢
の状況を屠殺前に評価した。 
 

④ 内皮細胞遊走実験 
培養正常ヒト臍帯静脈内皮細胞
(HUVEC)を 8μm ポアサイズのポリ
カーボネート膜上に 8 時間培養し、
膜外へ遊走する細胞をカウントする
ことで内皮細胞の遊走能に及ぼす紫
外線の効果を評価した。 

  
４．研究成果 
 
従来の大腿動脈結紮除去によって作成さ

れたマウス下肢虚血モデルにおいては、臨
床で経験される重症虚血肢症例のような、
組織壊死や潰瘍形成などの所見が得にくい
などの問題点があり、より臨床像に近いモ
デルが必要とされていた。そこで我々は結
紮部位をより中枢側に置いた広範囲虚血肢
を作成。これにより比較的臨床像に近い病
態を示すモデルを開発することに成功した。 

 
同モデルを用いて行った検討では、紫外

線照射による効果は個体差が大きく、レー
ザードップラー、microsphere による血流
評価や、免疫組織学的検討による新生血管
数での評価上、現在のところ一定の傾向が



 

 

得られていない（図１）。 
 
また、切断肢回避率でも有意差を認めな

かった。 
 
内皮細胞遊走実験においても HUVEC

遊走能に対する影響は認められなかった
（図 2）。 

 
上記結果より、UV 照射量や照射法など

さらなる条件調節が必要と考えられた。 
今後、至適条件のさらなる追及の他、血

管新生の新しい分子生物学的機序を明らか
にするため、培養血管内費細胞ならびに骨
髄由来幹細胞において、皮膚科基礎研究領
域で行われる UV irradiatorを用いた紫外
線照射法を用い、アンジオテンシン系の細
胞内情報伝達機構に及ぼす影響について、
主に活性酸素種を介した側面からアプロー
チした実験検討を行って行きたいと考えて
いる。 
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