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研究成果の概要（和文）：マウス持久性運動（トレッドミル運動）モデルを用いて、運動により発現変化を示す
遺伝子群の中で、運動誘発性の骨格筋由来分泌因子「マイオカイン」をスクリーニングした結果、Netrin(Ntn)
ファミリーメンバーであるNtn5を運動誘発性のマイオカインとして見出した。マウス下肢虚血モデルにおいて、
アデノウイルスベクター発現系によるNtn5の骨格筋へ過剰発現は血管新生を促進していた。従って、Ntn5は血管
新生を促進する持久性運動誘発性マイオカインであると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We found that the Netrin (Ntn) family member/Ntn5 acts as an 
exercise-inducible muscle-derived secretory factor “myokine” in mice after screening of novel 
myokines which are upregulated in skeletal muscle by treadmill exercise training. Intramuscular 
injection of adenoviral vectors expressing Ntn5 significantly enhanced blood blow recovery in a 
mouse model of hindlimb ischemia. Thus, Ntn5 may be a pro-angiogenic myokine induced by endurance 
exercise. 

研究分野： 血管生物学

キーワード： 心血管病　運動

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、持久性運動により誘発され、血管新生を促進する新たな骨格筋由来分泌因子「マイオカイン」が明
らかとなった。本研究は血管新生の病態解明につながる可能性があり学術的意義は高いと考えられる。また、こ
のマイオカインは運動による心血管保護作用にも関わり、運動すれば何故体にいいのか？という疑問に対する解
決の糸口になり得る可能性があり、さらなる研究の発展も期待され、社会的意義は高いと考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

我が国において、肥満を基盤としたメタボリックシンドロームやその終末像である動脈硬化や

虚血性心疾患などの心血管病を含む生活習慣病対策は重要な健康課題であり、生活習慣病の発

症予防と重症化予防の徹底は厚生労働省の「健康日本 21」に健康政策としても掲げられている。

運動療法は、一般的に推奨されているジョギングやウォーキングを主体とした I 型骨格筋の線

維数増加を伴う持久性運動と II 型骨格筋の筋肥大を伴うレジスタンス運動に分類できる。これ

ら運動療法は、肥満を基盤とした代謝異常や心血管病をはじめとした多くの疾患の予防と治療

に対して有効性が示されているが、その分子機序については十分には明らかにされていない。 

 骨格筋は運動機能やエネルギー代謝調節において重要な役割を果たしていることが知られて

いる。近年の研究成果によると、骨格筋は「マイオカイン(Myokine)」と総称すべき液性因子を

産生する内分泌臓器としての役割を果たし、マイオカインが近傍あるいは遠隔臓器に影響を与

え、代謝系や心血管系を制御していることが明らかになってきた。代謝性疾患や心血管疾患に関

わるマイオカインがいくつか同定されているが、マイオカインを介した運動療法による生活習

慣病改善機序については十分には解明されておらず、未知のマイオカインを介した筋肉と他の

臓器間での相互作用の存在が示唆されている。特に、持久性運動により制御を受けて心血管疾患

に直接影響するマイオカインについての報告は少ない。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、持久性運動により制御される機能未知のマイオカインを同定し、マイオカイン

の心血管疾患における生理病態学的意義を解析することにより、運動療法による心血管系保護

作用の機序解明のみならず、心血管病をはじめとする生活習慣病の疾患制御機構の解明と創薬

を含む予防・治療戦略の開発につなげることである。 

 

３．研究の方法 

(1)マイオカインのスクリーニング 

①マウス持久性運動モデルの作成：野生型マウス(C57BL/6)に対してトレッドミル運動負荷

(22 cm/秒のスピード, 4 度の傾斜)を 4週間(1 時間を週に 5回)施行した。 

②発現遺伝子プロファイルの解析：運動群と非運動群のヒラメ筋における発現遺伝子プロファ

イルをマイクロアレイ(SurePrint G3 Mouse Gene Expression, Agilent Technologies Inc. CA. 

USA)解析にて比較検討し、発現増加を示す遺伝子を選び出した。定量的 PCR にて遺伝子の発現変

化を確認した。 

③分泌因子の予測：シグナルペプチド（SignalP4.0 プログラム）を持つと予想され、膜貫通ド

メイン (TMHMM2.0 プログラム)を有さないと予想される遺伝子を分泌蛋白と想定した。 

以上のスクリーニングの結果、Netrin(Ntn)ファミリーメンバーである Ntn5 を運動誘発性のマ

イオカインとして着目した。 

④臓器分布の検討：野生型マウス(C57BL/6)の主要臓器の cDNA を用いて、定量的 PCR にて Ntn5

の臓器分布を解析した。 

 



(2)Ntn5 の血管新生に対する作用の評価 

マウス下肢虚血モデルの作成：野生型マウス(C57BL/6)の大腿動脈を結紮、除去することにより

作成した。手術前、手術後、3日、7日、14 日後にレーザードップラー法にて血流(LDBF)を解析

した。虚血下肢の血流は虚血（Ischemic）と非虚血（Normal）の血流比にて評価した。アデノウ

イルス発現系を用いて、Ntn5 ベクターと対照ベクターを野生型マウスの内転筋に注射し、Ntn5

を過剰発現させて Ntn5 の虚血状態における血管新生に対する効果を評価した。また、Ntn5 欠損

マウスと対照マウスに対して下肢虚血モデルを作成した。 

 

４．研究成果 

(1) Ntn5 は運動誘発性マイオカインである。 

マウス持久性運動モデルであるトレッドミル運動群と非運動群でのヒラメ筋での発現遺伝子を

マイクロアレイ法を用いて比較検討し、運動群のヒラメ筋で発現増加を示し、バイオインフォマ

ティクス手法（SignalP4.0 プログラムと TMHMM2.0 プログラム)にて分泌因子であると予測され

る分子をスクリーニングした。スクリーニングの結果、Netrin(Ntn）ファミリーメンバーである

Ntn5 に着目した。運動群のヒラメ筋での Ntn5 の発現は非運動群と比較して有意に増加していた

(図 1A)。また、持久性運動で増加することが報告されている PGC-1αの発現も運動群のヒラメ筋

で上昇していた(図 1B)。次に、マウスの主要臓器における Ntn5 の発現を解析した。Ntn5 は持久

性運動に関連している I 型骨格筋が主であるヒラメ筋(Soleus)に高発現を示し、以前に発現が

報告されている脳(brain)と同程度に多く発現していた(図 2)。従って、Ntn5 は持久性運動によ

って誘導され、骨格筋に高発現を示すマイオカインであると示唆された。 

 

(2) Ntn5 は血管新生を促進する。 

Ntn family は分泌型(Ntn1、Ntn5 など)と膜結合型が存在しており、神経の軸索誘導因子として

同定された。神経以外での役割も明らかになってきており、特に Ntn1 は血管内皮細胞に対する

作用や、動脈硬化や糖尿病におけるマクロファージの炎症応答にも関与することが報告されて

いる。一方で、Ntn5 については神経細胞での発現と中枢神経系の発生に関与することが報告さ

れているが、機能解析についての報告はない。 

Ntn5 が内皮機能に影響するかを検討するためにマウス下肢虚血モデルにおける Ntn5 の血流

に対する作用を解析した。アデノウイルス発現系を用いて、Ntn5 を野生型マウスの骨格筋に過

剰発現させ、下肢虚血モデルを作成した。Ntn5 ベクターの投与は対照ベクターと比べて、手術

後 7日目と 14日目において下肢血流を有意に増加させた(図 3)。一方、Ntn5 欠損マウスと対照

マウスに対して下肢虚血モデルを作成したところ、Ntn5 欠損マウスは対照マウスと比べて、下

肢血流の回復に有意な差を認めなかった。従って、過剰発現系において Ntn5 は血管新生を促進

する可能性が考えられた。以上より、Ntn5 は内皮機能を調節する運動誘発性マイオカインであ

ると示唆された。また、Ntn5 は血管病の予防法において標的分子になりうる可能性があるだけ

でなく、運動における血管保護作用にも関与する可能性が示唆された。 
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