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研究成果の概要： 

閉塞性動脈硬化症の動物モデルである、腸骨動脈の結紮・除去マウスに対し、MK 蛋白を持

続投与したところ虚血下肢の血流量が増加し、切断率が減少した。組織切片では MK 投与によ

る新生血管の増加が認められた。さらに培養内皮細胞において、MK 蛋白添加による管腔形成

の促進が認められた。ウエスタンブロットでは in vivo、in vitro ともに MK による ERK、Akt

の活性亢進が認められた。これらの事より MK は下肢虚血において血管新生を促進し病態悪化

の予防に有効である事が示された。 
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１．研究開始当初の背景 

動脈硬化を基礎疾患とする閉塞性動脈硬

化症（ASO）やバージャー病（TAO）など

の血管疾患は食生活の欧米化や高齢化の進

行と共に増加しつつある。本邦での慢性虚

血肢の発生率は年間 10 万人あたり 50～

100 人であり、60～70 歳男性のうち 5％前

後が間欠性跛行の症状を有している。その

うち 50～75％は無治療で経過観察が可能

であるものの、年間 1％が下肢切断の適応

であるとされている。近年の薬物治療や手

術治療、インターベンション治療の進歩に
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もかかわらず、重症虚血肢患者は下肢切断

を余儀なくされる事により生活の質が著し

く障害される上、このような重症患者は生

命予後も不良で5年生存率が50％との報告

がある。重症閉塞性末梢動脈疾患に対する

有効な治療法の開発は重要な課題となって

いる。 

 

２．研究の目的 

本研究では下肢虚血モデルにおける MK 蛋

白補充および MK 遺伝子強制発現による新

しい血管新生治療法開発の可能性を探ると

ともに、血管新生作用に対する MK のシグナ

ル伝達系解明など分子生物学的なメカニズム

を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

MKによる血管新生能の確認：マウス皮下にマ

トリゲル等細胞基質とともに MK 蛋白を投

与し、その基質内への血管浸潤の程度を

bFGF、VEGF など他の血管新生因子との間

で比較検討する。また血管内皮系の細胞培養

実験において細胞による管腔形成の程度に

ついても同様に MK と他の血管新生因子と

の比較解析を行う。 

マウス下肢虚血モデルの作成と MK 投与によ

る血流改善の評価：マウス腸骨動脈の結紮、

除去により下肢虚血モデルを作成する。虚血

下肢の内転筋に対して MK 蛋白を含有した

蛋白徐放剤および MK 発現アデノウイルス

を筋肉内注射し、レーザードップラー計にて

経時的に血流量を測定することで MK の治

療効果を判定する。また新生血管の機能評価

については組織酸素分圧の測定を行うとと

もに、形態学的にも詳細に解析し、病的血管

発生の有無について確認する。MK 蛋白を持

続発現するための徐放剤および MK 発現ア

デノウイルスについては前述した心筋障害

慢性期モデルの実験にて既にその実用性と

効果を確認している。 

血管新生に与える MK の分子生物学的メカニ

ズム解明：上記の培養細胞および虚血下肢組

織を採取し血管新生関連因子とMKとの関係

を PCR 法、Western blotting 法、免疫組織

染色法などにて解明する。さらに血管内皮前

駆細胞など新生血管形成に重要な細胞と MK

分布の関連性についても解析を加え、細胞移

植との併用についての可能性も探求する。 

 

４．研究成果 

MKによる血管新生能の確認：マウス皮下にマ

トリゲル等細胞基質とともに MK 蛋白を投

与し、その基質内への血管浸潤の程度を

bFGF、VEGF など他の血管新生因子との間

で比較検討した。さらに血管内皮系の細胞培

養実験において細胞による管腔形成の程度

についても同様に MK と他の血管新生因子

との比較解析を行った。その結果 MK 蛋白は

マトリゲル内血管形成、細胞の管腔形成とも

bFGF、VEGF と同等の効果を示した。 

マウス下肢虚血モデルの作成と MK 投与によ

る血流改善の評価：マウス腸骨動脈の結紮、

除去により下肢虚血モデルを作成する。虚血

下肢の内転筋に対して MK 蛋白を含有した

蛋白徐放剤および MK 発現アデノウイルス

を筋肉内注射し、レーザードップラー計にて

経時的に血流量を測定することで MK の治

療効果を判定した。また新生血管の機能評価

については組織酸素分圧の測定を行うとと

もに、形態学的にも詳細に解析し、病的血管

発生の有無について確認した。 



 

 

 
 

血管新生に与える MK の分子生物学的メカニ

ズム解明：上記の培養細胞および虚血下肢組

織を採取し血管新生関連因子と MK との関

係を PCR 法、Western blotting 法、免疫組

織染色法を用いて解析したところ、MK 投与

により、ERK および Akt が活性化されるこ

とが判明した。 
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