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研究成果の概要（和文）：　高気圧酸素治療（HBO）は肉離れに対し有効と期待されている．今回，ラット薬剤性骨格
筋損傷モデルを用いて詳細に検討した．
　無治療（NT）群，HBO群，常圧酸素群，高圧空気群の4群にて検討し，損傷後5，15日目におけるHBO群の再生筋線維横
断面積が，他群に比べ有意に高値，損傷骨格筋の筋張力は損傷8日後にて，HBO群はNT群より有意に高値であった．また
，損傷3, 5日後のMyoDと IGF1のmRNA発現がHBO群で増加し，Pax7 ・MyoD二重陽性核が損傷3日後に，NT群に比べ有意に
高値だった．HBOは筋衛星細胞の活性化時期を早め，骨格筋損傷からの早期回復に影響したと考えられた．

研究成果の概要（英文）：We investigated whether HBO treatments promoted muscle regeneration and modulated 
muscle regulatory factor expression in a rat skeletal muscle injury model. Muscle injury was induced by 
injecting cardiotoxin (CTX) into the tibialis anterior (TA) muscles. As the HBO treatment, rats were 
placed in an animal chamber with 100% oxygen under 2.5 atmospheres absolute for 2 h/day, 5 days/wk for 2 
wk. The cross-sectional areas and maximum force-producing capacity of the regenerating muscle fibers were 
increased by HBO treatment after injury. The mRNA expression of MyoD, and IGF-1 increased significantly 
in the HBO group at 3 and 5 days after injury. The number of Pax7(+)/MyoD(+) positive nuclei was 
increased by HBO treatment. In this study, we demonstrated that HBO treatment accelerated satellite cell 
proliferation and myofiber maturation in rat muscle that was injured by a CTX injection. These results 
suggest that HBO treatment accelerates healing and functional recovery after muscle injury.

研究分野：整形外科学
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１．研究開始当初の背景 
外傷によって四肢への損傷が起こり、挫滅
が重度の場合は外科的修復のほか、創傷治癒
を促進する必要がある。この創傷治癒促進を
目的として期待されている治療方法の一つ
に高気圧酸素治療（HBO）がある。HBO は、高
気圧環境下で高濃度酸素を投与するにより、
血中溶解型酸素を増加させ、極めて高い動脈
血酸素分圧を作り出すによって効能を得る
非侵襲的な治療方法である。主に減圧症や低
酸素疾患への治療に使用されているが、近年
では、軟部組織、腱、筋損傷への治癒促進効
果が報告されており、創傷治癒にも促進的に
働くことがわかっている（Bennett HM et al. 
Cochrane Database Syst Rev. 2010）。最近
では、スポーツ外傷を対象に HBO を積極的に
施行しており、急性期足関節捻挫における腫
脹減少効果、下腿コンパートメント症候群に
おける有効性や膝内側側副靱帯損傷におけ
る早期競技復帰の可能性が報告されている。 
スポーツ外傷での靭帯損傷、筋損傷に HBO
がもたらす治癒促進効果のメカニズムとし
ては、線維芽細胞活性の上昇、低酸素組織に
おける血管新生作用の増加、瘢痕組織形成の
促進、Ⅰ型 procollagen mRNA の発現増加な
どが報告されている。しかし、基礎研究分野
での論文報告数は極端に少なく、臨床応用を
すすめていくためにもHBOの作用機序につい
て基礎研究が必要である。代表および分担者
も臨床診療の中でHBOの有効性を実感してい
ながら、創傷治癒促進を示す分子メカニズム
等については未解明の問題が多いことに危
機感を持っている。現在、HBO がもたらすス
ポーツ外傷治癒促進効果のメカニズム解明
のため、整形外科学講座や各専門分野の研究
室と共同研究を行い、動物モデルを用いた
HBO がもたらす有効性の分子メカニズムの解
明に積極的に取り組んでいる。 
HBO 中は、通常と異なる高気圧酸素環境に
曝露されていることから骨格筋内での高濃
度酸素が創傷治癒過程に影響を与え、HBO に
よって骨格筋内では様々な栄養因子の発現
誘導と骨格筋衛星細胞（Repairing skeletal 
muscle:regenerative potential of skeletal 
muscle stem cells. J Clin Invest 2010）
の活性化が生じていると推察される。よって
実験的に骨格筋損傷モデルを用いてHBO下で
損傷筋治癒促進へと導く分子メカニズムを
種々の栄養因子の発現、骨格筋衛星細胞の増
殖・分化および骨格筋再生に焦点をあて解析
し、作用機序を明確にする必要がある。 
２．研究の目的 
近年、我々は臨床研究より、HBO が軟部組
織、腱、筋のスポーツ外傷による損傷治癒を
促進させる効果があることを示し、創傷治癒
促進治療としてのHBOの有効性を報告してい
る。臨床利用で有効性は示唆されていながら、
現状では治癒促進効果を示す分子メカニズ
ム等、明確な科学的根拠は示されていない。
本研究目的は、HBO の創傷治癒促進効果を示

す科学的根拠を得るため、下肢骨格筋損傷モ
デルラットを用いたHBOの筋損傷回復促進効
果の確認および筋再生促進効果を骨格筋衛
星細胞への HBO の影響として解析し、HBO 下
で外傷治癒促進へと導く分子メカニズムを
明らかにすることである。 
３．研究の方法 
1）薬剤性筋損傷モデルラットの作製 
ラット後肢にカルディオトキシン（CTX）を
使用して薬剤性筋損傷を作製する。このモデ
ルは後藤ら（後藤勝正 他、筋損傷の回復を
遅延・促進させる要因の再検討. 青森県スポ
ーツ医学研究会誌，18,  37-42, 2009.）が
確立した損傷回復遅延モデルとなっており、
廃用性筋萎縮を起こした筋線維では筋衛星
細胞の減少が生じるため、筋損傷過程が著し
く遅延することが報告されている。打撲性筋
損傷モデルと比較して血管や神経損傷が少
なく筋衛星細胞の動態を解析しやすい。 
打撲性筋損傷モデルは、作製を試みたが、一
定の損傷形態が維持できず、本研究期間内で
遂行できなかった。 
2) 特注の動物用高
気圧酸素治療チャン
バー（右写真）を作
製し、HBO 治療群の作
製をおこなった： 
HBO プログラム（右
図）に基づいて開始
した。 2.5
気圧、100%
酸素、1時間 
1日1回を5
日間施行し
た。 
3) 組織学的評価 
筋損傷部評価：損傷部を含む骨格筋組織切片
を作製し、HE染色で好中球浸潤の状態や筋線
維面積（CSA）を定量した。 
筋衛星細胞の解析：免疫染色（Pax7、MyoD）
によって筋衛星細胞の局在、数、分化の状態
を評価した。細胞増殖活性を定量化するため
に給水ボトルに BrdU(0.8 mg/ml)を含んだ水
を 3 日間飲水させて灌流固定を行い BrdU 抗
体による免疫染色を行って定量した。 
4) 損傷筋内での mRNA の発現：骨格筋内での
筋細胞の分化・増殖に関与する栄養因子（NGF、
bFGF、VEGF、IGF、HGF 等）の mRNA 発現を定
量した。また、骨格筋内で筋再生、主に分化
に関与する因子（Myf5、MyoD、myogenin、Myf4
等）の mRNA 発現量を定量した。 
5）損傷後肢の機能回復 
動作解析：損傷後、経時的にビデオ撮影を行
い、動作解析ソフトを用いて足関節の動きを
中心に評価した。 
筋張力の評価：麻酔下に脛骨神経と下腿筋を
露出させて遠位腱性部をトランスデューサ
ーに固定して神経刺激による筋張力を定量
化した。 
 



４．研究成果 
4-1. 薬剤性筋損傷モデルラットの作製 
CTX （500 μL）をラット前脛骨筋に注入し、
経時的に灌流固定を組織学的に評価した。注
入翌日に広汎な筋壊死が認められ、8 日後に
は再生筋を認め、15 日後には成熟した筋線維
が観察された（図 1）。 

図 1：HE 染色像 

 
4-2.  HBO の有効性評価 
筋損傷を作製したラットを治療なし（NT）
群、HBO 群の二群に分け、HBO 群には動物用
チャンバーを用いて、HBO 治療を、5 日間連
続で 2 週間行った。損傷後 1，3，5，8，15
日目に損傷筋を摘出し、HE染色による再生筋
線維面積(CSA)の計測を行って、NT 群と HBO
群を比較した。さらに加圧のない酸素投与
(NBO)群、加圧のみで酸素のない(HBA)群を作
製した。その結果、組織学的には損傷 5 日、
15日のHBO群で有意にCSAの増加が得られた
（図 2：下グラフ）。 

筋衛生細胞の活性化、増殖、融合、成熟とい
った過程の制御には、筋分化制御因子 
（muscle regularly factors; MRFs） と呼
ばれる、helix-lop-helix 構造をもった転写
因子群が決定的な役割を果たしている。経時
的に mRNA 発現解析を行うと筋衛星細胞の分
化因子である MyoD、myogenin の発現が HBO
群で増加していた（図 3：下グラフ）。さらに

栄養因子のひとつであるIGF-1の発現は損傷
5日目の HBO 群で高値であった。 
次に Pax7 と MyoD の免疫組織染色を行った
（図 4）ところ、二重陽性核(Pax7+/MyoD+)
が 損 傷 後 3 日 目 に、 MyoD 単 陽 性 核

（Pax7-/MyoD+）数が損
傷後 5日目に HBO 群で、
NT 群に比べ有意に高値
であった。しかし、損傷
後 8日目では、HBO 群の
これら陽性核数は NT 群
より低値を示していた
(図 5：下グラフ)。 
 
 

図 5：Pax7・MyoD の発現の割合 
 
BrdU を用いた増殖活
性の解析では、損傷 3
日の HBO群で BrdU の
取り込みが多く（図
6：右グラフ）Pax7 の
活性を HBO が誘導し
ている可能性が示唆
された。 
損傷後肢の機能回復についてビデオによ
る歩行解析を行った。損傷翌日、後肢はある
程度の協調運動を伴った歩行状態を示し、3
日後には大きな差は認めなかった。一方、筋
張力測定では、損傷 8 日後において、HBO 群
での損傷筋の筋張力が、NT群より有意に高値
であった。 
本研究成果によって、HBO による高圧・高
酸素曝露が骨格筋再生を促進させる効果を
明らかにすることができた。また、研究期間
内にHBOが筋衛星細胞の活性化時期を早める
効果を持つことを中心に論文発表（Horie M, 
et al. Enhancement of satellite cell 
differentiation and functional recovery 
in injured skeletal muscle by hyperbaric 
oxygen treatment. J Appl Physiol 2014）
を行った。ただし、研究計画にあったin vitro
の系の確立は装置の問題もあって研究期間
内に実施できなかった。また、HBO 条件とし
て 2.5 気圧、100%酸素、1時間、1日 1回を 5
日間連続で施行したが、複数の気圧条件や回
数条件を設定することができず、今後の研究
課題として継続していく予定である。 
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