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ラット下肢虚血モデルにおける運動療法の効果と
VEGFとの関係

藤田　聡子　　箱島　　明　　藤原　靖之　　田渕　崇文

要　旨：ラット下肢虚血モデルを用いて，トレッドミルによる歩行訓練を行い，下肢の組織酸素飽

和度と筋組織中のVEGF濃度を測定した。歩行訓練は患肢の組織酸素分圧を改善させるのに有効で

あった。しかし訓練によるVEGFの増加は認められず，VEGFは虚血により増加し，虚血の改善と共

に速やかに低下した。従って，運動療法はVEGFの増加とは異なる機序で虚血を改善させ，VEGFに

対するnegative feedbackが存在することが示唆された。(J. Jpn. Coll. Angiol., 2003; 43: 59-63)

序　　言

　閉塞性動脈硬化症（以下ASOと略す）の間歇性跛行に

対して，運動療法が最大歩行距離の延長や，ankle pres-

sure index（API）・経皮的酸素分圧の回復時間の短縮に

有効であることは以前より報告されており1～3），治療法

の 1 つとして見直されつつある。一方，血管分子生物

学の進歩により血管新生に関わる様々な因子が発見さ

れ，下肢虚血に対し，vascular endothelial growth factor

（VEGF）・basic fibroblast growth factor（bFGF）・hepato-

cyte growth factor（HGF）などを用いた血管新生療法の臨

床試験が開始されて注目を集めている4～6）。しかし運動

療法の効果の作用機序や，血管新生因子との関連は明

らかではない。

　本研究では，ラット下肢虚血モデルを用いて，運動

療法と血管新生因子VEGFとの関連を検討した。

　対象と方法

1．動物モデル

　SD系ラット，雄，6 週齢を用いた。

　ラットをトレッドミルに慣らすため，術前に20m/

min，15min./dayの歩行訓練を 2 日間行った。ペントバ

ルビタール尾静脈投与による麻酔下に，左総腸骨動脈

を切除し，外腸骨・内腸骨動脈を分岐部で結紮・切離

して下肢虚血モデルを作成した。術後 2 日目より，

20m/min. 30min./dayの歩行訓練を週 6 日間，術後 1・

3・5・7・14・21日で犠牲死させるまで行い，訓練群と

した（各n=6）。但し術後 1 日で犠牲死させる群のみ，術

翌日に訓練を行った。

　同様に下肢虚血を作成し，行動をケージ内のみに留

めたものを，非訓練群とした（各n=6）。

　さらに，行動をケージ内に留め，開腹操作のみを

行ったShamコントロール群（SC：各n=3）と，全く侵襲

を加えないNormalコントロール群（NC：n=3）を作成し

た。

2．組織酸素飽和度

　20°C一定に保たれた室内で，ペントバルビタール尾

静脈投与による麻酔後，両後肢をバリカンと除毛ク

リームで除毛した。両後肢大腿部に，動静脈の直上を

避けてパルスオキシメーターのセンサーを固定し，測

定値が安定してから 3 分間，経皮的に組織酸素飽和度

と脈波形を記録した。パルスオキシメーターはNonin社

製8600Vを用い，術前・術直後及び術後 1・3・5・7・

14・21日に，訓練群では歩行終了後 1 時間以上経過し

てから測定した。

　測定値は 3 分間の平均値を用いて，同一肢の術前値

を 1 とし，術後の値を比で表して訓練群・非訓練群の

健肢と患肢で比較した。

3．VEGF

　術後 1・3・5・7・14・21日に，組織酸素飽和度を測

定した後，高濃度二酸化炭素吸入により犠牲死させ

た。両後肢の大腿二頭筋を大腿として，腓腹筋・ヒラ
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メ筋・前脛骨筋・長趾伸筋を下腿として採取し，組織

内のVEGF濃度をQuantikine  M ＜R&D systems＞（マウ

ス・ラットVEGF交差反応性98％）を用いてELISA法に

より測定した。

　組織内の総蛋白量をLowly法にて測定し，蛋白 1μg

当たりのVEGF濃度を求めた。

　測定値はNormalコントロール群を術前値と考え，訓

練群・非訓練群・Shamコントロール群の患肢を，それ

ぞれ大腿・下腿に分けて比較した。

4．統計

　統計学的検討は，Mann-Whitney U-testを用いて行っ

た。

結　　果

1．組織酸素飽和度

　患肢の組織酸素飽和度は，血管切除により健肢と比

べて術後有意に低下した（p<0.001）。非訓練群では術後

21日まで，患肢の有意な低下が持続したのに対し

（p<0.01）（Fig. 1），訓練群では術後14日から有意差がな

くなった（Fig. 2）。

　訓練群と非訓練群の患肢を比較すると，術後14日か

ら訓練群が有意に上昇した（Fig. 3）。

2．VEGF

　各群とも，術後のVEGFは大腿・下腿で上昇した。

　大腿組織中のVEGFは，Shamコントロール群に比

べ，非訓練群は術後 3・7・14日で有意に高かったが

（p<0.05）（Fig. 4），訓練群では術後 5 日に高く（p<0.01），

その他は差がなかった（Fig. 5）。訓練群と非訓練群を比

較すると，術後3・7・14・21日で，訓練群よりも非訓

練群のVEGFが有意に高かった（p<0.01）（Fig. 6）。

　下腿組織中のVEGFは，Shamコントロール群・訓練

群・非訓練群の間に差は無かった（Fig. 7）。

考　　案

　虚血肢に対する運動療法は，最大歩行距離の延長，

APIや経皮的酸素分圧の回復時間の短縮などにより，

その有効性が証明されている1～3）。本研究で用いた動物

は急性動脈閉塞モデルであり，ヒトの慢性閉塞性動脈

硬化症とは厳密には異なる。しかし，ラットにおける

本モデルは，ヒトと比べて側副血行路の発達が遥かに

早いため，ヒトの急性動脈閉塞のように下肢が壊死に

Figure 1 Tissue oxygen saturation of the right and left hind
limbs in the untrained group.  Left saturation remained signifi-
cantly lower than right saturation for 21 days.  Preoperative
data were normalized to 1.0.  All other data were normalized to
preoperative levels to allow comparisons.

Figure 2 Tissue oxygen saturation of the right and left hind
limbs in the trained group.  Left saturation had increased by 14
days postoperatively.

Figure 3 Tissue oxygen saturation of the left hind limbs in
the untrained and trained groups.  Saturation in the untrained
group was significantly lower than that in the trained group 14
and 21 days postoperatively.
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陥ることなく，トレッドミル上で虚血肢の跛行を示す

など，血行動態的にはヒトの慢性動脈閉塞に近いと考

えられた。そこで，大腿部の組織酸素飽和度を経皮的

に測定して虚血の状態を評価したが，訓練群は非訓練

群よりも早く回復し，他の多くの報告と同様，運動療

法は下肢虚血に対して有効であった。

　運動療法の効果の作用機序については，以下のよう

な報告がある。Dahllöfら7）はASO患者を対象として，

最大歩行距離の延長は，筋組織中の糖代謝能の上昇，

インスリン感受性の亢進など，筋組織代謝の改善によ

るものだと述べている。Erneyら8）は，ラットの大腿動

脈狭窄モデルを用いた実験で，運動療法の効果が血流

増加によるものではなく，筋組織の酸素利用効率の改

善によるものであると報告している。しかしYangら9）

Figure 4 VEGF of the left thigh in the untrained and sham
control group.  VEGF in the untrained group was significantly
higher than that in the control 3, 7 and 14 days postoperatively.

Figure 5 VEGF of the left thigh in the trained and sham con-
trol groups.  VEGF in the trained group was higher than that in
the control only on the 5th day postoperatively. There was no
difference on other days.

Figure 6 VEGF of the left thigh in the untrained and trained
groups.  VEGF in the untrained group was significantly higher
than that in the trained group 3, 7, 14 and 21 days postopera-
tively.

Figure 7 VEGF of the left calf in the untrained, trained and
sham control groups.  There was no difference between the
untrained, trained and control groups.

は，ラット大腿動脈結紮モデルにおいて，運動療法が

側副血行路増加により筋血流を増加させると述べてお

り，Deschenesら10）も，運動は血管内皮細胞の分裂を促

進し，毛細血管を増加させると述べている。果たして

虚血肢における運動療法は，筋組織の代謝を改善させ

るのみなのか，血流をも増加させるのか，血流を増加

させるとするなら，側副血行路として新たな血管が形

成されるのか，既存の血管径が増大するのかなど，多

くが未だ不明である。本研究も，歩行訓練による組織

酸素飽和度上昇の機序については，今後組織学的な検

索が必要であると思われる。

　一方，組織低酸素（虚血）により様々な血管新生因子

が産生され，中でもVEGFが強く誘導されることは周

知の通りである11, 12）。さらにVEGFは血管内皮細胞に特
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異的に作用し，血管新生を促進することから4），我々

は虚血肢の歩行訓練がVEGFの産生を促進する可能性

があると考えた。しかし本研究では，大腿筋組織にお

いて下肢虚血作成後 1 日目に訓練群・非訓練群とも

Shamコントロール群と同程度のVEGFの上昇を認め，

その後も訓練群のVEGFは他群と比べて上昇しなかっ

た。Shamコントロール群でVEGFが上昇した理由は，

開腹操作に対する創傷治癒機転により，VEGFの分泌

が促進されたためと考えられる。その後訓練群では組

織酸素飽和度の回復に伴って徐々に低下し，組織酸素

飽和度が低値のままだった非訓練群の方が，Shamコン

トロール群と比べて術後14日まで，訓練群に比べて術

後21日までVEGFの上昇が続いた。この結果から，歩

行訓練がVEGFの産生を促進したとは考えにくく，

VEGFは組織虚血により上昇し，虚血が改善されれば

速やかに低下すると考えられた。また，下腿筋組織で

は各群で大腿ほど大きな差は見られなかったが，下腿

の組織酸素飽和度を測定する必要があり，今回使用し

たセンサーでは細い下腿に密着せず，安定した測定が

行えなかった。

　運動と低酸素およびVEGFとの関係について，ヒト

では高地トレーニングの様な低酸素状態における運

動が，VEGFを上昇させるという報告がある13）。

Richardsonら14）は，酸素正常状態・低酸素状態どちらに

おいても急激な運動によりVEGF mRNAが上昇すると

述べており，その機序には，運動による酸素分圧の低

下や，NOの上昇などが挙げられている15）。さらに，

Olfertら16, 17）はラットを用いた実験で，慢性的な低酸素

状態が筋繊維当たりの毛細血管数を増加させるもの

の，急激な運動による VEGF mRNAの上昇を抑制する

と述べている。また，ヒトにおいても同様に，訓練に

よって毛細血管が増加するが，急激な運動に対する

VEGF mRNAの上昇は抑制されるという報告があり，

そこには毛細血管増加による，VEGFに対するnegative

feedbackが存在すると考えられている18）。これらの報告

は全て，全身性の低酸素暴露によるものであり，血管

障害による局所的な組織虚血とは，血管内皮細胞や壁

細胞などの応答が異なると考えられ，単純に比較する

ことは困難であるが，VEGFを低下させるnegative feed-

backの存在を示唆するという点において，本実験の結

果もこれらに矛盾しない。

　興味深いことに，Gavinら19）は，訓練によるVEGF

mRNAの上昇は第 1 日目をピークに低下するが，その

低下はcitrate synthaseの活性上昇ではなく，糖代謝能の

亢進によるものだと述べている。また，Hersheyら20）は

ウサギの虚血肢において，血管結紮後，VEGF上昇と

共に筋組織内の毛細血管密度が増加するが，毛細血管

密度の増加は筋血流の増加には寄与せず，VEGFの上

昇と筋血流の増加は一致しないと報告している。これ

らは虚血とVEGFには密接な関係が存在するものの，

組織血流の増加にVEGFが直接著しい効果を発揮する

かについては不明であることを示している。本研究で

も，虚血肢の運動療法による組織酸素飽和度の上昇

と，VEGFとの関連は指摘できなかった。このことか

ら，ラット下肢虚血モデルにおいて，運動療法は

VEGFの増加とは異なる機序で，虚血の改善を促進す

ることが示唆された。

結　　論

　ラット下肢虚血モデルにおいて，運動療法は患肢の

組織酸素飽和度の改善に有効であった。

　患肢筋組織中のVEGF濃度は，訓練群に比べ，非訓

練群で高値が持続したことから， VEGFは虚血によっ

て増加し，虚血の改善により速やかに低下すると考え

られた。また運動療法は，VEGFの増加とは異なる機

序で組織虚血を改善することが示唆された。

　本文の要旨は第43回日本脈管学会総会で報告した。
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Physical Training Does Not Increase VEGF in Skeletal Muscle
of Rats with Peripheral Arterial Insufficiency

Satoko Fujita, Akira Hakoshima, Yasuyuki Fujiwara, and Takafumi Tabuchi

To examine the relationship between physical training and vascular endothelial growth factor (VEGF) in peripheral
arterial insufficiency, rats that had undergone removal of the left common iliac artery were trained for 1-21 days at 20 m/

min for 30 min/day, 6 days/wk. Tissue oxygen saturation and VEGF of the hind limb were measured.
Training stimulated an increase in tissue oxygen saturation, while VEGF in skeletal muscle was not increased by

training but by ischemia. VEGF immediately decreased with improvement in oxygen saturation.
Therefore, it is suggested that training improves ischemia without affecting VEGF concentration and provides nega-

tive feedback for VEGF. (J. Jpn. Coll. Angiol., 2003; 43: 59-63)
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