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局所の熱刺激に対するマウス皮膚微小循環の反応
－加齢による変化－

中原　　実　　市岡　　滋*　　柴田　政廣**　　中塚　貴志*　　田原　真也***

要　旨：マウス皮膚微小循環法1, 2）を用い，熱刺激による皮膚微小循環の変化を，老齢群と若齢群で

比較検討した。その結果，老齢群では細動静脈領域の血管拡張能が低下していることがわかった。

次に，この現象における一酸化窒素（NO）の関与を，マウス陰嚢皮膚微小循環動態変化を基に検討

した。その結果，熱による微小血管の拡張にはNOが強く関与し，加齢に伴うNO産生能の低下が，

老齢者の熱耐性低下を招いている可能性が示唆された。（J. Jpn. Coll. Angiol., 2004, 44: 109–115）

はじめに

　社会の高齢化に伴い老化メカニズムの解明が重要

課題となっている。特に高齢者は熱に対する耐性が

低く3, 4），熱中症のようなheat stressが致命的になる危険

性も高い。加齢による体温調節機能の減弱に関する報

告は比較的多く，特に最近ではレーザー・ドップラー

血流計により皮膚血流変化を測定し，血管拡張能の違

いを検討した報告もある5～9）。Evansら5）は，ヒトの皮膚

血流変化をレーザー・ドップラーで測定した結果，熱

刺激による血流増加は，35˚Cでは加齢による差はない

が，44˚Cでは老齢群で顕著に抑制されることを報告し

ている。また，近年，阻血解除後の反応性充血時血流

状態（flow-mediated dilatation）から血管系の老化を検討

した報告10～12）もあるが，それらによるとこの拡張反応

には一酸化窒素（NO）が関与し，老化によりNO産生能

が低下し血管拡張も減少すると報告している。しか

し，これらの報告の多くはレーザー・ドップラーや

plethysmography等，皮膚血管床の間接的計測法による

もので，微小血管の反応を直接観察したものは少な

く，また，NO産生能と熱耐性の関係を調べたものはな

い。

　本研究では，高齢者の熱耐性低下には加齢によるNO

産生能の低下が関与すると考え，これらの関連を，新
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たに考案したマウス背部皮膚微小循環観察法と生体顕

微鏡ビデオシステムなどにより，微小血管を直接解析

する手法を用い，微小循環変化からの解析を試みたの

で報告する。

対象と方法

　実験にはICRマウスを用いた。実験 1 においては我々

の考案したskinfold chamberをマウスの背部皮膚に装着

し，生体顕微鏡下に皮膚の微小循環を観察した1）。実

験 2 においてはNOに対する感受性を調べるために，マ

ウスの陰嚢皮膚を切開して，生体顕微鏡下に皮膚微小

循環の観察を行った。またPhosphate-Buffered Saline

（PBS）溶液を灌流することにより，組織の乾燥を防ぐ

とともに局所の温度調節を行った。

実験 1

　実験には若齢群および老齢群ICRマウスを用いた（若

齢群 7 匹，4～6 週齢。老齢群 7 匹，41～45週齢）。

　（1）skinfold chamberの装着

　マウスはハロセン麻酔下に背部の皮膚を牽引し，二

重となった皮膚の片側をメスで切開・切除し，7 mm四

方のskinfold chamberを装着した（Fig. 1）。これにより，

対側皮膚の皮下血管網がintactの状態で観察可能となっ

た。実際の観察は 血行動態が安定する装着後48時間以

上経過してから行った。

　（2）微小循環の観察

　マウスはハロセン麻酔下にskinfold chamber部を生体
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顕微鏡の光源部に固定し，生体顕微鏡の画像をテレビ

モニターに映し出す形で，モニター上で観察を行った

（Fig. 2）。この映像はビデオテープに録画され，最終的

にコンピューターに取り込み血管密度，総血管長を求

めた。

　（3）加熱方法

　観察はまず室温（25˚C）で行い，その後40˚Cに加熱し

た状態で行った。加熱にはドライヤーを用いた。ドラ

イヤーは温度コントローラーに接続することで設定し

た温度でオン・オフを繰り返すようにし，実際の温度

は温度モニターにて局部が40˚C前後にコントロールさ

れていることを確認しながら実験を行った。

　（4）画像解析

　録画した微小循環画像をデジタル化し画像処理ソフ

ト（Adobe Photoshop 5.5）および画像解析ソフト（Scion

Image）を用いて，血管が黒（グレー値濃度255），それ以

外の部分が白（グレー値濃度 0）となる二値化画像を作

成した。平均グレー値濃度を計測することにより単位

Figure 1
A: Dorsal skin drawn upward and fixed to the board.
B: A square area (about 7 mm on each side) of one layer of skin was removed, maintain-
ing the other layer intact.

C: Skinfold chamber (7 mm on each side).
D: General appearance of a mouse with skinfold chamber in place.

A    B

C    D

面積あたりの血管床面積（血管密度）を計測した。さら

に血管領域を細線化し，画像内の総血管長の計測とし

た（Fig. 3）。

実験 2

　実験には若齢群および老齢群のICRマウスを用いた

（若齢群 6 匹，4～5 週齢。老齢群 6 匹，41～45週齢）。

　（1）陰嚢の皮膚切開

　ウレタン溶液（1 g/kg）の腹腔内投与による麻酔後，脱

毛処理した陰嚢の外側を切開・翻転し，27G針にて透

明な合成樹脂台に固定することにより皮下血管網の観

察を行った（Fig. 4）。

　（2）微小循環の観察

　透過光により，生体顕微鏡下に実験 1 と同様に微小

循環画像を観察記録した。組織の乾燥を防ぐため，点

滴ルートを用いてPBS溶液を滴下・灌流しながら観察

を行った。
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Figure 2 Experimental equipment of EXPERIMENT 1.

Figure 3
A: An image which was processed in the photoshop®.
B: The vessel area was converted to black.
C: The image was converted to the binary.
D: The binary image was then skeletonized.

A    B

C    D

　（3）加熱方法

　まず初めに18˚CのPBS溶液を15分間滴下・灌流し血

行動態が落ち着いたところで，5 分間33～34˚CのPBS溶

液を滴下・灌流し，加熱した。PBS溶液の加温は恒温

槽を用いて行った。続いて再び18˚CのPBS溶液を 5 分

間滴下・灌流し，その後 5 分間33～34˚C，3mM N(l)-

34˚CのL-NAME含有PBS溶液を滴下・灌流したときの血

管径をDL-NAME，塩酸パパベリン滴下時の最大拡張径を

DmとしてWitらが報告した次の式に基づいてresponse

rateを計算した13）。

　response rate=(Dtr−Dco)/(Dm−Dco)×100 (%)

Nitro-L-Arginine Methyl Ester （L-NAME）含有

PBS溶液を滴下・灌流した。その後室温にて

PBS溶液を滴下・灌流し，L-NAMEをwash

outした後に塩酸パパベリン（4 mg/ml）を滴下

し，血管の最大拡張径を求めた（Fig. 5）。

　（4）画像解析

　ビデオ録画像をコンピューターに取り込

み，画像処理ソフト（Adobe Photoshop 5.5）お

よび画像解析ソフト（Scion Image）を用いて

血管径を計測した。血管径の計測は一連の

個体の画像で細静脈あるいは細動脈の任意

の点を数カ所選んで行った。

　（5）response rateの計算

　最初の加熱前の血管径をDco，33～34˚C PBS

を滴下・灌流したときの血管径をDheat，33～
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　ここでDtrは治療時の血管径を表し，33～34˚C PBS溶

液のみを灌流したときのDheatを入れて計算したときの

response rateをRheatとし，33～34˚CのL-NAME含有PBS

溶液を灌流したときのDL-NAMEを入れて計算したre-

sponse rateをRL-NAMEとした。

統計処理

　実験 1 においては血管密度，総血管長について熱刺

激による増加率をそれぞれの個体で計算し，若齢群と

老齢群の二群間で統計学的に差があるか，Student tテス

トにより検定した。実験 2 においては (Rheat−RL-NAME)/

Rheat×100 (%)をそれぞれの個体で計算し，L-NAMEに

よる血管拡張抑制率として，若齢群と老齢群で差があ

るか，Student tテストにより検定した。

結果 1

　血管密度は若齢群で平均19.3％の増加，老齢群で平

均2.9％の増加であった（Fig. 6）。総血管長は若齢群で平

均12.9％の増加，老齢群で平均6.7％の増加であった

（Fig. 7）。血管密度の増加量は二群間で統計学的に有意

な差であった（Student t test，P<0.01）が，総血管長の増

加は有意な差ではなかった。

結果 2

　(Rheat−RL-NAME)/Rheat×100 (%) を計算して，L-NAME

による血管拡張抑制率として老齢群と若齢群で比較検

討した。若齢群では平均67.7％の抑制率であり，老齢

群では平均19.9％の抑制率であった。これは統計学的

Figure 4 The scrotum skin was incised and observa-
tions were made with a biomicroscope.

Figure 5 The protocol of EXPERIMENT 2.  The scrotum skin was
irrigated with PBS at 18˚C, then at 33–34˚C for 5 minutes and again at
18˚C for 5 minutes.  Next NO synthesis inhibitor, 3mM N(l)-Nitro-L-
Arginine Methyl Ester (L-NAME), and PBS at 33–34˚C was irrigated
for 5 minutes.  The L-NAME was then washed out with PBS solution,
and Papaverine hydrochloride (4 mg/ml) was irrigated to achieve maxi-
mum vasodilation.

に有意な差であった（Student t test，P<0.01）（Fig. 8）。

考　　察

　外界と接して人体最大の臓器である皮膚の微小循環

の主たる役割は，皮膚自身に対する酸素の供給と熱拡

散による体温の調節である。特に熱拡散による体温の

調節は，皮膚という特殊な臓器に与えられた重要な機

能と考えられる。最近ではレーザー・ドップラーなど

を用いて比較的簡便に皮膚血流量の測定ができるた

め，若齢群と老齢群の加熱に対する皮膚血流量変化に

ついてのいくつかの報告が見られる3, 5～9）。血流測定の

方法として，レーザー・ドップラー以外にもvenous

occlusion plethysmography14, 15），キセノン133クリアラン

ス法16），経皮的pO2測定法17），などが行われている。

　これらのヒト皮膚微小循環測定による報告のほぼ一

致した結果は，平熱・安静時においては若齢群と老齢

群では皮膚微小循環血流量に差はないが，熱などのス

トレスを与えた場合の反応性血流増加は老齢群では減

弱するというものである。Evansら5）は，熱による反応

性血流増加の減弱は前毛細血管レベルの血管拡張性の

違いによるものではないかと考察で述べている。しか

し，これらはすべて間接的な血流測定により推察され

たものであり，血管の反応を直接観察して確認したも

のではない。

　そこで我々は実験 1 において，マウスの背部皮膚に

chamberを装着することで皮膚微小循環の可視化モデル

を作製し1, 2），熱刺激による微小血管の反応を直接観察

することとした。画像上で大きな面積をしめる細動静
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Figure 6 Total vessel area increased 19.3% in the
young group and 2.9% in the old group, showing a
significant difference.

Figure 7 Total vessel length increased 12.9% in
the young group and 6.7% in the old group.

Figure 8 Thermoregulatory vasodilation suppressed
67.7% in the young group and 19.9% in the old group,
showing a significant difference.

脈の拡張は血管密度の増加として捉えられ，毛細血管

の開存による側副血行の増加は総血管長の増加として

捉えられる。結果は若齢群と老齢群で比較して血管密

度の増加は統計学的に有意な差となり，総血管長の増

加は有意な差ではなかった。このことから熱による皮

膚微小循環の増加は細動静脈レベルの血管拡張による

効果が大きいことが示唆された。そこで，この熱刺激

に対する細動静脈の拡張性の違いにNOが関与している

のかどうかを検討することとし，実験 2 を計画した。

　これまでに熱刺激による血管拡張にはNOが重要な働

きをしているという報告がなされている。たとえば

Taylor18）やFarrell19）らはrabbit ear chamberでの観察にお

いてNO合成酵素阻害剤を用いて，熱刺激による血管拡

張にはNOが関与していることを報告している。また老

化により，血管内皮のNO産生能は低下するという報告

も多い。たとえばVallanceら20）はplethysmographyによる

計測により，血管内皮は常にNOを放出し，これが血管

の緊張を調節しており，老人ではNO産生能の低下が血

管拡張能の低下の原因ではないかと報告している。一

方Moriら21）はラットの血管を用いたin vitroの実験で，

老化により血管内皮のNO産生能は低下すると報告して

いる。またSoltis22）は同じくラットの血管を用いたin

vitroの実験で老化による血管平滑筋拡張能の低下は血

管内皮由来の血管拡張因子の産生低下によると報告し

ている。

　以上のように熱刺激に対する血管拡張にNOが関与し

ていること，老化により血管内皮のNO産生能が低下す

ることは報告されていたが，これら二つを統合して論

じた報告はなかった。我々はこの二つを同時に，in

vivoにて証明するため，マウスの陰嚢皮膚を切開し，

PBS溶液を灌流しながら生体顕微鏡下に皮下血管網の
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観察を行った。NO合成酵素阻害剤であるL-NAMEを含

むPBS溶液と，含まない溶液をそれぞれ33～34˚Cに加

熱しマウス陰嚢皮膚に灌流することで，熱刺激による

血管拡張にNOがどの程度影響を与えているかを若齢群

と老齢群で比較検討した。なお，血管径の計測は，画

像上最もその変化を捉えやすい細静脈の径を中心に

行った。結果は予想されたとおり，若齢群で大幅に血

管拡張が抑制された。老齢群ではL-NAMEによる血管

拡張抑制効果はわずかなものであった。これは若齢群

の血管拡張においてはNO依存性が高いことを示してお

り，老齢群ではNO依存性が低い。この現象を説明する

には，老齢群ではNO産生能が低下しているか，NO感

受性が低下しているかのどちらかである。先ほど述べ

たとおり老齢群ではNO産生能の低下が報告されてお

り，やはりNO産生能の低下が大きく寄与しているもの

と考えられる。

まとめ

　今回のマウスを用いた実験により，これまで明確に

されていなかった局所の熱刺激による皮膚微小循環血

流量増加の加齢による減弱は，主として細動静脈レベ

ルの血管拡張性の違いにあることが観察された。熱に

よる細動静脈の血管拡張には血管内皮から放出される

NOが強く関わっており，加齢により血管内皮細胞の

NO産生能が低下するために熱による血管拡張能が低下

し，全体としての血流量の増加が妨げられると考えら

れる。
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It is thought that a rise in blood flow caused by heat decreases with age and  various stresses.  To identify these
affecting stresses, we experimented with the following methods.  First, the response of skin microcirculation to direct

heat, through a new skinfold chamber attached to the dorsal skin of mice, was studied with a biomicroscope.  The result
revealed that, compared with that in young mice, vasodilative response of cutaneous arterioles and venules to heat in old

mice was limited to a lower blood flow.  Second, the role of nitric oxide (NO), a potent vasodilative agent, was examined
during thermoregulatory vasodilation in young and old mice.  Thermoregulatory vasodilation tended to decrease more

significantly  in the younger group than the older one when the mice were administered L-NAME, which suggested that
the younger group was affected by NO to a greater extent than the older group.  One explanation for this phenomenon is

that, as reported in previous studies, the ability to synthesize NO decreases with age.  Consequently, active vasodilative
response to heat declines by aging in mice. (J. Jpn. Coll. Angiol., 2004, 44: 109–115)
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