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緒 言 

 
加齢は血管新生を減弱させ、血管内皮細胞の機能低下を引き起こし、高齢者において、心血管疾患の罹患率と後遺症

を増加させ、生命や肢の予後を悪化させる［1］。この現象は50 年以上前より報告されているが、加齢に伴う血管新生

能力低下に関しての分子的機序は、これまで十分には明らかにされていない。BubR1（budding uninhibited by 
benzimidazole-related 1）は、有糸分裂において姉妹染色体が正しく分裂しているかどうかを観察する、紡錘体形成チ

ェックポイント機構の中心的な構成要素の一つである［2］。BubR1 の発現を低下させたマウスにおいては、染色体の

異数性形成、白内障、亀背、皮下脂肪の減少、創傷治癒遅延、短命、不妊等、加齢を示す表現型を早期から呈すること

が明らかにされている［3］。しかしながら、血管疾患や血管新生においてBubR1が果たす役割は、これまで明らかに

されていない。 
 血管新生は複数の血管新生因子を含めた、種々の細胞による多様の遺伝子産物が関与した複雑な過程である。血管内

皮増殖因子（VEGF：vascular endothelial growth factor）、肝細胞増殖因子（HGF：hepatocyte growth factor）、繊

維芽細胞増殖因子（FGF-2：fibroblast growth factor-2）は強力な血管新生調節因子である［4］。我々は以前 in vivoで
の実験で、虚血肢モデルマウスにおいて、FGF-2がVEGFとHGFの発現を増加させることを示した［4，5］。虚血は

低酸素状態をもたらし、VEGFや他の血管新生因子の分泌を刺激し、新生血管を誘導する［6］。BubR1の血管新生に

対する生理学的関連性は、まだ明らかにはされていない。従って本研究で我々は、血管新生におけるBubR1の役割を

明らかにするためにBubR1の発現を低下させたマウス（BubR1L/－）を作製し、実験を行った。 
 

方 法 
 
1．実験動物 

BubR1のヘテロ接合性欠損（BubR1＋/－）を持つマウスをJackson社より購入した。我々の研究室で、C57BL/6Jお

よび 129/SvJ を遺伝的背景として、BubR1 のヘテロ接合性低発現マウス（BubR1L/－）を作製し、7 回戻し交配した。

129/SvJ由来のES 細胞とC57BL/6J マウスを用いて、BubR1＋/＋、BubR1L/－、BubR1L/＋、BubR1L/－の4種類のマウ

スを作製した。 
全ての実験には同腹仔のBubR1＋/＋、BubR1L/－を用いた。BubR1のmRNA発現は経時的定量PCR法とウェスタン

ブロティングで計測した。若年（6～8週齢）のオスのBubR1L/－とBubR1＋/＋のマウスを用いて体重測定と虚血肢モデ

ルの実験を行った。高齢（40、50、60週齢）のオスのBubR1L/－とBubR1＋/＋のマウスを用いて下肢脱落の評価を行っ

た。若年（6～8 週齢）のオスの C57BL/6J のマウスは虚血肢における BubR1 タンパクの経時的な発現量の計測に用

いた。全てのマウスは通常食を与え空調管理と明暗調整をされた部屋で飼育された。全ての手術手技は0.3 mg/kgの塩

酸メデトミジンと4 mg/kg のミダゾラムと 5 mg/kg のブトルファノールで十分な麻酔下に行った。全てのマウスの取

り扱いと安楽死は国際的なガイドラインに従った。また、動物実験承認番号はA28-154-0である。 
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2．遺伝子判定 
麻酔下マウスの尻尾を3 mm切除し、0.05 M 塩化ナトリウム液 500μlで95℃、30分溶解した。Tトリス-エチレ

ンジアミン四酢酸液（1 Mトリス-塩化水素［pH 8.0］、10 mMエチレンジアミン四酢酸）を加え撹拌した。5分間15,000
回転の遠心分離後にDNAを含む上清をBubR1L/＊の遺伝子発現の確認のために用い、以下のプライマーで増幅した。 
フォワードプライマー3, 5’-CCTTCCCGCTTCAGTGACAAC-3’ 
リバースプライマー2, 5’-AGAATCCTGCCGCATCTACCC-3’ 
フォワードプライマー1, 5’-AGTTCTGGCCCTCGGAATACC-3 
また、BubR1－/＊の遺伝子発現の確認のために用い、以下のプライマーで増幅した。 
フォワードプライマー5′-GGGAGGATCGAGGAGGTCG-3′ 
リバースプライマー5′- CTGTTCGCCTTCAGTGCTCAAAATGGTAGTCG-3′ 
フォワードプライマー5-AAATGGCGTTACTTAAGCTAGCTTGC-3′ 
増幅は、94℃、30秒間の初期変性、94℃、4分間、55℃、1分間、72℃、１分間を35サイクル、72℃、5分間の最

終伸長により行った。PCR 産物は、1.0%アガロースゲルの電気泳動によって分離し、GelRed（Biotium、Hayward、
CA、USA）で同定した。 
3．重症虚血肢モデル 
全ての手術手技は前述の麻酔下で行った。虚血肢モデルの作製は既報に基づいて作製した［4，5］。大腿・膝窩・伏

在動静脈を結紮しその全てを切除した。その理由は単純な大腿動脈の結紮のみでは十分な虚血性変化を引き起こすこと

ができないとされているからである［7］。虚血が誘導されているかを確認する目的で、術6時間後に標本検体として下

大静脈より採血を行い、血清 CPK（クレアチンホスフォキナーゼ）を計測した。レーザードップラーを用いて術前、

術直後、3、5、9、14日目に健側（右）に比した虚血（左）の血流比を測定した。測定前に測定の妨げになる体毛を除

去した。レーザードップラー比は既報の如く、健側（右）に対する虚血（左）に対する比としてあらわした［5］。我々

は下肢壊死病変の程度は、下肢救済スコアを用いて4段階に評価した。下肢救済スコア4：完全な救肢、下肢救済スコ

ア3：踵以下の壊死、下肢救済スコア2：膝下の壊死、下肢救済スコア1：膝上の壊死、下肢救済スコア0：鼠径部以下

の下肢脱落。我々は下肢救済スコア1～3も下肢脱落とした。 
4．組織学的評価 
 組織標本は術後 14 日目の大腿と下腿筋を採取した。5μm のパラフィン包埋切片を用いた。筋肉の壊死・肉芽・炎

症細胞の浸潤をヘマトキシリン・エオジン（HE）染色にて評価した。組織学的所見は二人の異なる病理学者で評価し

た（Y.Y、O.M）。抗マウスポリクローナルPECAM1抗体（1：400、sc-1506、Santa Cruz、Dallas、TX、USA）を

用い免疫組織学的染色を行い、毛細血管数を計測した。2次抗体としてはヤギ IgG抗体（1：800、sc-2028、Santa Cruz）
を用いた。各サンプルの大腿筋中央から任意の3視野を用いて計測した。3視野の平均毛細血管数を記載した。 
5．ウェスタンブロッティング 
 マウス精巣を4×Laemmli sample buffer（C3228、Sigma-Aldrich Ireland Limited、Arklow、reland）によって均

質化した。全ての検体は 7 週齢のマウスから採取した。マウスの下腿筋の蛋白は、CellLytic MT Cell Lysis Reagent 
（c3228、Sigma-Aldrich、St. Louis、MO、USA）で抽出した。組織を溶解した後、タンパクをSDS-PAGEを用いて

分離しナイロン膜に転写した。転写後に以下の一次抗体を用いて分離した：抗BubR1（1：1000、NBP1-19555、Novus 
Biologicals、Littleton、CO、USA）、内因性コントロールとして抗ウサギαチューブリン抗体（1：600、ab4074、Abcam、

Cambridge、MA、USA）を用いた。二次抗体はHRP標識抗ウサギ IgG抗体（1：5,000、NA934V、GE Healthcare、
Pittsburgh、PA、USA）を用いた。抗体に標識された蛋白はECL prime（GE Healthcare）で化学発光させ、LAS4010
（GE Healthcare）にて撮影を行った。 
6．免疫学的測定法 
 マウスの下腿の筋における成長因子は、ネズミVEGF、HGF、FGF2（MMV00、MHG00、MFB00、R&D Systems）
の定量的免疫学的測定法を、説明書通りに用いて測定した。測定した成長因子のレベルは下腿筋の重さを標準化し、ng/g 
protein表記で表した。 
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7．定量的PCR法を用いたmRNAの定量評価 
総RNA抽出は、ISOGEN（Nippon Gene、Tokyo、Japan）を用いて説明書通りに行った。RNAから cDNAへの

逆転写は、PrimeScript RT Reagent Kit（Takara Bio Inc., Shiga、Japan）を用いて行った。cDNAの合成後、mRNA
発現は、Premix Ex Taq（Perfect Real Time；RR039A；Takara Bio Inc., Shiga、Japan）を用いて、TaqManフルオ

ロジェニック法による、定量的リアルタイム PCR で定量した。BubR1 の mRNA の発現は、BubR1 TaqMan probe 
mix（Mm00437811_m1；Thermo Fisher Scientific）により測定し、それぞれの試料はβアクチン（Mm02619580_g1; 
Thermo Fisher Scientific）で標準化した。すべての行程は、StepOne Real-Time PCR System（Thermo Fisher Scientific）
を用いて説明書通りに施行した。増幅効率を確認した後、標的とする遺伝子の相対的mRNA発現はΔΔCt法を用いて

定量した［8］。 
8．統計学的解析 
 解析結果は平均値±標準誤差で表記した。LDPIの解析以外は、全ての2群間の比較は対応のないスチューデントの

t検定を使用した。LDPIの解析は、反復測定分散分析（repeated measures ANOVA）を使用した。P値が0.05以下

を統計的に有意であると定義した。 
 

結 果 
 
1．BubR1の遺伝子判定の確認 
 BubR1＋/＋マウスとBubR1L/－マウスの尾から採取したDNAを、neo遺伝子、neo遺伝子の上流、下流の各々にアニ

ールする 6 種類のプライマーを用いてポリメラーゼ連鎖反応（PCR）を行った。BubR1＋/＋マウスのDNA は、イント

ロンを標的としたプライマーにより増幅され、BubR1L/＊マウスの DNA は、イントロンと neo 遺伝子を標的としたプ

ライマーにより増幅された。BubR1－/＊マウスのDNAは、BubR1－/＊遺伝子を同定する目的で、イントロンとneo遺伝

子を標的としたプライマーにより増幅された。BubR1L/Lマウスは生後 6～20 週齢において、BubR1＋/＋マウスと比べ、

体重が有意に減少していた（10、12、14、16、18週齢：P < 0.01、6、8、20週齢：P <0.05、対BubR1＋/＋マウス）。

ウェスタンブロッティング法による、精巣におけるBubR1L/LマウスのBubR1の蛋白レベルでの発現は、BubR1＋/＋マ

ウスに比べ、16.8%と有意に低下を認めた（P < 0.01）。加えて、定量的PCR法による、精巣におけるBubR1L/Lマウス

のmRNAレベルでの発現は、BubR1＋/＋マウスに比べ、42.7 %と有意に低下を認めた（P < 0.01） 

2．重症虚血肢モデルの特徴 
 BubR1の発現の低下は、血管系への影響を報告されており［9，10］、C57B/L6由来の虚血肢におけるBubR1の発

現量は、無処置のマウスと比べて術後1日目には低く、5日目には高かった。虚血状態の確認のために術後6時間後の

血清 CPK（クレアチンホスフォキナーゼ）値を測定した。CPK の上昇は無処置のマウス（354.7±54.5）に比べて、

BubR1＋/＋マウス（6437±2438.8、P < 0.01）および、BubR1L/Lマウス（5710±1820.4、P < 0.05）の虚血肢において

有意に高かった。虚血肢の誘導により低下した血流の改善状態の評価を、レーザードップラーで計測した。虚血の手術

後は、健側（左）に比して、虚血肢（右）は約10％まで血流は低下した。BubR＋/＋マウスでは、虚血肢誘導術後、徐々

に血流は改善し、術14日後には約80％まで虚血肢の血流は改善した。対照的に、BubR1L/Lマウスではせいぜい30％
までの回復にとどまった（術14日後：P < 0.01、術直後、術5日後、術9日後：P < 0.05、（図1）。術前のBubR1＋/＋

マウスとBubR1L/－マウスの大腿・下腿筋においては、病理学的な有意な差は認めなかった。術14日目でのBubR1L/－

マウスの大腿・下腿筋においては、再生筋繊維（図2矢印）と肉芽組織と炎症細胞の浸潤（図2矢頭）がBubR1＋/＋マ

ウスと比べて顕著であった。 
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図 1．BubR1＋/＋マウス群（実線）、BubR1L/－マウス群（破線）の虚血肢における下肢血流比の経時的変化 
 

 
 

図 2．大腿・下腿筋 虚血肢誘導前後の組織学的評価 
 
3．マウス虚血肢モデルにおけるBubR1の救肢効果 
全てのBubR1＋/＋マウス（n = 6、6～8週齢）は、虚血肢誘導後、観察期間の14日間で、完全に救肢された状態で（下

肢救済スコア4点）あった。しかしBubR1L/－マウス（n = 6、6～8週齢）においては、約70%において、下肢の脱落

を認めた（図 3）。その中で、2 匹が膝上で壊死を認め（下肢救済スコア 1 点）、2 匹が踵より下での壊死を認め（下肢

救済スコア3点）残り2匹は完全に救肢可能であった（図3、右、P < 0.05）。14日間の観察期間の間、死亡したマウ

スはいなかった。さらに我々は、高齢マウス（40、50、60週齢）のBubR1L/－マウスにおいて、虚血肢誘導術後、完全

に下肢が脱落することを示した（n = 3）。 

 
図 3．BubR1＋/＋マウスと BubR1L/－マウスにおける下肢虚血手術 14 日後の虚血肢の写真 
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4．下肢虚血誘導後の血管形成におけるBubR1低発現の効果 
下肢虚血誘導術後の虚血肢において、血管数の増加を評価する目的で、我々は術後 14 日目に、内皮細胞のマーカー

であるCD31陽性細胞を計測することで、組織学的に血管密度を計測した。血管の数は、無処置のマウス同士において

は、BubR1＋/＋マウスとBubR1L/－マウスの間において、有意な差を認めなかった。血管数は、BubR1＋/＋マウス、BubR1L/

－マウスともに、無処置群と比べ、虚血肢モデル群では有意に増加を認めたが、術14日後の時点で、両マウスにおける

虚血肢モデル群間では、有意な差は認めなかった。 
5．虚血肢におけるBubR1の低下によるVEGF増加の抑制 
 BubR1＋/＋マウス、BubR1L/－マウスのどちらにおいても、下肢虚血術2日後の虚血肢の筋肉中のVEGF、HGF、FGF-
2蛋白の発現量は、偽手術群と比して有意に増加していた（P < 0.05、下肢虚血術群 対 偽手術群）。加えて、虚血肢の

筋肉におけるVEGF の増加は、BubR1L/―マウスではBubR1＋/＋マウスと比べて抑制された（P < 0.05、下肢虚血術群

におけるBubR1 L/―マウス 対 BubR1＋/＋マウス）。このことから、BubR1の発現量の低下は、虚血肢において、HGF 
（P > 0.05、虚血肢誘導群におけるBubR1L/―マウス 対 BubR1＋/＋マウス）やFGF-2（P > 0.05、虚血肢誘導群にお

けるBubR1 L/―マウス 対 BubR1＋/＋マウス）ではなく、VEGFの発現を選択的に低下させる可能性が示唆された 
 

考 察 
 
以前の研究で、BubR1の発現の低下は血管系に影響を及ぼす、との報告を認める［9，10］。今回我々は、BubR1の

発現の低下が血管新生を減弱させ、結果として虚血肢において下肢の脱落を引き起こすことを示した。本研究のポイン

トは、1．精巣でのBubR1 の発現を通常の 16.8%まで低下させた、外観上は有意な所見を認めない、新規の BubR1L/―

マウスを作製した。2．BubR1L/―マウスにおいて、BubR1 の発現の低下は、虚血肢における下肢の脱落をもたらす。

3．BubR1 L/―マウスにおける虚血肢の下腿筋においては、VEGF蛋白発現の上昇が抑制された。と、要約される。 

 BubR1の発現が通常より10%まで低下したマウスは、早期より老化の表現型を示すことが明らかにされている［3］。
そのため、そのようなBubR1の発現を極端に低下させたマウスにおいて、BubR1の発現の低下の病的な影響を評価す

ることは不可能であった。この問題を解決する目的で、我々は以前、精巣でのBubR1の発現を通常の40%まで低下さ

せたマウスを作製した（BubR1L/Lマウス）。BubR1L/Lマウスにおいては、重症下肢虚血モデルにおいて、下肢の脱落は

認めなかった。従って我々は、よりBubR1の発現を低下させたマウスを新たに作製し（BubR1 L/―マウス）、40週齢に

おいて、重症虚血肢誘導後、下肢が完全に脱落することを発見した。本研究は、BubR1 の血管新生への関与を示した

初めての報告である。作製した BubR1L/―マウスは、早老症、不妊、短命など明らかな異常は示さず、通常の状態で、

異常な発育は示さなかった。BubR1＋/＋マウスと比べ、BubR1 L/―マウスにおいては、虚血肢導入後の血清CPKの上昇

の程度に有意な差は認めなかった。BubR1＋/＋マウスとBubR1L/―マウスの間で、虚血肢導入前の大腿・下腿筋の色調・

形態に外観上、有意な差は認めなかった。病理学的に有意な差は認めなかったものの、筋のサイズや筋重量に関しては、

BubR1 L/―マウスはBubR1＋/＋マウスに比べ小さい傾向であった。 

 本研究では、BubR1 L/―マウスにおいて、虚血肢導入後早期より血流の回復が減弱しており、結果として血管新生が

減弱し、救肢率に低下を認めている（図1）。加えて我々は、虚血肢導入後のBubR1＋/＋マウスとBubR1L/―マウスの大

腿筋を、内皮細胞のマーカーである CD31 抗体で染色し、陽性数を数えることで、血管形成能力の評価を行った。

BubR1＋/＋マウス、BubR1 L/―マウスともに、虚血肢導入後14日目における虚血肢においては、虚血非導入下肢に比べ、

血管数は有意に増加を認めたが、BubR1＋/＋マウス、BubR1 L/―マウスにおける虚血肢同士の比較では、BubR1L/―マウス

において、虚血肢導入後の血流の回復が減弱し、救肢率が低下していたにも関わらず、両群間に有意な差は認めなかっ

た。この所見は、BubR1 L/―マウスにおいては、未熟な新生血管が形成されている可能性が考えられる。 
 高齢マウス（40～60 週齢、各 3 匹）間を比較すると、虚血肢導入後、BubR1＋/＋マウスではすべて救肢されたが、

BubR1 L/―マウスにおいては、虚血肢導入後3～5日の間で、すべての観察マウスにおいて、鼠径靭帯以下の下肢脱落を

認めた。 
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BubR1＋/＋マウスにおいては、卵巣、脾臓、精巣において、週齢依存的にBubR1の発現が低下することが明らかにさ

れている［3］。重症虚血肢モデルにおける、前述の下肢の完全な脱落は、BubR1 の発現量の低下の割合に寄与してい

る可能性があるが、詳細な機序は不明であり、更なる研究が必要である。 
BubR1と血管新生との関連性を明らかにするために、我々は代表的な血管新生因子である、VEGF、HGF、FGF-2

蛋白の発現を in vivoと in vitroの両方で評価した。虚血肢における下腿筋においては、BubR1の低下は選択的にVEGF
蛋白発現の上昇を抑制したが、予期せぬことに、HGFとFGF2においては同様の所見は認めなかった。 
本研究は、BubR1 が血管新生における鍵となる因子であり、虚血性の疾患に対して治療学的な標的となる可能性を

示した。BubR1 の発現の低下は、虚血肢における VEGF 蛋白の発現を低下させ、下肢の救肢率も低下させており、

BubR1は、救肢率を改善させる重要な役割を果たす可能性があることが示唆される。加齢に伴いBubR1の発現が低下

した際に、VEGF などの虚血に対峙する血管新生因子の発現の低下のために、血管新生の減弱がもたらされる。よっ

て、BubR1の発現の低下は血管新生を遅らせ、下肢の脱落という結果をもたらすことになりうると考えられる。 
本研究にはいくつかの限定事項が存在する。HGF や FGF2 ではなく、VEGF の発現のみを選択的に調整するよう

な、BubR1を含んだシグナル伝達経路が十分に解明されていないことに加え、新生血管形成時に、BubR1の発現の低

下によって、未熟な血管がどれくらいの割合で誘導されているかが、はっきりとしないままであることである。 
慢性、または急性の下肢虚血患者に対する、BubR1 の発現の低下の影響を明らかにするためには、更なる研究が必

要である。 
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