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第１章 序論 

 

1.1 緒言 

 

 医学と工学の学際領域に位置する学問として誕生した生体医工学の研究は，遺伝子解

析やバイオイメージング技術，生体材料の開発などの進歩を経て医療に大きく貢献して

きた．近年では，遺伝子情報と生体機能の相互関係を統合されたシステムとして把握す

るフィジオームの重要性が認識され始め，その中でも生体の機能や構造およびその調節

機構を力学的観点から解析するバイオメカニクスの発展は著しく，組織工学への応用・

展開が期待されている．本研究では，病態における血管のバイオメカニクスに着目し，

実験動物を用いた in vivo 実験と培養細胞を用いた in vitro 実験からシステマティックに

検討した．さらに本研究で開発した灌流装置は，in vitro 実験だけでなく，摘出血管を用

いた in situ 実験にも応用が可能であり，今後，血管のバイオメカニクスにおける有用な

ツールとして期待できる．血管のバイオニクスについては後述するが，本章では，本研

究で着目した病態における血管障害について病態の社会的背景や病態の成因背景から

現在までの知見を踏まえ概説し，本研究の目的，本論文の構成を述べる． 

 

1.2 血栓症と血管障害 

 

 血管は，単なる血液のパイプ役にとどまらず，循環，炎症，免疫，代謝などを制御し

ている一つの大きな臓器とも言える．従って，この血管の障害は生体に種々の機能障害

を引き起こす．その中でも現代の先進諸国にとって深刻な問題となっているのは，重要

臓器の閉塞性血管疾患である．欧米においては，癌による死亡者の割合は全死因の約

15%であるが，心筋梗塞，脳梗塞，肺塞栓などの血栓症によるものは 40%から 50%にも

上る[1]．また，我が国においても血栓症による死亡者の割合は，生活の欧米化が進み，

飽食の時代が続くにつれて次第に増加し，癌による死亡者の割合である約 30%に追い着

き追い越す勢いである[1]．そして現在，双方を含むすべての先進諸国で増加し社会問

1 
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題となってきているのは，下肢の閉塞性動脈硬化症である．このように血栓症は，重篤

の場合には死に至らしめ，本人の生活の質の低下のみならず介護者を含んだ社会全体に

障害を与え，その活性度を低下せしめる点において，最も深刻な 21 世紀の国民病であ

り，その制圧は本邦においても最重要課題の一つである．一方，血栓が形成される 3 大

要因は血管，血液，血流の異常や障害である．血液成分の凝固作用はもちろんのこと，

近年，血管の最内層を構成している血管内皮細胞と血液成分である血小板や白血球との

相互作用が，血栓形成とその制御機構において注目されている．またこれらの相互作用

は当然血流下で行われる事象であるため，血栓形成部位，殊に血管内皮細胞が暴露され

ている血流状態の考慮も必至である．以下，血栓症の病的過程の主座を血管内皮細胞に

置き，その機能と病態を概説する． 

 血管内皮細胞は循環制御，炎症・免疫制御，血管新生制御など生体機能に重要な役割

を果たす諸システムを制御し，時々刻々とゆらぐ生体の恒常性維持に重要な役割を果た

している．内分泌臓器の一つである膵臓は，生体内のゆらぎ，つまり血液中の血糖の上

昇を感知すると，インスリンというホルモンを分泌し血糖の上昇を抑制することで血糖

の恒常性を維持しているが，では血管内皮細胞が感知する生体内のゆらぎはなんであろ

うか．それは血管内皮細胞が血管の最内腔に位置していることからも分かるように，血

液成分の変化や血流の変化をリアルタイムで感知し血管の恒常性を維持するために

様々な応答をしている．例えば，血管が虚血などによる低酸素状態になると，強力な血

管拡張物質である NO や血管内皮細胞増殖因子である VEGF などを産生・放出して，血

流や血管新生を制御している．これは，NO や VEGF を合成する遺伝子の上流に低酸素

を感知する分子が内皮細胞上にあるからである[1]．また血管内の血流量が多くなると

内皮細胞には強い剪断応力がかかる．すると内皮細胞はそのメカニカルなストレスを生

化学的なシグナルに置き換えて，NO の産生を高める[3]． 

 このように，血管内皮機能障害による血管の恒常性の破綻は，狭窄や壁肥厚，硬化，

伸展性の低下が惹起され，それらが亢進すると虚血や血栓を引き起こす．さらに，血管

は糖尿病や高血圧，高脂血症などの生活習慣病の標的臓器であり，血管内皮機能障害を

促進する．そこで本研究では糖尿病における血管障害にテーマを絞った．次項では，糖

尿病における血管障害について概説する． 

 

2 
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1.3 糖尿病と血管障害 

 

1.3.1 糖尿病人口の現状 

 

 厚生労働省の平成 17 年患者調査報告[4]によると，わが国の病院および診療所を利用

する糖尿病総患者数は約 247 万人であり，前回の平成 14 年患者調査報告[5]の約 228 万

人から約 19 万人増加した．これに対し，平成 14 年実施された糖尿病実態調査[6]では，

糖尿病が強く疑われている人は約 740 万人，糖尿病予備軍とされる糖尿病の可能性を否

定できない人は約 880 万人と合計で約 1620 万人に上り，前回調査[7]の平成 9 年以降 250

万人も増加していることになる．この調査報告の違いは，糖尿病が自覚症状のほとんど

ない病気であるため，糖尿病であっても治療を受けていない人が多数存在することに起

因するが，治療を受けていない間にも糖尿病は着実に進行し，合併症の危険は少しずつ

迫ってきている．糖尿病における慢性高血糖状態は，種々の血管障害を引き起こすが，

血管サイズの違いにより，細小血管障害と大血管障害に大別される．細小血管障害は糖

尿病に特異的であり，糖尿病性三大合併症と呼ばれる糖尿病網膜症，糖尿病性腎症，糖

尿病性神経障害を発症させる．これに対し，大血管障害である動脈硬化症などは，糖尿

病に特異的な合併症とは言えないが，糖尿病患者が発症する割合は，非糖尿病患者に比

し極めて高い． 

 

1.3.2 糖尿病における血小板機能異常 

 

 糖尿病における血管合併症の発症と進展には，血小板機能の亢進が大きく関与してい

る．特に 2 型糖尿病は，加齢とともに，肥満，高血圧，高脂血症などの生活習慣病の一

環として発症するが，これらの危険因子は単独でも動脈硬化，血栓症の促進因子でもあ

るので糖尿病患者においては動脈硬化の進展予防と血栓症の予防，すなわち血小板機能

のモニタリングが重要となってくる． 

 血小板の最も重要な生理機能は，止血機序の第一歩に関与することである．すなわち，

血管内皮が損傷され，内皮下組織が露出すると血小板は主としてコラーゲンに粘着する

が（血小板粘着），その機序には血小板表面にある GPIb（正確には GPIb/IX/V 複合体：

3 
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CD42）が vWF を介して粘着する．GPIb は血小板 1 個当たり 20,000–40,000 分子存在し

ている．また，数は少ないが vWF を介さずに内皮下組織に結合し得る GPIa/IIa も重要

である．次いで粘着した血小板に様々な刺激が働き，血小板が活性化すると粘着した血

小板内にある濃染顆粒，特殊顆粒（α顆粒），リゾチーム，ミクロペルオキシダーゼの 4

種の顆粒からその内容物が放出され（放出反応）血小板は互いに凝集する．この際

GPIIb/IIIa 複合体が必要で，ADP やトロンビンなどのアゴニスト（agonist）の刺激によ

り立体構造が変化し，フィブリノゲンを介して血小板が互いに結合する．またこの際，

α顆粒から放出されるトロンボスポンジンは凝集を補強し，また血小板のα顆粒内にあ

る細胞接着因子の一つである P-セレクチンは，血小板が活性化すると細胞表面に移行し，

好中球，単球，リンパ球を接着させる．また，血小板凝集が起こると血管収縮も起こり，

血流は緩やかになる．更に，血管の損傷部位の組織や赤血球からも ADP が供給され，

血小板凝集がますます強くなる．一方，血小板から放出された血小板第 3 因子をはじめ

とする血小板因子と損傷部位からの組織トロンボプラスチンにより，血漿中のプロトロ

ンビンの一部がトロンビンに転化し，この局所的に産生された少量のトロンビンが血小

板に作用して，血小板粘性変態を起こさせる．すなわち血小板は膨化し，細胞質内の顆

粒は互いに脱顆粒を起こし偽足を出して血管損傷部位を覆い，血小板血栓が形成され止

血がみられる（一次止血）．通常の出血時間の検査はこの時点をみているわけである．

また，血小板第 3 因子は内因性凝固機序を促進し，外因性機序と相まって血小板血栓の

周囲にフィブリンを形成し，強固な凝固血栓が完成する． 

 しかし，糖尿病においては血管損傷部位などによる止血機構が働いていない状態にお

いても，循環血液中における活性化血小板の増加や[8],[9]，血小板粘着能の亢進[10]-[12]，

血小板凝集能の亢進[12]-[14]が報告されている．特に，血小板が活性化することにより

発現が増加したP-セレクチンは，血小板が白血球や内皮細胞に接着し易くさせ，血小板

―白血球，血小板―内皮細胞接着の結果，双方の細胞には更なる活性化シグナルが入り，

血小板からは血小板凝集作用を持つTXA2や血小板由来血管内皮増殖因子であるPDGF

などの生理活性物質や，白血球からは炎症性サイトカインなどが放出される．よって，

糖尿病患者の循環血液中における慢性的な血小板の活性化は，動脈硬化の加速や糖尿病

性血管障害，さらには血栓症の発症や進展に大きな役割を果たすと考えられる． 
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1.3.3 糖尿病における血管内皮機能障害 

 

 糖尿病性合併症の基本は血管障害であり，細小血管障害と虚血性心疾患，脳血管障害，

閉塞性動脈硬化症などの大血管障害に分類される．動脈硬化によって引き起される大血

管障害の発症と進展には血管内皮機能障害が重要な関与をしているが[15]，糖尿病性腎

症などの細小血管障害の成因にも重要な役割を果たしている[16]．血管内皮細胞の機能

には，血管透過性の調節，血管内腔の抗血栓性，血管収縮・弛緩機能の調節，血液細胞

との相互作用，細胞外マトリックスの合成，血管新生，血流に対する反応などが挙げら

れる[17]．高血糖状態ではこれら血管内皮機能の多くが障害される．糖尿病患者の血管

内皮細胞では，抗凝固因子である TM や線溶因子である tPA の産生が低下し，線溶阻害

因子である PAI-1 の産生が増加する．また，細胞接着分子である ICAM-1 や VCAM-1，

内皮細胞由来血管収縮因子である ET-1 が増加する．さらに，内皮依存性の血管拡張能

の低下が報告されているが，その分子機序として内皮型 NO 合成酵素である e-NOS の

異常が指摘されている[15]．高血糖状態下における血管内皮細胞障害機序には，ポリオ

ール代謝亢進，酸化ストレス亢進，終末糖化産物（AGE）生成，プロテインキナーゼ C

（PKC）活性異常などが関与している． 

 

1.4 本研究の目的 

 

 前項までの背景を踏まえ，本研究では，糖尿病における血栓形成性の亢進を動物・細

胞レベルで証明し，さらに糖尿病における血栓形成性の亢進と血管内皮遺伝子発現の関

係を血行力学的応力依存性の観点から解析することを目的とした． 

 

1.5 本論文の構成 

 

 本章では，本研究の背景と目的，本論文の構成について述べた．第２章では，糖尿病

モデル動物における血栓形成性を検討した．第３章では，糖尿病患者における血小板凝

集能を検討した．第４章では，培養血管内皮細胞に生体内血管レベルの圧力と剪断応力

を同時負荷かつ独立制御可能な拍動性灌流装置を開発した．第５章では，本装置の有用
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性を内皮細胞形態から検討した．第６章では，高血糖下で培養した内皮細胞における血

栓形成関連遺伝子の発現に，生理的な応力負荷がどう影響するかを検討した．第７章で

は本研究の総括と展望を述べた． 
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第２章 糖尿病モデル動物を用いた血栓形成性の検討 

 

2.1 緒言 

 

 第１章で述べたように，糖尿病における慢性高血糖状態は，種々の血管障害を引き起

こし，血栓症の発症・進展に至る．糖尿病における血栓形成については現在までに様々

な研究が成されてきた．In vitro における検討では，糖尿病モデルラットから採取した

洗浄血小板の凝集能が亢進していたという報告や[1]-[4]，血漿内もしくは全血における

血小板は凝集能が亢進していないか，むしろ低かったという報告もある[2],[4]．これら

の報告はいずれもアゴニスト惹起による血小板凝集能を検討しているが，剪断応力惹起

による血小板凝集能の検討では，自然発症糖尿病ラットから採取した全血の凝集能が亢

進していたという報告がある[5]．一方，in vivo における検討では，糖尿病モデル動物に

血栓形成モデルを適用した報告は少なく，知見も様々である[2],[5]．実験動物を用いた

血栓モデルの詳細は後述するが，その中でも，光化学反応刺激による血栓モデルは低浸

襲で再現性が高い．また，同モデルは活性酸素の過剰産生を血栓形成の誘因とすること

から，糖尿病性合併症の発症・進展因子として注目されている酸化ストレス亢進を考慮

することができる．そこで本章では，糖尿病モデル動物に光化学反応刺激による血栓モ

デルを適用することで，糖尿病では本当に血栓が形成され易いのかを検討した． 

 

2.2 試薬と方法 

 

 すべての実験は，国立病院機構埼玉病院生命倫理委員会規程における動物実験ガイド

ライン及び動物実験の手引きに基づいて実験を行った． 

 

2.2.1 実験動物 

 

 7 週齢の Wistar 系雄性ラット（日本チャールス・リバー）に，STZ 55 mg/kg （Sigma）
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を生理食塩水 0.5 ml に溶解させ大腿静脈より単回投与し，3 週間後，糖尿病ラット群と

して使用した．対照群には，10 週齢の Wistar 系雄性ラットを使用し，糖尿病ラット群

と週齢を合わせた． 

 

2.2.2 光化学反応刺激による血栓モデル 

 

 光化学反応刺激による血栓モデルは，光照射した動脈が血栓形成によって閉塞する非

侵襲の実験手法である[6],[7]．血栓形成は，光感受性物質に励起光を照射することで誘

導される光化学反応によって開始される．この際，励起された光感受性物質は酸素分子

に励起エネルギーを移すことで主に一重項酸素を生成する[8]．活性酸素は強い過酸化

反応によって血小板や内皮細胞を障害し，その結果，血小板と血管内皮細胞の相互作用

や血小板凝集を引き起す． 

 ラットにネンブタール注射液（ペントバルビタールナトリウム 50 mg/ml，大日本製薬）

1 ml/kgで腹腔内麻酔後，ポリエチレンカテーテルを大腿静脈から挿入し薬剤投与経路と

した．下腹部を正中切開し，注意深く腸間膜ループを展開後，生体顕微鏡下に固定した．

その際，呼吸運動や腸管蠕動運動による腸管の運動を最小限に抑えるため，生理食塩水

で浸した脱脂綿で腸間膜を軽く固定した．実験中，腸間膜の乾燥を防ぐため 37 °Cの生

理食塩水を随常時滴下し，生理状態を保った．周囲温度は常に 37 °Cに保った．

Hematoporphyrin ether 5 mg/kg（以下フォトフリン；励起波長：540 nm，ワイス）を大腿

静脈内カテーテルより投与し，30 分後に落射蛍光装置（TE-FM，ニコン）を備えた正

立顕微鏡に取り付けた水銀ランプ（C-SHG1，ニコン）を光源とし，励起フィルター

（510–570 nm，ニコン）を介して対象血管に照射した．対象血管にのみ血栓を形成し，

周囲の血管を障害しないにように，光照射径は 100 µmになるように視野絞りにて調整

した．また，光照射強度は，27 mW/mm2になるようにNDフィルターにて調整した．光

照射は，対象血管が血栓で閉塞するまで継続した．本研究では，内径 20–30 µmの細動

脈で分岐のないものを対象血管とした． 
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図 2.1 光化学反応刺激血栓モデルにおける実験装置概略図 

 

2.2.3 血流計測と血栓形成評価 

 

 血流動態と血栓形成過程はハロゲンランプを搭載した透過型生体ビデオ顕微鏡下で

40 倍の対物レンズを通して観察した．対象血管における血流速度は，RBC Velocity 

Tracking Correlator（Model 102BC，Instrumentation for Physiology and Medicine）で解析し

た．血栓形成過程の評価には，以下の指標を用いた．対象血管に光照射を施行し始めて

から対象血管壁に血小板が粘着し始める時間を血小板粘着開始時間（Ti）と定義した．

また，対象血管に光照射を施行し始めてから血栓形成によって対象血管が閉塞するまで

の時間を血管閉塞時間（To）と定義した．さらに，血管閉塞時間から血小板粘着開始時

間を差し引いた時間を血栓成長時間（To-Ti）と定義した． 

 

2.2.4 電子顕微鏡観察 

 

 本血栓モデルにおいて正常ラットの腸間膜細動脈に血栓を形成した後，1 時間以内に
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手術用顕微鏡（Zeiss）下において閉塞した細動脈を注意深く取り出し，2 時間 2% グル

タルアルデヒドに浸した．その後，0.1 mol/l リン酸緩衝液を用いて洗浄し，1 %オスミ

ウム酸に 2 時間浸した．その後，超ミクロトームで薄片を作るために，一括して染色し，

エタノールで脱水し，エポキシ樹脂で包理した．厚い部分を血管の長軸に平行に切断し，

トルイジンブルーで染色し，細動脈内の血栓の場所を突き止めるために光学顕微鏡で観

察した．その後，0.5 µm の薄い部分を切り出し，酢酸ウラニルで染色し，クエン酸に浸

し，透過電子顕微鏡（JEM-1200EX，日本電子）で観察した． 

 

2.2.5 統計解析 

 

 測定値は全て平均±標準偏差で示した．また，実験動物における生理的パラメータお

よび血栓モデルにおける血栓形成時間は，Mann-Whitney U 検定[9]を用いて解析した． 

 

2.3 結果 

 

2.3.1 生理的パラメータ 

 

 糖尿病ラットにおいて，有意な体重減少と血糖値およびHbA1cの有意な増加が認めら

れた（表 2.1）．HbA1cは過去 3～4 週間の血糖濃度に依存する．しかし，糖尿病ラットに

おけるフィブリノゲン，プロトロンビン時間[10]，アンチトロンビンⅢ[11]，活性化部

分トロンボプラスチン時間[12]は，正常ラットと比較して有意な差は認められなかった．

ここで，フィブリノゲンは血液凝固因子である．また，プロトロンビン時間は外因性の

凝固活性を，アンチトロンビンⅢは凝固抑制を，活性化部分トロンボプラスチン時間は

内因性の凝固活性を測定する検査である．よって，本実験で用いた糖尿病ラットでは凝

固系の異常は生じていないことが示された． 

 光照射前における血流速度，血管径および剪断速度は，正常ラットと糖尿病ラットの

細動脈で有意な違いは認められなかった（表 2.2）． 
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表 2.1 正常ラットおよび糖尿病ラットにおける体重と血液化学検査 

 

 正常ラット 糖尿病ラット 

動物数 15 14 

体重（g） 274 ± 17 163 ± 14**

血糖値（mg/dl） 112 ± 13 530 ± 43**

HbA1c（%） 3.0 ± 0.2 6.5 ± 0.6**

フィブリノゲン（mmol/l） 6.7 ± 1.5 6.6 ± 2.0 

プロトロンビン時間（s） 43.9 ± 10.1 43.0 ± 10.1 

アンチトロンビンⅢ（%） 82.9 ± 16.0 79.8 ± 10.6 

活性化部分トロンボプラスチン時間（s） 58.5 ± 18.1 63.6 ± 17.3 

** p < 0.01 vs. 正常ラット 

 

表 2.2 正常ラットおよび糖尿病ラットの細動脈にける血管径，血流速度，剪断速度 

 

 正常ラット細動脈 糖尿病ラット細動脈 

血管数 49 42 

血管径（µm） 25.3 ± 3.0 25.9 ± 2.2 

血流速度（mm/s） 4.2 ± 0.9 4.3 ± 1.6 

剪断速度（s-1） 1337.1 ± 351.4 1358.1 ± 529.9 

 

2.3.2 糖尿病モデル動物における血栓形成性の亢進 

 

 5mg/kgフォトフリン投与のみ，もしくは 27 mW/mm2の継続した光照射のみのどちら

かを施行した状態において血流動態を 1 時間観察した．その結果，血管収縮や血栓形成

に起因する血流動態の変化は認められなかった．フォトフリン投与後，継続的な光照射

の施行に伴い，光照射をした細動脈壁に血小板が粘着し，徐々に凝集が起こり，最終的

に閉塞した（図 2.2）．電子顕微鏡解析では，血栓は白血球や赤血球ではなく，血小板だ
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けで構成されており，脱顆粒した血小板と脱顆粒していない血小板の両方が混在してい

た．フィブリン塊は血栓内に観察されず，光照射した血管内皮細胞の剥離や形態変化も

なかった（図 2.3）．本血栓モデルにおいては，糖尿病ラット細動脈における血小板粘着

開始時間（Ti），血管閉塞時間（To），血栓成長時間（To-Ti）の全てが，正常ラット細動

脈に比し，有意に減少していた（図 2.4）．即ち，糖尿病ラットでは血小板の血管壁へ

の粘着開始，血栓の成長，血管の閉塞が正常ラットよりも早くなることが示された． 

 

 

 

図 2.2 光化学反応刺激血栓モデルを施行した正常ラット腸間膜細動脈における血栓形成過程 

血流方向は左から右，スケールバーは 50 µm， 

a）光照射前，b）血小板粘着と凝集（矢印），c）血栓成長段階，d）血管閉塞 
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図 2.3 血栓形成により閉塞した正常ラット腸間膜細動脈における電子顕微鏡画像 

a）スケールバーは 5 µm，E：血管内皮細胞，BL：基底膜，SM：平滑筋， 

b）スケールバーは 2 µm，DP：血小板脱顆粒 
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図 2.4 正常ラットおよび糖尿病ラットの細動脈における血栓形成時間 

Ti：血小板粘着開始時間，To：血管閉塞時間，To–Ti，血栓成長時間 

**: p < 0.01 vs. normal arterioles，*: p < 0.05 vs. diabetic arterioles 

 

2.4 考察‐血栓形成における血小板と血管内皮細胞の関与‐ 

 

 まず，本モデルにおける血栓部位の電顕顕微鏡画像から，本モデルで形成される血栓

は，血管内皮細胞が剥離していない血小板血栓であることが示された．また，血栓にお

けるフィブリン塊も観察されなかった．このことから，血栓形成過程の指標とした血小

板粘着開始時間（Ti）と血栓成長時間（To-Ti）は次のような臨床的意義を持っていると

考えられる．血小板粘着開始時間（Ti）は，血小板と血管内皮細胞との相互作用に関与

する指標であると考えられる．また，血栓成長時間（To-Ti）は，血小板凝集能の関与す

る指標であると考えられる．次に，本モデルでは，正常ラット細動脈に比し，糖尿病ラ

ット細動脈において血小板粘着開始時間（Ti）および血栓成長時間（To-Ti）が有意に短

縮することを示した．よって，本モデルにおける糖尿病ラットの血栓形成性の亢進には，

血管内皮機能障害および血小板機能異常が関与していると考えられる． 

 糖尿病患者では，高血糖によって血管内皮機能障害が誘発される[13]．その障害機序

は，1.3.3 で前述した通り，ポリオール代謝亢進，酸化ストレス亢進，AGE，PKC活性

異常などの代謝異常が関与している．そしてその血管内皮機能障害が大血管障害や細小
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血管障害の発症や進展に重要な役割を果たしている[14]．また，糖尿病における血管内

皮機能障害機序は酸化ストレス亢進の観点から検討されてきた[15],[16]．STZ誘発糖尿

病ラットにおいて血管におけるNOの生物学的利用能は減少し，血管におけるO2
-産生は

増加する[17]．さらに，SODや抗酸化物質による処置は糖尿病ラット[18]-[20]や糖尿病

患者[21],[22]における血管内皮依存性の弛緩を改善する．これらの研究は糖尿病におけ

る血管内皮機能障害における酸化ストレス亢進の関与を支持するものである．よって，

本モデルにおいて糖尿病ラットにおける血栓形成性の亢進には，酸化ストレス亢進によ

って誘導された血管内皮機能障害に起因すると考えられる． 

 

2.5 結言 

 

 本章では，光化学反応刺激による血栓モデルを用いて，糖尿病ラットにおける血栓形

成性の亢進を示した．また，本モデルで形成される血栓が血管内皮非剥離型血小板血栓

であることから，糖尿病における血栓形成性の亢進には血小板機能異常と血管内皮機能

障害が重要因子であることが示された．次章以降では，血小板と血管内皮細胞を生体内

という外乱が多数ある実験環境から，限られた実験環境の中で必要な実験条件のみを操

作可能な生体外または培養系で個別に検討を進めた．そこで次章では，糖尿病における

血栓形成性亢進の重要因子の一つである血小板に着目し，糖尿病患者における血小板凝

集能測定を行った． 
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第３章 糖尿病患者における血栓形成性の検討 

 

3.1 緒言 

 

 現在，わが国における糖尿病患者およびその予備軍の人口は年々増加の一途をたどっ

ており，様々な血管合併症が社会的な問題となっている．糖尿病における慢性的な高血

糖状態は，二次的変化として，赤血球変形能の低下や血小板凝集能の亢進，血液粘度の

上昇など様々な血液レオロジー異常を引き起こす．このような異常が糖尿病性血管合併

症の発症・進展を誘発する機序の多くは毛細血管や細小血管を有する微小循環の異常に

起因するが，その中でも血小板凝集能の亢進は，血管内において病的な血栓の形成を誘

発させるため，網膜症や心筋梗塞，脳梗塞などの血栓性合併症に密接に関与している．

よって，糖尿病患者における血栓性合併症の発症・進展を予防するためにも，早期の血

小板凝集能亢進の検知が大変重要である．また，微小循環レベルでの血小板凝集能の亢

進を検知するためには，僅かな血小板の活性化や毛細血管や細小血管で観察されるよう

な微小な凝集塊を検出する必要がある．血小板凝集能測定とは，血液から単離した血小

板浮遊液に，血小板を活性化させ血小板同士の凝集を惹起する作動薬（アゴニスト）を

添加し，凝集程度を評価する検査である．現在，臨床検査の項目でもある血小板凝集能

測定は，1962 年，Born らにより開発された透過光法による測定が広く応用されている

[1]-[3]．しかし，透過光法においては，透過率に変化が生じるのが比較的大きな凝集塊

が生じてからであるために，微小凝集塊の検出精度が低下するという欠点がある[4]-[7]．

また，実際の生体内では，大凝集塊を形成させるような強い血小板凝集惹起物質が放出

されることは少ない事からも，より低濃度の血小板凝集惹起物質により形成された微小

凝集塊の検出精度の向上が求められる．そこで透過光法の欠点を改善すべく，光散乱粒

子計測法を用いた血小板凝集能測定が考案された[8],[9]．現在，光散乱粒子計測法を用

いた血小板凝集能測定は研究用途で使われており，臨床応用に向けた標準化や適切な評

価法は未だ確立されていない．糖尿病患者における光散乱粒子計測法を用いた血小板凝

集能測定はいくつか報告があるが，すべての糖尿病患者において健常者と有意な差が認
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められているわけではない[10]-[13]．そこで本章では，レーザ散乱粒子計測法を用いた

血小板凝集能測定の新しい解析法を提案することで，糖尿病患者における血小板凝集能

の亢進をより高精度に検出することを目的とした． 

 

3.2 血小板凝集 

 

3.2.1 アゴニスト惹起血小板凝集 

 

 糖尿病などの血栓形成性疾患においては，生体内において血小板が活性化され易い状

態になっていると考えられている．よってこのような疾患における血小板機能を正確に

測定することは，病態の把握，治療効果の判定において大変重要である．血小板機能検

査には血小板粘着能，顆粒放出能，血小板凝集能などがあるが，最も普及しているのは

血小板凝集能である．それは，血小板凝集が血小板粘着や顆粒放出といった反応を経て

起こるため，血小板凝集能を測定することで他の血小板機能をある程度予測することが

可能であるという背景もある．血小板凝集能を測定するためには，血小板を活性化させ

る必要があり，コラーゲン，ADP，エピネフリンなどの生理的なアゴニストが一般的に

用いられる．通常，血管の内側は血管内皮細胞に覆われており，血小板が血管内皮細胞

に接着することはない．しかし，血管内皮細胞が傷害され，血管内皮下組織が露出され

ると，血流中の血小板がこの損傷部位に粘着し，直ちに凝集塊を形成して血管からの出

血を防ぐ．これらの反応に関与するのが血管内皮下組織の主要な成分であるコラーゲン

であり，傷害された内皮から放出されるADPである．また，血小板自身も自らを強く活

性化するTXA2を産生したり，ADPを放出したりすることにより，短時間でより多くの

血小板を活性化できるようになっている．このように，血小板が活性化されるまでの経

路は複数あり，血管傷害部位において速やかに血栓を形成し止血する機構が備わってい

る．アゴニスト惹起血小板凝集の程度を評価する方法はこれまでに多数考案されており，

血小板凝集の程度を透過光で評価する透過光法，白金電極間の電気抵抗の変化として捕

らえるインピーダンス法[14]，コールタールカウンターを用いて血小板凝集に関与しな

い単一血小板の数から血小板凝集の程度を推定する粒子算定法[15]などがある．最近で

は，散乱光を用いた血小板凝集能測定[8],[9]，フィルターを用いた全血血小板凝集能測
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定[16]も考案されたが，最も臨床において普及しているのは透過光法を用いた血小板凝

集能測定[1]-[3]である． 

 

3.2.2 剪断応力惹起血小板凝集 

 

 血小板を高剪断速度の条件に暴露すると，血小板活性化物質が存在しなくても血小板

凝集が惹起される．ADP などのアゴニストを用いた場合，血小板活性化に伴い高次構

造の変化した血小板膜糖タンパク質である GPIIb/IIIa が血漿中の粘着タンパク質である

フィブリノゲンを介して結合することにより血小板同士の凝集が生じる．一方，剪断応

力惹起血小板凝集の機序はアゴニスト惹起血小板凝集とは異なり，血小板膜糖タンパク

質の GPIb と GPIIb/IIIa が，血漿中の粘着タンパク質の vWF が関与している．剪断応力

によって血小板凝集を惹起させる方法として，検体に一様の剪断応力を負荷することが

可能な円錐平板回転粘度計が用いられる[17]．検体は，回転する円錐と固定した平板の

間に置かれる．PRP や洗浄血小板を用いた実験では，同方法を用いることで血小板凝集

が惹起されることが報告されている[17]．同方法は，円錐が回転することで検体に剪断

応力が負荷される原理であるが，平板上に固定した血管内皮細胞が受ける剪断応力とは

異なり，検体の受ける剪断応力はあくまで流体が受ける剪断応力であって，検体中を浮

遊する血小板の膜表面が受ける剪断応力ではないことを理解する必要がある[18]．また，

剪断応力惹起血小板凝集を評価する方法としては，剪断応力負荷前後の血小板数を計測

する方法や[19]，透過光法によって計測する方法がある[20]．しかし，これらの実験系

や評価系は，研究レベルでは優れているが，臨床における検査装置としては標準化など

の課題があり，実用化には至っていない． 

 

3.3 血小板凝集能測定 

 

3.3.1 透過光法 

 

 1962 年，Born により開発された透過光法が，現在最も標準的な血小板凝集能測定法

として用いられている[1]．測定原理としては，血小板の存在により混濁している血小
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板浮遊液の光透過性が，血小板の凝集に伴い増加する現象を用いている．同測定法は簡

便かつ短時間で測定できることから，多くの施設で使用され，これまでに広く臨床に応

用されてきた．採血から測定までの手順としては，まず採血した血液を遠心分離し，PRP

を取り出す．PRP はほとんど赤血球や白血球を含まず，血小板と血漿のみで構成され，

白く混濁している．通常，20–30 万/µl に血小板数を調整した PRP を円柱状の試験管に

入れ，金属攪拌棒で攪拌しながらアゴニストを加える．その後，凝集に伴い増加する

PRP の光透過性を，PPP を対照として分光光度計で計測する．低濃度のアゴニストを用

いた場合，PRP の光透過性は数%から数 10 %増加し，数分で再び元のレベルに近づく．

この光透過性の変化は，血小板が一時的に凝集しその後凝集塊が解離する現象を反映し

ており，この現象を一次凝集と呼ぶ．また，より高濃度のアゴニストで血小板を刺激す

ると，一次凝集に引き続きより光透過性が増加する非解離性の二次凝集が生じる．透過

光法では，血小板凝集程度を表す光透過性の評価法として，透過光変化率の最大値や血

小板凝集曲線の最大変化率などが用いられているが，最も広く行われている評価法は．

低濃度から高濃度に至る 2，3 種類の濃度を用意し，二次凝集を起こす濃度でパターン

を判定する方法である[21]．高濃度のアゴニストを用いても二次凝集が惹起されない場

合は血小板凝集能の低下と判定し，低濃度のアゴニストでも二次凝集が惹起される場合

は血小板凝集能の亢進と判定する．しかし，血小板凝集能の変化が著名なときはこのよ

うなパターン判定の適用が可能であるが，大部分の患者は血小板凝集能が軽度に亢進し

ているのみであり，この評価法で血小板凝集能を定量化することは困難である．この欠

点を克服して凝集率に定量性を持たせたのが Grading curve 法である[22]．同評価法は，

4，5 種類の濃度を用いそれぞれの最大凝集率を求めた後，最も強い最大凝集率の 50 %

凝集を引き起すアゴニスト濃度を推定する方法であり，各検体について一つの評価値が

求められるという点で数量化に優れ，また再現性も良い方法である．同評価法は，透過

光法を用いて血小板凝集能を評価する際，最も良い方法と考えられるが，1 検体当たり

の測定回数が多く，あまり普及していない．一方，透過光法は現在も最も汎用されてい

る方法だが，その欠点も指摘されている．第一に，血小板数が 10 万/µl 以下の PRP で

は，対照に使う PPP と PRP との光透過性の差が少なく計測できない．第二に，高脂血

症などにより混濁した乳白色の乳び血漿では，その混濁により血小板凝集後の光透過性

の変化が本来よりも小さくなる．第三に，小凝集塊の検出ができず，ある程度の凝集が
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惹起されないと光透過性に変化が現れない．透過光法では，血小板が数個から数百個程

度で形成された凝集塊では検出できず，凝集塊同士がさらに凝集して血小板数が数千個

から数万個程度で形成された凝集塊でようやく光透過性に変化が生じてくることが理

論的にも実験的にも確かめられている[5]．このような理由により，血小板活性化状態

と光透過性変化の相関があまり良くなく，また軽度の血小板活性化の検出感度が低いと

いう欠点が生じてくる．透過光法による血小板凝集能測定は，血小板機能低下，特に先

天性血小板機能異常症の診断には有効であり，何種類かのアゴニストを用いることによ

りかなり的確に血小板機能低下症を診断することが可能である．一方，糖尿病や高脂血

症など血小板機能亢進が動脈硬化や血栓形成傾向に関与していると思われる疾患にお

いて，透過光法では血小板機能を的確に判断，評価することが困難であるという指摘も

ある． 

 

3.3.2 散乱光法 

 

 血小板より大きなサイズの粒子からの散乱光は，粒子径の 2 乗に比例し増加する．こ

の原理はフローサイトメーターで使用され，リンパ球，単球，赤血球などをそのサイズ

で分別できることが分かっている[23],[24]．この原理を用いて血小板凝集能の測定を行

うのが散乱光法である．検体としては透過光法と同様に PRP を用いる．PRP を円柱状

の試験管に入れ，金属攪拌棒により攪拌しながらアゴニストを加え，血小板凝集塊を形

成させる．透過光法では，試験管の中央に赤外線を照射し反対側に抜ける透過光を測定

するのに対し，散乱光法は，約 50 µm に収束した半導体レーザ光を試験管の内壁近傍に

照射して側方より散乱光を検出する．血小板浮遊液中の血小板凝集塊から発生する散乱

光は，周囲に血小板が存在するため多重散乱を受け検出器に到達する前に散乱強度が減

少してしまう．そこで顕微鏡の対物レンズを応用した光学系により，光束の当たる部分

に存在する血小板凝集塊からの散乱光強度を測定する．血小板凝集の結果は，散乱光強

度をその頻度で乗じたものを積算して示す．一般的には 100 個以下の小凝集塊からの散

乱光強度と，それ以上の大きさの凝集塊からの散乱光強度の 2 種に分けて判定すること

が多い．同測定法は，血小板凝集塊の数とその大きさを定量的に測定でき[8]，5，6 個

程度の血小板より形成される小凝集塊から，数万個の血小板より形成される大凝集塊ま
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で検出可能である．これは，凝集早期の軽度の血小板活性化のみが判定できるコールタ

ーを用いた粒子算定法の利点[15]と，凝集後期の大凝集塊の形成のみが評価できる透過

光法[1]やインピーダンス法エラー! 参照元が見つかりません。の利点を兼ね備えている

ことになる．透過光法との相関をみると，高濃度のアゴニストにより大凝集塊が形成さ

れるときは，散乱光法と透過光法はかなり良く合致する．しかし，低濃度のアゴニスト

を使用した場合，散乱光法は小凝集塊の形成を検出できるが透過光法では変化を認めな

いことが多く，解離が生じる．低濃度のアゴニストによる軽度の血小板活性化では，散

乱光法はコールターなどによる粒子算定法との相関が良い．また，透過光法と異なり，

高脂血症などで認められる乳び血漿の症例，また，血小板数が約 3 万/µl 程度の血小板

減少症例でも血小板凝集能が測定可能である（血小板数が少ないと散乱光強度も低下す

るため，健常人の血小板数を等しくした対照を作成する必要がある）．散乱光を用いた

血小板凝集能の評価はまだ基準値が決定されていないことより，各施設で健常人の検体

を測定しながら患者の検体の判定しているのが現状である．現在までに糖尿病などにお

ける血小板活性化を鋭敏に検出できることが報告され徐々に多くの施設より臨床検体

測定の報告がされるようになっている．また，散乱光法の場合，アゴニストを加えるこ

となく小凝集塊の形成が認められることがあり（自然凝集），血栓形成性疾患で有意に

更新していることが報告されており，鋭敏な血小板機能亢進状態の指標として期待され

ている[11],[25]． 

 

3.4 試料と方法 

 

3.4.1 レーザ散乱粒子計測法による血小板凝集能測定 

 

 本研究では，図 3.1 に示したようなレーザ散乱粒子計測装置（以下 LSPA）を用いた．LSPA

は，低剪断速度で流動する血小板浮遊液にレーザ光を照射し，得られる側方散乱光強度か

ら凝集塊の大きさと数を定量的に評価する．レーザ光には半導体レーザ（波長 675 nm）の

近赤外光を用いている．そして集光レンズを用いて，照射径約 40 µm 程度にまで絞られ試

料に照射される．試料は，専用の外径 7 mm，高さ 50 mm の円柱状のガラスキュベット（glass 

cuvette）に入れて実験を行なう．キュベットはインキュベーター（incubator）を用いて生体
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内と条件が等しくなるように 37 °C（± 0.5 °C）に保温されている．また測定中はキュベッ

ト内の金属攪拌棒ーが 1000 rpm で回転しており，試料を攪拌する．レーザ光は，キュベッ

トの内壁より約 1 mm の近傍に照射され，2 箇所の測定領域（20×60×140 µｍ）より入射光

の光軸に対して 90 °方向の散乱光を対物レンズにて集光し，2 つのフォトダイオードにより

散乱光強度を電圧として 100 µs 毎に検出する．その際，未凝集の血小板からの散乱光は差

動増幅器により雑音として除去され，凝集塊からの散乱光のみが絶対値回路と AD コンバー

ターを経てパソコンに電圧値として記録される（図 3.2）． 
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図 3.1 レーザ散乱粒子計測装置（LSPA）概略図 
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図 3.2 血小板凝集塊からの散乱光の検出方法 
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3.4.2 データ解析 

 

 電圧値として記録された散乱光強度は，1 から 32 の閾値によりレベル分けされ（図

3.3），各閾値における検出回数（図 3.3 のピーク数）を時系列で解析可能である（図 3.4）．

閾値 2 から 21 までを小凝集塊（S 領域），閾値 22 から 27 までを中凝集塊（M 領域），

閾値 28 から 31 までを大凝集塊（L 領域）とし，各領域内で検出された散乱光強度の総

和（総散乱光強度）の時系列変化を凝集曲線として解析可能である（図 3.5）．ここで，

閾値 L を（3.1）式に，S，M，L の各領域の総散乱光強度を（3.2）式より定義した．散

乱光強度 Iは粒子径の2乗に比例することから，閾値Lは粒子径に対して線形性を示し，

検出された凝集塊の大きさを表す指標となる．よって LSPA を用いた血小板凝集能測定

では，凝集能は各領域の総散乱光強度で定義され，凝集塊の大きさと個数を反映する．

なお，凝集していない単一血小板からの微弱な散乱光強度（閾値 1 以下）と出力電圧が

飽和に達した散乱光強度（閾値 32 以上）は解析データに含めなかった． 
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図 3.3 LSPA を用いて検出された散乱光強度から変換された電気信号のイメージ図 
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図 3.4 閾値別血小板凝集塊における検出回数の時系列変化 
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図 3.5 小，中，大凝集塊における血小板凝集曲線 

 

  6.20log1.16 10 −×= IL

 L: Threshold level 1≦L≦32, I: Scattered light intensity   （3.1） 

 

 各領域の総散乱光強度 = 各領域の閾値 L（散乱光強度 I）× 検出回数 （3.2） 
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3.4.3 血小板の前処理 

 

 国立病院機構埼玉病院倫理員会において承認を得ているインフォームドコンセント

の下，30 人（健常者 15 人，抗血小板薬を服用していない 2 型糖尿病患者 15 人）のボ

ランティアに本実験で使用する血液を提供してもらった．あらかじめ全血液の 1/10 体

積量の 3.8%クエン酸を入れたポリプロピレンチューブに肘正中静脈から採血した血液

を収集した．PRP はクエン酸採血で収集した血液試料を室温で 120 g で 10 分間遠心分

離して得た．PRP を取り除いた血液試料をさらに 1500 g で遠心分離したものを貧血小

板血漿 PPP として用いた．PRP は PPP で希釈し，血小板数 300,000 cells/µl に調整した．

健常者の血液から作成した調整 PRP を正常血小板，糖尿病患者の血液から作成した調

整 PRP を糖尿病血小板とした． 

 

3.4.4 実験プロトコール 

 

 測定時間は 10 分間とし，キュベット内の金属攪拌棒の攪拌だけで血小板凝集を惹起

させる実験（自然凝集）と，低濃度の血小板凝集惹起物質（終濃度 ADP 0.5 µM, エピ

ネフリン 0.3 µM, コラーゲン 1.0 µg/ml）を用いた実験を行った．血小板凝集惹起物質

は，測定開始 1 分後に調整 PRP に添加した．得られた測定データから血小板凝集能を

二通りの解析法で評価した．1）測定開始から 10 分間の S 領域における総散乱光強度を

求めた．これは，小凝集塊生成後の血小板凝集能を表す．2）測定開始 1 分後から 3 分

後までの 2 分間の S 領域における総散乱光強度（自然凝集以外）を求めた．これは，血

小板の活性化から小凝集塊生成初期の血小板凝集能を表す． 

 

3.4.5 統計解析 

 

 凝集能解析のデータは平均値±標準偏差で表し，健常者および糖尿病患者の血小板凝

集能における有意差検定には Steel 検定[26]を用いた． 
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3.5 結果 

 

3.5.1 自然凝集 

 

健常者および糖尿病患者におけるキュベット内の金属攪拌棒の攪拌だけで血小板凝

集を惹起した際に得られた凝集曲線の典型的な一例を図 3.6 に示した．健常者において

は小凝集塊の形成はほとんど認められなかったが（図 3.6 a），糖尿病患者においては，

小凝集塊の形成が明らかに認められた患者と（図 3.6 b），健常者と同様，僅かな形成し

か認められなかった患者とが存在した． 
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図 3.6 健常者 a) および糖尿病患者 b) における自然凝集曲線の典型例 

 

 また，健常者，HbA1cが 6.5%未満および 6.5%以上の糖尿病患者を対象に，血小板を

自然凝集させる条件で，測定開始から 10 分間のS領域における総散乱光強度を表 3.1 に

示した．その結果，健常者に比し，HbA1cが 6.5%以上の糖尿病患者では 10 分間の総散

乱光強度に有意な増加が認められたのに対し，6.5%未満の糖尿病患者では有意な増加は

認められなかった． 
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表 3.1 健常者，HbA1cが 6.5%未満および 6.5%以上の糖尿病患者における小凝集塊の自然凝集 

 

 糖尿病患者 

 
健常者（n=6） 

HbA1c ＜ 6.5%（n=5） 6.5% ≦ HbA1c（n=6）

血糖値（mg/dl） 95±13 130±60 126±69 

HbA1c（%） 4.9±0.4 5.8±0.3* 7.3±0.5* 

10 分間のtotal SLI（×106 a.u.） 3.5±2.0 6.5±3.5 39.0±31.5* 

Total SLI：総散乱光強度，*: p < 0.05 vs. 健常者 

 

3.5.2 ADP 惹起凝集 

 

 健常者および糖尿病患者における ADP 惹起血小板凝集能測定実験で得られた凝集曲

線の典型的な一例を図 3.7 に示した．凝集曲線は，小，中，大凝集塊から検出された

散乱光強度の総和が経時的に変化している状態を表している．ADP 惹起においては，

健常者では一度小凝集塊（S 領域）が生成した後，凝集塊が解離する一次凝集が認めら

れたのに対し（図 3.7 a），糖尿病患者では，生成した小凝集塊が解離しない二次凝集が

認められた（図 3.7 b）．また，糖尿病患者では小凝集塊とともに中凝集塊の生成が認め

られた． 
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図 3.7 健常者 a) および糖尿病患者 b) における ADP 惹起凝集曲線の典型例 
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 また，健常者，HbA1cが 6.5%未満および 6.5%以上の糖尿病患者を対象に，測定開始

から 10 分間のS領域における総散乱光強度，および測定開始 1 分後から 3 分後までの 2

分間のS領域における総散乱光強度を表 3.2 に示した．その結果，健常者に比し，HbA1c

が 6.5%以上の糖尿病患者では 10 分間と 2 分間の両方で総散乱光強度に有意な増加が認

められた．一方，6.5%未満の糖尿病患者では 10 分間の総散乱光強度に有意な増加は認

められなかったが，2 分間の総散乱光強度には有意な増加が認められた． 

 

表 3.2 健常者，HbA1cが 6.5%未満および 6.5%以上の糖尿病患者における小凝集塊のADP惹起

血小板凝集 

 

 糖尿病患者

 
健常者 (n=6) 

HbA1c ＜ 6.5%（n=7） 6.5% ≦ HbA1c（n=9）

血糖値（mg/dl） 82±10 116±54* 135±76* 

HbA1c（%） 4.5±0.4 5.7±0.4* 7.3±0.5* 

10 分間のtotal SLI（×106 a.u.） 22.0±13.2 31.2±18.9 64.0±25.8* 

ADP 添加後 2 分間の total SLI 

（×105 a.u.） 
10.6±10.4 64.4±48.5* 96.0±69.0* 

Total SLI：総散乱光強度，*: p < 0.05 vs. 健常者 

 

3.5.3 エピネフリン惹起凝集 

 

健常者および糖尿病患者におけるエピネフリン惹起血小板凝集能測定実験で得られ

た凝集曲線の典型的な一例を図 3.8 に示した．エピネフリン惹起においては，健常者で

は小凝集塊のみの生成が認められたが（図 3.8 a），糖尿病患者では小，中凝集塊の生成

が認められた（図 3.8 b）． 
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図 3.8 健常者 a) および糖尿病患者 b) におけるエピネフリン惹起凝集曲線の典型例 

 

 また，健常者，HbA1cが 6.5%未満および 6.5%以上の糖尿病患者を対象に，測定開始

から 10 分間のS領域における総散乱光強度および測定開始 1 分後から 3 分後までの 2

分間のS領域における総散乱光強度を表 3.3 に示した．その結果，健常者に比し，HbA1c

が 6.5%以上の糖尿病患者では 10 分間と 2 分間の両方で総散乱光強度に有意な増加が認

められた．一方，6.5%未満の糖尿病患者では 10 分間の総散乱光強度に有意な増加は認

められなかったが，2 分間の総散乱光強度には有意な増加が認められた． 

 

表 3.3 健常者，HbA1cが 6.5%未満および 6.5%以上の糖尿病患者における小凝集塊のエピネフ

リン惹起血小板凝集 

 

 糖尿病患者

 
健常者 (n=6) 

HbA1c ＜ 6.5%（n=5） 6.5% ≦ HbA1c（n=7）

血糖値（mg/dl） 86±11 103±23 138±64* 

HbA1c（%） 4.3±0.2 5.7±0.8* 7.1±0.4* 

10 分間のtotal SLI（×106 a.u.） 21.7±10.4 37.2±18.0 53.8±21.4* 

エピネフリン添加後 2 分間のtotal 

SLI（×105 a.u.） 
2.3±2.6 60.1±73.7* 64.6±71.2* 

Total SLI：総散乱光強度，*: p < 0.05 vs. 健常者 
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3.5.4 コラーゲン惹起凝集 

 

健常者および糖尿病患者におけるコラーゲン惹起血小板凝集能測定実験で得られた

凝集曲線の典型的な一例を図 3.9 に示した．コラーゲン惹起においては，健常者，糖尿

病患者ともに小，中，大凝集塊への生成が経時的に推移する様子が認められた（図 9 a, 

b）．また，中凝集塊の生成においては両者で同程度であるのに対して，小凝集塊と大凝

集塊の生成においては糖尿病患者で明らかに増大していた． 
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図 3.9 健常者 a) および糖尿病患者 b) におけるコラーゲン惹起凝集曲線の典型例 

 

また，健常者，HbA1cが 6.5%未満および 6.5%以上の糖尿病患者を対象に，測定開始

から 10 分間のS領域における総散乱光強度および測定開始 1 分後から 3 分後までの 2

分間のS領域における総散乱光強度をTable 3.4 に示した．その結果，健常者に比し，糖

尿病患者の両群において 10 分間の総散乱光強度に有意な増加は認められなかったが，2

分間の総散乱光強度には有意な増加が認められた． 
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表 3.4 健常者，HbA1cが 6.5%未満および 6.5%以上の糖尿病患者における小凝集塊のコラーゲ

ン惹起血小板凝集 

 

 糖尿病患者

 
健常者 (n=5) 

HbA1c ＜ 6.5%（n=6） 6.5% ≦ HbA1c（n=8）

血糖値（mg/dl） 86±11 117±58 113±22*

HbA1c（%） 4.2±0.2 5.4±0.6* 7.0±0.3*

10 分間のtotal SLI（×106 a.u.） 17.8±7.3 30.3±19.8 22.5±17.7

コラーゲン添加後 2 分間のtotal 

SLI（×105 a.u.） 
9.4±14.4 55.1±19.3* 34.1±26.5*

Total SLI：総散乱光強度，*: p < 0.05 vs. 健常者 

 

以上の結果から，同種同濃度の惹起物質で血小板を刺激した際，健常者に比し，糖尿

病患者では血小板凝集能が亢進していることが示された．また，測定開始 1 分後から 3

分後までの2分間のS領域における総散乱光強度を血小板凝集能として評価することで，

糖尿病患者における血小板凝集能の亢進をより高精度に検出できることが示された． 

 

 

3.6 考察‐レーザ散乱粒子計測法による血小板凝集能測定の有用性‐ 

 

緒言でも述べたように，糖尿病患者における血栓性合併症の発症・進展の予防には早

期の血小板凝集能亢進の検知，つまり血小板凝集能測定における小凝集塊の高精度な検

出が必要不可欠である．本章では，健常者と合併症を伴わない糖尿病患者における小凝

集塊の自然凝集を，散乱光法を用いて検討した．2 型糖尿病患者を対象に厳格な血糖コ

ントロールにより患者のQOLを脅かす網膜症や腎症，神経障害といった細小血管合併症

の発症･進展が阻止できるかどうかを 6 年間追跡したKumamoto Studyにおいて，HbA1c

が 6.5％未満，食後 2 時間血糖値が 180mg/dl未満であれば細小血管合併症の出現する可

能性が少ないことが報告されている[27]．よって，糖尿病あるいはその予備軍の早期発

見，合併症発症の予防診断を目的に，糖尿病患者をHbA1cが 6.5%未満と 6.5%以上に分
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け血小板凝集能を測定した．その結果，健常者に比し，HbA1cが 6.5%以上の糖尿病患者

では小凝集塊の有意な増加が認められたが，HbA1cが 6.5%未満の糖尿病患者では有意な

増加は認められなかった．このことは，HbA1cが 6.5%未満の糖尿病患者では，自然凝集

をする患者としない患者が存在することが原因であると考えられる．先行研究において，

糖尿病患者における自然凝集の増加は既にいくつか報告されている[10]-[12]．Fukudaら

は，健常者に比し糖尿病患者において有意に自然凝集が増加していることを報告してい

るが，糖尿病患者の平均HbA1cが 7.5%であり[10]，一概に本結果とは比較し難い．また

Iwaseらは，糖尿病が進行することで併発する網膜症，腎症，神経障害の重篤度に伴っ

て自然凝集の有意な増加を報告しているが，健常者とこれらの合併症を伴わない糖尿病

患者とでは自然凝集に有意な差は認められていない[11]．よって，合併症の併発もなく

HbA1cも 6.5%未満である糖尿病患者において検討した報告は未だなく，本実験結果から

も自然凝集のみで糖尿病の初期および合併症併発前の血小板凝集能の亢進は検知でき

ないため，惹起物質による血小板凝集能測定が必要だと思われる． 

次に低濃度の血小板凝集惹起物質を用いて検討を行った．LSPAなどの凝集計によるin 

vitro系の血小板凝集機序は，生体内の血栓止血機構とは異なる．血小板は，通常碁石の

ような円盤状を示しているが，凝集惹起物質の添加により活性化され，棘状の偽足を出

した球状に形態変化する．血小板の活性化に伴い，血小板膜糖タンパク質である

GPIIb/IIIa複合体が活性化し粘着タンパク質の高親和性受容体に構造を変化させる．血

漿中には二量体構造を持つ粘着タンパク質のFibrinogenが存在するため，活性化血小板

同士をFibrinogenがGPIIb/IIIaを介して架橋することで可逆的な血小板凝集が起こる（一

次凝集）．そして凝集が惹起されると血小板の形態変化は促進され，凝集した血小板の

偽足が複雑に絡み合い，ADPなどの濃染顆粒の放出や強い血小板凝集作用を持つTXA2

を産生する．放出されたADPやTXA2は他の血小板を活性化し，不可逆的な凝集を亢進

させる（二次凝集）[28]．ADP惹起による血小板凝集は，血小板膜上の受容体にADPが

結合することにより，一次凝集を惹起することが報告されている[29]．本実験のADP惹

起血小板凝集能測定においても，健常者では小凝集塊において，糖尿病患者では中凝集

塊において一度凝集塊が生成した後に凝集塊が解離する一次凝集が認められた．エピネ

フリンは，血小板膜上に存在するα2-adrenaline受容体を介して血小板凝集を惹起するこ

とが知られている[30]．またエピネフリン自体は血小板凝集惹起物質ではなく，ADP結
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合の親和性を増強させることで凝集を惹起しているという報告がある[31]．そのため，

本実験のエピネフリン惹起血小板凝集能測定で観察された緩やかな凝集反応は，上述し

た一次凝集を経た後，二次凝集が起こっていると考えられる．コラーゲンによる血小板

活性化は，血小板膜上のコラーゲン受容体であるGPVIとの結合により，刺激がチロシ

ンリン酸化を介して伝達されると考えられている[32]．またコラーゲン惹起による血小

板凝集は，ADPやエピネフリンとは異なり，一次凝集を経ずに最初から放出反応を伴う

二次凝集を惹起するという報告がある[33]．本実験のコラーゲン惹起血小板凝集能測定

においても，コラーゲン添加直後から大凝集塊を惹起する強い凝集反応が観察された．

何れの惹起物質を用いた血小板凝集能測定においても，凝集曲線のパターンは同様であ

るが，健常者に比し，糖尿病患者ではより大きな凝集塊が生成されており，糖尿病患者

において血小板凝集能の亢進が示された．糖尿病患者の血小板凝集能亢進は，上述した

凝集機序からも，糖尿病患者の血小板におけるFibrinogenに対する結合の亢進[34]や

TXA2合成亢進[35]が関与していると考えられる． 

さらに，健常者，HbA1cが 6.5%未満および 6.5%以上の糖尿病患者を対象に，ADP，

エピネフリン，コラーゲン惹起血小板凝集能測定から得られたデータを二通りの解析法

で評価した．1）小凝集塊生成後の血小板凝集能として，測定開始から 10 分間のS領域

における総散乱光強度を求めた．2）血小板の活性化から小凝集塊生成初期の血小板凝

集能として，凝集惹起物質を添加した測定開始 1 分後から 3 分後までの 2 分間のS領域

における総散乱光強度を求めた．第一の解析法では，小凝集塊の生成量を，第二の解析

法では血小板の活性化を評価している．その結果，HbA1cが 6.5%以上の糖尿病患者にお

いては，コラーゲン惹起を除いて，10 分間の総散乱光強度および血小板凝集惹起物質

を添加後 2 分間の総散乱光強度の両解析法で，健常者に比し，小凝集塊の有意な増加が

認められた．一方，HbA1cが 6.5%未満の糖尿病患者においては，血小板凝集惹起物質を

添加後 2 分間の総散乱光強度でのみ小凝集塊の有意な増加が認められた．この結果は，

従来，解析されてきた小凝集塊生成後の血小板凝集能を評価するよりも，今回我々が提

案した血小板の活性化から小凝集塊生成初期の血小板凝集能を評価する方が，より糖尿

病患者における血小板活性化のし易さや血小板凝集の亢進度を顕著に反映するためと

考えられる．先行研究においては，Matsunoらが合併症を伴わない糖尿病患者における

ADP惹起血小板凝集能測定を検討している[13]．Matsunoらは，まず糖尿病患者を自然
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凝集する患者としない患者に分け，各群を健常者と比較している．その結果，自然凝集

する糖尿病患者では健常者に比べ有意に小凝集塊が増加しているのに対し，自然凝集し

ない患者は有意な差は認められなかった．また，両糖尿病患者群のHbA1cは自然凝集す

る群で平均 7.2%，自然凝集しない群で 6.7%であった．この結果は，本実験結果を支持

するものであり，合併症を伴わなく，HbA1cが低い糖尿病患者では，健常者に比し，自

然凝集および小凝集塊生成後の血小板凝集能，つまり 10 分間の総散乱光強度では判別

しにくいことを示すものである．よって，我々が提案する新しい解析法を用いることに

より，より高精度で糖尿病患者における血小板凝集能の亢進を検出可能であることが示

された．今後，レーザ散乱粒子計測法を用いた血小板凝集能測定は，我々が提案した解

析法を用いることで，様々な疾患に臨床応用が可能であることが期待される． 

 

3.7 結言 

 

本章では，糖尿病患者において血小板凝集能が亢進していることを示した．また，血

小板の活性化から小凝集塊生成初期に血小板凝集能の解析を限定することで，血小板活

性化のし易さと血小板凝集の亢進度を明瞭に検知でき，健常者に比し，糖尿病患者にお

ける血小板凝集能の亢進をより高精度に検出することに成功した．次章以降では，糖尿

病における血栓形成性亢進のもう一つの重要因子である血管内皮細胞に着目し検討を

進めていく．その上で，生体内において血管内皮細胞が曝されている血流と血圧という

血行力学的応力は，最大限考慮すべき実験条件である．しかし，生体内における血流と

血圧の両者を生体外，つまり培養実験系で考慮した研究は少なく，確立された実験系は

未だない．そこで次章では，生体内で血管内皮細胞が曝されている血行力学的応力を生

体外で再現可能な灌流装置の開発に取り組んだ． 
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第４章 圧力・流量同時制御型拍動性灌流装置の開発 

 

4.1 緒言 

 

血管内腔を覆っている血管内皮細胞は，循環系の恒常性維持に重要な役割を果たして

いる．近年，多くのバイオメカニクス分野の研究により血管内皮機能が化学的刺激のみ

ならず機械的刺激によっても調節されていることが明らかにされてきている[1],[2]．生

理的な状態においては，血管内皮細胞は常に血流に起因する剪断応力や血圧に起因する

伸展張力と貫壁性圧力といった血行力学的応力に曝されている．これら応力の大きさは，

解剖学的部位や動物種に応じて異なる[3],[4]．加えて，これら応力の大きさの変化は，

高血圧症，動脈硬化症，血栓症などの血管障害と密接にかかわっている[5]-[7].従って，

血行力学的応力の生体内環境を培養細胞実験においても考慮することは極めて重要で

ある．これまでに，剪断応力，伸展張力，貫壁性圧力を単独に培養血管内皮細胞に負荷

する目的で，様々な種類の装置が開発されてきた．しかし，これら応力を複合的に培養

細胞に負荷する装置はほとんどなく[8]-[10]，生体内の様々な血管レベルにおける応力，

特に圧力については培養細胞実験において再現されてこなかった． 

そこで本章では，体循環の流体力学モデルを構成し，圧力と流量を独立制御すること

で，生体内のあらゆる血管における貫壁性圧力と剪断応力を培養血管内皮細胞に負荷可

能な拍動性灌流装置の開発を目的とした． 

 

4.2 血管内における機械的応力 

 

4.2.1 血流刺激 

 

 血流に起因する剪断応力は，血管壁の内面を覆っている内皮細胞を血流方向に歪ませ

る応力である[11]．半径 r の血管内を粘度 µ の血液が定常的に（層流状態で）流れてい

るとき，血管壁に近い血液は粘性によって引き止められ，血流が中央に比べて遅くなる．
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そのため，血流の速度分布は血管の中心軸からの半径方向の距離 r の二次式で表される

放物線となる（図 4.1）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

内径：r 

基底膜 血管内皮細胞 

血流速度：u 

平滑筋細胞 内弾性板 

図 4.1 円筒血管内において血流が層流状態の場合の速度分布 

 

この速度分布に現れる勾配，いわゆる速度勾配 D は，血液をニュートン流体と仮定し，

血流速度を u で表すと， 

 
dr
duD −=        （4.1） 

となる．この速度勾配を持つ血液の流れは，血管壁を流れの方向に押しやる力，すなわ

ち剪断力を血管に及ぼす．単位面積当たりの剪断力を剪断応力，あるいは接線応力，ず

り応力と呼んでいる．血液がニュートンの粘性法則に従うとすると， 

 τ
u

D 1
−=        （4.2） 

の関係が成り立つ（ここで，τ は剪断応力）ので，τ の大きさは流体の粘度と速度勾配

（剪断速度）の積 

 
dr
duµτ =         （4.3） 

として表すことができる[12]．このことは，ある径の血管壁に加わる剪断応力の強さは，

血管の粘度および流速に依存することを意味している． 
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 剪断応力は解剖学的部位の違いで変化するが，同じ解剖学的部位においても異なる動

物種や動物とヒトでは違いがある．また，同じ動物種やヒトにおいて動脈の種類別に平

均剪断応力の大きさを計算すると，その大きさの違いは大動脈起始部からの距離に依存

している．つまり，血管がより下流に位置するほど剪断応力の大きさはより小さくなる

[13],[14]．しかし，細動脈，毛細血管，細静脈を含む微小循環における血行動態や血液

レオロジーは，上述した動脈系を含む広域循環における血行動態や血液レオロジーとは

違う．なぜならば，微小循環では血流は小さくなるが，血管の内径も小さくなるので，

血管壁の剪断速度が大動脈より大きくなる．従って，微小循環における剪断応力は広域

循環における剪断応力よりも比較的大きい[15]．一方で，同じ種類の動脈において異な

る動物種やヒトで平均剪断応力の大きさを計算すると，その違いは明らかである[4]．

実験動物のデータとヒトのデータを比較すると，より小さな動物種において平均剪断応

力がより大きくなっている．表 4.1 にKamiyaらが計算した，血管部位別の剪断応力の値

を示した[16]．ヒトの生理的条件化の大動脈では 10-20 dyn/cm2，一方，静脈では 1-6 

dyn/cm2の剪断応力が血管壁に作用する．ここで示した値は平均血流量から算出した平

均値である． 

 血管内皮に作用する剪断応力を概算することはできるが，厳密に決定することは極め

て難しい[17],[18]．なぜならば，血管は直線的な導管ではなく，三次元的に複雑な形態

を取り，かつ弾性があるからである．血管は，湾曲や分岐もしているため，血液の流れ

が非常に複雑化し，血管壁にかかる剪断応力の分布も込み入っている．また，血流が湾

曲部や分岐部に差し掛かると，血液が壁について流れることができなくなり，一時壁か

ら離れて再び壁に付くようになる．これを流れの剥離（flow separation）と呼んでいる．

流れの剥離の起こる場所では血流はよどんでゆっくり渦巻く流れが生じる．こうしたと

ころでは血管壁にかかる剪断応力は小さく，その方向や強さが非定常となってしまう

[19]．さらに，実際の血流は三次元の形状に沿った層流ではなく，時間的にも空間的に

も不規則な二次流や乱流が生じ，壁ずり応力の分布も大変複雑になる． 
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表 4.1 血管部位別における剪断応力[16]より引用 

 

血管部位 
血管径 

（cm） 

血流速度 

（cm/s） 

剪断速度 
（s-1） 

粘度 

（Pa·s） 

剪断応力 
（Pa） 

大 動 脈 1.0 50  400 0.003  1.2 

中 動 脈 0.3 13   347 0.003  1.04 

〃 0.3 19   525 0.003   1.58 

〃 0.34 23   546 0.003   1.64 

小 動 脈 0.1  8   640 0.0029   1.86 

終末動脈 0.06  6   800 0.0028   2.3 

細 動 脈 0.002  0.3 1 200 0.0012   1.41 

毛細血管 0.000 55      2.08 

〃 0.000 53      2.61 

〃 0.000 7    ~10 

細 静 脈 0.003  0.07   187 0.0015   0.28 

終末静脈 0.15  1.3    69 0.003   0.2 

小 静 脈 0.24  1.5    50 0.003   0.15 

中 静 脈 0.6  3.6    48 0.003   0.14 

大 静 脈 1.25 33.0   211 0.003   0.63 

 

 従来，剪断応力の計算は血管壁が平坦であることを前提としてきたが，実際には血管

壁内面を覆う内皮細胞には高さ（数 µm）があり，微視的に見ると凹凸がある．山口は

この問題を数値流体力学的に検討し，1 個の内皮細胞にかかる剪断応力は部位により異

なり，一様とならないことを証明した[20]．例えば，流れの方向が内皮細胞の長軸に対

して直交するときは，最も背の高い細胞核部分の下流には渦が生じ，表面の剪断応力は

最低値と最高値とで数倍の開きがあるという． 

 また，病的状態にある血管では剪断応力の大きさは変わる．例えば，血管に粥状動脈

硬化（アテローム）による狭窄性病変が存在すると，狭窄部には非常に大きい剪断応力

が発生する[21],[22]．Backらは，直径 3 mmの冠状動脈に 50 %の狭窄があり，血流量が

100 ml/minのときの剪断応力をNavier-Stokesの運動方程式から計算した．その結果，1

心拍内で瞬間最大 400 dyn/cm2の剪断応力がかかることが分かった[21]． 
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 また，細動脈レベルでは，収縮や弛緩に伴い血管の形状が大きく変化するので，壁の

粘性が異常に高まると内皮にかかる剪断応力も増加する．他方，出血などで血流速度が

低下し，白血球が血管壁に付着するような状態では，血液の見かけの粘性が上昇し，血

管壁にかかる剪断応力が 390 dyn/cm2（径が 50 µmの細動脈）に達することが報告され

ている[23]． 

 

4.2.2 血圧刺激 

 

 血圧は心拍動に伴って周期的に変動するため，血管内皮も血管の円周方向に周期的に

伸展され，内皮細胞には伸展張力が発生する．また，内皮細胞は血圧と血管外の組織圧

との圧較差による貫壁性圧力を受けて細胞が圧平される．血圧プロファイルは，解剖学

的部位のみでなく，動物や組織の違いにも依存している[3]．生体内において血管の内

圧は，血管径が約 300-400 µm で徐々に減少し始め，約 300-400 µm の径を有する小動脈

から約 10 µm の径を有する細動脈までの血管が抵抗動脈として機能する[24]．また，心

拍動に伴い血管径が伸展する割合は，ヒトの大動脈で 9 ~ 12 %，頚動脈で 1 ~ 2 %，大

腿動脈で 2 ~ 15 %，肺動脈で 6 ~ 10 %，イヌの大動脈では 1 ~ 8 %，ネコの大動脈では

15 %程度と報告されている[25]．しかし，貫壁性圧力で内皮細胞の変形がどの程度起き

るかについては良く分かってない． 

 

4.3 機械的応力負荷装置 

 

4.3.1 剪断応力負荷装置 

 

 血管内皮細胞に対する剪断応力の影響を検討する研究は，培養した細胞に定量的な流

れを負荷する実験装置が導入されてから急速に進展した．これまで種々のタイプの負荷

装置が考案され，実験に使用されてきた．その主な装置は，回転円盤型[26],[27]，平行

平板型[28]-[30]，チューブ型[8],[31]である． 

 以下に回転円盤型負荷装置について述べる[26],[27]．ディッシュの底に培養細胞を直

接付着させるか，あるいは細胞を付着させたカバースリップを設置し，ディッシュの中
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の培養液中に円盤を浸す．この円盤をモーターで回転させると培養液が同心円状に流れ，

細胞に剪断応力がかかる．表面が平らな円盤を使うと，細胞にかかる剪断応力の大きさ

はディッシュの中心からの距離に依存する（ディッシュの外側ほど剪断応力は大きくな

る）が，円錐版ではディッシュのすべての場所で一様な剪断応力がかかる．剪断応力の

大きさは， 

 
θ

µωτ =         （4.4） 

ここで，τ は剪断応力，µ は粘度，ω は角速度，θ は円錐角である．表面が平らな円盤

では，回転速度および円盤とディッシュの底との距離を変えることで，円錐板では円錐

の角度と回転速度を変えることで，細胞にかかる剪断応力の大きさを調節することがで

きる．また，本装置は非層流性の流れを負荷することにも使われる．円錐の角度を大き

くし，回転速度を高くすると円周方向の流れが円錐板の近くでは中心から外側へ，ディ

ッシュの底面では外側から中心へ向かうようになる．このため，ディッシュ底面に付着

している細胞層には場所によって作用する剪断応力の大きさが不均一になり，また，流

速のベクトルも時間的，空間的に非定常になる． 

 次に，平行平板型負荷装置について述べる[28]-[30]．プラスチックあるいはガラスで

できた平板に対向してある厚さのガスケットを挟み，細胞の付着したカバースリップあ

るいはガラス板を置く．液の出口と入り口を付け，シリコーンチューブと連結し，リザ

ーバからローラーポンプで液を灌流する．このとき流路の断面は長方形となり，細胞に

かかる剪断応力は後述する式（4.7）で算出することができる． 

 最後に，チューブ型負荷装置について述べる[8],[31]．細胞付着性の良いシリコーンチ

ューブの内面に細胞を培養し，チューブの中に培養液を灌流することで細胞に流れ刺激

を加える．シリコーンチューブは弾性があるので流れを起こすと内圧が増加しチューブ

が伸展し，細胞には剪断応力とともに伸展張力が働く．ポンプの出力を調節して拍動性

に液を送ると，実際の生体の血管で見られる血流プロファイルを模擬した負荷を行うこ

とができる． 

 

4.3.2 伸展張力負荷装置 
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 伸展張力の作用は内皮細胞を弾性膜上に培養し，それを引き伸ばして細胞の反応を検

討することができる．Sumpio らは，コンピュータ制御のできる伸展張力負荷装置を開

発した[32]．底が親水性の弾性膜でできた円形ディッシュに細胞を培養し，ディッシュ

を装置に設置する．ディッシュの底に定量的な陰圧をかけると，弾性膜は一定の距離を

伸びて細胞に伸展張力がかかる．陰圧を除くと膜は元の状態に戻るので，これを繰り返

すと in vivo の血管に作用する周期的な張力刺激を細胞に与えることができる．しかし，

この装置の難点はディッシュの底の細胞に均一な張力がかからないことである．円形の

弾性膜の辺縁は良く伸びるので細胞にかかる伸展張力は大きいが，中心部はそれほど伸

びず伸展張力は小さい．この問題を解決する方法として，Naruse らは，極薄シリコーン

膜チャンバを用い，細胞全体に均一な伸展刺激を加えることのできるシステムを開発し

た[33]． 

 

4.3.3 貫壁性圧力負荷装置 

 

 血管内皮細胞に対する貫壁性圧力の影響を検討する研究は報告が少ない．Hishikawa

ら[34],[35]は，密閉容器内に培養血管内皮細胞を設置し，圧縮ヘリウムガスを注入する

ことで内圧を上昇させた．また，Sato ら[36],[37]は，平行平板型負荷装置を改良し，リ

ザーバの高さを調節し水柱圧差を利用することで静水圧負荷を実現した．Hishikawa ら

の方法では細胞培養液や酸素の交換が行えないため，長時間の圧力負荷は難しいが，

Sato らの方法では酸素をバブリングした細胞培養液を微量に灌流しているため，長時間

の圧力負荷が可能である． 

 

4.4 圧力・流量同時制御型拍動性灌流装置の開発 

 

4.4.1 ３要素 Windkessel モデル 

 

３要素Windkesselモデルは最も広く応用されている体循環の集中定数モデルである

[38]．３要素Windkesselモデルは，大動脈特性インピーダンス（Rc），大動脈コンプライ

アンス（C），末梢血管抵抗（Rp）から構成されている．３要素Windkesselモデルにより，
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生体に近い圧力波形や流量波形を作り出すことができる[38]-[40]．大動脈特性インピー

ダンスは拍動性の流入に対する大動脈の抵抗を表し，圧力を流量で割ることで表される．

大動脈コンプライアンスは体積増加に対する大動脈の弾性特性を表し，体積変化を圧力

変化で割ることで表される．末梢血管抵抗は血流に対する末梢血管床の抵抗を表し，平

均圧力を平均流量で割ることで表される． 

 

4.4.2 構成要素 

 

３要素Windkesselモデルの流体力学モデルは過去の研究において考案されている[38]．

我々は，その流体力学モデルを拍動性灌流装置に応用した．装置の模式図を図 4.2 に示

す． 

 C

 

Rp

Rc 

 

図 4.2 培養血管内皮細胞用拍動性灌流装置の概略図 

 

前述した３要素Windkesselモデルにおいて，大動脈特性インピーダンス（Rc）と末梢血

管抵抗（Rp）はレジスタンスチューブで，大動脈コンプライアンス（C）はコンプライ

アンスチューブで実装した．本装置で唯一の駆動源である圧力ポンプは，圧力を伴った
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一方向の拍動流を生成する．圧力ポンプ前後で逆流が生じないように注入口と排出口に

は逆支弁が接続されている．圧力ポンプはシリコンフィルムでエアチャンバとメディウ

ムチャンバに仕切られている．またエアチャンバは電磁弁（MTV-3-NM6H-1, Takasago 

Electric, Nagoya, Japan）に接続されており，電磁弁はエア・コンプレッサ（T08P5S03, 

Amadera Pneumatics, Tokyo, Japan）に接続されている．大気圧とエア・コンプレッサか

らの圧力はファンクションジェネレータ（VP-7422A, National, Osaka, Japan）を使って 1 

Hz毎に電磁弁で切り替えられている．圧力ポンプから出力される圧力波形を図 4.3 に示

す． 

 

 

図 4.3 圧力ポンプから出力される圧力波形 

 

式に従って，流量（Q）とチューブ長（l）に比例し，チューブ

径（r）に反比例する． 

 

2 つのレジスタンスチューブは圧力と流量を制御する．レジスタンスチューブは，両

端に注射針（23G×1”または 26G×1/2”，JMS，Tokyo，Japan）を取り付けた極めて細

いポリエチレンチューブ（Intramedic PE 20 または PE 50，Clay Adams，Becton Dickinson，

NJ，USA）から成る．層流の場合，レジスタンスチューブの両端の 圧力損失（DP）は，

ハーゲン‐ポアズイユの

4
8

rπ
QlDP µ

=        （4.5） 

ここでµは粘度である．本装置において，2 つのレジスタンスチューブ以外の 圧力損失

は考慮しなかった．コンプライアンスチューブは，サフィード延長チューブ（SF-ET3825，
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TERUMO，Tokyo，Japan）の一端に空気を封入することで脈幅を制御する．一定温度に

おいて，コンプライアンスチューブの空気容量は，ボイルの法則に従って圧力に反比例

する．本装置の初期状態は，圧力は大気圧とし（Pa），コンプライアンスチューブに封

入されている空気容量はVaとする（図 4.4 a）．灌流液（Vm）がコンプライアンスチュー

ブに流れ込むと，コンプライアンスチューブ内に空気圧縮が生じ，式（4.6）に従って

圧力（P）が働く（図 4.4 b）．また，コンプライアンスチューブのコンプライアンスC

式（4.7）で表される． 

PP +(

は

 aama VPVV =− ))(       （4.6） a

P
V

C m=         （4.7） 

 

Air: Va

Atmosphere pressure: Pa

Air: Va - Vm Pressure: Pa + P

a) b)

Main channel

Air: Va

Atmosphere pressure: Pa

Air: Va - Vm Pressure: Pa + P

a) b)

Main channel  

 

図 4.4 コンプライアンスチューブ概略図 

 

フローチャンバはアッパーデッキ，シリコンガスケット，培養ディッシュから構成さ

れており，培養血管内皮細胞に負荷される剪断応力を制御する（図 4.5）．アッパーデッ

キは透明なポリカーボネートで作られており，インレットとアウトレットに接続されて

いる．シリコンガスケットはアッパーデッキと培養ディッシュの 真空ポンプで減圧

することで挟まれており，直方体の形をした流路を作り出す．血管内皮細胞はポリスチ

ン製のディッシュ

間に

レ 上に培養されている．剪断応力は次の式（4.7）で計算される． 

 2

6
wh

Qµτ =        （4.7） w

ここで，τwは剪断応力（Pa），µは粘度（8.5×10-4 Pa・s at 37℃），Qは流量（cm3/s）,w は
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流路の幅（5 mm），hは流路の高さ（0.254 mm）である．2 つの圧力トランスデューサ（PM/4，

Living Systems Instrumentation，Burlington，USA）は圧力ポンプの直後とフローチャン

バの直前に置いた．2 つの圧力トランスデューサはフローチャンバと同じ高さにし，圧

力は初期値を 0 に設定した．細胞培養液である灌流液は,実験中,高温槽でメディウムリ

ザーバを 37 °Cに保っており，メディウムリザーバに混合ガス（CO2 5 %，O2 20 %，N2 

balance）をバブリングすることで灌流液のpHを 7.4 に保った．圧力ポンプ，レジスタン

スチューブ，コンプライアンスチューブ，フローチャンバもまた実験中 37 °Cに保った．

すべての構成要素はサフィード延長チューブ（SF-ET3825，TERUMO，Tokyo，Japan）

繋がっている． 

 

で

Silicone gasket

Culture dish

Upper deck

in out

Width: w

Height: h

Flow channel

Cultured endothelial cells  

 

図 4.5 フローチャンバ概略図 

.4.3 シミュレーション 

 

4

 

 フローチャンバ内の圧力と流量は図 4.6 に示した装置の等価電気回路をシミュレーシ

ョンすることで決定する．等価電気回路における電圧，電流，電荷は，装置における圧
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力，流量，体積に相当する．しかし，実際にはコンプライアンスチューブに流れ込む体

積は圧力に正比例しないので，圧力は式（4.6）を使って計算する．シミュレーション

の入力圧力（P0）は図 4.3 に示した圧力ポンプからの実際の測定値を使う．初期状態に

おいて入力圧力（P0）が 0 のときは，フローチャンバ内の圧力（P）と流量（Ic，Ip，I）

は 0 である．P0とPはゲージ圧である．フローチャンバ内の圧力（P）と流量（Ip）は，

次の手順によってシミュレートされる．レジスタンスチューブ（Rc）における流量（Ic）

次の式（4.8）で計

 

は 算される． 

c
c R

I
PP )( 0 −

=       （4.8） 

レジスタンスチ る． 

 

 ューブ（Rp）における流量（Ip）は次の式（4.9）で計算され

p
p R

PI =        （4.9） 

コンプライアン

込む流量（I）の総和は，コンプライアンスチュー

内の空気圧縮（

 （4.11） 

フローチャンバ内

 スチューブに流れ込む流量（I）は次の式（4.10）で計算される． 

 pc III −=        （4.10） 

 コンプライアンスチューブに流れ

ブ Vm）に等しい． 

 ∑= IVm       

 の圧力（P）は，式（4.12）で計算される． 

ma

ma

VV
VP

P
−

=        （4.12） 

 

 

 

図 4.6 装置の等価電気回路図 
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.5 システム評価 

.5.1 抵抗値測定 

レジ

タンスチューブの長さに比例し一意的に決定されることが示された（図 4.8）． 

 

4

 

4

 

 レジスタンスチューブの抵抗値を計算するために，ポリエチレンチューブ PE20 また

は PE50 で作成したレジスタンスチューブにおける圧力損失と流量の関係を検討した．

シリンジポンプ（Genie，Kent Scientific，Connecticut，USA）を用いて，細胞培養液を

一定流量で長さ 20，40，60，80，100 cm のレジスタンスチューブに流し，圧力損失を

計測した．実験中，細胞培養液は 37℃に保った．PE20 と PE50 の内径は，それぞれ 0.38 

mm と 0.58 mm であった．その結果，PE20 または PE50 で作成したレジスタンスチュー

ブともに，すべてのレジスタンスチューブの長さにおいて，圧力損失は流量に比例した

（図 4.7）．また，PE20 または PE50 で作成したレジスタンスチューブの抵抗値は，

ス

 

 

図 4.7 レジスタンスチューブにおける圧力損失と流量の関係 
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図 4.8 レジスタンスチューブにおける抵抗値とチューブ長の関係 

.5.2 シミュレーション値と測定値との精度比較 

合わ

に対して圧力を測定した．また，流量は測定された圧力をRpで割って求めた． 

4.2 設定した平均圧力，平均流量，脈幅の高値または低値 

力（mmHg） 均流量（cm3/min） （mmHg） 

 

4

 

 圧力と流量を独立に制御可能かどうかを検討するため，フローチャンバ直前の圧力と

流量の測定値をシミュレーション値と比較した．平均圧力，平均流量，脈幅の高値およ

び低値を表 4.2 に示したように定め，それら値のすべての組み合わせを出力するために，

Rc，Rp，Cをシミュレーションによって計算した（表 4.3）．そして，シミュレーション

によって得られた各パラメータ（Rc，Rp，C）の値を装置に設定し，すべての組み

せ

 

表

 

 平均圧 平 脈幅

高値 100 4 20 

低値 50 0.5  5 
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表 4.3 平均圧力，平均流量，脈幅の高値または低値の全組み合わせにおいてシステムシミュレ

ションによって得られたRc，Rp，C

力 量 
min/cm3) g·min/cm3) 

ー

 

平均圧 平均流 脈幅 Rc 
(mmHg·

Rp 
(mmH

C (m3/mmHg) 

高値 高値 高値  12.5  25 1293 

高値 高値 低値  12.5 

 

値 低値 低値 200 100  325 

 25 2016 

高値 低値 高値 100 200  155 

高値 低値 低値 100 200  641 

低値 高値 高値  25  12.5  605 

低値 高値 低値  25  12.5 2556 

低値 低値 高値 200 100   76 

低

 

 表 4.3 に示したRc，Rp，Cのすべての組み合わせにおける平均圧力，平均流量，脈幅

の測定データを表 4.4 に示す．結果的に，すべての組み合わせにおいて表 4.2 で定義し

た平均圧，平均流量，脈幅の高値と低値が正確に再現された．従って，本装置は，平均

，平均流量，脈幅を独立に制御可能であることが示された． 

に適用したRc，Rp，Cの全ての組み合わせにおける平均圧力，平均流量，脈幅の計

データ 

min/cm3) g·min/cm3) 
 

 
g) 3/min) Hg) 

圧

 

表 4.4 装置

測

 

R  c

(mmHg·
R  p

(mmH
C (m3/mmHg)

平均圧力

(mmH
平均流量 
(cm

脈幅 
(mm

 12.5  25 1293 100 4 20 

 12.5 

 

 

00 100  325  50 0.5  5 

 25 2016 100 4  5 

100 200  155 100 0.5 21 

100 200  641 100 0.5  6 

 25  12.5  605  50 4 20 

 25  12.5 2556  50 4  5 

200 100   76  50 0.5 20 

2
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4.5.3 生体内測定値の再現 

],[16]を，解剖学的部位を基に組み合わせ（表

.5），それらの値を本装置で再現した． 

4.5 生体内の解剖学的部位における平均圧力プロファイルと平均剪断応力レベル 

部位 平均圧力 (mmHg) 応力 (Pa) 

 

 生体内の血管における圧力と剪断応力を本装置で再現可能かどうかを検討した．ヒト

の血圧と実験動物の剪断応力の測定値[41

4

 

表

 

解剖学的 平均剪断

大動脈 100 1.20 

小動脈  80 1.86 

細動脈  60 1.41 

毛細血管 

静脈  10 0.15 

 30 0.70 

細静脈  20 0.28 

大

 

 その結果，大動脈レベルにおける平均圧力と平均剪断応力は，装置パラメータRc = 11 

mmHg·min/cm3，Rp = 21 mmHg·min/cm3，C = 1816 m3/mmHgによって再現された（図 4.9 

a）．小動脈レベルにおける平均圧力と平均剪断応力は，装置パラメータRc = 10 

mmHg·min/cm3，Rp = 11 mmHg·min/cm3，C = 2172 m3/mmHgによって再現された（図 4.9 b）．

細動脈レベルにおける平均圧力と平均剪断応力は，装置パラメータRc = 16 

mmHg·min/cm3, Rp = 11 mmHg·min/cm3, C = 3394 m3/mmHgによって再現された（図 4.9 c）．

毛細血管レベルにおける平均圧力と平均剪断応力は，装置パラメータRc = 43 

mmHg·min/cm3，Rp = 11 mmHg·min/cm3，C = 2437 m3/mmHgによって再現された（図 4.9 d）．

細静脈レベルにおける平均圧力と平均剪断応力は，装置パラメータRc = 110 

mmHg·min/cm3，Rp = 18 mmHg·min/cm3，C = 2495 m3/mmHgによって再現された（図 4.9 

e）．大静脈レベルにおける平均圧力と平均剪断応力は，装置パラメータRc = 230 

mHg·min/cm3，Rp = 16 mmHg·min/cm3，C = 2567 m3/mmHg（図 4.9 f）． m
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図 4.9 装置を用いた生体内測定データの再現 

.6 システムの有用性と改善点 

 

4

 

 培養血管内皮細胞の研究は，静置条件下での実験がほとんどであるが，上述したよう

に，一部の研究者は血管内皮細胞に対する機械的応力の影響を様々な装置を用いて実験

してきた．また近年，何人かの研究者は生理的な圧力と剪断応力を伴った拍動流が培養

58 



第４章 圧力・流量同時制御型拍動性灌流装置の開発 

血管内皮細胞に与える影響を検討している．Benbrahim らは，偏心カムで駆動するベロ

ーズポンプを用いて，拍動流と拍動圧を生成することが可能な弾性チューブ型灌流装置

を開発し，犬やヒトの動脈の血管弾性を再現した[8]．Shumin らは，定常流を生成する

ギアポンプと脈圧を生成するダイアフラムポンプを用いた弾性チューブ型灌流装置を

開発し，生理的な剪断応力と伸展張力の組み合わせを再現した[9]．Peng らは，2 つの

リアルタイムサーボ機構を制御することで，現実的な圧力波形と流量波形を生成可能な

灌流装置を開発し，動脈の圧力波形と生理的な剪断応力の同時生成を再現した[10]．し

かし現在までに，本章で開発した灌流装置のように，生体の血管の異なったレベルにお

ける圧力と剪断応力の両方を模擬可能な灌流装置は開発されていない．一方，本章で開

発した灌流装置には，改良の余地もまだある．第一に，本装置は，1Hz の一方向正弦波

形を取り入れているが，生体の流量波形は複雑であり[42]，大動脈ではある程度の逆流

も起こっている[43]．さらに大動脈における剪断応力の脈幅は本装置で再現した脈幅よ

りも大きい[44]．第二に，本装置では，平行平板型のフローチャンバを用いたので，培

養血管内皮細胞に対する伸展張力の影響は考慮されていなかった．しかし，弾性チュー

ブ型のフローチャンバ[8]-[10]に血管内皮細胞を培養して本装置に組み込むことで，剪

断応力，伸展張力，貫壁性圧力といったすべての機械的応力の影響を検討することが可

能である．しかし，生体内において，どの程度拍動流の波形や伸展張力が血管内皮細胞

に影響を与えているかはまだ解明されていない．ある報告によると，伸展張力の影響は，

貫壁性圧力や剪断応力の影響よりも小さいことが示唆されている[45]．従って，もし波

形や伸展張力の影響が比較的小さいのであれば，本装置のようにより簡単なモデルを使

て生体内の状態を模擬することで十分であろう． 

.7 結言 

章では，本装置の有用性を

力負荷における血管内皮細胞形態の変化から検討した． 

っ

 

4

 

 本章では，体循環の等価電気回路における流体力学モデルを応用することで，所望の

圧力と剪断応力を独立に制御し，同時に培養血管内皮細胞に負荷することが可能な拍動

性灌流装置を開発した．また本装置を用いて，生体内の異なる血管部位における圧力レ

ベルと剪断応力レベルを高精度に再現することができた．次

応
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第５章 血管内皮細胞形態における血行力学的応力の影響 

 

5.1 緒言 

 

 ヒトの体には細かく分類すると 200 種類にも及ぶ細胞が存在し，上皮，結合組織，筋，

神経組織などの各組織中でそれぞれ分化した機能を果たし，組織や器官の構造と機能を

維持している．これら様々な種類の細胞の中で，生体内で力学的負荷を担う組織に存在

する細胞，あるいは力学的環境の変化に曝されながら機能している細胞は限られており，

その一つに血管内皮細胞がある．血管内皮細胞の機能が，生化学物質のみならず血行力

学的応力によっても調節を受けることは述べてきた．歴史的に見ると，力学的刺激に対

する血管内皮細胞の応答が最初に確認されたのは形態的リモデリングであった．例えば，

血流の速い部位では流れの向きに細長く伸びて配向し，血流が遅いか流れのパターンが

複雑であると考えられる部位では比較的丸い形態をしている，といった観察結果から，

内皮細胞の形態が血流の影響を受けることが考えられていた．しかし，実験よってそれ

らの推論が証明されたのは近年のことであり，また剪断応力や伸展張力が内皮細胞形態

に与える影響は数多くの知見があるが，貫壁性圧力が内皮細胞形態に与える影響や，そ

れら応力の複合的な影響は未だ十分に理解されていない．そこで本章では，前章で開発

した拍動性灌流装置を用いて貫壁性圧力や剪断応力との複合的な応力が内皮細胞形態

に及ぼす影響を検討することで本装置の有用性を確認した． 

 

5.2 血行力学的応力に対する内皮細胞応答 

 

5.2.1 血行力学的応力に対する細胞形態と細胞配向性の変化 

 

 血管内皮細胞の形態は血管部位により異なっている．血流の速いところでは血管内皮

細胞は長円形で，その長軸を血流方向に向けて配列している．一方，血管分岐部など血

流が遅く，あるいは停滞するところでは類円形で，一定の配列方向を示さない[1]-[3]．
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この血管の部位による血管内皮細胞の形態や配列の違いにおける原因の一つには，血流

に起因する剪断応力にある．Flaherty らは，イヌの大動脈の一部を摘出して軸方向に切

り開いた後に，軸方向とは直角に位置している縁同士を縫い合わせ，円筒状に再形成し

た組織を摘出した部位に戻して移植し，経時的な内皮細胞の形態変化を観察した[4]．

その結果，移植直後は血流に対してほぼ垂直方向に配向していた内皮細胞の核が，時間

経過に伴い血流方向に配向を変えることが示された．核と細胞の配向の向きは一致する

ことから，生体内で内皮細胞が血流刺激に応答して形態変化を起こし，流れの方向と平

行に配向することが明らかになった．また Langille らは，ウサギの腹部大動脈を絹糸で

縛り，元の太さの約 50 %の狭窄を作成した[5]．狭窄部直上では血流速度が増大するが，

3日後に狭窄部直上部位の血管内皮細胞は長軸を血流に向けてより細長く変化し，一方，

血流の速さと方向が非定常な乱流が生じる狭窄部直下では，狭窄部作成前には観察され

ていた一定の配列が消失して，形態も丸くなることが走査型電子顕微鏡で確認されてい

る．一方，培養血管内皮細胞に剪断応力を作用させて細胞形態の変化を観察する実験は，

すでに 1971 年の Krueger らによって報告されている[6]．Dewey らは，回転円盤型灌流

装置を用いて粗密な（subconfluent）培養ウシ大動脈内皮細胞に 0.1-0.5 Pa の剪断応力を

8 日間負荷しても形態変化が起こらなかったが，0.8 Pa では 2 日目で細胞の形が円形に

近い敷石状から紡錘形に伸展し，血流と平行に配向することを示した[7]．そして剪断

応力により形態や配向が変化した内皮細胞を静置培養下に戻すと，3-4 時間後から形態

が元に戻り始め，3 日でほぼ刺激前の状態と同じになった[8]．この結果は，剪断応力に

より誘導される細胞形態変化は可逆性であることを示している．こうした細胞形態の変

化および復元の過程は，細胞種により差があるとも報告されている[9]．Levesque と

Nerem は，平行平板型灌流装置を用い，ウシ大動脈血管内皮細胞に 1，3，8.5 Pa の剪断

応力を 24 時間負荷し，細胞形態と細胞配向性について検討した[10]．剪断応力により

細胞形態は類円形から紡錘形に変わり，長軸を流れの方向に向けて配列するようになる

が，形態の変化のほうが早い段階で現れ（1-2 時間），配向の変化はそれよりも遅れる（4

時間）ことを指摘した． 

 生体において，血管内皮細胞の形態を決定付ける因子としては，血管内応力のほかに

内皮下組織におけるコラーゲンなどの細胞外基質の配向も重要である．Dartsch と Betz

は，ミニブタの大動脈血管内皮細胞をコラーゲンコートしたシリコーン膜に培養し，
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15 %の伸展率を毎分 60 回で 3 日間負荷したところ，伸展張力が負荷される方向と直角

に長軸を向けて配列することを観察した[11]．また，心臓の左室の流出路にある大動脈

弁を覆う血管内皮細胞の配列は，血流方向ではなく，弁が閉じている拡張期に受ける圧

力に依存することが知られている[12]．Buck は培養血管内皮細胞の配列が，血管内皮細

胞下の細胞外基質の溝や線維の走行に沿った形態追従効果（contact guidance）を受ける

ことを報告している[13]． 

 

5.2.2 血行力学的応力に対する細胞骨格の変化 

 

 細胞骨格は，細胞質に張り巡らされたタンパク質繊維のネットワークで，細胞形態の

維持や変化，染色体や細胞小器官の移動などの役割を担う構造である．また，細胞に力

学的強度を与え，細胞の運動にも大きな役割を果たす．細胞骨格の主な構成要素は，マ

イクロフィラメント，微小管，中間径フィラメントの 3 種類である．マイクロフィラメ

ントは，アクチンを主成分とした直径 5-9 nm の繊維であり，アクチンフィラメント（F-

アクチン）とも呼ばれ，細胞膜直下の表層に多く存在する．また，細胞に力学的刺激が

加わると，F-アクチンが集合してストレスファイバと呼ばれる太い束を形成する．この

ストレスファイバは特に培養細胞で顕著に観察される．また，F-アクチンにミオシンが

結合することによって，収縮装置（contractile apparatus）が構成されている．微小管，

中間径フィラメントは形態を維持する事を主体としているのに対し，F-アクチンは急激

な形態変化について大きな影響を及ぼす． 

 血管内皮細胞において，細胞骨格は形態や接着，運動あるいは細胞間隙を介する物質

の透過性の制御に関わっている．F-アクチンは，血管内皮細胞における integrity の保持

のほかに，血管内皮細胞が傷害を受けた後の修復（再生能）にも重要な役割を果たすこ

とが知られている[14], [15]．内皮細胞における F-アクチンの分布は，上述した細胞形態

と同様，血管の部位により異なっている．すなわち，局所の血流状態を反映したものと

なっている．Kim らは，ウサギ大動脈内皮細胞の F-アクチンをローダミンファロイジ

ンで染色し血管部位による違いを検討した[16]．腹部大動脈の分岐部で，速い血流が作

用する分岐部直後の内壁の内皮では，血流方向に太いストレスファイバが形成されるが，

血流が遅く，再循環する分岐血管の側壁部では，F-アクチンが細胞の辺縁部に分布した
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高密度周縁帯（ペリフェラルバンド）が観察され，ストレスファイバは短くて細い．生

体内の血管では，大きい剪断応力に曝される大動脈，心臓の左心室，大動脈弁にストレ

スファイバを伴う血管内皮細胞が観察される[17],[18]．血流が増加するとストレスファ

イバが増加する．Masuda らは，イヌの総頚動脈と外頚動脈間に吻合を作成し，血流量

を増加させて血管内皮細胞のマイクロフィラメントの変化を，透過型電子顕微鏡を使っ

て観察した[19]．流速が２倍以上増加した動脈内皮では，１週間で径が 6-7 nm のストレ

スファイバが血流方向を向いて細胞内下部に増加し，2-4 週ではその数がさらに増加，

4-7 ヶ月の慢性期では特に細胞間の接着部に増加してくるのを観察している． 

 

5.2.3 血行力学的応力に対する細胞間接着の変化 

 

 血管内皮細胞は隣り合う細胞同士が互いに接着することで単層を成しており，血管内

皮細胞の細胞間接着は血管の恒常性維持に重要である．血管内皮細胞の細胞間接着は，

密着結合，接着結合，デスモゾーム結合，ギャップ結合から構成されている．その中で

も接着結合は，隣り合う細胞同士が接触した後，早期に形成され，他の結合の形成に重

要な役割を果たすと言われている[20],[21]．接着結合は，隣り合う細胞の細胞膜表面に

突き出したカドヘリンと呼ばれる膜貫通タンパク質同士が，カルシウムイオンの存在下

で同種結合したタンパク質複合体である[22]．カドヘリンは，細胞内でカテニンという

タンパク質を介して，細胞骨格分子であるアクチン繊維と結合している[22],[23]．血管

内皮細胞においては，VE-カドヘリン（カドヘリン-5）が細胞特異的に発現しており

[24],[25]，VE-カドヘリンは，血管の整合性[26]や血管形成，血管透過性，白血球浸潤の

制御に関与している[27]， 

 VE-カドヘリンは，細胞形態や F-アクチン同様に血流の影響を受ける．血流が一方向

で比較的安定している胸部下行大動脈や腹部大動脈では血管内皮細胞の境界面で強く

発現しているのに対し，血流が壁から剥離したり，渦や逆流が生じたりしている大動脈

弓や狭窄後拡張部位では VE-カドヘリンの発現は弱い[28]． 

 

5.3 試料と方法 
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5.3.1 細胞培養 

 

 ヒト大動脈血管内皮細胞（HAEC）はCambrex Bio Science Walkersville（MD，USA）

で購入し，EGM-2 SingleQuot kit（Cambrex Bio Science Walkersville）を加えたEBM-2 base 

medium（Cambrex Bio Science Walkersville）を用いて，5% CO2, 湿度 100% 37 °Cで培養

した．実験で使用する細胞はType-I コラーゲン (0.27 mg/ml: Nitta Gelatin, Osaka, Japan)-

でコートした 35 mm culture dishes (Asahi technoglass, Tokyo, Japan) に播種し，confluent

になるまで育てた．細胞は 6 および 7 継代目を使用した． 

 

5.3.2 実験条件 

 

 前章で開発した拍動流灌流装置を用いてHAECに 1）静水圧負荷（貫壁性圧力：100 

mmHg，剪断応力：0.1 Pa以下），2）定常流負荷（貫壁性圧力：100 mmHg，剪断応力：

1.5 Pa），3）拍動流（貫壁性圧力：80/120 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa）を 3，6，24 時

間負荷した際の細胞形態，細胞骨格，細胞間接着を検討した．各応力負荷における本装

置のパラメータRc，Rp，Cは，1）Rc = 10 mmHg·min/cm3，Rp = 133 mmHg·min/cm3，C = 14685 

m3/mmHg，2）Rc = 10 mmHg·min/cm3，Rp = 9 mmHg·min/cm3，C = 15498 m3/mmHg，3）

Rc = 10 mmHg·min/cm3，Rp = 9 mmHg·min/cm3，C = 2883 m3/mmHgとした． 

 

5.3.3 細胞形態観察および解析 

 

 応力負荷後の HAEC の細胞形態を倒立顕微鏡（ECLIPSE TE300，Nikon，Tokyo，Japan）

で観察した．内皮細胞の透過画像はデジタルカメラ（Penguin 600CL，Pixera，Osaka，

Japan）で撮影した．内皮細胞の輪郭を手作業で線を引き，面積（A）,周囲長（P），細

胞長（L），細胞幅（W），細胞配向角（θ：-90≦θ＜90）を Image-Pro PLUS（Nippon Roper，

Tokyo，Japan）で計測し，各パラメータの計測データから真円度を表す shape index（SI：

0＜SI≦1）を算出した．SI は真円では 1 の値を取る．また，細胞配向角は流れ方向を 0 °

とした． 
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4
P

ASI π
=        （5.1） 

 

5.3.4 細胞骨格観察 

 

 応力負荷後の HAEC における F-アクチンを直接免疫蛍光染色し，その変化を観察し

た．本装置を用いて HAEC に上述した条件の応力を負荷後，装置から培養ディッシュ

を外し，新鮮な培地 1 ml で２回穏やかに洗浄した．その後，即座に培地を取り除き，

4% paraformaldehyde（和光純薬工業）1 ml を培養ディッシュに添加し，室温で 10 分間

静置し細胞を固定した．細胞固定後，paraformaldehyde を取り除き HBSS 1 ml で 3 回洗

浄，終濃度 0.1%に PBS で調整した界面活性剤 Triton X-100（シグマ）1 ml を培養ディ

ッシュに添加し，室温で 5 分間静置，細胞膜透過処理した．浸透処理後，TritonX-100

を取り除き HBSS 1 ml で 3 回洗浄し，培養ディッシュに PBS 1 ml と Alexa FluorR 568 

phalloidin（Molecular Probes，励起波長：578 nm，蛍光波長：600 nm）25 µl（200 units/ml）

を添加し（1:40），室温で 20 分間静置し反応させ，F-アクチンを標識した．標識後，HBSS 

1 ml で 3 回洗浄し，共焦点レーザ顕微鏡にて F-アクチンを観察した．画像は，デジタ

ル CCD スチールカメラ（ORCA-ER，浜松ホトニクス）にて取得した． 

 

5.3.5 細胞間接着観察 

 

 血管内皮細胞に特異的に発現する VE-カドヘリンは，血管内皮細胞間の接着と形態形

成に関与することが知られている．応力負荷後の HAEC における VE-カドヘリンを間接

免疫蛍光染色し，その変化を観察した．本装置を用いて HAEC に上述した条件の応力

を負荷後，装置から培養ディッシュを外し，新鮮な培地 1 ml で２回穏やかに洗浄した．

その後，即座に培地を取り除き，4% paraformaldehyde（和光純薬工業）1 ml を培養ディ

ッシュに添加し，室温で 10 分間静置し細胞を固定した．細胞固定後，paraformaldehyde

を取り除き HBSS 1 ml で 3 回洗浄し，培養ディッシュに HBSS 1 ml と１次抗体 Rabbit 

Anti-human VE-cadherin Polyclonal Antibody（BMS158，Bender MedSystems）2 µl を添加し（1 

µg/ml），室温で一晩静置し反応させた．VE-カドヘリンと 1 次抗体の反応後，HBSS 1 ml
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で 3 回洗浄し，培養ディッシュに HBSS 1 ml と 2 次抗体 Goat anti-rabbit IgG fluorescein 

conjugate（Santa Cruz Biotechnology）2.5 µl を添加し（1:400），室温で一晩静置し反応さ

せ，1次抗体を標識した．標識後，HBSS 1 mlで3回洗浄し，蛍光顕微鏡（ECLIPSE TE-2000U，

ニコン）にて VE-カドヘリンを観察した．画像は，デジタル CCD スチールカメラ

（ORCA-ER，浜松ホトニクス）にて取得した． 

 

5.4 結果 

 

5.4.1 細胞形態観察および解析 

 

 HAEC に静水圧（貫壁性圧力：100 mmHg，剪断応力：0.1 Pa 以下）を負荷する前の

細胞形態の透過画像を図 5.1 a) に，靜水圧を 24 時間負荷後の細胞形態の透過画像を図

5.1 b) に示した．その結果，HAEC の細胞形態は，靜水圧負荷前では丸みを帯びていた

が，静水圧負荷後では細長く伸展していた．細胞配向性については，靜水圧負荷前後で

変化はなく，ランダムであった．また，静水圧負荷前では，細胞間に間隙はなく細胞核

膜は滑らかだったのに対し，静水圧負荷後では，細胞間に間隙が所々観察されていた．

一方，定常流，拍動流負荷後では，静水圧負荷後と同様，HAEC の細胞形態は細長く伸

展していたが，細胞配向性については，靜水圧負荷前後と異なり，流れ方向に配向して

いた（図 5.2，5.3）． 

 次に，静水圧負荷における HAEC の細胞面積，細胞周囲長，細胞長，細胞幅，細胞

配向角の経時的な変化を表 5.1 に示した．その結果，細胞面積，細胞周囲長，細胞長は，

静水圧負荷後 6 時間で最大となり，24 時間では減少した．一方，細胞幅は，静水圧負

荷時間に依存して減少した．これらの結果から，静水圧負荷 6 時間までは負荷時間に依

存して細胞が伸展し細長くなっているが，24 時間の時点では，細胞が多少元に戻って

いることが分かる．また，細胞配向角は，ばらつきが若干少なくなったが，ほとんど変

化はなく，静水圧負荷後 24 時間でも細胞の配向性はないといえる． 

 定常流負荷における HAEC の細胞面積，細胞周囲長，細胞長，細胞幅，細胞配向角

の経時的な変化を表 5.2 に示した．その結果，細胞面積は，拍動流負荷後で増加してお

り，時間依存的な変化はなかった．一方，細胞周囲長と細胞長は，定常流負荷時間に依
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存して増加し，細胞幅は，定常流負荷時間に依存して減少した．細胞配向角は，ばらつ

きが静水圧に比べ少なくなり流れの方向への多少の細胞の配向性があるといえる． 

 拍動流負荷における HAEC の細胞面積，細胞周囲長，細胞長，細胞幅，細胞配向角

の経時的な変化を表 5.3 に示した．その結果，細胞面積，細胞周囲長，細胞長ともに，

拍動流負荷時間に依存して増加した．一方，細胞幅は，拍動流負荷時間に依存して減少

した．細胞配向角は，ばらつきが静水圧や定常流にに比べより少なくなり流れの方向へ

の細胞が配向しているといえる． 

 最後に，それぞれの応力負荷時における細胞面積と細胞周囲長から細胞形態の真円度

を表す SI を算出した．その結果，SI はそれぞれの応力負荷時間依存的に減少した．ま

た，応力負荷時間別に静水圧，定常流，拍動流負荷による SI を比較すると，応力負荷 6

時間後までは拍動流，静水圧，定常流負荷の順に SI が小さいのに対し，応力負荷 24 時

間後では，拍動流，定常流，静水圧負荷の順に SI が小さくなり，定常流と静水圧負荷

で逆転が生じた． 
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図 5.1 静水圧負荷における細胞形態変化 

a) 静水圧負荷前，b) 静水圧負荷 24 時間後，スケールバーは 200 µm，流れ方向は左から右． 
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定常流負荷前，b) 定常流負荷 24 時間後，スケールバーは 200 µm，流れ方向は左から右． 

 

 

図 5.2 定常流負荷における細胞形態変化 

a) 
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拍動流負荷前，b) 拍動流負荷 24 時間後，スケールバーは 200 µm，流れ方向は左から右． 

 

図 5.3 拍動流負荷における細胞形態変化 

a) 
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表 5.1 静水圧負荷 細胞形態 計測デ

応力負 A L

における の時間別 ータ 
荷時間  (µm2) P (µm)  (µm) W (µm) θ (°) 

 0 時間 2624 ± 1285 216 ± 23  75 ± 9 44 ± 5  0 ± 52 

 3 時間 3093 ± 1514  

43 

257 ± 59 108 ± 28 36 ± 9 -15 ± 52

 6 時間 3291 ± 952 275 ± 45 117 ± 23 36 ± 5 -7 ± 58 

24 時間 2603 ± 1391 256 ± 73 112 ± 34 29 ± 9 -1 ± 

A：細胞面積，P：細胞周囲長，L：細胞長，W：細胞幅，θ：細胞配向角，-90≦θ＜90 

荷 細胞形態 計測デ

応力負 A L

 

表 5.2 定常流負 における の時間別 ータ 
荷時間  (µm2) P (µm)  (µm) W (µm) θ (°) 

 0 時間 2624 ± 1285 216 ± 23 75 ± 9 44 ± 5 0 ± 52 

 3 時間 2781 ± 1044 240 ± 45 98 ± 20 36 ± 8 6 ± 45 

 6 時間 3310 ± 1264 268 ± 51 111 ± 22 38 ± 8 9 ± 50 

24 時間 3273 ± 1378 299 ± 68 132 ± 31 32 ± 8 2 ± 39 

A：細胞面積，P：細胞周囲長，L：細胞長，W：細胞幅，θ：細胞配向角，-90≦θ＜90 

荷 細胞形態 計測デ

応力負 A L

 

表 5.3 拍動流負 における の時間別 ータ 
荷時間  (µm2) P (µm)  (µm) W (µm) θ (°) 

 0 時間 2624 ± 1285 216 ± 23 75 ± 9 44 ± 5 0 ± 52 

 3 時間 2955 ± 1232 

 

1 

265 ± 57 112 ± 27 34 ± 7 9 ± 48 

 6 時間 2810 ± 971 260 ± 47 113 ± 22 32 ± 7 22 ± 34

24 時間 2905 ± 1201 299 ± 71 132 ± 32 29 ± 7 2 ± 2

A：細胞面積，P：細胞周囲長，L：細胞長，W：細胞幅，θ：細胞配向角，-90≦θ＜90 

定 負荷にお ape Index 
応力負 静 定 拍

 

表 5.4 静水圧， 常流，拍動流 ける時間別 Sh

荷時間 水圧負荷 常流負荷 動流負荷 

 0 時間 0.68 ± 0.10 0.68 ± 0.10 0.68 ± 0.10 

 3 時間 0.56 ± 0.07 0.59 ±0.08 0.52 ± 0.08 

 6 時間 0.54 ± 0.07 0.56 ± 0.06 0.51 ± 0.08 

24 時間 0.51 ± 0.07 0.45 ± 0.07 0.40 ± 0.07 
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5.4.2 細胞骨格分子観察 

後で細胞全体に太いストレスファイバが形成され，ペリフェラルバンドは消

，また，静水圧負荷に比し，弱いストレスファイバの形成も認められ

ける F-アクチンの集積と，弱いストレスファイバの形成が認められた

図 5.6 d）． 

 

 

 図 5.4 に静水圧負荷時間ごとの F-アクチンの蛍光染色画像を示した．その結果，応力

を負荷しない場合では，細胞辺縁部にペリフェラルバンドと呼ばれる細く短い線維が観

察された（図 5.4 a）．一方，静水圧負荷後では，細胞辺縁部にあったペリフェラルバン

ドは徐々に減少し，同時に，細胞の長軸方向の外側から，中心部に向かってストレスフ

ァイバが徐々に形成されていく過程が観察された（図 5.4 b, c）．最終的には，静水圧負

荷 24 時間

失した． 

 図 5.5 に定常流負荷時間ごとの F-アクチンの蛍光染色画像を示した．その結果，定常

流負荷 3，6 時間後ではストレスファイバはほとんど形成されていなかった．また，定

常流負荷 3，6 時間後では，ペリフェラルバンドの減少も認められなかった（図 5.5 b, c）．

定常流負荷 24 時間後では，F-アクチンが 3，6 時間後と比べ細胞辺縁部から細胞境界部

に集約されており

た（図 5.5 d）． 

 図 5.6 に拍動流負荷時間ごとの F-アクチンの蛍光染色画像を示した．その結果，拍動

流負荷 3 時間後においてペリフェラルバンドの減少とストレスファイバの形成が認め

られた（図 5.6 b）．その後，拍動流負荷 6 時間後では，ストレスファイバの形成に発達

は認められず，むしろ減少していた（図 5.6 c）．最終的に拍動流負荷 24 時間後にでは，

細胞境界部にお

（
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a) b) 

  

d) c) 

 

 

図 5.4 静水圧負荷における F-アクチン変化 

a) 静水圧負荷前，b) 静水  静水圧負荷 24 時間後， 

 

圧負荷 3 時間後，c) 静水圧負荷 6 時間後，d)

スケールバーは 50 µm，流れ方向は左から右． 
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a) b) 

  

d) 
c) 

 

 

図 5.5 定常流負荷における F-アクチン変化 

a) 定常流負荷前，b) 定常  定常流負荷 24 時間後， 

 

流負荷 3 時間後，c) 定常流負荷 6 時間後，d)

スケールバーは 50 µm，流れ方向は左から右． 
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a) b) 

  

c) d) 

 

 

図 5.6 拍動流負荷における F-アクチン変化 

a) 拍動流負荷前，b) 拍動  拍動流負荷 24 時間後， 

 

.4.3 細胞間接着分子観察 

流負荷 3 時間後，c) 拍動流負荷 6 時間後，d)

スケールバーは 50 µm，流れ方向は左から右． 

 

 

 

 

5
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 静水圧負荷時間ごとの VE-カドヘリンの蛍光染色画像を図 5.7 に示した．その結果，

定常流負荷時間ごとの VE-カドヘリンの蛍光染色画像を図 5.8 示した．その結

荷時間ごとの VE-カドヘリンの蛍光染色画像を図 5.9 に示した．そ

応力を負荷しない場合には，細胞同士の境界面に鮮明かつ連続的な VE-カドヘリンの発

現が観察された（図 5.7 a）．一方，静水圧負荷 3 時間後では，細胞境界面にほとんど

VE-カドヘリンの発現が観察されなかった（図 5.7 b）．また，静水圧負荷 6 時間後では，

細胞境界面に再び VE-カドヘリンの発現が観察されたが，その発現部位は滑らかではな

く，波打っている（ruffling）様子が観察された（図 5.7 c）．最終的に 24 時間後では，

細胞境界面の ruffling が更新し，さらに断続的に VE-カドヘリンが発現していた．（図

5.7 d）． 

 次に，

果，静水圧負荷同様，定常流負荷 3 時間後では細胞境界面が鮮明でなく，VE-カドヘリ

ンの発現が減少していることが示された（図 5.8 b）．また，6 時間後では，再び細胞境

界における VE-カドヘリンの発現が認められたが，その境界面は滑らかではなく，波打

っている部分が確認された（図 5.8 c）．最終的に 24 時間後では定常流負荷前以上にま

で VE-カドヘリンの発現は回復し，細胞境界面も定常流負荷前と同様に滑らかであった

（図 5.8 d）． 

 最後に，拍動流負

の結果，静水圧負荷や定常流負荷と同様，拍動流負荷 3 時間後では細胞境界面が鮮明で

なく，VE-カドヘリンの発現が減少していることが示された（図 5.9 b）．また，6 時間

後では，再び細胞境界面における VE-カドヘリンの発現が認められたが，その境界面は

滑らかではなく，波打っている部分が確認された（図 5.9 c）．最終的に 24 時間後では

拍動流負荷前程度にまで VE-カドヘリンの発現は回復し，細胞境界面も拍動流負荷前と

同様に滑らかであった（図 5.9 d）． 
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a) b) 

 

   

d) c) 

 

図 5.7 静水圧負荷における VE-カドヘリン変化 

a) 静水圧負荷前，b) 静 荷 24 時間後， 

 

水圧負荷 3 時間後，c) 静水圧負荷 6 時間後，d) 静水圧負

スケールバーは 50 µm，流れ方向は左から右． 
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a) b) 

 

   

d) c) 

 

図 5.8 定常流負荷における VE-カドヘリン変化 

a) 定常流負荷前，b) 定常流負荷 3 時間後，c) 定常流負荷 6 時間後，d) 定常流負荷 24 時間後， 

スケールバーは 50 µm，流れ方向は左から右． 
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a) b) 

 

   

d) c) 

 

図 5.9 拍動流負荷における VE-カドヘリン変化 

a) 拍動流負荷前，b) 拍動流負荷 3 時間後，c) 拍動流負荷 6 時間後，d) 拍動流負荷 24 時間後， 

スケールバーは 50 µm，流れ方向は左から右． 
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5.5 考察 

 

5.5.1 単独応力負荷と複合応力負荷の違い 

 

 本章では，培養血管内皮細胞の細胞形態と配向性，細胞骨格，細胞間接着に対する単

独応力負荷と複合応力負荷の違いを，静水圧負荷（貫壁性圧力：100 mmHg，剪断応力：

0.1 Pa 以下）と定常流負荷（貫壁性圧力：100 mmHg，剪断応力：1.5 Pa）を比較するこ

とで検討した．Sugaya らは，水柱圧差を利用し，本章で扱った静水圧負荷同等の応力

を培養ウシ大動脈血管内皮細胞に 24 時間負荷した[29]．その結果，細胞は配向性を持

たずに伸展したと報告している．また，F-アクチンにおいては，静水圧負荷により細胞

の長軸方向に沿って長くて太いストレスファイバが形成されたと報告している．一方，

VE-カドヘリンについては，同様の実験系を用いて Ohashi らが検討している[30]．その

結果，静水圧負荷前では細胞の辺縁に沿って連続的かつ線上に VE-カドヘリンが観察さ

れたのに対し，静水圧負荷後では疎らになり，多くは細胞辺縁部で観察されたが，一部

は細胞内で観察され，負荷前よりも全体的な蛍光は弱く観察された．さらにウエスタン

ブロットによる VE-カドヘリンのタンパク質量を調べた結果，静水圧負荷により減少し

ていたことが分かった．本章における静水圧負荷実験の結果は，これら先行研究の報告

と一致しており，本装置を用いて所望の応力が培養血管内皮細胞に負荷されていること

が示された． 

 本章では取り扱わなかったが，剪断応力負荷における培養血管内皮細胞の細胞形態と

配向性，細胞骨格，細胞間接着に関する検討は数多く報告されている．培養ウシ大動脈

内皮細胞（BAEC）に剪断応力を負荷した際，細胞は伸展し，流れの向きと平行に配向

する．また，剪断応力負荷前では細胞を縁取るように周縁部に多く存在していた F-アク

チンは消失し，ストレスファイバが顕著に観察される[31]．さらに VE-カドヘリンは細

胞周縁部に連続的に発現することが報告されている[28]．Noria らは，豚胸大動脈から

分離・精製した血管内皮細胞に 1.5 Pa の剪断応力を 8.5，24，48 時間負荷した際の F-

アクチンと VE-カドヘリンの変化を検討している．その結果，剪断応力負荷 8.5 時間後

では，細胞間に間隙が観察され，ペリフェラルバンドは減少し，ストレスファイバがラ

ンダムに分布していた．また，VE-カドヘリンは断続的であり，細胞同士が接着してい
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る部分のみに発現していた．剪断応力負荷 24，48 時間後では，細胞同士は連続的に配

列しており，ペリフェラルバンドはほとんど観察されず，長くて太いストレスファイバ

が細胞の長軸に沿って形成されていた．また，VE-カドヘリンは細胞周縁部に短い線と

して分布していた．本実験結果とこれらの報告から，静水圧もしくは剪断応力の単独応

力負荷では，細胞配向性は異なるが，細胞形態，F-アクチン，VE-カドヘリンの変化に

同様の傾向が観察されることが示された． 

 次に，本章では貫壁性圧力と剪断応力の複合応力（定常流）を負荷した際の培養血管

内皮細胞の細胞形態と配向性，細胞骨格，細胞間接着を検討した．その結果，細胞同士

が連続的に繋がり，流れ方向に平行して配向した．また，F-アクチンはペリフェラルバ

ンドとストレスファイバともに観察されたが，ストレスファイバは単独応力負荷時より

も細いストレスファイバが形成されていた．また，VE-カドヘリンは，単独応力負荷で

観察された断続的な分布や，流れ方向と垂直な細胞周縁部に観察された流れ方向と平行

の短い線は観察されず，応力を負荷しない場合と同様に，細胞周縁部全体で連続的かつ

線上に観察された．これらの本実験結果および先行研究から，貫壁性圧力もしくは剪断

応力の単独応力負荷では血管内皮細胞の細胞間接着が弱くなっているが，貫壁性圧力と

剪断応力の複合応力負荷では細胞間接着が維持されていることが考えられる．また，

Kim らは，ウサギ腹部大動脈に絹糸で径が 60 %減少する狭窄を作成し，2 週間後同部位

を取り出し，血管内皮細胞の F-アクチンをローダミンファロイジンで染色した[33]．そ

の結果，狭窄部から離れた正常部位では細胞の輪郭を描くように周縁に分布し，細胞中

央には短く薄い F-アクチンの束が観察された．一方，正常部位の 15 倍の剪断応力が負

荷された狭窄部直上では，細胞周縁部には F-アクチンは観察されず，細胞中央に流れ方

向に配列した長く太いストレスファイバが観察された．これらの結果は，剪断応力が大

きくなると細胞周縁部にあったアクチンが中心部に移動し，束になってストレスファイ

バを形成し，内皮下マトリックスとの接合を強化するといった細胞骨格の再構成が起こ

ることを意味している．よって，本章で検討した貫壁性圧力と剪断応力の複合応力負荷

の結果は，生体内における正常の F-アクチン分布を再現したことが示され，生体内では，

剪断応力と貫壁性圧力の複合応力が重要な役割を果たしていると考えられる． 

 静水圧負荷と定常流負荷において SI を比較すると，応力負荷 3，6 時間後では静水圧

負荷の方がより伸展したのに対し，24 時間後では定常流負荷の方がより伸展した．ま

86 



第５章 血管内皮細胞形態における血行力学的応力の影響 

た 24 時間後では，静水圧負荷の方がよりストレスファイバが強く形成されていた．し

かし，細胞骨格は，適切なストレス状態に到達するまで，伸展することでストレス濃度を

減らすように発達することが知られている[29]．このことから，総圧としてはほとんど変わ

らない静水圧負荷と定常流負荷で伸展の度合いが違い，さらに負荷時間により伸展度合い

の大小が逆転するのはどうしてだろうか．本実験より，静水圧負荷では定常流負荷に比し

細胞間接着接着が弱かったことから，個々の細胞が独立して負荷応力に対応することで

個々の細胞が負担する応力が大きくなり，ストレスファイバの形成が強いと考えられる．

一方，定常流負荷では細胞間接着が維持されていたことから，個々の細胞が連携して負荷

応力に対応することで個々の細胞が担う応力が小さくなり，ストレスファイバの形成が弱

いと考えられる．しかし，それでは静水圧負荷の方が定常流負荷より一貫して伸展度合い

が大きいはずであるが，応力負荷 24 時間後では伸展度合いが逆転した．培養血管内皮細胞

に剪断応力を負荷した際，伸展およびストレスファイバの形成が顕著となるとともに，

細胞のスティフネス（stiffness）が高くなることが報告されている[34]．このことから，

静水圧負荷では，過度のストレスファイバ形成により，細胞が硬くなったり内皮下との接

着が強固になったりした結果，伸展し難くなったのではないかと考えられる． 

 

5.5.2 定常流と拍動流の違い 

 

 本章では，培養血管内皮細胞の細胞形態と配向性，細胞骨格，細胞間接着に対する定

常流（貫壁性圧力：100 mmHg，剪断応力：1.5 Pa）と拍動流（貫壁性圧力：80/120 mmHg，

剪断応力：1.2/1.8 Pa）の違いを検討した．その結果，拍動流の方が細胞の伸展度合いが

大きかった．また，細胞の配向性も拍動流の方がより流れ方向と平行に配向した．剪断

応力のみにおける定常流と拍動流における細胞伸展度合いを検討した報告では，定常流

に比し拍動流の方が，伸展度合いが大きいことを示している[35],[36]．さらに Hsiai ら

は，剪断応力の勾配が大きいほど進展度合いが大きいことを報告している[36]．よって，

拍動流は，定常流よりも細胞の伸展や配向を介したリモデリングを促進させると考えら

れ，血管傷害後の修復能や移植後の環境適応能で優位であると考えられる． 

 

5.6 結言 
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 本章では，静水圧負荷，定常流負荷，拍動流負荷による培養血管内皮細胞の細胞形態

と配向性，細胞骨格，細胞間接着の違いを示し，前章で開発した拍動性灌流装置の有用

性を示した．また，単独応力負荷よりも，複合応力負荷の方が，生体内の近い血管内皮

細胞の状態を再現可能であることを示した．さらに，定常流よりも拍動流の方が血管内

皮細胞のリモデリングを促進することを示した．次章では，糖尿病の血管内皮機能障害

における血行力学的応力の影響を検討するため，本装置を用いて高血糖状態下の培養血

管内皮細胞における遺伝子発現解析をした． 
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6.1 緒言 

 

 大血管障害である動脈硬化は，細小血管障害とは異なり，糖尿病に特異的なものでは

ない．しかし，代表的な疫学研究である Framingham Heart Study によると，糖尿病患者

における非糖尿病患者に対する新規冠動脈疾患の相対危険率は男性で 1.7 倍，女性で 3.8

倍，脳梗塞では男性で 1.7 倍，女性で 2.7 倍，末梢血管障害は男性で 4.0 倍，女性で 6.4

倍という結果であった[1]．このことは，糖尿病が大血管障害の発症危険性を増大させ，

かつ冠動脈や脳動脈よりも末梢動脈の方が糖尿病の影響を受けやすいことを示唆して

いる．動脈硬化はまず血管内皮細胞の障害を誘因として起こると考えられている．すな

わち，高血圧，高 LDL コレステロール，高血糖，剪断応力などの影響により血管内皮

細胞に障害が起こり，その後の種々の反応を引き起こすと考えられている[2]．培養血

管内皮細胞を用いた検討において，酸化 LDL[3],[4]，高血糖[5]，剪断応力[6]によって

血管内皮細胞膜上の単球に対する接着分子の発現量が変化することが報告されている．

この接着分子の発現上昇は血管内皮細胞に対する単球の接着や遊走を引き起こす． 

 接着分子とは細胞表面に存在し，他の細胞と相互作用を行う際に細胞同士の粘着を助

ける分子のことであり，細胞同士の粘着だけでなく，細胞と粘着することによって活性

化させて粘着性を高める働きを有するものもある．接着分子は分子構造や支配遺伝子の

類似性によってインテグリンファミリー，セレクチンファミリー，免疫グロブリンスー

パーファミリー，CD44 ファミリー，カドヘリンファミリーなどに分類される．白血球

の血管外への遊走は，白血球と血管内皮細胞に発現する複数の接着分子が関与している

が，これらの接着分子が一定の順序で働いており，回転，接着，遊走の 3 つの過程を経

て起こると考えられている．第 1 段階である回転には，セレクチンファミリーに分類さ

れるセレクチン分子が関与する．セレクチン分子には現在 3 種類の分子が存在し，E

（endothelial）-セレクチンは主に血管内皮細胞に，P（platelet）-セレクチンは主に血小

板と血管内皮細胞に，L（leukocyte）-セレクチンは白血球全般に発現する．最初，第 1
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段階では，血管内皮細胞に発現する E-，P-セレクチンと特異的に結合する分子（リガン

ド）との間，および白血球上の L-セレクチンと血管内皮細胞上のリガンドとの間に緩

やかな結合が起こり，白血球は血管内皮細胞上を回転しながら移動する．次に，第 2 段

階では，血管内皮細胞に発現し，免疫グロブリンスーパーファミリーに分類される

ICAM-1やVCAM-1と白血球に発現するインテグリンとの結合による強固な接着が起こ

る．最後に，細 3 段階では，白血球は血管内皮細胞の間隙に浸潤し，血管外へと遊走す

る．この他に，MCP-1 は，単球走化性因子であるケモカイン（chemokine）に分類され，

動脈硬化促進因子として注目されている．これらの接着分子やケモカインは，DNA 上

の遺伝情報が mRNA にコピー（転写）され，さらに mRNA の情報を基にタンパク質が

合成（翻訳）されることで機能を発揮する． 

 他方，血小板と血管内皮細胞の相互作用はあまり報告がなく，その分子機序は十分に

は明らかにされていない．しかし，第１章でも検討したとおり，糖尿病状態下では，血

管内皮細胞が剥離しなくても血管内皮細胞上に血小板が粘着し，血栓を形成することは

間違いない事実である[7]．また，血小板が活性化させた培養血管内皮細胞上の ICAM-1

を介して接着するという報告もあり[8]，高血糖により誘導された血管内皮細胞上の接

着分子は血栓形成や動脈硬化の発症・進展に重要となってくる．さらに，近年，白血球

―血小板複合体と血管内皮細胞との相互作用が炎症反応などを惹起することも指摘さ

れ始めている．このような血栓形成や動脈硬化促進因子は，血行力学的応力によっても

左右されることが知られているが，病態における血行力学的応力の影響はほとんど検討

がなされていない． 

 そこで本章では，病態の血管内皮遺伝子における血行力学的応力の影響を検討するた

め，始めに基礎検討として，本装置を用いてヒト大動脈血管内皮細胞に生理的な貫壁性

圧力と剪断応力を伴った拍動流を負荷し，経時的な ICAM-1，VCAM-1，E-セレクチン，

MCP-1 mRNA レベルを検討した．次に，ネットとして負荷した拍動流に含まれる貫壁

性圧力，剪断応力，拍動という 3 つの要素において，どの要素がどれだけ優位に作用す

るのかを検討するため，第５章で扱った静水圧負荷，定常流負荷，拍動流負荷における

ICAM-1，VCAM-1，E-セレクチン，MCP-1 mRNA レベルを検討した．最後に病態モデ

ルとして，生理的な範囲外の貫壁性圧力が遺伝子発現にどう影響するかを検討するため

の高圧負荷モデルと，高血糖と生理的な拍動流の同時負荷が遺伝子発現にどう影響する
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かを検討するための高血糖モデルの 2 つを検討した． 

 

6.2 血行力学的応力と遺伝子発現 

 

6.2.1 剪断応力に対する遺伝子発現変化 

 

 剪断応力は，血管拡張・収縮因子，接着因子，凝固因子，増殖因子など様々な因子を

誘導する．内皮細胞に大動脈レベルの剪断応力を負荷した場合，血管拡張因子である内

皮型一酸化窒素合成酵素（eNOS）mRNA レベルは上昇し，一酸化窒素（NO）の産生を

促進する[9],[10]が，血管収縮因子のエンドセリン-1（ET-1）mRNA レベルは減少する

[11],[12]．しかし，大動脈レベルより低レベルの剪断応力を負荷した場合の ET-1 mRNA

レベルは増加することから，剪断応力が高い場合は eNOS を産生し，ET-1 を抑制する

ことで血管を拡張する方向に促し，逆に低い場合は eNOS を抑制し，ET-1 を産生する

ことで血管の恒常性を保つと考えられる．剪断応力に対する ICAM-1 発現量は上昇する

が，そのまま上昇を維持するという報告[6],[13]と，24 時間後に元のレベルに戻るとい

う報告[14]がなされている．いずれの報告も流れを負荷後，数時間で ICAM-1 発現が上

昇することから，虚血再灌流のような血流の急な上昇による炎症反応に重要な役割を果

たしていると考えられる．VCAM-1 は，剪断応力の負荷時間に依存して，発現が減少す

ることが報告されている[15],[16]．E-セレクチンの遺伝子発現は剪断応力によっては変

化しないという報告[6],[14]がなされている一方で，剪断応力負荷により発現が増加し，

負荷後 8 時間で最大となるという報告[17]もある．また MCP-1 mRNA レベルも剪断応

力負荷により上昇することから[18]，ICAM-1 と同様の役割が考えられる． 

 

6.2.2 伸展張力および貫壁性圧力に対する遺伝子発現変化 

 

 伸展張力や貫壁性圧力においても血管内皮細胞の遺伝子発現は誘導される．血管拡張

因子である eNOS[19]や血管収縮因子である ET-1[20]は，伸展張力の負荷時間や大きさ

に依存して mRNA レベルが増加する．同様に，単球走化性因子である MCP-1[21],[22]

や細胞接着分子である ICAM-1[23],[24]，E-セレクチン[24]は伸展張力の負荷時間や大き
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さに依存して mRNA レベルが増加するが，同じ接着分子である VCAM-1 は，伸展張力

の影響は受けず，伸展張力負荷によって mRNA レベルは変化しない[24]．一方，貫壁性

圧力が血管内皮細胞の遺伝子発現に及ぼす影響はほとんど報告がない．Riou らは，摘

出したマウス頚動脈に 80 mmHg と 150 mmHg の管腔内圧を 24 時間負荷した結果，80 

mmHg に比し，150 mmHg において VCAM-1 と MCP-1 の mRNA レベルが有意に増加し

たが，ICAM-1 と E-セレクチンは mRNA レベルの増加が認められなかった[25]．ただし

この結果には，管腔内圧による貫壁性圧力と伸展張力の影響が含まれていることを考慮

する必要がある． 

 

6.3 リアルタイム RT-PCR 法 

 

 リアルタイム RT-PCR 法は，高い定量性と再現性から，現在，遺伝子発現定量におけ

る標準的な方法として認知されている．従来，遺伝子発現定量に用いられてきたノーザ

ンブロッティングと比較した際にリアルタイムRT-PCR法の最大の利点はその速さと定

量性にある．まずノーザンブロッティングで実験を行う場合には，一日以上を必要とし，

それに対しリアルタイム RT-PCR 法は僅か 2 時間でデータを得ることができる．また，

リアルタイムRT-PCR法は一度に処理できるサンプル数がノーザンブロッティングに比

べはるかに多い．次に，ノーザンブロッティングは電気泳動によるゲルのイメージング

を数値化するため，遺伝子発現の変動が小さい場合は定量性に欠ける部分がある．以上

のような理由から，本章ではリアルタイムRT-PCR法を用いて遺伝子発現解析を行った． 

 

6.3.1 リアルタイム RT-PCR 法の原理 

 

 PCR 法は，特定の DNA 領域を短時間で何万倍にも増幅させる方法である．まず，鋳

型となる 2 本鎖の DNA を加熱して変性させ，1 本鎖にする．次に，増幅させたい領域

の両端に相補的な 2 種類のプライマーと呼ばれる 20 塩基程度の短い DNA を用意し，

プライマーと DNA の材料となるヌクレオチドと DNA ポリメラーゼを一緒に加えた状

態で温度を下げることにより，プライマーが増幅させたい領域の相補的な配列を見つけ

て結合し，DNA ポリメラーゼ（合成酵素）がプライマーの続きを合成していく．この
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ように，1 サイクルの PCR で鋳型 DNA が 2 倍に増えるとすると，リアルタイム PCR

法は，増幅された DNA が一定量に達するまでに，PCR を何サイクル行ったかを初期

DNA 量の指標とする方法である．そして，PCR 法は微量な DNA の存在を鋭敏に検出

できる方法であるのに対し，微量な mRNA の発現を検出する方法として RT-PCR 法が

ある．上述した PCR 法の原理における DNA ポリメラーゼは RNA を鋳型として DNA

を合成することはできない．従って，RT-PCR 法では予め逆転写酵素を用いて RNA を

鋳型とした相補的な DNA（cDNA）を合成し，合成した cDNA を鋳型として PCR 法を

行う． 

 

6.3.2 比較定量法 

 

 本実験では，mRNAの発現の評価方法として比較定量法を用いた．比較定量法は，「増

幅産物がある量に達するのにPCRを何サイクル行ったかが分かれば初期量がわかる」と

いう理論に基づいており，検量線の作成が不要である．PCRの増幅効率が 1 であれば，

PCR反応 1 サイクルの差は初期量が 2 倍あることを意味する．つまり比較定量法では，

定量結果は 2（サイクル数の差）倍という式で求められる．比較定量法は基準となるサンプル（キ

ャリブレーター）と比較して未知サンプルが何サイクル早く，あるいは何サイクル遅く

一定量（Threshold line）に到達するか（threshold cycle: Ct）に注目して相対定量する．

比較定量法が成立する条件として，１）ターゲット遺伝子と内在性コントロール遺伝子

のPCR効率がほぼ等しい，つまり，検量線を描いた時の傾きが同じであること，２）PCR

効率が 1 に近いこと，が挙げられる．ここで，内在性コントロール遺伝子とは，異なる

組織間や発生の様々な過程，あるいは特定の実験処理によって発現量が変動しないよう

な遺伝子のことである．本実験ではβ-GUSを用いた．キャリブレータサンプルには，刺

激前サンプルや 0 時間サンプルなど相対量の基準にしたいサンプルを 1 つ設定する．よ

って本実験ではmRNAの発現レベルを相対定量値 2-⊿⊿Ctで評価した．ここで⊿Ct＝ター

ゲット遺伝子Ct－内在性コントロールCt，⊿⊿C＝各サンプル⊿Ct－キャリブレータサ

ンプル⊿Ctで表される．相対定量値が 1 よりも大きければ発現が増加したことを示し，

1 よりも小さければ発現が減少したことを示す． 
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6.4 試料と実験方法 

 

6.4.1 実験プロトコール 

 

実験 1：拍動流負荷実験 

 本装置を用いてヒト大動脈血管内皮細胞（HAEC）に拍動流（貫壁性圧力：80/120 mmHg，

剪断応力：1.2/1.8 Pa）を 1，3，6，12，24，48 時間負荷した．応力負荷後の ICAM-1，

VCAM-1，E-セレクチン，MCP-1 の mRNA 発現レベルをリアルタイム RT-PCR 法を用

いて解析した． 

 

実験 2： 単独応力負荷および複合応力負荷実験 

 遺伝子発現に対する貫壁性圧力の単独応力負荷と貫壁性圧力と剪断応力の複合応力

負荷の違いを検討するため，本装置を用いて HAEC に，1）静水圧（貫壁性圧力：100 mmHg，

剪断応力：0.1 Pa 以下），2）定常流（貫壁性圧力：100 mmHg，剪断応力：1.5 Pa）を 12

時間負荷した．応力負荷後の ICAM-1，VCAM-1，E-セレクチン，MCP-1 の mRNA 発現

レベルをリアルタイム RT-PCR 法を用いて解析した． 

 

実験 3：高圧力負荷実験 

 拍動流下の遺伝子発現に対する貫壁性圧力の大きさの違いを検討するため，本装置を

用いてHAECに高圧力拍動流（貫壁性圧力：180/220 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa）を 6

時間負荷した．高圧力負荷における本装置のパラメータRc，Rp，Cは，Rc = 9 mmHg·min/cm3，

Rp = 18 mmHg·min/cm3，C = 2503 m3/mmHgとした．応力負荷後のICAM-1，VCAM-1，

E-セレクチン，MCP-1 のmRNA発現レベルをリアルタイムRT-PCR法を用いて解析した． 

 

実験 4：高血糖負荷実験 

 拍動流下の遺伝子発現に対する D-グルコース濃度の違いを検討するため，本装置を

用いて HAEC に拍動流（貫壁性圧力：80/120 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa）を 6 時間負

荷した．灌流溶液には，高血糖培地（培地 + D-glucose 24.5 mmol/l）または高浸透圧培

地（培地 + L-glucose 24.5 mmol/l）を用いた．培地には 5.5 mmol/l の D-glucose が含まれ
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ている．対照として，高血糖培地または高浸透圧培地で 6 時間静置培養した．応力負荷

または静置培養後の ICAM-1，VCAM-1，E-セレクチン，MCP-1 の mRNA 発現レベルを

リアルタイム RT-PCR 法を用いて解析した． 

 

6.4.2 測定および解析 

 

 応力負荷後の HAEC から，RNeasy Protest Mini Kit（Qiagen）を用いて RNA を抽出し

た．応力負荷後，灌流装置から取り外した培養ディッシュに新鮮な培地を加え，流路部

分以外の細胞をセルスクレイパーで剥離した．その後細胞を培地で 3 回洗浄し，浮遊し

ている細胞塊を取り除いた．洗浄後 350 µl の Buffer RLT を培養ディッシュに添加し，

溶解物（lysate：ライセート）を RNase フリーの 1.5 ml マイクロチューブに入れた．Buffer 

RLT には予め 10 µl/1ml の 2-ME を加えた．ライセートは RNase フリーのシリンジに取

り付けた 20G の注射針中を 10 回通し，細胞を均質化した（homogenize：ホモジナイズ）．

RNA 精製のため，ホモジナイズしたライセートと同容量の 70 %エタノールを添加しピ

ペッティングで混合した．最大で 700 µl のサンプルを付属のスピンカラム（RNeasy mini 

spin column）に移し変え，10,000 rpm で 15 s 遠心操作した．コレクションチューブ（2 ml 

collection tube）に溜まった廃液を捨て，再度スピンカラムに取り付けた．洗浄のため，

700 µl の Buffer RW1 をスピンカラムに添加し，10,000 rpm で 15 s 遠心操作した．コレ

クションチューブを廃棄し，付属の新しいコレクションチューブをスピンカラムに装着

した．洗浄のため，スピンカラムに Buffer RPE 500 µl を添加し，10,000 rpm で 15 s 遠心

操作した．コレクションチューブに溜まった廃液を捨て，再度スピンカラムに取り付け

た．シリカゲルメンブレンの乾燥のため，再度スピンカラムに Buffer RPE 500 µl を添加

し，10,000 rpm で 2 min 遠心操作した．RNA 溶出のため，スピンカラムを付属の新しい

コレクションチューブ（1.5 ml collection tube）に移し，RNase フリーの水 17 µl を直接

シリカゲルメンブレンに添加し，10,000 rpm で 1 min 遠心操作した．抽出した RNA か

ら，2 µlのRNAをRNaseフリーの水で 50倍に希釈し，分光光度計（Gene Quant，Amersham 

Biosciences）にて RNA の量を測った．測定には抽出 RNA 濃度が 100 µg/ml 以上のサン

プルのみを使用した．cDNA（complementary DNA）の作成には抽出した RNA と RNase

フリーの水との総量が 14 µl で終濃度が 100 µg/ml になるように混合し，ランダムプラ
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イマー（Random Primer，TaKaRa）1.25 µl を加え，サーマルサイクラー（PC-708，アス

テック）にて 70 °C に 10 分間静置した．その後，ただちに 0 °C 5 分間静置した．この

試料を逆転写するため，Buffer を 5.0 µl，DTT を 2.5 µl，dNTP Mix（2.5mmol/l dNTP Mix，

invitrogen）を 0.625 µl，RNase inhibitor（RNasin Ribonuclease Inhibitor，Promega）を 0.625 µl，

Reverse Transcriptase（SuperScript II Reverse Transcriptase，invitrogen）を 1.0 µl 混合した溶液

を試料の上に添加し，室温で 15 分間静置した．静置した試料をサーマルサイクラーに

て 42 °C に 60 分間静置し，cDNA を作成した．作成した cDNA は-20℃にて mRNA 測定

時まで凍結保存した． 

 mRNA の測定には Master Mix 5 µl（qPCR MasterMix Plus，日本ジーン）に対し，βgas，

ICAM-1，VCAM-1，E-セレクチン，MCP-1 の各種プライマープローブ（TaqMan Gene 

Expression Assays GEx，Applied Biosystems）を 2 µl 混合し，96 well マイクロプレート

（96-Well Fast Thermal Cycling Plate，Applied Biosystems）に添加した．プライマープロー

ブを添加した 96 well マイクロプレートに RNase フリーの水により 30 倍に希釈した

cDNA 3 µl を添加し，総量が 10 µlになるようにした．リアルタイム RT-PCR（7900HT Fast 

Real-Time PCR system，Applied Biosystems）にて mRNA の測定を行った． 

 

6.4.3 統計解析 

 実験データは全て平均±標準誤差で表した．また，実験データは全て正常血糖培地を

用いて静置培養した際の mRNA level を基準とし，Mann-Whitney U 検定[43]を用いて解

析した． 

 

6.5 結果 

 

6.5.1 拍動流負荷における遺伝子発現の経時的変化 

 

 HAEC に拍動流（貫壁性圧力：80/120 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa）を 1，3，6，12，

24，48 時間負荷した際の ICAM-1，VCAM-1，E-セレクチン，MCP-1 の mRNA level の

経時的変化を図 6.1-4 に示した．各図の 0 時間には，正常血糖培地を用いて静置培養し

た際の mRNA level をプロットした．各図の縦軸は，0 時間を 1 とした時の各時間にお
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ける mRNA 発現レベルの相対比を表している．その結果，ICAM-1，E-セレクチン，

MCP-1 ともに一過性の発現増加が認められた．ICAM-1 は拍動流負荷後，12 時間までは

発現が増加し，その後減少，48 時間ではほぼ static control level まで戻った（図 6.1）．

E-セレクチンは拍動流負荷後，12 時間までは発現が増加し，その後減少するが，48 時

間経過しても static control level まで戻ることはなかった（図 6.3）．MCP-1 は拍動流負荷

後，3 時間までは発現が増加し，その後減少，48 時間では static control level まで戻った

（図 6.4）．一方，VCAM-1 は拍動流負荷後，負荷時間に依存して発現は単調減少した（図

6.2）． 

 

 

 

図 6.1 拍動流（貫壁性圧力：80/120 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa）負荷 

における ICAM-1 mRNA level の経時的変化 
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図 6.2 拍動流負荷（貫壁性圧力：80/120 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa） 

における VCAM-1 mRNA level の経時的変化 

 

 
 

図 6.3 拍動流負荷（貫壁性圧力：80/120 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa） 

における E-セレクチン mRNA level の経時的変化 
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図 6.4 拍動流負荷（貫壁性圧力：80/120 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa） 

における MCP-1 mRNA level の経時的変化 

 

6.5.2 単独応力負荷と複合応力負荷による遺伝子発現の違い 

 

 次に，6.5.1 の結果で ICAM-1，E-セレクチン発現がピークであった拍動流負荷後 12

時間に関して，貫壁性圧力の単独応力と貫壁性圧力と剪断応力の複合応力の違いがどう

影響しているかを検討した．貫壁性圧力の単独応力（貫壁性圧力：100 mmHg，剪断応

力：0.1 Pa 以下）と貫壁性圧力と剪断応力の複合応力（貫壁性圧力：100 mmHg，剪断

応力：1.5 Pa）を 12 時間 HAEC に負荷した際の ICAM-1，VCAM-1，E-セレクチン，MCP-1

の mRNA level を図 6.5-8 に示した．各図の縦軸は，正常血糖培地を用いて静置培養した

際の mRNA level を 1 とした時の各応力における mRNA 発現レベルの相対比を表してい

る．その結果，ICAM-1 の mRNA level においては，貫壁性圧力の単独負荷よりも貫壁

性圧力と剪断応力の複合応力負荷の方が，発現が有意に増加していた（図 6.5）．しかし，

VCAM-1 と E-セレクチンにおいては，単独応力負荷と複合応力負荷では有意な差は認

められなかった（図 6.6，図 6.7）．また，MCP-1 においては，単独応力負荷よりも複合

応力負荷の方が，発現が有意に減少していた（図 6.8）． 
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図 6.5 貫壁性圧力の単独応力負荷（貫壁性圧力：100 mmHg，剪断応力：0.1 Pa 以下） 

と貫壁性圧力と剪断応力の複合応力負荷（貫壁性圧力：100 mmHg，剪断応力：1.5 Pa） 

における ICAM-1 mRNA level 

TP (transmural pressure)：貫壁性圧力，SS (shear stress)：剪断応力 

 

 
 

図 6.6 貫壁性圧力の単独応力負荷（貫壁性圧力：100 mmHg，剪断応力：0.1 Pa 以下） 

と貫壁性圧力と剪断応力の複合応力負荷（貫壁性圧力：100 mmHg，剪断応力：1.5 Pa） 

における VCAM-1 mRNA level 

TP (transmural pressure)：貫壁性圧力，SS (shear stress)：剪断応力 
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図 6.7 貫壁性圧力の単独応力負荷（貫壁性圧力：100 mmHg，剪断応力：0.1 Pa 以下） 

と貫壁性圧力と剪断応力の複合応力負荷（貫壁性圧力：100 mmHg，剪断応力：1.5 Pa） 

における E-セレクチン mRNA level 

TP (transmural pressure)：貫壁性圧力，SS (shear stress)：剪断応力 

 

 

 

 

図 6.8 貫壁性圧力の単独応力負荷（貫壁性圧力：100 mmHg，剪断応力：0.1 Pa 以下） 

と貫壁性圧力と剪断応力の複合応力負荷（貫壁性圧力：100 mmHg，剪断応力：1.5 Pa） 

における MCP-1 mRNA level 

TP (transmural pressure)：貫壁性圧力，SS (shear stress)：剪断応力 
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6.5.3 定常流負荷と拍動流負荷による遺伝子発現の違い 

 

 次に，6.5.1 の結果で ICAM-1，E-セレクチン発現がピークであった拍動流負荷後 12

時間に関して，貫壁性圧力と剪断応力の複合応力の定常流と拍動流の違いがどう影響し

ているかを検討した．定常流（貫壁性圧力：100 mmHg，剪断応力：1.5 Pa）と拍動流（貫

壁性圧力：80/120 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa）を12時間HAECに負荷した際の ICAM-1，

VCAM-1，E-セレクチン，MCP-1 の mRNA level を図 6.9-12 に示した．ここで，定常流

負荷の結果は 6.5.2 における貫壁性圧力と剪断応力の複合応力負荷の結果と同一であり，

拍動流負荷の結果は 6.5.1 の拍動流負荷 12 時間の結果と同一である．各図の縦軸は，正

常血糖培地を用いて静置培養した際の mRNA level を 1 とした時の各応力における

mRNA 発現レベルの相対比を表している．その結果，ICAM-1 においてのみ定常流負荷

に比し，拍動流負荷において mRNA level が有意に抑制されていた（図 6.9）．一方，

VCAM-1，E-セレクチンにおいては定常流負荷と拍動流負荷で mRNA level に有意な差

は認められなかった（図 6.10，6.11）．さらに，MCP-1 においては，定常流負荷に比し

拍動流負荷において mRNA level が有意に増加していた． 

 

 
 

図 6.9 定常量負荷（貫壁性圧力：100 mmHg，剪断応力：1.5 Pa） 

と拍動流負荷（貫壁性圧力：80/120 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa） 

における ICAM-1 mRNA level 
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図 6.10 定常量負荷（貫壁性圧力：100 mmHg，剪断応力：1.5 Pa） 

と拍動流負荷（貫壁性圧力：80/120 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa） 

における VCAM-1 mRNA level 

 

 

 

 

図 6.11 定常量負荷（貫壁性圧力：100 mmHg，剪断応力：1.5 Pa） 

と拍動流負荷（貫壁性圧力：80/120 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa） 

における E-セレクチン mRNA level 
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図 6.12 定常量負荷（貫壁性圧力：100 mmHg，剪断応力：1.5 Pa） 

と拍動流負荷（貫壁性圧力：80/120 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa） 

における MCP-1 mRNA level 

 

 

6.5.4 正常圧力負荷と高圧力負荷による遺伝子発現の違い 

 

 次に，拍動流下の遺伝子発現において，貫壁性圧力の大きさがどう影響するかを検討

した．拍動流負荷（貫壁性圧力：80/120 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa）と高圧力拍動流

負荷（貫壁性圧力：180/220 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa）を 6 時間 HAEC に負荷した

際の ICAM-1，VCAM-1，E-セレクチン，MCP-1 の mRNA level を図 6.13-16 に示した．

ここで，正常圧力負荷の結果は 6.5.1 の拍動流負荷 6 時間の結果と同一である．各図の

縦軸は，正常血糖培地を用いて静置培養した際の mRNA level を 1 とした時の各応力に

おける mRNA 発現レベルの相対比を表している．その結果，全ての遺伝子において正

常圧力負荷に比し，高圧力負荷で mRNA level が増加しており，さらに ICAM-1，VCAM-1

においては有意な差が認められた．（図 6.13-6.16） 
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図 6.13 正常圧力負荷（貫壁性圧力：80/120 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa） 

と高圧力負荷（貫壁性圧力：180/220 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa） 

における ICAM-1 mRNA level 

 

 

 

図 6.14 正常圧力負荷（貫壁性圧力：80/120 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa） 

と高圧力負荷（貫壁性圧力：180/220 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa） 

における VCAM-1 mRNA level 
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図 6.15 正常圧力負荷（貫壁性圧力：80/120 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa） 

と高圧力負荷（貫壁性圧力：180/220 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa） 

における E-セレクチン mRNA level 

 

 

 

図 6.16 正常圧力負荷（貫壁性圧力：80/120 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa） 

と高圧力負荷（貫壁性圧力：180/220 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa） 

における MCP-1 mRNA level 
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6.5.5 正常血糖負荷と高血糖負荷による遺伝子発現の違い 

 

 最後に，拍動流下の遺伝子発現において，D-グルコース濃度がどう影響するかを検討

した．拍動流（貫壁性圧力：80/120 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa）負荷 6 時間後に関し

て，正常血糖培地（5.5 mmol/l）を灌流させた場合と高血糖培地（30 mmol/l）を灌流さ

せた場合と高浸透圧負荷として正常血糖培地に L-glucose を 24.5 mmol/l 加えたものを比

較した．拍動流負荷の結果は 6.5.1 の拍動流負荷 6 時間の結果と同一である．各図の縦

軸は，正常血糖培地を用いて静置培養した際の mRNA level を 1 とした時の各応力にお

ける mRNA 発現レベルの相対比を表している．各図の左から，高血糖培地で静置培養

した結果，高浸透圧培地で静置培養した結果，正常血糖培地で拍動流負荷した結果，高

血糖培地で拍動流負荷した結果，高浸透圧培地で拍動流負荷した結果である．その結果，

静置培養下では正常血糖負荷に比し，高血糖負荷と高浸透圧負荷において ICAM-1 の

mRNA level はわずかに増加したが，拍動流下では，高血糖培地において約 9.2 倍，高浸

透圧負荷において正常血糖負荷と同レベルの約 4.5 倍に増加した（図 6.17）．VCAM-1

の mRNA レベルに関しては，静置培養下では正常血糖負荷に比し，高血糖負荷と高浸

透圧負荷において多少増加した．また，拍動流下において正常血糖培地では減少する

VCAM-1 の mRNA level（約 0.8 倍）は，高血糖培地では約 1.7 倍に増加を認めた．また，

拍動流下における高浸透圧負荷では，拍動流下における正常血糖培地と同様減少してい

た（図 6.18）．E-セレクチンの mRNA レベルに関しては，静置培養下では，高血糖負荷

で約 5.7 倍，高浸透圧負荷で約 4 倍に増加した．しかし，拍動流下においては，正常血

糖負荷では約 77 倍であったのに対し，高血糖負荷で約 460 倍，高浸透圧負荷で 190 倍

に増加した（図 6.17）．MCP-1 の mRNA レベルに関しては，静置培養下では，高血糖負

荷および高浸透圧負荷ともにわずかに増加が認められた．また拍動流下の MCP-1 

mRNA レベルにおいては，正常血糖負荷では約 6 倍であったのに対し，高血糖負荷で約

8.3 倍，高浸透圧負荷で約 7.7 倍とともに増加した（図 6.20）． 
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図 6.17 拍動流下における ICAM-1 mRNA level に対する高血糖の影響 

 

 
 

図 6.18 拍動流下における VCAM-1 mRNA level に対する高血糖の影響 
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図 6.19 拍動流下における E-セレクチン mRNA level に対する高血糖の影響 

 

 

 

 
 

図 6.20 拍動流下における MCP-1 mRNA level に対する高血糖の影響 
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6.6 考察 

 

6.6.1 拍動流負荷と剪断応力負荷における遺伝子発現との違い 

 

 本章ではまず，HAEC に拍動流（貫壁性圧力：80/120 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa）

を 1，3，6，12，24，48 時間負荷した際の ICAM-1，VCAM-1，E-セレクチン，MCP-1

の mRNA level の経時的変化を検討した．その結果，ICAM-1 mRNA 発現レベルに関し

て，本実験では拍動流負荷後 12 時間まで増加しその後減少，48 時間ではほぼ静置培養

レベルまで戻った．剪断応力負荷における ICAM-1 発現の経時的変化は，6-8 時間辺り

で最大となり，24 時間後では発現が持続するという報告[6],[12]と静置培養レベルまで

戻るという報告[14]とがある．VCAM-1 mRNA 発現レベルに関して，本実験では拍動流

負荷後時間依存的に減少した．この結果は，剪断応力負荷における VCAM-1 発現の経

時的変化と同じであった[14]-[16]．E-セレクチン mRNA 発現レベルに関して，本実験

では拍動流負荷後 12 時間まで増加しその後減少したが，48 時間後においても静置培養

レベルと比し発現が増加していた．剪断応力負荷における E-セレクチン発現は変化し

ないという報告[6],[14]がなされている一方で，剪断応力負荷により発現が増加し，負荷

後 8 時間で最大となるという報告[17]もある．MCP-1 mRNA 発現レベルに関して，本実

験では拍動流負荷における MCP-1 発現の経時的変化は，3 時間まで増加しその後減少，

48 時間では完全に静置培養レベルまで戻った．剪断応力負荷における MCP-1 発現は 1.5

時間で最大となり 4 時間には静置培養レベルまで戻る[18]． 

 これら本実験結果と先行研究の違いは貫壁性圧力もしくは拍動の影響と思われる．よ

って，次に，貫壁性圧力の単独応力（静水圧）と貫壁性圧力と剪断応力の複合応力（定

常流），さらに，複合応力の拍動性（拍動流）がこれら遺伝子発現にどう影響を及ぼす

かを検討した． 

 

6.6.2 静水圧，定常流，拍動流負荷における遺伝子発現の違い 

 

 まず，貫壁性圧力の単独応力（静水圧）負荷が遺伝子発現に及ぼす影響を検討した．

113 



第６章 血管内皮遺伝子発現における血行力学的応力の影響 

その結果，静水圧負荷（貫壁性圧力：100 mmHg，剪断応力：0.1 Pa 以下）では，静置

培養に比し，ICAM-1，E-セレクチン，MCP-1 の mRNA level は増加し，VCAM-1 の mRNA 

level は減少した．この結果は，伸展張力負荷による mRNA レベルの変化と同一の結果

[21]-[24],となったが，本実験では負荷時間を 12 時間にのみ設定したため，より長時間

負荷した際に貫壁性圧力と伸展張力の mRNA レベルに違いが生じるかは分からない．

次に，貫壁性圧力と剪断応力の複合応力（定常流）が遺伝子発現に及ぼす影響を検討し

た．その結果，定常流負荷（貫壁性圧力：100 mmHg，剪断応力：1.5 Pa）では，静水圧

負荷に比し，ICAM-1 では mRNA level は増加したが，VCAM-1，E-セレクチンでは変化

せず，MCP-1 では減少した．ICAM-1 は，剪断応力負荷で mRNA level が増加する

[6],[12],[14],ので，定常流負荷では，静水圧負荷による発現増加に剪断応力負荷による

発現増加が加わったと考えられる．一方，VCAM-1，E-セレクチンに関しては，剪断応

力負荷では mRNA level が減少[15],[16]もしくは変化しない[6],[14]ので，定常流負荷で

は，静水圧負荷による発現増加と同等な発現が維持されていると考えられる．また，

MCP-1 に関しては，剪断応力負荷では 12 時間後には静置培養レベルにまで戻っている

[18]，つまり発現が抑制されているので，定常流負荷では，静水圧負荷による発現増加

に剪断応力負荷による発現抑制が加わり，結果的に発現が静水圧負荷に比し減少してい

ると考えられる． 

 最後に，複合応力の拍動性が遺伝子発現に及ぼす影響を検討した．その結果，拍動流

負荷（貫壁性圧力：80/120 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa）では，定常流負荷に比し，ICAM-1

においてのみ mRNA level の減少が認められた．一方，VCAM-1 と E-セレクチンでは

mRNA level に変化は認められず，MCP-1 では，mRNA level が増加した．本実験で負荷

した拍動流は，貫壁性圧力の拍動の影響と剪断応力の拍動の影響が含まれている．本実

験結果からでは貫壁性圧力と剪断応力のどちらの拍動が mRNA level の変化に関与して

いるかは断定できない．しかし，ステップ応答やインパルス応答といった一過性の剪断

応力によって MCP-1 は，mRNA level が増加すること[28]が報告されている．また，

ICAM-1 の転写因子である NF-κB は，定常圧では活性化されるが，拍動圧では活性化さ

れないことが報告されている．よって今後は，負荷応力の違いによる転写因子の活性ま

で検討する必要がある． 

 これらの結果は，培養細胞を用いて貫壁性圧力，貫壁性圧力と剪断応力の複合応力，
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また複合応力の勾配が遺伝子発現を修飾することを証明した初めての結果である． 

 

6.6.3 高圧負荷における遺伝子発現の増加 

 

 高血圧は心血管疾患の最大の危険因子であり，長期にわたる高血圧は多岐の合併症を

もたらす．約 2000 人を対象にしたTakagiらの調査において，血圧が高いほど心血管疾

患死亡者数が増加したという報告がなされている[30]．また，40 万人を対象にしたメタ

アナリシス（APCSC）では収縮期血圧値が高いほど心血管疾患死亡危険性は上昇する

という結果が得られた[31]．脳梗塞は脳の動脈硬化病変に血栓が生じ，閉塞する場合(血

栓性)と心臓などからの遊離血栓による脳動脈の閉塞（塞栓性）がある．脳梗塞および

脳出血の最大の危険因子は高血圧であり，40 歳以上の全町民を対象とした疫学研究で

ある久山町研究では，血圧値と脳梗塞発症を約 30 年間追跡した結果，高血圧患者は正

常血圧者に比して有意に上昇した[32],[33]．このように，虚血性疾患の最大の危険性因

子は高血圧である．その機序として，動脈壁に対する血流増加が，内皮由来のNOやPGI2

などの産生低下，ET-1 などの増殖因子やVCAM-1 などの接着分子の発現を介して動脈

硬化の発症や進展に関与することが多くの基礎実験を通して明らかにされつつある．し

かし高血圧では，血流増加のみならず血圧も上昇しているが[34],[35]，どのような機序

で動脈硬化を発症や進展に関与しているかは明らかにされていない．そこで本章では，

生理的な血行力学的応力が血管内皮細胞に負荷されている状態（貫壁性圧力：80/120 

mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa）と，血圧だけが生理的な範囲外で負荷されている状態（貫

壁性圧力：180/220 mmHg，剪断応力：1.2/1.8 Pa）とを比較することで，生体内におけ

る血圧上昇の意義を検討した．その結果，ICAM-1，VCAM-1，E-セレクチン，MCP-1

の全ての遺伝子において正常圧力負荷に比し，高圧力負荷でmRNAレベルが増加してい

た．この結果は，貫壁性圧力が遺伝子発現に影響を及ぼすだけでなく，貫壁性圧力の大

きさも血管内皮細胞の遺伝子発現に影響を及ぼすことを示している．Riouらは，摘出し

たマウス頚動脈に 80 mmHgと 150 mmHgの管腔内圧を 24 時間負荷した結果，80 mmHg

に比し，150 mmHgにおいてVCAM-1 とMCP-1 のmRNAレベルが有意に増加したが，

ICAM-1 とE-セレクチンはmRNAレベルの増加が認められなかった[25]．また，本実験

条件において 24 時間応力を負荷した結果，ICAM-1 のmRNAレベルが高圧力負荷で有意
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に増加していたがVCAM-1，E-セレクチン，MCP-1 では正常圧力に比しmRNAレベルの

変化は認めらなかった（データ未掲載）．本実験条件とRiouらの実験条件の違いは，伸

展張力の有無もあるが，最も異なる点は生理的な剪断応力が負荷されているかどうかで

ある．本実験結果において高圧力負荷 6 時間後では増加していたmRNAレベルが，24

時間後には正常圧力と同一レベルまで戻ったことを考慮すると，生理的な剪断応力が高

圧力によって増加した遺伝子発現を抑制したとも考えられる．このような議論からも分

かるように，複合的な応力負荷は単独の応力負荷が及ぼす影響とは異なる細胞応答を示

す可能性が考えられる． 

 

6.6.4 高血糖負荷における遺伝子発現の増加 

 

 高血糖負荷において ICAM-1，VCAM-1，E-セレクチン，MCP-1 発現は増加すること

が報告されている[36]-[39]．また，ICAM-1 の場合，12 時間以降に増加するといった報

告[40]や，6 時間かつ 16,7mmol/l でピークに達するといった報告[41]もある．Kado らは，

HAEC を 30 mmol/l D-glucose で 0，6，12，24，48 時間刺激し，ICAM-1 mRNA レベルを定

量 RT-PCR で測定・解析した結果，5.5 mmol/l D-glucose に比し，12 時間以降で有意な増加

を認めた．また，5.5 mmol/l D-glucose + 24.5 mmol/l L-glucose or mannitol 24.5 mmol/l で 24 時

間インキュベーションした結果，D-glucose（約 3.7 倍）と同様，L-glucose（約 2 倍）と mannitol

（2.6 倍）負荷においても増加が認められた．この結果は，D-glucose の ICAM-1 mRNA 発現

への影響は，D-glucose 特有であるが，部分的には容量オスモル濃度にも起因することを示

している．本章では，高血糖（D-glucose 30 mmol/l）および高浸透圧（D-glucose 5.5 mmol/l 

+ L-glucose 24.5 mmol/l）負荷 6 時間に関して，静置培養下と拍動流下で比較した．その

結果，先行研究同様，静置培養下では高血糖および高浸透圧負荷において ICAM-1 

mRNA レベルはほとんど変化しなかったが，拍動流下では高血糖負荷において ICAM-1 

mRNA レベルが約 9.2 倍に増加した．また，拍動流下における高浸透圧負荷では，正常

血糖（D-glucose 5.5 mmol/l）負荷とほぼ同じ発現レベル（約 4.5 倍）であったことから，

拍動流下の高血糖負荷における ICAM-1 mRNA レベルの増加は高血糖に起因すること

を示している．Piga らは，HAEC を 25 mmol/l D-glucose で 1–4 時間刺激し，VCAM-1 と

MCP-1 mRNA レベルをリアルタイム RT-PCR で測定・解析した結果，5.5 mmol/l D-glucose
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に比し，3 時間以降で VCAM-1 は約 3 倍，MCP-1 は約 2.5 倍の有意な増加を認めた[42]．し

かし，タンパク質レベルにおいては，VCAM-1 は高血糖負荷 4 時間後に最大となり（約 4

倍）12 時間後には正常血糖負荷と同様の発現レベルにまで戻った．また，MCP-1 のタンパ

ク質レベルは，高血糖負荷 4 時間後に最大となり（約 4 倍）12 時間後まで発現レベルは変

わらなかった．本章では，高血糖（D-glucose 30 mmol/l）および高浸透圧（D-glucose 5.5 

mmol/l + L-glucose 24.5 mmol/l）負荷 6 時間に関して，先行研究のように VCAM-1 と

MCP-1 mRNA レベルに有意な増加は認められなかった．しかし，拍動流下において正

常血糖負荷では減少する VCAM-1 mRNA レベル（約 0.8 倍）は，高血糖培地では増加

（約 1.7 倍）を認めた．また，拍動流下における高浸透圧負荷では正常血糖負荷と同様

の発現レベル（約 0.7 倍）であったことから，拍動流下の高血糖負荷における VCAM-1 

mRNA レベルの増加は高血糖に起因することを示している．同様に，拍動流下の MCP-1 

mRNA レベルは，高血糖負荷において約 8.3 倍に増加した．しかし，正常血糖負荷では

約 6 倍，高浸透圧負荷では 7.7 倍であったことから，拍動流下の高血糖負荷における

MCP-1 mRNA レベルの増加は，D-glucose 特有というよりも，容量オスモル濃度に起因す

るところが大きいことを示している．よって，MCP-1 mRNA の発現は，高血糖の影響よ

りも，拍動流や浸透圧など，力学的刺激の影響を受けやすいことが考えられる． 

 

6.7 結言 

 

 本章では，血管内皮細胞における ICAM-1，VCAM-1，E-セレクチン，MCP-1 の mRNA

レベルが貫壁性圧力負荷，貫壁性圧力と剪断応力の複合応力負荷，複合応力負荷の拍動

性によって修飾されることが示された．また，拍動流負荷において，貫壁性圧力のみを

病的なレベルに上昇させた場合，これらの遺伝子発現は，より発現が促進されることを

示した．最後に，貫壁性圧力と剪断応力を伴った生理的な拍動流負荷と高血糖負荷との

相互作用によって遺伝子発現がより促進されることを示した．以上の結果から，遺伝子

発現の調節機構には，剪断応力のみならず貫壁性圧力も重要な役割を果たすとともに，

応力の複合や応力の勾配によっても影響を及ぼすことが示された．また，高血圧や高血

糖などを特徴とする病態における遺伝子発現の調節機構に，血行力学的応力が重要な影

響を及ぼすことが示された． 
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 本研究では，糖尿病における血栓形成性の検討，培養血管内皮細胞用拍動性灌流装置

の開発，糖尿病状態下の血管内皮遺伝子発現における血行力学的応力の影響，の 3 つを

メインテーマとした．第２章では，光化学反応刺激による血栓モデルを用いて糖尿病モ

デル動物における血栓形成性の亢進を示した．また，本モデルで形成される血栓が血小

板と血管内皮細胞から構成されていたことより，糖尿病における血栓形成性の亢進には

血小板と血管内皮細胞の機能異常が重要因子であることを示した．第３章では，糖尿病

の血栓形成性亢進における重要因子の一つである血小板に着目し，光散乱粒子計測法を

用いて糖尿病患者における血小板凝集能の亢進を示した．然るに，糖尿病の血栓形成性

亢進におけるもう一つの重要因子である血管内皮細胞に着目し検討を進めていく上で，

生体内において血管内皮細胞が曝されている血流と血圧という血行力学的応力は，最大

限考慮されるべき要件である．そこで第４章では，培養血管内皮細胞に生体内血管レベ

ルの血流と圧力を同時負荷かつ独立制御可能な拍動性灌流装置を開発した．第５章では，

開発した同装置を用いて，血流や血圧のみといった単独応力負荷よりも，両者が関与す

る複合応力負荷の方が，生体内に近い血管内皮細胞状態を再現可能であることを示した．

第６章では，糖尿病の血管内皮細胞における血栓形成関連遺伝子発現には，高血糖のみ

ならず，血流や血圧がそれらの遺伝子発現を促進させることを示した．従来，動脈硬化

部位の血流停滞や高血圧などが，細胞接着分子やケモカインの遺伝子発現を促進するこ

とは知られていたが，血管に常時暴露されている生理的な血流や血圧が，他の遺伝子発

現要因（本実験では高血糖）とどのような相互作用を示すのかは未知であった．従って，

本研究で明らかにした血管内皮遺伝子発現に対する高血糖刺激と血流や血圧刺激の相

互作用は，糖尿病における血栓性合併症発症機序の解明の一助となる．以下に，本研究

の結果と現在までの知見を踏まえ，糖尿病における血栓性合併症の発症機序をまとめた． 

 糖尿病における高血糖状態は，細胞接着分子の ICAM-1，VCAM-1，E-セレクチンや

ケモカインの MCP-1 などの遺伝子を発現させるが，血管内皮細胞に常時暴露されてい

る血流や血圧はそれらの遺伝子発現をさらに促進させる．従って糖尿病状態下の血管内

皮細胞では，初期の頃から既に，血球との相互作用をし易い環境が整っていると考えら
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れる．一方，循環血液中の血小板は活性化準備段階にあり，血流や血圧の軽微な変化や

他の血球や血管内皮細胞との物理的な接触に対して活性化し易い状態にある．活性化さ

れた血小板は血管内皮細胞と相互作用をし，血管内皮細胞上への粘着や凝集が誘導され

る．そして，血小板の凝集塊は，一部は塞栓として，一部はそのまま凝集が亢進し血小

板血栓となる．また，循環血液中の単球は，ICAM-1，VCAM-1，E-セレクチンなどの

細胞接着分子の発現により血管内皮細胞表面に接着し易くなり，また単球走化因子であ

る MCP-1 の産生により内膜下へ浸潤・遊走し易くなる．その結果，血管壁への脂質沈

着やプラーク形成を経て粥状動脈硬化を誘発する．このように塞栓，血小板血栓といっ

た血栓形成性の亢進並びに粥状動脈硬化の誘発因子の発現は，最終的には血栓性合併症

の発症に繋がる． 

 最後に，本研究に関連した展望を述べる．本研究では，糖尿病における血管内皮遺伝

子発現には高血糖という化学的刺激のみならず血流や血圧といった力学的刺激が生体

内では重要であることを示したが，生体の血管部位に対応した力学的刺激の大きさや刺

激を負荷する細胞種，伸展張力を考慮した力学的刺激といったパラメータの詳細な検討

は今後必要である．また，本研究の発展として，糖尿病における血管内皮遺伝子発現に

対する薬剤の発現抑制効果や，糖尿病における血管内皮細胞への血球接着やそれに対す

る薬剤の接着阻害効果の検討が挙げられる．これらの検討は本研究で開発した拍動性灌

流装置を用いることで，より生体内に近い結果が得られると推測できる．そしてこれら

の研究から得られた知見は，動脈硬化症や高血圧症などのような組織の力学的特性や力

学的環境の変化を伴う病態の発症機序の解明にも不可欠である．さらには疾患の予防，

治療法の開発にも繋がり，組織再生工学や人工臓器の開発などにも重要な情報を提供す

る．本装置は血管のバイオメカニクスにおける有用なツールとなり，血管機能の解明の

みならず，病態発症や進展機序の解明に寄与することが期待できる． 
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