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研究成果の概要（和文）：生体組織は受ける力に応じて能動的に自らを作り変える．このメカニズムを明らかに
するには組織内に作用する力の大きさを細胞レベルで３次元的に知り，個々の細胞が産生するタンパクとの関係
を調べる必要がある．家兎胸大動脈を対象に，内部微細構造の３次元変形の様子を詳しく調べた．その結果，1)
弾性板は軸方向引張で軸方向の蛇行が解消され，加圧により円周方向の蛇行も解消され円筒管になること，2)引
張に伴うコラーゲンの蛇行度の減少は弾性板層よりも平滑筋層で大きいことなどが判明した．また，弾性板の蛇
行が大きい領域ほどアクチンフィラメントが少ない傾向にあることが判った．

研究成果の概要（英文）：Biological tissues change themselves actively in response to force applied 
to them.  To elucidate this mechanism, we need to know 3D stress and strain distributions at 
cellular level and compare it with proteins produced by each cell.  We studied 3D deformation of 
intramural microscopic structure in the rabbit thoracic aortas, and found that 1) the longitudinal 
waviness of the elastic lamina diminishes in response to longitudinal stretch and the 
circumferential waviness decreases in response to pressurization; and 2) decrease in the waviness of
 collagen fibers in response to stretch is larger in the smooth muscle layer than in the elastic 
lamina.  We also found that actin filaments are less abundant in the cells reside in the area with 
high waviness of the elastic lamina.

研究分野： 生体軟組織・細胞の実験バイオメカニクス

キーワード： バイオメカニクス　力学解析　細胞・組織　循環器・高血圧　生物・生体工学
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１．研究開始当初の背景 
 生体組織は自らに加わる力学刺激に応答
し，適応的に形態や力学特性を変化させる．
例えば血管壁は高血圧で肥厚するが，これは
壁内円周方向応力を一定に保つよう起こる
(図１)．またウサギ膝蓋腱に荷重が全くかか
らない状態にすると引張強度は 1 週間で 1/2, 
3 週間で 1/10 にまで低下する (Yamamoto et 
al, J Biomech Eng, 1993)．このような力学
応答を解明することは，生物が材料特性をど
のように維持しているのか知るという観点
から材料力学的に興味深いだけでなく，血管
や靭帯など荷重支持組織の再生を実現する
上で重要である．なぜなら，膝蓋腱で見たよ
うに，荷重支持組織が力学特性を維持するに
は適度な力学負荷が不可欠であり，初期再生
組織に十分な機械特性を与えるには力学刺
激が必須だからである． 
 力学応答とは組織の受動変形ではなく細
胞の能動的な応答であるから，力学応答の詳
細を明らかにするには，組織内の細胞が置か
れた力学環境を知る必要がある．しかし，従
来の生体組織の応力解析は組織を均質と仮
定したものが殆どであり，用をなさない．な
ぜなら，生体組織は弾性係数が互いに数 10
倍〜数万倍異なる構成要素（血管ならば平滑
筋細胞・エラスチン・コラーゲン）が複雑に
入り組んだ構造をしており，これを考慮した
解析をしない限り，細胞に加わる力は判らな
いからである． 
 このような観点から，申請者らは平成 19
〜21 年度基盤研究Ｂ，平成 22〜25 年度基盤
研究Ａなどを通じて血管壁の不均質性を考
慮した解析に取り組み，無負荷状態の大動脈
壁内の弾性板の蛇行が，血管壁構成要素間の
力学特性の差により生じることを明らかに
し，生理状態における血管壁内の２次元応力
分布の算出を可能にした．そしてこの過程で，
生理状態の血管壁内の力学環境が従来考え
られていたように均質ではなく隣接する層
間でも大きく異なる場合があることに気付
いた．我々はこの不均質性が血管壁の作り替
えと関係すると予想している．即ち，生体組
織は自らを常に作り変えることで組織の劣
化を防ぎ，恒常性を維持しているが，この作
り替えの過程では一部分の要素が分解され，
新たな要素に置き換わる．作り替え中の要素
は力を負担することができないと予想され
るため，力学場に局所的な不均質が生じる筈
である．この仮説を検証するには壁内の応力
分布とリモデリングに関与する各種生化学
因子の分布を対比して論ずる必要がある．ま
た，それにより力学的適応現象の背後にある
力学刺激と生化学的応答の関係を初めて直
接的に対比することが可能となる． 
 ところで我々は研究分担者の橫田が開発
した３次元内部構造顕微鏡を用いて血管壁
弾性板の走行の３次元観察を行った．その結
果，無負荷状態の弾性板は円周方向に蛇行し
ているだけでなく，軸方向にも蛇行している

ことを見出した．このことは，無負荷状態の
血管壁が生理状態にまで変形する時に，軸方
向にも単に伸長するだけでなく，剪断などの
複雑な変形をすることを意味する．つまり，
血管壁内の応力分布の算出においては，断面
内の 2次元変形のみを考慮した２次元的な応
力分布ではなく，壁の３次元的な変形を考慮
した３次元的な応力分布を求めることが必
要であることが明らかとなった． 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では，胸大動脈を主な対象と
し，まず，①３次元内部構造顕微鏡などを用
いて無負荷状態から，生理状態に至るまでの
血管壁内の３次元構造変化を明らかにする．
それと平行して，②血管薄切試料を共焦点顕
微鏡下に円周方向に引張り，①で得られた変
形を更に分解能良く調べる．また，③薄切片
を引張った状態で張力を計測しつつレーザ
アブレーションにより組織を少しずつ切断
して，張力の低下から切断部位の組織が負担
していた力を推定する手法を確立する．更に，
①の血管壁３次元変形の観察結果より，血管
壁が無負荷状態に置かれた際に弾性板間に
位置する平滑筋細胞が破断するような大き
な変形が加わっている可能性が考えられた
ため，④除荷等に伴う血管変形が血管平滑筋
収縮能に与える影響を調べる．以上の項目を
通じて，血管壁の局所的な３次元変形が血管
壁の力学や応答にどのような影響を与える
のか具体的に調べることを目的とした． 
 
３．研究の方法 
 生体組織の力学応答メカニズム解明のた
め，主に我々が力学特性データを多く蓄積す
る家兎胸大動脈を対象とし，大きく分けて以
下の４項目について検討する． 
(1) 軸方向伸長・加圧に伴う血管壁内微細構

造の３次元変形計測 
 無負荷状態（血管が摘出され，軸方向にも
円周方向にも縮んだ状態）から，生理状態に
至るまでの血管壁内の３次元構造変化を明
らかにする．このため，研究分担者・橫田の
３次元内部構造顕微鏡を用いて，様々な変形
状態で凍結包埋した血管組織の連続切片像
を撮影し，３次元再構築する．また，研究分
担者・杉田の所有する２光子顕微鏡のステー
ジ上で血管を加圧しつつ，壁内部の微細孔像
を観察できる実験系を構築し，加圧に伴う血
管壁内の微細孔像の３次元変形を観察する． 
(2) 血管薄切試料の単軸引張試験による血管

壁微細構造の変形の観察 
 前項で得られた変形の様子を更に分解能
良く調べるため，現有する共焦点レーザ顕微
鏡のステージ上で薄切組織片を引張試験す
るシステムを構築する．そして，血管軸方向
に垂直に切出した厚み数 10μm 程度の血管
薄切組織を円周方向に引張り，その際の組織
内の細胞レベルの変形がどのように進むの
か細かく観察する． 



(3) レーザアブレーションによる薄切片試料
内部の張力不均質性の計測 

 現有するレーザアブレーション用顕微鏡
のステージ上で，前項と同様に血管薄切試験
片を引張りつつ張力を計測できる引張試験
機を構築する．そして，試験片に生理的な変
形を加え，張力を計測した状態で，レーザア
ブレーションにより組織を少しずつ切断し
て，張力の低下から切断部位の組織が負担し
ていた力を推定する手法を確立する． 
(4) 血管の３次元変形が内部の平滑筋の収縮

能に与える影響の検討 
 (1)項の血管壁３次元変形の観察結果より，
血管壁が無負荷状態に置かれた際に弾性板
間に位置する平滑筋細胞が破断するような
大きな変形が加わっている可能性が考えら
れた．即ち，除荷に伴う血管の変形で，血管
組織内の平滑筋細胞が破断している可能性
がある．そこで，除荷等に伴う血管変形が血
管平滑筋収縮能に与える影響を調べること
にした．このため，血管の軸方向長が変わら
ないように血管を摘出し，内圧負荷試験装置
に取付け，ノルアドレナリン投与時の血管径
変化を調べる系を立ち上げる．そして，血管
軸方向長を変化させずに摘出した血管と軸
方向に自由に短縮させた血管で，ノルアドレ
ナリンに対する収縮がどのように異なるの
か，調べる． 
 
４．研究成果 
(1) 軸方向伸長・加圧に伴う血管壁内微細構

造の３次元変形計測 
 弾性板は無負荷状態では円周方向と軸方
向に蛇行しているが，軸方向伸長により軸方
向の蛇行が解消され，加圧により円周方向の
蛇行も解消され円筒管になることが判った．
この過程で隣接する２枚の弾性板の軸方向
の蛇行が大きく異なる場合のあることを見
出した．このような２枚の弾性板を繋ぐ平滑
筋細胞は血管の軸方向短縮により破断する
可能性がある．この点について，(4)項で詳
しく調査することにした． 
 コラーゲン線維については，２光子顕微鏡
を用いた観察から，弾性板層中にも平滑筋層
同様にコラーゲン線維がかなり豊富に存在
すること，引張に伴うコラーゲンの蛇行度の
減少は弾性板層よりも平滑筋層において大
きいことが判明した． 
 なお，３次元内部構造顕微鏡で血管変形に
伴う平滑筋，エラスチン，コラーゲンの変形
を詳細に明らかにする予定であったが，CCD
素子の出荷が遅れ顕微鏡の高解像度化が間
に合わず，本格的なデータを取るに至らなか
った．このため血管壁内微視的構造を考慮し
たモデル構築も完成には至らなかった． 
(2) 血管薄切試料の単軸引張試験による血管

壁微細構造の変形の観察 
 弾性板については，引張に伴いまず蛇行が
解消し，その後，弾性板が伸長する傾向があ
ることがわかった．核は弾性板の蛇行の解消

に伴って回転することが判った． 
 コラーゲン線維についても染色条件が定
まり，焦点顕微鏡下で血管薄切片のコラーゲ
ンとエラスチンを可視化することが漸く可
能になってきた． 
 平滑筋細胞核をマーカーにして変形を計
測し，部位により変形が異なること，組織に
せん断変形が生じていることなどが明らか
となった．また，細胞核の変形は組織の変形
より有意に小さく，半分程度であることが明
らかとなった． 
 免疫蛍光染色から，弾性板の蛇行が大きい
領域ほどアクチンフィラメントが少ない傾
向にあることが判った． 
(3) レーザアブレーションによる薄切片試料

内部の張力不均質性の計測 
 血管壁を引張った状態でレーザ切断し，そ
の際の張力変化を計測する系を確立した．カ
ンチレバーの力学特性と感度から EL と SML
を 10 層以下程度にすると，１層毎の切断に
よる力の変化を計測できそうだと言うこと
が判ったため，ラット胸大動脈を対象とし，
薄切組織を引張りつつ弾性板層・平滑筋層を
徐々にレーザアブレーションした際の張力
変化を計測することで各層が負担する張力
を求めることを目指した．レーザ照射時の気
泡発生の低減，弾性板の退色の低減，切断後
に一旦，組織の長さを基準状態に戻すことに
よる切断距離の計測の精度向上などの工夫
により，各層が負担する張力を推定する系の
確立にほぼ目処が立った． 
(4) 血管の３次元変形が内部の平滑筋の収縮

能に与える影響の検討 
 (1)項で述べたように，隣接する２枚の弾性
板の軸方向の蛇行が大きく異なる場合のあ
ることが判った．このことは除荷に伴う血管
の軸方向の短縮により，弾性板同士を繋ぐ平
滑筋に，通常では考えられないような大きな
引張が加わり破断する可能性があることを
意味する．この引張により平滑筋細胞が破断
すると収縮力が低下する筈である．即ち，摘
出時に軸方向に短縮した血管試料と軸方向
短縮を抑えた血管試料では，再度生理的変形
状態に置いて，平滑筋を収縮させた際に，血
管径変化が違う可能性がある．このため，血
管軸方向長を変化させずに摘出した血管と
軸方向に自由に短縮させた血管で，ノルアド
レナリンに対する収縮量の違いを調べたが，
驚くべきことに両者に違いはなかった．この
ことは，隣接する２枚の弾性板の軸方向蛇行
が異なる場所には，両者を繋ぐ平滑筋細胞が
少ない（すなわち，隣接する２枚の弾性板の
接合が弱い部分に弾性板の蛇行の食い違い
が生じる）ことを意味するのかも知れない．
あるいは，血管平滑筋は弛緩した状態で大き
く伸ばされても収縮装置が破壊されること
がないのかも知れない． 
 そこで次にノルアドレナリンで収縮した
円筒状血管の内圧を強引に上昇させること
で強制拡張してみた．するとその後，収縮が



見られなくなることが判った．Live & Dead 
stain から細胞は生きていることは確認でき
た．一方，強制拡張した血管ではアクチンフ
ィラメントの量が減っており，強制拡張によ
り収縮装置が破壊される可能性を示唆する
結果が得られた． 
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