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研究成果の概要（和文）： 
白血球の中で最も多数を占める好中球は，とくに細静脈において血管壁に付着し，転がりなが

ら血液全体よりもゆっくりと移動することが知られている．また，血球径よりも細い毛細血管

では，その低い変形能も加わって，血管を閉塞する場合がある．そのため，好中球の付着特性

を明らかにすることは，微小循環における血流特性や，免疫反応における好中球の挙動解析に

非常に重要である．そこで，傾斜遠心顕微鏡を用いて，種々の固体壁に対する付着特性を定量

的に評価した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
Neutrophils are the most abundant type of leukocytes. It is known that they adhere 
onto endothelial cells of venules and roll along the vessels slower than the whole blood. 
In fine capillaries whose inner diameter is smaller than the neutrophils, the cells could 
plug the vessels to cease blood flow. Therefore, it is essential to understand blood flow 
characteristics in microvasculature or behavior of neutrophils in immune response 
that clarifying interaction between the blood cells and the solid surfaces. In this 
research, we observed motion of HL60 cells, a kind of model cell of neutrophils, on a 
flat glass plate or cultured endothelial cells using the inclined centrifuge microscope to 
quantitatively evaluate adhesive characteristics of the blood cells on those solid 
surfaces. 
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１．研究開始当初の背景 
 血液は，液体成分である血漿と固体成分で

ある血球とに分けられる．血球のうち，主に

生体防御に関わる細胞を白血球と呼び，その

中で最も多数を占める好中球は，炎症病巣に

遊走して病原菌等を捕食する特性をもって

いる．比較的細い血管内における血液の流動

観察において，好中球が血管壁に付着し，転

がりながら血液全体よりもゆっくりと移動

する様が見られる．とくに細静脈において，

赤血球は集軸効果によって血管中心軸に凝

集する結果，好中球は血管壁に押しつけられ

ながら移動することになる． 
好中球の存在は，血管径が小さくなるほど

血流全体に与える影響が大きくなり，血管径

が血球と同等かそれ以下の毛細血管では，好

中球の低い変形能も加わって，血管を閉塞し

て血流を阻害する場合もある．また，炎症病

巣への遊走に際して，好中球は，その転がる

速度が次第に遅くなり，完全に停止した後に

血管内皮細胞の間隙を通って血管外に移出

する．そのため，血管内皮細胞上における好

中球の付着特性および挙動を明らかにする

ことは，微小循環における血流特性や，免疫

反応における好中球の挙動の解明に非常に

重要である． 
さらに，血管内皮細胞は核を有しており，

中央部が凸の形状をしているため，血管内皮

表面は滑らかではなく凹凸があると考えら

れる．しかし，好中球の付着特性に関する従

来の研究は，血球と血管内皮細胞との間の接

着分子に注目したものがほとんどであり，血

管表面の凹凸に着目した研究や，先に述べた

ように，凝集した赤血球により血管壁に押し

つけられた状態における好中球の挙動に着

目した研究は知見しない． 
 好中球は，血管内皮細胞だけではなく，ガ

ラス等の人工材料にも付着しやすいという

特性をもっており，人工心臓等の人工臓器に

おいて，血球が付着，退席して，性能の劣化

や血栓形成の原因になる危険性が示唆され

る．この特性は，血液を微笑流路に流しなが

ら種々の検査を行う µ-TAS の開発，小型化に

非常に大きな障害となる．そのため，近年，

ポリマー等のコーティングによって血球の

付着を防止する手法が考案されているが，そ

の性能を定量的に評価する手法は未だに存

在しない． 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，好中球の各種固体壁に対

する付着特性を定量的に評価する手法およ

び血管内皮細胞上における血球挙動の解析

である．そのために，好中球のモデル細胞と

してよく知られている HL60 を用いて，ガラ

ス平板，MPC ポリマーをコーティングした 

 
ガラス平板およびヒト臍帯静脈内皮細胞

(HUVEC)を培養したガラス平板の上におけ

る血球挙動を傾斜遠心顕微鏡で観察する． 
 
３．研究の方法 
 図 1 に，傾斜遠心顕微鏡の概略図を示す．

傾斜遠心顕微鏡は，試料容器，遠心器，CCD
カメラを接続した顕微鏡およびレーザ光源

から成る．血球の懸濁液で満たした試料容器

底部に基板を設置し，容器を遠心器の回転面

に対して角度をつけて設置する．そして，遠

心器を回転させると，懸濁液中の血球は遠心

力により基板方向に移動し，基板に達した血

球は，遠心力の基板法線方向成分 FN により

基板に押しつけられながら，接線方向成分 FT

により駆動される．その様子を CCD カメラ

で記録する．なお，FNおよび FTは，ロータ

の回転速度および試料容器の傾斜角を調節

することにより，任意に設定することが可能

である．本研究では，これを用いて，以下の

3 項目について研究を行う． 
 
(1) ガラス平板に対する HL60 の付着特性お

よび MPC コーティングが付着特性に与える

影響 
 まず，ガラス平板に対する HL-60 の付着特

性を明らかにする．ここで，血球にかかる平

板の法線方向，接線方向の力を種々に変化さ

せ，血球移動速度の変化を調べる． MPC ポ

リマーをコーティングしたガラス平板に対

しても同様の実験を行い，各平板に対する摩

擦力と血球移動速度の関係を求める．また，

血球が移動を開始する力を計測し，血球の静

摩擦力，すなわち付着力を求める．これらよ

り，付着特性を定量評価するモデルを構築す

る． 
 
(2) HUVEC に対する HL60 の付着特性 
 好中球は，自身の糖鎖リガンドを血管内皮

細胞上のセレクチンと結合させることによ

り付着する．そこで，ガラス平板上にHUVEC
を培養し，これに対する HL-60 の付着特性を

 

図 1：傾斜遠心顕微鏡概略図 



 

 

明らかにするとともに，ガラス平板との付着

特性の違いを明らかにする．また，傾斜遠心

顕微鏡が血球の二次元挙動を観察すること

が可能であることを利用して，HL-60 が凹凸

のある HUVEC 上のどこに付着しやすいか，

HL-60 の移動速度が HUVEC 上の位置で違

いがあるのかを観察する． 
 
(3) HVUEC の配向が HL60 の挙動に与える

影響 
 血管内皮細胞は，流れ負荷のかかった方向

に配向することが知られている．そこで，

HUVEC の配向方向および配向度(細胞のア

スペクト比)が血球の付着特性に与える影響

を，静地培養した HUVEC の結果と比較する．

また，配向が HL-60 の挙動，とくに HUVEC
上のどこを通過しやすいのか，に与える影響

を明らかにする．これを基に，血管内皮細胞

上における血球挙動の力学モデルを構築す

る． 
 

４．研究成果 
(1) ガラス平板に対する HL60 の付着特性お

よび MPC コーティングが付着特性に与える

影響 
 本研究では，まず，以降の実験のための基

礎データを得るために，ガラス平板を用いて，

HL60 の挙動を解析した．個々の細胞の挙動

を詳細に観察したところ，ガラス平板に垂直

な軸を中心として回転する血球が見られた．

また，微小流路を用いた生態外実験でも見ら

れる Stick-Slip 運動(ガラス平板への付着と

移動を繰り返す挙動)が観察された．ここで，

MPC ポリマーをガラス平板に塗布したもの

(以下，MPC 基板)を用いた場合，同一条件で

も基板への付着時間の割合が大幅に減少す

ることが確認された． 
 次に，血球の駆動力である遠心力の基板接

線方向成分 FT を変化させて付着率の変化を

調べた．FT が小さな領域ではほぼすべての

HL60 が基板に付着していたが，FTを増加さ

せることによって，両基板ともに付着率が減

少した．ただし，ガラス基板上では，FTの増

加に対してなだらかに付着率が減少するの

に対し，MPC 基板上では，急激に付着率が

減少し，FT>20pN ではほぼ一定値となるこ

とが明らかになった．また，遠心力の基板法

線方向成分 FN を増加させた場合，両基板と

もに HL60 の付着率が減少をはじめる FT が

大きくなった．ガラス平板では，FTの増加に

伴う付着率の減少割合が小さくなるのに対

し，MPC 基板では，減少率に変化は見られ

なかった．このことは，血球の付着力には個

体差があるものの，MPC ポリマーによる血

球付着防止効果があることを表している．こ

の結果を基に，最小自乗法に基づき，HL60
と基板との摩擦特性を定式化した．ここで，

ガラス平板の場合は FN による変動が大き

かったため，MPC 基板に対して定式化を

行った．その結果，HL60 の FT方向平均移動

速度を U(µm/s)として，摩擦力 FT*(pN)は， 

8.406.0933.0* ++= NT FUF  

で表されることを確認した． 
 ここで，HL60 と MPC 基板との間の摩擦

を流体の粘性に起因すると考える力学モデ

ルに基づいて，HL60 と基板との間隙幅 hg

と U の関係を求めた．その結果，U の増加と

ともに hgも増加し，U>10µm/s の範囲では赤

血球を用いた従来の研究と hg が定量的に一

致することが示された． 
 
(2) HUVEC に対する HL60 の付着特性 
 ヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)をガラス

平板上にコンフルエントに培養したものを

用い，その上を移動する HL60 の挙動を詳細

に観察した．その結果，図 2 に示すように，

HL60 は HUVEC の核の部分を避け，隣接す

る細胞間を通過することが確認された．これ

は，基板状の HUVEC 表面は，核のある中央

部で凸となり，細胞間が凹となるためである． 
また，HL60 の瞬間移動速度の FT方向成分の

頻度分布を(1)の MPC 基板と比較すると，

MPC 基板では静止細胞を除きガウス分布に

近いプロファイルであるが，HVUEC上では，

速度が低い領域でほぼ一定の頻度となった．

これは，HL60 が核を迂回するためであると

考えられる． 
 次に，HUVEC 上における HL60 の付着率

を MPC 基板と比較した．その結果，HVUEC
上では付着率が著しく上昇することが明ら

かになった．そこで，HUVEC 上において，

HL60 が核を迂回する領域としない領域に分

けて付着率を比較したところ，FT=30pN に

おいて，それぞれ，75.5%と 36.2%であった．

これは，迂回によって FT 方向速度成分が小

さくなることに起因すると考えられる．しか

し，迂回しない領域でも MPC 基板と比較し

て付着率が約 10 倍であることから，HL60
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図 2：瞬間速度ベクトルで描かれた HL60 
の軌跡．核を避けるように移動する 
ことが確認される． 



 

 

と HUVEC との付着もこの高い付着率の要

因であると考えられる．なお，摩擦力 FT*
を

定式化すると，HUVEC および MPC 基板で

はそれぞれ， 

5.45.0

1.106.2
*

*

+=

+=

UF

UF

T

T  

で表される． 

 

(3) HVUEC の配向が HL60 の挙動に与える

影響 
 血管内皮細胞は，流れによる剪断応力の負

荷により，流れ方向に配向するとともに，そ

の高さを減ずることが知られている．そのた

め，血管内において，内皮細胞は管軸方向に

配向し，(2)で用いた HVUEC 基板よりも凹

凸が小さくなると考えられる．そこでまず，

流れ負荷装置を用いて配向した HUVEC 基

板を作成した．その一例を図 3 に示す．図に

おいて，(b)は 2Pa の剪断応力を 24 時間与え

た結果である．実験では，(a)，(b)および(b)
を 90°回転させたものを使用した． 
 まず，FNを 47pN で一定として FTを 10，
30，50pN と変化させ，個々の HL60 の瞬間

移動速度ベクトルの大きさと FT からの偏向

角の分布を比較した．その結果，FT が比較

的小さな領域では分布に差は見られなかっ

たが，FT≥30pN では，FT に平行に配向した

基板上において，偏向角のばらつきが小さく

なり，0°近傍の速度が大きくなることが確

認された．これは，HL60 の移動方向に対す

る HUVEC の投影面積が小さくなり，核を迂

回する頻度が小さくなるためと考えられる．

また，配向しない基板上では，FTを 10pN か

ら 30pN に増加した場合と比較して，30pN
から 50pN に増加した場合の方が，速度の大

きさの最大値の増加量が減少することが確

認された．配向した HUVEC 上では，配向方

向にかかわらず増加量が一定であったこと

から，これは，HUVEC の高さの影響が現れ

ていると考えられる． 
 次に，配向していない HUVEC の基板を用

いて，FTを 30pNで一定としてFNを 30，47，
94pN と変化させた．その結果，FN=30pN で

は偏向角はほぼ±30°であったが，FNが増加

すると，偏向角の分布が広くなることが確認

された．これは，FN が小さいほど HL60 の

HUVEC への押しつけ力が小さいため，核を

乗り越える細胞の存在を表すと考えられる．

格子ボルツマン法を用いた数値解析で，細静

脈程度の血管内において単一の赤血球から

白血球が受ける押しつけ力は最大で約 30pN
と見積もられるとの報告がある．そのため，

集軸効果により凝集した赤血球からの押し

つけ力はこの値より大きくなる可能性があ

り，生体内において，好中球は血管内皮細胞

の凹凸に沿って移動する可能性がある．しか

し，先に述べたように流れ負荷に晒された血

管内皮細胞は流れ方向に配向するため，この

配向のために好中球はより直線的に血管内

を移動することが可能であると考えられる． 
 なお，(2)でも述べたように，HVUEC を用

いた実験計測では，HUVEC の凹凸による機

械的な要因と接着分子の影響を完全に分離

できていない．今後は，これらの影響を分離

し，機械的要因と接着分子のどちらが血球の

挙動に主要な影響を与えるかを解析する必

要がある． 
 
 最後に，本研究課題を遂行するに当たり，

東北大学華麗医学研究所医用細胞資源セン

ターより HL60 の提供を受け，細胞培養およ

び HUVEC の流れ負荷実験に関して東北大

学大学院医工学研究科佐藤(正)研究室にご指

導頂いた．ここに深く謝意を表する． 
 

 

(a) 配向する前 

 

(b) 配向した後 

図 3：流れ負荷装置による HVUEC の配向 
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