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研究成果の概要（和文）： 
我々は、まず初めにギ酸消化法と血管鋳型法を組み合わせた新しい走査型電子顕微鏡観察法を
開発した。この方法により、細動脈・細静脈など微小な血管の弾性線維構造ですら三次元で詳
細に明らかにすることができた。さらにこの方法により、壊れた内弾性板の三次元構造を明ら
かにすることができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
At first, we newly developed scanning electron microscopy technique using a formic acid 
digestion with vascular casts, which revealed, in detail, the three-dimensional(3D) 
architecture of delicate elastic fibers in small vessels. This method could successfully 
visualized the three-dimensional architecture of elastic fibers in small various sized 
of blood vessels, even arterioles and venules. Furthermore, the new method revealed the 
3D architectures of corrupted internal elastic lamina. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)弾性線維は血管壁に多量に存在し、血管
壁に弾性を与え循環動態に大きくかかわっ
ている。また逆に循環動態に応じて弾性線維
構造はリモデリングすると言われている。 
 
(2) 弾性線維は血管壁の機能に応じた、特徴
的な線維構造をとる。例えば、弾性動脈の中

膜弾性板の数は、動物種に関係なく血圧に応
じて決められていることが知られている。 
 
(3)周囲の環境が異常になること、例えば高
血圧状態の長期継続や、また加齢により構造
がリモデリングされる。 
 
(4) このように環境に応じた構造をとる弾



性線維であるが、それを観察するために弾性
線維以外の組織を消化し走査型電子顕微鏡
で観察する方法が以前から行われてきた。こ
れは弾性線維主成分のエラスチン蛋白が他
のタンパク質に比べ熱・酸・アルカリなどに
安定である性質を利用している。 
 
(5) この消化法では、弾性線維が豊富で丈夫
な大動脈（弾性動脈）のみが観察可能であっ
たが、それは末梢血管の弾性線維は少ない為、
消化中に破損するからである。そのため小さ
な組織や弾性線維が少ない組織では観察は
成功しておらず詳細は不明であった。 
 
(6) また他の組織学的手段、例えば透過型電
子顕微鏡などを用いても弾性線維構造体で
ある弾性板は固く密な構造であるため十分
に観察できない。 
 
(7)我々は血管鋳型樹脂を血管内腔に注入し、
それを支柱として組織消化を行う方法を開
発することにした(血管鋳型注入消化法)。そ
の方法によりすべてのレベルの内皮下弾性
線維構造を詳細に観察した。 
 
(8)rat の腹側尾動脈は加齢性に内弾性板の
断裂が生じる。内板性板の断裂は動脈硬化症
の診断の所見として知られている。 
 
(9)我々が開発した血管鋳型注入消化法を用
い、内弾性板断裂の詳細を解析する。 
 
２．研究の目的 
(1)正常部における血管壁弾性線維三次元構
造を大動脈から細動脈に至るまで網羅的に
明らかにする。 
 
(2)我々が作成しているギ酸消化法試料がエ
ラスチン単体であることを証明する。 
 
(3)加齢性に破損した内弾性板の詳細な三次
元構造、破損パターンを研究することで破損
の原因を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 血管壁弾性線維 3次元構造 
①走査型電子顕微鏡試料作製観察 
Wistar 系ラット５週齢を使用し、血管鋳型注
入後消化試料を作製した。筋性動脈から細動
脈までの内皮下弾性線維構造を走査型電子
顕微鏡で観察した。深麻酔下で胸大動脈より
カニュレを挿入し、リンゲル液で血管内の血
液を洗浄した後、メルコックス樹脂を注入し
た。室温で十分に樹脂が重合固化した後、下
腹壁動静脈とその末梢部が含まれるように

前腹壁を切り出し、リン酸緩衝液に保存した。
その試料を 10％ギ酸で 45℃36 時間、消化を
行った。さらに 90％ギ酸で 45℃24 時間消化
を行った後、緩衝液で洗浄した。試料の固定
はタンニン‐オスミウム法で行われた。最終
的に凍結乾燥を施行し走査型電子顕微鏡
（S-4800, Hitachi, 本学共同実験室設置）
で観察をした。 
 
②走査型電子顕微鏡観察画像データ解析 
 走査型電子顕微鏡試料より得られた画像
データを、Photoshop CS3 を用いて弾性線維
を黒、その他を白とする２値化処理を行った。
次にその白と黒の割合を血管径ごとに Image 
J を使用して計算した。動脈系 50 画像、静脈
系 30 画像解析した。 
 
(2) 透過型電子顕微鏡による観察 
 ラットの胸大動脈よりカニュレーション
し、リンゲル液で血管内の血液を洗浄した後、
４％パラホルムアルデヒドで潅流固定した。
下腹壁動静脈とその末梢部が含まれるよう
に前腹壁を切り出し細切し、リン酸緩衝２％
グルタルアルデヒド液に保存した。試料はオ
スミウム後固定、アルコール置換を経てエポ
キシ樹脂に包埋した。ウルトラミクロトーム
で薄切した試料をタンニン酸‐ウラン・鉛染
色を施し、透過型電子顕微鏡（H-7650, 
Hitachi, 本学共同実験室設置）で観察した。 
 
(3) アミノ酸分析 
 走査型電子顕微鏡試料作製と同様の方法
で尾動脈（筋性動脈）を消化し弾性線維を抽
出した。その試料は 110℃の 6mol/l 塩酸で
48 時間加水分解した。その加水分解された試
料のアミノ酸分析組成を分析した。 
 
(4) Wistar 系ラットは 8週齢以降、内弾性板
が加齢性に破損することが報告されている。
特に尾動脈に高率に観察されるため、尾動脈
の血管鋳型注入後消化試料を作製し観察し
た。 
 
４．研究成果 
 
 (1)われわれが開発した 3次元弾性線維観察
法は細動脈、細静脈に至るまで破損すること
なく描出することに成功した。それによると
血管壁内皮下弾性線維は基本的にはメッシ
ュ構造で、血流方向長軸に太い線維とそれを
繋ぐ細い線維から成ることが判明した。また
このメッシュ構造は太い血管になるに従っ
て蜂巣構造になることが観察された。この長
軸の太い線維と細い線維は約 50nm の弾性線
維の束から成っていることが高倍率で観察
された。 
 



 

１ 細動脈の弾性線維（緑色が弾性線維） 

)上記のメッシュ構造を２値化しメッシュ

２弾性線維密度と血管径の関係 

)透過型電子顕微鏡試料では走査型電子顕

3 血管壁弾性線維 弱拡大 

4 血管壁弾性線維 強拡大 

)我々が走査型電子顕微鏡で観察した弾性

5 アミノ酸組成 右から作成試料、ウシ

)～(4)は論文（Shinaoka et al., 2013）

) 弾性線維断裂部の弾性線維構造を血管
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(2
の密度を数値化したところ、血管直径とメッ
シュ密度は正の相関関係にあることがわか
った。これは動脈系、静脈系どちらともに当
てはまる。しかし動脈系の密度は 30％から
100％まで変化し、径に対する密度の変化の
割合は大きいのに比べ、静脈系では密度は
30％から 60％までしか幅が無く、変化の割合
も小さいという違いがあった。 
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(3
微鏡試料と同程度の径の内皮下弾性線維束
を観察することができたが、線維束が密なた
め詳細な細線維構築を明らかにすることは
できなかった（図 3, 4）。 
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(4
線維構造物のアミノ酸組成はエラスチン蛋
白のアミノ酸組成とほぼ一致した。つまり
我々が観察していたものは弾性線維の主成
分であるエラスチン蛋白のみであることが
証明された 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図
不溶性エラスチン、ブタ不溶性エラスチン 
 
(1
に発表掲載された。 
 
(5
鋳型注入後消化法にて観察した。断裂部は規
則的に壊れており、それは弾性線維の三次元
構造に由来する脆弱性によるものではない
かと考えられた。また断裂部には残存した弾
性線維が存在し、断裂部を支えていることが
示唆されている。 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 断裂部弾性線維 矢印以下が正常部弾
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性板、以上が断裂部の残存弾性線維。 
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