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研究成果の概要（和文）：申請者は，傾斜遠心顕微鏡を用いて，一定押し付け力の下でガラス平板に培養したHUVEC上
を移動する好中球様細胞に分化したHL60の挙動を解析した．HL60は，押し付け力によって核のある中央が膨らんだHUVE
Cの辺縁部を通ることが確認された．Pセレクチンは内皮細胞辺縁部に発現することから，血管内皮表面の凹凸は血球と
内皮細胞の接着に寄与すると考えられる．また，剪断応力の負荷により配向したHUVEC上ではより直線的に移動するが
，平均移動速度に有意な差は見られなかった．未分化のHL60を用いた場合には有意な速度の上昇が見られたことから，
平均移動速度に関してはHUVECとの接着性が支配的であると言える．

研究成果の概要（英文）：Motion of neutrophil-like HL60 cells under a pressing fore on HUVECs cultured on a
 flat glass plate was observed using the inclined centrifuge microscope. It was observed that the cells mo
ve along marginal regions of convex HUVECs. This suggests that the surface morphology of endothelium enhan
ces possibility of adhesion between neutrophils and the endothelium because P-selectin which is necessary 
for neutrophils' rolling is extensively expressed on the marginal region of the endothelial cells. The HL6
0 cells move more straight on oriented HUVECs which had been exposed to a shear stress than on not-oriente
d HUVECs, but their mean velocity was not changed with the orientation. Since the mean velocity of undiffe
rentiated HL60 cells increased on the oriented HUVECs, adhesivity of the differentiated HL60 cells to the 
HUVECs is considered to be a dominant factor to regulate the mean velocity.
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１．研究開始当初の背景 
 白血球は赤血球と対照的に血管壁に付着
しやすいという特徴をもつ．とくに，細静脈
において，赤血球が血管中央に凝集して流れ
る集軸効果のために，白血球は血管壁方向に
押し出される．これまで白血球と血管壁との
相互作用に関する研究は，血球と血管内皮細
胞との接着分子に着目したものがほとんど
で，力学的作用が与える影響は考慮されてこ
なかった．内皮細胞は核を有するために血管
内腔表面は凹凸があると考えられる． 
 
２．研究の目的 
 申請者はこれまで，白血球の中で最も主要
な細胞である好中球を例に採り，申請者所属
研究室で独自に開発した傾斜遠心顕微鏡を
用いて，ガラス平板上に培養した血管内皮細
胞の凹凸および配向が血球の挙動に与える
影響を解析してきた．しかし，これまでの結
果では，内皮細胞の凹凸の影響と接着分子の
影響を完全に分離することができなかった．
そこで，本研究では，これらの影響を分離し，
力学的作用の影響について明らかにするこ
とを目的とする． 
 
３．研究の方法 
 申請者のこれまでの実験では，好中球様細
胞に分化していない未分化の状態の HL60 を
用いてきた．これは，好中球と比較して機械
的特性や表面性状が異なるため，まず，HL60
の分化がその挙動に与える影響を明らかに
する必要がある．そのため，ATRAで分化した
HL60と未分化の細胞を用い，ガラス平板上に
おける挙動を比較する．ここで，タンパクや
細胞の粘着の阻害効果をもつ MPCポリマーを
ガラス平板に塗布し，未処理のガラス平板上
における挙動との比較から接着分子の影響
とその他を分離した基本的特性を得る．なお，
ここではガラス平板に対する付着率，細胞の
平均移動速度に加えて，個々の細胞の挙動を
比較する． 
 次に，ガラス平板に正常ヒト臍帯静脈内皮
細胞(HUVEC)を培養し，その上における HL60
の挙動を解析する．ここで，生体内において，
血管内皮細胞は血流による剪断応力刺激に
曝されており，流れ方向に配向することが知
られている．そこで，HUVEC に 24 時間 2Pa
の剪断応力負荷を与えて配向させた HUVECと
配向していない HUVEC を用い，その上におけ
る HL60の挙動を解析する．なお，ここでは，
HUVEC に対する付着率，細胞の平均移動速度
に加えて，個々の細胞の瞬間移動速度ベクト
ルの分布を比較する． 
 以上の計測を行うにあたり，過去の研究を
参考に HL60 の各種基板に対する押し付け力
FNを 47pNで固定し，駆動力 FTを 10～50pNで
変化させた．なお，FNは，細静脈において軸
集中した赤血球からの血管壁への押し付け
力に対応する． 
 

４．研究成果 
 傾斜遠心顕微鏡を用いて HL60 のローリン
グ特性に与える分化の影響を解析するにあ
たり，まず，未処理のガラス平板と MPCポリ
マーをコーティングしたガラス平板を用い，
基板への付着率および平均移動速度を計測
した．その結果，HL60の分化は主に付着率に
影響し，移動速度には大きな影響を与えない
ことが明らかになった．また，未処理のガラ
ス平板上では所謂 stick-slip 運動(Fig. 1)
が確認され，分化した HL-60 の方が stick状
態の頻度が高いことから，免疫反応における
血管内皮細胞上での HL60 の減速は stick 状
態の頻度上昇に起因すると推察された． 
 次に，HUVEC を静置培養したガラス平板と 
HUVEC を配向させたガラス平板を用いてその
上を移動する HL60 の瞬間移動速度ベクトル
の角度の分散を比較した．その結果，配向し
た基板の方が分散が小さいが，両基板におい
て，分化した HL60 の方が分散が大きいこと
が確認された．これは，未分化の HL60 の方
がより直線的に移動することを表している．
また，未分化の HL60 では配向によって平均
移動速度が有意に変化するのに対し，分化し
た細胞では配向による差は見られなかった． 
HL60はFNの寄与によって HUVEC間の谷間を移
動するうえに(Fig. 2)，好中球のローリング
に寄与する内皮細胞上の Pセレクチンは細胞
辺縁部に発現することから，分化した HL60
の平均移動速度に対しては HUVECとの接着性

 
Fig. 1 Stick-slip motion of a HL60 cell on 

a flat glass plate. 

 
Fig. 2  Trajectories of HL60 cells on 
HUVEC cultured on a glass plate. 



が支配的要因となるといえる．また，配向に
伴う HUVEC表面形状に起因する抵抗の減少と，
HL60の分化に伴う HUVECとの接着能の増加に
起因する抵抗の増加がほぼ同程度であると
いえる．ただし，未分化の HL60 でも付着率
が 90%以上と著しく高く，接着能の変化を定
量的に評価するには至らなかった． 
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