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研究成果の概要（和文）： 

高度光学計測技術である第２高調波発生（SHG）法により，血管組織内部のコラーゲン線維の
3 次元的な分布および配向状態を計測できることを示した．また，脳動脈瘤の病理組織標本の
分析および動脈瘤における血行力学解析から，血管壁に作用する複雑な応力場が，SHG 法によ
り計測されるコラーゲン線維の 3 次元構造に関与していること明らかにした． 
 
研究成果の概要（英文）： 
This study experimental showed that the optical measurements using second 
harmonic generation (SHG) enable to observe the three dimensional distribution and 
orientation of collagen fibers in a vascular tissue.  It was speculated from pathological 
analysis of the tissue specimen and the computational hemodynamic analysis of 
cerebral aneurysms that the complex stress field applied to the vascular tissue 
involves the 3D collagen structure measured with the SHG. 
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１．研究開始当初の背景 

血管の組織構造は血液循環状態の変化に伴
って適応的に変化する．しかし，これが破綻
すると，血管病を招来する．血管形状が劇的
に変化する動脈瘤などの病的リモデリング
が起こる場合には，血管強度要素であるコラ
ーゲンを含む外膜の組織構造に変化が生じ
ていると考えられる．しかしながら，組織切
片を観察する組織学的評価では，繊維の３次
元分布や分量を評価することが困難である． 

 

２．研究の目的 

高度光学計測技術である第２高調波発生
(SHG)法を用いて，種々の血管における壁内

コラーゲン線維の 3 次元的分布を計測し，病
的リモデリングによって生じるコラーゲン
線維構造の変化を調べる方法を確立する． 

 

３．研究の方法 

計測装置の基本構成を図１に示す．画像の
取得には，Cr:Fr レーザ(CrF-65P, Avesta 
Project)を光源とした SHG(Second Harmonic 
Generation)顕微鏡を使用した．Cr:Frレーザ
のような強力な光を非中心対称物質である
コラーゲン分子に照射することで，第 2 高調
波と呼ばれる光が発生する．よって第 2 高調
波の発生の有無で，コラーゲン分子の存在の
有無を確認できる．更に，各コラーゲン分子
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が照射したレーザの偏光角度に整列してい
るときに，発生する第 2高調波が強くなるた
め，第 2高調波の強度を観察することで分子
の配向情報を取得することが可能である．ま
た，SHG 顕微鏡を用いることで垂直方向に一
定間隔で連続断層画像を取得することがで
きる． 

 
図１ 計測装置の基本構成 

 
４．研究成果 
まず，ウサギの大動脈血管を用いて深度方

向の SHG 画像を取得し，コラーゲン構造の 3
次元計測の可能性について検討を行った．試
料として，ペントバルビタールナトリウム
(ネンブタール，大日本製薬)を過剰投与して
ウサギを安楽死させた後，胸部を正中切開し，
大動脈を 30 mm程度の長さで摘出した．摘出
した大動脈はホルマリン処理を施した． 
偏光方向を一方向に定め，60×油浸対物レ

ンズを用いて試料を観察し 600×600 μm，
256×256 pixcelの Bitmap形式のグレースケ
ール画像を血管表面から深さ 180 μmまで 10 
μm間隔で取得した．結果の一部を図 2に示
す． 

 

図２ SHG計測画像 
 
血管表面から取得したグレースケール画

像では輝度値の分布が存在した．また，血管
表面から深さ 180 μm まで 10 μm間隔で取
得した連続断層画像においても輝度値の分
布が存在した．しかし，測定深さが 70 μm
より深くなると取得画像内の輝度値の大き
さ，輝度値の存在する領域がともに小さくな

り始め，測定深さが 130 μm より深くなると
微小となった． グレースケール画像で輝度
値の分布が存在したため，コラーゲン分子が
存在するといえる．また，各コラーゲン分子
が照射したレーザの偏光方向に整列してい
るとき，発生する第 2高調波が強くなるため
取得した画像内で大きな輝度値を持つ領域
は，レーザの偏光角度 に近い配向角度を持
つコラーゲン分子が多いことが分かる．この
ことから，一つの試料に対して，レーザの偏
光角度を変更して計測することでコラーゲ
ンの詳細な配向情報を取得できると考えら
れた．  
次に，血管壁内のコラーゲンの配向状態を

観測するための SHG 画像取得の高速化と定
量的な評価手法の確立を行った．従来の SHG

顕微鏡では入射光の偏光を波長板で機械的
に制御していたため測定時間が長いという
問題があった．そこで，電気光学変調器を用
いて SHG 観測の高速化を実現した．測定時
間は従来法の 1/10 程度まで改善され，画像構
成アルゴリズムの改良も行ったことより，in 
vivo 計測における体動による誤差がない
SHG 画像の取得に成功した．図３は入射光
の偏光を２方向に制御して体動のあるラッ
ト皮膚を観測した結果である．直交する２方
向の入射偏光で取得したSHG画像（Vertical, 

Horizontal）からコラーゲンの配向指標（α
＝(IV - IH) / (IV + IH)，I: SHG 光強度）をピク
セルごとに算出した．従来の機械的な偏光制
御では体動の影響により 2画像間のピクセル
の対応がとれないために適切な配向指標を
得ることはできないが，電気光学的に偏光制
御した場合は各ピクセルの配向指標は妥当
な値となっている． 

 

 

図３ in vivo ラット皮膚の直交偏光 SHG

画像とコラーゲン配向度の分布 

(a) 機械的制御，(b) 電気光学的制御 

 

さらに，評価指標として配向ベクトルを定
義し，従来の光学顕微鏡では可視化ができな
いサブミクロンスケールのコラーゲン構造
の定量解析が可能となった．図４は摘出した
ヒト関節軟骨組織に 15％の 1 軸圧縮を負荷



 

 

した時のコラーゲン配向を定量化した結果
である．入射偏光を 10°ごとに回転させて取
得した 38枚のSHG画像からピクセルごとに
算出した配向ベクトルの大きさ（(Imax - Imin) 

/ Iave）を算出して度数分布を示した．関節軟
骨ではサブピクセルオーダーの直径をもつ 2

型コラーゲンがランダムな方向に配向して
いる．圧縮負荷によりコラーゲン線維が 1 方
向に揃うように変形することを定量的に示
すことができた． 

 

 
図４ 多軸偏光分解 SHG 観測により算出

した配向度の度数分布 
 

 さらに．SHG により計測される血管コラー
ゲン線維の 3次元構造と血管リモデリングと
の関係を追及するために，本研究では実験計
測および計算解析を行い，以下の知見が得ら
れた． 
病理解剖により摘出されたヒト脳動脈瘤

の病理組織標本（ヘマトキシリン・エオジン
染色およびアザン染色）を作製し，動脈瘤壁
の中でのコラーゲンの配向状況を調べた．そ
の結果，動脈瘤のネック部でコラーゲンの配
向が乱れ，ところどころで線維が不連続とな
っていることがわかった． 
動脈瘤内の力学場を明らかにするため，臨

床で得られた動脈瘤を有するヒト脳血管の
CT 画像から様々な動脈瘤の実形状モデルを
構築し，壁の応力解析および瘤内の血流解析
を行った．その結果，動脈瘤のネック部では，
主応力およびミーゼス応力とも変化が大き
く，また，血圧による等方引張変形だけでな
く，比較的大きなせん断変形も生じているこ
とがわかった．また，動脈瘤のネック部では
血流が乱され，他の部位より大きな壁せん断
応力が作用することがわかった．こうした壁
に作用する応力場が，組織のリモデリング 

による複雑なコラーゲンの配向を引き起こ
している可能性が示唆された． 
以上の結果から，血管内視鏡で SHG による

コラーゲン配向の計測が可能になると，医用
画像に基づく計算力学解析とを組み合わせ
ることにより，臨床において脳動脈瘤の進行
予測が可能になると考えられる． 
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