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研究成果の概要（和文）：本研究課題は、炎症時における血管内皮細胞の弾性率（硬さ）の変化について原子間
力顕微鏡を用いて解析し、さらに細胞の硬さが持つ病態生理学的役割を明らかにすることを目的として行った。
これまで我々は、炎症刺激時に血管内皮細胞が硬化することを見出してきた。本研究では、この細胞硬化の機構
に細胞間ギャップ結合が関与することを明らかにし、さらに細胞の硬化が白血球の接着を誘導する可能性を示し
た。これらの結果から血管内皮細胞の硬さが有する役割の一端を解明した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to investigate alteration in elastic modulus 
(stiffness) of vascular endothelial cells during inflammation using atomic force microscope, and to 
clarify the pathophysiological role of cellular stiffness. We found that vascular endothelial cells 
increased the stiffness during inflammatory stimulation. Here we have demonstrated that gap junction
 is involved in the regulation of cellular stiffness. Furthermore, we have shown that cellular 
stiffening induces leukocyte adhesion. Taken together, our results suggested the pathophysiological 
role of endothelial cellular stiffness.

研究分野： 血管生物学、血栓止血学、細胞接着学、分子薬理学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
臨床的には、血管が硬くなると動脈硬化が進展し、心血管イベントが生じやすいことが知られている。本研究で
は、そのメカニズムの解明に取り組み、病態初期に見られる炎症時において血管内皮細胞そのものが硬化するこ
とを示し、その分子機構を解析した。さらに細胞が硬化した結果、白血球が硬化部位に集積する可能性を示し、
血管硬化が血管病変の形成を促進する新しいメカニズムを明らかにした。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
心血管疾患、脳血管疾患など血管障害性疾患の背景には、動脈硬化病変や血管壁硬化などの

血管弾性の増加（硬化）が存在する。血管硬化は、病的炎症を原因とした細胞外マトリックス
の再編成、線維化、石灰化と血管構成細胞の硬化によって生じ、コレステロール非依存的な心
血管イベント発生（病的血栓形成）のリスク因子でもある。これまで国内外の多様な研究によ
って、動脈硬化をはじめとする各種血管病に関連する遺伝子や生理活性物質の同定とその役割
が明らかにされつつある。その一方で、血管の物理的性質の変化や役割を明らかにする研究は
少ない。特に細胞の硬さ変化と調節機構、細胞の硬さが病態形成に及ぼす影響はほとんど研究
されていない。 
我々は、これまで血管内皮細胞間のギャップ結合の機能低下が病的な炎症と血液凝固の活性

化を生じて血管内皮障害に繋がることを報告し、また、ギャップ結合が血管新生や血管リモデ
リングを制御していること示してきた。当初の予備研究結果から、ギャップ結合が血管内皮細
胞の硬さを調節している可能性を見出した。これらを背景として血管内皮細胞の硬さ変化とそ
の生理的役割を解明しようとする本研究を実施した。 
 
２．研究の目的 
我々は、これまでに炎症時にギャップ結合機能が低下することおよび血管内皮細胞の硬さが

増加することを示す結果を得ている。本研究では、ギャップ結合が血管内皮細胞の硬さ制御に
関わることを明確化し、血管病変形成にどのように関わるか明らかにする。我々は、炎症時の
ギャップ結合の低下によって血管内皮細胞が硬化し、この細胞の硬化が白血球の接着と遊走を
惹起すると仮説を立てて、本研究ではその検証を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 炎症時における血管内皮細胞の硬さ変化の解析 
血管内皮細胞は、シェアストレス、酸化型低比重リポ蛋白質（Ox-LDL）によって硬化し、細

胞の硬さは主に細胞骨格であるアクチン線維の量や収縮力によって決定される。ここでは、ま
す各種血管由来血管内皮細胞の硬さを原子間力顕微鏡で測定した。次に炎症刺激に応じて血管
内皮細胞が硬化するか検討するため、ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）を腫瘍壊死因子（TNF-
α）、リポ多糖（LPS）、トロンビンで刺激し、経時的に細胞の硬さを原子間力顕微鏡で測定した。
次に血管内皮細胞に Lifeact と GFP の融合蛋白を発現させ、生細胞でのアクチンを可視化し、
細胞表面の硬さ分布とアクチンの局在を解析した。 
 
(2) ギャップ結合が血管内皮細胞を硬化する機構の解明 
細胞の硬さは細胞骨格に加え、細胞間相互作用によって調節される。血管内皮細胞をギャッ

プ結合阻害剤、またはコネキシン（Cx）32, Cx43 に対する特異的阻害抗体で処理して血管内皮
細胞の硬さを測定した。同細胞に TNF-α刺激を加え、炎症時における細胞硬化にギャップ結合
が及ぼす影響を解析した。さらに、ギャップ結合阻害剤を処理した細胞について免疫染色を用
いてアクチン線維、細胞接着班の形成を可視化し、炎症時に誘導されるこれらの形成に及ぼす
影響を解析した。 
 
(3) 血管内皮細胞の硬さが細胞接着に及ぼす影響の解析 
白血球には硬い基質に向かって遊走する Durotaxis という性質が備わると考えられており、

硬化細胞上で細胞接着と遊走を亢進すると推測される。細胞の硬さ変化が白血球の結合に影響
を与えるか確認するため、細胞と同程度の硬さを持つゲルへの白血球の接着を細胞背着アッセ
イを用いて評価した。次に、ギャップ結合阻害剤で処理して硬化した HUVEC、アクトミオシン
阻害剤ブレビスタチンで処理して軟化した HUVEC への白血球の接着を解析した。 
 

４．研究成果 
(1) 炎症時における血管内皮細胞の硬さ変化の解析 
大動脈、肺微小血管、臍帯静脈など血管種にかかわら

ず内皮細胞は同等の硬さを有していることを明らかにし
た。次に、HUVECs は TNF-α刺激 4 時間後に硬化し、24
時間後には刺激前と同等の硬さに戻ることを見出した
（Fig.1）。また、トロンビン刺激、LPS 刺激でも同様の
結果を示すことを確認し、硬化時には接着斑形成が亢進
することを明らかにした。Lifeact-GFP 遺伝子を導入し
てアクチン骨格を可視化した HUVECs を用いて細胞の硬
化部位がアクチンの局在に一致することを明らかにした。 
 
(2) ギャップ結合が血管内皮細胞を硬化する機構の解明 
 ギャップ結合阻害剤を処理した HUVECs の硬さについ
て原子間力顕微鏡を用いて測定し、ギャップ結合を阻害
した HUVECs は硬化することを明らかにした。また、TNF-



αとギャップ結合阻害剤の共刺激を加えることで、細胞硬化が亢進する傾向を示し、さらに細
胞硬化を持続させることを明らかにした（Fig.2）。ギャップ結合阻害剤は単独でも接着班とス
トレスファイバーの形成を亢進したこと、一方で、細胞骨格再編成阻害剤、アクトミオシン阻
害剤が炎症やギャップ結合によって誘導される細胞硬化を抑制したことからギャップ結合によ
る細胞の硬さ制御が細胞骨格再編成に依存的であることを明らかにした。血管内皮細胞に発現
する Cx32, Cx43 に対する抗体を処理した細胞でも硬化することを確認した。 

 

 
(3) 血管内皮細胞の硬さが細胞接着に及ぼす影響の解析 
 細胞と同等の硬さを持つゲルを用いて THP-1 細胞の接着能を解析した結果、硬化した細胞と
同等の硬さでは細胞接着は、正常と同等に軟らかいゲルと比較して亢進した。次に、ギャップ
結合阻害剤を用いて硬化した細胞（32kPa）とアクトミオシン阻害剤処理で軟化した細胞
(7.2kPa)でも同等の結果が得られ（Fig.3）、血管内皮細胞の硬さ依存的に THP-1 細胞の接着が
起こる可能性を見出した。 
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