
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２５年 ６月１８日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

本課題では，（１）連続体レベルにおける赤血球の変形動態解析，（２）分子動力学レベルにお
ける脂質膜破断解析，（３）化学蛍光法による溶血可視化実験の３つを行なった．１）より，
単純な定常中において，既存の溶血指標は赤血球の変形量とほぼ一対一の関係があるもの
の，非定常流などになった場合には赤血球変形量を全く反映しないことがわかった．（２）
より，引張による膜破断機序を明らかにした．（３）より中性下にてルミノール反応を生じ
させる条件を見出し，赤血球個体レベルにおける溶血発生を可視化する実験系の基礎を築
いた．  
 

研究成果の概要（英文）： 

The present study mainly carried out the following three projects; (1) deformation analysis of a red 

blood cell at continuum scale, (2) molecular dynamics simulations of the rupture of a red blood cell 

membrane and (3) establishment of the visualization technique of heymolysis by chemiluminescence. 

From project (1), it is revealed that conventional hemolysis indices is not well correlated with the 

amount of red blood cell deformation in complex flows including unsteady flow, addressing the 

necessity of the analysis of RBC deformation for better prediction of hemolysis. Project (2) clarified the 

mechanism and conditions of breaking open of a red blood cell membrane at the molecular level. In 

project (3), we identified the condition that luminol can be activated in neutral media, serving as a base 

for visualizing hemolysis occurring from one red blood cell.  
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１．研究開始当初の背景 

溶血とは赤血球の崩壊であり，赤血球膜が
破れてヘモグロビンが漏出することを言う．
溶血が頻発すると，赤血球数が不足し，貧血
を引き起こす．これに加え，溶血によって漏
出するヘモグロビンは血管弛緩因子かつ抗
血液凝固因子である一酸化窒素(NO)と瞬間
的かつ不可逆的に結びついて NOを無能化す
るため，長期的な溶血は高血圧などの慢性疾
患や血栓症を引き起こす． 

溶血は過度変形による赤血球膜の破壊で
ある．それゆえ，溶血を予測するためには，
まず，赤血球の変形動態を調べる必要がある．
その手段として，実験による可視化が考えら
れる．しかしながら，溶血が生じるほど高速
に流動し，かつ，急激に変形する赤血球を追
尾しながら，その三次元形状を計測すること
は，現実的には困難である． 

計算力学モデルによって赤血球の変形を
再現することができれば，赤血球膜面上の力
学状態を詳らかにすることが可能であり，溶
血が生じる直接的な原因を調べることがで
きる．本研究の最終的な目標は，この溶血シ
ミュレータの構築である． 

溶血シミュレータでは，生理学的な低せん
断応力場だけでなく，溶血が生じるような高
せん断応力場においても，赤血球の変形を定
量的に再現できる必要がある． 

  

２．研究の目的 

本研究の目的は，個々の赤血球の変形解析
に基づく溶血シミュレータの構築である．特
に本課題においては，連続体レベルにおいて
流れと赤血球変形量との関係を，分子動力学
レベルにて赤血球膜の破断機序をそれぞれ
明らかにする．また，化学蛍光法により溶血
発生を捉えるための実験系の確立を目指す． 

 

３．研究の方法 

本課題では，研究を（１）連続体レベルに
おける赤血球の変形動態解析，（２）分子動
力学レベルにおける赤血球膜破断解析，（３）
化学的蛍光イメージングによる溶血可視化
実験の３つに分けて，並行的に進めていった． 

 
４．研究成果 
（１）連続体スケールにおける赤血球膜変形
の解析 
赤血球のモデルとして，エネルギー最小化

原理に基づいて赤血球の変形を表現する 3次
元赤血球モデルを用いた．膜面を三角形要素
に分割し，隣り合う質点同士を線形ばねでつ
なぐことにより膜の伸びに対する抵抗を，ま
た，隣接する伸びばね同士を曲げばねでつな
ぐことにより膜の曲げに対する抵抗をそれ
ぞれ表現した．赤血球が運動する際には，体
積を一定に保っていることを仮定し，膜が取

り囲む面積を一定値にするような制約条件
を与えた．流体力のモデル化に際しては，一
方向連成の概念を導入し，周りの流れ場から
赤血球にかかる力を推定した．具体的には，
膜の法線方向については運動量の保存側か
ら，接線方向についてはニュートンの粘性法
則によって力を記述した．ただし，接線方向
力のモデル化については，等価境界層厚さと
いう概念を導入し，一定速度で落下する球体
周りのストークス流れにおける流体抵抗力
と表面せん断応力の総計の釣り合いからそ
れをモデル化した．最終的には赤血球膜面を
構成する各質点について運動方程式を解く
ことにより，流動に伴う赤血球の運動を解い
た． 

作成した赤血球モデルを一様せん断流中
に入れたところ，赤血球モデルはせん断速度
に応じて，種々の振る舞いを示した．具体的
には，低せん断流れ下では赤血球は剛体回転
し，高せん断流れ下では赤血球は姿勢を保っ
たまま膜だけが回転するような挙動を示し
た．剛体回転運動から膜回転運動にはせん断
速度 20～40 s-1程度で切り替わり，これは過
去の実験データ(Goldsmith and Marlow, Proc R 

Soc Lond B 182, 351, 1972)と一致した．同様に
して，非定常せん断流中でも赤血球運動を表
現できるか否かについて検討するために，周
期的に速度が変動するようなせん断流れ中
にモデルを入れて計算を行った．結果として，
計算結果は実験結果 (Watanabe et al, Artif 

Organs, 31, 352, 2007)とよく一致し，本モデル
は定常流れだけでなく，非定常流れ中におい
てもその変形を表現できることがわかった． 

せん断速度と赤血球の変形との間に相関
関係があるのか否かについて検討した．定常
せん断流中に赤血球モデルを入れたところ，
赤血球の変形度（最大主ひずみ）はせん断速
度の増加に伴って大きくなり，両者には一定
の関係があることがわかった（Fig. 1）． 

より複雑な流れ場でのせん断速度と赤血
球の変形との関係を調べるために，Re = 800

の狭窄管内流れに赤血球を流した．その際の
赤血球変形の様子を Fig. 2 に示す．赤血球膜
面の色は第一主ひずみを示し，管内の色はせ
ん断応力をスカラー化したものを示す．図よ
り，赤血球が狭窄部を通過する際に大きく変
形し，膜面には局所的に高いひずみが生じて
いることがわかる．赤血球の流跡に沿ったせ
ん断速度と赤血球の変形（膜面最大主ひず
み）との関係を Fig. 3 に示す．この図に示さ
れるように，狭窄流れでは，両者の間には一
定の関係が認められなかった．これは，赤血
球が流動することにより，周囲の流れ場が変
わることで外部流体と赤血球間に速度差が
生じ，絶えず流体から粘性力が赤血球に作用
するため，赤血球が粘弾性的な変形をするた
めだと考えられる．このことは赤血球の形状



 

 

はその位置における流体場から一意には決
まらないことを示しており，既存の溶血指標
のように流体場と溶血とを直接的に結び付
けようとする試みには溶血の予測精度に限
界が生じることを示している．以上より，溶
血量をより正確に予測するためには赤血球
の変形を解析に取り入れる必要があること
が示された． 
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Fig. 1 Relationship between τmax and shear stress 

in a steady shear flow 
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Fig. 2 Snapshots of the RBC shape with a 

contour plot of the strain distribution along the 

flow trace 
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Fig. 3 Relationship between τmax and shear stress 

in a stenosed flow 

 

（２）赤血球膜変形の分子動力学的解析 

分子動力学法により，コレステロールを含
んだ脂質二重膜の引張シミュレーションを
非定常および準静的に行い，赤血球膜の破断
機序について調べるとともに，膜中のコレス
テロールが破断に与える影響について検討
した． 

まず，赤血球膜モデルとして，脂質分子の

ジパルミトイルフォスファチジルコリン
(DPPC)のみによる純粋な脂質二重膜系 (0 

mol%)と DPPC とコレステロールによる混合
二重膜系を用いた．混合二重膜については，
コレステロールの含有率を 20と 40 mol%の 2

種類の系に設定した．全方向に周期境界を設
けた．膜面に垂直な方向の周期境界イメージ
セルの影響を軽減するため，十分なサイズの
水分子の層を挿入した．系は温度，圧力がそ
れぞれ 323 K，0.1 MPa の状態で安定化されて
いる． 

 膜に引張を与えると，膜の面積が増加し厚
さが減少した．面積がある値を超えると，膜
面に孔が形成された．その後，更なる引張に
伴って，膜孔は拡大し，やがて破断に至った．
非定常引張シミュレーションにおける膜破
断時の面積ひずみの平均は 1.15 (0 mol%)，
1.40 (20 mol%)，1.33 (40 mol%)であった．一
方，準静的引張では，破断面積ひずみは 0.8 (0 

mol%), 1.2 (20 mol%), 1.4 (40 mol%)であった．
なお，ここで，破断面積ひずみは引張前の平
衡状態における系の 50 ns間でのxy平面の平
均面積を初期膜面積 A0，引張過程中の系の面
積を A として，面積ひずみを A/A0-1 として評
価したものであり，膜を貫通する定常的な水
で満たされた通路に発展する水分子の単列
侵入が形成されたときを破断したときと定
義した． 

非定常および準静的引張のいずれにおい
ても，純粋な脂質二重膜系より混合二重膜系
の方が大きい面積ひずみが生じた状態でも
膜構造を維持していた．非定常引張では 20 

mol%で最大の破断面積ひずみを示し，準静的
引張では 40 mol%が最大であった．準静的引
張における破断面積ひずみとコレステロー
ル含有率との関係の傾向はマイクロピペッ
ト 吸 引 法に よ る実 験結 果 と一 致 した
（Needham and Nunn, Biophys. J. 58, 997, 

1990）． 

 次に膜が破断へ至る過程とコレステロー
ルのそれに対する関与について調べた．非定
常引張において，引張前の状態ではコレステ
ロールは明確な二層構造をとっており（Fig. 

4(a)），それぞれのコレステロールの長軸が膜
に対して垂直な方向を指していた．しかし，
引張に伴い膜厚さが減少すると，上下の層の
コレステロール同士が接近し，それぞれのコ
レステロールの長軸の向きが乱れた．その後，
水分子が脂質二重膜の疎水性部分に侵入し
て，水分子で満たされた孔が形成され，上下
の水分子の層が繋がることにより，膜の破断 



 

 

(a) (b)(a) (b)
 

Fig. 4 Snapshots of the rupture process of a 

DPPC membrane (a) before stretch and (b) after 

stretch where water molecules penetrate the 

membrane, creating a pore.  

 

へとつながった（Fig. 4(b)）．一方，面積ひず
み 1.0 での準静的引張では，初期状態で膜中
のコレステロールの長軸の向きが乱れてい
るのに対し，100 ns 後ではコレステロールの
配向が整っていた．すなわち，同じ面積ひず
みを与えても，非定常引張中と準静的引張で
は，コレステロールの配向に関して，膜の構
造が異なっていることが示され，これが膜の
破断に影響している可能性が示唆された． 

以上，本研究より，純粋な脂質二重膜系よ
り混合二重膜系の方が大きい面積ひずみが
生じた状態でも膜構造を維持できることが
わかった．また，非定常引張では 20 mol%，
準静的引張では 40 mol%で最大の破断面積ひ
ずみを示すことが明らかとなった．更に，同
じ面積ひずみを与えても，準静的引張過程を
経た場合では，コレステロールの配向が整っ
ていることが示された． 

 

（３）化学的蛍光法による溶血可視化実験 

ルミノール反応の光学・溶血特性を明らか
にし，溶血現象の可視化での使用に向けルミ
ノール反応溶液を最適化することを目的と
して実験を行った． 

 はじめに，化学発光を用いる手法による溶
血可視化の実現可能性に関する知見を得る
ために以下の 4 つの実験を行った． 

①ルミノール反応に関する基礎検討 

ルミノール反応を観察し，ルミノール反応
はヘモグロビンを触媒とし瞬時的に反応し，
発光は数分間継続することを確認した．以上
よりルミノール反応は溶血の可視化に使用
可能な発光特性があることを確認した． 

②ルミノール発光検出の実現性検討 

溶血発生の瞬間を撮像することを想定し
た高速度の撮影条件(露光時間 10[µs])におい
て EMCCDカメラを用いることでルミノール
発光による信号を検出した．これよりルミノ
ール反応による発光はEMCCDカメラを用い
ることで検出可能となるとういうことが示

唆された． 

③ルミノール反応による溶血発生の確認 

 赤血球はルミノール反応溶液と 5[min]以上
触れると溶血が発生し，形状が維持されない
ことが確認された． 

④ルミノール反応溶液による溶血要因 

ルミノール反応溶液による溶血要因検討
の結果，ルミノール反応溶液の pH が強アル
カリ性であることが溶血の主要因であるこ
とが示唆された．またルミノール反応溶液を
構成するルミノール，過酸化水素は溶血の主
な要因でないと考えられた．以上より，溶液
の pH を生体値である pH7.4 にすることで溶
血しないルミノール反応溶液を作成可能だ
と考えられた． 

次に，中性 pH のルミノール反応溶液の発
光量を増強する物質を検討し，中性 pH にお
けるルミノール反応溶液の構成物質を選定
した．中性 pH において減少する発光量を増
大させる方法として次亜塩素酸が有効であ
ると考えられた．次亜塩素酸が，ヘモグロビ
ンを触媒として用いた反応系においても有
効であるか検討した．発光量測定の結果ヘモ
グロビンを触媒として用いる反応系におい
ては次亜塩素酸による発光増強は得られな
い事が明らかとなり，本研究におけるルミノ
ール反応溶液は，ルミノール/過酸化水素の混
合溶液が適切であると考えられた． 

 3 つ目として，中性 pH における溶血可視
化手法の確立に向け，ルミノール反応溶液の
最適化を以下の４つの実験より行った． 

①発光特性の検討 

ルミノール・過酸化水素の濃度に応じた発
光量を測定し，物質濃度応じた発光特性を得
た．過酸化水素濃度が 50-500[mmol]の間に発
光量のピークがあることが確認された．また，
過酸化水素が低濃度の領域(0-10[mmol])では
ルミノール濃度 0.1[mmol]，過酸化水素が高
濃度の領域(50-500[mmol])ではルミノール濃
度が 0.5-1.0[mmol]において高い発光量が確
認された．以上より物質濃度応じた発光特性
を明らかにすることができた． 

②溶血度の検討 

ルミノール反応溶液を構成するルミノー
ル，過酸化水素の各物質濃度に応じた平均ヘ
モグロビン量を測定することで，溶血が発生
しない物質濃度の範囲を検討した．ルミノー
ル濃度に関わらず，過酸化水素濃度が
10[mmol/L]以下においては平均ヘモグロビン
量は 25±2[pg]であった．過酸化水素濃度
500[mmol/L]においては，ルミノール濃度に関
わらず，平均ヘモグロビン量は 50％以上の低
下がみられた．以上より溶血の発生しない物
質濃度の範囲が明らかとなった． 

③形状変化の検討 

赤血球に形状変化の生じない物質濃度の
範囲を検討した．ルミノール濃度に関わらず， 
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Fig. 5 Chemiluminescence intensity depends on 

concentration of hydrogen peroxide and Luminol. 

 

過酸化水素濃度が 10[mmol/L]以下において，
正常赤血球比率は 96%以上であった．過酸化
水素濃度 500[mmol/L]においては，ルミノー
ル濃度に関わらず，正常赤血球は観察されな
かった．以上より形状変化を引き起こさない
物質濃度の範囲を明らかにした． 

④酸素ガス発生の発生有無 

赤血球と過酸化水素の反応による酸素ガ
スが発生しない過酸化水素濃度を検討した．
過酸化水素濃度が 10-500［mmol/L］では酸素
ガスの発生が確認された，一方で過酸化水素
濃度が 0-1［mmol/L］では酸素ガスは確認さ
れなかった．以上より酸素ガスの発生しない
過酸化水素濃度を明らかにした． 

実験１から実験４で得られた知見をより
溶血の可視化で使用するルミノール反応溶
液における物質濃度を選択した．ルミノール
濃度 0.1［mmol/L］過酸化水素濃度 1［mmol/L］
であれば酸素ガスの発生を抑え赤血球を正
常に保ちつつ最も高い発光量を得られるこ
とが明らかとなった． 

以上よりルミノール濃度 0-1[mmol/L]過酸
化水素濃度 0-1[mmol/L]の範囲内であれば，
溶血が発生せず且つ酸素ガスも発生しない
といえる．この濃度の範囲において実験１で
得られた発光特性から最も高い発光量を示
す溶液濃度を選択する．Fig. 5 にルミノール
濃度 0-1[mmol/L]過酸化水素濃度 0-1[mmol/L]

の範囲における発光量を示す．グラフより図
中 A 部で示した過酸化水素濃度 1[mmol/L],

ルミノール濃度 0.1［mmol/L］の濃度におい
て最も高い発光量を得られることが明らか
となった． 

 以上，ルミノール反応の光学・溶血特性を
明らかにし，溶血現象の可視化での使用に向
けルミノール反応溶液の最適化を行った．結
論として，ルミノール濃度 0.1［mmol/L］過
酸化水素濃度 1［mmol/L］の反応溶液であれ
ば酸素ガスの発生を抑え赤血球を正常に保
ちつつ最も高い発光量を得られることが明
らかとなった．今後は本実験で示されたルミ
ノール反応溶液を用いて溶血現象の可視化

を行う 
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