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研究成果の概要（和文）：表面形状、弾性率分布観察に続くSHMの新規計測機能の開発として、密度計測の可能性を見
出し、大動脈壁の微細密度構造のイメージングに世界で初めて成功した。先端直径が5μm程度のガラス針を用い、ガラ
ス針の二次、三次共振周波数近傍を測定周波数にそれぞれSHM測定を行い、両周波数での測定で得られた周波数変化率
の差を求めることで、表面形状と弾性率分布の観察機能を損なわずに試料表面の密度イメージングを実現した。イヌ大
動脈壁をサンプルとすると、エラスチンエラスチンリッチな領域が高密度であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：As the development of the new measurement function of SHM following surface 
morphology and elasticity distribution measurements, this study found the possibility of the density 
measurement and succeeded in microimaging of the density structure of the aortic wall for the first time 
in the world. Tip diameter used a glass needle of around 5μm, and SHM measured the second, the third 
resonance frequency around glass needle to measurement frequency each and realized density imaging of the 
sample surface without spoiling a surface shape and an observation function of the coefficient of 
elasticity distribution by demanding the difference of a frequency rate of change provided by the 
measurement at both frequency. We found that the domain where elastin elastin was rich was high-density 
by using a canine aortic wall as a sample.

研究分野：生体医工学

キーワード： 触覚顕微鏡　弾性率分布　密度分布　計測機器

  ２版



 

１．研究開始当初の背景 
生体組織の精密物性測定の必要性 
 動脈硬化や癌が組織を硬くするように、
生体組織に異常が発生した際にはその力学
的特性が大きく変化するため、生体組織を
力学的に精密計測することは、診断や治療
など医療分野の発展に重要と考える。古く
から生体組織の力学的特性の計測は行われ
ており、引っ張り試験や押し込み試験など
によるバルクレベル、最近では原子間力顕
微鏡(AFM)を用いた顕微計測によるナノレ
ベルに大別される。しかし、それらの中間
領域であるマイクロレベルでの計測技術は
ほとんどなかった。 
 
走査型触覚顕微鏡(SHM)の開発 
 我々は、組織の弾性構造をマイクロレベ
ルで精密に分布観察できる、走査型触覚顕
微鏡(SHM：Scanning Haptic Microscope)
と名付けた新しい生体顕微鏡の開発を行っ
ている。 
 SHM は、先端径数μmのガラス針と圧電素
子から成る触覚センサで測定サンプルを数
μm 押しこみ、各測定点における接触イン
ピーダンスを測定しながら試料上をスキャ
ンすることによって、表面の弾性率分布を
可視化できる。SHM の空間分解能は 1μm以
下であり、ガラス針の移動機構にはステッ
ピングモータを用いているため数百μm 角
以上の大領域を観察できる。 
 
密度計測に関して 
 一方、密度は弾性率と同様、生体組織の
強度を評価する上で非常に重要な物性であ
る。例えば、骨密度測定は骨の強度を調べ
る最も基本的な診断方法である。また、弾
性率や密度の変化から病変部を特定するた
めに超音波検査が臨床現場に広く取り入れ
られている。超音波検査は非侵襲的な測定
であり、軟組織の描出能に優れるので、様々
な生体組織で弾性率や密度に密接にかかわ
る音響インピーダンスを明らかにするため
の研究が行われている。近年では、超音波
イメージングの利便性や空間分解能が向上
し更なる活躍が期待されているが、定量性
の低さが問題となっている。 
 これまで SHM を用いて様々な生体組織や
人工組織体の弾性率分布を明らかにしてき
た。SHM はセンサプローブの振動周波数変
化を用いて試料表面の機械的特性を調べる
超音波検出技術の一種であるため、原理的
に密度検出が可能である。SHM 測定におい
て、センサプローブの先端直径と発振周波
数が十分に小さい場合、試料接触時に検出
される周波数変化は試料の弾性率を反映す
るが、先端直径もしくは発振周波数がある
程度大きいと試料の密度も周波数変化に反

映する。すなわち、先端直径がある程度小
さいセンサプローブを用い異なる発振周波
数で SHM 測定を 2回行えば、得られた 2枚
の画像の比較から試料表面の弾性率分布と
密度分布の両方が可視化できると考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
 SHM の高機能化をめざして、従来の弾性
率と表面形状分布の同時計測に加えて、１）
生体組織の密度分布あるいは、２）電荷分
布の同時計測をも可能とするように装置の
改造を行い、システム化する。これまで未
知であった生体組織内部の密度並びに電荷
分布情報を非侵襲で得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
試料 
 測定試料には、寒天ゲル（Nacalai 
Tesque ）、シリコーンゴム（ KE-116; 
Shin-Etsu Chemical Co., Tokyo, Japan）
とビーグル犬の大動脈を用いた。 
 電子レンジ加熱と室温冷却によって、1 – 
2.5 wt%の 4 種の寒天ゲル（弾性率：19, 60, 
108, 170 kPa、密度：10, 15, 20, 25 mg/cm3）
を作製した。また、4 種のシリコーンゴム
（弾性率：13, 48, 104, 201 kPa、密度：
約 1300 mg/cm3）を架橋剤の量を変化させ
ることで作製した。なお、これらのサンプ
ルのマクロ弾性率は、force-deformation
法（プランジャ径：1 mm）で測定した。 
 本研究で用いたビーグル犬（齢数：約 1
年、体重：約 10 kg）の扱いについては、
厚生労働省によって定められた動物実験等
の実施に関する基本指針に従い、本研究プ
ロトコルは国立循環器病研究センター研究
所の承認をうけて実施した。下行大動脈を
摘出し、-30 ℃で冷凍保存した。室温で解
凍した後、4 wt% 寒天ゲル（Nacalai Tesque）
に 包 埋 し 、 ミ ク ロ ト ー ム （ Leica 
Microsystems Japan）を用いて厚さ 1 mm
の円周方向断面に平行にスライスし、平滑
な表面のリング状の大動脈壁を含むディス
ク状の血管サンプルを得た。 
 
寒天ゲル-シリコーンゴム間の周波数変化
率の違いの比較 
 寒天とシリコーンの SHM 測定を、各 MTS
（n = 10）の 2次共振周波数近傍（177 – 210 
kHz）と3次共振周波数近傍（225 – 295 kHz）
を発振周波数に設定し行った。各試料とも
測定は生理食塩水中で行い観察領域と測定
点間距離はそれぞれ 160 × 100 μm 、10 
μmに設定した（測定点数：100）。MTS の先
端直径は約 5 μmで、侵入量、測定スピー
ドはそれぞれ 10 μm、3 points/s に設定し
た。 



 
大動脈壁の表面特性分布観察 
 先に示す寒天とシリコーンの SHM 測定の
後、同じセンサ、発振周波数でイヌ大動脈
壁の SHM 測定を行った（n = 10）。観察領域
は 150 × 150 μm、測定点間距離は 2μm
に設定した（測定点数：5625）。 
 
 
４．研究成果 
試料密度による周波数変化率の違いの検討 
 密度検出の可能性を検討するため、密度
が極端に異なる２種類の試料の SHM 測定を
生理食塩水中にて行った。寒天ゲルは溶媒
である水を考慮しなければ密度は 25 
mg/cm3以下である。一方、シリコーンゴム
は水を含まず、その密度は約 1300 mg/cm3

である。両試料において 4つの試料を約 10 
– 200 kPa の弾性率の範囲で測定した。 
 SHM で測定された周波数変化率と
Force-deformation 法で測定された弾性率
との関係を得た。両試料とも両測定周波数
で線形関係が得られた。これらの線形関係
を 2 次 - 3 次共振周波数間で比較すると、
傾きにおいて寒天、シリコーンともに顕著
な差が見られなかったが、切片においてシ
リコーンで顕著な差が認められた。10 本の
センサに対し発振周波数間で傾き、切片の
差を求めると、切片の差において寒天シリ
コーン間で有意差が認められた。 
 
大動脈壁の密度分布観察 
 2 次、3次共振周波数近傍での SHM 測定を
大動脈壁で行った。表面形状像は、両測定
周波数間で大きな違いは見られなかった。
一方、周波数変化率分布は、3 次共振周波
数近傍での測定像の方が、2 次共振周波数
近傍での測定像よりもほぼ全域で周波数変
化率が高かった。各測定点において、両測
定周波数での測定で得られた周波数変化率
の差を求め、密度分布像を作成した。 
 
 極端に密度が異なる試料を SHM 測定した
際の周波数変化の違いを比較することで、
密度検出の可能性を検討し、生体組織観察
の一例として、大動脈の密度分布観察を行
った。密度測定は、表面形状、弾性率測定
に続く SHM の新たな機能であり、本機能で
生体組織の表面構造の微視的な観察をする
のは初めての試みである。試料には、寒天
ゲル（密度：25 mg/cm3以下）とシリコーン
ゴム（約 1300 mg/cm3）を用いた。なお、
SHM 測定は試料の乾燥を防ぎ生体内と近い
環境で測定するために生理食塩水中で行っ
ているため、密度の算出において水の質量
は無視している。寒天では溶液濃度を、シ
リコーンでは架橋剤の量を調節することで

試料の弾性率は制御できる。本章では、生
体の軟組織の弾性率範囲である約 10 - 200 
kPa の間で、密度が大きく異なる 2 種類の
材料から試料を用意した。この 2種類の試
料は密度検出の可否を判断するのに適して
いると考えられる。 
 ２次共振周波数での測定において、両試
料で弾性率の増加に伴い周波数変化率は直
線的に増加した。この低周波数側で測定し
た周波数変化率の値は、前章までに記載し
た通り、測定点における弾性率の大きさを
示す。一方、３次共振周波数での測定では、
低密度試料である寒天では、２次共振での
測定で得られた線形関係と類似した結果が
得られたが、高密度試料であるシリコーン
では、２次共振測定時よりも周波数変化率
が高くなった。上記のとおり、孔周波数で
の測定は密度の影響を増大させる。本章で
の測定において、MTS の振動を拘束する試
料の粘着性や静電気力などの影響は無視で
きるほど小さいと考えることができ、2 次
-3 次共振周波数間で得られた周波数変化
率の差は試料の密度を反映していると考え
られる。 
 本測定では、極端に密度が異なる試料の
測定を行ったが、次のステップとしては、
弾性率と同様に密度も調節できる試料を用
いる必要がある。例えば、酸可溶性ゼラチ
ンは溶液濃度のみならず溶液の pH でも試
料の弾性率が調節できる。このような試料
を用いて密度に対し校正を行えば、SHM で
定量的な密度測定が可能だと考えられる。
SHM の計測理論では、針の先端直径を 1 μm
以下にすればほぼ弾性率のみを反映する測
定が、50 μm以上にすればほぼ密度のみ反
映する測定が行えると考えられる。さらに、
本測定では、２次共振での測定の後に３次
共振周波数での測定を行ったが、各測定点
で両共振周波数での測定を交互に行えば、
得られる画像間の（空間的な）ずれは無視
できるほど小さくなると考えられる。 
 ２次共振周波数での測定で得られた血管
壁の SHM 観察像には、弾性率の高い領域と
低い領域との積層構造が見られた。この弾
性率の高い領域は主にエラスチン線維から、
弾性率が低い領域は主にコラーゲン線維か
ら構成されている。この積層構造は密度分
布像でも観察された。つまり、エラスチン
線維はコラーゲン線維よりも高い密度を有
することになる。Ng らや Conde らは、ラッ
トの動脈壁においてエラスチン、コラーゲ
ン線維量がそれぞれ約 60%、30%程度である
ことを組織学的評価から報告している。一
方、Debrah らは、マウスの動脈壁の全タン
パク量におけるコラーゲン量が 20%以下で
あると、また、Tran らはヒト動脈壁におい
てコラーゲン量はエラスチン量の 100 分の



1 以下であるという結果を酵素処理後の組
織の重量計測にから報告している。これら
の報告はコラーゲンリッチ部よりもエラス
チンリッチ部の方が高密度だという本章で
の結果と一致する。エラスチン線維はコラ
ーゲン線維よりも軟らかい線維であるが、
コラーゲンは無負荷状態の血管壁において
は弛緩しておりまばらに存在しているので、
個々のエラスチンはコラーゲンより柔らか
くても、エラスチンの太く密な線維束はま
ばらなコラーゲンリッチな領域よりも硬く、
それゆえ SHM 測定でエラスチンリッチな領
域はコラーゲンリッチな領域より高弾性率
で高密度な領域として測定されたと考えら
れる。 
 マイクロレベルでの密度分布測定は個々
の細胞外マトリクスの密度の評価が可能で
ある。特に組織工学的な人工組織の開発に
おいて、密度測定は設計指針の提案と作製
物の完成度の評価に有用である。さらに腫
瘍部は周囲の健常な組織とは密度、弾性率
がともに異なるため、これらの違いを同時
に観察する SHM 測定は腫瘍の早期発見に役
立つと期待できる。 
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