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研究成果の概要（和文）：蛍光顕微鏡および電子顕微鏡を用いたマルチスケール観察により，血流場および血液
性状の異なる条件で構築された血栓内部のフィブリン線維束の形態構造を評価した．また，フィブリンによる機
械特性を反映させた血液凝固過程の巨視的数理モデルおよびプロトフィブリル凝集によるフィブリン線維網形成
の微視的数理モデルにより，様々な条件における血栓形成過程を数値的に再現し評価した．これにより，血流場
および血液性状が，フィブリン凝集塊の形態構造と密接に関連し，血栓全体の力学性状を決定する一要因と成る
可能性があることを示した．

研究成果の概要（英文）：Morphological structures of the bundle of fibrin fibers in thrombi formed 
under several blood flow and blood characteristic conditions were evaluated by multi-scale 
observations using fluorescence microscopes and electron microscopes. In addition, thrombus 
formation processes under several mechanical and physiological conditions were numerically 
reproduced by a macroscopic mathematical model for blood coagulation processes including a 
mechanical response of fibrin clots and microscopic model for fibrin-fiber network formation based 
on protofibril aggregations. These evaluations indicate that the blood flow and blood 
characteristics are highly related to the morphological structure of fibril clots and would be one 
of the factors to determine a mechanical feature of the thrombus.

研究分野：バイオメカニクス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

1. 研究開始当初の背景 
血栓の主な役割は血管損傷部位において血
塊を作り止血する事である．その形成から消
失（線溶）の過程に何らかの問題が生じると，
血塊が崩壊あるいは剥離し血流に運ばれて
末端側の細い血管を閉塞し（血栓塞栓症），
脳梗塞や心筋梗塞の原因となる．医学的に血
栓は，白色血栓と赤色血栓およびその中間に
属する混合血栓に分類され，これらは文字通
り肉眼で見た色調と対応する．この色調の由
来は血栓内部に存在する血小板と赤血球お
よび凝固系で析出した線維状フィブリンの
多寡によるものである．フィブリンは血液凝
固反応の過程で重合を起こし，網目状の形態
構造を取ることで血栓を補強する．よって，
血栓の力学的正常はフィブリンや血球を含
めた内部構造と密接に関連しており，どのよ
うな条件下で内部構造の違いが引き起こさ
れるかを明らかにすることができれば，血栓
塞栓症などのトリガとなる血塊崩壊の予測
から投薬治療予測への展開に繋がっていく
と考えられる． 

2. 研究の目的 
本研究では，“内部構造および力学的性状の
異なる血栓はどうして形成されるのか”とい
う問いに対し，“血流場の違いにより内部構
造および力学的性状の異なる血栓が形成さ
れる”という仮説を立てアプローチすること
で，その根底に潜むメカニズムを解き明かす
ことを目的とする． 

3. 研究の方法 
研究目的を達成するため，in vitro実験・内部
構造観察およびマルチスケール力学シミュ
レーションによるアプローチを試みた．実験
観察では，(1) 蛍光顕微鏡および電子顕微鏡
により血栓内部の観察を行うとともに，(2)
得られた画像からフィブリン線維を抽出す
る画像処理法の提案を行い実際の画像で評
価を行った．数値シミュレーションでは，(3)
フィブリンによる機械特性を反映させた血
液凝固過程の巨視的数理モデル，および，(4)
プロトフィブリル凝集によるフィブリン線
維網形成の微視的数理モデルの構築を行い，
現象の解明を試みた． 

(1)マイクロ流路内に人血液を流す in vitro 実
験において，血液中の血球成分や血流速度な
ど種々の条件で血栓サンプルを作成し，様々
なスケールにおける観察アプローチにより
血栓内部構造を観察した（図 1）．フィブリノ
ーゲンおよび血小板を蛍光染色し作成され
た血栓サンプルに対し，蛍光顕微鏡・共焦点
顕微鏡および二光子顕微鏡を用いて蛍光画
像を取得し，数十マイクロ～数ミリメートル
スケールでのフィブリンと血小板の空間分
布を調査した．これに加え，得られた血栓試
料に対し，固定・洗浄・染色・脱水・置換・
樹脂包埋を施し，透過型電子顕微鏡・イオン
ビーム集束型電子顕微鏡および超高圧電子

顕微鏡を用いて，数十ナノ～数マイクロメー
トルスケールにおける血栓内部構造を観察
し，フィブリン線維・赤血球および血小板の
空間分布を調査した． 

 

図 1 マルチスケール血栓内部観察 

(2) フィブリノーゲンの蛍光スライス画像に
対し，離散フーリエ変換を施し輝度全体の配
向性を調べることで，フィブリン線維の配向
性を評価した．この際，別のモダリティで取
得した三次元画像セットに拡張できるよう，
独自でプログラム開発を行った．これに加え，
フィブリン線維束レベルでの評価を行うた
め，レベルセット関数を用いたセグメンテー
ション手法①を発展させた．本研究では，レ
ベルセット関数の勾配不連続部と距離が線
維束の幅と対応することを利用することで，
線維束太さを評価した．  

(3) 静脈血栓を対象とし，巨視的な場での血
栓生成を扱うため血流・生化学反応連成解析
手法の構築を行った（図 2）．血液を非圧縮粘
性流体，血栓を粘弾性体として構成方程式を
適用し，オイラー型および混合定式化②によ
り直交格子を用いたシミュレーションモデ
ルを構築した．また，ひずみエネルギによる
結合解離状態変化を確率論的に扱うアプロ
ーチにより血栓破壊の再現を試みた． 

 

図 2 静脈血栓を対象とした，フィブリンによ
る機械特性を反映させた血液凝固過程の巨

視的数理モデル 

(4) フィブリン前駆体であるプロトフィブリ
ルの凝集現象を扱うことが可能な物理シミ
ュレーションモデルを構築した．単一のプロ
トフィブリルの力学挙動を再現するために，



伸縮・曲げおよびねじりに対する離散要素を
組み合わせたファイバーモデルを構築し，溶
媒分子との相互作用を統計的に扱うランジ
ュバン方程式を運動方程式に採用した．また，
ファイバーモデル間に作用するポテンシャ
ルを考慮することで，プロトフィブリル同士
の接触および凝集を扱った（図 3）． 

 

図 3 プロトフィブリル凝集によるフィブリ
ン線維網形成の微視的数理モデル 

4. 研究成果 
(1) 共焦点顕微鏡による観察では，数マイク
ロ～数十マイクロメートルに渡り，フィブリ
ン線維束が網目構造を有することを確認し
た（図 4）．流れがほぼない低せん断速度（0.35 
1/s）において，フィブリン線維束はランダム
に配向しているのに対し，静脈の流れに相当
するせん断速度（5.56 1/s）においては，フィ
ブリン線維束が流れ方向に配向している様
子が確認された．血小板の蛍光画像と比べた
ところ，両条件において，底面における網目
構造の起点に血小板群が存在していること
を確認した．これらより，血栓形成時の血流
速度がフィブリン線維束の網目構造の配向
性に影響を与えることを示し，また底面にお
ける網目構造の起点と接着血小板との間に
関連があることを示した． 

 

図 4 異なるせん断率での流れ場において，共
焦点顕微鏡により取得した血小板とフィブ
リノーゲンの蛍光画像． 

二光子顕微鏡による観察では，底面から高さ
方向にスライス画像を取得した．予備実験と
して，フィブリノーゲンの蛍光色素に Alexa 

Fluor® 546を用いて画像を取得したところ，
血栓内部に多数の赤血球が存在することが
確認できた．しかしながら，フィブリン線維
を評価するのが困難であったため，赤血球内
のヘモグロビンの蛍光を抑えることを狙い，
蛍光色素に Alexa Fluor® 647を用いて画像を
取得した．適当な断面における画像を図 5に
示す．これによりフィブリンのみの蛍光画像
が得られたが，画像全体のノイズが深部にい
くにつれて大きくなったため，定量的な評価
にはいたらなかった．この原因として，赤血
球の色素によってレーザが散乱を起こして
しまったことが考えられ，フィブリン線維を
評価するには，血球を脱色するなど前処理が
必要であることが分かった． 

 

図 5 二光子顕微鏡により取得した異なる断
面でのフィブリノーゲン蛍光画像． 

超高圧電子顕微鏡（大阪大学 超高圧電子顕
微鏡センター）による観察より，ナノメート
ルスケールのフィブリン線維が集まりマイ
クロスケールのフィブリン線維束を形成し
ていること，フィブリン線維束に赤血球が多
く捕獲されていること，フィブリン線維束の
一部にマイクロパーティクル（膜小胞体）と
思われる粒状物質が捕獲されていることを
明らかにした（図 6）． 

 

図 6 超高圧電子顕微鏡によるフィブリン線
維および赤血球の様子． 



イオンビーム集束型電子顕微鏡（久留米大
学）を用いた観察により，血栓内部の赤血球
周囲に存在するフィブリン線維網の三次元
構造を予備的に得ることができた．これより，
様々な条件における血栓内部のフィブリン
線維網および血球らの三次元構造取得の実
現可能性を示した．なお，先端バイオイメー
ジング支援プラットフォーム，E04 培養細胞
における Volume CLEM支援による活動支援
を受けた． 

 

図 7 イオンビーム集束型電子顕微鏡画像よ
り再構築したフィブリン線維の三次元形態． 

(2) 図 8 に異なるせん断速度での配向角度
（Θ）および配向異方度（AI: Anisotropic 
index）を示す．これらは，蛍光画像輝度の二
次元スペクトルを適当な次数まで和をとり
極座標表記したものに対し楕円フィッティ
ングを行うことで評価される値である．図 8
より，流れがほぼない低せん断速度（0.35 1/s）
では配向異方度が小さくほぼ配向性が認め
られないのに対し，静脈系を想定したせん断
速度（5.56 1/s）では流れ方向に直角するよう
にスペクトルの値が高い，すなわち流れ方向
への高い異方度（配向性）が確認できた． 

 

図 8 全域における輝度値の離散フーリエ変
換を基に評価したフィブリン線維束の配向
角度（Θ）と配向異方度（AI）． 

図 9に異なる血液条件（コントロール，赤血
球なし，血小板なし）で得られたフィブリノ
ーゲン蛍光画像に対して，レベルセット関数
を用いたセグメンテーション処理の結果お
よびそれにより評価された線維束の幅を示
す．本手法により，ノイズを含み輝度レベル
にばらつきがある画像においても，フィブリ
ン線維束を良く抽出できていることが確認
できた．さらに，3～6ピクセルレベルで線維
束が捉えられ，その幅が評価可能であること
を示した．通常の血液条件であるコントロー
ルに比べ，赤血球なしの条件では線維束は細
くなるが，血小板なしの条件では線維束の太
さは二つのピークを持ち分布することが示
された． 

 

図 9 異なる血液条件において得られたフィ
ブリノーゲン蛍光画像に対する，レベルセッ
ト関数を利用したセグメンテーション処理
の様子と評価されたフィブリン線維束太さ
（diameter, ピクセル単位）のヒストグラム． 

(3) 深部静脈血栓を対象とし解析系を構築し
シミュレーションを行ったところ，筋収縮ポ
ンプによる流体加速が血栓成長を促進し，さ
らには形成血栓の形態に依存し血栓内のひ
ずみエネルギに局在性が出ることを明らか
にした（図 10）．本解析においては，破断に
よる血栓破壊を再現するにはいたらなかっ
たため今後の検討課題であるが，微視的モデ
ルにより得られた知見を反映することが可
能な巨視的モデルの実現可能性を示すこと
に成功した． 

 
図 10静脈弁後方における血栓形成過程の数

値再現結果． 



(4) 立方領域内（３マイクロ立方メートル）
にファイバーモデルをランダムに配置し周
期境界条件のもと時間発展シミュレーショ
ンを行った．図 11 に本計算結果および同様
の条件で得られた走査型電子顕微鏡（SEM）
画像③の結果を示す．ファイバーモデルは揺
動的な運動をしながら線維状の凝集形態を
とるとともに分岐をともなう凝集網を形成
することを確認した．これらは実際の観察結
果③と整合しており，提案モデルの妥当性を
示すことができた．また，ファイバーモデル
の曲げ剛性を変えてシミュレーションを行
ったところ，揺動力とのバランスにより運動
中のファイバー形態が変化し最終的な凝集
網の形態に影響を与えることが分かった．こ
れらより，プロトフィブリルの力学特性変化
が最終的なフィブリン凝集形態および凝集
塊の力学特性に影響を与えることが示唆さ
れた． 

 

図 11 走査型電子顕微鏡（SEM）画像③とプロ
トフィブリル凝集モデルにより計算された
フィブリン線維網の比較． 

次に，十マイクロメートルオーダーの直方空
間で底面固定条件を課した解析系において，
静止場およびせん断流化でのフィブリン凝
集塊の形成過程を数値的に再現した（図 12）．
両条件において，解析時間 20 msでの線維の
配向性を評価した．静止場では，底面を起点
とした高さ方向への高い配向性が見られた
一方，せん断下では流れ方向への高い配向性
が見られた．さらに，せん断下ではより大き
な網目構造となることが明らかとなった． 

 

図 12 せん断場の有無によるフィブリン凝集
形態および線維束の網目構造の違い． 

本解析において，線維伸長に関するポテンシ
ャルエネルギが高い値を持つものを評価し
たところ，高い伸縮エネルギを持つプロトフ
ィブリルは，静止場ではばらばらに存在する
一方，せん断流下においてはより近くに集ま
り結合していることが分かった（図 13）．こ
れらの結果から，せん断流下では，プロトフ
ィブリルが配向性を持つことで部分的に高
い伸縮エネルギを持つ線維束が形成され，剛
性の高いフィブリン凝集塊が形成されるこ
とが示唆された．これは，血流速度により剛
性の異なる血栓が作られる機序の一要因で
あると考えられる． 

 

図 13 せん断場の有無が線維伸長の空間分布
に与える影響．赤色で示される線維は，任意
に定めた閾値より高い伸長を示す． 

研究全体のまとめとして，種々の条件におい
て形成された血栓の実験観察およびそれを
想定し再現した数値計算により，血流場およ
び血液性状が，フィブリン凝集塊の形態構造
と密接に関連し，血栓全体の力学性状を決定
する一要因と成る可能性があることを示し
た．本研究成果をもとに，血球成分の多寡に
よる影響を今後検討することで，血流場と血
栓の内部構造および力学性状との関連のよ
り詳細な解明に繋がると期待される． 
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