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研究成果の概要： 

ヒトは様々な環境下において生理的な応答をおこなう．その応答には個体差が存在し，その

生理的な応答の個体差を解明することは困難を極めている．そこで，本研究では，低温環境で

の血液循環系の生理応答に絞り，個体差がどのようなメカニズムに起因しているかに関して，

ヒトの直接計測から細胞・タンパク質計測をおこない，マクロからミクロに至るまで統合的に

解析した．その結果，個体差発生に関連する要素を抽出することができた． 
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１．研究開始当初の背景 

生理人類学研究においては，様々な環境下
におけるヒトの生理的多型性に関する解明
がおこなわれてきた．しかしながら，生理的
多型は遺伝的多型と異なり，複数の要素が絡
むためその理解は困難を極める． 

本来，ヒトに対して要素還元論を適用し議
論することは困難であり，創発メカニズムが
強く働く脳などでは特に困難である．一方で，
遺伝子-タンパク質の関係の様に，要素還元
論により有益な情報を獲得してきたことも
事実である．ヒトを理解する上で，本来的に

は創発の概念が適用されるべきであるが，現
状では，創発現象を解析することは極めて困
難である．したがって，要素還元解析が有効
な範囲で還元的解析を進めることは，最も信
頼性の高い研究方法と考えられる． 
特に，ヒトに限らず基本的な生命システム

である血液循環系に関しては，要素還元論を
適用する範囲が広く，生理的多型に関わる要
素を抽出する事が可能であると考えられる．
そして要素抽出のためには，マクロからミク
ロまで細分化された階層的実験が必要とな
ってくる． 
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２．研究の目的 

低温環境下にヒトが曝露されたことを想
定し，血管組織の収縮･弛緩に関連する因子
をヒト個体群のマクロレベルから，細胞，タ
ンパクなどのミクロレベルの階層に分けて
解析することを目的とする．ヒトの指などの
局所部位では極度に冷却がされた場合，血管
収 縮 の 約 5-10 分 後 に Cold-induced 
vasodilation(CIVD)という血管の拡張反応
が起こる．本研究では，この CIVD の個体差
発生メカニズムについて検討をおこなった． 
 

３．研究の方法 
(1) ヒト個体群の CIVD測定 

生理機能は全身的協関の観点から進める
ことが，多型性解析には有効であると考えら
れる．そのために本研究では血流や温度以外
の項目に関しても計測をおこなった． 

被験者は左右の手の第 3指の末節の腹側に
レ ー ザ ー ド ッ プ ラ ー 血 流 計 (FLO-C1: 
OMEGAFLOW)に接続した計測深度 1.0 mm の血
流量プローブ(EG型，ML型: OMEGAFLOW)と皮
膚温トランスデューサ (TSD202F: BIOPAC 
SYSTEMS INC.)をサージカルテープで固定し
た．右の皮膚温トランスデューサは水温の影
響を減らすために指に接する部分以外を断
熱材で覆った．また，胸部に肺呼吸トランス
デューサ(TSD201: BIOPAC SYSTEMS INC.)を
バンドで取り付け，左右の手首及び右足首に
は第Ⅰ誘導に基づき電解質ジェル(GEL102: 
BIOPAC SYSTEMS INC)を満たした心電図トラ
ン ス デ ュ ー サ (EL258s, EL258: BIOPAC 
SYSTEMS INC.)をサージカルテープで取り付
けた．それぞれのトランスデューサは専用ア
ンプ(SKT100C，RSP100C，ECG100C: BIOPAC 
SYSTEMS INC.)に接続し，データ収集解析シ
ステム(MP150: BIOPAC SYSTEMS INC.)に接続
した．測定したデータは解析ソフトウェア
(AcqKnowledge: BIOPAC SYSTEMS INC.)にサ
ンプリングレート 200 Hzで取り込んだ． 

実験室の温度は高温(室温 28℃)，常温(室
温 25℃)，低温(室温 20℃)の 3条件とし，被
験者は 1 日 1 回，3 日間，各室温下で実験を
行った．また湿度は常に 50％前後とした． 

CIVDに関して以下の項目を解析した．血流

量は 10 Hzにリサンプルし，30秒で移動平均
した波形，皮膚温に関しては原波形から図 1
に示した解析項目を求めた．また，血流量に
ついては更に max と baseline の比を取り，
CIVDによる回復の割合を評価した． 
図中の記号は，a: 血流量, b: 皮膚温 冷

水曝露前の 15分間の平均値(baseline), ●: 
曝露後の最小値(min), ■: CIVD による最大
値(max), ○: 曝露してから min までの時間
(min T), □: minから maxまでの時間(max T) 
をそれぞれ示す． 
 

(2) Wavelet変換による血流波形解析 
CIVD時の内皮細胞，神経，平滑筋細胞，呼

吸，心拍の影響を調べるために，ウェーブレ
ット変換を用いて解析した．周波数分解した
ウェーブレット変換による血流量解析は
Bracic et al. (1998)の方法に準じ，計測し
た血流量データを 40 Hzでリサンプルした後，
100 秒で移動平均したデータで減じ，5Hz に
リサンプルした．この波形に対して解析ソフ
ト(BIOMAS: ELMEC Incorporation Limited)
でウェーブレット変換を行った． 
 

(3) 細胞・タンパクレベルでの計測 

φ60 mm のシャーレに血管内皮細胞を播種
し，温度負荷の条件として 4℃，28℃，37℃
の HEPES溶液を加え，それぞれ 37℃，28℃は
気相インキュベータ，4℃は冷蔵庫内でイン
キュベートすることで温度負荷をおこなっ
た．負荷時間はそれぞれの温度に対して 15，
30，60分とした．細胞を溶解し，電気泳動を
行った後，ウェスタンブロット法を用いて総
eNOS（一酸化窒素合成酵素）量とリン酸化
eNOS量を測定した．さらに，各温度で 15分，
30 分，60 分 2Pa のせん断応力を負荷後，板
ガラス上の細胞を溶解し,溶解液を回収した． 
また，NOS 活性に関連ある血管内皮細胞の

カルシウムイオン応答は 37℃で計測をおこ
なった． 

 

４．研究成果 
本研究成果報告書においては，特にヒト個

体群の成果に関して記述した． 
(1) ヒト個体群の測定 

①環境温一定の場合の CIVD反応 
 刺激前の血流量は各被験者で様々な値を
示したが，低温刺激直後に血流量の減尐に続
く増加反応(CIVD 反応)は全ての被験者で確
認された．それぞれの被験者の刺激前の血流
量の平均値と CIVD 反応時の血流量の最大値
を比較したところ，大別して 2つの型に分類
することができた．図 2の Bの被験者のよう
に，CIVD反応により刺激前と同程度まで血流
量が回復したタイプと刺激前の血流量を大
きく上回るタイプ(図 2 ,I)が存在した．これ
らの反応を示す被験者の特徴として，B の型
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図 1 解析項目 
 



 

 

の被験者では刺激前皮膚温が室温 25℃で
30℃前後であったのに対して， Iの型の被験
者では 20℃前後と低い値を示していた．これ
らのことから，CIVD反応の個体差メカニズム
を明らかにするために，皮膚温を変化させた
場合の CIVD反応を詳細に解析した．  

②環境温（皮膚温）を変化させた場合の CIVD
反応 
 CIVD反応は室温 20℃で 18人，室温 25℃で
18人，室温 28℃で 16人の被験者で確認され，
全ての室温下で CIVDを確認できた 15人のデ
ータを解析対象とした．また解析結果のエラ
ーバーは，標準誤差を示し，Fisherの最小有
意差法を用い有意水準 5％(*)，1％(**)で検
定した． 

表 1に実験前後に腋窩温の計測結果を示す．
実験前後における体温の有意な変化は見ら
れなかった． 

 

 
図３に代表的な血流量と皮膚温の結果を

示す．被験者の各室温下での右手の血流量 
(Blood Flow: BF) と 皮 膚 温 (Skin 
Temperature: ST)の計測結果である．各室温
での冷水曝露前の皮膚温と血流量の平均値
はそれぞれ，20℃で 18.6℃，8.83 Volts，25℃
で 32.9℃，39.05 Volts，28℃で 34.3℃，43.40 
Voltsとなり，室温 20℃では 25℃，28℃の値
と比較し，血流量では 23％，皮膚温では 57％
低下した．また冷水曝露後， CIVD による回
復は，baselineに対して，最大値が室温 28℃
では 1.19 倍，25℃では 1.16 倍となり，
baseline と同程度であったが，室温 20℃で

は冷水曝露前と比較すると 3.50 倍となり，
曝露前の値より高くなった． 
図４に血流量，図５に皮膚温の各計測項目

の解析結果を示す．皮膚温の maxについては
CIVDの途中で減尐し，更に増加する反応が観
察されたため，増加後，最初の減尐が始まる
直前の最大値をとったものを max1，max T1，
CIVD の最大値をとったものを max2，max T2
とし，2つの評価方法を用いた (図 5a, b)． 
血流量の baseline の値は，室温 25℃では

24.1±3.1 Volts であったのに対し，20℃で
は 11.3±2.7 Volts，28℃では 33.7±2.8  
Volts となり，環境温度の違いによる変化が
見られた(図４a)．また皮膚温の baselineの
値についても同様に，室温 25℃では 30.3±
0.9℃に対し，20℃では 21.2±1.1℃，28℃で
は 33.2±0.4℃となり環境温度の違いによる
変化が見られた(図 5a)．このように冷水曝露
前の皮膚温と血流量は，室温 25℃に対し，
20℃では減尐，28℃では増加した．  
また，血流量の minと maxの値は室温 20℃

では 2.29±0.42 Volts，26.2±3.1 Volts，
25℃では 3.48± 0.54 Volts， 30.0± 2.7  
Volts，28℃では 5.20±0.76 Volts，34.3±
2.3 Voltsとなった．室温 28℃では 20℃での
値に対して，minは 226.9％，maxでは 131.1％
となった(図 4 a)．皮膚温の minと max1では
各環境温間の有意な差はなかったが，CIVDの
最大値を取った max2 の値がそれぞれ，室温
20℃で 11.1±0.5℃，25℃で 11.8±0.7℃，
28℃で 13.5±1.0℃となった(図 5a)． 
血流量の max T の時間は，室温 20℃では

375±37 sec，25℃では 332±22 sec，28℃で
は 276±18 sec となり，室温 28℃では 20℃
より CIVD よる最大値までの回復が早くなっ
た(図 4b)．皮膚温の min T の時間は，室温
20℃では 333±20 sec，25℃では 270±15 sec，
28℃では 264±14 secとなり，室温 28℃では
20℃に比べ，冷水曝露による最小値までの減
尐が早くなった(図 5b) 
 

Body temperature mean SE mean SE mean SE

36.39 0.08 36.47 0.06 36.59 0.05

36.23 0.08 36.44 0.06 36.67 0.04

25℃ 28℃

Air Tmp.

Post-experiment

Pre-experiment

20℃

表１ 実験前後の腋窩温 
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図 3 各環境温下での血流量と皮膚温 
 



 

 

血流量の baselineと maxの比を取り，CIVD
による回復の割合を表 2に示した．室温 25℃
では 1.58±0.22，28℃では 1.10±0.10 とな
り，冷水曝露前と同程度の回復であったが，
室温 20℃では 3.72±0.63となり，CIVDによ
る回復が 25℃の 2.4倍，28℃の 3.4倍となり，
冷水曝露前の値を大きく上回る結果となっ
た． 

従来 CIVD においては，皮膚温計測が多か
ったが，皮膚温計測からでは，血流に関する
詳細な情報は把握できない．本研究において，
血流を詳細に解析することにより，冷水暴露
前に皮膚温が低いと暴露前より血流が増大
する結果が示されたことは成果の一つであ
ると考えられる． 
 
③ウェーブレット変換による血流応答解析 

皮膚温の違いにより CIVD 反応に変化が生
じたことから，その詳細を調べるために，血
流信号をウェーブレット変換し解析をおこ
なった．ウェーブレット変換により，皮膚血
流状態に影響を及ぼす５つの生理的要因を
周波数帯で抽出できることが報告されてい

ることから，各周波数帯を抽出することで，
解 析 を おこ な った （血 管 内皮 細 胞：
0.0095-0.02 Hz，神経活動：0.02-0.06 Hz，
血管平滑筋：0.06-0.15 Hz，呼吸：0.15-0.4 
Hz，心拍：0.4-1.6 Hz ）．血流量をウェーブ
レット変換し，時間平均した結果の一例を図
6に示した．  

 

5 つの周波数帯の冷水曝露前後の相対エネ
ルギーの変化を図７に示す．室温 28℃におい
て，0.0095-0.02 Hz，0.02-0.06 Hz，0.06-0.15 
Hz，0.15-0.4 Hz，0.4-1.6 Hz の各周波数帯
の冷水曝露前 15 分間の相対エネルギーの平
均はそれぞれ，0.34，0.38，0.15，0.02，0.12
となった．冷水曝露後 0.0095-0.02 Hz の周
波数帯では 16.2 min に最大値 0.68 を示し，
102％増加した．0.02-0.06 Hz の周波数帯で
は 17.7 min に最小値 0.062 を示し 83％減尐
した．0.06-0.15 Hz の周波数帯に関しては，
16.8 min に最小値 0.015 を示し 90％減尐し
た．0.15-0.4 Hz の周波数帯においては，冷
水曝露後急激に増加し 15.0 min に 0.075 を
示し 272％増加した．その後減尐し 16.6 min
で最小値 0.0057 を示し，冷水曝露前の平均
値から 72％減尐した．0.4-1.6 Hz の周波数
帯においては冷水曝露後に急激に減尐し
15.1 minに最小値 0.032を示し 72.53％減尐
したが，その後増加し 18.5 minに 0.58を示
し，冷水曝露前の平均値から 390％増加した． 
20℃，25℃においても 28℃と同様の傾向が

あり，冷水曝露後では 5つの周波数帯で増加
や減尐が起こり，16-19 min の間にそれぞれ
の周波数帯で最大値，最小値を示した（図 7）．
そこで，冷水曝露前 12-15 minと，冷水曝露
後 16-19 minにおける，相対エネルギーの環
境温度間の比較をおこなった（図 8，9）．図
中 a) - e)は以下の周波数帯を示す．a: 
0.0095-0.02 Hz, b: 0.02-0.06 Hz, c: 
0.06-0.15 Hz, d: 0.15-0.4 Hz, e: 0.4-1.6 
Hz 
冷水曝露前(12-15 min)では，0.02-0.06 Hz

の周波数帯において，相対エネルギーの値が
室温 20℃では 0.31±0.03，25℃では 0.40±
0.04，28℃では 0.40±0.02となり，室温 20℃
での値が 25℃の値の 0.77 倍，28℃の値の
0.78倍となった(図 8b)．同様に 0.06-0.15Hz
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図 4 各環境温下での CIVD 反応の 

血流量解析 
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図 5 各環境温下での CIVD 反応の 

皮膚温解析 

 

mean SE mean SE mean SE

max/baseline 3.72 0.63 1.58 0.22 1.10 0.10

28℃25℃20℃

Air Temperature

表２ 各環境温下での CIVD による 

血流回復 

 

図 6 ウェーブレット変換による 

血流信号の周波数分布 

 



 

 

の周波数帯においても，相対エネルギーの値
が室温 20℃では 0.08±0.01，25℃では 0.15
±0.01，28℃では 0.19±0.02 となり，室温
20℃での値が 25℃の値の 0.51 倍，28℃の値
の 0.40倍と低い値となった(図 8c)． 

これらのことから，環境温による皮膚温の
低下は，神経活動及び平滑筋活動の関与が示
唆され，非侵襲計測により血流調節因子の影
響を推察することが可能となり，本研究によ
る大きな成果の一つとなった． 
 冷水曝露後(16-19 分)の相対エネルギーは，
0.02-0.06Hzの周波数帯において室温 20℃で
は 0.11±0.02，25℃では 0.16±0.03，28℃
では 0.13±0.03，0.06-0.15Hzの周波数帯に
おいて室温 20℃では 0.05±0.01，25℃では

0.04±0.01，28℃では 0.03±0.01，0.4-1.6Hz
の周波数帯において室温 20℃では 0.42±
0.06，25℃では 0.40±0.05，28℃では 0.32
±0.04 となりそれぞれの周波数帯で冷水曝
露前に見られた差がなくなった(図 9b,c,e)．
しかし，0.15-0.4Hzの周波数帯では相対エネ
ルギーの値は室温 20℃では 0.02±0.01，25℃
では 0.01±0.00，28℃では 0.01±0.00 とな
り，室温 20 での値は 25℃での値の 2.34 倍，
28℃の値の 2.48 倍となり高い値となり，呼
吸の影響が表れた(図 9d)． 
Hansenら(2000)は，NOがα2受容体を介す

神経性血管収縮反応を鈍化させることを報
告しており，NOの有無でノルアドレナリンの
血管収縮への影響が変わることが示されて
いる．冷水曝露後内皮細 0.0095-0.02 Hz の
相対エネルギーに有意な差は得られなかっ
たが，室温 28℃において，25℃と 20℃に比
べ高い値が得られた(図 9a)．  
これらのことより環境温（皮膚温）の違い

による CIVD への影響には内皮の活性が関わ
っていることが考えられた． 
④培養内皮細胞を用いての一酸化窒合成酵
素リン酸化計測 
ヒトの直接計測より，冷水曝露時において

内皮細胞の関与が示されたために，培養内皮
細胞を用いて，温度と血流の影響を考慮して
活性化 eNOSの測定をおこなった（図 10）．せ
ん断応力無負荷かつ 37℃の HEPES 溶液で 60
分インキュベートしたサンプルを活性化
eNOSの基準とした(Control)．  
37℃，2Paのせん断応力負荷 15分後におい

て，eNOSの活性化はControl に対して約55％
増加したことから，この条件下では NO 産生
が促進されると考えられた．28℃では，2Pa
のせん断応力負荷 30 分後において，約 60%
増加したことから，同様に NO 産生が促進さ
れると考えられた． 
また 4℃では，2Paのせん断応力負荷 60分

後，eNOS活性化は 23.4％減尐したことから，
NO産生が抑制されると考えられた. 
 培養細胞を用いた実験においても温度と
流れの影響を受けて，eNOSのリン酸化が変化

a) b)  c)   d)  e) 
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図 9  16-19min における相対エネルギー 
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図 8  12-15min における相対エネルギー 
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図 7 冷水曝露前後の相対エネルギー変化 

 



 

 

することから，ヒトの血流計測から示唆され
たように環境温の変化による局所血流調節
に内皮細胞からの NOの関与が考えられた． 

ヒトの CIVD 反応は皮膚温により大きく二
つの型に分類でき，皮膚温の違いはウェーブ
レット変換により神経活動および平滑筋活
動に起因していると推察された．また，CIVD
反応の際には温度の影響を受けた内皮細胞
からの一酸化窒素放出が関連していること
がウェーブレット変換および培養内皮細胞
を用いた結果より推察された．生理的多型の
メカニズム解明には，複数の生理計測が必要
であり，本研究においてもウェーブレット変
換で示された項目のうち呼吸などは同時計
測をおこない，血流のウェーブレット変換と
の相関がみられた．今後は，動物実験やミク
ロレベルの実験を含めた多項目に渡るわた
る計測をおこなうことで，より詳細な生理的
多型のメカニズムを明らかにしていくこと
が可能であると考えられる． 
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