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研究成果の概要（和文）：本研究では、血管内皮細胞(EC)が形質膜とミトコンドリア膜の脂質分子の配向性を変
えることにより、せん断応力を感知し、ミトコンドリア機能が顕著に変化する事を明らかにした。培養ヒト大動
脈ECに流れ負荷装置で層流又は乱流を負荷すると、細胞膜脂質分子の配向性は層流に対して減少し、乱流に応答
して増加した。また、層流ではミトコンドリアの膜の脂質の配向性が減少した一方で、乱流では増大し、ミトコ
ンドリアにおいて、層流ではアデノシン三リン酸(ATP)の産生が増加し、乱流では活性酸素の放出が増加した。
これらの結果から、細胞膜がせん断応力のメカノセンサーとして機能し、ミトコンドリアの機能を変化させるこ
とが示された。

研究成果の概要（英文）：Endothelial cells (ECs) differentially sense laminar and disturbed flows by 
altering the lipid order of their plasma and mitochondrial membranes in opposite directions. This 
results in changes in mitochondrial function, namely, increased adenosine triphosphate (ATP) 
production for laminar flow and increased hydrogen peroxide (H2O2) release for disturbed flow, 
respectively. When cultured human aortic ECs were subjected to laminar or disturbed flow in 
flow-loading devices, the lipid order of their plasma membranes decreased in response to laminar 
flow and increased in response to disturbed flow. Laminar flow also decreased the lipid order of 
mitochondrial membranes and increased mitochondrial ATP production. In contrast, disturbed flow 
increased the lipid order of mitochondrial membranes and increased the release of H2O2 from the 
mitochondria. These results indicate that EC plasma membranes act as mechanosensors to shear stress 
and trigger changes in mitochondrial function.

研究分野：生体医工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、血管内皮細胞が血流をどのように感知し、細胞内に情報伝達するかを解明することを目的に、メカノ
センサーとしての細胞形質膜とミトコンドリア機能とが密接に関連していることを始めて明らかにした。これま
で、ミトコンドリアの活性がメカノセンシング機構に果たす役割を探る研究は殆ど例が無く、細胞内の微細構造
とミトコンドリアATPと活性酸素シグナリングのリアルタイム解析を駆使して得られた結果は学術的に意義深
い。また、メカノセンサーの本体が、層流が制御する血管系の恒常性維持と、乱流が惹起する血管病の発症の仕
組みに果たす役割を解明したことは、血管病の予防や治療の基礎となる知見を与え、社会的意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 血管の内面を覆う内皮細胞は血流や血圧に起因する機械刺激であるせん断応力（shear stress）
や伸展張力（stretch）を常に受けている。内皮細胞には力学的刺激をセンシングし、それを血行
動態の情報として細胞内部に伝達（メカノトランスダクション）することで細胞応答を起こす働

きがある。こうした内皮細胞の力学応答は循環系の恒常性の維持に重要な役割を果たしており、

それが障害されると、高血圧、血栓症、粥状動脈硬化、動脈瘤といった様々な心血管病の発生に

繋がってゆく。我々を含む世界の多くの研究者がこの問題に取り組み、メカノトランスダクショ

ンの分子機構の詳細が次第に明らかになってきた。内皮細胞にせん断応力が作用すると様々な

膜分子が活性化する。イオンチャネルでは K+、Cl-、Ca2+を通すチャネルが開き、力学刺激の情

報が細胞内のイオン濃度変化に変換される。メカノトランスダクション機構の 1 つとして、応
募者らは内皮細胞からの内因性 ATP 放出と細胞膜に発現する ATP 作動性カチオンチャネル
P2X4を介するカルシウム（Ca2+）シグナリングの存在を明らかにした。内皮細胞にせん断応力

が作用すると即座に ATPが細胞外へ放出され、特に脂質ミクロドメインのカベオラから放出さ
れた ATPが P2X4を活性化することで、細胞外 Ca2+の細胞内への流入が起こる。このせん断応

力の Ca2+シグナリングは血管内皮からの一酸化窒素（NO）産生を制御することで、血圧や血流
依存性の血管拡張反応、血管のリモデリングなど、個体レベルでの循環系の機能調節に深く関わ

っている。さらに応募者らは最近、せん断応力の大きさ依存的に、血管内皮ミトコンドリアで

ATP が産生することをリアルタイムイメージング法により明らかにし、力学的刺激が細胞のエ
ネルギー代謝に直接関与することを示した。しかし、メカノセンシング機構に果たすミトコンド

リアの役割と ATPの代謝経路については、ほとんど分かっていない。本研究によりメカノセン
シング機構が解明されると、血管にとどまらず、力学的環境に絶えず曝される多くの細胞・組織

の形態や機能の制御機構の解明にもつながり、生命現象の包括的理解にも大きく寄与する。 
２．研究の目的 
 本研究は、血管内皮細胞が血流や血圧に起因する力学的刺激を感知し情報伝達することで細

胞応答を起こすメカノセンシング機構におけるミトコンドリアの活性化機構を明らかにするこ

とを目的としている。組織への酸素や栄養素の供給など生体にとって重要な役割を果たす血管

の働きは、従来、ホルモンやサイトカイン、神経間伝達物質などの化学的刺激により調節を受け

るとされてきたが、近年、血管内に発生する力学的刺激、すなわち血流に起因するせん断応力や

血圧に基づく伸展張力によっても制御を受けることが分かってきた。我々は独自に開発した装

置で培養血管細胞に定量的な力学刺激を作用させたときの細胞応答を解析してきた。内皮細胞

が力学刺激に敏感に反応し形態や機能や遺伝子発現を変化させること、それが血管の発生・成

長・リモデリング、血管平滑筋の収縮・弛緩、血液の凝固・線溶、組織の炎症や免疫反応に深く

関わり、循環機能の恒常性の維持に必須な役割を果たすことが明らかになった。こうした内皮細

胞の力学応答に異常が生じると、高血圧、粥状動脈硬化、動脈瘤といった血管病の発症につなが

ると考えられている。しかし、内皮細胞が実際、どの様に力学的刺激をセンシングし、その情報

を細胞内部に伝達しているのか、その分子機構はまだよく分かっていない。そこで本研究では、

細胞膜に作用する剪断応力が細胞内小器官のミトコンドリアを活性化する分子機構を解明する

ことを目的とする。 

３．研究の方法 
3－1．流れ負荷実験 
 ヒトの大動脈（HAECs）の血流特性を模倣する流れ負荷装置を新たに作製する為に、ヒトの大
動脈に作用する乱流と層流を計算流体力学（CFD）解析により計算した。その結果、乱流のパラ
メーターである Normalized transverse wall shear stress (NtransWSS) の値が 0.2以上であると、頸
動脈狭窄と脳動脈瘤が形成されることが統計的に導かれた。そこで、NtrasnWSSの値が 0.2以上
になる乱流負荷装置を作製し（図 1A）、層流負荷装置（図 1B）と併せて、以降の実験に使用し
た。 
3－2．細胞形質膜における脂質分子の配向性（lipid order）の画像化 
 培養 HAECs の形質膜に、環境感受性の蛍光色素 Laurdan を導入し、二光子レーザー顕微鏡



（Leica Microsystems、MaiTai BB）で、形質
膜脂質分子の配向性（lipid order）を観察し
た。得られた画像に対して、極性の標準化

の指標である GP値を基準に処理し、ImageJ 
1.44n（NIH Image）で擬似カラー化した。GP
値の高い領域が秩序液体相（Lo）、GP 値の
低い領域が無秩序液体相（Ld）に相当する。

流れ負荷前後での、GP値の変化から、形質
膜の lipid orderの変化を評価した。 
3－3．ミトコンドリア膜における脂質分子
の配向性（lipid order）の画像化 
 ミトコンドリアを特異的に標的とする官

能基を有するナイルレッド誘導体である蛍

光色素 NRMito（Andrew S. Klymchenko博士
より提供）を HAECsに導入し、共焦点レー
ザー走査顕微鏡 (Leica Microsystems)を用い
て、リアルタイムイメージングを実施した。得られた画像はMetaMorphソフトウェア（Molecular 
Devices）で形質膜の lipid orderの変化を解析した。  
3－4．ミトコンドリアにおける ATP産生の画像化 
 ミトコンドリア ATP は、ミトコンドリアマトリックスを標的とした FRET 型の ATP バイオセ
ンサー（mitAT1.03、今村博美博士より提供）を用いて画像化した。蛍光顕微鏡（Nikon, Ti-E）と
水冷式電子増倍管 CCDカメラ（ImagEM C9100-13; Hamamatsu）で観察された画像を、HCImage
ソフトウェア（Hamamatsu）とMetaMorphソ
フトウェア（Molecular Devices）で解析した。 
3－5．ミトコンドリにおける過酸化水素
（H2O2）放出の画像化 
 ミトコンドリアの活性酸素種（ROS）は、
ミトコンドリアマトリックスを標的とした

H2O2感受性蛍光タンパク質 MLS-HyPer7 を
使用して画像化した。MLS-HyPer7の cDNA
をエレクトロポレーション法により HAECs
に遺伝子導入した（Neon トランスフェクシ
ョンシステム; Invitrogen）。3日後に、蛍光顕
微鏡（Nikon, Ti-E）と水冷式電子増倍管 CCD
カメラ（ImagEM C9100-13; Hamamatsu）で観
察された画像を、HCImage ソフトウェア
（Hamamatsu）と MetaMorph ソフトウェア
（Molecular Devices）で解析した。 
４．研究成果 
4-1. 層流と乱流による細胞形質膜の lipid 
orderの変化 
 Laurdan 標識 HAECs の GP 画像は、細胞
表面全体に渡り GP 値が不均一に分布して
おり、高い GP値の液体秩序相（Lo）と低い

GP 値の液体無秩序相（Ld）が共存する不均

一な lipid orderがあることを示している（図 
2A, 2B）。HAECsに層流を負荷すると、細胞
膜全体の GP値が低下し（図 2A）、その後横
ばいになり、流れが止まると初期のレベル

に戻った。一方、HAECs に乱流を負荷する

図 1．培養血管内皮細胞に層流または乱流を負荷す
る平行平板型流れ負荷装置と流れの特性の CFD解
析．A: 流路に段差を設けると、その 5～8 mm下流
に、NtransWSSの値が 0.2以上となる乱流の領域
が存在する。B: A と同じ装置の流路に段差が無い
時は、全体が層流（NtransWSSの値が 0）になる。 

図 2．培養ヒト大動脈内皮細胞（HAEC）の形質膜
の脂質分子の配向性に対する層流と乱流の影響．A, 
B: 層流または乱流の前後における 3D 再構成
Laurdan擬似カラー画像と経時変化．C: 細胞にコ
レステロールを加えると、層流による GP値の減少
が抑制される．D: 細胞膜からコレステロールを除
去する MbCD を作用すると、乱流による GP 値の
増大が抑制される．E: 定量解析結果．  



と、GP値が増加し（図 2B）、乱流を負荷して
いる間はそのレベルが維持され、流れが止ま

ると元のレベルに戻った。複数の細胞から得

られた結果から、EC膜は層流と乱流に対して
lipid order を逆方向に変化させることで対照
的な応答を示すことが確認された（図 2E）。
これは、内皮細胞形質膜が異なる 2 つの流れ
を区別していることを示す。 
 細胞にコレステロールを添加すると、層流

による GP 値の低下が消失した（図 2C, 2E）
一方、膜コレステロールを除去するメチルβ

シクロデキストリン（MCD）で HAECsを処
理すると、乱流による GP 値の増大効果が著
しく阻害された（図 2D, 2E）。これらの結果は、
細胞膜のコレステロールが層流および乱流に

対する形質膜 lipid order の応答を修飾できる
ことを示している。 
4-2. 層流と乱流によるミトコンドリアの lipid 
orderの変化 
 HAECsに層流または乱流を負荷し、ミトコ
ンドリア膜の lipid order の変化を観察した。
ミトコンドリア選択性色素 MitoTracker を用
いた生細胞イメージングで示されたように、

HAECs における NRMito の局在はミトコン
ドリアと正確に一致した（図 3A）。NRMito標
識 HAECs の疑似カラー画像では、層流によ
りミトコンドリア膜の lipid order が可逆的に
減少したことが示された（図 3B）。ミトコン
ドリア膜の lipid order は層流の開始直後に減
少し、その後横ばいとなり、流れの停止後に元

のレベルに戻った。対照的に、乱流刺激では、

ミトコンドリア膜の lipid order が可逆的に増
加した（図 3C）。ミトコンドリア膜の lipid order
は乱流負荷直後に増加し始め、増加したレベ

ルで維持され、その後、流れの停止後に元のレ

ベルに戻った。多くの細胞から得られた結果

から、ミトコンドリア膜は lipid orderを反対方
向に変化させることにより、層流と乱流を区

別することが確認された（図 3F）。 
 また、細胞にコレステロールを添加すると、

静的条件下で HAECs のミトコンドリア膜
lipid orderが増加し、層流によって引き起こさ
れる脂質秩序の低下が顕著に抑制された（図

3D, 3F）。一方、細胞をMCDで処理してコレ
ステロールを除去すると、静的条件下で細胞

のミトコンドリア膜 lipid order が大幅に減少

図 3．培養ヒト大動脈内皮細胞（HAEC）のミト
コンドリア膜の脂質分子の配向性に対する層流
と乱流の影響．A: NRMito（赤色）とミトコンド
リア選択的色素の MitoTracker（緑色）の共局
在．B, C: 層流または乱流の前後における 3D 再
構成NRMito擬似カラー画像と経時変化．D: コ
レステロール添加の効果．E: 細胞膜からのコレ
ステロール除去効果．F: 定量解析結果．  

図 4．培養ヒト大動脈内皮細胞（HAEC）のミトコンドリア ATP 産生に対する層流と乱流の影響．A, 
B: 層流または乱流の前後におけるミトコンドリア ATP濃度変化の擬似カラー画像と経時変化．C: コ
レステロール添加の効果．D: 細胞膜からのコレステロール除去効果．E: ミトコンドリア電子伝達系の
阻害剤 rotenoneの影響．F: 定量解析結果．  



し、乱流によって引き起こされる lipid order の増加が明らかに防止された（図 3E, 3F）。これら
の結果は、細胞へのコレステロールの追加または除去がミトコンドリア膜の lipid orderに影響を
与え、層流や乱流が惹起するミトコンドリア膜の lipid orderの変化を修飾することができること
を示す。 

4-3. 層流と乱流によるミトコンドリアにおける ATP産生の変化 
 HAECsに層流や乱流を負荷し、ミトコンドリア ATP産生の変化をリアルタイムイメージング
により観察した。細胞に層流を負荷すると、ミトコンドリア全体で ATP レベルが上昇した（図
4A, 4F）一方、乱流を負荷すると、ATP濃度が顕著に低下した（図 4B, 4F）。ATP レベルはどち
らも、流れが止まると元のレベルに戻った。同様の反応が繰り返しの流れ刺激に対しても起こっ

たことから、層流と乱流に対するミトコンドリアの反応は可逆的であることが示された。 
 細胞にコレステロールを添加すると、層流によって引き起こされたミトコンドリア ATP レベ
ルの増加がなくなり（図 4C, 4F）、細胞をMCDで処理すると、乱流によって引き起こされるミ
トコンドリア ATPレベルの低下が消失した（図 4D, 4F）。これらの結果は、lipid orderやコレス
テロール含有量などの膜の物理的特性の変化が、ミトコンドリア ATP 産生に対する層流と乱流
の影響と密接に関連していることを示している。さらに、ミトコンドリア電子伝達系複合体 I の
阻害剤であるロテノンで細胞を処理すると、層流によって誘発される ATP レベルの増加が消失
し、ATP レベルの変化はミトコンドリアの酸化的リン酸化によるものであることが示された 
（図 4E, 4F）。 
4-4. 層流と乱流によるミトコンドリアにおける H2O2放出の変化 
 HAECsを層流または乱流に曝露し、ミトコ
ンドリアにおける H2O2 放出量の変化をリア

ルタイムイメージングにより観察した。

HAECsが層流で刺激されると、H2O2レベルが

明らかに低下した（図 5A）。一方、HAECsが
乱流で刺激されると、H2O2レベルが顕著に増

加した（図 5B）。それぞれの H2O2レベルの時

間的変化は繰り返し同様であったことから、

流れ応答性のミトコンドリアの H2O2 放出反

応が可逆的であることを示している。多くの

細胞の定量分析により、ミトコンドリアの

H2O2放出は、層流では減少し、乱流では増加

するという対照的な応答を示すことが確認さ

れた（図 5F）。 
 HAECsにコレステロールを添加すると、層
流によるミトコンドリア H2O2 放出の減少が

顕著に抑制された（図 5C, 5F）一方、HAECs
をMCDで処理してコレステロールを除去す
ると、乱流によるミトコンドリア H2O2放出の

増加が消失した（図 5D, 5F）。これらの結果は、
膜 lipid order やコレステロール含有量などの
膜の物理的特性の変化が、層流と乱流に依存

的なミトコンドリア H2O2 放出に及ぼす影響

と密接に関連していることを示す。さらに、

HAECsをロテノンで処理すると、乱流によっ
てミトコンドリア H2O2 レベルは上昇しなか

ったことから、ミトコンドリアの電子伝達系

が乱流によって引き起こされる H2O2 レベル

の上昇に関与していることが示唆された（図

5E, 5F）。 

 

図 5．培養ヒト大動脈内皮細胞（HAEC）のミ
トコンドリア H2O2 放出に対する層流と乱流
の影響．A, B: 層流または乱流の前後における
ミトコンドリア H2O2 放出変化の擬似カラー
画像と経時変化．C: コレステロール添加の効
果．D: 細胞膜からのコレステロール除去効
果．E: ミトコンドリア電子伝達系の阻害剤
rotenoneの影響．F: 定量解析結果．G: NOX4
の siRNAの効果．H: 定量解析． 
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