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研究成果の概要（和文）： 
動脈硬化や脳梗塞、心筋梗塞などと言った循環器系疾患の原因解明のために、血管の表面の

細胞である内皮細胞を、マイクロ流路内でせん断応力を負荷しながら培養する方法を検討し、
培養方法を確立した。高速共焦点マイクロ PIV システムを用いて被写界深度を浅くすることに
より空間分解能を大幅に向上させ、細胞表面近傍の速度分布を求める計測法を開発した。また、
蛍光粒子画像から細胞の３次元形状を推定する手法を開発し、速度分布との比較を行った。 
 
研究成果の概要（英文）： 

To investigate an influence of a glycocalyx surface layer covering over endothelial 
cells (ECs) on the flow field or flow through the layer, a high spatial resolution 
measurement technique was improved for three-dimensional velocity distributions close to 
a glycocalyx layer by utilizing a confocal micro-PIV (Particle Image Velocimetry) technique. 
The developed technique achieved to measure three-dimensional velocity distributions in a 
177 × 177 × 3 m3 region with in-plane resolution of 7 m and with depth resolution of 0.5 

m. By optimizing the PIV analysis, the measurement accuracy was improved even with 
small fluorescent particle of the diameter of 200 nm and large shear rate. 
Three-dimensional velocity distribution close to the layer of living ECs cultured in 
microchannel was measured. The results suggested that the developed technique was 
useful for investigation of velocity field close to the layer. 
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１．研究開始当初の背景 
現代社会において、心臓病・高血圧症・脳

血管障害などに代表される循環器系疾患に
よる我が国の死亡率が国民死亡原因の約
30％となっており、これらの疾病対策は国家

的課題となっている。循環器系の疾患の原因
の１つとして、内分泌器官、免疫系および内
臓実質臓器などの異常による血液のレオロ
ジの変化が考えられており、特に微小循環は、
栄養の供給や老廃物の排出にとって非常に
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重要であり、血管径も細いため梗塞や狭窄が
起こりやすい。そのため、循環器系疾患の予
防および原因解明に必要な生体内の微小循
環における血流と細胞の応答の関係の把握
が望まれている。 
これまでに、血管の表面の細胞である内皮

細胞が流れによるせん断応力に反応して、流
れ方向に配向し、長細く変形する事や、せん
断応力と内皮細胞における NO などの産生量
と関係があるなどが報告されている。高血圧
症患者において動脈内皮細胞による NO 産生
量が減少していることが報告されており、内
皮細胞の機能障害が高血圧症の病態進行に
重要な要因であると考えられている。また、
内皮細胞の低比重リポ淡白（LDL）などの透
過性は、血流によるせん断応力によって変化
することが報告されており、この原因として、
せん断応力の増大によって内皮細胞の収縮
が起こり、細胞間隙が広がることが考えられ
ている。これらの研究は主に生体外実験が用
いられ、細胞が密な状態になってこれ以上増
殖しない状態であるコンフルエンになって
から、せん断応力が負荷されている。一方、
計測した内皮細胞の形状をもとに数値計算
法を行って細胞にかかるせん断応力の分布
を求め、細胞の変形によって壁面せん断応力
の勾配が小さくなっていることが示されて
いる。 
上述のように流れによるせん断応力と細

胞の形態変化やNOの産生などとの相関が指
摘されているが、そのメカニズムには不明な
点が多く残されている。その原因の一つとし
て、細胞にかかるせん断応力や産生した物質
の計測の空間分解能や計測精度が不十分な
ことがある。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、動脈硬化や脳梗塞、心筋
梗塞などと言った循環器系疾患の原因解明
のために、疑似血管デバイスを用いて、内皮
細胞と流れによる刺激との関係を詳細に調
べることである。せん断応力を負荷しながら
培養を行い、血流による内皮細胞にかかるせ
ん断応力の分布や細胞の 3次元形状を高い空
間分解能で計測し、せん断応力による内皮細
胞の配向や遊走などの形態変化との関係を
調べる。 
 
３．研究の方法 
(1)高分解能速度分布計測法の開発 
高速共焦点マイクロ PIV システムを用い

て、被写界深度を浅くすることにより空間分
解能を大幅に向上させ、細胞表面近傍の速度
分布を求める計測法を開発した。40 倍の油浸
対物レンズ(Plan Fluor; Nikon, NA = 1.3)
を取り付けた倒立顕微鏡(Ti-U; Nikon)に共
焦点スキャナ(CSU-X1; 横河電機)、波長 488 

nm の CW レーザ(SAPPHIRE; Coherent)、I.I.
付高速度カメラ(SV-200i; Photron, 
512×512 pixel, 10bit)を接続した。撮像領
域は 177×177 m である。高空間分解能と高
計測精度を両立させるため、光学系の最適化
を行うとともに、粒径 200 nm、密度 1.05 g/cm3
のポリスチレン蛍光粒子(励起波長：505 nm，
蛍光波長：515 nm)を用いた。本システムの
被写界深度は理論的に 0.58 m と非常に薄く
なった。細胞の上方の Z=13-15.5 m の領域を
0.5 m 毎に 6断面を計測した。計測誤差の原
因となる長い流跡線を避けるため、流速と比
較して十分に高いフレームレートである
1000 fps で撮像し、得られた時系列の画像か
ら最適なイメージペアを選択する方法を開
発した。検査領域を 40×40pixel、オーバー
ラップ率を 50%とし、直接相互相関法を用い
て速度分布を求めた。さらに、ブラウン運動
の影響を除去するために、200 枚の速度分布
の時間平均を行った。 
 

 

図 1．高分解能速度分布計測システム 
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図 2．血管内皮細胞周りの速度分布計測領域 
 
(2) マイクロ流路内での細胞培養 
幅 400 m, 深さ 120 m, 長さ 20 mmの PDMS 

(polydimethylsiloxane)製直線流路内に
1.0mg/ml のマトリゲルを導入し，温度 37.0℃、
CO2濃度 5%のインキュベータ内で 1 時間静置
して壁面修飾をした．コーティング後，正常
ヒト臍帯静脈内皮細胞 (Human Umbilical 
Vein Endothelial Cells: HUVECs )を1.0×106 
cells/ml の濃度で精度検証に用いたものと
同じ形状のマイクロ流路内に導入し、インキ
ュベータ内で 2 時間静置した。40～50 m 程度
の大きさの内皮細胞が確認され、その形状は，
円形および楕円形となった。 
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図 3.マイクロ流路内の血管内皮細胞周りの
粒子画像 
 
４．研究成果 
本研究では、光学系にピンホールを組み込

むことで焦点面のみの画像を取得できる共
焦点マイクロ PIV システムを用いて、マイク
ロ流路内の血管内皮細胞表面近傍の流動場
を計測する手法を開発した。深さ方向に
500nm と非常に高い空間分解能の速度分布計
測が可能となった。本手法を細胞がない状態
の幅 400 m，高さ 120 m の PDMS 製マイクロ
流路内の流れ場に適用し、精度評価を行った。
開発した手法を用いて、マイクロ流路内で培
養した血管内皮細胞の表面近傍の流動場を
本手法により計測した。細胞による速度の変
化を捉える事ができた。さらに、得られた蛍
光粒子画像を用いて、細胞の表面形状を三次
元的に再構築する手法を開発し、細胞の 3次
元形状を求めた。 
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図 4.血管内皮細胞近傍の速度分布 
 

 

図 5.血管内皮細胞の形状 
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