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研究成果の概要（和文）：コラーゲン繊維は血管壁損傷部などで出現し、このコラーゲン繊維への血小板の粘着は、初
期血栓イベントとして大変重要である。コラーゲン繊維は不規則な向きの曲線形状を有する。このコラーゲン繊維勾配
と流れの向きは血小板粘着挙動に何らかの影響を与えている事が予想された。そこで本研究は、血小板粘着挙動とコラ
ーゲン繊維角度との関係性検証のため、本研究は、コラーゲン繊維形態と粘着血小板部位の情報抽出方法、そして、繊
維角度と血小板粘着の容易さとの関係性を検証する方法を提案した。

研究成果の概要（英文）：In order to investigate the relationship between the morphology of irregularly 
curved collagen fibril and easiness for platelet to attach, this study proposed the solution to assess 
such relationship.

研究分野：バイオレオロジー

キーワード： Morphology of Collagen　Image analysis
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１．研究開始当初の背景 
血栓が生じる仕組みについては、ルドルフウ

ィルヒョウの三大血栓因子として知られる

「血液構成要素」と「流れ」、そして「壁面

状態」が関与する事、それに加えて、血液構

成要素それぞれが凝固プロセスへ複雑に関

与する事が知られるが、実質的に良く分かっ

ていない１。言い方を替えれば、具体的にお

のおのの条件で血栓形成を予測することは

現在不可能なのである。その一方で、血液ポ

ンプや体外循環装置など今日の医療技術の

進歩に伴い、予防医学的観点から血栓形成メ

カニズム解明のニーズは益々高まりつつあ

る。血栓形成メカニズム解明へ向けた第 1歩

として、申請者らはこれまでの研究で、もの

づくり技術を応用して、再現性よく流路深さ

を設定できる実験装置を構築し、それを用い

た血液流れ実験の成果として、ある流れ条件

で血栓発達のしやすさがピークを示す事を

明らかにした 2。加えて、理論的な裏付けに

も成功した 3。 
 
２．研究の目的 
本研究では更に詳細な血栓発生メカニズム

理解を可能にするため、先端顕微鏡撮影技術

とものづくり技術、更に形態学的な画像解析

スキルを応用する事でマイクロスケールで

血小板細胞のコラーゲン繊維への粘着挙動

の仕組みを解明する事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
コラーゲンと血小板をそれぞれ標識する手

法を検討するために位相差顕微鏡を簡易的

に共焦点化する技術を導入した。この技術を

利用した2色蛍光標識撮影はうまく機能でき

なかった。そこでまずは原点としての通常観

察法に戻り、コラーゲン繊維と血小板の関係

を定量化する画像解析手法を構築した。その

後、以下の実験を実施した。 

Nycomed 社製のタイプ I コラーゲン線維

(Horm collagen)溶液[10mg/dl]を 76mmx52mm

のスライドガラス(Matsunami S9213)中央部

に 10μL 滴下後に 10 分間放置したものを血

管損傷部位モデルとして使用した. これを

流露幅 24mm 流路深さ 0.2mm の四角形断面の

チャンバへその底辺としてマウントし、この

チャンバへシリンジポンプ(（Model33 MA1 

55-3333，Harvard Apparatus）)にて全血を

120 秒間注入する事で 2 次元ポアズイユ流れ

を作用させ、チャンバ内のスライドガラス上

のコラーゲン繊維上の粘着血小板を撮影し

た。この実験では理論壁面せん断速度を

348[1/s]と設定した。撮影画像について、

MATLABソフトウェア（MathWorks, version9.7，

(R2014a)）を用いて，流れとなすコラーゲン

繊維の角度と血小板粘着の容易さの関係性

を検証した．その手順を以下に示す。１．は

じめに撮影画像上のガラス表面のコラーゲ

ン繊維形態を抽出した。その方法は、2 次元

画像上における全てのコラーゲン繊維の持

つ線分情報を曲線分として近似する事で導

出した。2．導出した線分を血小板スケール

で分割する事で、コラーゲン繊維に対する血

小板の最多粘着可能数と流れとなすコラー

ゲン繊維角度の頻度を導出した。3．血流を

与えた後に残った粘着血小板があるコラー

ゲン線維部分が血流となす角度情報を抽出

した．4．以上の工程から得た、理論上のコ

ラーゲン繊維角度頻度と粘着可能数に対し

て、粘着血小板数とそこでのコラーゲン繊維

角度の頻度を導出し、これらの比率を評価す

る事で、コラーゲン繊維の流れとの角度と血

小板粘着の容易さを比較した。実験は 7回施

行した。 

 
４．研究成果 

Fig1 は、ガラス表面にコーティングされたコ

ラーゲン繊維について、画像解析の結果見積

もられた血小板スケールのコラーゲン繊維

角度頻度・理論最多粘着可能数、結果として

の粘着血小板を有したコラーゲン繊維の角

度の頻度の比較を Mean±SD で示す。コラー

ゲン線維角度は、繊維が流れと平行に近い順



に 0-30/150-180[deg], 30-60/158-180[deg] 

60-90/90-120[deg],というように3通りに分

けて比較した. 

 Fig2 に、Fig1 の 2本の棒グラフ同士を割

り算して得た粘着の容易さを示す。この図か

らは、中間角度において最も粘着の容易さが

優れた結果となった。その一方で、SPSS でノ

ンパラメトリック検定の結果は,各角度間で

有意差が得られなかった.  

血小板粘着挙動とコラーゲン繊維角度と

の関係性検証のため、本研究は、コラーゲン

繊維形態と粘着血小板部位の情報抽出方法、

そして、繊維角度と血小板粘着の容易さとの

関係性を検証する方法を提案した。現時点で

は関係性に法則性が統計的に得られなかっ

たが、その判断には更なる検討が必要と考え

る。 本研究は、血小板粘着挙動と流れに対

するコラーゲン繊維角度との間の関係検証

方法を提案した。 
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Fig2：最多粘着可能血小板数（理論値）

に対する実測した血小板数の割合 

（コラーゲン繊維勾配にてクラス分け） 

0

4

8

12

16

20

0

200

400

600

800

コ
ラ
ー
ゲ
ン
線
維
に
粘
着
し
た

血
小
板
の
個
数

[個
]（実
測
値
）コ

ラ
ー
ゲ
ン
線
維
に
血
小
板
が

粘
着
で
き
る
最
大
の
個
数
[個

](
理
論
値
）

コラーゲン線維の流れとの配向[deg]

理論値

実測値

Fig.1:コラーゲン繊維に対する粘着可能な理

論最多血小板数（理論値）と血小板粘着部

のコラーゲン繊維勾配（実測値）との比較 
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