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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  
 

本研究ではラットあるいはマウス摘出ランゲンドルフ灌流全心臓標本を対象とし、従来の心機能・酸素

消費量解析法を用いて左心室拡張期末圧、収縮末期圧を変化させ、放射光による X 線回折により心内膜

側および心外膜側でのクロスブリッジ（アクチン・ミオシン）動態の差違を解析する。 
併せて心内膜側および心外膜側間の血行動態を優れた空間分解能を有する放射光を利用したデジタル血

管造影法により計測し、貫壁性の冠血行力学動態とクロスブリッジ動態との関連性を明らかにする。さ

らにラット肥大心・心不全モデルにおけるクロスブリッジ動態と貫壁性冠血行動態との関係および NO、

EDFH などの内皮依存性血管拡張因子の関与等について病態生理学的立場より解析する。また、興奮収

縮連関における Ca 動態に対する解析にはモデル論的な推論法も導入する。 
このような細胞分子生物学的観察から臓器レベルに至る幅広い観察により、心臓の統合生理学的（フィ

ジオミック）な解析を行う。 
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⑦研究成果の概要（研究目的に対する研究成果を必要に応じて図表等を用いながら、簡潔に記入してください。） 

 
 生命科学分野ではポストゲノムとしてプロテ
オームと言う概念が広く受け入れられてきた。
換言すれば生体を構成するパーツの設計図とそ
の蛋白機能の解明である。言うまでもなく生命
科学の最終目標は生体機能の詳細な理解であ
り、分子・細胞・組織・臓器・個体の各レベル
での機能と機能間の連携について、統合的に理
解することが重要であり、それを目標とする “フ
ィジオーム”の視点が不可欠である。そこで本研
究では、循環器系、特に「冠微小循環」と「心
筋マクロモレキュール」のダイナミクスを中心
に、それに関わる細胞社会の秩序がいかに維持
され、制御されているかについてフィジオーム
解析を推進した。本研究の新規計測としては、
世界最大の第三世代放射光施設であ る
SPring-8 の特徴を遺憾なく発揮させるべく、三
次元µＣＴおよび共焦点レーザ顕微鏡の併用に
よる冠微小血管容積の定量化解析、左心室自由
壁心筋のＸ線回折実験による心貫壁性アクチン・ミオシンクロスブリッジ動態解析を中心に、生体内 CCD 顕
微鏡を駆使した階層性冠微小循環系の極限可視化および心外膜側毛細管ヘモダイナミクスの可視化、原子間力
顕微鏡と電気的細胞―基質間インピーダンス計測、共焦点レーザ顕微鏡の併用による、血管内皮細胞—単球相
互作用のナノ・ミクロオーダ動態の定量的解析を世界に先駆けて行い、循環系フィジオーム研究を推進した。 
 冠微小循環の心周期との連関 
 SPring-8 のµCT を利用し、心収縮と冠微小循環動態との関連について、心収縮に伴う血管容積変化が血管
径により異なることを明らかにした。血管径自体は毛細血管より細動脈の変化の方が大きいが、心筋内に占め
る毛細血管の容積は細動脈容積の 10 倍にもおよび、心収縮に伴う容積の変化は全体では毛細血管容積変化に
よるところが非常に大きいことが判明した。即ち、収縮期には冠毛細血管が圧搾され低圧の冠静脈系へ血液が
送り出されるのに対し、拡張期には圧搾されて空になった冠毛細血管へ冠細動脈から血液が流入する。この繰
り返しにより、冠細動静脈の位相のずれが説明しうる。また、SPring-8 放射光を利用したラット in vivo 心筋
細胞内のアクチン・ミオシン架橋（クロスブリッジ）動態を心筋表層と深部に分けて解析したところ、クロス
ブリッジの形成は収縮期には表層と深部で同期して行われるが、その解離はむしろ深部心筋で早いという予想
に反する結果を得た。一般に深部心筋は心外膜側心筋と比べ虚血に陥りやすいとされているが、深部心筋のク
ロスブリッジの解離が心外膜側より先行し、心筋の弛緩・拡張を早期に生じ得るとすれば、深部心筋への血液
流入はより容易になると考えられた。 

 冠微小循環の階層性制御 
これまでに冠血管は血管径とい

う階層ごとに異なる制御機構を持
つことが示唆されている。独自に
開発したCCD生体顕微鏡により冠
微小循環を観察し、径数百µm の冠
小動脈の拡張は NO に、径数十µm
の冠細動脈と冠細静脈では血管内
皮由来過分極因子により主に制御
され、冠小静脈ではどちらも血管
拡張には寄与しないことが明らか
となった。また、毛細血管内血流
動態の可視化から 1）冠循環におけ
るキャパシタンス、2）拡張期優位
な動脈側冠循環と収縮期優位な静
脈側冠循環の分水嶺、3）血液のミ
キシング、などの機能を有するこ
とを明らかにした。 

以上の成果に加え、循環器系フ
ィジオーム解析を精力的に行い、
循環系の生理機能、病態を解明す
る多くの成果が得られたと考える。

フィジオームの対象となる生体階層構造。蛋白から臓器・個体に

至る各機能間の連携についての統合的理解を進める。（Nature 
Review (2003), Vol. 4, P237 より改変） 

 
循環系における生体階層構造。冠循環と心機能を中心に記載してある。細胞内・

細胞間情報伝達系や心筋収縮タンパクなど分子から臓器至る各機能間の連携に

ついての統合的に表した図である。 
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⑧特記事項（この研究において得られた独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、当該研究分野及び関連

研究分野への影響等、特記すべき事項があれば記入してください。） 

 
 心臓を灌流する冠血管系の血流動態は心臓の収縮と密接な連関を持つ。特に、左心室における冠細動脈血流

は、心周期の拡張期を主体に観察されるが、冠細静脈血流はほぼ収縮期のみに流れると言う特徴を持つ。すな

わち、拡張期には冠細動脈から流入した血液は心筋内冠容量血管内（unstress volume; UV）に貯留され、引

き続く収縮期には UV 内の血液が静脈側へ絞り出されることにより冠血流が維持されている。また、ヒトなど

大型哺乳動物の冠動脈では、心外膜側にある本管から分岐した穿通枝という細い動脈が心内膜側へ陥入し深部

心筋を灌流しているが、心内膜側では心外膜側より高い血管外心筋応力により冠血管系が圧閉されやすく、心

内膜側の易虚血性の原因と考えられる。本研究では、心筋内（とくに深層の）微小冠血管特性のミクロダイナ

ミクス解析を中心に、冠微小血管径制御システムの解明、心筋収縮における心筋クロスブリッジ動態の解析を、

第三世代大型放射光施設 SPring-8 を利用した実験を中心に行い、統合生理学的見地から冠微小循環系とその

周辺環境との機能的整合性について、これまでの研究をさらに発展させるべく研究を進めた。 
 まず、冠微小血管のスタティックな状態での違いを明らかにするため、造影剤を灌流しながら収縮期・拡張

期で停止させたラット摘出心標本の冠血管について SPring-8 を用いた microCT および共焦点レーザー顕微鏡

からの三次元微小血管像をイメージングした。その結果、拡張停止心の microCT 画像では細動静脈は複雑な枝

分かれをしながら、心筋間隙を縫って螺旋状に旋回して走行していた。これらの血管は収縮期停止で強く圧搾

されており、その程度は細静脈径に比例して大きくなった。さらに毛細血管容積を%容積率で表すと、拡張期

停止で約 20%、収縮期停止で約 14%となり、拡張期から収縮期への毛細血管容積減少率は 32%であり、細動

静脈の血管容積減少率（48%）より、有意に低値であった。しかし、毛細血管の血管容量自体は細動静脈の 10
倍であることを勘案すると、毛細血管が心筋内で拡張期に血液を蓄え、収縮期に搾り出す UV として機能して

いることが示された。 
 このように冠血管は血管径という階層ごとに固有の制御機構を持つことが示唆されている。この階層性制御

機構を明らかにするため、独自に開発した CCD 生体顕微鏡によりラット生体位拍動心における冠微小循環観

察法を確立し、径数十〜数百µm の冠細小動静脈拡張能に対する NO および血管内皮由来過分極因子の作用を

定量的に評価した。その結果、径数百µm の冠小動脈の拡張は NO に、径数十µm の冠細動静脈では血管内皮

由来過分極因子により主に制御され、冠小静脈では共に血管径制御には関与しないことが明らかとなった。 
 また同じく高解像度 CCD 生体顕微鏡、共焦点レーザ顕微鏡を駆使することで心外膜下毛細管での血流の可

視化と定量的な血管容積解析に成功し、毛細管が 1）冠循環におけるキャパシタンス、2）拡張期優位な動脈側

冠循環と収縮期優位な静脈側冠循環の分水嶺、3）血液のミキシングなどの機能を有することを明らかにした。 
 また、心拍動時における冠微小循環のダイナミクスを明らかにするため、放射光マイクロアンジオグラフィ

ーにより、クリスタロイドおよび血液灌流下におけるラット摘出心の冠微小循環を観察しトレーサーデジタル

アンジオグラフィーによる灌流分布との関連性について評価した。その結果クリスタロイド灌流時には血管系

は大きく、造影剤の組織への浸透も速やかであり、血液灌流時と比べ冠灌流量は約 5 倍であった。すなわち、

クリスタロイド灌流では冠血管は完全に開いた状態であり、自動調節能などは作動していない可能性が示唆さ

れ、赤血球による酸素運搬能の重要性が改めて再認識された。 
 次に、SPring-8 の放射光システムで得られる強力な X 線を利用し、左心室自由壁心筋細胞の筋繊維による

格子構造からの X 線回折像を一心周期に渡り記録・解析し、分子モータであるクロスブリッジ動態を心外膜下

心筋および深層心筋について分離して観察した。心外膜下心筋と深層心筋では心筋線維の三次元的な走行方向

が異なるため、X 線回折像も異なる方向に出現する。これを利用して解析した左心室自由壁心筋のクロスブリ

ッジ動態は、収縮時に貫壁性に同期するが、弛緩過程では深層心筋のクロスブリッジの方が心外膜下心筋より

早期に解離することを明らかにした。このことは、結果的に、収縮期に高い心筋内圧によるストレスのため血

液流入が阻止され虚血に陥りやすい心内膜側の心筋組織が、拡張期に速やかに弛緩し始めることを意味してお

り、拡張期に深部心筋冠微小血管への血液流入にとって好都合であることが示唆された。 
 病態との関連として、動脈硬化症の発症、伸展には血管内皮細胞下への単球の浸潤とそこでの泡沫細胞化が

主要な役割を演じる。そこで血管内皮細胞と単球との相互作用を、原子間力顕微鏡、電気的細胞—基質間イン

ピーダンス計測法、共焦点レーザ顕微鏡を駆使しナノ・ミクロレベルで解析した。その結果、炎症性サイトカ

イン（IL1β）で血管内皮を刺激すると単球の接着数が飛躍的に増大すること、単球に接着された血管内皮は

細胞骨格である f actin の発現が減少し細胞外応力に対する変形性が増大していること、さらに、細胞-細胞間

距離は変化しないが細胞-基質間距離が開大し単球の浸潤後のスペースを確保していることが示唆された。さら

に、血管内皮へ接着後の単球の挙動を経時的に追跡した。接着した単球のうち 70%が血管内皮細胞表面を血管

内皮間の細胞間隙を目指して逍遥し、細胞間隙に到達するとそこから浸潤を開始した。浸潤を開始した単球の

うち 80%が浸潤を完了した。即ち、接着した細胞のうち浸潤を完了した単球は約 60%弱であり、その所要時間

はおよそ 9 分前後であった。また、浸潤完了後も単球の血管内皮細胞下空間での逍遥が観察されている。 
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