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7. 研究成果

研究目的

本研究はinvivoの31P-NMRスベクトロスコピーで得、られる情報のうち、

生体膿リン脂質代謝産物として、漠然と pho~phodiester. phosphomonoesterとし

て認識されているシグナルなどにワいてさらに詳細な分析をおこない、細胞障害

に際して膜リン脂質において起こる代謝動態の変化について検討することを目的

としている。現在、 in vivoでの31P-NMRスベクトロスコピーによって、無

侵襲に細胞のエネルギーレベルの指標となるATPや、組織内の pHなどを測定

することが可能となっている。生体におけるエネルギ一代謝の主たる場である肝

臓にもこの手法が導入され、基礎医学のみならず、最近の肝臓外科の進歩にとも

ない臨床医学の面からも高い関心が寄せられている。しかし、 ATPレベルに変

動をきたすような状況は、細胞死に近い状態においてはじめて出現すると考えら

れ、この様な情報のみでは、複雑な病態との関連を論ずることはできないのが現

状である。本研究では、 invivo N MR、高分解能NMH、化学分析などを多角

的に組み合わせて、エネルギーレベル以外にも、生体膜リン脂質代謝産物や、紬

代謝の中間体などの物質を検出、同定、定量し、肝臓の障害に際して起こるこれ

らの物質の変化と、病態との関連を解析する。このような結果をもとに、現在人

体にも適用可能な無侵襲のNMRスベクトロスコピーを、臨床医学の分野で、よ

り有用な情報を提供する手段として利用することを目指すものである。

研究成果

1.肝障害モデルの作成

肝臓におげる31PNMHスペクトルを測定し、あわせて、 リン脂質代謝産物の

検討を行うため各種の動物モデルを作成した。
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( a )ウサギ慢性肝障害モデル

ウサギに四塩化炭素を始めの2週間はO.2ml/kg、以後O.lmlメkgを週2回皮下注し

た。注射開始直後から血清検査で肝機能異常と脂質の上昇が認められ、 4週間で

脂肪肝が完成した。また総胆管に予めチューブを挿入しておき、これを2週間閉

鎖した後、これを解除するという、閉塞性黄痘、胆管ドレナージモデルを作成し

た。これらの慢性モデルにおける変化は、後述するwirelessの埋め込みコイルに

より経時的に同一個体で観察した。(参考資料 1) 

( b )ラット再生肝モデル

ラットのleftlateral lobeのみを残して肝臓の約 60%を切除した後の再生過程

の肝臓を検討の対象とした。(参考資料2) 

( c )犬脳死モデル

脳死肝移植を想定し、犬の頭蓋内に挿入したバルーンカテーテルを膨らませ、脳

死状態とし、その際の循環動態の変化に伴う肝臓の変化を検討した。(参考資料

3 ) 

2. in vivo NMR 

in vivo NMR測定には、 GE社製 2テスラCSIOmega Systemを用いた。この装置

は1989年に滋賀医科大学に導入され、実際に稼動を始めたのは、同年の 10月頃

であった。 inViV031P-NMRスベクトロスコピーを始めるにあたり、骨格筋の

リンのシグナルが、最も観察し易いと考え、ラット後服骨倍筋での検討から始め

た。先ずラットの後服骨格筋用に 1H，31pダブルチューンの、直径1.5cmのサー

フェスコイルと直径23mmのボリュームコイルを作成し、 NMRの測定を始めた。

ラット後服の様な小さなサンプルに対しても、良好な 31Pスベクトルと lHイメー

ジを得ることができた。ラット後服骨格筋の一時虚血モデルにおいて、虚血中と

再濯流時のリンのNMRスペクトルと、 lHのイメージを同時に測定した。虚血中

には、 リンのスベクトロスコピーでは、 Piの増加と、クレアチンリン酸、次い

で β-ATPの減少が認められ、 6時間の虚血によりほとんどPiのピークが観
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察されるのみとなった。 Piのケミカルシフトから算出した組織内pHは、 7.2か

ら6.2に減少した。一方、 lHイメージでは、虚血中には、'1'1強調、 T2強調画

像で信号強度の比較的均ーな増強が認められた。虚血を解除し、いわゆる再潜流

の状態にするとリンのスペクトルパターンと組織内pHは、数時間以内にほぼ虚

血前の状態に戻ったが、クレアチンリン酸の信号の強さは虚血前の約 80%にと

どまり、一部不可逆的な変化が起こっていることが想像された。再潜流時の lH

イメージでは大部分の筋肉の信号強度は、元の値に戻っていったが、'1'2強調画

像では、前腔骨筋、餅腹筋など一部分では、再濯流によって信号強度がかえって

増強し、明らかに不均一な画像を呈した。このT2ー強調画像での信号強度の増

大は、再濯流によって引き起こされた組織の浮腫に起因するものと考えられた。

(参考試料 4 -7 ) 

この様な成果を踏まえ、ウサギ用、ラット用、イヌ用、それぞれに、 IH、31P二

重同調の表面コイルを作成した。また、慢性の肝障害を追跡する目的で、 wire

lessの二重同調表面コイルを作成し、これをウサギ肝臓に埋め込んだ。それぞれ

良好なinvivoの3tPNHRスベクトルが得られた。これを独自に開発したソフトウェ

アーで'phosphomoneesier(PHE).phosphodiesier(PUE)等のピークに分解し、解析を

行った。(参考試料8) 

ウサギの四塩化炭素中毒、閉塞性黄痘モデルにおいては、まだ例数が少ないも

のの、同一の個体で、経時的に無機リンの増加が観察された(図 1)。

ラットの再生肝モデルでは肝切除後48時間の時点で無機リンの増加が観察さ

れたが、 ATP、フォスブォモノエステル (PM E)、フォスフォデイエステル

(P D E)のピークには差を認めなかった(図 2) 0 (参考試料 10 ) 

イヌの脳死モデルの肝臓においては、脳死の初期にはATP/Piが減少し、

エネルギーレベルの低下が観察されたが、短時間で回復し、以後良好に推移して

いた。(参考試料3) 

3. lH decoupling 

ウサギ用の lHdecoupling coilを作成し、 decouplingを試みた。燐酸トリメチ

ルを用いたファントム実験では、 invivo NHR用の装置でも、良好なけ1decoupl-
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3 weeks 

2 weeks 

1 week 

3 days 

4 weeks 

2 weeks 

.... 

図1 四塩化炭素投与によるウサギ肝臓
31PNMRスベクトル征〉変化

wirelessの表面コイルをウサギ肝臓に埋め
込み、四週間後より四塩化炭素O.2ml/kgの
皮下注を開始した。

sham operation 

hepa tectomy 

図2 ラット再生肝のinvivo 31 PNMRスペクトル
60%肝旬臓の48時間後に表面コイルを用いて測定し、
sh叩 operationと'比較した。

ingが得られた(図3)。しかし、ウサギの肝臓に用いると、大きな出力を要し、

ノイズも増大して、 PMEや PDEのピークの分解能を向上させるまでには至ら

なかった。この問題は、 lHのカットフィルターと 31Pのパスフィルターを作成し、

回路に組み込むことによりある程度改善されたが、まだ充分な結果が得られてお

らず、 decouplingについては、現在ラット肝臓用のデカップリングコイルを作成

して検討を行っている。
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decoupler (+) 

「寸--r
4.0 

「寸「
2.0 

図3 111 dec叩li時の効果

0.0 
ppm 

生体用のNMR装置 (GE社製、 2テスラCSIOmega 
Syst四)を用いて、燐酸トリメチルのリンのスベク
トルへの 111deGop lingの効果を擬すした。

4. in vitro NMR 

肝臓組織をfreezeclamp-にて採取し、過塩素酸抽出液をJEOL-GX270

高分解能NMR装置を用いて、 31pスベクトルを109.25Mllzにて測定した。 invitro 

NMRを用いる実験には、主としてラット再生肝モデルを用いた。肝臓にはクレアチ

ン燐酸が含まれていないので、これをサンプルに一定量加え、濃度とケミカルシ

フトの算定のためのスタンダードとして用いることとした。肝切除後48時間で

は、 PMEのうちphosphorylethanolamine(PE)が約2倍に増加していた(図4)。し

かし、増加した場合であってもそのシグナルの全体のリン化合物に対する割合は、

3%以下であった。またinvivoの測定でトは、 PDEは全体の20-30%を占める大

きな信号を示したが、 invitroの測定で‘は、 PDEに相当するglycerophosphory

lethanomamine(GPE)，ーcholine(GPC)は、それぞれ2-3%、1-2%に過ぎず、 2種類

のNMR測定問で大きな相違を見せた。(参考試料2) 
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化学分析5. 

PEとphosphorylcholine(PC)が、リン脂質代謝に関連する物質では、

GPEとGPCが知られている。 PEとPCは、

GPEとGPCはリン脂質の分解産物と考えられている。

PMEとして、

リン脂質合成経路の中間体であ

PEとGPEはOPA検出のアミ

PDEとして、

、
、，Jl
 

HPLCを用いて高感度で測定することができた(図 5)。ノ酸分析法をmodifyして、

それぞれアルカリAG50w x 8のカラムでこれらを含む分画を採取し、PCとGPCは、

コリンオキシダーゼを用

phosphoenergeticsに関するATP、ADP、AHP、

フォスブァターゼ、

いて定量する方法を確立した。

も逆相カラムとイオンペアー剤を用いたHPLCにて定量した。

塩酸処理にてコリンに分解した後、

同時に、

c
O
一=担芯ω巴」
ωn且】片
nO》

E
伺旦戸工.

sham operatlon 

h
E
O
H
0
2
u
a
ω
工

hepateclomy 

ド
'
'
'
匂
』
'
し

』

u''し

図5 HPLCによるGPE、PEの定量
アミノ酸分析法を改良し、 GPEとPEを
オルソフタルアルデヒドで検出した。
肝旬牒48聞14f去とshamoperationの肝臓の
分析結果を示す。
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ラット再生肝のinvitro 
31PNMRスベクトル

60%肝切除の48時間後にfreeze
cl叩Pで再生肝を採取し過塩素酸で抽出し
JEOL-GX270高分解能NMR装置で
in vitro 31 Pスペクトルを測定した。
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6. 比較検討

ラット再生肝を用いた実験では、 ATPについて、 invivo NMR. in vitro N問、

化学分析の3種の測定結果はよく一致した。 PMEについては、 invitro NMR、化学

分析で認められたPEの増加は、 invivo NMRでは検出できなかった。これはPEの絶

対量が少ないためで、現在の、 invivo NMRの分解能では検出できないのは止むを

得ないと考えられるので、この様な微細な変化を捉えるためには、 invivoの測定

法を更に工夫する必要がある。 PUEに関しては、 invivo NMRではそのピークは全

体の20-30%を占めるのに対し、 invitro NHR、化学分析のいずれでもは以下に過

ぎなかった。膜のリン脂質がこの部分に信号を有することは以前から指摘されて

おり、ごのことは、 invivo NMRで得られたPDEの信号を解析する上で留意すべき

点であることが確認された。

最後に、文部省科学研究費の補助金の交付に対し、深く感謝の意を表します。
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