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ワイヤレスサーフェスコイルを用いた

31P-MRSによるラット肝リン化合物の測定
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Evaluation of Liver Phosphorus Metabolites in the Rat

by 31P-MRS using Wireless Surface Coil
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High energy phosphate metabolism in rat liver was measured with 31P-nuclear magnetic

resonance (NMR) spectroscopy using a wireless surface coil technique. This technique enab-

les us to measure phosphate metabolism in vivo successively under physiological conditions

without either anesthesia or laparotomy. We investigated the phosphate metabolism in under

normal and hepatic injured conditions, such as ischemia and drug induced dysfunction.

The ischemic model indicated a quite different phosphate metabolism in that β-ATP dec-

reased in comparison with that under normal conditions. Furthermore the drug induced model

showed a dramatic change of phosphate metabolism, where an increase of PDE was followed

by a decrease of /J-ATP.

These results suggest that NMR spectroscopy measured for phosphate metabolism in vivo

can be considered to be an useful tool for qualifying liver dysfunction including transplanted

hepatic failure.

Key words:　Wireless Surface Coil, 31P-NMR spectroscopy, Ischemic liver dysfunction, Car-

bon tetrachloride, Orthotopic liver transplantation

抄　　　録

magnetic resonance spectoroscopy (MRS)測定

によるラット肝リン化合物の測定を行った.この方

法は麻酔や開腹の必要がなく生理的条件下での経時

ワイヤレスサーフェスコイルを用いた'P一　　　的測定が可能である特徴を有している.今回ラット
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用の小型ワイヤレスサーフェスコイルを作成して

種々の実験モデルに使用し,肝機能障害の質的診断

への有用性を検討した.その結果,生理的条件下に

おけるin vivoでのリン化合物の測定が可能であり,

さらに虚血性肝障害モデルではys-ATPの低下,薬

物性肝障害モデルではPDEの上昇とそれに続く

」-ATPの低下が観察された.このことからワイヤ

レスサーフェスコイルを用いた31P-MRSの測定は

種々の肝機能障害をはじめ,肝移植後における肝機

能障害の質的診断-の有用性が示唆された.

はじめに

近年,超電導MRI　の進歩に伴いin vivo31P-

MRSによるエネルギー代謝の測定が行われるよう

になり,生体での代謝機能が侵襲なく測定できるよ

うになってきた.しかし,ラットを用いて肝臓

の"P-MRS測定する場合,肝臓の容積が小さいの

で,感度を上げるために通常肝臓にサーフェイスコ

イルを装着して測定している.従来の方法では連日

スペクトルを測定する際には,その都度開腹してコ

イルを装着するか,あるいはケーブルを体外に誘導

しておく方法1)があるが,連日測定することは極め

て困難であった.最近,サーフェスコイルをワイヤ

レスとしても使用可能であることが報告2)され注目

されている.今回,われわれはラット肝31P-MRS

用の埋め込み型ワイヤレスサーフェイスコイルを独

体外レシーバー

IIE<

¥

体内サーフェスコイル

il

白に作成し,種々の病態について長期間にわたる肝

リン化合物の測定を試み,各種肝障害モデルにおけ

るPME, Pi, PDE, /?-ATPの変動について検討

した.

対象及び方法

1.対　　　象

実験動物は,正常群には体重250g-300gの雄性

Wister系ラット,実験群のうち肝障害モデル群に

は体重250S-300Sの雄性Wister系ラット,さら

に移植モデルには体重300Sの近交系雄性LEWラ

ットを用いた.

2.ワイヤレスサーフェスコイル

従来のサーフェスコイルとワイヤレスサーフェス

コイルの回路図を図1に示した.ワイヤレスサーフ

ェスコイルは鋼線およびキャパシターを用い3重巻

き共鳴周波数34.6346MHzの単同調のコイルを作

成し,中央部にHexamethylphosphoric triamide

(HMPT)をキャビラ1)一に封入したものを標準

試薬として留置し,さらにシリコンに包哩したもの

である(図2).レシーバー側のコイルには鋼線を

用いて径5cmの1重コイルを作製し,ラット固定用

アクリル筒の外側に設置した.ワイヤレスサーフェ

スコイルを図3のごとくラットの肝中間葉と左外側

某の間に挿入後開腹し,図4に示す独自の固定法を

図1　今回比較した2種類のサーフェスコイル回路図

左:今回作製したワイヤレスサーフェスコイル回路図

右: 2重同調有線サーフェスコイルの回路図
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図2　著者らの作成したコイル

3重巻き共鳴周波数34.6346MHzの単同調の

コイルで中央部にはHexamethylphospho-

ric Triamide (HMPT)を標準試薬として

設置してありシリコンに包埋している.

図3　ワイヤレスサーフェスコイルのラット肝-の

装着

肝の中間葉と左外側葉の間に挿入し固定する.

写真は同所性肝移植後のラットへ装着してい

るところを示す.

用い無麻酔下に31P-MRSを測定した.測定時のラ

ットにおけるサーフェスコイルとレシーバーコイル

の位置関係をⅩ線写真に示した(図5).

3.ワイヤレスサーフェスコイルの検定

ワイヤレスサーフェスコイルの検定のために,従

来の有線サーフェスコイルとの比較を行った.

Wister系ラットを用い, Pentobarbita1 40mg/kgを

腹腔内授与し,肝中間葉と左外側葉の間に有線サー

フェイスコイルを挿入した状態でIP-MRSを測定

した.測定終了後,同一のラットにワイヤレスサー

フェスコイルを装着し,開腹後同一条件下で測定を

図4　31P-MRS測定時のラット固定法

アクリル筒内にラットを設置.周囲を暗くし

ておくと強く固定することなく測定が可能で
m*

図5　31P-MRS測定時のラットのⅩ線写真

レシーバーコイルはサーフェスコイルが中心

となるように設置する.実際の測定にはオシ

ロスコープを使用して位置を決定する.

行ない,各スペクトルを比較検討した.

4.実　験　群

1)正常群　n-5)は,ジエチルエーテル麻酔

下に開腹し,ワイヤレスサーフェスコイルを植え込

み, 6時間後に第一回目の測定を行い,以後1日1

回7日間にわたり'P-MRSを測定し,スペクトル

の経時的変化を観察した.

2)虚血肝障害モデル群　n-5)は,中村ら3)

の方法に従い,ジエチルエーテル吸入麻酔下にポタ
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ン法4)で門脈を下大静脈に端側吻合後,肝中間葉と

左外側菓間にワイヤレスサーフェイスコイルを植え

込み, 48時間後に肝動脈を結集切離し作成した.刺

定は門脈一下大静脈短絡作成後6時間, 24時間, 48

時間,その後さらに肝動脈結集切離を加えた後15分,

6時間, 12時間に行った.

3)薬物肝障害モデル群(n-5)は,石橋らの

四塩化炭素急性肝不全モデル5)に従い,ジエチルエ

ーテル吸入麻酔下にワイヤレスサーフェスコイルを

装着後,四塩化炭素を腹腔内に1.5ml/kg授与し作成

した.四塩化炭素投与後15分, 3時間, 6時間,

12時間, 18時間に3IP-MRSを測定した.

4)同所性肝移植モデルでは,ドナー,およびレ

シピエントともに300gの近交系雄性LEWラット

(Rtl-1)を用いた.ジエチルエーテル吸入麻酔下

に肝臓を摘出し,摘出肝を4℃のラクテ-トリンゲ

ル液で1時間冷保存後,全肝を摘出したレシピエン

トに同所性肝移植を行った.移植モデルは鎌田ら6)

の方法に従い肝上部下大静脈を7-0ポリプロピレ

ン糸で連続縫合,ついで門脈および肝下部下大静脈

をカフ法で,また胆管をダブルカフ法で吻合し作成

した.移植後肝中間葉と左外側葉の間にワイヤーレ

スサーフェスコイルを植え込み開腹した.測定は移

植後, 6時間, 1日, 2日, 4日, 6日, 8日に行

OS

5.31P-MRSの測定

1)測　定　法

3IP-MRS　の測定には　GE NMR INSTRU-

MENTS社製の2T CSI OMEGAを使用し,位置

合わせと　shimming　を行った後,共鳴周波数

34.6346MHz,パルス幅15/lsec,繰り返し時間228

msec,積算回数1024で行った.各実験において4

回の測定を行い,その平均値を測定値とした.

2)解　析　法

生体で測定したスペクトルは複数の信号が重なり

あっているため,スペクトル解析は個々の信号に分

割して定量化を行う必要がある.フィッティングは

Simplex法を用い, 1信号につき強度,線幅,化学

シフトを変数とし,コンピュータを用い自動解析し

た. Phosph0-monoester (PME) , Inorganic phos-

phate (Pi), Phosphodiester (PDE), /3-ATPの各

成分の量は,標準物質のHMPTとbase lineを除

いた全スペクトルの合計面積に対する面積上`で表し

た.なお,今回の測定条件に対する各成分のsat-

uration補正値は,繰り返し時間10秒,積算回数

320回で便宜的に求め, PME 1.039, Pi 1.485,

PDE 1.254, B-ATP 0.696であった.

結　　　果

1.ワイヤレスサーフェスコイルと有線サーフェス

コルによる測定の比較

有線サーフェスコイル,およびワイヤレスサーフ

ェスコイルによる測定の比較では,図6に示すごと

くほぼ同様のPME, Pi, PDE, α蝣ATP, /J-ATP,

γATPのピークが得られた.しかし,ワイヤレス

サーフェスコイルによる測定では,腹壁成分である

Creatinephosphateがピーク4としてわずかに観察
l

された.各成分の面積を解析した結果,ワイヤレス

サーフェスコイルでは, PMEll.3±1.2%, Pi

4.9+0.9%, PDE　21.9+2.3%, 8-ATP 15.7+

1.5%,および^-ATP/Piは3.32±0.7であった.

一方,有線サーフェスコイルではPMEIO.1±

1.4%, Pi　5.3±1.2%, PDE　25.9±1.6%, /3-

ATP 15.7±1.5%,および/J-ATP/Piは3.2±1.0

であり,両測定法における各成分の測定値には有意

差を認めなかった(図7).

2.各実験群におけるスペクトルの経時的変化

1)正常群におけるスペクトルの経時的変化

ワイヤレスサーフェスコイル装着を行った正常群

のラットにおける31P-MRSの7日間連日測定では,

スペクトルの波形には殆ど変化がなく,また面積解

析においてもPME, Pi, PDE, fl-ATPの各成分

と/J-ATP/Piには経時的な変動がなく,腹腔内長

期留置によるコイルのラット肝31P-MRSへの影響

は認められなかった(図8,図9,図10).

2)虚血肝障害モデルにおけるスペクトルの経時

的変化

門脈一下大静脈短絡作成後の31P-MRSの測定で

は,肝へ流入する門脈血が無く肝動脈のみの濯流で

あるにもかかわらず, 6時間後, 1日後, 2日後で
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図6　ワイヤレスサーフェスコイルの検定(1)

上段　ワイヤレスサーフェスコイルを用いて得られたス!ベクトル

下段　有線サーフェスコイルを用いて得られたスペクトル

各ピークは

1 : Phosphomonoesters (PME)

2 : inorganic phosphate (Pi)

3 : Phosphodiester (PDE)

4 : Creatinephosphate

5 : r-ATP

/J-ATPは各々12.9±0.6%, 12.9±1.4%, 13.2±

1.0%の値を示し,正常群の12.8±0.8%との差は認

められなかった.門脈一下大静脈短絡を作成したラ

ットにおいて短絡作成48時間後に肝動脈を結集する

と, 14時間から24時間後にすべてのラットは死亡し

た.肝動脈結紫15分後には, /3-ATPは3.8±1.3%

と著明な低下を示し, 6時間後, 12時間後には各成

分の変動はみられず低値のままであった(図11,図

12).また, β-ATP/Piは,肝動脈結集15分後に

0.19±0.05と著明に低下し,以後有意な回復はみら

れなかった(図13).しかし,剖検時の肝の組織学

6 : α-ATP

7 : /?-ATP

8 : Hexamethylphosphoric Tri-

amide (HMPT)標準試薬

を表している.

的所見では,類洞の著明な拡大はあるものの,細胞

障害は中心静脈周囲の細胞に核の消失がみられる軽

度な変化であった(図14).

3)薬物性肝障害モデルにおけるスペクトルの経

時的変化

四塩化炭素による薬剤性肝障害モデルでのスペク

トルの変化を図15に示した. PME, Piは,経時的

な変化はみられなかったが, PDEは3時間後には

25.0±1.4%から29.8±1.9%へと有意に上昇し,そ

れに引きつづき6時間後より/J-ATPの低下が認め

られた(図16).また, /J-ATP/Piは全ての時間に

-53-



生　内　一　夫　他

%

30

25

20

15

10

5

0

PME P i PDE　　　　β-ATP　　β-ATP/Pi

臣ヨゥイセレスサ-フェスコイル　臣ヨ有はサーフェスコイル

図7　ワイヤレスサーフェスコイルの検定(2)

各成分の面積比および/J-ATP/Piを表す.ワイヤレスサーフェスコイルと有線の

サーフェスコイルにおける各成分の測定値に有意差は認められない.

おいて変動はみられなかった(図17).剖検時の組

織学的所見では,中心静脈を中心に多くの肝細胞に

核の消失等の変性壊死が認められ,またほとんどの

細胞に脂肪変性を認めた(図18).

4)同所性肝移植モデルにおけるスペクトルの経

時的変化

ラット同系肝移植モデルでは,主要組織適合抗原

が一致しており,移植肝は永久生者する7)とされて

いる.肝移植モデルでのスペクトルの変化を図19に

示した.移植後6時間ではys-ATPは6.9%, /?-

ATP/Piは0.48と低値を示していたが,移植後24

時間にはそれぞれ12.7%, 1.2と回復し, 2日目以

降には各成分に大きな変化はなく,移植肝の機能の

良好なことが示された(図20,図21).組織学的所

見では,細胞浸潤はなく大きな変化を認めなかった

が,肝細胞の膨化と微小膿傷が認められた(図22).

考　　　察

従来,肝内におけるエネルギー代謝の中心的役割

を果たす高エネルギーリン化合物は絶対量が少なく,

しかも短時間で代謝する物質であるため,凍結した

肝組織より測定する方法が用いられてきた.この方

法は,組織を急速に凍結する必要があり,臨床的に

行うには種々の問題点があった.近年, MRSが生

体代謝の研究に有用で,しかも臨床においても

31P-MRSによる高エネルギーリン化合物の検出が

可能なことが報告されてきた8,9,10)

今回,われわれは,ワイヤレスサーフェスコイル

を作成し, in vivoで経時的に測定することを試み

た.従来の有線サーフェスコイルによる方法では,

測定のたびに開腹手術を必要とするが,ワイヤレス

サーフェスコイルによる方法では,非侵襲的にin

vivoでのリン化合物が直接測定出来る利点を有し

ている.

有線サーフェイスコイルを用いて3IP-MRSを測

定した同一ラットに対して,著者らが作成したワイ

ヤレスサーフェスコイルを装着し31P-MRSの測定

を行ない比較検討した.両方法により, PME, PDE,

Pi, /J-ATPのいずれの成分においてもほぼ同様の

ピークが検出され有意差なく測定可能であり,従来

の有線コイルではなしえなかった無麻酔状態の繰り

返し測定が可能となった.

次に,各種の肝障害モデルを作成して検討した.

門脈一下大静脈短絡を作成した肝ではPME, PDE,
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図8　スペクトルの経時的変化の例(正常群)

日数が経過してもスペクトルに変化は少なく

ほぼ同様の波形を示している.

Pi, tf-ATPの各成分への影響は軽度であった.門

脈一下大静脈短絡では,肝-の流入血は肝動脈のみ

となるが, /J-ATPが減少するほどの肝虚血には至

っていないことを示している.しかし,肝動脈結索

の追加により各成分に大きな変軌　特にB-ATPの

低下およびPiの上昇がみられた. yff-ATPは諸家

の報告のごとく11,12) 15分までは低下し,以後一定

となった. /?-ATPは特に肝の濯流状態との関係が

報告されており13,14)サ　ー定量の血流以下になると直

ちに/J-ATPが低下すると考えられた.一方,門脈

一下静脈短絡を行Dたラットに肝動脈結集を行うと

PMEの上昇がみられた. PMEの成分について,

Cohen　ら15)はラット濯流肝を用いることにより

sugar phosphate, AMP, phosphocholine (PC) ,

3-P-glycerateから構成されていると報告しており,

また生化学的な面からは肝の虚血時には嫌気性解糖

が克進することが知られているため,肝動脈結染後

のPME上昇は虚血によって克進した嫌気性解糖

による　sugarphosphatesと考えられる.また,伴

らlる)の報告による虚血ウサギ肝の検討においても,

PEMは肝虚血後直ちに上昇し血流再開とともに虚

血前値に復している.

PDEについては, Cohenはglycerol-3-phosph-

rylcholine (GPC) , glycerol-3 -phosphorylethanol-

amine (GPE) , phosphoenolpyruvate (PEP)で構

成されていると報告している15)このうちPEPは,

虚血時には低下するとされており17)またGPC

GPEは膜の分解により産生されるといわれてい

る18)著者らの検討では,組織学的所見で核の消失

および細胞膜の崩壊などは軽度であるにもかかわら

6時間　1日　　2日　3日　4日　　5日　6日　　7日

Me a n±S. D.

図9　各成分の経時的変化(正常群)
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β-ATP/Pi

6時間　1日　　2日　　3日　　4日　　5日　　　6日　7日
Mean土S. 0.

図10　β-ATP/Piの経時的変化(正常群)

門脈下大静脈吻合

肝動脈結集1 5分後

合48時間後

門脈下大静脈吻合2 4時間後

㌔--・・・・、-t 、ヾ-I

門脈IF大静脈吻合6時間後

p-s^asnニEwSHB

50　　　　　　　　　0　　　　　　　　　-50

ppm

図11スペクトルの経時的変化の例(虚血肝障害モ
デル群)

門脈-下大静脈短絡後も良好な/3-ATPレ
ベルが保たれている.しかし肝動脈桔染後は
直ちに低下した.
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,i PC　山III

15分　6時間　　　12時間

図12　各成分の経時的変化(虚血肝障害モデル群)
上図は門脈-下大静脈吻合後6時間から48時

間の変化.
下図は再開腹し,肝動脈結集後の変化を表す.
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β-ATP/Pi

*　　　*

Me a n±S. D.

*　P<0. 01

II PC itiil

6時間　　　24時間　　　　48時間　　15分　6時間

図13　β-ATP/Piの経時的変化(虚血肝障害モデル群)

図日　虚血肝障害モデル群の組織像

類洞の著明な拡大はあるものの細胞障害は軽

度であった.

ず, PDEが上昇していることは,小胞体,ミトコ

ンドリアなど細胞内の膜成分の分解のためにGPC

GPEが上昇したものと考えられた.

次いで,薬剤性肝障害モデルの検討では,四塩化

炭素投与直後は,正常群とほぼ同様のスペクトルが

観察された. PDEは,投与後3時間において有意

に上昇し,それに引き続き3-ATPの低下がみられ,

24時間以内にすべてのラットは死亡した.四塩化炭

素による肝障害の機序としてフリーラジカルを介し

た過酸化脂質の増加することが証明されており19)

電子顕微鏡による観察では,小胞体腔の拡大,小胞

化がおこり,次いでミトコンドリアの膨化,さらに

は脂肪沈着が起こるとされている20)著者らの検討

TCM

50　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-50

pPm

図15　スペクトルの経時的変化の例(薬剤性肝障害

モデル群)

投与6時間後より　PDEの増加が観察され,

引き続き/J-ATPが低下している.またサ
ーフェスコイル内の標準物質(HMPT)が

次第に上昇してきており相対的な肝のスペク

トルの減少が考えられる.
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15分　3時間　6時間　　　12時間　　18時間

図17　四塩化炭素投与後のyff-ATP/Piの経時的変化

図18　四塩化炭素投与後の組織像

大部分の肝細胞に脂肪変性がみられ,中心静

脈周囲の肝細胞に変性壊死が認められた.

図19　肝移植後におけるスペクトルの経時的変化

同所性肝移植後6時間ではPiは高く/3-ATP
は低値であるが,術後24時間後にはほぼ正常
波形となった.
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6時間1日　　2日　　　　　4日　　　　　6B　　　　　　日

図20　肝移植後の各成分の経時的変化

6時間　1日　　2日　　　　　　4日　　　　　　　6日　　　　　　8日

図21肝移植後の/J-ATP/Piの経時的変化

-.守.''"蝣・*-や. "蝣　蝣蝣・蝣<'-　　Y・-NJl'恥Y一
∴・.・v

図22　肝移植ラットの組織像

細胞浸潤は認められず障害は軽度であるが,

肝細胞の軽度の膨化と微小腺病が認められた.

においても膜の分解産物であるGPC, GPEの上昇

によるPDEの増加に引き続きエネルギーの低下が

起こると考えられた.このことはSandhuらの報

告21)による細胞壊死や脂肪変性など組織学的な障害

スコア-の上昇とtf-ATPレベルの低下がみられる

という結果と一致している.さらに,中島ら22)は

/J-ATPの低下の一因として肝細胞壊死や脂肪蓄積

にともなう肝腫大によるスペクトルの低下を挙げて

いる.著者らは各成分の量の解析を,測定されたス

ペクトル全体の総面積に対する比で行っているが,

コイル内に設置したHMPTが相対的に上昇して

おり,さらに, SN比も低下していることから,肝

臓より得られた総スペクトル量の低下が考えられた.

コイル内の標準物質との比較を行っている報告23)ち

あり,スペクトルの数量化の方法については今後の

検討が必要であろう.
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肝移植モデルでは,移植後6時間には低値であっ

た/J-ATPが, 24時間では正常レベルに回復し,以

後変動はみられなかった.肝移植の成否は肝の保存

状態が重要な因子の一つであり,塚本ら25)ばin

vitroで濯流肝を用いた保存肝評価をtf-ATPで行

っており,移植臓器のグラフト評価への応用も可能

と考えられる.

今回われわれが作成したワイヤレスサーフェスコ

イルを用い,独自の固定法を行うことにより,生理

的条件下で繰り返し測定が可能となった.肝疾患モ

デルに於いて,潅流障害あるいは肝細胞障害などそ

の障害の種類により, /3-ATP　の低下, PDE,

PME　の上昇などの異なった変化がみられてお

り　3ip-MRSは質的診断において適した評価法であ

ることが判明した.今後,31P-MRSは肝移植後の血

流障害　primary non-functionあるいは拒絶反応

等の早期診断に有用な指標となりうる可能性があり,

臨床応用に向けて実験的検討を行う上でワイヤレス

サーフェスコイルはさらに利用されるものと考える.
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