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1.は し が き

1)研 究 の 目的 と意 義

近 年 欧 米 を 中 心 に 移 植 治 療 が 積 極 的 に 行 わ れ 、 そ の 生

存 率 も上 昇 し て き た が 、PrimaryNon-functionや ドナ

ー 不 足 な どが 大 き な 問 題 と な っ て い る。非 常 に 近 い 将 来 、

我 が 国 で も移 植 治 療 の 普 及 が 見 込 ま れ る が 、 上 記 問題 は

さ ら に深 刻 化 す る こ と が 予 測 され る。 従 っ て 有 効 な 移 植

治 療 の 普 及 に は 、 い か に して 移 植 に適 す る臓 器 を 判 定 す

る か 、 ま た 移 植 後 の 生 着 や 機 能 発 現 状 態 を把 握 す る か が

重 要 な 課 題 で あ る 。 しか し現 状 で は 、 生 検 に よ る組 織 学
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的検 査 や 間接 的 生 化 学 的 手 法 が用 い られ て い る に過'ぎず 、

臓 器 か ら直接 か つ 非 侵 襲 的 に行 え る手 法 の 出現 が待 望 さ

れ て い る。 一 方 、 近 年 磁 気 共 鳴 分 析 法(MRS)が 非 侵 襲 的

な代 謝 解 析 手 段 と して 臨 床 医学 分 野 に も応 用 され 、疾 患
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特 有 の脳 代 謝 状 態 や 虚 血 再 潅 流 に お け る エ ネ ル ギ ー 代 謝

変 動 の 解 析 な ど相 次 い で 報 告 され 、 我 々 も早 期 よ り こ の

分 野 の 研 究 に 従 事 して き た 。MRSの 直 接 か っ 非 侵 襲 的

に代 謝 解 析 が で き る とい う利 点 は 、 臓 器 移 植 治 療 に お け

る解 析 手 段 と して 最 適 で あ りそ の応 用 が 期 待 され る 。 現

在 ま で のMRSの 医 学 応 用 は 主 に1H及 び31P核 種 が 用 い られ

て き た 。しか し本 来MRSは よ り多 面 的 解 析 が 可 能 で あ り、

緩 和 時 間 、13C、23Na、1H及 び31P-MRSが 移 植 治 療 の モ ニ

タ ー 法 と し て 応 用 可 能 で あ る。 本 研 究 の 目的 は 、1)臓 器

保 存 に 伴 う緩 和 時 間 の 変 化 、1H-MRSに よ る 乳 酸 の 蓄 積 状

態 の 解 析 、13C-MRSに よ る 糖 代 謝 解 析 及 び23Na-MRSに よ

る 細 胞 内 外 のNa勾 配 な ど 従 来 に な い 移 植 臓 器 の

viability判 定 法 を 開 発 す る こ と 、 及 び2)移 植 後 のin

vivoの 状 態 で13C、23Na、1H及 び31P-MRSを 用 い 臓 器 特 有

の 機 能 発 現 と生 着 拒 絶 との 関 連 を検 討 す る こ と で あ る 。
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こ の よ うに 本 研 究 で は 、 今 ま で 検 討 され て い な か っ た 組

織 の浮 腫 に よ っ て 変 化 す る緩 和 時 間 、 嫌 気 性 代 謝 で 蓄 積

され る乳 酸 、 細 胞 膜 の 変 化 を反 映 す る細 胞 内 外Na勾 配 等

を 多 核 種MRSを 用 い て 解 析 し、 保 存 臓 器 のViability

判 定 を行 い 、さ ら に移 植 され た 臓 器 か ら直 接 的 に 糖 代 謝 、

Na代 謝 及 び エ ネ ル ギ ー 代 謝 を 解 析 し、 そ の 生 着 や 拒 絶 と

の 関 連 性 を検 討 す る こ と に 重 要 な 意 義 を 持 つ 。
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II.研 究 成 果

1)保 存 肝 のMRS(エ ネ ル ギ ー 状 態)と 緩 和 時 間 の 変

化 及 び 心 臓 死 か ら の 臓 器 移 植 を 想 定 したDBcAMPの 肝 バ

イ ア ビ リテ ィ ー 維 持 に 対 す る有 効 性 の 検 討

0

平 成8年 度 は 当 大 学 に 既 存 す る 超 伝 導NMR装 置 を 用

い 、 保 存 肝 のNMRス ペ ク トル 測 定 に 必 要 な 諸 条 件 を 検 討

し た 。31P-MRSで は 、繰 り返 し 時 間0.5sec,積 算 回 数600

回(測 定 時 間5分)で 、PME(phosphomonoesters),Pi(無
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機 リ ン),γ 一ATP;R-ATP,α 一ATP+α 一ADT,NAD+/NADH,

UDP-sugar,β 一ATPの 各 ピ ー ク が 得 ら れ た 。1H-MRSを 用

い た 保 存 中 の 緩 和 時 間 の 変 化 で は 、 保 存 液 と し て は 不 適

で あ るKrebs-Henseleit液 で は 保 存 時 間 と と も に 延 長 し

た(保 存 前274.5±21.3ms(Mean±SD),24時 間 保 存402.6

±35.2ms)。 通 常 臨 床 に 用 い ら れ るUW液 で は 逆 に 、12

時 間 保 存 ま で は 軽 度 短 縮 し た が 、 そ れ 以 降 は ほ ぼ 一 定 の

値 で あ っ た(保 存 前254.5±21.3ms,12時 間 保 存242.6

±31.8ms)で あ っ た 。 さ ら に こ れ ら の 緩 和 時 間 の 変 化 は 、

保 存 肝 の 水 分 量(g%)と 相 関 し て い た 。 こ の こ と か ら保 存

に 伴 う細 胞 内 浮 腫 が 緩 和 弛 緩 の 変 化 と 関 連 が あ る こ と が

示 唆 さ れ た 。 ま た エ ネa,レ ギ ー 代 謝 の 面 か ら み る と 、 保 存

時 間 の 延 長 と と も に 再 潅 流 後 の 高 エ ネ ル ギ ー 燐 代 謝 物 の

回 復 は 低 下 し て い お り 、 細 胞 内pHは 保 存 に 伴 う肝 細 胞

内 の 乳 酸 の 蓄 積 と と も に ア シ ドー シ ス に 傾 い た 。 以 上 の
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1

結 果 か ら多 核 種MRス ペ ク ト ロ ス コ ピ ー が 、 保 存 中 の 肝

臓 の エ ネ ル ギ ー 代 謝 、 緩 和 時 間 及 び 細 胞 内pHな ど変 化

を 非 侵 襲 的 に 測 定 で き 移 植 モ ニ タ ー 法 と し て 有 用 な こ と

が 確 認 で き た 。

次 に 心 臓 死 か ら の 臓 器 移 植 を 想 定 し 、DBcAMPが 心 停

止 後 摘 出 肝 の バ イ ア ビ リテ ィ ー 維 持 に 対 す る 有 効 性 を 検

討 し た 。250-2808のWistar系 ラ ッ ト を 用 いDBcAMPを

前 投 与 し 、 心 停 止 後 室 温(22-25℃)で90分 間 放 置 し 、

31P-MRSを 用 い 再 潅 流 後 の 肝 内ATPの 回 復 、 血 中

transaminases及 び 潅 流 液 中 のendothelin-1(ET-1)の 変

動 を 検 討 し た 。DBcAMP心 停 止 前60分 に15mg/k投 与 す

る こ と が バ イ ア ビ リ テ ィ ー 維 持 に 対 し 有 効 で あ っ た 。

2)移 植 臓 器 を 想 定 したinvivoサ ー フ ェ イ ス コイ ル 法

の 確 立 及 び 肝 切 除 後 の 肝 再 生 に お け る機 能 的 回 復 過 程 の
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検 討

平 成9年 度 は 前 年 度 の 結 果 に 基 づ き 、 移 植 後 の 臓 器

を 想 定 した 検 討 と してinvivo状 態 で 麻 酔 下 ラ ッ トの 体

表 か ら肝 臓 のMRSを 測 定 す る法 を 検 討 した 。invivo測

定 用 の プ ロー ブ 及 び コ イ ル 等 の 作 成 を行 っ た 。 腹 壁 を外

科 的 に 除 去 した 状 態 で の サ ー フ ェ イ ス コ イ ル 法 で は 潅 流

肝 と 同 様 のMRSス ペ ク トル が 得 られ た 。 本 法 を 用 い て 肝

切 除 後 の肝 再 生 に お け る機 能 的 回 復 過 程 を31P-NMRス ペ

ク トル に よ っ て 評 価 し、 形 態 学 的 再 生 過 程 との 相 違 を 検

討 した 。Wistar系 ラ ッ トを用 い65%肝 切 除 を 行 い 、 肝 切

除 後1週 間 か ら5週 間 で 外 科 的 に 腹 壁 を 除 去 し 、20分

間 の 門 脈 血 流 遮 断 に よ る肝 虚 血 後 のATPの 回 復 過 程 及 び

250mg/kgのfructose経 静 脈 的 負 荷 後 の 肝 内 エ ネ ル ギ ー

代 謝 動 態 の 変 化 を 検 討 した 。 形 態 及 び 肝 重 量 か ら は 肝 切

除 後1週 間 で 回 復 す る が 、 肝 エ ネ ル ギ ー 代 謝 面 か らみ た
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回復 は1週 間 で は 不 十 分 で4週 間後 に 正 常 肝 と同 様 に 結

果 を示 した。
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3)介 在 組 織 の 影 響

次 にinvivoサ ー フ ェ イ ス コ イ ル 法 で 問 題 とな る介

在 組 織 の影 響 を検 討 した 。 こ の 検 討 に 関 して は 、 信 号 強

度 や 、 サ ン プ ル 取 扱 い の 問 題 か ら リ ン を核 種 と し て行 っ

た 。 ラ ッ ト肝 を想 定 した フ ァ ン トム を 用 い 、 シ ム 調 整 に

よ っ て 測 定 部 位 の 磁 場 強 度 の 均 一 性 を 高 め た 後 に 、 無 機

リ ン を 封 入 した 微 小 サ ン プ ル(1.Omm径)を 用 い 、 サ ー フ

ェイ ス コイ ル 下 で の 信 号 強 度 分 布 を 測 定 した 。 信 号 強 度

別(100,50,0%)に 等 高 線 用 に 信 号 強 度 分 布 図 を 作 成 す る

と、 コ イ ル 表 面 か ら4.0-6.Ommの 領 域 が 最 高 信 号 強 度

対 して50%以 上 の信 号 を 与 え て お り、 ま た こ の 部 位 は ラ

ッ ト肝 領 域 に ほ ぼ 対 応 す る深 度 で あ っ た 。 つ ま りサ ー フ
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エ イ ス コイ ル 法 に よ る 測 定 で は 、 空 間 的 に完 全 な 非 測 定

部 位 の 選 択 は 困 難iで あ る が 、 測 定 条 件 の選 択 に よ っ て 限

局 性 を持 た せ る こ とが 可 能 で あ り、 代 謝 変 化 の 追 跡 に は

十 分 応 用 可 能 で あ る。

4)invivo測 定 に お け る血 流 遮 断 の 影 響 及 び 移 植 肝 に

お け る検 討

実 際 に 肝 で の 代 謝 状 態 の 変 動 を 測 定 す る た め に 、in

vivO状 態 で 肝 血 流 遮 断 に 伴 うエ ネ ル ギ ー 状 態 の 変 化 を

検 討 した 。 潅 流 状 態 で は 血 流 遮 断 後30分 で ほ ぼ 消 失 し

た が 、invivoで は30分 で 遮 断 前 値 の80%ま で 低 下 した 。

以 上 め 測 定 条 件 を踏 ま え て 、 移 植 肝 で の 検 討 を 試 み た が

ラ ッ ト移 植 手 技 が 煩 雑 な た め デ ー タ が 安 定 せ ず 移 植 状 態

を想 定 し た 上 記 結 果 に 止 ま っ た 。
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III.考 察 と 今 後 の 展 望

本 研 究 で は肝 臓 のMRS測 定 に 関 す る基 礎 的 検 討 を 行 い

摘 出肝 及 びinvivOで の 測 定 方 法 に 関 す る 手 技 を 確 立 で

き た 。 そ れ らの 結 果 を踏 ま え 保 存 肝 のMRS(エ ネ ル ギ

ー 状 態)と 緩 和 時 間 の 変 化 及 び 心 臓 死 か らの 臓 器 移 植 を

想 定 したDBcAMPの 肝 バ イ ア ビ リテ ィ ー 維 持 に 対 す る 有

効 性 の 検 討 を検 討 した 。次 に 移 植 臓 器 を 想 定 し たinvivo

サ ー フ ェ イ ス コ イ ル 法 の 確 立 及 び 肝 切 除 後 の 肝 再 生 に お

け る機 能 的 回 復 過 程 の 検 討 を 行 っ た 。 さ らにinvivoサ

ー フ ェ イ ス コ イ ル 法 で 問 題 と な る介 在 組 織 の 影 響 を 検 討

やinvivo測 定 に お け る血 流 遮 断 の 影 響 及 び 移 植 肝 に お

け る検 討 を 行 っ た 。 これ らの 結 果 か ら多 核 種MRSが 臓 器

保 存 状 態 の 変 化 や 移 植 後 の 肝 内 代 謝 動 態 の モ ニ ター 法 と

して 実 用 可 能 で あ り、 移 植 治 療 に お け る本 法 の 有 用 性 が

確 認 され た 。 今 後 実 際 の ラ ッ トに お け る移 植 肝 を 対 象 と
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し た 検 討 が 必 要 で あ り、 さ らに ヒ トに お け る肝 移 植 の 臨

床 に お け る 有 用 性 を視 野 に 入 れ た 展 開 が 必 要 で あ る。
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