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【要旨】我々は表皮表面よりRGB（red，　green，　blue）再構築画像とスペクトル情報を同時に測定できる二次

元分光画像装置を開発した。

　血流存在下及び駆血状態のおける表皮表面の画像をRGBイメージに再構築することができた。両者を比

較すると、後者の方が前者に比してやや黒ずんで観察された。

　爪、指及び手の甲の皮膚表面上より毛細血管内のヘモグロビンの酸化・還元状態を区別できるスペクトル

画像を得ることができた。正常状態で表皮上より観察されるスペクトル情報では545nmと575　nmに吸収の

ピークが観察され、これは酸化ヘモグロビンの吸収スペクトルを示すものである。一方、駆血状態では、560

nmと750　nmにピーク、660㎜に肩を有する還元ヘモグロビンのスペクトルカ§観察された。馬区血から開放後

10秒以内に還元ヘモグロビンから酸化ヘモグnビンの吸収スペクトルに変化した。

　以上我々は、非観血的にヘモグロビンの動力学を観察することに成功した。本装置の臨床的応用の可能性

について論じた。

はじめに

　現在癌診断の主要手段は、内視鏡画像を用いて肉眼

で観察し癌の疑いのある生体組織を採取して細胞を

病理学的に分析を行っている。しかし、採取による癌

細胞検診はその手技によっては転移の恐れも多く出

てくる危険性をもっている。そのため、細胞を採取し

ない無侵襲的な分光画像診断法は癌の早期診断方法

として期待される。

　今回は表在性の癌は組織として形態を取り始める

とおびただしく動脈の進入が認められる点に注目し

て研究を進めた。癌組織は動脈の進入により、多くの

酸化ヘモグロビンが流入する状態が観測できる装置

を試作するのを目的とした。今までの分光測定装1－5）

は表示される画像の中にある一点の酸化ヘモグロビ

ンの分光スペクトルしか取れないために、正確的な位

置情報とスペクトル情報との関係が得にくい難点が

あり、さらにある一点の分光スペクトル情報は診断と

して情報が不十分であった．

　赤血球中のヘモグロビン6・7）は生体血液循環中、酸化

と還元状態8・9）の二つの血球形式で存在している。この

酸化・還元状態の情報を得るのは、血液02とCO2ガ

ス分圧を測定すること10－12）が主な検査手段として現

在用いられている。ヘモグロビンのスペクトルは血液

を溶血させ、ヘモグロビンを抽出した後の酸化・還元

可視波長帯域観測した情報13－15）しかない、また近赤外
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線分光法を利用してOxy：Hb、　Deoxy－Hb16・17）、一酸化室

素ヘモグロビン（Hb：NO）18・19）を検出する方法がとら

れている。このような生体から抽出して観測したヘモ

グロビンデータが生体内赤血球データの代表的なも

のとして使われているのが現状である。

　この不備を克服するため本研究では多数点の生体

組織の分光スペクトルと位置情報を同時にリアルタ

イムで測定して、画像化する二次元分光画像装置を試

作し、皮膚表面より観測される酸化・還元ヘモグロビ

ンの分布状態を計測した。

材料と方法

　二次元分光画像装置

　今回試作した二次元分光画像装置の概要をFig．　1

に示した。本装置は受光器であるCCDカメラの直前

に透過型グレーティングImSpector（Spectral　Imaging

Oulu　Finland　Led．　company）を接続し、その先端にカ

メラレンズを配置させ受光部位を組み立てた。その直

下に試料台を置き、波長400～800nmの範囲で均一に

照明できる白色光源を配置した。試料台の上に手を静

置させ、均一に白色光を照射して受光器部位をフレー
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Fig．1　Two－dimensional　spectrum　and　image　analyzer　system．

　　　ImSpector：　Spectral　lmageing　Led

ムメモリーの回転速度と同期を取って移動させて観

測をおこなった。

　試料の表面（手）の直線A、Bよりきた観測光はス

リットを通り、透過型グレーティングImSp㏄torで分

光され、CCDカメラの1フレームに取り込み1次元

的位置情報をX軸（AとB）として観測し、その各点

（A…　B）での波長情報をY軸に取得した（Fig．2）。2

次元として画像情報を得るには測定対象サンプル上

の受光部位と白色光源を一体化してステージをビデ

オのフレーム単位でコンピューター制御により1軸

動作させて（測定時間：0．2～2．lsec／line、30　sec／

frame）駆動して観測した。この時、各フレームのY軸

には各点でのスペクトルが収得されているために、観

測された画像のそれぞれの点には400～800nm範囲

のスペクトル情報が備わっている。分光像はImage

Intensifier（Luminance　gain：25，㎜、感度：20μlux、

波長帯域：400～800nm、波長分解能：2nm）付きの

白黒CCDカメラで検出する。イメージング像のX線

部位のビデオY軸ラインのみの分光スペクトル

（Fig．3a）とビデオX軸1フレームイメージング像

（Fig．3b）の測定ができた。また得られた2次元情報は

コンピューター処理を用いて画像各点の5nmごとの

分光スペクトル強度から色彩値x、y、　z、　R、　G、　Bを

求め、カラーRGB画像として表示すこともできる。

さらにRGB画像においては任意の点のスペクトルを

表示すること、さらに2点のスペクトル及び差スペク

トルの同時表示及び生データ、反射率（透過率）など

の表示もできる。指定された特定波長のスペクトル強

度をモノクロ階調画像（グレースケール）で表示する

機能も備えている。

　二次元分光画像装置による皮膚表面酸化・還元ヘモ

　グロビンの観測法

　観測1

　皮膚表面上より皮下のヘモグロビン状態を観測す

Lens　l　slit　Lens　2　PGP　Lens　3　CCD　camera

B

Sample　A
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・

Fig．　2　An　outline　showing　the　light　streams　in　the　2－dimensional　spectrum　and　image　analyzer　system．
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　　　　　　　Fig．　3a　Fig．　3b
An　spectrum　in　a　position　of　X　on　the　sample　were　observed　as　a　change　in　absorbance　intensity　on　the　Y　shaft　line

in　video　frame　memory．

The　spectrum　image　pattern　of　each　point　on　sample　were　observed　on　the　panel　in　video　frame　memory．

る目的で本装置を使用した。測定にあたり、本装置の

白色光源を切った状態で暗電流を補正し‘0’とした。

次にステージ上に標準白色版を置き白色光を均一に

照射して各波長で‘100’となるように調節した。

　対象者：一人、健康、日本人男性、血圧は125－85

mmHgで、手の周辺の温度が22℃であった。ステージ

に正常被検者の手の甲を上に向け置き10倍の対物レ

ンズを装着した本装置CCDカメラをフレームの回転

速度と同期させて観測した。この時、05秒毎に1ス

テップ移動させ、1ステップ0．45mm幅で320ステッ

プかけて140mm四方領域の手表面画像を160秒間か

けて観測した。

　観測したデーターを基に爪、指、手の甲の3回忌を

選択して各部位それぞれ10点においてヘモグロビン

のスペクトル分析を行った。

　観測2

　皮膚表面より観測されるヘモグロビンの酸化・還元

状態を計測した。被検者の上腕に血圧計で使用する駆

血帯を巻き200mmHgの圧をかけ動脈流を90秒間停

止した状態でステージに手の甲を上に向け置き観測

した。その後駆血帯の圧を開放し継続して70秒間同

一手の甲で観測を行った。

　観測したデーターを基に手の甲Fig．5で示した部

位を選択して動脈流の停止している部位と流れてい

る部位でそれぞれ代表的な1点においてヘモグロビ

ンのスペクトル分析を行った。

　観測3

　上腕圧迫による動脈流を停止した状態から圧迫開

放による指の甲に動脈流の到達する時間経過を観測

した。ステージに正常被検者の指の甲を上に向け置き

本装置の駆動を10秒間で1画像を撮る方式で反復を

繰り返して経時的に観測した。この時、最初の3画像

（30秒間）は上腕に血圧計で使用する駆血帯を巻き

200mmHgの圧をかけ動脈流を1分間停止した後の

30秒間で3画像を観測した。この後、駆血帯の圧を開

放し継続して10画像を（100秒間）継続して同一領

域で経時的に観測した。

　観測したデーターを基に爪の部位、第一関節と第二

関節問の部位及び第二関節と第三関節に部位の各領

域でスペクトルを経時的に観測した。

結 果

　観測1

　本装置の白黒CCDカメラで観測した画像各点に存

在する波長5nmごとの分光スペクトル強度から色彩

値x、y、　z、　R、　G、　Bを求めて手の皮膚表面画像をカ

ラー化して再現した（Fig，4A）。この画像は爪の部位

（Fig．4A．a）、指の部位（Fig．4A．b）及び甲の部位（Fig．

4A．c）を示した。この各部位でのそれぞれ10観測点で

の平均吸収スペクトルを示した（Fig．4B）。各部位とも

酸化ヘモグロビン特有の波長545と575nmに吸収

ピークを持つスペクトルが観測された。このFig．　4B．a，

（3）
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Fig．　4a RGB　reconstitution　image　at　three　positions　in　normal

subject．　a：　nail，　b：　finger，　c：　back　of　hand．
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Fig．4b　An　example　of　actual　spectrum　recorded　by　RGB

　　　reconstitution　system．　a，　b　and　c，　correspond　to　those

　　　in　Fig．　4a．

b，c観測点、一箇所で10回測定データの間での平均吸

光度標準偏差はそれぞれ（mean±SD，　n＝10）a：

0．83±0．001、b：0．73±0．001、c：0．62±0．001となり、測

定結果のSDが殆ど乱れず、同様のスペクトルを示し

ていた。しかし、同一条件で測定しているにも係らず

酸化ヘモグロビンの545nmにおける吸光度（mean±

SD，　n＝10）は爪では0．85±0．001、指では0．75±0．00、

甲では0．63±0．001となっていた。

　観測2

　上腕に駆血帯を巻き200mmHgの圧をかけ動脈流

を90秒間停止し、その後開放して動脈流が流れた状

一一一一〉　一一一一一一一）〉
　　　　　a　　　　　　b
Fig．5a　An　example　of　RGB　reconstitution　image　at　back　of

　　　hand　in　normal　subject．　Arrow‘a’shows　an　image　on

　　　obstructed　blood　fiow　and　arrow　‘b’　on　normal　blood

　　　fiow．

l18，

2　ll：
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Fig．5b　Absorbance　spectrum　on　obstructed　blood　flow（a）and

　　　on　normal　blood　flow　（b）．　‘a’　and　‘b’　correspond　the

　　　recording　position　at　‘a’　and　‘b’　in　Fig．　5a．

態で継続的に観測した手の甲の画像をスペクトル強

度から色彩値x、y、　z、　R、　G、　Bを求めてカラー化し

て再現した（Fig．5A）。動脈流停止状態の画像（Fig．5a

領域）は動脈が流れた状態の画像（Fig．5b領域）と比

べて多少黒ずんで観測されている。しかし、この黒ず

んで観測されている画像からは実質的に酸化ヘモグ

ロビンが還元ヘモグロビンに置き変わっている状態

が確認できなかった。そこで、動脈流停止部位の画像

A点及び動脈流再開部位の画像b点からのスペクト

ル情報を取り出した（Fig．5B．a，　b）。画像a点でのスペ

クトルは還元ヘモグロビンの特長である波長560と

750nmのピークと660　nmにショルダーが観測され

ていた。画像b点でのスペクトルは酸化ヘモグロビン

の特長である波長545と575nmに吸収ピークが観測

された。動脈流停止状態のa領域の画像どの点からも
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還元ヘモグロビンのピークが観測された。動脈が流れ

た状態のb領域の画像からはどの点からも酸化ヘモ

グロビンのピークが観測されていた。

　観測3

　10秒間で1画像を撮る方式で反復を繰り返して経

時的に13回忌を観測したカラー画像を示した（Fig．

6）。動脈流を1分間停止した状態の後半30秒間の1、

2、3画像は動脈流が流れた4から13の画像に比較し

てやや黒ずんで観測されていた。これら13画像で爪

の部位A、第一関節と第二関節問の部位B及び第二関

節と第三関節に部位C領域での各スペクトルを経時

的に示した（Fig．6A，　B，　c）。各部位A、　B、　cとも1か
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Fig．　6　Successive　RGB　reconstituted　images　in　every　10　sec　at

　　　nail　（A），　the　index　finger　between　the　first　and　second

　　　joint　（B）　and　the　index　finger　between　the　second　and

　　　third　j　oint　（C）　in　normal　subject．　Left　three　images

　　　show　those　at　a　condition　of　obstructed　blood　stream

　　　and　then　obstruction　was　released　just　after　the　record
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Fig．7　An　analysis　of　absorption　spectrum　of　time　dependence

　　　recorded　in　every　10sec．　Record　was　made　at　‘A’　in

　　　Fig．　6．

ら3画面までの動脈流が止められている状態では還

元ヘモグロビンの特長である波長560と750nmに

ピークと660nmにショルダーが観測された。酸化ヘ

モグロビンの特長であるピークは観測されなかった。

動脈流が再開された4から13の画像において酸化ヘ

モグロビンの特長である波長545と575nmに吸収

ピークが観測された。還元ヘモグロビンの各波長ピー

クは順次消失していった。

　これら経時的変化を酸化ヘモグロビンと還元ヘモ

グロビンの各波長ピークの吸光度として示した（Fig．

7，8，9）　と　（Fig．10）o

　［酸化ヘモグロビンのスペクトル］

　爪（A）画像1から3までの動脈流の停止した状態

での酸化ヘモグロビンの波長545と575nmのピーク

は還元ヘモグロビンの波長560nmのショルダーに重

なり込んで明確でない。しかし、その吸光度は画像

Al、　A2、　A3で545　nmがそれぞれ0．87、0．87、0．88で

あり、575nmが0．82、0，82、0．83であり動脈流停止期

間ほとんど変動していなかった。動脈流が流れ出した

画像A4、5において酸化ヘモグロビンの波長545　nm

のピークは0．89、0．88と575nmが0．87、0．86とそれぞ
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れ上昇していた。しかし、それ以後画像13にいたる問

は酸化ヘモグロビンの波長545nmのピークはO．84

～0．83と575nmが0．84～0．83とになった（Fig．10．A）。

　第一関節と第二関節間の部位（B）画像1から3ま

での動脈流の停止した状態での酸化ヘモグロビンの

波長545と575nmのピークは波長560　nmのショル

ダーのなかに入り込み明確でない。その吸光度は画像

BlからB3で545　nmが0．76、0．76、0．76であり575㎜

が0．73、0．73、0，73でありこの間ほとんど変動していな

かった。動脈流が流れ出した画像B4、5において酸化

ヘモグロビンの波長545nmのピークは0．79、0．78と

575nmが0．78、　O．77とそれぞれ上昇していた。以後画

像B9にいたる問は酸化ヘモグロビンの波長545　nm

のピークは0．77と575nmが0．75とになった。しか

し、画像B10以後は波長545　nmのピークは0．75と

575nmが0。74とになった（Fig，10．B）。

　第二関節と第三関節問の部位（C）画像1から3ま

での動脈流の停止した状態での酸化ヘモグロビンの

波長545と575nmのピークは波長560　nmのショル

ダーのなかに入り込み明確でない。その吸光度は画像

ClからC3で545　nmが0．63、0．64、0．63であり575　nm

が0．63、0．63、O．63でありこの間ほとんど変動していな

かった。動脈流が流れ出した画像C4、5において酸化

ヘモグロビンの波長545nmのピークは0．65、0．65と

575nmが0．65、0．66とそれぞれ上昇していた。以後画

像C9にいたる問は酸化ヘモグロビンの波長545　nm

のピークは0．64と575nmが0．65とになった。しか

し、画像C10以後は波長545　nmのピークは0．63と

575nmが0．63とになった（Fig．10．C）。

　［還元ヘモグロビンのスペクトル］

　爪（A）画像1から3までの動脈流の停止した状態

還元ヘモグロビンの特長である波長560と750nmに

ピークと660nmにショルダーが観測された。その吸

光度は画像A1からA3で560　nmが0．87、0．87、0，88で

あり660nmが0．63、　O．63、0．64そして750　nmが0．34、

0．33、0．34ありこの間ほとんど変動していなかった。動

脈流が流れ出した画像A4、5において還元ヘモグロビ

ンの波長560nmのピークは0．85、0．83と660　nmが

0．38、0．34と750nmが0．33、0．30それぞれ減少してい

た。しかし、それ以後画像13にいたる問は還元ヘモグ

ロビンの波長560nmのピークは0．82～0．81と660　nm

が052～0．53と750nmが0．30になった。

　第一・関節と第二関節間の部位（B）画像1から3ま

での動脈流の停止した状態還元ヘモグロビンの特長

である波長560と750nmにピークと660　nmにショ

ルダーが観測された。その吸光度は画像B1からB3で

560nmが0．77、0．77、0．77であり660　nmが0．36、0．36、

0．36そして750nmが0．30、0．30、　O．30ありこの間ほと

んど変動していなかった。動脈流が流れ出した画像

B4、5において還元ヘモグロビンの波長560　nmの

ピークは0。76、O．74と660　nmがO．35、0，29と750　nm

が0．30、0．27それぞれ減少していた。しかし、それ以

後画像B13にいたる間は還元ヘモグロビンの波長560

nmのピークは0．72～0．71と660　nmが0．28～0．27と
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750nmが0．26～0．25になった。

　第二関節と第三関節間の部位（C）画像1から3ま

での動脈流の停止した状態還元ヘモグロビンの特長

である波長560と750nmにピークと660　nmにショ

ルダーが観測された。その吸光度は画像ClからC3

で560nmが0．64、0．64、0．64であり660　nmが0．31、

O．30、0．31そして750nmが026、0．26、0．27ありこの間

ほとんど変動していなかった。動脈流が流れ出した画

像C4、5において還元ヘモグロビンの波長560　nmの

ピークは0，64、0．63と660nmが0．30、0．23と750　nm

が0．27、0．23それぞれ減少していた。しかし、それ以

後画像C13にいたる間は還元ヘモグロビンの波長

560nmのピークは0．62～0，60と660　nmが0．22～0．21

と750nmが0．23～0．22になった。

考 察

　本装置の白黒CCDカメラで観測した画像各点に存

在する波長5nmごとの分光スペクトル強度から色彩

値x、y、　z、　R、　G、　Bを求めて手の皮膚表面画像をカ

ラー化して再現した。この結果は3管式カラー受光器

で観測した画像と同様な色合いを示した。手の皮膚表

面画像はカラー写真では物質の定量的な測定が困難

である。近赤外線では一点のデータを得る事ができ、

本装置では画像一面のスペクトルを測定が可能であ

る．したがって、本装置による測定画像の各自からの吸

収スペクトルが観測できた。

　手の皮膚表面スペクトルは波長範囲500nm～800

nmにおいて酸化ヘモグロビンの545と575　nmの

ピーク及び還元ヘモグロビンの750nmのピークと

660nmにショルダーが観測できた。これらヘモグロビ

ンのスペクトルはヘモグロビンを抽出した後の酸化・

還元可視波長帯域観測した情報20－22）と一・致していた。

　本装置では画像の各誌からの観測は限定された領

域内では殆どの一定の吸収スペクトルが確認され各

波長での吸光度標準偏差がそれぞれ0。001～0．Olの間

の値を示したので、その精度が高いスペクトル情報を

基に定量が可能になった。その結果、酸化ヘモグロビ

ンの545nmの吸光度は同一人物での爪、指、甲ではそ

れぞれ吸光度が0．85、0．75、0．61となり部位によって異

なった吸光度値を観測することができた。その値から

画像化していくと体表面での酸化ヘモグロビンの血

流状態を視覚的に把握できるようになると考えられ

る。

　また、上腕に駆血帯を巻き200mmHgの圧をかけ動

脈流を90秒間停止し、その後開放して動脈流が流れ

た状態で手の甲での吸収スペクトル観測した。その結

果、動脈流を停止した状態のそれぞれの部位から還元

ヘモグロビンのスペクトルが主に観測され、動脈流の

流れた状態ではそれぞれの部位から酸化ヘモグロビ

ンのスペクトルが観測された。

　還元・酸化ヘモグロビンのスペクトル変化を基に上

腕圧迫による動脈流を停止した状態から圧迫開放に

よる指の甲に動脈流の到達する時間経過を観測した。

　10秒間で1画像を撮る方式で反復を繰り返して経

時的に13画像を観測した。動脈流を1分間停止した

状態の後半30秒間の1、2、3画像は動脈流による酸化

ヘモグロビンの流入がないため、皮膚表面から観測さ

れるヘモグロビンのスペクトルは周囲の組織による

代謝のために還元された状態であった。これは還元ヘ

モグロビンの特長である波長560と750nmにピーク

と660nmにショルダーに存在する吸光度が皮膚表面

から観測された事により確認できた。その後、上椀圧

迫を開放すると、これらのピークは10秒間（4画像）

で爪の部位A、第一関節と第二関節間の部位B及び第

二関節と第三関節に部位C領域全てにおいて減少し

ていた。それ以後の時間経過においては画像5から13

画像において還元ヘモグロビンの波長560と750nm

にピークと660nmにショルダー吸光度は変動しな

かった。

　これに対して画像5から13画像において酸化ヘモ

グロビンの波長545と575nmの吸収ピークがA、　B

及びC領域の全て明確に確認できた。

　上腕圧迫による動脈流を停止した状態から圧迫開

放による指の甲に動脈流の到達する時間経過が本研

究では10秒間間隔での観測ではA、B及びC領域の

全で同様の結果となってしまったが、経時的に0．2秒

間隔で観測できるようになると各部位での相違が明

確になると思われる。

　さらにこれらの観測を一歩進めると、移植されて皮

膚は当初、還元ヘモグロビンのスペクトル画像が、そ

の後血流再開の状況が酸化ヘモグロビンのスペクト

ル画像に変化することが予測され、非侵襲的に画像と

して血流状態を観測できることが期待される。

　特に癌は組織として形態を取り始めるとおびただ

しく新生血管が形成され動脈血の進入が認められ、多

くの酸化ヘモグロビンが組織内に流入する。この状態

を本装置により画像として観測できると癌の存在部

位が明確になると期待される。
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　　また、糖尿病患者ではしばしば血流障害、特に下肢

の血流障害を引き起こすが本装置を用いることによ

り血流障害の把握、さらに血流状態の程度を非侵襲的

に観測でき、本装置の応用が期待される。
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Observation　of　hemoglobin　spectra　on　epidermis　surface　using

　　　　　　a　2－dimensional　spectrum　and　image　analyzer　system

Mansur　ARKINi）2），　Rie　KUBOTA3），　Masao　KANAZAWA3），　Katsuo　AIZAWAi）

　　i）Department　of　Physiology，　Tokyo　Medical　University

2）Department　of　Health　and　Antiepidemic　Station，　Urumqi

3）Department　of　Internal　Medicine，　Tokyo　Medical　University

　　　　　　　　　　（Director：　Prof．　Yoshio　UCHINO）

Abstract

　　　　We　developed　a　2－dimensional　spectroscopy　image　apparatus　which　enables　simultaneous　measurement　of　a　red，　green，

blue　RGB　reconstituted　image　with　spectroscopy　spectrum　information　from　the　epidermis　surface．

　　　　We　were　able　to　distinguish，　by　the　reconstituted　RGB　image，　of　the　epidermis　surface　with　normal　blood　flow

（oxygenized　state）　from　that　with　obstructed　blood　flow　（deoxygenized　state）　caused　by　compressing　the　artery　with　high　cuff

pressure　of　a　sphygmomanometer，　the　latter　being　slightly　dark　brown　in　color　compared　with　the　former．

　　　　Peak　absorption　spectra　at　545　nm　and　575　nm　were　observed　from　a　nail　and　the　epidermis　surface　ofthe　finger　and　back

of　the　hand　with　normal　blood　flow．　This　peak　absorption　was　coincident　with　that　of　hemoglobin　in　the　oxygenized　state．

On　the　other　hand，　peak　absorptions　at　560　nm　and　750　nm　with　a　somewhat　broad　shoulder　at　660　nm　were　observed　from

the　same　position　as　those　mentioned　above　but　with　obstructed　arterial　condition．　This　absorption　spectrum　pattern　was

characterized　by　the　deoxygenized　state　of　hemoglobin．　This　absorption　spectrum　pattern　was　characterized　from　that　of

deoxygenized　to　oxygenized　within　IO　sec　after　releasing　the　blood　stream　from　obstruction．

　　　　In　summary，　by　using　the　newly　developed　2－dimensional　spectroscopy　image　apparatus　we　were　able　to　analyze

information　on　oxy　and　deoxygenized　of　hemoglobin　from　the　epidermis　surface．　The　possible　clinical　applications　of　this

device　were　discussed．

〈Key　words＞　2－dimensional　spectrum－image　analyzer　system，　hemoglobin，　absorbance，　epidermis
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