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はしがき

肝移植は重篤な肝障害愚者を救済できる残された唯一の外科的療法としてすでに定着

し、国外では脳死者からの肝臓移植が日常的に実施されていることは衆知の事実である。

一方、圏内では日本人特有の死に対する観念から、脳死からの肝移植が実現には至ってい

ないものの、肝障害を持ちながらその治療法が無い患者からくる社会的要請は日増しに強

まり、その実施の時期が近づきつつあるといえる。しかしながら、移植治療が日本国内で

実行される場合でも、脳死段階でのドナーからの臓器摘出は限りなく心臓停止に近い時期

が予想され、従って、術前に移植される肝臓の機能に関する正確な情報を把握し、高度な

機能が残されている臓器を選別して移植することが治療成功の鍵を握ることになる。この

様な理由から、脳死患者に残された限られた短い時間内に、迅速かっ簡便に、しかも精度

の高い検査が、繰り返し行え、そして、生命の延長にー纏の希望を託された脳死患者には

負荷が最小の検査が望ましい。

本研究では上記の様な検査が実施できる脳肝機能同時評価法として 13C一標識化合物の

体内反応動態を無侵襲で観測できる核磁気共鳴 (NMR)法を開発してきた。画像診断用

として一般に普及している市販の1. 5テスラMR装置を使用し、この装置のハードウェ

アーに一切改変を加えず、外部のパノレス発生器に同期信号を取り出すのみで、従って、本

装置で行われている日常の臨床診断には支障を来さない。この新しい機能を持ったMR装

置の構築に当たって、我々は 2テスラ動物実験用NMR装置に 13C核用のRFチャンネノレ

を導入し、 13Cに隣接する 1Hの選択的検出用により間接的に 13C NMRの情報を引き

出してきた実績と経験を最大限いかした。この装置を利用することにより、本学では人体

の種々の臓器において代謝機能の非侵襲的計測が可能になり、肝移植医療へ向け脳・肝機

能検査の実施へ向けた準備が整いつつある。
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研究成果

1. はじめに

脳死息者を対象とした脳肝機能同時評価の方法としてはC-標識化合物の体内反応動態

を無侵襲で観測できる核磁気共鳴 (NMR)法を開発した。画像診断用として一般に普及

している 1. 5テスラのMR装置を使用し、この装置にいっさい改変を加えず、外部のパ

ルス発生器に同期信号を取り出すのみで、現在行われている臨床診断には支障をきたすこ

とはない。この様なMR装置の構築に当たって既に我々は 2テスラ動物実験用NMR装置

に13C核用のRFチャンネルを導入し、 13 Cに隣接する 1Hの選択的検出用により間接的

に13C NMRの情報を引き出すことを実現している。この13C NMRの高感度検出に

よりラット脳内へのグ、ルコ}スの取り込みや、そのグルタミンへの反応過程を無侵襲で解

析し、さらにこれらの標識化合物の脳内分布を画像化することに成功てきている。これら

の方法の人体画像用MRシステムへの移植を試みた。

2. 脳内代謝計測の意義

脳内では唯一のエネルギー源となるグルコースの脳内取り込みは脳の神経細胞のレベル

で活動状態を知る鋭敏な尺度である。このグ、ルコースの 1一位炭素を13Cで標識し、脳内

の取り込まれた13CをMRで追跡することから、このグ、ルコースの脳内の特定の部位での

取り込み速度を求め、脳代謝機能の尺度とすると同時に、グ、ノレコ}スの脳内分布を画像化

して、局所的な脳の活動度を詳細に検討するためにきわめて重要な情報になる。さらに、

グ、ルコースの取り込みに引き続く代謝過程をグルコースに含まれる 13C標識にて追跡し、

TCA回路内への移行速度と回路内でのグルタミンの代謝回転速度が求められる。もう一

つの脳活動の指標とする。同時に肝臓におけるグルコース代謝反応速度を求め、肝ミトコ

ンドリア活性度と肝機能の関連をも知ることができる。

3. 13C NMR標識法の意義

生体内の化学物質を画像化する手段として知られる PETは装置自体が大がかりでしか

も際だ、って高額であり、これが救急医療の現場で検査に利用できる機会はきわめて稀であ

ろう。これに対し、 MR装置は PETよりも格段に安価で、実際、今日臨床現場に数多く

の装置が導入されている。その上に、生体内の化学物質を無侵襲で検出でき、代謝反応に

係わる個々の物質を克明に追跡できる優れた利点を持っている。しかも、 PETをはじめ

医療で用いられる検査法の多くが放射性同位元素を利用し、それを含む試薬は保存や取り

扱いが煩雑で、しかも、生体にとって決して安全とはいえないのに対し、 NMRの標識化

合物、ことにNMRで利用される質量数 13の炭素原子(l3C)は安定同位元素であるた

め、取り扱いが容易で、その上、生体にとっても負荷が軽く、繰り返し何度も投与ができ

る長所を持っている。このMRが持つ特色を最大限に活かし、本研究では脳、肝臓機能を

無侵襲で評価法の開発を試みた。

標識NMR法のもう一つの特徴は標識が含まれる化学物質をスペクトノレ上で分離・同定

できることにある。一般的に放射性同位元素を用いる標識法が標識原子の放射性を測定し

ているため、出発物質が反応し、異なった分子に標識元素が移動しても、それを前者と区

別できない。この点、 NMRの標識法は、分子のなかの原子一つ一つを識別するために
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前駆体とその反応生成物が同時に区別して追跡で、しかもその間の反応経路に関わる個別

の化合物が識別できるきわめて有利な特徴を持っている。

4. 13C  NMR信号の高感度検出法

元来、炭素原子は有機化合物の骨格を構成するため広範な有機化合物に含まれ、よって

は C NMRは生体に重要な数多くの有機代謝産物を網羅することができる。しかも 13C 

の天然存在比が約 1%と低いために標識が容易で、個々の有機化合物中の特定の炭素が識

別されるためにその反応経路が追跡できる極めて有効な手段として発展してきた。しかし、

13 C 核のNMRはこの様に多くの利点を持つが、その反面NMR感度が 1Hにくらべて 1

/100程度と極めて低く、ことに長時間の計測が許されない生体試料では、 13C標識前

駆体の大量投与を余儀なくされるためいまだに生体NMR、ことに臨床での利用が遅れて

いる。そこで感度向上を図るために他核問の多量子相関NMR法を応用して炭素原子に直

結する水素原子の lH信号を検出し、間接的に 13C核の情報を得る方法を採用する。日G.

1には我々が開発してきた勾配磁場ろ利用する他核問多量子遷移法のNMRパルス系列を

Gradient-Enhanced Hetero Nuclear Multiple Quantum Coherence 
(GE-HMQC) 

官/2 11" 

H-1 • ム ム ADC 

C-13 
t1 

Gradients(X.Y.Z) -・.G1 G2 G3 

f::.. .1/2J 

G1:G2:G3・2:2:1

a蜘1.・u目。Y...・d.101. 

円g.1. Pulse sequence of GE-HMQC 副nロlovedIn thls study. 

示している。これにより、① 13 C 核の直接測定に比べ 64倍高い感度で 13C核の情報が

抽出でき、②極端に長い 13C 核の緩和時間の代わりに短い 1H核により早い繰り返し積算

が可能、といった利点を持ち、単位時間内での飛躍的な S/Nの向上が得られる。これに

よりはじめて、生体中では微量で、しかも、たえず消長を繰り返す代謝物質中に標識され

た13Cを限られた時間内に追跡が可能になる。

5.装置設計の基本的な方針

以上の様な目的に使用するMR装置の構築に当たって、既に我々は 2テスラ動物実験用

NMR装置に 13_C核用の RFチャンネノレを導入し、 13C に隣接する 1Hの選択的検出用に
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より間接的に13C NMRの情報を引き出すことに成功した経験と実績を生かすことにし

た。本研究では人体頭部ならびに腹部用の高能率13C_1H二重同調信号検出器や、雑音

抑制用のパス・トラップフィノレターの製作、さらに、 13C_1H間多量子選移フィノレター

を実現するための勾配磁場パルスの最適化等、高感度検出を達成するための、ハード・ソ

フト両面にわったて、 2テスラ小型動物実験用NMR装置で蓄積してきた周辺機器の作製

を含むノワハワが本研究の中心となる臨床用MR装置の開発において最大限に活かせた。

一方、変更を加える臨床用MRシステムではそのソフトには新たに追加した13Cチャン

ネノレのパルス発生を促すための同期信号用パノレスを導入し、 13C，1Hの両周波数パルス

を制御するパルス系列のプログラミングを行った。また、得られたデーターの解析や画像

構築用のソフトも我々の手で独自に開発した。これらは本学のMRを用いた他の研究分野

でもそのまま利用することができる汎用性を持たし、使用するコンヒ。ューターの形式や収

集したデータの様式を変更するソフトウェアを開発しさえすれば、あらゆるM Rデータの

処理が直ちに実行できる。さらに、本研究で開発した他核多重共鳴用M R装置は日常臨床

診断に用いられている既存の画像診断用MRのハードウェアー自体に仕様変更を一切加え

ず、日常の臨床業務には何等の支障をきたさない用に配慮を払った。従って、新しいM R

の機能を得るために、単にもう一つのR Fユニットをコンビューターのソフトウェアで連

動させることで、上記の目的が達成できる方式を採用した。

6. 構築した他核多重共鳴用MRシステムの概要

今回の研究で付け加えた他核(lH核以外の核種を指す)M Rシステム (Tecmag社製、

MacNMR) のブロック図を Fig.2に示した。独立した 2系統のR Fパルスを取り出すこと

F1g. 2. Block dlagram of double resonance NMR system constructed on exlstlng GE SIGNA In comblnatlon 
wlth a MacNMR RF console. 
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ができ、 SIGNA側のRF系統と併せ最大 3系統のR Fパルスが利用できる様になった。

この追加したパルス・ユニットは ア ッ プ ル 製 パ ワ ー ・ マ ッ キ ン ト シ ュ

(PowerMac7100/66A V) からインターフェースの NuBusを介して制御できる。このRFノ号ノレ

スプログラムはマッキントシュ上で作成した。これらのR Fパルスは SIGNAからの同

期信号を受け取り、 SIGNAのパルス系列と連動して作動するようにプログラムされて

いる戸従って、 SIGNA側で勾配磁場パルスを発生さすことで、 M R信号の局所化や画

像化が達成できる。また、このブロック図からも分かるように、 SIGNAでは同期信号

の発生ををパルス・プログラムに書き加えたのみで、その他ハードウェア一等に一切の改

変を加えておらず、 SIGNAの画像診断用M Rとして、従来の操作を行う限り同期信号

は発生せず、日常の臨床業務には全く支障をきたすことはない。

また、本研究に必要な信号検出用コイルは全て自作した。代表的な信号検出用コイルを

2種類以下に紹介する。他核二重共鳴NM R法のーっとして、 lH NM R信号を照射(デ

カップノレ)しながら 13C NMRが測定できるプロープを自作した。これは13C核専用表

面コイル(直径 15 c m) と同時に使用する 8の字型lHデカップラー用表面コイル(1 

5cm  x 25cm、長方形)から構成され、 lH NMR信号をデカップルした 13C 

NMRデータを得ることができた。さらに、 HMQCの測定には同心円型lH_
13

C二

重共鳴用表面コイルを作成して

使用した。これは、内側にlH

核検出用円形表面コイル(直径!

1 5 c m)、そして、外側に 13 ! 13C NMR of Ethanol 
C核励起する直径 20cm表面 1

コイルを同心円状に配した。こ i

とに、 lH観測用のコイル径を 11 IH Couplcd Spcctrum 

13 Cの励起用コイノレよりも小さ

くしているために、コイル標的

部位に設置し易く、しかもより

強いlHのHMQ C信号を得る

長所を持っている。

7.構築した装置の性能

11王DccouplcdSpcctrum I CH
J 

まず、新たに導入した多核 2

系統のRFが正常に作動するか ~ ! CH1 

どうかをlH照射による 13C

NMR法で調べた。測定には上

記の 13C円形表面コイルと 8の

字型lHデカップリングコイノレ

を組み合わせて有機溶媒からの

天然存在 (1%)の 13C信号を

検出した。これらの結果は Fig.

3示した。 lH照射をしない単

ppm 

SIGNAISMIS IIybrid 
5hlua Unlv. Med. 5cl. 

純13C NMRスベクトルでは Flg. 3. 13C NMR spectra 01 neat ethanol obtalned wlth and wlthout 'H 
少数の積算回数で現存の装置よ decoupllng on the const附 teddouble resonance system. 

りもすぐれた信号/雑音比が得
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られ、広帯域プレアンプや作成した13C 表面コイノレが正常に動作していることが確認さ

れた。

また、 1Hをデカップノレした13C NMRスベクトノレでは、アルコーノレのメチレン基の

三重線とメチル基の四重線がそれぞれ 1本線になり、しかも共鳴線の増強が得られた。こ

れは、 13CのRFラインの挿入した 110dBのバンドパス・フィルター (16 MH z) 
と1HのRFチャンネルでのハイパス・フィノレター (6OMH z)が期待通りに動作して、

それぞれのRFへの他チャンネルからの雑音の混入が最小限に押さえられ、 1Hデカップ

リングと核オーヴァーホウザー効果 (NOE)がえられている。従って、 13Cと1Hの

二重共鳴NMR法が本システムで可能となった。

8. 1次元HMQC

次に、 HMQC法の性能を調べた。測定には FIG.4に示したパルス系列を用い、今回は

既存の臨床用MR(S 1 GNA)ではHMQC選択用の勾配磁場のみを発生させ、新たに

追加した 2系統のRFチャンネルから 13Cと1HのRFパノレスを発生させた。そして、 S

IGNA側の同期パルスに連動さ

せてRFパルスを発生させ、タイ

ミングを整合させた。この構築し ~ lH-Detected 13C NMR 

たシステムによる性能評価の一例

として、アルコールの 1次元HM 11 Neat Olive Oil 

QCスベクトノレを Fig.4に示した。

この図から二重線に分裂した1H

NMR信号が検出されている。こ

れは、アルコールのメチレン、メ

チル基のそれぞれの1Hで13Cに

直結したものだけが選択的に検出

され、 12C(NMR信号を与えな

い)に結合した1Hの信号が選択

的に抑制されていることが分かる。

これは、今回使用した O. 8ガワ

ス程度のHMQC選択の磁場勾配

パルスで 1量子遷移である分裂し

ていない1H NMRの信号や、

Aqueous Glucose (ca. 50%) 

CH， 

50%以上含まれている水溶媒の

巨大な1H NMR信号も排除し

た結果である。この磁場勾配パル

15.0∞o 10.0000 5.00000 0.0∞00 ・5.00000 ・10.∞00

スは、化学分析用の高分解NMR
では 100ガウス以上、また、動

δ1GNAISMlS llJ蜘;J

ppm 

Shlga Unlv. M・d.$.1. 

物実験用NMRでも 10ガウス以 Flg. 4. 'H-detected 13C NMR (GE-HMQC) spectrum 0' 50% glucose 
.0 (bottom spectrum) and 0' neat ollve 011 (top spectrum). 

上の磁場強度を使用してるのに対 z 

して、臨床用MRでは装置の制約上最大 1ガウスしか与えられないが、この程度の勾配磁

場でも HMQCと不必要な水信号の除去が達成され、臨床用MR装置でもこの測定法が活，

用できることを示すものである。
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9. HMQCの2次元、 3次元化学シフト画像化

先の 1次元HMQC法のパルス系列に位置情報を加味する位相エンドード磁場勾配パノレ

スを加えることで 1次元、及び、 2次元画像が得られる。 1方向のみにこの位相エンコー

ドパルスを加え測定した 1次元化学シフト画像 (2D CS 1) の結果をその対応するフ

ァントムの 1H MR画像と共に Fig.5に示した。この様に、ファントムの位置に対応し
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containing naturally abundanttsc. Phase encoding gradients wereappHed along Y・回isdirection. 
(aγH..MRi~~9~-oiphantom showing the locatlon of the bottles containing ethanoi and acetone. 

て、異なった化学物質の 13C NMRスベクトルが 1H NMR信号で検出されている。

同様に直交する 2方向に同時に位相エンコード勾配磁場を印加して得た 2次元の化学シフ

ト画像を Fig.6に与えた。それぞれの化学物質に対応して、ファントムの画像が1H NM  

Rで検出した13Cで描かれている。

10. 脳死モデルにおける肝臓・心臓の代謝機能評価

脳死に至る過程において、一時的に血圧・脈拍ともに上昇する、いわゆる Cushing

phenomenonを経て、両者とも低下した脳死状態に移行する。また、脳死状態では、抗利

尿ホルモンの分泌が抑制される結果、多尿、脱水状態に陥る。こうした循環状態や体液バ

ランスの急激な変化は、移植を予定している臓器の代謝にも当然影響し、その変化に対処

するための処置も適切でなければ、移植の成否にかかわる。こうした観点から脳死状態で

の代謝評価は、極めて重要である。我々は犬の頭蓋内に挿入したバルーンを膨らませるこ

とにより、脳死モデ、ルを作成し、 31PNMRを用いて、 Cushing periodから脳死へ移行する

間の、肝臓・心臓のリン酸エネルギー代謝を連続的に観察した。 Cushing periodでは、心
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:a) 

Ethanol 

lH-Detected 13C lVIR Images 
(b) 

Ethanol + Acetone 

Fig. 6. 20 CSI of 1H・detected口Cfor the same phantom used for 10 CSI (Fig. 5 and 6). (a) CSI composed with 
the down-field potion of the CH2 signals for ethanol (marked peak 1 in (c))， (b) CSI calculated with the the 
down-field potion of the CH3 signal for acetone (marked peak 2 in (c))， and (c)胃H-detectedlaC NMR spectra 
from the representative blocks in the 20 CSI. 

臓のエネルギーレベルは著明に低下したが、

肝臓での変化は軽微であった。脳死状態で

は、低血圧、徐脈の状態であっても、適切

な輸液で volumelossが補正されれば、肝臓

、心臓ともに正常のエネルギー状態を保つ

ことが示された。このことから、 31PNMR 

による、脳死状態での、移植臓器の代謝の

評価が重要であると同時に、適切な処置法

の選択の上でも有用であることが示された。 i

1 1 . ワイヤレス埋め込みコイノレによる

(c) 

IH・Dclcctcd13C NMR Spcctra In Reprcsentatlve B10cks 

肝臓代謝機能の長期連続観察と拒絶反応検 I Ethanol 

出への応用

NMR法は、生体内の臓器の機能評価が

非侵襲的にできる優れた方法であるが、反

面、測定部位の選択性の精度や、検出器か

ら離れるにつれ測定感度が極端に劣化する

などのいくつかの制約がある。特に実験動

物のように小さな肝臓では、正確な代謝動

態を高感度で検出するために、臓器を露出

8hl，. U"I'1. M・d.8cl.
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させ、それに直接検出コイルを装着して、いわば聴診器のような方法で NMR信号を検出

することが望ましい。しかし開腹術を伴うこの測定法では、 NMRの何度でも繰り返し測

定ができ、長期間の連続観察が可能という特徴を失ってしまうことになる。我々は、シリ

コンに包埋したワイヤレスの31P， 1 H 二重同調コイルを製作し、ウサギ肝臓の葉聞に埋

め込み、開腹をしなくても、体外からアンテナを当てるだけで肝臓の NMR信号を選択的

に高感度に検出できる方法を開発した。この方法をウサギの四塩化炭素による慢性肝障害

モデルに適用し、肝硬変に移行する過程の31PNMR スベクトルの変化を 5ヶ月間にわた

って連続的に観察した。このコイルを埋め込んだウサギは少なくとも 1年以上生存し、そ

の間 NMR測定も可能であった。

この方法をラット肝移植モデルにも応用し、移植後の回復過程、拒絶反応に伴う変化に

ついて検討している。この研究では、繰り返し麻酔をかけることによる影響を避けるため、

無麻酔でもラットを固定できる円筒型の固定器具を開発し、測定を繰り返し行えるように

した。肝移植後、 ATPレベルは速やかに回復し、拒絶反応が起こると phosphomonoesterの

信号の顕著な増加が認められた。現在、その機序について検討中である。

1 2. 虚血による肝臓の代謝変化に対するプロスタグランディンの効果

移植手術においては、虚血ばかりでなく、再潅流障害も大きな問題となる。こうした虚

血・再潅流障害を抑制する目的で、プロスタグランディン等の薬剤の使用が試みられてい

る。我々は、ウサギ肝臓に、 Pringleの一時血行遮断を行い、 31PNMR を用いて、血行遮

断による肝臓のリン酸エネルギー代謝の変化を観察し、それに対する、プロスタグランデ

インの効果について検討した。ウサギ肝臓に、 20分の血行遮断を加えると、 ATPレベル

は、前値の 20%まで低下し、血行を再開しても、 60%までの回復に留まった。これに

対し、あらかじめプロスタグランディンを投与しておけば、虚血中の ATPの低下は、前

値の 45%にとどまり、再開後は、ほぼ 100%回復した。プロスタグランディンの保護

効果は、組織レベルでも確認され、移植手術においても有効な手段となることが期待され

る。

1 3. 摘出保存臓器の非侵襲的評価

生体肝移植では、臓器の摘出の後、時、場所を移さず、直ちに移植手術が開始される。

しかし、脳死移植では、摘出臓器の保存、運搬という過程が必要となる。 primarynon-

functionを避けるためには、保存段階で正確に viabilityを判定することが必要となる。現

在までに、種々の判定法が試みられているが、その多くは、臓器の一部を切り取ることに

よって行われている。しかし、大切な graftに、たとえ僅かであれ、傷をつけることは、

移植後の経過に、大きな悪影響を及ぼす可能性がある。摘出臓器は保存液中に浸漬され、

4
0

Cに冷却して、運搬される。我々は NMR法の非侵襲的に計測できる利点を生かし、臓

器を保存液中に冷却したまま、 1HMR画像を撮像し、その viability を評価する方法を開

発した。摘出保存臓器のモデルとして、ラット肝、ウサギ肺を用いた。一般に、摘出後の

時間経過とともに、 viabilityはよ低下し、この状態に対応して、 M R画像の信号強度が増

強した。これは、細胞内外の水の分布の変化を反映している。肝臓では、生理食塩水中に

保存すると、 T1、T 2、1Hdensity強調画像のいずれでも時間経過とともに、著名な信号

の増強がみられた。細胞内浮腫を防ぐために考案された UWsolutionでは、このような信

号強度の増加は認められなかった。しかし、摘出前にラットがショックに陥っていると、

同 x-



閉じように UWsolutionに浸潰しても、保存初期から明らかな高信号をしめし、特に T2強

調画像で顕著な相違が認められた。この差異は、胆汁分泌能、エネルギーチャージなど

viabilityを示す他の侵襲的な評価法とよく相関していた。肺の場合は、細胞外液類似の

F吋imura solutionを、保存液として用いた。 M R画像の信号強度の他に、撮像条件を変え

ることによって、 T1， T 2の絶対値を求めたが、どちらも保存時間とともに延長し、肺組

織内の水含量、ガス交換能など他の指標とよく対応していた。こうした非侵襲的な評価法

は、特に多くの臓器提供が期待できない我が国においては、一層重要であると考えられる。

14. 移植臓器の非侵襲的機能評価

ラット肺移植モデルを用いて、 1HM則によって、移植後の回復経過、拒絶反応を非侵

襲的に検出した。肺は肺胞内の空気により、 T 2が極端に短く、通常のスピンエコー法で

は、撮像が困難であったが、エコ}時間を 4ミリ秒と極限まで短縮したパルス系列を開発

することによって測定を可能とした。また、画像のコントラストだけでなく、 T1， T 2の
絶対値を求めることによって、数量的な絶対評価を行った。同系移植では、移植手術 1日

目に一過性の T 2延長を認めたが、 2日目には、ほぼもとのレベルに回復していた。異系

移植では、早期から、 T2の延長が認、められ拒絶反応の完成する 6日目まで増加し続けた。

しかし、免疫抑制剤の投与により、こうした変化は抑えられ、同系移植とほぼ同様の経過

が示された。このことから、 MRIは、拒絶反応の早期検出に有用であることが示唆され

た。しかし、現在、感染症と拒絶反応の区別は、バイオプシーでしか確定診断できず、こ

の鑑別診断に民偲Iによる非侵襲的診断が役立つかどうかが今後の課題である。

15. NMRによる脳機能評価と脳代謝画像

最近、脳内の賦活部位を T 2*強調画像で検出する、脳機能MR画像法が導入され、外

部からの刺激が脳のどの部位を活性しているかをMR法で検出できるようになった。これ

は、血中の反磁性である酸化型ヘモグロビンと常磁性である還元型ヘモグロビンの相対的

な濃度が、安静時と賦活時で異なり、磁場の均一性に乱れが生じ、それが Tげ強調MR
画像に反映されることに基づいている。即ち、脳が活動すると局所の血流が増加するもの

の、実際の酸素消費量はそれほど増えず、局所的に酸化型ヘモグロビンが還元型ヘモグロ

ビンよりも相対的に増加する。この常磁性体の減少により、静磁場の局所的均一性が向上

し、その結果、 MR信号の増強が観測されることになる。

この方法は、脳の活動以外にも、 CO2負荷による脳血流の増加反応を検出するために

も利用できると考えられる。この方法を、ラットで、ナイロン塞栓子を中大脳動脈に挿入

することによって作成した、一過性脳虚血モデ、ノレに応用し、 CO2負荷による脳血流の反

応性の有無を Tげ強調MR画像によって判定した。 30分の虚血では、再開通により

CO 2に対する反応性は直ちに回復したが、 90分の虚血では、皮質の反応性は再潅流後

9 0分でほぼ回復したのに対し、被殻領域では、 150分後も回復せず、非可逆的な変化

が起こったものと判定された。この結果は組織学的にも裏付けられ、虚血による脳障害の

回復の見込みを部位ごとに予測する有用な手段になりうると考えられる。

このような、部位によって異なる変化を代謝面から検索する目的で、 31民 1HNMRス

ベクトロスコピーを用いて、ラット脳梗塞におけるリン酸エネルギー画像、 pH画像、乳

酸画像などの代謝画像を構築することを試みた。ラットの脳は小さく、しかも強大な筋肉
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に固まれている。筋肉に由来する大きなクレアチンリン酸や脂肪の信号が、小さな脳の信

号の選択的検出を非常に妨げた。しかし、周囲の不要な信号を抑制する outervolume 

suppression、測定時間短縮のための circularly reduced kspace sampling 、31PNMR 信号の感

度向上のためのlHデカップリングなどの NMRの手法を駆使してこれに成功した。脳梗

塞直後からの代謝変化を二次元画像として経時的に観察し、梗塞早期から組織のアシドー

シスと乳酸の蓄積の解離が明らかになった。

また、ラット脳内への 1位_13Cー標識グルコースの取り込みをHMQC法で追跡した

結果が Fig.7に示されている。同時に、この取り込まれたグ、ルコースが代謝され、グ、ルコ
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長与-1・ Serial lH NMR守ectraof the rat brain before and after 
主五色一一王ñj~ct!on of l-[IJC]-glucose. The.. 13C frequencies were 
alternatively setontothe resonanceofl-[13C]-glucose and the mean 
frequency of-2-[13C] -Glx and 4ー[13C]-Glx. . Th~r;iore a spec-t;u;;;--i~ 
each series was taken in 4.5 min every 9 min. 

ース解糖系から TCA回路に到達し、グノレタミン酸の 2-4位に先の 13Cが導入されてい

く様子が閉じ図の右側に示されている。このように、グ、ルコースの取り込みとその代謝反

応の過程が同時に追跡できるところに本方法の利点がある。これらの時間的推移を示した

グラフが Fig.8に与えられている。これから、グルコースの取り込みは 30分程度で最大

に到達し、その後漸次減少するが、生成したグルタミンは 1時間後に最大値に到達した後

も、 2-3時間後まで急激な減衰は見られず、この時間内であれば化学シフト画像により
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この物質の脳内分布が得られる可能性があることが分かる。

こうした脳代謝機能の非侵襲的な解析は、脳死に関する病態の解析やその判定に有用な

手段を提供することになろう。

16. 13 CNMRによる肝のグ、ルコース代謝の解析

炭素原子は、有機化合物の骨格を形成する基本的な原子で、ほとんどの有機化合物に含

まれている。しかし、炭素原子の大部分を構成する質量数 12の炭素は、 NMRの感度を持

たず、 N恥1Rで検出できるのは、安定同位体である 13Cのみで天然には約 1 %しか存在し

ない。このことは、逆に利用すると、追跡したい化合物を13Cで標識しておけばトレー

サーとして用いることができる。しかもラジオアイソトープと異なり、無侵襲で、 NMR

では13Cの取り込まれた化合物を区別して検出できる。

多量子遷移 (HMQC)法をラット肝臓に応用し、グ、ルコース代謝の解析を試みた。 13

CNMRの感度が向上したので、検出コイルに1H，13C， 31p核の 3つの周波数に同調させ、

31 PNMRスベクトルも交互に繰り返し測定した。モデルはPringleの血行遮断を用い、遮

断解除と同時に13C宮lucoseを投与し、 ATPの回復過程とグノレコース代謝の関連について、

(A) 0分(control); (B) 1 0分;(c) 3 0分虚血の 3群に分けて検討した。

Fig.9に示すように、 31 PNMR、多量子選移による 13 CNMR (gradient enhanced 

heteronuclear multiple quantum coherence: GE捌 QC)によって、虚血前後のATPレベルの変化

と肝内の glucoseの信号を感度よくとらえることができた。 ATPは、 Fig.10に示すように、

1 0分の虚血で、前値の 20%まで低下し、このレベルは、虚血を 30分続けてもほぼ一

定であった。しかし虚血を解除すると、 (B)群では 80%まで回復するのに対し、 (C)群で

は65%に留まった。 (A)群では、観察期間中 ATPレベルは、ほぼ一定に保たれていた。

13 CNMR では、グルコース信号の時間的な変化は観察されるものの、脳のようにグルタ

ミン酸やグルタミンの信号は検出できなかった。 3群の肝内の13C宮lucose の信号と血糖

レベルの推移を Fig.11に示す。両者のタイムコースは非常によく似ており、肝内のグ、ル

コースの信号は血糖レベノレに大きく依存することが判明した。コントロール群に比べ、虚
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Fig.lO Serial changes in s-Ar_P peak 
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血群(B)，(C)では、 ATPの回復のためエネルギーが必要となるにもかかわらず、血糖は、比

較的高いレベルが保たれ、肝臓における有効な利用が阻害されているものと考えられた。

生体 NMR測定終了後、直ちに肝臓をフリーズクランプし、抽出サンプノレを用いて、高

分解能 NMR装置によって 13 C化合物の詳細な分析を行った。 Fig.l2 Aは、 control群、

Bは、 30分虚血群の分析結果である。 Aでは、グリコーゲンの信号が明らかに認められ

るが、 Bでは認められない。逆にBでは、アラニン、乳酸の信号が検出されるが、 Aでは

検出されていない。グリコーゲンの信号は、投与されたグ、ルコースからの glycogenesisを
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Fig. H Glucose signals detected by lH_ 
detected 13C NMR (A) and blood sugar 

levels (B). The glucose signals are 
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Fig.12_Representative in vitro 13C NMR 
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ischemia (B) groups. Peaks were 
assigned as glycogen C-1 (a); glucose C-

1s (b); glucose C-1α(c); 1，4・
dioxane(reference) (d); lactate C・3(e); 
and alanine C・3(f). 

反映していると考えられる。一方、アラニン、乳酸の信号は、肝臓で生成されたものか、

アラニンサイクル、 Coriサイクルなどにより、筋肉や、赤血球など他の臓器に由来するも

のかは不明であるが、これらを基質とした gluconeogenesisが、円滑に行われていないこと

を反映していると考えられる。 3群の高分解能 Nl¥恨の結果のまとめを Fig.l3に示す。

グルコース、アラニン、乳酸は、 (A)，(B)， (C)群の順に高くなり、グリコーゲンの信号は、

逆に(A)，(B)， (C)群の順に低くなっていた。個々のラットについて、生体 NMRで観察され

た ATPレベルと、高分解能 NMRのグリコーゲン、アラニン、乳酸の信号とを対比してみ

た (Fig.l4 A-C)o ATPレベルは、グリコーゲンとは正の、アラニン、乳酸とは負の、

有意の相関を示した。このこと は、 ATPが 高 い レ ベ ル に 保 た れ て い る と

gIycogenesis，gIuconeogenesisとも円滑に行われるが、 ATPが低下すると、どちらも阻害され

ることを示しており、これらグルコース代謝に ATPが深く関わっていることが示唆され

た。
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Glycogen 
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Signal Intensity (arbitrary unit) 

F日ig.J3Si泡gna叫1intensities of the metabolites measured by i仇'nvitro 13C NMR 

in each of the three experimental group戸s.Glucose ，C・1αs，alanine C・1
lactate C-3， glutamate/glutamine C・2，3，4， glycogen C-l signals in the 
control (open bar)， lO-min ischemia (hatched bar) and 30・minischemia 
(closeb訂')groups. The intensities are arbitrary， but standardized for each 
substance with wet weight of the liver and the signal of dioxarie. Values are 
mean土S.E.本 Significantdifferences among the three groups were detected 
for glucose， alanine， lactate and glycogen by Kruskal-Wallis test. For these 
metabolites， Dunn' s . multiple comparison revealed significant differences 
between the control and 30・minischemia groups. 

一方、血中ケトン対比(AKBR)を測定すると、 Fig.l4 Dの様に、 10分虚血群でもっと

も高値を示し、 ATPレベルとの有意の相関を認めなかった。この解離をさらに分析する

ために、 3群の肝ミトコンドリアを単離して、酸素消費を測定した。いずれの基質を用い

ても、 B群がもっとも高い酸素消費を示し、 A群、 C群の順に低くなった。したがって、

1 0分虚血のB群では、低下した ATPを回復させるため、ミトコンドリア機能はむしろ

充進し、 AKBRの高値は、こうした代償機転を反映していることが判明した。

しかし、この研究結果の大部分は、組織を抽出サンプノレを高分解能 NMRで分析した結

果に基づいており、生体13CNMR を用いて得られる情報は、血糖に依存した肝内のグル

コースに限定され、肝の代謝を判定する有用な手段とはならなかった。これはラット肝臓

においては、 TCAサイクルの基質として、脂肪に由来する acetylCoAが主に利用され、グ

ルコースは、僅かしか利用されないことにも原因があると考えられた。また、この研究の

結果、 トレーサーとしてグルコースを用いる以外に、アラニンや乳酸が、肝臓以外の臓器

に由来するものであれば、これらの IlC標識化合物を肝機能を評価するためのトレーサー

として用いる可能性も示唆された。

次の段階として、困難ではあるが、生体13CNMRによる 13C化合物の直接検出に取り

組んだ。 13CNMR の信号は、低感度の上、 1H とのカップリングが存在し、信号の解析

を困難にしている。感度の向上と、カップリングの除去を計るためには、 lHデカップリ

ングが、必要となる。そこで、デカップリング用の 1Hコイルを作成し、 13C表面コイル

に組み合わせた。また、 31PNMRも同時に測定するため検出コイルは、 13C，31pの周波
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に組み合わせた。また、 31PNMRも同時

に測定するため検出コイノレは、 13C， 31 P 

の周波数に二重同調させた。その結果、

ラット肝臓において、適当な時間分解能

で、 13Cの信号を直接検出することに成

功した。 Fig.l5は、 13C宮lucoseを投与

した際の、肝臓の 13CNMRスペクトノレ

である。グルコースの信号に加え、生成

されたグリコーゲンの信号も検出され、

生体レベルで glycogenesisを評価すること

ができた。しかし、やはりグ、ノレタミン酸、

グ、ノレタミンといった信号は検出されず、

TCAサイクルなどの評価は不可能であっ

た。いろいろなトレーサーを試みた結果、

アラニンが有用であることが判明した。

1 3 Calanineを1時間かけて静脈内投与

した際の生体 13CNMRスベクトノレをFig.

1 6に示す。ここでは投与したアラニン

の信号の他、グルタミン酸、グ、ルタミン

(C2，3)、グノレコース(Cl，C6，C2$)、グリコ

ーゲン(Cl)が検出された。その結果、生

体レベルで、肝臓における TCAサイクノレ、

gluconeogenesis， glycogenesisを評価するこ

とが可能と考えられた。本法を上記と同

じく、 3群の血行遮断モデノレに適用し、

検討した。今回も、
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Fig.14 Relationship between s-ATP， and 
glycogen C-l (A)， alanine C・3 (B)， 
lactate C・3(C) and AKBR (D). s・ATP

signal was detected by in vivo 31p NMR， 
and glycogen C-l (A)， alanine C・3(B) 

and lactate C-3 signals were detected by 

仇 vitro13C N MR. (・)control (without 

ischemia); (A) 10・minischemia; and 

(・)30・minischemia groups. 

多少時間分解能は落ちるが、前回同様、

lIpNMRによって虚血に際するATPの変

化を同時に観察し(Fig.l7)、ほぼ同じ

結果が得られた。各群の、生体 13CNMR 

で得られた、 alanin(C3)、Glu/Gln(C2，3)、

glucose(C 16)、glycogen(Cl)の信号の推移

を Fig.1 8 A，B，C，Dに示す。 control群で

は、アラニンの消失は、速やかで(Fig.l

8 A)、早い時期からグノレタミン酸、グルタミンに移行した(Fig.l8 B)。また、グノレコー

ス(Fig.l8 c)、グリコーゲン(Fig.l8 D)の生成も著明であった。再潅流 30分後の ATP

レベルと Glu/Gln(C2，3)は、有意の正相関を 再潅流 60分後の Aτ?レベルと alanin(C3)は

負の、 glucose(C16)、glycogen(C1)は正の有意の相関が認められた。この方法では、抽出サ

ンプルによる高分解能 NMRを用いなくても、生体レベルで非侵襲的に ATPレベルと TCA

サイクノレ、 gluconeogenesis，glycogenesisの関連を検出することができる有効な方法で、臨床

応用も可能と考えられた。
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以上、 NMRで得られた知見を列記した。これらの仕事は多岐にわたっているが、いず

れも基本的には、非侵襲的診断を目指したものである。したがって時間的な問題さえ解決

すれば、複数の分析を同一個体に対して行うことが可能である。これらの手法や他の診断

法が有機的に結びつけば、個々の情報の意義も飛躍的に向上する。統合的な代謝評価を目

指したこうした取り組みの蓄積が、近い将来の脳死肝移植に必ず役立つと確信する。

最後に、文部省科学研究費補助金の交付に対し、深く感謝の意を表します。
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