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心筋微小循環系の代謝機能動態イメージング
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概要

冠微小循環の病態生理学的特徴を解析するためには，局所での血流分布様式に加えて心筋での代謝機能を検討すること

が重要である．これまでの研究で心筋内血流分布は空間的に不均ーであり，特に微小循環レベルでの著しい不均一性を呈

することが報告され，冠微小循環障害との関連において注目されている．我々は心筋微小循環系において細動静脈血管の

血管径動態を直接観察できる CCD生体顕微鏡を開発し，冠微小循環の特徴を明らかにしてきた．本研究では，微小循環

血流解析に加えて独自に開発した NADH蛍光の観測システムを用いて冠微小循環レベルでの心筋局所代謝機能動態の解

析を行った．あわせて血流トレーサを用いて心筋微小血管血流分布を計測し，正常および低酸素時の局所心筋代謝機能と

血流分布の空間的対応性について検討した．

1.緒

-[-
冠微小循環の病態生理学的特徴を解析するためには，

局所での血流分布様式に加えて心筋での代謝機能を検

討することが重要である．これまでの研究で心筋内血

流分布は空間的に不均ーであり，特に微小循環レベル

での著しい不均一性を呈することが報告され，冠微小

循環障害との関連において注目されている 1,2). 一方，

細胞内ミトコンドリア呼吸鎖のエネルギー代謝経路に

存在する還元型 Nicotinamideadenine dinucleotide 

(NADH)の紫外線蛍光特性に着目し， NADH蛍光

強度を測定することで虚血心筋の代謝機能を明らかに

し，局所での循環動態潅流領域を明らかにしようと

する試みは1976年の Chance叫こ始まり，最近では Ince3)

らがビデオカメラシステムを使用して虚血時の血行動

態の空間的不均一性を証明した． ミトコンドリアの呼
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吸鎖では有酸素下で酵素を用い NADHをNAD＋に酸

化する過程で， ADPをリン酸化しエネルギー伝達体で

ある ATPの産生を行っている． したがって細胞への

血流が低下し酸素供給不足が生じた場合，前駆物質で

ある NADHはNAD＋に変換されずミトコンドリア内

に蓄積され， ATPの産生が抑圧される．前述のとおり

NADHは紫外線 (370nm)に対して蛍光特性を有し

ておりその蛍光強度を測定することにより，心筋ミト

コンドリア機能に反映される局所心筋代謝機能をイメー

ジングすることが可能である．これら心筋細胞の代謝

状況を規定する主たる因子に局所の血流供給状況が考

えられる． したがって局所心筋代謝の状態と対応する

微小血管血流分布をそれぞれイメージングし，空間的

に両者を比較検討することで冠微小循環障害時の両者

の関連を解明できる．これまで，我々は心筋微小循環

系において細動静脈血管の血管径動態を直接観察でき

る CCD生体顕微鏡を開発し，冠微小循環の特徴を明

らかにしてきた．また松本4)らが分子血流トレーサ3H-

labeled desmethylimipramine (3H -DMI)を用いて左

室心筋において，毛細管レベルに至る微小循環で，著

しい血流の不均一性が存在し，この不均一性が動脈血

酸素分圧に強く影響を受けることを明らかにした．本
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研究では独自に開発した NADH蛍光の観測システム

を用いて冠微小循環レベルでの心筋局所代謝機能動態

の解析を行った．同時に，血流トレーサを用いて心筋

微小血管血流分布を計測し，正常および低酸素時の局

所心筋代謝機能と血流分布の空間的対応性とについて

検討した．

2.研究方法

(1) NADH蛍光観測システム

試作システムは，蛍光フィルタ付レンズ部(420-570

nm)，東芝製 CCD撮像素子 (40万画素），紫外線励起

光源 (lOOW水銀キセノンランプ， 370nm)，テレビモ

ニタ，ビデオレコーダ，および画像解析コンピューター

システムから構成されており（図 1)，時間分解能は33

ms,空間解像度は42μm,視野は27mmX 20mmである．励

起光源から紫外線をラット摘出潅流心表面に照射する

ことで生じた NADH蛍光を CCDカメラで撮影する

仕組みになっている． NADH蛍光強度は grayscale 

(256諧調）に線形変換し，grayの濃い領域を NADH

濃度の低い領域すなわち酸素不足に陥っていない領域

に対応させた．本システムでは，解像度に制約のある

高感度カメラ等を使用せずに通常の CCDカメラを用

いるため， NADH動態が蛍光により簡便に観測でき，

解像度が高く時間分解能が良い点に特色がある．

(2) 分子血流トレーサ法

本法の詳細は松本4)らの報告にあるため，ここでは概

要について述べる．本実験で使用された分子血流トレー

強度分布は局所血流分布に対応する．イメージングプ

レート (Fujix)を用いることにより， fJ線放射活性強

度を高分解能，高精度で検出することが可能である．

検出された fJ線放射活性強度分布は，バイオイメージ

ングアナライザにより空間分解能100pixels/mm'でデジ

タル画像化される．心外膜側心筋切片デジタルラジオ

グラムの一例を図 2 に示す• /3線放射活性強度は gray

scale (256諧調）に線形変換し， grayscaleの濃い（黒

い）領域を血流が多く，薄い（白い）領域は血流が少

ない領域に対応させている．

(3) 実験動物・セットアップ・プロトコール

① ミトコンドリア NADH蛍光イメージング

実験動物は正常ラット (6匹）である．エーテル吸

入麻酔後，心臓を摘出後 Langendorf£ モードとして上

行大動脈から逆行性に100cmH心の圧で酸素飽和度

95%，温度37℃の Krebs-Henseleitbicarbonate緩衝

液を潅流し拍動状態を維持させた（図 3)．無酸素およ

び低酸素時のミトコンドリア代謝機能を検討するため

に潅流液を一時停止または酸素飽和度20％の低酸素潅

流液に切り替える操作を行った．まず酸素飽和度95%

の通常潅流を行い，ついで60秒間の潅流停止を行った

後再び通常潅流に換え，心筋表面のミトコンドリア

サ田H-DMIを使用した．潅流液中に投与された3H- Ep1. 

DMIの一部は心筋内に潅流され，血流分布に応じて冠

毛細血管内皮細胞の a2受容体と選択的に結合し，静脈

系の濃度は無視できるレベルである 5)．すなわち，血管

内皮細胞に取り込まれた分子トレーサの fJ線放射活性

Monitor 

excitation: 370 nm _ Barrier filter 

ヽ-Ill~ 
Lens 

心尖部短軸観測断面

emission: 460 nm 

CCD camera with band-pass filter 

Camera controller ．rte 

Computer system 

図 1 NADH蛍光観測システム

Endo. 

図 2 心外膜側心筋切片デジタルラジオグラムの一例

咽＇

Krebs-Henseleit bicarbonate buffer 

95%02 and 5% CO2 3-,0C 100cmH20 

NADH fluorescence imaging during dysoxia 

(1) 1-min fl⑱ cassation and reperfusion 

(2) hypoxic perfusion (20%02) 
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図 3 NADH蛍光観測実験セットアップ
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NADH蛍光イメージを撮像した．この操作を 2回繰り

返し， ミトコンドリア NADH蛍光イメージの再現性

を検討するとともに，潅流条件の変化に伴う時定数を

求めた．心筋表面での蛍光測定部位は像の動きが比較

的小さい心臓中央の左室前壁付近を選び，記録した観

測画像はビデオ信号用AIDコンバーターでAID変換

し，拡張末期の観測像だけを抽出し画像解析コンピュー

タで解析を行った．

② NADH蛍光パターンと分子トレーサを用いた血

流分布パターンの同時イメージング

同じ心臓で酸素飽和度20％の低酸素潅流と分子血流

トレーサを併せて潅流させ， NADH蛍光イメージによ

る局所心筋代謝イメージングと空間的に対応する血流

分布イメージングの同時計測を行った．すなわち，低

酸素潅流液と共に3H-DMI (50 μCi)を投与し 1分後，

KCl投与によ って心拍動を停止させ，続いて心筋弛緩

の維持と 心筋内血液洗浄の目的でEGTA十ペルジピン

(1 mM  + 0. 2mg/ R,), 2, 3 —ブタニジオンモノオキシ

ウム (1.5g/[）を潅流させた．左室自由壁の NADH

蛍光観測領域を切り出し圧迫しないようにアルミ板で

挟み，直ちに 一80℃のフ リーザ内で板状に凍結させた

後， クリオスタット (Zeiss)により心筋を心外膜側表

面から，深さ200μm未満までの間にわた って20μm厚にス

ライスしプレパラート上に跛ができないように張り付

け乾燥させ，デジタルラジオグラフィーを行った．ス

ライス標本は各心臓につぎ 6~ 8枚作製した．

3.結 果

(1) ミトコンド リア NADH蛍光イメージング（潅流

停止， 再潅流）の観察

全例で潅流を停止した直後から心筋表面 NADH蛍

光強度はミトコンドリア内の NADH蓄積に応じて増

強を示した（図 4)．潅流停止から50秒付近では NADH

蛍光強度は最大でほぼ均ーとなった．再潅流を開始す

ると NADHの減少に伴い蛍光強度の消退が観察され

た．最大 NADH蛍光強度から再潅流により control

値に復するまでの時間は，虚血時間に比して約10数秒

Normoxla 1-nin die< 訳"'ccssat~n Aepertuston Pfichyt~“蕊03me

図 4 心外膜側心筋での NADH蛍光変化
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と短かった．この際再潅流早期に速やかに NADH蛍

光が消失する部分と蛍光が遷延する不均ーな蛍光パタ

ーンが縞状に生じた（固 4)．縞状模様のサイズは最小

血流調節ユニ ットの大きさとほぼ一致する300-500μm

であった．縞状パターンは潅流停止，再潅流の操作を

繰り返し行っても同部位に再現されることが確認され

た．再潅流時 NADH蛍光が速やかに減少する暗い部

分（低輝度）は虚血からの回復が速く，一方 NADH蛍

光が残存する明るい部分（高強度）は虚血が遷延して

いることを表しており，虚血時，局所心筋代謝の程度

およびその時間的変化には空間的不均一性が存在する

ことが分かった．

(2) NADH蛍光イメージングと分子血流トレーサイ

メージングの比較解析

低酸素潅流を行うと，不均ーな NADH蛍光パター

ンが持続して出現することが確認された（図 5)．この

蛍光パターンは潅流停止， 再潅流後に一過性に見られ

た蛍光パターンと同ーであることがわかった（図 6).

低酸素潅流時の NADH蛍光パターンと同一心臓で同

時期に計測された分子トレーサによる血流分布パター

ンの比較を図 7に示す． NADH蛍光強度は強い領域は

ど白く，蛍光強度の弱い領域ほど黒く表される（固 7

A)．一方，血流分布は血流の多い領域は黒く ，血流の

少ない領域は白く表されている（図 7B)．両イメージ

をそれぞれ解像度100,200, 400μmにそろえて比較解析

した．低酸素潅流時の NADH蛍光と血流分布パター

ンは互いに類似しており，両者の空間的相関係数の平

Normoxia 60-scc htpoxi•(20%02) 

図 5 低酸素潅流時の NADH蛍光イメージ

90-soc htpoxia(20%09) 

AOH 

tiNr
i
 

内

L畑 NAOH

固6 (A) 潅流停止・再潅流時およぴ (B) 低酸素潅流時の NADH

蛍光イメージ
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均値は分解能がlOOμmでは0.49であったが，最小血流調

節ユニットサイズとほぼ同じ400μmでは0.56と有意に増

加した（表 1, P < 0. 01)．酸素不足のため NADH蛍

光強度の強い領域は血流分布が少なく，酸素供給が温

存され NADH蛍光強度の低い領域は血流分布が多い

ことが分かった．

(3) ミトコンドリア NADH蛍光強度動態解析

ミトコンドリア NADH蛍光イメージングの観察か

ら同一心表面上であっても潅流停止，再潅流の一連の

操作に対する NADH蛍光強度の経時変化の異なる領

域が混在することが分かった．潅流停止後に NADH蛍

光強度が早く増強する領域 （図 8挿図内領域B) は再

潅流時の蛍光消失が遅い．これに比べて潅流停止後の

NADH蛍光強度の増強が緩慢な領域（図 8挿図内領域

仏
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暉
5
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• L⑱ flow 

「
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図 7 低酸素潅流時に同一心表面で観察された NADH蛍光と血流分

布パターン

表 1 NADH蛍光と血流分布イメージの空間的相互相関

* p<0.01 vs lOOμm, (paired t-test) 

Rat Number 

Correlation Coefficient 
Spatial Resolution 

Rat# 1 

Rat# 2 

Rat# 3 

Rat #4 

Rat #5 

Rat #6 

Mean士SD

lOOμm 

0.361 

〇.367

0.437 

0.473 

0.607 

0.669 

0.485士0.126

400μm 

0.449 

0.485 

0.508 

0.504 

0.686 

0.746 

0.563土0.122*

Nonnalized intensity of 
NADH fluorescence (AU) 

l 1--------------~ 
•••••• A,,,,.,..J-ぶ

4' ぎ．． B.^i  
l/2...  t ,., 1, 

5‘・・・ ＼ 
,,• 

o. ..—••r,•` ¥~ ~”‘~ •9, ...< •• 

0 30 60 70 90 [sec] ←flow cessation (60sec)--.j.--reperfusio~ 

図 8 心表面での潅流停止 ・再潅流時の NADH蛍光強度経時変化

A) は再潅流後の蛍光消退が早く，代謝が障害されや

すい領域はど再潅流時の正常代謝への復帰が遅延する

ことが確認された．潅流停止後，蛍光強度が増加する

時定数 TcO % (sec.），再潅流後蛍光強度が消退する

時定数 Tc95% (sec.) （図 9を各心臓でそれぞれ求め

比較すると両者間には有意な負の相関があることが分

かった（表 2)．すなわち Tc0％が短い場合には， Tc

95％が長く逆に Tc0％が長ければ， Tc95％が短い

ことがいえる．

4.考察

(1) 方法論の評価

① NADH蛍光観測 CCDビデオカメラシステムと

蛍光イメージング

本システムでは通常の CCDカメラにより簡便かつ

高解像度で拍動心における心筋 NADH蛍光をイメー

ジングした．心表面が球面状であることや解剖学的バ

リエーションから，記録画像の心臓周縁部での NADH

蛍光強度の定量解析は困難である．このため心臓の形

状や励起光源の位置などの光学的配置の影響を受けに

くい相対的な NADH蛍光強度の時間空間的変化に注

目し，形状がはは平坦とみなせる左室前壁中央部 4mm 

はどの領域を対象に血流，蛍光パターンの相関解析を

行い，併せて潅流停止時および再潅流時の NADH蛍

Normalized intensity 
ofNADH 
fluorescence (AU) 

1/2 

。

Tc0% .,  

flow cessation (60s) 

Tc95% ．． 

reperfusion (sec.) 

図9 潅流停止時 (Tc0%）およぴ再潅流時の時定数 (Tc95%)

表 2 各心臓での潅流停止時 (Tc0%）および再潅流時時定数

(Tc 95%）の相関

Rat No 

No. 1 

No. 2 

No. 3 

No. 4 

No. 5 

No. 6 

mean 

Tc O % (sec) 

40.16士12.46

38.23土 6.02

31. 04土14.2

38.98土 9.26

51.02士 4.85

49.46土 8.72 

41.48土9.25

Tc95% (sec) 

7.67士0.69

17.97土1.58

17.21士6.37

10.51土3.65

7.74士3.01

3.59土0.5

10. 78土2.63

r
 -0.69 

-0.67 

-0.87 

-0.56 

-0.73 

-0.86 

-0.73 
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光変化の時定数の評価を行った．励起光である紫外線

や NADH蛍光の組織透過深度は数lOOμmである．心筋

表面下の200μmの深度にわたって心筋潅流分布がはぼ一

定であったことから，心筋表面で記録された NADH蛍

光分布イメージは心筋表面から深さ200μmまでの間でほ

ぼ一定と考えられる．

心臓表面への紫外線照射により心外膜側心筋のミト

コンドリア NADHの他に脂肪組織から蛍光が発せら

れる可能性があるが， まず正常酸素潅流時の心外膜側

心筋表面に蛍光がはとんど無く，そして無酸素，低酸

素および再潅流の酸素供給条件を換える操作に対応し

て蛍光強度がダイナミックかつ速やかに変化すること

が観察されたことから，蛍光の空間的，時間的解析に

は問題ないレベルと考えられた．

② 分子トレーサと冠毛細管血流分布イメージング

NADH蛍光イメージングから局所心筋代謝は，最も

末梢の毛細血管に分岐する直前の細動脈（前毛細血管

細動脈）が支配する最小血流調節ユニットサイズのレ

ベル （数lOOμm)で不均一性を呈した．このため心筋代

謝機能の不均一性と血流分布との関連を検討するため

には，このサイズの領域の心筋潅流動態をイメージン

グすることが必要である．現在までの血流分布の計測

に用いられてきたマイクロスフェア法では，微小塞栓

により微小循環レベルの血流に影響を与えるため3)，数

mmオーダーの分解能しか得られなかった．さらにマイ

クロスフェア粒子の集積には偏りが生じ，微小循環レ

ベルの血流を正当に評価することはできない問題点が

あった 6,7)．今回分子トレーサに用いナジH-DMIはその

98％以上が冠毛細血管内皮細胞の £1'2レセプターと結合

する．トリ チウムから発する g線放射活性強度分布は，

心筋切片表面の3H-DMI分子の密度分布に極めて良く

一致するため，心筋切片表面の血流分布を正確に反映

する．これに定量デジタルラジオグラフィを組み合わ

せることによって従来よりはるかに小さいlOOμmサイズ

の心筋領域で血流分布を計測することができた．この

サンプルボリュームは最小血流調節ユニ ットのサイズ

である数lOOμmより有意に小さい．

(2) 局所心筋代謝の空間的不均一性発現と血流分布，

組織内酸素濃度との相互関連

心筋内の血流分布が特に微小循環レベルで著しい不

均一性を呈することは以前から報告されている 1,2,3,7).

心筋の最小血流調節ユニットは独立した血液潅流調節

を受ける最小単位であり，そのサイズは最も末梢の毛

細血管に分岐する直前の細動脈 （前毛細血管細動脈）

が支配する毛細血管床の大きさ約400μmであると考えら

れる豆これは松本らなど6,9)が明らかにした機能的な血

流調節の最小ユニ ットのサイズ（数lOOμm)ともほぼ一

致し，冠血流はこのサイズを単位として不均一性を呈

すると考えられている．心表面に観察された不均ーな

NADH蛍光パターンは低酸素潅流の際，そして潅流停

止ー再潅流の操作を繰り返し行った際のいずれの場合

も各々の心臓で同ーであることが確認された． NADH

蛍光の明るい領域はど酸素供給不足による心筋代謝機

能障害は重度である．低酸素潅流下において局所心筋

代謝機能を反映する NADH蛍光イメージと局所血流

分布イメージは互いに類似し，有意な空間的相互相関

を認めたことから（図 7' 表 1)' 毛細血管床レベルの

血流分布が心筋代謝障害の空間的不均一性を規定して

いる主たる要因と考えられる． また，低酸素潅流時に

代謝機能障害を受けやすい領域は，酸素供給停止に伴

う代謝機能易障害性と再酸素化による回復遅延の特性

を示す領域と同一であったことから， トランジェント

な酸素供給不全に対しても，同じ毛細血管床レベルで

の局所血流分布が心筋代謝に異常をもたらしていると

考えられた．なお両イメージの比較解析の分解能を100

μmから最小血流調節ユニットサイズとほぼ同じ400μmに

下げることで両者の空間的相関が0.49から0.56まで有

意に高まった（表 1) ことは，局所的な心筋代謝機能

の異常が血流よりも酸素の局所供給に強く依存してい

ることによる．すなわち，組織内酸素拡散によって血

流と酸素供給の不均一性は異なり，この違いは分解能

の減少と共に軽減される傾向にある．このため400μmサ

イズの分解能で血流分布と NADH蛍光の相互相関を

評価した場合に相関値が上昇したと考えられる．

微小循環レベルでの血流の空間的不均一性分布は冠

細動脈トーヌスに最も強く影響を受ける 10)．心筋内冠動

脈から細動脈までの血管構築は樹枝状構造を，毛細血

管はネットワーク構造を示し，冠細動脈トーヌスによ

る血流のコントロールは主として小動脈および細動脈

で行われ，潅流圧を有効に利用して血流を個々の心筋

細胞近傍の毛細血管まで保つ血流路として機能する汽

冠血管トーヌスを介した局所血流調節の働きは，解剖

学的な構造に基づく血流の局所的なアンバランスを少

なくし，局所心筋の酸素需要に応じた局所血流配分を

行うことである．例えばこのトーヌスは動脈血酸素分

圧により変化し血流分布パターンを変えることが報告

されている 12)．本実験で低酸素潅流時，再潅流時におい

て同様の NADH蛍光パターンが再現されたことは，
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これらの潅流条件下では冠血管トーヌスの状態も同程

度であることが推測される．すなわち冠血管トーヌス

が低下しているランゲンドルフ心標本”では，供給酸素

の減少により冠血管はほぼ最大限に拡張していると思

われ，低酸素潅流時および再潅流時のいずれの場合も，

局所血流分布は主として冠血管の解剖学的分岐構造に

よって決められていると推論される． しかし，正常酸

素潅流においては，局所血流を調節し解剖学的な構造

に基づく血流の局所的なアンバランスを是正するよう

に冠血管トーヌスが働く． したがって，この場合は低

酸素潅流下および再潅流時の島状の不均ーな NADH

蛍光パターンが現れなかったものと考えられた．

局所血流は心筋代謝機能の規定に関与する重要な一

因と考えられるが，その寄与度は十分高いとはいえず，

他の因子の関与が示唆される．まずその因子の一つと

して心筋酸素消費の局所的不均一性が13,14)があげられ

る．すなわち局所血流が相対的に高くとも酸素需要が

それを上回る領域，あるいは低血流域でも酸素需要が

低い領域があり，これがネットとして見た血流と心筋

代謝との相関を低下させていると考えられる．また毛

細血管からミトコンドリアに至るまでの酸素供給過程

も心筋代謝機能に影響を及ぼす可能性がある． ミトコ

ンドリアヘの酸素供給は毛細血管から拡散，心筋ミオ

グロビンによる運搬によって行われる．毛細血管から

心筋細胞内に至るまでの酸素分圧較差の不均等に起因

する酸素拡散の違い15)やミトコンドリアの酸素貯蔵力や

運搬能の局所的な差異等も NADH蛍光イメージの不

均一性に寄与しうるものと推論された．このためにも

今後はポルフィリン燐光を用いた組織内酸素濃度イメー

ジングの解像度の向上と NADH蛍光および血流分布

との空間的比較解析が必要であると考えられる．
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