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論文内容の要旨

【目的】

肝組織の酸素分圧と代謝は密接に関係している。肝小葉内の門脈域および中心静脈域ではその酸素分圧に差異があ

ることがよく知られている O 酸素分圧は門脈域では中心静脈域より約 2 倍高いことが報告されており，しかも，門脈

域の酸素消費は中心静脈域より約 2 倍高いことも明らかになっている O この様に肝小葉内における酸素分圧の部位差

は肝細胞代謝レベルの指標となりうると考えられ，その実測値は肝小葉内における細胞機能の部位差を表現する時に，

重要な因子となると推測される O 種々の肝細胞障害の発生に肝小葉内での酸素分圧の不均ーが関与していることが推

察されている O しかし現在まで比較的大きなスポット(直径>50μm) で肝酸素分圧の実測が行われてきたが，

より微小な領域で、は未だ明らかにされていない。その原因は肝小葉内の微小領域 (20μm) における酸素分圧や肝

細胞の酸化還元レベルを計測する手法がなかったからであるO 本研究の目的は(1)肝実質細胞のミ卜コンドリア・チ

トクロームの反射スベクトル解析が可能な生体顕微分光分析装置を開発し， (2)肝小葉内の各微小部位の酸素分圧とチ

トクロームaa3酸化還元レベルの関係を検討することである。

【方法】

1)肝濯流

SD 系雄性飽食ラット(体重130-170 g) の肝を， in situ にて95%02 十 5 %C02 で飽和した Krebs-Henselei t 緩衝

液 (pH7 .4， 370C) を用い，開放系回路・定圧で門脈より濯流し，流量が 4 ml/min/ g liver となるように門脈圧を

設定したO 流入液及び流出液中の酸素濃度はガルパニ型酸素電極を用いて経時的に測定した。流入液中酸素濃度は緩

衝液を95%02+ 5 % C02及び95% N2 + 5 %C02 の混合比を変えて同時に bubbling することによって可変とした。

肝小葉内の門脈域及ひ守中心静脈域各々の局所類洞内酸素濃度は，各々流入及び流出液中酸素濃度に等しいとした。

2) 生体顕微分光分析装置によるチトクローム伺3酸化還元レベルの計測

20倍対物レンズを用いる顕微鏡の接眼部と分光器・高感度フォトンカウンターを 2 本のライトガイド(径400μm)

で直結した顕微分光分析装置を用い肝表面上の 2 つの微小スポット(径20μm) からの反射スペクトルを同時にコ

ンビュータで演算・記録した。 CCD カメラから得られた顕微鏡像上で肝小葉の構造(肝細胞索や類洞など)が明瞭

に観察され，肝小葉内門脈域・中心静脈域の同定を行い，測定部位の選択を行った。 95%02 十 5%C02 飽和緩衝液で

濯流した normOXla 時と，より hypoxia 時との差スペクトルを求め， 603-630nm での吸光度差ムOD603-630 からミ
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トコンドリア・チトクロームaむの酸化還元レベルを求めた。

【結果】

生体顕微分光分析装置を用いて，酸素或は窒素で飽和した緩衝液で瀧流した時肝表面任意の径20μm スポットから

得られた反射スペクトルの差スペクトルに還元型チトクローム C+Cl ， b, aa3 の吸光 peak が認められた。その吸光

peak は酸素分圧の低下と共に増大し，酸素濃度が O の時に最大となった。酸素で飽和した緩衝液から窒素で飽和し

た緩衝液に切り替えると門脈域と中心静脈域各々の20μm スポットの吸光度差OD603-630 は同時に 2 分以内に最大

となり， 持続し，ハイドロサルファイ卜を添加しても最大値の変化はなかった。 門脈域や中心静脈域で、の各々表面

20μm径のスポットでのチトクローム紛3 酸化還元レベルと酸素分圧との関係はそれぞれの局所類洞内酸素濃度と逆

S字状の関係を示し，チトクロームaa3 が50%還元される酸素濃度は門脈域より中心静脈域が低かった。酸素飽和緩

衝液で濯流した時に，門脈域や中心静脈域における流量とチトクローム aa3 酸化還元レベルの関係は流量 4 ml/min 

/ g liver 以上になると一定値であった。以上のように肝小葉内における一本の類洞に沿った門脈域から中心静脈域

への酸化還元レベルの勾配が認められたが，その勾配は各類洞ごとに不均一であった。

【総括】

生体顕微反射分光分析方法により濯流肝小葉内20μm スポットでの酸化還元レベルの部位差の計測ができた。肝

細胞内の酸素分圧は類洞に沿って門脈域から中心静脈域に向かい勾配があるが，その程度は各類洞間では不均一であっ

た。従来，種々の肝病変で肝細胞障害の好発部位は例えば中心静脈域であっても，必ずしも一様でなく小葉内でも微

小な部位により差があるとされてきたが，本研究により肝細胞内の微小部位について酸素分圧の面から解析が可能と

なった。

論文審査の結果の要旨

組織機能の mappmg をするために，チトクロームの酸化還元レベルの微小スポットでの測定は重要である。本研

究では顕微反射スペクトル分析装置を開発し，測定スポットを微小化し，反射スペクトルの解析を行った。ラット濯

流肝小葉内の20μm スポットでも還元型チトクローム C+Cl ， b, aa3 の吸光 peak が認められ，これらの peak は濯流液

中の酸素濃度の変化に応じて変化していた。門脈域や中心静脈域でのチトクローム aa3酸化還元レベルは肝小葉内の

酸素分圧の部位差をよく反映し門脈域から中心静脈域へ向かう還元レベルの上昇がみられた。各部位のチトクロー

ム aa3 酸化還元レベルとそれぞれの局所類洞内酸素濃度と密接な関係を示し，チトクローム aa3 が50%還元される酸素

濃度は門脈域より中心静脈域が低かった。一方，門脈域から中心静脈域へ向かう肝細胞索の酸化還元レベルの勾配に

は同一肝小葉内で、も類洞ごとに若干の差異があった。

本研究における顕微反射スペクトル分析装置による肝組織酸化還元レベルの研究は，二次元分布の研究及び肝病態

生理メカニズムの解析など貢献するところが多く 本論文は学位の授与に値すると考えられる。
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