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    光 散 乱 を 用 い た 脳 の 光 診 断 の た め の 基 礎 研 究

―無酸素状態における脳ミトコンドリアと脳組織の光散乱変化―

学位論文内容の要旨

  脳は虚血などによる酸素不足に対して、極めて脆弱である。虚血に伴い、血管系の変化・

グリアとニューロンの体積変化・樹状突起の断片化・細胞内小器官の形態変化が起こるとされて

いる。このような形態変化を計測することは、病態の診断をする上で重要である。MRIやCT

は形態計測に対し、極めて有効である。しかしながら、大型であり救急治療室などで使用する

ことは困難である。よって、形態計測のための、より簡便な方法が求められる。近年、光の非

侵襲性を利用した光診断法が急速に発展しつっある。特に、近赤外領域の光は生体組織に

対して高い透過性をもっため、臨床への応用が進んでいる。中でも、ヘモグロビンの酸素化

度の変化に伴った吸収変化を利用し、循環系の酸素飽和度が測られている。一方、光散乱

は吸収変化の定量化を妨げる要因としてみられ、生体計測への応用は遅れた。しかし、光散

乱は組織の形態変化に対して感受性があり、また比較的簡素な機器で行う事が出来る。した

がって、光散乱を利用して脳組織の状態を計測し、病態を診断し得る可能性がある。現在、

酸素不足によって引き起こされる脳組織の構造変化と光散乱変化の関係付けはほとんど成さ

れていなぃ。

    光散乱を用いて臨床的に脳の状態変化をモニターする事を将来的な目標とし、本研究で

は、無酸素状態における単離脳ミトコンドリアの光散乱変化と構造変化(Chapter2）、無酸素状

態におけるラットの脳組織の光散乱変化(Chapter3）の測定を試みた。

    ミトコンドリアは2重膜から成り、サイズが可視―近赤外光の波長に等しいため、生体中での

光散乱の主要素の1っと考えられている。また、他の細胞内小器官よりもストレス下で顕著に

構造を変えるとされている。したがって、無酸素状態における脳ミトコンドリアの形態変化と光

散乱変化の測定を試みた。酸素不足は、細胞に対してイオンバランスの崩壊を招き、細胞自

身の体積変化をも引き起こす。よって、ミトコンドリア以外の構造変化を除外するために、ラット

の脳からミトコンドリアを単離し、実験を行った。ミトコンドリアの体積は、主にK゙ の出入りによっ

てコントロールされている。流入はK゙ /H゙ アンチポーターに、流出はATP依存性のK゙ チャンネ
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ルによって引き起こされる。それぞれ、Mg2＋、ATPによって阻害され、どちらの阻害因子も細胞

内に存在する。よって、より細胞内の条件に近付けるため、Mg2+、ATP存在下での実験も合わ

せて行った。ミトコンドリア溶液を無酸素状態にすることによって、光散乱が増加した。その際

のミトコンドリアの構造を透過型電子顕微鏡で観察すると、マトリックスが収縮していた。再び

酸素を与えると光散乱が減少し、マトリックスが伸張した。この現象は、Mg2十、ATP存在下でも

観察された。よって、細胞内においても、無酸素によって脳ミトコンドリアのマトリックスが収縮し、

光散乱が増加するであろう事が示唆された。

    さらに、無酸素状態におけるラットの脳組織の光散乱変化の測定を試みた。ヘモグロビン

による吸収変化を取り除くため、可視・近赤外領域に吸収のなぃ人工血液で血液置換したラッ

トを用いた。しかしながら、ヘモグロビンを除いた後も、無酸素時には可視―近赤外領域にチト

クローム類の吸収変化が現れる。したがって、無酸素時の光散乱変化を評価するため、数点

の正確な等吸収点を決定する必要があった。心筋のミトコンドリアは、1ミトコンドリア当りのチト

クローム類の濃度が高い。そのため、ミトコンドリアの形態変化に伴う光散乱変化に対し、チト

クローム類の吸収変化の割合が高い。よって、心筋のミトコンドリアの差スペクトルを解析し、正

確なチトクローム類の等吸収点を決定した。得られた等吸収点を用いて光散乱の変化を解析

した。さらに、脳組織の光散乱変化とチトクロームオキシダーゼ内のCuAの酸化還元挙動と比

較した。結果、血液置換したラットの呼吸酸素濃度を60％としたとき、CuAの還元と同時に光

散乱の減少が始まった。そして、CuAの還元過程と平行して光散乱の減少が続いた。CuA

の酸化還元挙動は細胞内の酸素濃度を反映し、吸光度変化は生体組織に対して高い透過性

を持つ近赤外領域にある。よって、CuAの酸化還元変化から細胞内の酸素濃度変化を非侵

襲的に計測する事が可能であり、臨床への応用も進んでいる。CuAの還元変化と脳組織の光

散乱変化の同時性は、酸素濃度低下によって直ちに脳組織の構造変化が惹起されること示し

ている。

  本研究において、無酸素状態に伴う単離脳ミトコンドリアと脳組織の光散乱変化が明らかに

された。無酸素状態によって、単離脳ミトコンドリアの光散乱は増加したが、ラットの脳組織で

は光散乱の減少のみが観察された。一方、無酸素によルラット海馬スライスの光散乱が減少し、

続いて増加することが近年Baharらによって報告された。したがって、“丸ごと”の脳組織では、

ミトコンドリアに由来する光散乱の変化は、覆い隠されているのかもしれなぃ。この点に関して

は、さらなる研究が必要である。本研究で得られた無酸素状態における脳ミトコンドリアと脳組

織の光散乱に関する知見は、将来、光散乱を利用した脳の非侵襲計測から得られる信号の解

釈に有用である。
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       The Basic Study for Optical Diagnosis of

        Brain Condition using Light Scattering

- Light Scattering Changes in Brain Mitochondria and Brain Tissue

                             during Anoxia -

    光 散 乱 を 用 い た 脳 の 光 診 断 の た め の 基 礎 研 究

一無酸素状態における脳ミトコンドリアと脳組織の光散乱変化―

  本論文は生体組織の形態変化を反映する光散乱を組織の診断に応用することを目

的として、動物レベル及ぴ細胞レベルで低酸素下を中心に解析した結果を報告してい

る。近年、光の非侵襲性を利用した光診断法が急速に発展しつっあり、特に、近赤外

領域の光は生体組織に対して高い透過性をもっため、臨床への応用が進んでいる。

中でも、ヘモグロビンの酸素化度の変化に伴った吸収変化を利用し、循環系の酸素飽

和度が測られている。一方、光散乱は吸収変化の定量化を妨げる要因としてみられ、

生体計測への応用は遅れた。しかし、光散乱は組織の形態変化に対して感受性があ

り、また比較的簡素な機器で行う事が出来る。したがって、光散乱を利用して脳組織

の状態を計測し、病態を診断し得る可能性があるが、酸素不足によって引き起こされる

脳 組 織 の 構造 変化 と光散 乱変 化の 関係 付けは ほと んど 成され てい ない 。

  光散乱を用いて臨床的に脳の状態変化をモニターする事を将来的な目標とし、本研

究では、無酸素状態における単離脳ミトコンドリアの光散乱変化と構造変化(Chapter2）、

無酸素状態におけるラットの脳組織の光散乱変化(Chapter3）の測定を述べている。

  ミトコンドリアは2重膜から成り、サイズが可視一近赤外光の波長に等しいため、生体中

での光散乱の主要素の1っと考えられている。また、他の細胞内小器官よりもストレス

下で顕著に構造を変えるとされている。したがって、無酸素状態における脳ミトコンドリ

アの形態変化と光散乱変化の測定を試みた。酸素不足は、細胞に対してイオンバラン

スの崩壊を招き、細胞自身の体積変化をも引き起こす。よって、ミトコンドリア以外の構



造変化を除外するために、ラットの脳からミトコンドリアを単離し、実験を行った。ミトコン

ドリアの体積は、主にK゙ の出入りによってコントロールされている。流入はK゙ /H゙ アン

チポーターに、流出はATP依存性のK゙ チャンネルによって引き起こされる。より細胞内

の条件に近付けるため、Mg2十、ATP存在下での実験も合わせて行った。ミトコンドリア

溶液を無酸素状態にすることによって、光散乱が増加した。その際のミトコンドリアの構

造を透過型電子顕微鏡で観察すると、マトリックスが収縮していた。再び酸素を与える

と光散乱が減少し、マトリックスが伸張した。

  次に、無酸素状態におけるラットの脳組織の光散乱変化の測定を試みた。ヘモグロ

ビンによる吸収変化を取り除くため、可視・近赤外領域に吸収のない人工血液で血液

置換したラットを用いた。その結果、ミトコンドリアのチトクローム酸化酵素成分である

CuAの還元変化と脳組織の光散乱変化の同時性は、酸素濃度低下によって直ちに脳

組織の構造変化が惹起されること示している。

  本研究において、無酸素状態に伴う単離脳ミトコンドリアと脳組織の光散乱変化が明

らかにされた。無酸素状態によって、単離脳ミトコンドリアの光散乱は増加したが、ラッ

トの脳組織では光散乱の減少のみが観察された。本研究で得られた無酸素状態にお

ける脳ミトコンドリアと脳組織の光散乱に関する知見は、光散乱を利用した脳の非侵襲

計測から得られる信号の解釈に有用である。

  以上の結果はミトコンドリアの無酸素時の光散乱変化に新しい知見を与えたものであ

り、北海道大学博士（理学）の学位を授与される資格があるものと認める。


