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研究成果の概要： 
本研究では心筋虚血再灌流障害慢性期の冠血管アポトーシスの発症する病期おいて、冠微小血

管の三次元構築が損壊されていく様相、血管構築の三次元空間的トポロジー、とりわけ冠細動
脈と冠細静脈の三次元的相互的位置関係についての研究を行った。正常ラット心においてその
イメージングを行うことができたが、心筋虚血再灌流障害のラットモデルの慢性期心臓のサン
プルを用いては同等のクオリティのイメージングを行うことは困難であった。 
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研究分野： 
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１．研究開始当初の背景 
心筋が虚血再灌流に曝されると冠循環微小
血管はアポトーシスに陥りその血管構築を
失う。今日まで虚血再灌流障害性冠循環アポ
トーシスに関する研究は１）冠毛細血管を観
察対象にした２）組織観察（免疫染色を含む）
がほとんどであった。最近我々の研究グルー
プは、虚血再灌流障害急性期に冠毛細血管が
特有の構築異常（全体がコルクスクリュー状
に萎縮）を生じることを三次元的観察によっ
て始めて明らかとし（Watanabe N, Toyota E 
et al.Circ J.2004;68(9):868）それが微小循環
血液レオロジーを破綻させる事を報告して

きた。しかし、虚血再灌流障害による慢性期
において毛細血管のみならず冠細動脈や冠
細静脈の三次元構築が破壊されていく様相
の詳細は不明である。１）冠細動脈と冠毛細
血管網は相互的に局所血流を制御しており
（Kuo et al.Circulation 1995;92(3):518）、
また２）冠毛細血管からのドレナージを行う
冠細静脈は、虚血再灌流障害の初期段階から
血流阻害機転（白血球/血小板の癒着・凝集・
血管閉塞）をきたす標的領域である事（Ritter 
et al.Am J Physiol 1997;273(3)H1154）から、
虚血再灌流障害では冠細動脈・細静脈におい
ても血流制御破綻に関わる病態の一因とし
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て、何らかの三次元構築異常を生じている可
能性が高い。しかしこの事は不明である。 
国内外で毛細血管と動静脈系とのリンケー
ジは研究されてきた。例えば、毛細血管を動
脈 系 と 静 脈 系 に 染 色 分 類 す る 手 法 や
（ Koyama, T et al.Jpn J Physiol 
1998;48(4):229）、動脈・静脈系各々への分化
関連蛋白：エフェリン（Wang et al.Cell 
1998;93(5):741）などの研究がある。ジェオ
メトリックな検討としては、組織切片中で細
動脈はαアクチンの組織免疫染色法によっ
て識別されているが、この方法論では観察範
囲の制約（例えば共焦点レーザー顕微鏡観察
では数百μm オーダー、免疫組織染色観察で
は数μm オーダーのみ）から、その様相を十
分な広がりを持つ立体空間的の中で観察評
価することが困難であった。すなわち細動脈
や細静脈にどのような立体構造異常が生じ
ているのか、それが心筋アポトーシス領域を
超えてどの範囲まで波及しているかなど、心
臓全体にわたって三次元広範囲で観察しな
ければ不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
心臓全体をサンプルサイズとして冠微小循
環全体の三次元構造を空間座標上にデジタ
ル変換して定量解析できるイメージング技
術とそれによる基礎研究は稀少である。この
ためには十分な空間分解能を有する三次元
撮像系を利用した特異な方法論が要求され
る。このニーズに答えた方法論が、我々が独
自開発した microCT を用いた撮像法(Toyota 
E et al. Circulation 2002;105(5):621）であっ
た。本申請研究ではこのオリジナルの方法論
をさらに発展させて、冠細動脈・冠細静脈・
心筋各々の構築要素を選択的に分離・抽出し
て三次元再構築する革新的な方法論を確立
するものである。得られる画像の CT 値で規
定してそれらをクリアーに分けるために、造
影剤の再調整と多重造影を工夫することが
本研究のユニークなポイントであった。本研
究によって各々の血管構成要素を識別した
アポトーシスの（三次元的）トポロジーの研
究のブレイクスルーとなることが期待され
た。 
今日まで冠微小血管アポトーシスの研究は
モレキュラーシーケンスが中心的であった
が、冠微小血管構築破綻の実際の様相は情報
が不足している。本申請研究で得られる結果
の三次元画像は世界初となる。新たな冠細動
静脈の空間形態的パラメータを導き、アポト
ーシスにおける重要性を明確にできれば、そ
のパラメータを用いた治療戦略の検討など、
医学・医療への貢献も大きいと考えた。虚血
性心筋症患者に対する再生医療の分野の研
究においても有効に応用される方法論とな
ることが期待された。 

 
３．研究の方法 
健常雄ウィスターラットを麻酔下（ケタ

ミン・キシラジン）に心臓を摘出し、ラン
ゲンドルフ灌流心筋保護下に、最大血管拡
張（アデノシン）と心筋収縮阻止（酸素化・
リドカイン）を行った。以下の加温造影剤
を冠循環に定圧注入し凝固させ、冷ホルマ
リン内で血管形状を維持したまま固定した。 

完 全 充 填 用 造 影 剤 （ Toyota E, 
Circulation2002;105(5):621）の再調整を行
った。主に１）硫酸バリウム（現在特注）
の粒子径として中央値 0.7μmと 15μmを
用意し、２）硫酸バリウムの濃度調整とし
て 0.1%から 60%まで各段階ごとに用意し、
これらを冠循環に充填する順列組み合わせ
により多重造影を行った。高 CT 値分画の
細動脈と、血管サイズ依存性の低 CT 値分
画（細静脈は鮮明であるが低 CT 値画像、
毛細血管は低い S/N 値分画）による微小血
管の分離・抽出を行った。最適なカットオ
フ値（ミニマムクロストークとなる閾値）、
最適な分離 CT ピーク値が得られる条件設
定を検出した。これを microCT で撮像した。
撮像条件を冠細動脈・冠細静脈・心筋など各
血管構成要素の CT ウィンドーを各々イメー
ジングしうる撮像条件の最適化を行った。 

病的心臓のサンプル作製は、麻酔科開胸下
に冠動閉塞用バルーンを植え込む慢性モデ
ルを作成した行った。この独自の方法論によ
り、意識下で冠動脈を閉塞後に開放すること
が可能な虚血再灌流心筋障害モデルを作成
することが可能であった。心エコー図法を用
いて、心不全が発症していることを確認した
後、その心臓を摘出して造影剤を冠循環に充
填固定する同様の方法論を用いた。 
 

４．研究成果 
正常心のラットにおいて、血管構成要素を

選択的に分離抽出、さらにオーバーレイする
三次元再構築イメージングが実現した。すな
わち、静脈系と動脈系を一つの心臓で同時に
撮像する事が可能となった。静脈系は 0.7μ
m の粒子をもつ造影剤によって充填され
ており、動脈系は 15μm の粒子径をもつ別
濃度の造影剤で充填されたことにより、
各々個別の CT 値を有するために、同時に
撮像し、個々の、あるいは overlay してイ
メージングする事が可能であった。 
一方、従来の目的であるアポトーシスをお

こす虚血心モデルにおいて、同様の充填でが
増化をこころみるも、分離することが困難で
あった。濃度の変化をつけたり、さまざまな
工夫を試みたが、十分な分離画像を得ること
が困難であった。 
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