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放射光 を 光 源 と した 軟 X 線顕微鏡 に よ る カ ビ臭産生 シ ア ノ バ ク テ

リア の 観 察
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2β
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姫路 日ノ 本短 大

　水道水源地 に お い て ，初 夏 か ら秋に か け て 大増殖 し ，水 道水 に 著 しい

異臭味障害を もた らす 糸状 の シ ア ノ パ ク テ リ ア がい る 。京 阪神 地 区の 重

要 な水 道 水源 地 で あ る 琵 琶湖 で も，1969 年に 南湖 〔琵 琶湖大橋 よ り南

側）で 初め て カ ビ臭が 感知 され て 以 降，毎年 の よ うに カ ビ臭が 発生 し て

い る。原 因生 物 ば ，浮 遊性 糸 状 シ ア ノ バ ク テ リア の P加 厂切 励 翩 醜 齠と

「司定 さ れ，臭気の 原因物質で あ る 2．メ チ ル イ ソ ボ ル ネ オ ー
ル 〔2−MIB 〕

を産 生す る緑色 の 株 （PTG 株）と産生 しない 茶色 の 株 （PTB 株） の 存在

も報告され た。我 々 は，立 命館 大学 SR セ ノ タ
ー

に 常設 され て い る 放射
光 を光源 とし た 軟 X 線顕微鏡で P．tenue の 詳 細 な観 察 を行 い ，こ れ らの

シ ア ノ バ ク テ リア は P．tenue とは 別 種 で あ る 卩亅
．
能性 をみ い だ した 。そ の

後，16S　rRNA 系統 解析 と透過 型電 子顕 微鏡 〔TEM ） 観察 に よ IJ，　 PTG
は Pseudanabaenafoetida 　nom 、　nud ，　 PTB は Pseudanabaena　limneticaで あ
る こ とが判 明 した （Y．　Nilyama　et　at．，　Fettea，16，　in　press．）。
　今同，軟 X 線顕 微鏡 の 特微 を，P．．foetidaとP．　iimneticaの 観察結果を

示 しなが ら紹介する と共 に ，現在すすめ て い る X 線マイ ク ロCT 観 察 の

結果 に つ い て報 告す る。
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心 筋 梗 塞 境 界 部 位 に お け るプ ル キ ン エ 線 維 の 機能障害
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【背景】プ ル キ ン エ 線維は 両 心 室の 心 内膜面 に 分布す る刺激伝 導 系 の 終末

組 織 で あ る。そ の 細胞 特性 か ら虚 血耐性 を有 し，心筋 梗塞 時 に は 心 内膜

面 lcza死 を免れ て 残存する こ と が 多い が ，虚血 に よ る 細胞機 能 障害 に よ

リ ヒ トで は致 死性 不整 脈 の 発生 に 関わ っ て い る可能性が ある。しか し そ
の 詳細 な機序は 不 明で ある e そ こ で マ ウ ス 心 筋梗塞モ デ ル を用 い て ，プ

ル キ ン エ線維 ・心 室筋組織の 興 奮伝導様式と プ ル キ ン エ 線維 の 細胞 レ ベ

ル の カ ル シ ウム （Ca2＋）動 態 を可 視化す る こ とに よ り，梗寒 心 に お け る

プ ル キ ン エ 線 維 の機 能 異常を解析し た ．
【方法 】雄 性 マ ウ ス （体重 20−30g）を ペ ン ト バ ル ビ タ

ー
ル で 全身 麻 酔 し

左冠動 脈 の 結 紮 に よ り梗塞 を作 成。結紮 3 日 後に 心 臓を 摘出後直ち に ラ

ン ゲ ノ ド ル フ 灌流 し Fluo −4　AM を負荷 した。左心 室後 壁 を 切開 して ，左

室心 内膜側組織 を展開 ・露出 し た ．梗塞病変 の 境界部位を同定 した後，
同部の 細胞 レ ベ ル の Ca2＋ 動 態 を高速 共 焦点 顕微 鏡下 （100 コ マ 〆秒 ） で

観 察 した e 観 察は心 房の 2H7 駆動下 に 行い ，冠動脈結紮を し ない コ ン ト

ロ ール 群 と比較 した、
【結 果 】 心 房駆 動 に よ り Ca2＋ ト ラ ン ジ ェ ン トは 心 基部か ら 心 尖部 に 向
か っ て 伝 播 したが ，梗 塞部 分 で は 伝 導は 消失 し，梗塞境 界部 で は 伝 導速

度 が低 トした 。さ らに 細胞 レ ベ ル の 観察で は ，梗塞境界部の プ ル キ ン エ

線 維 に は Ca2＋ ト ラ ン ジ ェン ト が不均
一

化 した 細 胞 が多 くみ られ，そ の

振 幅 が
一
柏 毎 に 増減す る オ ル タ ナ ン ス 現象も多 く観察され た 。

【結 語｝発症 早期 の 梗 寒心 の 梗 寒境界部 で は プ ル キ ン エ 線維の Ca2＋ 動態
が不均

・
化 し刺激伝導が 抑制され る こ とが 明 らか に なった。こ の プ ル キ

ン エ線維 を含 む心 内膜 側 心筋 の Ca2＋動 態異 常は 梗塞心 の 不整脈発生 の
一

囚 と な る可能 性 が あ る 。
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ラ マ ン散乱 光 に よ る ラ ッ ト心 筋梗塞 の in・vivo 観察

原 田 義規 ，村西 菜苗 1，南川 丈夫 1，田中 秀央
1，高松 哲 郎

12

1
京都 府 医大 ・細胞 分子 機 能病 理学，2

京都府 医大 ・医学 フ ォ ト ニク z

　 ラ マン 散 乱光 は，入射 光 と振動 数 が異 な る微 弱 な散 乱光 で あ り，そ の

振 動数 の変 化 量 は 入 射 した 分子 の 分子 振動 tc依 存す る。従って ，分子 振

動 を 反 映 した ラ マ ン ス ペ ク ト ル を解析 す る こ とで ，試料 を構 成す る 分子

を推定 で きる。ま た ，光 源 と し て 可視光や 近赤外光 を 用 い る こ とが で き

る た め ，水 の 吸収 の 影響 を受 けに くく，生 きた 臓器 へ の 応用 も可 能 と な

る 。従って ，ラ マ ン 散乱 光 を 解析 す る こ とで ，非標 識 ・
非侵襲的 に 生 体

情報を 取得 で き る可 能性 が あ る。我 聖 は 以前 よ りラ マ ソ 散乱 光 に よ る 非

標識組織診断の 可能性を 探 る 目的で ，心 筋梗塞ラ ットか ら切 り出 した組

織切片 を用 い て 実験 を行 っ て きた Lz 〕。今 回我 々 は ，　 in・vivo に お け る 1E

常お よ び梗塞心 の ラ マ ン ス ペ ク ト ル の 特徴を 調べ る た め に ，ラ ット心 臓

組織を ラ マ ン 顕微鏡 で 染 色 せ ず に 観察 し た 。取 得 した ラ マ ン ス ペ ク ト ル

を部 分最小 二 乗 回 帰法 な ど に よ り解析す る こ と で，陳旧 性梗 塞巣 お よ び

非 梗塞 巣 を非標 識 で 加 聯 o 検知 可能 で あった 。す なわ ち，ラ マ ン ス ペ ク

ト ル は 心筋 梗 塞 に お け る組 織化 学的変 化 を 反 映 し て お り，1η 脚 o で 梗塞

心 を標識す る こ と な く評 価 す る こ とが 可能 で あ る こ とが 分 か った 。
1） Ogawa 　 M ，　 Harada　 Y，　 et α1、　 Biochem　Biophys　 Res　 Commun ．
2009；382：370−374，
2）Nishiki−Muranishi　N ，　Harada　Y，　et　al．　Anal 　Chem ．2el4；86；6903−6910．
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【目的】我 々 は こ れ まで に 正常 心筋 と陳 「口性 心筋 梗塞，及 び心 筋梗 塞修 復

期 の 心 筋 を Raman 分光 法 に よ っ て 無染色 で イ メ ージ ン グ，識 別 に 成功 し

た 。ま た ［ll常心 筋 の ス ペ ク ト ル が ミ ト コ ン ド リ ア （Mit） の チ ト ク ロ ム c

（CytC）〔750cm
−1

の band）で ある こ とを報告 した か ，機能す る whole 　heart
で は殆 ど検討 され て い ない 。本研 究 は Exvivo ラ ッ ト心 の 匸PC モ デ ル を

用 い ，CytC の酸化還元状態の Raman 分光法に よ る 評価を 試み た 。
【方法 】ラ ッ ト心 を摘 出 後 37℃ Tyrode液 で 灌 流，心 外膜 直下 心筋 の Raman
ス ペ ク ト ル を 測 定 し た 。コ ン ト 1コ　一ル （C 群 ） を 除 く 2 群 （単 純 虚 血

（SD ，1PC ：2 分 x3 回 ）で は 60分 後 に 全虚 血 とし 120分 間測 定 した 。梗

塞 範 囲 は 1％ TTC で 定 量 し た h 同 様 の 実 験 系 で TMRE を 用 い て Mit膜

電 位 を 経 時 的 に 測 走 し た 。ま た 虚 血 20 分後 Mit を 単離 し酸 索 消 費量 を

測 定 し ComplexIV の 活性 評 価 を行 な っ た 。
【結果

。
考 察】灌流 時 は Oxy 　Mb の R   an ス ペ ク ト ル が 観 察 され ，全 虚

血 直後 か ら 750。m
−1

の ス ペ ク ト ル が 顕著 とな り，経 時的 に 増 加 し た が単

純虚血 に 比して IPC で 一ヒ昇が 軽度 （P く0．05）で ，梗塞領域は 有意に 縮小

し た 〔P＜0，  5）。Mit 酸 素 消 費 量 SI に 比 し て IPC 群 で 保 た れ て い た

（Pく0．Ol）．全虚 血 45 分後 の Mit 蛍光 強度 （SI ： 16．6±1．8　vslPC ；24．4±0．7，
Pく 0．  S），開始 か ら蛍 光 消失 ま で の 時 間 （SI ：37．3± 1．O　vs　IPC ：43．5±0．5，
Pく0．OD と も 正PC 群 で 保 た れ て い た 。つ ま り IPC が 全 虚 血 後 の

ComplexIV 活性 を 保 つ こ とに よ り還元 型 CytC へ の 変化 を 軽減す る こ と

を Raman 分光 法 に よ り明 らか に した。
【結論】還元型 CytC が 主 成分で ある 750。 m

−i の ピ ーク の 変化は ，　 TMRE
に よ る蛍光 強度 変化 に 比 し よ b早 期 か ら観 察 され，虚血 心筋 を評 価 す る

上 で 有 用 で あ る 可能 性 があ る と考 え られ る 。
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