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蛍光スペクトラムによる不安定粥腫の診断

荒川　　宏，大鈴　文孝

血管内視鏡は血管の内腔をフルカラーで直接観察できる検査方法である．血管表面の壁不整とその色調という
情報が得られるが，内膜の下にある粥腫の情報が不十分である．血管内視鏡は数千本の光ファイバーで構成さ
れており，蛍光などの情報を収集するのに適している．血管壁にレーザー照射した後に発光される蛍光は組織
により異なるので，スペクトラム解析し，動脈硬化病変の性状診断と，線維性被膜の厚さの推定が可能か検討
した．血管構成成分であるコラーゲン，エラスチン，酸化LDLの蛍光スペクトラムを基に蛍光分析することで
動脈硬化病変を86％の精度で診断でき，また蛍光スペクトラムから求めたコラーゲンインデックスで線維性被
膜の厚さを予測できることがわかった．特に線維性被膜が200�m以下で有効であった（r=0.65，p<0.001）．し
たがって血管内視鏡に蛍光分析を加えることで，線維性被膜の薄い不安定粥腫の診断に役立つと考えられた．
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I．背　　景

　不安定粥腫の病理学的特徴として，線維性被膜が薄い，

脂質のコアが大きい，炎症細胞に富んでいるなどが挙げら

れる1-5）．これらに基づく所見を得るために，血管内超音波

や光干渉断層法（optical coherence tomography：OCT），

血管内温度変化測定，血管内視鏡を用いて研究されている．

不安定粥腫の早期発見・治療はその後に生じうる急性冠疾

患の予防につながる．

　血管内視鏡は血管内を観察する装置として，血管内の色

調で診断できるという点において優れている．赤色血栓は

色調が特異的であり他の病変との区別が容易である．プ

ラークは血管内の隆起性病変として観察されるが，色調は

白色から黄色までさまざまであり，同じ黄色でも微妙な違

いから不安定粥腫と定義されている．確かに心筋梗塞後に

観察される破裂した粥腫（ulcerated plaque）の多くは黄色

調であり，このような黄色調のプラークが急性冠疾患を起

こすと思われる．黄色の色調の違いから不安定粥腫の程度

を分ける試みがなされているが，しかし病理からみると黄

色であっても単なる肥厚した内膜の場合があり，石灰化し

た病変が黄色を呈していることすらある．色調だけで不安

定粥腫であるとの診断にはまだ検討の余地がある．

　血管内視鏡は表面の観察だけを行っており，深さ方向の

情報が欠落している．血管内視鏡を観察している時にはラ

イトガイドの光が強いため，組織から発せられている弱い

蛍光は情報から捨てられている．しかし物質，特にタンパ

ク質に光を当てるとその成分に特有の蛍光を発する6-11）．し

たがって組織の成分の違いにより蛍光が異なる．組織に光

を照射した場合，光はある程度の深さにまで到達するので，

蛍光は表面の成分だけではなく深さ方向に含まれている成

分の総和として表される12）．したがって蛍光スペクトラム

解析することで深さ方向の情報が得られる可能性がある．

今回の目的は蛍光スペクトラムを用いて線維性被膜の薄い

粥腫，つまり不安定粥腫の診断に応用可能か否かを検討す

ることである．

II．蛍光スペクトラムによる組織診断アルゴリズムの作成

1．対　象
　剖検例15例から得られた大腿動脈と冠動脈を用いて，動

脈硬化病変から蛍光スペクトラムを計測した．血管壁を長

軸方向に開いて内膜を露出させた．血管内膜面に光を照射

し，内膜面側から蛍光を計測した．蛍光スペクトラムを測

定した後，血管切片は組織学的検討に供した．標本はStary

分類13，14）に基づいてnormal（n=74），atheroma（Stary IV,

V, n=73），preatheroma（Stary III，n=10），ulcerated plaque

（Stary VI，n=29）に分けた．染色はHE，elastica-Masson

染色を行った．

2．方　法
　a．蛍光スペクトラム解析装置

　光学台の上にHeCdレーザー（波長325nm，出力10mW，

Omnichrome model 356XMS，Melles Griot）を乗せ，ビー

ムスプリッターを介して600�mのコアを有する石英ファイ

バーに導光した．ファイバー先端を生理的食塩水中に浸し

た組織に接触させ，組織からの蛍光は同じファイバーから

集光した．ファイバーで集光した蛍光はビームスプリッ

ターを介して分光器（model 1235，セイコーEG&G）に集
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められ，検出器（OMA III model 1422G，セイコーEG&G）

に展開させた．データは解析装置（OMA III，model 1463，

セイコーEG & G）を用いてスペクトラムで表し，パーソ

ナルコンピューターで統計ソフト（SPSS）を用いてスペク

トラム解析した．励起に用いたHeCdレーザーの光は分光

器に集光する前にフィルターで除外した．スペクトラム解

析に用いた波長の範囲は蛍光波長の解析に十分であると判

断した358～ 537nmを用いた．

　b．スペクトラム解析アルゴリズムの作成

　血管組織の成分中，normal arteryに多く含まれるエラス

チン，線維性被膜に多く含まれるコラーゲン，リピッドコ

アに多く含まれる酸化LDLを主成分と仮定し，各成分の蛍

光スペクトラムを記録した．エラスチン，コラーゲンは

Sigma Chemical社のものを使用し，酸化LDLはLDLを 5�

モルの硫酸銅で 3 時間インキュベートしたものを用いた．

血管組織からの蛍光スペクトラムはこの三者のスペクトラ

ムの総和で説明できると考え，重回帰分析を行った．得ら

れた蛍光スペクトラムを解析するにあたり，各成分の標準

偏回帰係数で各成分の成分比として表した．ただし標準偏

回帰係数が負の値を示した時は 0 として計算した．

3．結　果
　エラスチン，コラーゲン，酸化LDLの蛍光スペクトラム

を図 1 に示す．エラスチンは最も蛍光強度が強く，420と

440nmの 2 つのピークを有する350～ 700nmにわたる比

較的幅広いスペクトラムとして表される．コラーゲンはエ

ラスチンより若干弱いが390nmにピークを有する比較的強

い蛍光を発した．一方，酸化LDLは蛍光強度が弱く，赤色

のほうにシフトした幅広い蛍光スペクトラムとして観察さ

れた．各スペクトラムを比較するためにピークの蛍光強度

を合わせた後，解析に用いた．normal artery，atheroma，

ulcerated plaqueの蛍光スペクトラムを図 2 に示す． nor-

mal arteryはエラスチンと，atheromaはコラーゲンと，ul-

cerated plaqueは酸化LDLの蛍光スペクトラムとよく一致

した．図 3 に病理学的にnormal artery，preatheroma，

atheroma，ulcerated plaqueと診断した186部位の標準化

偏回帰係数をプロットした．normal arteryの標準化偏回帰

係数はエラスチン 0.69±0.30，コラーゲン 0.05±0.15，酸化

LDL 0.30±0.28，preatheromaの標準偏回帰係数はエラスチ

ン 0.23±0.24，コラーゲン 0.30±0.25，酸化LDL 0.75±0.20，

atheromaの標準偏回帰係数はエラスチン 0.24± 0.22，コ

ラーゲン 0.78±0.20，酸化LDL 0.19±0.18，ulcerated plaque

の標準偏回帰係数はエラスチン 0.06±0.13，コラーゲン

0.17±0.19，酸化LDL 0.89±0.14であった。normal arteryは

エラスチン，線維性被膜で被われたatheromaはコラーゲ

ン，ulcerated plaqueは酸化LDLがおもな構成成分である

ことがスペクトラムから判定できた．

　このエラスチン，コラーゲン，酸化LDLに基づく蛍光ス

ペクトラムからの組織診断は normal artery を 86.5％，

preatheromaを60％，atheromaを95.9％，ulcerated plaque

を69％の確率で診断でき，normal artery, atheroma, ulcer-

ated plaqueを93.2％で，preatheromaを含むと86％の正診

率で診断できた．

III．線維性被膜の厚さの推定

1．対　象
　リピッドコアを有する動脈硬化病変 8 個を選んで約 8mm

角の大きさにし，内膜面を露出させ凍結標本を作成した．

2．方　法
　Cold microtome（Cryostats，OT/FAS/MR，Bright社）

を用いて内膜側から10�mごとに中膜側へ薄切した．薄切

図 1　エラスチン，コラーゲン，酸化LDLの蛍光スペクトラム．
縦軸は蛍光強度の絶対値，横軸は波長を示す．

図 2　Normal artery（normal），atheroma，ulcerated plaque
（ulcer）の蛍光スペクトラム．
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ごとに標本表面から前述の蛍光解析装置を用いて蛍光スペ

クトラムを測定した．薄切した標本は病理学的に線維性被

膜か，リピッドコアか，中膜かを判定した．線維性被膜の

厚さは薄切した標本の枚数から求めた．染色はHE染色を

行い，必要に応じoil red O染色を行った．蛍光スペクトラ

ムからエラスチン，コラーゲン，酸化LDLの各成分の標準

偏回帰係数を求めた．

　線維性被膜の主成分はコラーゲンであるので，コラーゲ

ンの標準偏回帰係数をすべての標準偏回帰係数の総和で除

したものをコラーゲンインデックス（CI）として求め，コ

ラーゲンインデックスと線維性被膜の厚さの関係を求めた．

3．結　果
　動脈硬化病変を切除しながら蛍光スペクトラムを測定す

ると，線維性被膜の部位ではコラーゲンの標準偏回帰係数

が主成分を占めていた．しかし，リピッドコアに近づくに

従い酸化LDLの成分が増加し，病理学的にリピッドコアに

至ると急速にコラーゲンの標準偏回帰係数が減少し，酸化

LDLの標準偏回帰係数が主成分を占めるようになった．中

膜に近づくに従いエラスチンの標準偏回帰係数成分が増

加するが病理学的に中膜に達する前からエラスチンの標準

偏回帰係数が増加していた．コラーゲンインデックスと線

維性被膜厚との関係を図 4 に示す．コラーゲンインデック

スは線維性被膜の厚さが200�m以下になると急激に減少し

始めた．logarithmic curve estimation regressionを用いる

と線維性被膜とコラーゲンインデックスの間に比較的良い

相関が得られた（r=0.65，p<0.001）．

IV．考　　察

　今回の研究から，蛍光スペクトラムからnormal arteryは

エラスチンと，線維性被膜で覆われたatheromaはコラーゲ

ンと，ulcerated plaqueは酸化LDLのスペクトラムとほぼ

一致していることがわかった．そしてこれらの成分のスペ

クトラムを基に重回帰分析することでnormal artery，

preatheroma，atheroma，ulcerated plaque（リピッドコ

ア）を診断することができた．さらにコラーゲンインデッ

クスを利用して薄い線維性被膜の厚さを推定できることが

わかった．

　従来，蛍光分析を用いた動脈硬化診断ではnormal artery

の蛍光はエラスチンの蛍光と近似し，動脈硬化病変の蛍光

はコラーゲンで代表されるという報告が多くなされていた．

動脈硬化病変の診断のために蛍光スペクトラムを用いて各

種の解析が試みられてきた．しかし解析は経験に基づくも

のが多く6-11），動脈硬化を構成する成分から分析を試みたも

のは少なかった．

　酸化LDLが動脈硬化形成に重要な役割を果たすことは周

知のことである15，16）．また動脈硬化病変には乾燥重量で脂

質が少なくとも60％以上含まれている．Laiferら12）は脂質

の成分を無視しエラスチンとコラーゲンの蛍光スペクトラ

ムだけを用いた成分分析を試み，動脈硬化病変の診断に有

効であると報告した．われわれはリピッドコアの成分は酸

化LDLの蛍光スペクトラムで代表できることを見つけ，エ

ラスチン，コラーゲン，酸化LDLの 3 つのスペクトラム

から動脈硬化病変の中でも，preatheroma，atheroma，ul-

cerated plaqueと詳しく診断できることを見いだした．こ

れは酸化LDLの成分を分析に加えることでさらに精度の高

い蛍光診断ができた結果と考えられる．

　蛍光スペクトラムを解析することで線維性被膜の厚さが

推定できることを，われわれはこの検討の中で新たに見つ

けた．血管表面から紫外線を照射した場合，波長325nmの

紫外線は少なくとも50�mから200�m程度は動脈壁の中に

図 3　病変別標準化偏回帰係数
エラスチン，コラーゲン，酸化LDLの各標準化偏回帰係数を
normal artery （normal），preatheroma，atheroma，ulcerated
plaque（ulcer）別に表した．normal arteryは右下方（エラスチ
ン優位），atheroma は上方に広く分布し（コラーゲン優位），
ulcerated plaqueは左中央から下方付近に分布している（酸化
LDL優位）．

図 4　コラーゲンインデックスと線維性被膜厚の関係
線維性被膜の厚さが200�ｍ以下になるとコラーゲンインデック
スが急激に減少する．表示はmean±SEM．
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届く．したがって，この深さ部分での成分の比率を蛍光分

析で解析していることになる．線維性被膜が薄くなればコ

ラーゲンの含有量が少なくなり，線維性被膜の下にあるリ

ピッドコアの成分が増してくる．ある程度のリピッドコア

があれば中膜は線維性被膜から十分離れているので325nm

の紫外線は中膜まで到達しない．したがって大きなリピッ

ドコアがあれば中膜成分のエラスチンは蛍光スペクトラム

にほとんど反映されない．幸いなことに酸化LDLの蛍光よ

りコラーゲンの蛍光が十分に明るいため，線維性被膜のと

ころではコラーゲンの成分が優位となっている．線維性被

膜の厚さが薄くなると酸化LDLの成分が増加すると同時に

コラーゲンの成分比率が減少するので，コラーゲン成分の

割合と線維性被膜の厚さが直線的に比例してくる．この現

象は325nmの紫外線が到達する200�mの範囲で観察され

る．また当然，線維性被膜が200�m以上厚い場合はコラー

ゲンインデックスがプラトーに近づき，線維性被膜の厚さ

とは相関しなくなる結果であった．

　図 5 はpreatheromaの代表的な蛍光スペクトラムを示し

ている．preatheromaは線維性被膜が薄くその下に脂質を

含んでいる病変である．興味深いことに線維性被膜が薄い

ためコラーゲンの含有量が少なくコラーゲン特有の390nm

のピークを認めるが，基本的に酸化LDLの蛍光スペクトラ

ムのパターンが得られている．

　血管内視鏡は動脈硬化病変を観察するうえで優れたツー

ルではあるが，組織診断には限界がある．それを補ううえ

で蛍光分析を用いた解析が今後有効であろう．さらに不安

定粥腫の特徴として線維性被膜の薄いことに着目し，蛍光

スペクトラムを用いた成分分析を行うことで不安定粥腫の

診断に役立つと考えられる．
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図 5　Preatheromaの代表的な蛍光スペクトラムを示す．コラー
ゲン特有の390nmの蛍光ピークとその後に続く幅の広い酸化
LDLの蛍光スペクトラムが見られる．


