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1はじめに

血管系の分岐構造についてフラクタル構造を有することがさまざまな調査研究から報告されてき

た [1]。そして、 その生体的な意義、 合目的性すなわち自然環境において数理的、物理的に生きるの

に適した性質という観点から定量性を導入し、形態と機能の関係についての研究がなされてきた [1]。

たとえば、 Murray [2] は、 図 1(a) のような長さ L、半径 $r$ の血管に流量 $f$の血流を流すのに必要

な機械的エネルギー $E_{1}$

$E_{1}= \Delta p\cdot f=\frac{8\eta L}{\pi^{4}}f^{2}$
(1)

ただし、 $\Delta p$は差圧、 $\eta$ :血液の粘性係数、そして血管内の血液を維持するのに必要なエネルギー $E_{2}$

$E_{2}=b\cdot V=b\pi(r^{\wedge}\neg L\rangle^{\gamma}$ (2)

ただし、 $b$ は単位体積の血液維持に必要なエネルギー、 $y$ は血管内体積) を考え、 そのエネルギー和

$E=E_{1}+E_{2}$ (3)

を評価関数とし、形態の機能性を議論した。 ここで、血管の流域が占める体積がシンブルな管の体積

$V=\pi r^{2}L$の代わりに $V\approx\pi(r^{2}L)^{\gamma}$ とおき、 フラクタル構造をとっている場合にまで拡張している。 こ

うして、 $E$ を最小にする条件を最適と考えた。 つまり

$\frac{\partial E}{\partial r}=-\frac{32\eta L}{\pi^{5}\prime}f^{2}+2\phi m’L\underline{?}\gamma-1\gamma=0$
(4)

から、

$f\approx\sqrt{f_{16\eta}^{fb}}\cdot L^{(\gamma-1)/2}\cdot r^{\gamma+2}$

(5)

が得られる。 式 (5) を $f$ と $r$ の関係式としてみると、 $f\propto r^{r+2}$を表している $(_{\gamma*1}$のとき、 つまり、

血管体積 $V=\pi r^{2}L$ とすると、 $f\propto r^{3}$ となる)
。

一方で、 血管が分岐する場合の形状パラメータについて考える。 たとえば、 図 1(b) のように、 も
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との愈管の流域が 2つに分劇される、つまり、元の血管の半径 $r_{0}$ , 流量 $f_{0}$ が各分枝半径 $r_{1},$ $r_{2}$ 流

量 $f_{1}$ , 五に分岐するとき、式 $(5\rangle の関係から f=k_{J_{i}’}^{j’+2} (i=0^{\sim}2, k:パラメータ )$ 、そして流量保存

$f_{0}rightarrow f_{\iota}$ や五という 2つの関係から、
$7_{0^{+2}}"\approx r_{1}^{r+2}+r_{2}^{\gamma+2}$

ノ

(6)

となる。実際に、 Suwa&Takahashi [3]やMarxdelbrot [4]が行ったいくっかの生体臓器における血管の分

岐の形態観察によると、 関係式 r0?r $=r_{1}^{\hslash}+r_{2}^{n}$における統計的 $Xi$ の推定値は $n=2.7$になり、 $n$
$=$ 3(モデル

式での $\gamma=1$に相当) より小さくなっていた。 上に述べた血管の形態が生体にとって最適な形になって

いるという観点からながめた数理モデルでは $f\propto r^{r*2}$が導かれたことから、 $\gamma$ が 7ということにな

り、モデルの仮定で述べた血管系の流域の広さと血管系そのものの体積との関係が非整次であるとい

うことを表している。すなわち、血管系のなす空間分布がフラクタル構造をなしていることを示して

いる。

図 1: (a). (b): 血管での流量等の関係図。 (C):肝小葉とその他の構造の配置図。$(c\rangle:(\})\rangle$ の灰色四角内を拡大した、 2次元ミクほ構造

配置図．異なる 2種の管く類洞と毛細胆管) が 3次元周期ネットワーク構造を作り鵡し，配置している．

本研究では、肝臓の最小単位である肝小葉内に張り巡らされる微細血管構造である肝類洞網と微

細外分泌系である毛細胆管網の分布についてフラクタル解析を行い、その結果をもとに甑液流量や形

態的意義とその維持機構について議論することを冒的にする。

肝小葉は、図 1(c) で模式的に示されるように概念的に六角柱構造をとる。その肝小葉の内部構造を

みてみると、 中心静脈 $($Cen廿$a\}\}:’eit)$ ,CV) とよばれる静脈を中心にして、 辺縁に肝動脈枝や膿管

や神経を含んだ懇駅域 $(P_{C)}rt_{\{}\prime a1\backslash -$ ein: Pyり を配置する。 この PVから $C$ に向かつて図 $1(d)$ のよ

うに群細胞が配置し、これに並行するように肝細胞に栄養分を供給する血管系である肝類洞、鮫

びに筋細胞から出された老廃物を排出する毛細胆管が配置している。このような立体配置を持っ

肝臓、特に本研究ではラット肝臓を用いて、肝小葉内の肝類洞網と毛細胆管網のフラクタル次元の

測定を行う。また、近年深刻な闇題になっている肥満やメタボリックシンドローム症候群に関連する

疾患モデルラットの肝臓についても同様の解析を行う。そして、管網のグラフ構造や肝類洞内の血液

の流量など得られているデータと比較検討し、肝類洞網と毛細胆管網の形態変化とその機能を議論す

る。
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2. 方法

2. 1 動物

業者 (清水実験材料) から購入した 6週齢雄のWistarラットを、 ランダムに 3匹ずつ、 下の 4グルー

プに分けた。 深刻な繊維化をともなう非アルコール性脂肪肝炎 (NASH) につながる病理兆候を示すこ

とが知られる高脂肪高コレステロール飼料 (High-fat/high cholesterol, (HFC) 食 ((株) フナバ

シファーム) )を 4週、 8週連続投与する $HFC4w,$ $HFC8w$群、 並びにそのコントロール SP 飼料食 ((株)

フナバシファーム) を 4週、 8週連続投与する $SP4w$ , SPSw群の 4つ。

2. 2観察

SPならびに HFC群のラットから肝臓を摘出し，$40\rho m$の厚みの凍結切片に、免疫染色を施し、 共焦点

顕微鏡 (Olympus FV1000 confocal microscope, Fluo View ver. 2. 00 software) で観察した。

取得した画像は、平面的に 1pixel が $0.5_{4l}m$ に相当するよう指定し、そして深さ方向に $0.5,u$ ず

つ像を取得するように設定した。色調補正ならびに、類洞画像に (詳細は略すが)反応拡散系による解

析手法を用いた画像補正を行い、各網分布の観察像に対して 3次元立体再構築像を取得した。その 3

次元立体再構築像の例が、 図 2(a) と (b) である。 それぞれ、 赤色は類洞を表し、緑色は毛細胆管を

示す。図を見ると，太さの異なる 3次元周期ネットワーク構造が互いに交わることなく，2種の管が

3次元空間上に張り巡らされていることがわかる。

図 2 ラットの肝臓ミクロ構造の観察像。 画像解析により 3次元再構成した肝小葉内の微細構造。緑:毛細胆管、赤:

肝類洞、 青:(ピックアップした)肝細胞．(a): HPC群と (b):正常ラットの肝臓片の観察像，(C):(b)の肝細胞周辺の拡大図。

2. 3 フラクタル次元

フラクタル解析に用いる画像は 640bytex640byte $(つまり x, y 方向それぞれに 320\mu m)$ の 2次元蛍光

画像を $z$方向 $0.5\mu m$ごとに取得し、 3次元再構成した像を用いて行った。 3次元再構成した像に対し

て、 それぞれボックスカウント法に従ってフラクタル次元を計算する。具体的には、以下の 1から 4

に従ってフラクタル次元を求めた。

1:探索領域を間隔 $a$ の立方格子で分割する。

2:図 3(c) のように構造物の含まれる格子の数 : $N(a)$ を数えるあげる。

3: $a$ の値をかえて $N(a)$ を計測し、 図 3 (d), (e) のように $N(a)$ と $a$の関係を両対数グラフに
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プロットする。

4: $N(a)\propto a^{-D}$ の関係が成立するならば、構造物はフラクタルであり、 その次元は $D$であると判定

する。

実際に図 3(a) と (b) に対して、 この方法に従って両対数プロットを行った図がそれぞれ図 3(d) と

(e)である。 それぞれ薩線と見なすことができる。 このため、 この直線のフィットした関数のべき数

からフラクタル次元$D=2.41$ならびに 2. 04をもつ図形と見なすことができる。

國 3 $(a)-(b):640$byte x $640$bvte x $80$byte の共焦点像から、 画像解析により 3次冗再構成した肝小葉内の微細構造。

毛細胆管 $:(a)$ , 類澗 $:(b)$。(c):3次禿ボックスカウント法でもちいる格子の概賂図。 (ci, e): (a), (b) の分布をボック

スカウント法を常いて針測した両対数プロット このべ $*$数からフラクタル次元を決定する。

3. 結果

3. 1再構成像からの構成成分比

それぞれの群における各 3個体について、それぞれ 1か所以上から凍結切片を作成し園 3 (a)や (b)

のような 3次元再構成図を作成し、 図 4のように肝類漏 (Sinusoid Vessel) に相当する赤色の領城、

ならびに毛細胆管 (Bile canaliculi $(C\rangle\rangle$ に相当する緑色の領域の占有体積率についてそれぞれ解析

した。 得られた結果をまとめたのが表 1である。 毛細胆管領域、類澗領域ともに、 $HFC4w,$ $HFC8w$ とと

もに時間がたつにつれて減ってくるのがわかる。若干ではあるが毛細胆管の減少率が低いようにも思

えるが、 もう少しサンプル数が必要かと思われる。
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Sinusold essel Volume $(vo/.)$ Bile Vessel(C) $vol_{i}$

$\underline{in9\acute{v}0\mathfrak{k}tissue}$vol. $\dot{\ovalbox{\tt\small REJECT}}n9i$ oftissue vol.

$HFC4w$ 10. $1\pm 2.S$ $2.46\underline{\perp}0.54$

$\bullet$ : Bile $canai_{1}\cdot cu|i(8)$

表 1図 4:表 1の計測成分模式図

3. 2フラクタル次元

前項と同様にそれぞれの群の各 3個体について、それぞれ 1か所以上ずつから得たサンプルを用い

て、 肝類洞網、 毛細胆管網のフラクタル次元を計測した。 結果をまとめたのが表 2である。 SP群と

比べ、 肝類洞の分布のフラクタル次元は変化が見られない。 が、 毛細胆管の分布では、 4週，8週と

時間がたつごとにフラクタル次元が低くっている。 実際、 (図 2(b) の細い管 (毛細胆管) は 3次元

ネットワーク状に複雑さに張り巡らされているが) $HFC4w$
、 HFC 8 $w$と高脂肪高コレステロール飼料を

与える時間が長くなるにつれて、図 2(a) の毛細胆管網のように頂線的な管が見られるようになる。

しかし、 図 2(a) の毛細胆管を詳細に見てみると、ネッ トワークをつなぎ張り巡らせようと、枝は伸

ばしているようである。

Fractal Dimensions (D) Fractal $D$ of Bile
of Si寡火 soid vessels ca寡 $a|ic$火$|$ivesse$|$s

鴬 FC $4w$ 2.$05\pm 0.13$ $2.26\pm 0.78$

鴬$FC8w$ 2.$01\pm 0.11$ $2.19\pm 0.17$

5憶 4禍 2.$11\pm 0.08$ $2.41\pm 0.05$

$S$癖 $8w$ $2.13\pm 0.10$ $240\pm 008$

表 2

4 まとめと議論

ラッ ト肝の微細肝類洞および毛細胆管網 3次元構造がフラクタル構造をなしていることがわかっ

た。また、脂肪肝ラットの肝小葉内ネットワーク構造変化の解析もあわせておこなった。疾患により、

肝細胞が脂肪を取り込み、肝細胞自身が大きく膨らみ、その変化に合わせて肝類洞ネットワーク構造

も形態変化するようで、類洞網の複雑さを表すフラクタル次元の変化は見られなかった。 この結果は

ヒトの肝細胞癌における類洞フラクタル次元の変化の調査結果 [1] (フラクタル次元 $D=2.18\pm 0.03$

と $2.20\pm 0.07)$ とほぼ一致している。 しかし一方で、 毛細胆管網の変化をみてみると、 フラクタル

次元が減少することから、ネットワークの直線性が強まるようだ。 しかし、 図 2(a) を詳細に見てみる

と、疾患前のように複雑な 3次元ネットワークを張り巡らせようと、いろんな場所から多数枝を伸ば
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しているのがみられる。 これらのことから、群細胞が膨張し、伸ばした枝が、他の枝とっながること

を阻止し、 つながれないような状況が作られているようである。

実際に、図 5のように毛細胆管ネットワークの辺と端点の情報を抽出したグラフ構造の記述を行い、

形態の解析を行った。表 3のように $r$端点の総数」 と「辺の総数」 の割合を計算すると、疾患が進む

につれて
‘

「端点の総数」 /「辺の総数」
“

で定義した 「端点の翻合」 が増えていくことが分かった

(表 3参照) 。これらのことから、毛細胆管の形態変形メカニズムは肝細胞の形態変化に完全に依存

するものではなく、何か別の物理的な仕組みも働いているのではないかと筆者らは考えている。

また、 一方で in vivoで肝類洞における流速の計捌を行っている。 まだ、 サンプル数が少ないため

嚇定はできないが、正常ラットと脂肪肝ラットの流量計測で、各 1偲体のそれぞれ 5地点の廠液流量

とその地点での肝類洞半径を計測し、 それらの値から式 (5) の $\gamma$ の値を推定した。すると、 それぞれ

正鴬ラットならびに脂肪屏ラットの $\gamma$ を推定すると $r=0.36\pm 0.07$ と $0.58\pm 0.05$ となった。 共焦点

像から計測したフラクタル次元は、 SP群と HFC群との違いは見られなかったのに対して、 流量から計

測した体積計算のための指数 $\gamma$ に違い生じている。 このことから、疾患における肝類洞は、肝細胞と

ともに形を変化させながらも、 しかしその血液流量などに無理な設計になっているため、肝細胞に十

分に酸素などの栄養分を運ぶことができなくなっているのではないかと筆者らは類推している。脂肪

解の症状として、いったんその症状を呈すると、なかなか正鴬肝に戻りにくいことが言われている $[7]_{0}$

もちろん詳細な原因解明は必要であるが、この肝類洞網の形態変化もその一因ではないかと類推する。

$\frac{(\# 1ine)/(\#ed_{9}e)}{HFC4w0.609\pm 0.008}$

$\overline{/}i_{-},$ $-$ $=\ldots\#\lambda^{*}$: $HFC8w$ $0.655\pm 0.013$

$\mathcal{F}\theta$

「
$*:\cdot:.a_{\delta/4}\backslash *\cdot$

$t\theta^{{\}}$

$k*e$ $SP4w$ $0.533\pm 0.029$

$k\neg$

$t_{\mathfrak{B}}$

$\theta \mathscr{B}_{\mathscr{C}^{\dot{\wedge}=}}\ovalbox{\tt\small REJECT}_{*x_{\alpha’}}^{:_{\wedge}^{r_{\bigwedge_{\backslash }}}\cdot\cdot\ovalbox{\tt\smallREJECT}’}\tilde{\ovalbox{\tt\small REJECT}}_{\mathscr{P}_{\backslash .\ }^{*}}..\cdot.\backslash \varphi R.*l.\kappa\backslash \prime*.\cdot n_{\#}\prime\#^{*}\mathscr{C}\backslash \cdot.\cdot.\cdot\succ_{\backslash }e_{-}^{*}\backslash .\vee$

$*w_{\ovalbox{\tt\small REJECT}_{\dot{*}-}’}\theta^{\alpha^{:}}k.\approx P^{*}.g\ldots*$

$\frac{SP8w0.572\pm 0.01\’{o}}{表 3}$

$231\cdot J\xi$

$\wedge^{-\backslash _{\backslash }}>^{-\nu^{arrow\sim}}\ddot{k}^{\wedge^{\wedge^{\nearrow\nearrow}}}.\cdot\approx\grave{c}$

$*^{e}$

:協
$\ovalbox{\tt\small REJECT}_{\langle}^{k}\#\ k\ldots.\prime\ovalbox{\tt\small REJECT}’-\cdots\cdot\cdot,\backslash \alpha_{k^{*x^{\backslash }-}}.\cdot$ 図 5:毛細胆管の輝度値分布から、線構造強調解析、

$\int$’
$/\#$

$\theta\dot{r}^{*}$

$r^{\ovalbox{\tt\small REJECT}_{\alpha_{\wp}}}\#$

$\lambda\acute{}\hat{}\grave{}$点の抽出、 交点次数推定などの画像解析を行い、
2

$\prime$謎$\prime\backslash \backslash$

$\beta$ $arrow-arrow\bigvee_{-}s^{-\fbox{Error::0x0000}}\sim_{x_{\delta^{C}}}$
$\overline{フ c}3$次元像の辺と頂点を抽出し、頂点同士を連結

$*k$ $\sim a.\cdot$

$-5\dot{(\backslash }\backslash \searrow$ させ作製したグラフ構造。緑:辺、赤:頂点を示す。
$arrow\forall^{\dot{\wedge}}\lambda-\{$

$\overline{\sim/}S$磨�
$\backslash \backslash \prime,\overline{c}_{-\theta}^{v_{0^{!^{A\ovalbox{\tt\small REJECT} ゴ^{}arrow\sim}}}’}$ この画像例では、頂点数 :770 (固、 辺の本数 :

132本となった。

ところで、 昨年度の本研究集会の我々の紀要 [6]でも紹介したように、肝小葉内では CV付近に存在

する肝細胞と、PV付近に存在する肝細砲ではその機能や代謝が異なっていることが知られている。そ

こで、 図 1(c)や図 3(a), (b) のように肝小葉内の領域を PV付近から CV付近へと 3つの領域に分け、 そ

れぞれ PV付近を $zon\epsilon 1$ , CV付近を zone3, その中間を zone2と呼び、 それぞれの機能や形態の違いなど

が言われている [5] が、 実際の肝細胞の 3次元形態 $\backslash$の影響や管網の形態の違いについてはほとんど
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研究されていない。そこで、筆者らは (詳細は省略するが) 肝類洞網の zoneごとのフラクタル次元の

計測を進めている。まだサンプル数は不足してきつちりとしたことは言えないが、肝類洞分布のフラ

クタル次元は zoneごとに微妙に異なっているようだ。この数理的な裏付けとして zoneごとの血液の流

量計測や、 zoneごとの肝類洞分岐形態に関する指数 $n$ を計測し、 ローカルな特徴と肝小葉全体での

特徴の両面から形態とその数理的な形態特徴を捉えるようにしたい。そのため、共焦点画像から得ら

れる 3次元再構成肝類洞網をグラフ抽出し、類洞網分岐の端点を抽出し、この端点の位置の拘束条件

のもと、数理モデルから予測される最適血管 (肝類洞) の径によって構成される最適肝類洞網とラッ

トやマウスなどの肝小葉中のパターンとを比較し、数理モデルの妥当性を比較していきたい。 このよ

うなプロセスから、 6角柱構造をもつ肝小葉内の zoneごとの形態の物理的妥当性を議論し、複雑な管

網構造である類洞網の形態説明が何かしらできるのではと期待している。
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