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研究成果の概要

本科研費では、小動物に対する微小体積の血中放射能濃度測定システムの開発、及び無採血化のためのデータ処

理で必要となる小動物からの陽電子断層撮影画像 (PET)データに対する雑音削除アルゴリズムの開発を行った。

システム開発では、数 [µL]の血液に対して、血漿の分離、血漿及び全血の体積の測定、放射能の測定を行うため

のシステムを開発した。その結果製品として発売し得るレベルでの完成を見た。また、事後確率最大化規範に基

づいた雑音除去アルゴリズムを開発し、その実用性を示した。

In this study, the methods for radioactivity counting system for micro-liter ordered blood were investigated.

Also, the algorithm to omit arterial blood sampling was studied. For fully quantitative functional imaging

using positron emission tomography (PET), the radioactivity concentration in arterial blood is required, and

therefore, arterial blood sampling should be conducted. However, due to the small size in mice, the arterial

blood sampling is an issue for PET quantitative measurement. This study aimed to realize quantitative PET

functional imaging for mice, the system to measure radioactivity concentration in a few micro-liter arterial

blood and the algorithm fo reduce the noise in PET data derived from mice based on MAP estimation were

investigated.
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1. 研究開始当初の背景

マウスなどの小動物は、取り扱いが容易、遺伝子改変

や病態のモデルが利用可能、ライフサイクルが短いこと

から、医学生理学領域での実験に広く使用されている。

一方陽電子断層装置 (Positron Emission Tomography;

PET)を用いることで、神経受容体の濃度や代謝酵素の

活性といった生体機能を in vivo の下で画像として撮影

が可能であり、ヒトや大型動物に対する研究に活用され
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ている。

しかし PETによる定量撮影では、一般に対象組織に

運搬される放射性薬剤の量を得るために全血及び血漿中

の放射能濃度 ([Bq/µL])の測定が必要となる。そのため

には、採血、血漿分離、体積の測定、放射能の測定 ([Bq])

を実施しなければならない。しかしマウスではその体格

が小さいために、1回当りの採血量は数 [µL]に限定さ

れることから、マウスに対する血中放射能濃度の測定を

困難にしている。

また、一般に PET定量 PET撮影ではボーラス投与

によって放射性薬剤が投与されるが、小動物では投与後

の血中放射能濃度の変化が速いために、10秒程度の短

い間隔での採血が必要となる。

その結果、PETを使った定量解析で必要となる動脈

血液中の放射能濃度の測定は事実上不可能であり、この

ために小動物に対する PET定量撮影は用途が極めて限

定されているのが現状であった。

2. 研究の目的

そこで本研究では、以下の 2つのアプローチによって

小動物に対する PET定量撮影を実現するための手法の

開発を目的とした。

一方は数 µLの血液の血中放射能濃度を測定するため

のシステムの開発であり、他方はPETによって撮影され

た組織中の放射能濃度の経時変化 (組織放射能時間曲線;

tissue time activity curve; tTAC) から血液中の放射能

濃度の経時変化を推定するアルゴリズムの開発である。

3. 研究の方法

(1)微小体積血中放射能濃度測定システム

数 µL の血液を対象とし、採血、血漿分離、体積測

定、放射能量の測定を行うためのシステム、Microflu-

idic Mouse Blood Counting System (µFmPC)を開発

した。

µFmPCでは微小流体素子で使用されている精密微小

加工技術を活用し、以下の仕様の実現を図った。

1⃝ 採血の最短間隔 小動物では体格が小さいために、投

与直後の血中放射能の変化が速い。また PET機能画像

の撮影を正確に行うためには、血中放射能濃度曲線の

ピーク付近を正確に測定する必要がある。以上より、最

短で 10 [sec]間隔の採血が可能となるようシステムを構

成した。

2⃝ 最長測定時間 PETの撮影時間は一般的に 90 [min]

程度であることから、少なくとも 90 [min]の測定が可

能となるようシステムを構成した。特に µFmPC では

90 [min]の撮影後に血漿を分離するための遠心分離を実

施することから、凝血が発生しないように留意した。

3⃝ 最大測定点数 投与直後は採血を頻繁に行う必要があ

ることから、少なくとも 30点以上の測定が可能となる

ようにシステムを構成した。

4⃝ 血漿分離 数 µLの全血から血漿の分離が可能となる

ように、システム内で血漿分離が可能な構成とした。

5⃝ 体積測定 数 µLの全血及び血漿の体積を直接測定す

るようシステムを構成した。

6⃝ 放射能量の測定 血液試料の体積は数 µLであること

から、放射能量も微小となる。従って、微小放射能の測

定を考慮したシステム構成とした。

7⃝ 小型化 測定システムの採血部は動物直近に設置可能

となるように、十分な小型化を図った。

動物直近に採血部を設置することへの必要性は以下の

通り。小動物を対象とするために、消費する血液はでき

るだけ少ない方が好ましい。従って動物から血液を導出

するためのカテーテルは、短い方がカテーテル内に残留

する血液が少なくなり、出血量の低減に寄与する。

また血液がカテーテルを通過する過程でカテーテル内

に既に存在している血液と徐々に混合することで、放射

能時間曲線の波形に歪みが発生する、いわゆる disper-

sionが問題となる。一般に dispersionは時間曲線の “鈍

り”として観測されることから血中放射能濃度のピーク

付近の形状が歪む。Dispersionは、血流が速いほど、ま

た流路が短いほど影響は小さくなることから、カテーテ

ルによる流路の抵抗を小さくし、また流路を短くするた

めには、採血部を小さく造ることでシステムを動物直近

に設置し、短いカテーテルによって血液をシステムに導

く必要がある。

8⃝ システム 開発したシステムは、Fig. 1–(A) に示す

円盤状の採血部に血液を保存した後、その上で血漿分離

のための遠心分離を実施し、分離状況を市販のフラット

ベッドスキャナで撮影することで全血及び血漿の体積を、

またイメージングプレートを使って放射能量を測定する

ようになっている。

採血部はコンパクトディスクに似た寸法のアクリル樹

脂製の円盤であることからCD-Wellと呼ぶ。Fig. 1–(A)

に示すように、表面には血液を保持するための溝が 10◦

毎に合計 36本刻まれている。Fig. 1–(B)に溝の拡大図

を示す。溝には CD-Wellの中心寄りに血液を投下する

ための投下孔が設けられており、U字型の形状を描き、

他端に開口している。この開口部は、遠心分離の際に溝

内の空気の逃げ口となる。

血液投入孔及び流路の内壁面には親水性処理が施され

ている。また投入孔の断面は上に開いた擂鉢状となって

いる。従って血液を 1滴投入孔に落とすことで、血液は

自動的に溝の内部に進入する。
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Figure 1: CD-Wellとイメージングプレート

全ての採血が終了した後、CD-Wellを遠心分離器に装

着して回転させることで溝の内部で血漿を分離する。そ

の状況は Fig. 1–Bに示した。U字型の流路の突き当り

に比重の大きい血球が集まり、流路の中心側に血漿が分

布していることが分る。

市販のフラットベッドスキャナによってこの状況を画

像として取得し、画像上で血漿及び血球の境界を検出す

る。検出された境界線は図中の緑の矢印として示した。

中心から順に、血漿の先頭、血漿と血球側の終点、血球

の始点を示している。

溝は精密加工技術によって断面は幅 0.5 [mm]、深さ

0.2 [mm]の ±10%の精度の長方形となっていることか

ら、検出点を元に血漿及び全血の部分の長さを得ること

で、全血及び血漿の体積が測定できる。

続いて CD-Well をイメージングプレート上に置き、

10 [min]露光することで放射能に関するイメージングプ

レート上の画像 (Fig. 1–(C))が得られる。ここに先に検

出した血球・血漿の領域を重ねることで、血漿及び全血

の放射能量が得られる。図では、検出された領域が赤及

び黄色の領域として重ねて表示してある。

尚、流路のうち 3ないし数本にはイメージングプレー

トの値を放射能値の変換するための検量線の作成のため

に、既知の放射能濃度を持つ溶液を投入する。Fig. 1–(A)

の左下の 7本の、赤色のインクが入っている流路がこれ

に該当すし、Fig. 1–Cでは左上の 6本の溝がこれに該当

する。

Fig. 2に CD-Wellを使ったマウスからの採血の場景

を示す。動物用 PET装置のガントリー内に置いたマウ

スの下腿動脈に PE-10カテーテルを挿入し、ここから

動脈血を CD-Wellまで導き出している。右手で保持し

た鉗子でカテーテルを閉塞・開放することで、CD-Well

の血液投入口へ血液を投下する。CD-Well自身は小型に

設計されていることから、図のようにマウスの直近に設

置することが可能であり、従ってカテーテルは 15 [cm]

程度と十分短くすることができる。

(2)雑音除去アルゴリズム

小動物からの PETデータに対して、定量データ解析

や血液放射能濃度曲線を推定するアルゴリズムを実行す

る際には、小動物 PETデータに含まれる雑音の大きさ

が問題となる。小動物線用 PETでは撮影対象のサイズ

を考慮して画素の体積が 1ないし 2 [mm] の小体積とな

るように設定されていることから、画素に含まれる放射

能が少なくなり、その結果、PETデータの雑音が大き

くなる。

そこで本研究では、MAP推定に基づいたノイズ除去ア

ルゴリズムを提案した。MAP推定では、Bayesの定理に

よって事後確率 p(C|C̃)が先験確率 p(C)と尢度 p(C̃|C)

の積に比例することを利用する。ここで C, C̃ はそれぞ

れノイズを含まない真の PETデータ及び、雑音を含む

実測された PETデータを表わす。従って事後確率を最

大化するようなモデルパラメータを求めることで、モデ

ルパラメータに対する先験的な情報と、測定の状況を表

わす尢度とを共に最大とするような推定値を得ることが

できる。

PETでは、投与された薬剤の組織における動態はコ

ンパートメントモデルによって記述されることが知られ

ており、

C(t) =
K1

α2 − α1

{
(k3 + k4 − α1)e

−α1t

+ (α2 − k3 − k4)e
−α2t

}
⊗ CP(t) (1)

ここで

α1, α2
△
=

k2 + k3 + k4 ∓
√
(k2 + k3 + k4)2 − 4k2k4

2
(2)

である。C, CPはそれぞれ組織及び動脈血漿中での時間

放射能曲線であり、K1 ∼ k4は速度定数と呼ばれるモデ
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Figure 2: CD-Wellを用いたマウスからの採血の実際

ルパラメータである。従ってEqn. 1は、動脈血漿中の時

間放射能曲線と組織放射能曲線との関係を示している。

先験確率 p(C)としては、予め速度定数を先行研究か

ら取得し、その範囲内で一様分布すると仮定して想定

される速度定数の組を発生し、これと実測された CPを

Eqn. 1に代入することで、想定された組織放射能曲線

の組 {C}を得る。

続いて {C}を特徴量空間に投影した後、Gaussian核

を用いた Parzen推定によって、{C}の特徴量空間での
特徴点の密度として p(C)を求めた。

速度定数は放射性薬剤の生化学的な特性を反映したも

のであり、新規の PET製剤が公開された際に速度定数

の値の範囲が通常記されている。そこで先験情報として

これを使用する。

尢度関数 p(C̃|C)の定義に当っては、PETデータに対

して知られているノイズモデル

p( ˜C(tj)|C(tj)) = N
(
C(tj), σ

2(tj)
)

(3)

σ = ν

√
eλtC(tj)

∆j
(4)

を採用する。ここで νはノイズの大きさを規定するパラ

メータであり、提案アルゴリズムの中で推定される。λ

は使用する放射性同位元素の崩壊係数、∆j は j 番目の

PET撮影における撮影時間である。

アルゴリズムは以下の通り。

(1) 先験確率 p(C)を求める。

(2) ν の初期値として 5を与える。

(3) 現在の νを用いて、尢度関数 p(C|C̃)を定義する。

(4) p(C)p(C|C̃) が最大となるような先験確率を定義

する Ĉ を求める。

(5) C̃ − Ĉ に基づいて ν を更新する。

(6) ν の変化が十分小さくない場合には (3)に戻る。

4. 研究の成果

(1)微小血中放射能濃度測定

小動物に対する採血を選定とした仕様を満たすシステ

ムを開発した。全血の血中放射能濃度を測定するシステ

ムは既に存在するが、µL程度の血液に対して、血漿及

び全血中の放射能濃度を測定するシステムは、本システ

ムが最初のものである。開発システムをマウス 5匹に対

する 18F-FDGを用いた測定に適用したところ、真の放

射能濃度に対して ±5%の精度で放射能濃度の測定が可

能となり、また投与直後の急峻な血中放射能濃度の変化

を良く捉えることができた。

平均出血量は、30回の採血に元で 287 [µL]となり、マ

ウスの全血の 10%以内に収まっている。また凝血による

トラブルは発生しなかった。

以上より、開発システムは性能的に実用に耐えうるも

のであると結論できる。

本システムを使用することによって、PET定量撮影

に不可欠である動脈血液中の放射能時間曲線が得られる

ことから、これまで不可能であったマウスに対するPET

定量撮影が可能となり、病態モデルや遺伝子改変モデル

を使った分子イメージング研究への寄与が期待できる。

今後は、採血の自動化を実現することで、より簡便か

つ着実な小動物定量測定システムシステムの実現を図る。

(2)雑音除去アルゴリズム

Fig. 3に、提案アルゴリズムによるノイズ除去の結果

を示す。左のグラフはシミュレーションによる結果であ

り、黒線で示した真の時間放射能曲線に対して実測相当
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Figure 3: ノイズ除去の結果

の雑音を重畳した破線の曲線を作成し、これに提案アル

ゴリズムをかけた結果が灰色の曲線となる。雑音は良く

除去されており、また真の時間放射能曲線と良く一致し

た結果が得られている。

σ1 受容体プローブである 11C-SA4503を用いて撮影

した臨床データに対して提案アルゴリズムを適用した結

果が (A)と (B)である。いずれも Logan plotを用いて、

神経受容体の濃度を反映する総分布体積の画像を計算し

たものである。(A)は雑音除去を行わなかった場合の画

像であり、PETデータの含まれる雑音のために神経受

容体濃度画像には雑音を含むものとなっており、また、

雑音による過小評価が現れいる。しかし雑音除去を行っ

た (B)では、画像中の雑音も良く抑制されており、また

過小評価も改善されている。

以上より、提案アルゴリズムは雑音除去に対して十分

な性能を持つと考えられる。今後は、既存の採血省略ア

ルゴリズムを適用することで、小動物に対する動脈採血

省略の可能性を検討する必要がある。
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