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研究成果の概要（和文）：本課題では、組織レベルから生体画像におけるマクロレベルまで、解析法を含めて検
討するため、水分子のミクロオートラジオグラフィー法（miARG）を開発し、水動態の分子レベルでの解明に取
り組んだ。また、基礎的指標を画像解析に応用する取り組みとして、O-15水PET画像の画素単位での計算法を開
発した。miARGでは、ラットにトリチウム水を静脈内投与した後、脳内トリチウム水の細胞移行速度を理論的に
計算する方法を考案した。一方、O-15水PET画像の開発では、入力関数を２段階で補正する方法を取り入れるこ
とにより、局所入力関数の推定が精度高く可能となり、詳細な水の動態が解析可能となった。

研究成果の概要（英文）：A new molecular imaging method for evaluation of water flow in the brain was
 developed based on a new concept of a water channel, aquaporin 4 (AQP4). AQP4 is a subtype of 
aquaporin and is expressed in the podocyte of astrocyte at the blood brain barrier. O-15 labeled 
water is used for PET measurement of cerebral blood flow (CBF). Plasma water is also used for MRI 
imaging with the arterial spin labeling (ASL) method. These techniques are used based on an 
assumption that water molecules are transported into the brain by passive diffusion, but the concept
 of the water PET and ASL-MRI should be altered if the AQP4 or other channels are responsible for 
the water transport. This study aimed to confirm the water kinetics in the brain tissue, and apply 
it to the calculation of CBF imaging using PET or MRI. The technique of micro-autoradiography was 
applied to the microscopic observation using H-3 labeled water, and the concept was applied for 
precise CBF image calculation using PET.

研究分野：核医学

キーワード： 脳内水動態　ミクロオートラジオグラフィー　アクアポリン　コンパートメント解析　O-15ﾎﾟｼﾞﾄﾛﾝCT (
PET)　MRI-ASL
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

水分子をポジトロンで標識した水（H2
15O）

PET 画像は、脳血流量の描出法として 1980
年代から広く行われている。H2

15O-PET は通

常、トレーサー投与後 1-2 分程度の積算画像

を用い、血中放射線濃度の変化を計測し、脳

内カウントとの比較から血流量を算出し、評

価する。この際、従来の single compartment
解析法（Autoradiography：ARG 法等）と、血

管内放射能を分離する 1-tissue compartment
（1-TCM）解析法では、局所血流量の差異が

明らかであり、組織に拡散する水分子量を正

確に計測するには 1-TCM 解析法が必須であ

る。MRI における arterial spin labeling（ASL）
法でも同様に 2 通りの解析法で脳血流を描出

可能であるが、定量性を確保するためには、

1-TCM 解析法を確立する必要がある。一方細

胞レベルでは、1992 年のアクアポリン（AQP）
発見以降、従来受動拡散と考えられていた水

の生体膜通過が、膜タンパクによる選択的輸

送であることが明かとなった。しかし、水が

脳血液関門（BBB）をどの様に通過し、グリ

ア及び神経細胞にどう移行しているかを実

際に in vivo で検討した報告はない。AQP は、

脳内では主に BBB の一部を構成するアスト

ロサイトの一部（podocyte）に存在する AQP4
が水分子通過の役割を担っているとされて

おり、毎秒数十億個の水分子を通過させる機

能があるとされる。しかし、AQP4 を介した

外来性の水分子の挙動を画像化するために

は、顕微鏡による細胞レベルでの可視化が必

須となる。そこで本検討では、過去の画像解

析法を見直し、脳組織への水の移動を細胞レ

ベルで改めて解析し、水動態を明らかにした

上で脳画像に応用する方法を考案する。さら

に、視神経脊髄炎（NMO）など、AQP4 が関

係する疾患においては、水分子の動態解析が

病態の解明に繋がる可能性もある。 

２．研究の目的 

脳における水の動態を、AQP による選択的

輸送という物質的観点から解明し、AQP 機能

による恒常性の維持と、機能破綻による病的

状態の描出法等を、細胞レベルから生体画像

レベルまで、解析法を含めて検討する。従来

から用いられている PET, MRI の水動態画像

は、自由拡散を基本概念とした理論に基づく

ため、AQP 機能という新しい知見に基づく理

論の再構築が必要である。本研究課題では、

水分子のミクロオートラジオグラフィー法

（miARG）を確立し、水動態の基礎的指標を

確認した上で画像解析に応用する。 

３．研究の方法 

40 年以上に及ぶ脳核医学研究により、核医

学的脳血流測定法は既に成熟した計測法と

なっているが、水の移動が AQP 等の細胞チ

ャネルによる規則正しい分子移動であると

すると、従来の画像化モデルを根本的に見直

す必要性も考慮しなければならない。こうし

た流れを踏まえ、トリチウム水を用いた

miARG 実験で水分子動態を解明する（検討

１）。さらに、水分子を応用する臨床画像化

法である H2
15O PET や灌流 MRI（ASL）の定

量法を検証するため、「トレーサー到達時間

（delay time）」を計算に取り入れた 1-TCM 解

析による高精度 CBF 画像計算法を開発し、従

来法と比較する（検討２）。 

検討１：miARG 法の確立 

miARG 法は、細胞レベルで分子プローブの

集積を核医学的手法で高感度に描出する有

用な手法である。受容体やタンパク等をター

ゲットとしたリガンド型プローブの場合、特

異的な結合により集積部位＝物質存在部位

として、直接描出する形で特異的受容体・タ

ンパク等の局在を視覚的に確認できる。一方

本研究課題では、非特異的に細胞に供給され、

様々な生命現象に関与する水分子の脳内動

態を解析するため、水分子プローブの体内挙

動の描出・解析をミクロレベルで行う。 
トリチウム水（3H2O）による miARG を行

うことにより、グリア細胞内や神経細胞内で

の外来性の水分子の挙動を経時的に観察す

る。これにより血中の水がどの様に脳内に移

行し、利用されていくかが解析可能となる。

経静脈的に 3H2O 投与後、特に早期相の水分

子動態を詳細に解析し、初回循環で水分子が

どの程度脳内に移送されているのか解明す

る。本検討により、血中の水分子がどの様な

割合で脳内に取り込まれ、流入速度が低下す

る場合には神経活動にどの様な影響を及ぼ

すか等が解明できる。 
具体的には、mARG 実験では、ラット

（250-300g）に 37-74MBq のトリチウム水

（3H2O）を投与し、60-150 秒後に断頭し、脳

を取り出した。断頭前に 3H2O 投与 30-60 秒後

の時点で動脈から採血し、plasma 内放射能の

カウントに用いた。取り出した脳は直ちに凍

結し、-20℃で安定化した後に 20µm 厚の脳切

片にした。写真用乳剤に切片を浸し、3-4 週

後に現像固定した。miARG 用切片は、固定後

にヘマトキシリンで染色し、脳組織の構造と
3H2O の分布を確認するのに用いた。 



検討２：PET による in vivo 脳内水動態解析 

O-15 水 PET を用いた脳血流イメージング

や、MRI-ASL による脳血流イメージング等、

水を標識したマクロレベルの脳水動態解析

は臨床で実用化されている。これらの手法は、

脳の外部で標識された水分子がどのように

脳組織内へ拡散するかを画像的に捉える手

法であるが、解像度の限界により、毛細血管

や細動脈等の細い血管を区別したり、AQP を

介して組織に移動した水分子と、血管内に残

存する水分子との区別を正確に行うことは

できない。コンパートメント解析により、血

管成分と組織成分を分離、区別する方法も開

発されたが、理論的な血流・血液量画像とし

て利用されているに過ぎない。近年 MRI では、

拡散強調画像（DTI）の手法で、神経細胞内、

グリア細胞内外の水分布を画像化する手法

が開発され、神経走行の研究に利用され始め

ている。物質動態を解析する上で、水の流れ

とその分布の解明は重要であり、脳の in vivo
水動態解析が重要な要素となりうる。今後普

及が期待される PET/MRI 装置での脳機能画

像への応用も視野に入れながら、同時収集に

よる情報共有を前提に検討する。 

４．研究成果 

検討１：miARG 法の確立 

図１は静脈内投与後約 90 秒後にラットを
断頭し、mARG 処理を行った脳組織切片の顕
微鏡像で、脳内への 3H2O 分布を示す画像で
ある。矢印の毛細血管内に 3H2O の多くの集
積があり、投与 90 秒後という短い時間の間
でも、周囲脳組織内へも 3H2O が無数に拡散
している様子が捉えられている。これより短
い約 60 秒後の画像では、90 秒後に比べると
水分子の拡散が少ない（図２）。 

 miARG (x 10)  

 miARG(x 100) 
図１．投与後 90 秒の mARG 

この様に、経時的に 3H2O 分子の数を計測
することで、水分子の脳内拡散の速度が正確
に測定可能となると期待される。本研究では、
各時間毎に数枚の脳切片で検討したが、さら
に時間単位を短くすることで、AGP4 の機能
やその他の分子チャネルと水拡散の関係な
どの推定に役立つと期待される。 

 miARG(x 100) 
図２．投与後 60 秒の mARG 

検討２：PET による in vivo 脳内水動態解析 

H2
15O-PET 研究では、経時的収集画像デー

タから、画素毎の H2
15O 脳内動態を正確に計

算し、局所における正確な生体指標計測に用
いる方法を開発した。画素単位のパラメータ
計算には、35 スライスの脳画像で 8 時間以上
の処理時間を要するが、得られる生理指標の
精度は向上し、delay 画像という、従来の PET
では得ることができなかった新たな指標を
脳血管障害その他、脳神経疾患の病態解析に
応用することができた。 
①画素毎の delay(到達時間)補正による正確
な脳血流量測定法の開発（論文No.4） 

【目的】脳主幹動脈狭窄閉塞症患者において
は、血流低下や血管拡張、酸素代謝の変動等
の循環代謝指標が治療を選択する際に重要
である。従来 O-15 ガス PET による貧困灌流
の描出が、梗塞発症を予測する最も信頼性の
高い指標とされてきたが、近年は血管拡張負
荷による脳血流 SPECT 検査でも同様の評価
が可能であるとされ、国内でも大規模多施設
共同研究によりその有効性が実証された。本
研究では、O-15 水 PET による脳循環測定の
精度を高めるため、測定バイアスを軽減させ
る方法を考案し、脳血管障害患者の脳血流量
(CBF)や脳動脈血液量(V0)の値が従来法と比
べ改善するか検討した。 
【方法】対象は片側性脳主幹動脈狭窄・閉塞
症の患者 19 名（男性 18 名、平均年齢 68.8± 9.8
歳）である。全ての対象患者に対し MRI 検査
が行われ、病変部を確認した後に O-15 PET
検査が行われた。O-15 PET 検査では、通常の
O-15 標識水(H2

15O)、酸素(15O2)、一酸化炭素
(C15O)に加え、ダイアモックス負荷後の
H2

15O-PET を実施し、CBF、V0、脳血液量(CBV)、
脳酸素代謝量(CMRO2)および負荷後の脳血管
反応性(CVR)等の循環代謝指標を計測した。 

CBF 計算法には 1-TCM 解析による重み付
け積分法(WI 法)を用い、CBF 計算の際の放射
性薬剤到達遅延時間(delay)の計算を、画像の
スライス毎に推定するかピクセル毎に推定



するかで、CBF および V0 等の脳循環指標に
どの様な影響があるか評価した。ピクセル毎
に delay を推定する新たな方法では、
H2

15O-PET の経時的収集画像から内頸動脈
(ICA)における時間放射能曲線(TAC)を抽出
し、計算エラーを減少させた(図３)。 

 

 
図３．ICA での時間放射能曲線(TAC)抽出法（上）

と 1-TCM による WI 法の計算式（下） 

【結果】我々が提案した新たな方法により、
動脈入力関数をより精度高く推定すること
ができるとともに（図４）、ピクセル毎の到
達遅延時間を示す delay 画像の作成が可能と
なった（図５）。この新たな入力関数を用い
て CBF、V0 を計算したところ、CBF 値には
従来法との差異を認めなかったものの（正常
皮質：50.6±5.6 vs. 52.6±6.8 mL/min/100g）、V0
には両者の間に有意な差を認めた（正常皮
質：3.08±1.03 vs. 1.75±0.72, p < 0.05）。 

 
図４.各種 TAC: 動脈採血(赤), ICA-TAC (緑), 脳高

血流域(青)および低血流域(黒)。破線は fitting 後。 

ダイアモックス負荷後も同様に、CBF は差
を認めず、V0 のみ有意差が認められた（p < 
0.05）。いずれの方法でも、健側と患側の大脳
半球間に有意差を認め、計測の妥当性が示さ
れた。CBF 画像のピクセル毎の比較では、低
血流域で従来法が過大評価傾向にあるもの
の、正常域および高血流域では CBF 値の良好
な相関が得られた。一方、V0 画像の比較では、
従来法が全体的に過大評価していた（図５，
６）。 
 

＜脳血流量 CBF 画像＞ 

 
＜脳動脈血液量 V0画像＞ 

 
＜Delay (上段) & OEF (下段) 画像＞ 

 
図５．各種パラメータ画像：CBF および V0の計算

は上段が従来法、下段が画素毎に delay補正した新

法。CBF は両者に違いを認めないが、V0には大き

な差がある。Delay画像（上段）上、閉塞側の左半

球で遅延が認められ、酸素摂取率（OEF, 下段）で

も遅延延長部と一致した OEF 上昇が認められる。 

 
図６．脳基底核レベルにおける１スライスの画素

値の比較：V0 画像では、従来法（x 軸）が全体的

に過大評価している 
 
循環代謝指標間の相関では、delay 時間と

CVR、delay 時間と酸素摂取率(OEF)がそれぞ



れ有意な相関を認めた（p < 0.05）。また、局
所灌流圧(CPP)の指標として、CBF/V0 比を算
出すると、CPP 低下域では CBF 値が正の相関
を示し、CPP 正常域でほぼ一定となる脳血流
の自動調節機構（autoregulation）が観察され
た。 
【考察と結論】今回の検討で正確な delay 時
間補正は、CBF 値には大きな変化をもたらさ
ないものの、同時に得られる V0 値の大幅な
改善が得られることが明らかとなった。新た
な計算法は、この V0 の精度を高めるととも
に、脳内の delay 時間を表す delay map が計算
できる点でも優れており、臨床上有用な指標
になりうると考えられた。 

②ダイナミックPET画像による動脈入力関数
の推定と非侵襲的血流画像計算法の開発（論
文 No.5） 

【目的】PET の定量解析において、動脈採血
が必須であるが、侵襲的であるのと手技が煩
雑でエラーを来しやすいといった問題点が
ある。本検討では、経時的に撮像したダイナ
ミック PET 画像から動脈入力関数（AIF）を
推定し、非侵襲的に脳血流画像を計算する方
法（IDIF）を考案した。 
【方法と結果】対象は O-15 PET 検査を行っ
た片側性脳主幹動脈狭窄・閉塞症の患者 33
名（男性 16 名、平均年齢 46.3± 20.8 歳）であ
る。全ての対象患者に対し MRI 検査が行われ、
病変部を確認するとともに MRA で動脈の位
置を確認した。画像から AIF を推定するため
に、O-15 水投与後 40 秒間の平均画像から、
カウントの高い 30 pixel を抽出し、関心領域
（VOI）とした。MRA との重ね合わせで、こ
の VOI が内頸動脈（ICA）と一致しているこ
とを確認した後、ダイナミック画像から動脈
TAC を抽出した（IDIF）（図７）。 

 
図７．内頸動脈 TAC（上図カラー）と MRA の融

合画像および IDIF による TAC（グラフ） 

図７で見られるように、真の動脈血カウン
ト（ピンク）と画像由来の TAC（緑）との間
にはかなり大きな差があり、原因は主に血管
という小さな構造物による部分容積効果
（PVC）および、管構造を移動する流体特有
のなまり（dispersion）が原因である。両者を
同時に補正するため、double exponential を用
いた以下の補正式で、dispersion、PVC 等の補
正を同時に行った。 

 

 

 

患者 33 名のうち、片側性の閉塞性障害患
者は 15 名の閉塞のない内頸動脈で IDIF を求
め、それぞれの患者の AIF と IDIF の非線形
最小自乗法を用いた fitting により、上記数式
の係数 A および B を算出し、15 名分の平均
値を求めたところ、A = 3.5 ± 0.6、B = 3.0 ± 2.7
であった。この平均値を使い、残り 18 名分
も含め、全症例で IDIF による入力関数を推定
し、検討①と同じ方法で CBF、V0 画像を計算
した。AIF を用いた場合と IDIF を用いた場合
の代表的な画像は図８下段に示すとおりで、
CBF 画像にほとんど差異を認めなかったの
に対し、V0画像では AIF での計算の方が高め
の数値となる結果であった。図８に示した断
面における画素値の比較は図８上段に示す
とおりである。 

 
図８．AIF および IDIF による CBG, V0画像（下段）

と両者の差異（上段） 

ただし、患者 33 名の平均値では、CBF、V0
ともに AIF, IDIF の両者に有意な差は認めら
れなかった（Table 1）。 

 

【考察と結論】 
以上より、IDIF 法でも AIF を十分推定可能で
あり、H2

15O-PET 検査を動脈採血なしで非侵
襲的に行っても、定量値に影響がないことを
示すことができた。これらの方法は、本学で
新たに導入した PET/MRI装置でのH2

15O-PET
にも応用可能で、臨床での水画像研究がさら
に発展すると期待される。 
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