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研究成果の概要（和文）：生体内代謝物解析のためのCRDSに基づく14C分析法を開発した。光路長の変調による
ベースライン変動の抑制手法、吸着カラムを用いたCO2分離・濃縮などを開発し、14C定量分析を高感度化した。
それらの要素技術を用いて、高速液体クロマトグラフィーにて分画された試料中の14C分析を実証した。また、
体外からの代謝物分布測定を念頭に、14Cから放出されるβ粒子に起因する制動X線をイメージングするLa-GPSシ
ンチレーション画像検出器を開発した。3Hへの適用性を示して14Cと3Hの二重標識標識によるイメージングへの
展望を得るとともに、マウスに経口投与した14C標識化合物の体内位置のイメージングに成功した。

研究成果の概要（英文）：An analytical method of radiocarbon based on cavity ring-down spectroscopy 
was developed for metabolites analysis. Suppression of baseline fluctuations by modulating the 
optical path length and separation/concentration of sample gas (carbon dioxide) by adopting 
adsorption columns were developed to improve the sensitivity of C-14 quantitative analysis. Using 
those techniques, C-14 analysis in samples fractionated by high-performance liquid chromatography 
was demonstrated. In addition, a La-GPS scintillator-based imaging detector was developed for in 
vitro metabolite distribution measurements. Imaging of bremsstrahlung caused by β-particles emitted
 from C-14 as well as tritium was demonstrated by using the detector. In vivo imaging of a mouse to 
detect the X-rays from a 14C solution orally administered was successfully demonstrated.

研究分野：量子ビーム理工学

キーワード： 放射性炭素同位体　レーザー分光　同位体標識　代謝物分析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、生体内での物質動態を「定量的」に評価するためのレーザー吸収分光に基づく14C分析手法の高
感度化が実現できた。高速液体クロマトグラフィーと本14C分析法を組み合わせることで代謝物プロファイル測
定が実現できれば、創薬における薬物動態評価、生体内代謝メカニズムの解明や、さらに臨床現場にて応用され
れば個別化治療を実現するための診断手法となりうると期待される。また、β粒子に起因する制動X線イメージ
ングにより、体外からの14Cと3Hの分布を測定できる可能性が示された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

生体を構成する主要元素（酸素、炭素、水素、窒素）の同位体の中で、放射性炭素同位体 14C

は唯一の長半減期放射性核種（半減期：約 5730 年）である。炭素は環境・生物中に多数存在す
るため、環境学・地学・考古学・植物動態学・医学など様々な領域で 14C はトレーサーとして利
用されている。従来、14C の分析には、液体シンチレーションカウンティング法や加速器質量分
析法が用いられてきた。液体シンチレーションカウンティング法は、14C の壊変に起因した β 線
をテーブルトップサイズの装置で計数し 14C の定量を行うものであるため、14C 放射能が比較的
高い試料を測定する場合には簡便かつ迅速な分析が可能であるが、より微量な 14C 放射能を含む
試料を測定する場合には、試料の精製などの前処理が不可欠であり、宇宙線等に起因するバック
グラウンドよって検出限界が制限される。加速器質量分析法は 14C の天然同位体比（~ 10－12）を
超える高アバンダンス感度な分析が可能であるため、14C 年代測定のように極微量 14C の分析が
求められる場合に広く用いられている。一方で、複雑な前処理や大型の装置を必要とし、分析の
スループットも低く、14C 分析の幅広い応用のボトルネックとなっていた。 

 これに対し、超高感度なレーザー吸収分光法であるキャビティーリングダウン分光法（Cavity 

Ring-Down Spectroscopy: CRDS）を用いて 14C 分析を行う手法（14C-CRDS）は、高アバンダンス
感度・迅速測定・コンパクトな装置構成・高スループットなどを実現しうる革新的 14C 分析法で
ある。14C により生体内での物質動態を「定量的」に評価することが可能であるため、生体試料
に対する 14C-CRDSが確立すれば、創薬における薬物動態評価、生体内代謝メカニズムの解明や、
さらに臨床現場にて応用されれば個別化治療を実現するための診断手法となりうると期待され
る。このため、生体試料に対する CRDS に基づく 14C 分析法の確立が求められてきた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、生体試料を対象に、生体内代謝物解析のための CRDS に基づく 14C 分析法の開発
を目的とした。このために、ヒトホット試験および代謝物分析に向けた 14C-CRDS の高感度化と
代謝物分析法の開発、14C イメージング法および２重同位体標識薬剤の開発、を実施した。 

 

３．研究の方法 

本研究では、14C を定量するために、光共振器
を用いた超高感度なレーザー吸収分光法の一つ
である CRDS を用いた（図１参照）。CRDS では、
2 枚の高反射率ミラーで構築される光共振器内に
試料を封じ込めて分析を行う。光共振器の入射光
は周波数が共振条件に一致するときのみ多重反
射され、内部に蓄積される。この時、光の滞在時
間より十分に早く入射光を遮断すると透過光強
度の指数関数的減衰を観測でき、減衰信号から減
衰率: β を求めることで光吸収物質の数密度: N を
定量できる。14C を含む二酸化炭素（14CO2）には
中赤外領域における吸収線が存在しているため、
14CO2の吸収線に対し CRDS を用いて数密度（∝β）を測定し、微量 14C の定量分析を行う。 

特に、代謝物中の 14C 分析のために、高速液体クロマトグラフィーと CRDS システムをカップ
リングした分析法の開発を行った。高速液体クロマトグラフィー―14C-CRDS の概念図を図２に
示す。高速液体クロマトグラフィーに導入された試料は分離部を通過する際の時間差を利用し
て化合物（代謝物）ごとに分画され、順次試料導入部にて燃焼された後、CRDS で 14C 量が測定
される。 

 

図 2 高速液体クロマトグラフィー―14C-CRDS の概念図 

 

 

 

図 4 CO2濃縮にかかる時間の比較 



代謝イメージングのためには、投与した放射性核種標識化合物の生体内分布を測定する必要
があるが、ベータ線のみを放出する核種である 14C は、生体外部から放射線を測定する方法は無
く、in-vivo イメージングは不可能と考えられており、従来、14C は動物に投与後、切片を作成し
ベータ線感光材料などに密着させて分布を測定する必要があった。そこで、14C の放出するベー
タ線が物質中で低エネルギーの制動 X 線を発生することに着目し、制動 X 線の画像化が可能な
シンチレータを用いたイメージング装置の開発を行った。 

 

４．研究成果 

A. CRDS に基づく 14C 分析法の高感度化と代謝物分析法の開発 

 CRDS に基づく 14C 分析の感度を制限する一因で
ある CRDS で取得する吸収スペクトルにおけるバッ
クグラウンド変動を抑制する手法を検討した。CRDS

では、高反射率光共振器内での光の減衰率を測定す
ることで 14CO2 の分子数密度を定量するが、共振器
を構成する高反射面以外の光学素子（光学窓、レン
ズなど）表面での意図しない反射によっても、共鳴
が起こるため、見かけ上、減衰率がレーザーの波長
に対して周期的に変動する（エタロン効果）。このよ
うなバックグラウンドの変動は測定において系統的
な誤差となり、測定感度を制限する大きな要因であ
る。そこで、エタロン効果が起こる光路長を変調し
てエタロン効果の影響をキャンセルする手法を 14C-

CRDS システムに適用し、その有用性を評価した。他
のエタロン効果抑制法と組み合わせることで
CRDS スペクトルのバックグラウンド変動が抑制
できることを実証した（図 3）。 

代謝物の定量分析に向けて、高速液体クロマトグ
ラフィーの分画試料中の 14C を測定するには、少量
の試料での分析を実現することが求められるため、
炭素含有試料の燃焼酸化によって生成された CO2

のCRDSへの導入法の開発を行った。そこで、CRDS

ガスセル中の CO2 分圧を高めるために、液体窒素
トラップ、および、吸着カラムを用いた CO2分離・
濃縮について検討した。液体窒素トラップは、液体
窒素に浸した管中に試料ガスを流すことで CO2 を
固化し、減圧により夾雑成分を除去することで CO2

を分離濃縮する方法である。一方、吸着カラムを用
いた手法では、カラムに CO2分子を吸着させた後、減圧により夾雑ガスを取り除く。両手法とも
に加熱することで CO2 を脱離できる。両手法の性能を比較するために、総炭素量を一定に調整
したグルコース溶液を用いて、CRDS セルに導入される CO2分圧を測定した。図 4 に二種類の試
料導入システムで減圧時間を変えて測定した CO2 分圧の結果を示す。液体窒素トラップと比較
し、吸着カラムでは減圧時間 10 s で CO2分圧約 60%に到達
し、そのばらつきも約 1%と約 7 分の 1 に低減されることが
確認できた。また、分画試料中には、移動相の有機溶媒によ
り炭素が持ち込まれる。その影響を評価し、前処理・試料導
入部にて十分に低減できることが確認できた。 

これらの要素技術に基づき、スペクトルから算出した
14C/12C 比に全炭素量をかけ合わせることで 14C 量を評価し
た結果、導入 14C 量 3.4～340 mBq の領域で線形性を得るこ
とができ、不確かさ 5 %（導入 14C 量 3.4 mBq の場合）を達
成した。また、高速液体クロマトグラフィーにて分画された
試料を 14C-CRDS 装置に導入し、14C 分析を実証した。 

 CRDS に基づく 14C 分析法の感度をさらに向上させる手
法として、二酸化炭素の光吸収過程における飽和効果を利
用した飽和吸収 CRDS がある。そこで、飽和吸収 CRDS を
行う実験系を構築し、信号取得に成功した。しかし、当初の
装置では、飽和効果が低く、共振器内光強度を高める必要が
あることが明らかとなった。14C-CRDS 分析システムにて用
いられる光共振器の共鳴条件が数 kHz である一方で、光源
である量子カスケードレーザーの発振線幅は数 MHz であ
るため、量子カスケードレーザーの発振線幅を共鳴条件に
対して十分なレベルで狭帯域・安定化することで、CRDS 用
光共振器内の光子密度を高めることができる。そこで、外部共振器を構築し、それからの光を量
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図 3 光路長の変調による 
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図 4 CO2分離・濃縮による CRDS ガス 
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子カスケードレーザー素子に対して戻すことで線幅を狭帯域化する光フィードバック法の開発
を行った。これにより、量子カスケードレーザーの安定化・狭帯域化が実現でき（図 5）、飽和吸
収 CRDS 信号が改善された。また、14C の導入量と飽和吸収 CRDS による減衰率に比例関係があ
ることが確認できた。 

 

B. 14C イメージング法および２重同位体標識薬剤の開発 

 体外からの代謝物分布測定を念頭におき、14Cか
ら放出される β 粒子を用いたイメージング法を開
発した。開発した装置は 0.5 ㎜/1.0mm 厚の La-GPS

シンチレータを位置有感型光電子増倍管
（PSPMT）に光学系結合した構造で、平行穴コリ
メータを装着可能な構造とした（図 6）。開発した
装置の固有空間分解能(FWHM)は、14C の放出する
制動放射線に対してコリメータなしで約 1 ㎜、あ
りで約 2 mm であった。エネルギースペクトルは
平均エネルギーが約 30 keV のなだらかな分布が得ら
れた。この装置を用いて 14C 溶液からの制動放射線を
明瞭に画像化できた。また、マウスに経口投与した 14C

標識化合物の体内位置のイメージングする実験を行
った。図 7(a)に撮像中のマウスの光学画像を示す。開
発した La-GPS イメージング装置を用いて、コリメー
タありで 1 時間撮像したマウスの腹部に集積した 14C

から放出される制動 X 線の画像を図 7(b)示す。また
光学画像との融合画像を図 7(C)に示す。マウスの腹
部（胃）に集積した 14C を体外から明瞭に画像化する
ことができた。さらに、トリチウムから β 線に起因す
る制動 X 線イメージングも実現した。 

 本手法はトリチウムに対しても適用できる可能性
があるため、14C と 3H の標識によるイメージングに応用できる可能性を示した。これらを踏ま
えて、代謝イメージングのための炭素同位体標識薬剤の候補化合物としてメチオニンを用いる
こととし、細胞を用いた代謝物解析の基礎的検討を実施したが、実験的な検証には至らなかった。 

 

本研究で得られた成果は 14C 分析のみならず、CRDS の高感度化による微量同位体分子の分析
や 14C 以外の放射性核種を含む分子の検出にも応用できると考えられ、応用展開が期待される。 

 

図 6 La-GPS シンチレータを用いた 

制動 X線イメージングシステムの外観 

  (a)         (b)           (c) 

図 7 マウスに経口投与した 14C標識 

化合物の体内位置のイメージング 
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