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研究成果の概要（和文）：X-バンド(9 GHz)電子スピン共鳴(ESR)イメージング装置の改良を行い、皮膚ガンのメ
ラノーマに含まれるメラニンラジカルの検出と解析を行った。また、非侵襲計測に向けた新しい検出器の開発も
行い、皮膚に内在するメラニンラジカルの非侵襲計測の足掛かりを確立した。
　結果、高悪性度のメラノーマにフェオメラニン(ラジカル)の関与があることやイメジングの画像強度は病期と
共に強くなることを見出した。さらに、他のメラニンが関与する皮膚疾患では、疾患部位の黒さ度とESR強度に
良い相関関係があることを見出した。さらに、新たに試作した検出器の感度を格段に上げることで、フェオメラ
ニンラジカルがあると分かった。

研究成果の概要（英文）：We worked on improving the X-band (9 GHz) electron spin resonance (ESR) 
imaging to detect and analyze melanin radicals contained in melanoma, a skin cancer. We also 
developed a new detector for non-invasive measurement and established a foothold for non-invasive 
measurement of melanin radicals inherent in the skin diseases.
  As a result, we found that pheomelanin (radical) is involved in the malignant melanoma, and that 
the image intensity increases with the stage of the diseases. Furthermore, it was newly found that 
in other skin diseases in which melanin is involved, there is a good correlation between the degree 
of blackness of the skin disease and the ESR intensity. Moreover, this time, the sensitivity of the 
newly prototyped detector was significantly increased, and it was confirmed from the spectrum 
obtained by one sweep that there was a pheomelanin radical.

研究分野： 生物物理化学

キーワード： 皮膚疾患　生体計測　電子スピン共鳴　イメージング　皮膚科学

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
X-バンド(9 GHz)電子スピン共鳴(ESR)イメージング装置と試料を載せるタイプの検出器を新たに試作し、皮膚疾
患の非侵襲計測において以下の学術上の成果を上げた。
（１）高悪性度のメラノーマにフェオメラニン(ラジカル)の関与があることやイメージングの画像強度は病期と
共に強くなることを見出した。（２）他のメラニンが関与する皮膚疾患では、疾患部位の黒さ度とESR強度に良
い相関関係があることを見出した。（３）新たに試作した検出器の感度を格段に上げることで、フェオメラニン
ラジカルがあると分かった。

※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 

我々の体は、皮膚で覆われている。皮膚の最も外側の角層の成分は、脂質・セラミド・コレ
ステロールが約 85%である。1) 通常、皮膚角層に安定なラジカルはなく電子スピン共鳴(ESR あ
るいは電子常磁性共鳴、EPR)信号は観測されない。2-4) しかし、メラニン色素細胞から放出され
たメラニンが皮膚に現れ褐色や黒色を呈するようになるとそのメラニンのラジカルが ESR で観
測されるようになる。 

メラノーマはメラニンを含む悪性度の最も高い皮膚ガンである。メラノーマでは、メラニン
ラジカルが観測されることは知られている 5-10) が、どのメラニンの関与があるのか、また、他の
皮膚疾患でのメラニンラジカルの報告は見当たらない。 
 
２．研究の目的 

メラノーマに含まれるメラニンは、その生成過程でユーメラニンとフェオメラニンに分かれ
る。メラノーマ以外でも、メラニンを含む皮膚疾患がある。基底細胞癌(BCC)や脂漏性角化症(SK)
などでは、皮膚のメラニン由来の黒褐色を呈し、メラニンラジカルの ESR 信号が観測される。し
かし、メラニンラジカルと皮膚疾患（病期）の関係や ESR 強度と黒さ度、さらにはメラニンラジ
カルの分布に関しては、良く知られていない。そこで、我々は、通常の ESR 計測・ESR イメージ
ング・透過度などの測定を行い、メラノーマの病期とラジカルの関係やラジカルの画像解析 11-

17)、メラニンラジカルの種類、メラニン色素(皮膚の黒さ度)と ESR 信号の相関関係、メラノーマ
をはじめとする皮膚疾患を非侵襲に計測できる誘電体共振器(検出器)の開発についてこの数年
検討してきた。 
 
３．研究の方法 
（１）測定用試料 

測定用試料は、弘前大学医学部の倫理委員会の承認を得たのち、共同研究者から提供された。
パラフィン(ワックス)に埋め込まれたメラノーマ(悪性黒色腫、MM)は、弘前大学附属病院の臨床
検査後時間がたち不要になったサンプルのうち皮膚科診療での最近の症例から選択された。こ
れらの試料の細胞レベルでの検証(ステージ)は、臨床検査の結果をもとにしている。13) MM の対
象としては、パラフィンに埋め込まれた母斑(NP)を用いた。また、 メラノーマと同様に組織学
的検査に用いられたパラフィン中に埋め込まれた基底細胞ガン(BCC)や脂漏性角化症(SK)の試料
についても取り組んだ。14,15) 

通常の ESR 測定は、日本電子製の X-バンド ESR 装置を用いた。測定は、基本的に掃引幅 10 
mT、磁場変調幅 0.32 mT、マイクロ波出力 5 mW などとした。すべての測定試料に対し同一の測
定条件を用いた。また、ESR の測定は室温で行った。 
 
（２）ESR イメージング測定 

ESR イメージング装置は、市販の X-バンド(9 GHz) ESR 装置をイメージング計測可能な装置
に改良した。イメージングのデータは、市販の SpecMan4EPR ソフトウェアパッケージを用い勾配
を変えながら、データ取り込みと画像処理を行った。最大の勾配は、約 3.3 mT/cm で、得られた
等角度間隔の 16 コの投影データを使用し、ESR スペクトルを数値的に 2 回積分して吸収スペク
トルとした。13, 14)  

2 次元勾配ベクトルの模式図測定で得られたスペクトルデータは、最小データで画像が可能
な逆投影アルゴリズムを使用した特注のソフトを用い ESR 画像を再構成した。再構成の前に、各
投影は、測定されたゼロ勾配スペクトルを用いてデコンボリューションすることで、画像解像度
を改善するようにした。16) また、相補的にブルカー・バイオスピン社の X-バンドイメージング
用の Bruker E500 ELESYS システムも使用した。 
 
（３）透過度測定 

サンプルの光の透過度は、濃度計モデル 301 RS(富士フィルム株式会社)で測定した。17) 使
用した光源は、約 570 nm の緑色光で、サンプルサイズは約 0.2 mm(厚さ)とした。 緑色光の透
過を妨げるものがない場合、値がゼロになる。また、同じサンプルを透過度測定と ESR アッセイ
に使用した。 
 
（４） 誘電体共振器(検出器) 

生体試料を挿入することなく、試料を載せるタイプの皮膚検出器を考案し、試料や ESR 石英
管サイズに依存しない新測定方式とした。18-20) 検出法は、新たに誘電体(TiO2)を用いることでマ
イクロ波を試料(約 3 mm  4 mm  3 mm のサイズ)部分に集め、高い充填率となるようデザイ
ンした。 

EPR 研究センター(NH、USA)に Xバンド用の表面型誘電体共振器(サイズ約 34 mm×34 mm×73 
mm)の試作を依頼した。共振器は、検出信号を最大にするべく内部の高い充填率で設計された。



充填率は、水を含む組織などのバイオメディカル試料の研究にとって重要な因子である。検出感
度は、基本的に品質係数(Q)と充填率の積で表されるため、充填率を上げて測定セットアップ全
体の Q値を最適化することができる。共振器の Q値は、以前に報告された 580(無負荷)の値とし
た。誘電体共振器によって生成されるマイクロ波の磁場が共振器の検出面の近くに分布し、マイ
クロ波がよりサンプル深く浸透するよう考案した。 
 
４．研究成果 
（１）ESR 測定 

MM と NP はどちらも似たようなスペクトルが得られた(図 1)。しかし、MM ではスペクトルの
肩の部分に弱いながらもピークらしきものが見受けられる(図 1、A矢印)。このピーク間距離は
約 3.2 mT であることから、既報のフェオメラニンのラジカルと考えられた。21) また、色素のな
いサンプルでは、ESR 信号は得られなかった。13) 
 
（２）ESR イメージング 

ESR イメージングに用いた試料は、図 2に示してある。
標準物質として使用した 1,1-ジフェニル-2-ピクリルヒ
ドラジル(DPPH)は、毎回同じものを用いた。図 2 下段の
A, B, C に従い、メラノーマの病期が進行している順で
ある。病期は、臨床検査のデータをもとに決められてい
る。得られた ESR 画像から病期の進行とともに画像強度
や大きさが増していることが分かる。データ処理後に得
られる画像強度は、試料のラジカル濃度が高いものに対
する相対的な強度となるため標準物質として DPPH を、MM
のコントロールとして NPを用いた。標準物質 DPPH を用
いて得られた MM や NP の測定結果から試料の黒さ度が増
すにつれ、ESR 信号が増していくように見受けられた。
13） 皮膚のメラノーマ写真と ESR 画像の対比に関する報
告はあった 22）が、ヒト皮膚でメラノーマの黒さ度と ESR
信号や画像の強度との関係に関する報告は見当たらなか
った。さらに、我々は他の皮膚疾患と併せた詳細を次に
検討した。 
 
（３）他のメラニンを含む皮膚疾患 

他にメラニンが沈着する皮膚疾患として、BCCとSKに
ついても検討を行った。得られた ESR スペクトルを参考
まで図 3 に示してある。ESR と同じサンプルの黒さ度測
定については、透過度で行った。 
MM、NP、BCC、SK などの ESR 測定からサンプルの黒さが増す

につれ、ESR の信号強度が増すように思われた。次に、ESR の
信号強度と黒さ度について解析した。 

その結果、BCC と SK についての試料の黒さ度と ESR 信号の
強度には、良い相関関係があることが分かった。14, 15) さらに、
MM と NP の試料についての透過度と ESR 強度について検討し
た。その結果、NP と BCC と SK と NP については、良い直線性
が得られたが、MM についてはその直線性からずれることが分
かった。17） 

MM では透過度に対して ESR 強度が大きくなることが分か
った(図 4)。ESR 強度が大きくなる理由としては、先に議論し
た MM のスペクトルでは、フェオメラニンの信号が重なって出
ていることから、この寄与があると考えられた。13, 17) 
 従って、我々は新たに悪性度の高いメラノーマにフェオメ
ラニン(ラジカル)の関与があること、メラノーマの黒さ度と
ESR 強度が良い相関関係にあること、標準試料を用いた ESR イ
メージングで画像強度は病期とともに強くなることを示し
た。さらに、他の皮膚疾患でメラニンが関与する疾患では、皮
膚疾患の黒さ度と ESR 強度が良い相関関係にあることを新た
に見出した。 
 

  

 

(図 1) パラフィンに包埋された
(A) MM と(B) NP の ESR ベクトル 

 
(図 2) イメージングに用いたサ
ンプルと DPPH を用いた ESR 画像 

 
(図 3) BCC と SK サンプル
の代表的な ESR スペクトル 

 
(図 4)  MM(◆)、NP(■)、
BCC(○)、SK(●)サンプルの透過
度と ESR 強度のプロット 



次に、MMの強度が NP、BCC、SK などと大きく異なることから、ESR
画像について解析した。図 5に代表的な MMと NP の ESR 画像を示して
ある。MM では、サンプル全体に強い部分の分布し、また、NPのそれに
比べ広いことが分かる。現在、詳細な分布の統計的解析を行っている。
よって、MMに関する黒さ度データは、ESR 画像からも裏付けられた。 
 
 
 
（４）誘電体共振器(検出器) 

誘電体検出器の概要を図 6に示してある。この誘電体検出器の性能
は、標準物質である 4-ヒドロキシ-2,2,6,6-テトラメチルピペリジン-
1-オキシル(TEMPOL) 0.1 mM 水溶液、5～10 μL を 1.0 
mm(内径)ガラスキャピラリーで調べた。また、別の標準物
質である DPPH を用いても調べた。その結果、誘電体の検
出器は、市販の挿入タイプの検出よりもS/N比で約 1.7倍
劣る程度で十分に非侵襲検出と解析ができると分かっ
た。19, 20) この誘電体(載せるタイプ)検出器では、2015 年
に試作した表面型の検出器より格段に感度が上がった。
20, 23)  

この誘電体検出器を用いたメラノーマの測定(図 7)で
は、一回の掃引で得られたスペクトルから、悪性黒色腫で
強く出るスペクトルからフェオメラニンラジカルがある
と確認できた(図 8)。20) 従って、悪性黒色腫に内在するラジカル種を非侵襲に検出し解析する
ことができた。 

 
 
(図 7) 新たな誘電体
検出器を用いた試料
測定の概要 

 
(図 8) 3 つの異なる
MMから得られたスペ
クトル 

 
 最後に、検出器の感度はこれまでの表面検出器に比べ大幅に向上したが、スペクトルに分散成
分の寄与が無視できず、信号強度の減少をまねき、信号減少を補うことも考える必要がある。一
般に、共鳴が極限条件のとき、マイクロ波の吸収成分のみであるが、今回のように Q値が低くな
ると分散成分の寄与が増してくる。結果としては、Xバンド用 ESR 表面型誘電体共振器でバイオ
メディカル試料を非侵襲計測できるようになった。 
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