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研究成果の概要（和文）：　本研究では、低温麻酔を用いることでMR顕微鏡のin vivoイメージングによるメダ
カのヒト疾患モデルを経時的に可視化し、その病態を定量的に評価することに成功した。ヒト疾患モデルとして
は非アルコール性脂肪性肝疾患を作成し、その脂肪肝の状態を組織中の中性脂肪の量として定量的に評価した。
また、低温麻酔の最適化により、疾患モデルのメダカの生存率を1とすることに成功した。これらにより、病態
の解明や創薬研究に貢献できると考えられる。
　また、鉄沈着量や組織の酸素消費量を定量的に評価できる手法である定量的磁化率マッピングを高品質化する
新たな手法を見出し、その効果を実証した。

研究成果の概要（英文）：We developed in vivo magnetic resonance microscopy by combining hypothermic 
anesthesia and a 14.1 T MR microscope. Using a in vivo MR microscopy, we noninvasively evaluated the
 hepatic steatosis level of a non-alcoholic fatty liver disease model in medaka as the triglyceride 
fat concentration in liver tissue and followed the individual disease progression. Moreover, we 
optimized the hypothermic anesthesia procedure to obtain a recovery proportion of 1 in the 
experiment involving MR microscopy. The in vivo MR microscopy will expand the possibilities of a 
human disease model in fish.
In addition, we improved spatial resolution and quantitative accuracy of MRI quantitative 
susceptibility mapping using wider band dipole inversion. This leads to more quantitative evaluation
 of iron deposits and oxygen consumption in a brain tissue.

研究分野： MRI物理学

キーワード： 磁気共鳴映像法　非アルコール性脂肪性肝疾患　定量的磁化率マッピング
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１．研究開始当初の背景 
（1）MR顕微鏡の開発 
	
 我々は 14.1 Tの高磁場を用い、高分解能の
MRI である MR 顕微鏡の開発を行なってい
る。図 1に当時の装置の概要を示す。 

図 1	
 開発したMR顕微鏡：14.1 Tマグネッ
ト、傾斜磁場コイル、小型共鳴回路で構成さ
れている。 
 
	
 MR顕微鏡で用いている 14.1 Tは日本での
標準的臨床用 MRIにおける磁場 1.5  Tの約
10倍の高磁場である。さらに、MR顕微鏡で
は約 4 T/m の傾斜磁場強度（標準的臨床用
MRIでの強度の約 100倍）と小型共鳴回路を
組み合わせ、20 µmまでの空間解像度を達成
している。そして、死後直後のガン抑制遺伝
子 p53変異型のメダカと野生型メダカの MR
画像が大きく異なることを見出した（T. Ueno 
et al., 3rd BMEiCON Conf. Proc. 2010, 
201052）。図 2に MR 顕微鏡によって得られ
た化学固定したメダカの 3 次元画像（空間解
像度 40 µm）の 2次元断面像を示す。図 2で
は信号加算や造影剤の添加は行っていない。 

図 2	
 MR 顕微鏡で 3 次元撮像されたメダカ
の冠状断面像：化学固定されたメダカの眼球、
エラ、肝臓が確認できる。 
 
（2）メダカの低温麻酔 
	
 我々は MR顕微鏡を用いてメダカを生きた
まま撮像する（in vivoイメージング）ために、
メダカを低温で麻痺させる予備実験を行なっ
ていた。この予備実験では、1時間以上の間、
メダカの心拍を維持しながら、酸素を供給せ
ずに呼吸を停止させられることが分かった。
さらに、麻酔後に水温を上昇させることで、
通常の遊泳に戻ることがわかった。一方、麻
酔薬を使った麻痺では鰓の停止と心停止が同
時に起きて死んでしまう。この低温麻痺を用
いて、空気中においたメダカの in vivoイメー
ジング（スライス撮像）に成功している。 

 
（3）定量的磁化率マッピング 
	
 組織の状態を定量化するために、我々は組
織中の磁化率の分布を画像化する定量的磁化
率マッピング（QSM）のMR顕微鏡への適用
を行なっていた。ここで求められた磁化率は、
組織中の鉄含有量と相関が強く、組織の鉄沈
着を画像化することになる。我々は、QSMで
の測定された MRI の画像から組織の磁化率
を求める逆問題で、空間双極子場の働きのシ
ミュレーションを行ない、デジタルサンプリ
ングによる問題を見出した（M.	
 Murashima 
et al., Conf. Proc. IEEE Eng. Med. Biol. Soc. 
2013 Jul. 1049-1052）。 
 
（4）非アルコール性脂肪性肝疾患モデル 
	
 近年、肥満はガンを含む様々な病気の大き
なリスクファクターとして認識されてきてい
る。この肥満によって引き起こされる肝疾患
群は非アルコール性脂肪性肝疾患である。さ
らに進行する脂肪肝として非アルコール性脂
肪肝炎(NASH)があげられ、B 型肝炎や C 型
肝炎以外での肝硬変や肝臓ガンの主たる原因
となると考えられている。 
	
 2010 年にメダカの NASH モデルが作成さ
れた（T. Matsumoto et al., Disease Models & 
Mechanisms 3, 431-440 (2010)）。ここで、メ
ダカは雑食性であり、糖や脂質の代謝様式が
哺乳類に類似し、ヒト NASHの動物モデルと
して齧歯類よりも優れている。また、マウス
において、NASHから肝細胞ガンを起こすモ
デルが作成され、腸内細菌の代謝産物と発ガ
ンの関連が示唆されている（S. Yamamoto et 
al., Nature 499, 97-101 (2013)）。 
	
 酸素輸送に必須の鉄も、その過大な集積は
ガン化を引き起こす。最近の報告では、マウ
ス腹部への鉄ニトリロ三酢酸の投与で、腎細
胞ガンが高頻度に誘発されている（ S. 
Akatsuka et al., PLoS ONE 7, e43403 
(2012)）。 
 
２．研究の目的 
	
 上記の背景及びこれまでの研究経過をもと
に、メダカの非アルコール性脂肪性肝疾患モ
デルを作成し、MR 顕微鏡により、疾患モデ
ルを高解像度に 1 個体を経時的に定量的に可
視化することを目標とした。さらに、定量的
磁化率マッピングを高解像度化することで、
鉄沈着や静脈（オキシヘモグロビンの酸素が
使われた状態のデオキシヘモグロビンの含有
量が多く磁化率が変化する）を定量的に高分
解能で可視化し、最終的には MR顕微鏡に適
用することも目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）メダカの非アルコール性脂肪性肝疾患モ
デルの作成	
 
	
 遺伝的な揺らぎの少ない近交系の Kyoto	
 
Cab と呼ばれる野生型のメダカとガン抑制遺
伝子である p53 を変異させたメダカの 2 種類



を用いた。生後 12 週目から、高脂肪食餌を 1
日 3 回と通常食餌 1 日 1 回投与した群と通常
食餌を 1 日 2 回投与した群の 2 つの食餌群を
2種類のメダカに対して、それぞれ作成した。
高脂肪食餌の投与期間は 16 週間以上である。	
 
	
 高脂肪食餌の投与期間 6週間目、12 週間目、
16 週間目において、ヘマトキシン・エオジン
染色とアザン染色をそれぞれ施した近交系メ
ダカの肝臓組織切片を作成し、肝臓の状態を
評価した。	
 
	
 
（2）メダカの低温麻酔	
 
	
 低温麻酔のメカニズムを明らかにするため
に、野生型の近交系のメダカを用いて、メダ
カの鰓蓋運動数と水温の冷却速度の関係を調
べた。	
 
	
 平均 27 週齢のオスの近交系のメダカ、
Kyoto-Cab、18 尾に対し、3 種類の冷却速度（-
0.7、-0.2、-0.1℃/min）で飼育温度から麻酔
期 III（平衡能を失い、鰓蓋運動が停止した状
態）に移行させた。冷却中は流水による酸素
供給を行った。麻酔期 III に移行後は流水を
停止させた。10 分間の麻酔期 III の後に、メ
ダカを飼育温度の水に戻して、麻酔から回復
させた。冷却中のメダカをビデオ撮影し、ビ
デオ解析によって鰓蓋運動数を温度の関数と
して求めた。水温は熱電対によって計測した。
さらに 9 週齢の Kyoto-Cab に対しても同様の
実験を行った。さらに、透明メダカを用いて、
鰓蓋運動数と心拍数を低温麻酔終了後まで同
時に計測した。	
 
	
 
（3）MR 顕微鏡によるメダカの in	
 vivo イメ
ージング	
 
	
 作成した非アルコール性脂肪性肝疾患モデ
ルを用いて、MR 顕微鏡により in	
 vivo イメー
ジングを行った。3 つの 3 次元画像データを
傾斜磁場エコー法により取得した。3 つのデ
ータのエコー時間は1.15ms、1.309ms、1.467ms
に対応し、繰り返し時間は 125ms、画素の大き
さは 34	
 *	
 58	
 *	
 58	
 µm3を用いた。	
 
	
 MR顕微鏡のイメージングにおけるイメージ
ング終了後の生存率について、非アルコール
性脂肪性肝疾患モデル群（近交系から作成さ
れた群とガン抑制遺伝子が変異しているもの
から作成された群）とその対照群の 4 つの群
において、比較を行った。さらに、疾患群の生
存率を向上させるために、馴化過程を加えた。	
 
	
 非アルコール性脂肪性肝疾患モデルの脂肪
肝の状態を定量的に評価するために、得られ
た 3 つの 3 次元 MR 顕微鏡データから、MRI-
PDFF を求めた。ここで MRI-PDFF は、組織中の
トリグリセリドの量を示す指標であり、ヒト
の脂肪肝の非侵襲のイメージングによるバイ
オマーカーとして認識されている。また、3ポ
イントディクソン法と呼ばれる 3 つの異なる
エコー時間を用いた MR 画像を撮像する方法
によって、MRI-PDFF（トリグリセリドの量）を
求める基礎となる MR 画像をえるために、3つ
の 3 次元 MR 顕微鏡データを得ている。3ポイ

ントディクソン法によって得られた MR 画像
を、核磁気共鳴における化学シフトの違いを
用いて、1 画素ごとに独立に脂肪含有量と水
含有量に分離する手法により、脂肪画像と水
画像に再構成した。この 2 種類の画像から脂
肪割合（トリグリセリドの量）を求めた。	
 
	
 MRI-PDFF の値を高脂肪食餌の投与期間 6週
間目、12 週間目、16 週間目において、疾患群
と対照群で比較検討した。	
 
	
 
（4）定量的磁化率マッピングの高解像度化	
 
	
 定量的磁化率マッピングを計算する際に用
いる双極子磁場のデジタル化の影響を考察し
た結果から、広いバンド幅の双極子磁場を用
いることで、取得画像の解像度よりも高解像
度に磁化率マップを求める手法を提案した。
寒天を用いて作成した磁化率のファントム、
ヒトの脳の静脈の視認性において、提案手法
の効果を検証した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（1）メダカの非アルコール性脂肪性肝疾患モ
デルの作成	
 
	
 野生型のメダカにおける高脂肪食餌の投与
期間 6週間目、12 週間目、16 週間目での、肝
臓の組織切片のヘマトキシン・エオジン染色
とアザン染色を図 3に示す。	
 

図 3	
 野生型メダカの高脂肪食餌投与群と通
常食餌群の肝臓組織切片：左側２列がヘマト
キシン・エオジン染色（HE）と右側２列がアザ
ン染色（Azan）に対応する。また、高脂肪食餌
投与期間 6週間目（a）、12 週間目（b）、16 週
間目（c）が各行に対応している。高脂肪食餌
投与により、脂肪肝が形成されていくのがわ
かる。	
 
	
 
	
 高脂肪食餌投与群において、投与期間とと
もに脂肪肝が進展していくことがわかる。通
常食餌群の 6週間目の組織切片（a）において
も、軽度の脂肪肝が観測されたが、12 週間目
（b）、16 週間目（c）では、健康な状態に戻っ
ている。高脂肪食餌投与群の 12 週間目（b）
では、繊維化が多少観測されたが、16 週間目
（c）での個体では観測されなかった。また、
炎症はどの期間においてもあまり観測されな



かった。	
 
	
 この結果により、我々の方法を用いて、メ
ダカの非アルコール性脂肪性肝疾患モデルの
作成がなされたことがわかる。	
 
	
 
（2）メダカの低温麻酔	
 
	
 27週齢のメダカの鰓蓋運動数は冷却速度に
よらず、温度によく相関して変化していた。
さらに、鰓蓋運動数の温度依存性は、冷却速
度によらず高温領域と低温領域の 2 つに分か
れた。このとき、高温領域で求められた活性
化エネルギーは、冷却速度に依存していた。
さらに、冷却速度の違いによる高温領域の挙
動の違いが見られた。これらのことは、メダ
カの体温と水温の解離ということでは説明で
きず、鰓蓋運動の温度適応プロセスに複数の
プロセスが関与していることを示唆している。
このことは、9 週齢のメダカに対しても同様
であった。	
 
	
 透明なメダカを用いた鰓蓋運動と心拍を低
温麻酔終了後まで同時計測では、鰓蓋運動と
心拍の温度応答性の違いが明らかになり、そ
の違いが生存率に大きな寄与をすることがわ
かった。	
 
	
 
（3）MR 顕微鏡によるメダカの in	
 vivo イメ
ージング	
 
	
 作成した野生型のメダカの非アルコール性
脂肪性肝疾患モデルと対照群を、MR 顕微鏡に
より in	
 vivo イメージングを行った結果の MR
画像を図 4 に示す。	
 

図 4	
 非アルコール性脂肪性肝疾患モデルと対
照群の MR 顕微鏡 in	
 vivo イメージング画像：
左側が対照群、右側が疾患群に対応する。高
脂肪食餌投与期間 12 週目のメダカであり、1
肝臓、2 胆のう、3 浮き袋、4 消化管、5 脳組
織、6 腎臓、7 眼球が見て取れる。肝臓の見え
方が異なっている。	
 
	
 
	
 図 4 では、エコー時間は 1.15ms	
 の MR 顕微
鏡 3 次元画像の矢状断面図を示し、画素の大
きさは 34	
 *	
 34	
 *	
 34	
 µm3の等方画素に補間し
ている。肝臓のコントラストが疾患群と対照
群で異なっているのがわかる。	
 
	
 MR 顕微鏡の in	
 vivo イメージング後の生存
率を 4 つの群（野生型とガン抑制遺伝子変異
型、それぞれに高脂肪食餌を投与した群とそ
の対照群）での比較したものと、実験開始前
の 1 晩の馴化過程の有無による疾患モデルの
生存率の比較を図 5に示す。	
 
	
 図 5 から、疾患群は野生型の通常食餌群に
比べ、有意に生存率が低いことがわかった。
また、１晩の馴化過程を実験に組み込むこと
で、疾患群の生存率を有意に向上させ、1にす
ることができたことがわかる。これは、馴化	
 

図 5	
 MR 顕微鏡 in	
 vivo イメージングでの生
存率：左が疾患群と対照群の比較、右が馴化
過程の有無による比較である。野生型は疾患
群に対し、有意に生存率が高かった。疾患モ
デルでも、馴化過程により有意に生存率が向
上した。（***	
 P<0.0001、*	
 P<0.05）	
 
	
 
過程により、疾患モデルでも MR 顕微鏡 in	
 
vivoイメージング中の低代謝状態を維持しや
すくできたためだと考えられる。	
 
	
 3 ポイントディクソン法から得られた組織
中のトリグリセリドの量を示す指標である
MRI-PDFF 像を図 6 に示す。これは図 4と同じ
個体、同じ断面像である。	
 

図 6	
 MR 顕微鏡による疾患群と対照群の MRI-
PDFF 像：左側が高脂肪食餌投与期間 12 週目
のメダカの対照群、右側が疾患群に対応する。
肝臓の値が疾患群で大きくなっている。	
 
	
 
	
 肝臓での MRI-PDFF の値が非アルコール性
脂肪性肝疾患モデルで高くなっていることが
わかる。3 次元画像での体軸の中心付近の矢
状断面画像での肝臓の領域におけるMRI-PDFF
の平均値の高脂肪食餌期間での変動を図 7 に
示す。	
 

図 7	
 肝臓での MRI-PDFF の平均値の推移：高
脂肪食餌投与期間 12 週目と 16 週目で疾患群
が有意に高い値となっている。（*	
 P<0.05）	
 
	
 
図 7 は野生型のメダカでの疾患群と対照群の
比較であり、高脂肪食餌投与期間 12週目と 16
週目で、非アルコール性脂肪性肝疾患モデル
群が有意に高い値を示している。また、対照
群では、MRI-PDFF が低くなる傾向を示してい
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Figure 4. In vivo MR microscopy shows higher fat accumulation of the high-fat-diet group than of the 
control group. (a) The sample space of the MR microscope relative to the control Cab medaka at 12 weeks is 
shown (left: the control Cab medaka is inside of the sample space; right: the medaka is next to the transmitter 
coil and the sample space). Under the transmitter coil, the receiver coil is wound around the sample space. 
(b) The sagittal anatomical image of the control Cab medaka at 12 weeks shows the following internal organs: 
the liver (1); the gall bladder (2); the air bladder (3); the digestive tract (4); and the brain (5). (c) The sagittal 
anatomical image of the HFD Cab medaka at 12 weeks shows internal organs with different contrasts; the liver 
(1); the gall bladder (2); the air bladder (3); the digestive tract (4); the brain (5); the kidney (6); and the eye ball 
(7). (d) The MRI-PDFF map of the control Cab medaka at 12 weeks, which is at the same slice position as (b), 
shows relatively low intensity in the liver. (e) The MRI-PDFF map of the HFD Cab medaka at 12 weeks, which 
is at the same slice position as (c), shows higher intensity in the liver, particularly on the dorsal side. (f) At the 
feeding periods of 12 weeks and 16 weeks, the mean MRI-PDFFs of the livers of the HFD group are significantly 
higher than those of the control group (HFD Cab medaka: N12w =  3, N16w =  4; control Cab medaka: N12w =  6, 
N16w =  4; * P <  0.05). Here, two-sided Mann-Whitney tests were used. The data are presented as individual 
points superimposed by the mean ±  s.e.m. The MR microscopy images were bicubically interpolated to have an 
isovoxel (34 µ m).
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Figure 3. Adding an overnight acclimation period to the hypothermic anaesthesia procedure increases 
the recovery proportion of a medaka disease model in the MR microscopy experiment. (a) Typical water-
temperature change during the entire hypothermic anaesthesia procedure. (b) Typical changes in water 
temperature (red) and room temperature (blue) in the final acclimation. (c) Typical temperature changes of the 
MR microscope during the imaging time. The temperature was measured just outside of the medaka imaging 
space near the gradient coils. The sudden changes at the beginning and the end correspond to the actions 
of placing the MR microscope probe in a magnet and pulling out the magnet, respectively. (d) The recovery 
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Figure 4. In vivo MR microscopy shows higher fat accumulation of the high-fat-diet group than of the 
control group. (a) The sample space of the MR microscope relative to the control Cab medaka at 12 weeks is 
shown (left: the control Cab medaka is inside of the sample space; right: the medaka is next to the transmitter 
coil and the sample space). Under the transmitter coil, the receiver coil is wound around the sample space. 
(b) The sagittal anatomical image of the control Cab medaka at 12 weeks shows the following internal organs: 
the liver (1); the gall bladder (2); the air bladder (3); the digestive tract (4); and the brain (5). (c) The sagittal 
anatomical image of the HFD Cab medaka at 12 weeks shows internal organs with different contrasts; the liver 
(1); the gall bladder (2); the air bladder (3); the digestive tract (4); the brain (5); the kidney (6); and the eye ball 
(7). (d) The MRI-PDFF map of the control Cab medaka at 12 weeks, which is at the same slice position as (b), 
shows relatively low intensity in the liver. (e) The MRI-PDFF map of the HFD Cab medaka at 12 weeks, which 
is at the same slice position as (c), shows higher intensity in the liver, particularly on the dorsal side. (f) At the 
feeding periods of 12 weeks and 16 weeks, the mean MRI-PDFFs of the livers of the HFD group are significantly 
higher than those of the control group (HFD Cab medaka: N12w =  3, N16w =  4; control Cab medaka: N12w =  6, 
N16w =  4; * P <  0.05). Here, two-sided Mann-Whitney tests were used. The data are presented as individual 
points superimposed by the mean ±  s.e.m. The MR microscopy images were bicubically interpolated to have an 
isovoxel (34 µ m).
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る。これらは、組織切片から得られた定性的
な傾向と一致する。	
 
	
 また、低温麻酔の方法に馴化過程を付け加
えることにより、同一個体の MRI-PDFF の計測
も達成することができた。馴化過程を付け加
えることで、疾患モデルにおいても生存率が
1 となったことから、同一個体を経時的に観
測し、病態を評価できると考えられる。	
 
	
 
（4）定量的磁化率マッピングの高解像度化	
 
	
 磁化率ファントムで、提案手法によって、
磁化率の定量性と分布の分解能が向上された
ことがわかった。さらに、図 8で示すように、
ヒトの脳の磁化率画像の最大値投影画像（MIP）
を比較すると、提案手法によって、ヒトの画
像でも磁化率の定量性と分布の分解能の向上
が得られることがわかった。	
 

図8	
 磁化率画像のMIPの比較：（a）低解像度
画像の従来法、（b）低解像度の提案手法、	
 （c）
高解像度の従来法である。（b）が（c）をより
よく再現していることがわかる。	
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