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《原　著》

ポジトロン放出核種を用いた定量的

　　オートラジオグラフィの試み

高橋　和弘＊　村上松太郎＊

三浦　修一＊　佐々木　広＊

羽上　栄一＊　宍戸　文男＊

菅野　　巖＊　　上村　和夫＊

　要旨　ポジトロン放出核種18Fを用いたオートラジオグラフィ（ARG）の定量化を試みた．18F標識トレ

ーサーは［i8F】2－deoxy・2－fluoro－D－glucose，動物はラットを用い，標準線源にはラット肝ホモジネートに

さまざまの放射能濃度のトレーサーを均等に混合し，毎回調製した．なお標準線源はチューブにつめて，動

物組織とともにCMC－Naに包埋し，クライオトームで切片を作リ，動物組織と同一切片内に配列した．オ

ー トラジオグラムの黒化度はミクロデンシトメータで測定し，コンピューターに入力し画像化して分析した．

標準線源の黒化度と放射能濃度から標準曲線を求め，それに基づいて各組織の放射能濃度を決めた．本法で

求めた放射能濃度から算出したRlの体内分布は，組織摘出法で求めた値によく一致した．本法は11Cや

13Nなどのさらに半減期の短い核種を用いたARGの定量化にも利用可能と考えられる．

1．はじめに

　オートラジオグラフィ（ARG）は，標識化合物

の生体内挙動を視覚的に捉えられるところから，

種々の薬物の前臨床段階として，正常，病態およ

び薬物を負荷した動物での生理学的生化学的動態

の定性的解析法として有用な手法である．しかし，

近年数量的モデル解析法が重要視される中で，

ARGの定量的取り扱いが必要となっている．一

方，ポジトロン放出核種を用いた多重標識ARG

の手法が，生体の病態や生理的変化の多元的解析

法として注目されている．また，定量性を重視し

たポジトロンエミッショントモグラフィ（PET）の

発展にともなって，多くのポジトロン標識薬剤の

PET診断への利用が試みられている．このよう

な背景から，ポジトロン標識薬剤を用いた定量的

な動物実験系の確立が待たれており，ポジトロン
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放出核種を用いたARGの定量化は重要な課題と

なっている．

　14Cなどの半減期の長い核種を用いたARGの

定量化はすでに確立されているが，半減期の短い

ポジトロン放出核種を用いた定量的ARGの報

告はない．その主な要因は，標準線源作製の困難

さにあると考えられる．

　われわれはラット肝ホモジネートにトレーサー

を混合して標準線源を作ることにより，この問題

を解決し，定量的ポジトロンオートラジオグラフ

ィを試み，良好な結果を得たので報告する．

II．方　　法

　ポジトロン核種として18F（tl／2＝110分）を用い，

標識薬剤は【18F】2－deoxy－2－fiuoro－D－91ucose（18F－

FDG）である．動物は雄性ラット（約200　g）を

用いた．

　ペントバルビタール（和光，35mg／kg　ip）麻酔

下で，18F－FDG　10　mCi／0．3　ml生理食塩水（比放

射能，200mCi／m　mol）を静脈内に投与した．同

時に別のラットより約2倍容の肝ホモジネートを

作り，これと段階的な放射能濃度を有する18F一
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FDG溶液を混合し，放射性肝ホモジネートとし

た．各放射性肝ホモジネートは塩化ビニールチュ

ーブに封入して標準線源とし，その放射能濃度は

較正された井戸型カウンターを用いてcpm／m1で

求めた．

　i8F・・FDG投与から60分後，動物はジエチルエ

ーテルにより麻酔死させ，5％カルボキシメチル

セルロースナトリウム（CMC－Na）水溶液に包埋

し，ドライアイスーヘキサン（－76°C）で凍結さ

せた．その際，作製した標準線源を動物のまわり

に並べて包埋・凍結させた．

　凍結したCMC－Naブロックは一25°Cにてク

ライオトーム（LKB，2250）を用い，厚さ20μm

の切片をスコッチテープにはりつけて切り出した．

なお標準線源は切片断面と直角に並ぶようにした．

切り出した切片は凍結したままX線フィルム（コ

ダック，NMC－1）にコンタクトし，－25°Cで10

時間露光させた．なおコンタクトの際，X線フィ

ルムと切片の間には厚さ10μmの塩化ビニール

膜を空気の封入をさけて均一にはさみ込んだ．

　露光後，X線フィルムを切片からはがし，徐々

に室温にもどしてから自動現像機（富士RU－II，

現像液；富士RD－III，34．5°C，定着液；富士一F，90

秒処理）を通して現像しオートラジオグラムを得

た．得られたオートラジオグラムは，ドラム型マ

イクロデンシトメータ（阿部設計，Mode12605）

を用いてその黒化度を数値化し（アパーチャー；

100μm），コンピューター（Vax－11／750）に入力し

てデジタル画像を得，データ解析を行った．

III．結　　果

　1．標準線源

　ラット肝ホモジネートを用いて作製した標準線

源のオートラジオグラム上の黒化度の濃度分布を

Fig．1に示した．得られたオートラジオグラムは

直経約4mmのほぼ均一な円形を示し，黒化度の

均一な範囲に比べて黒化度測定のアパーチャーが

十分小さいので定量化が可能である．したがって

この標準線源はマイクロデンシトメータによる定

量化に要する標準線源として利用が可能であった．

　2．Concentration－Density曲線

　標準線源の放射能濃度に対して，対応するX線

フィルムの黒化度をプロットして得られる曲線

（以下C－D曲線；Concentration－Density　curve）を

各オートラジオグラムについて作成した（Fig．2）．

放射能濃度はコンタクト時に時間補正した．標準

線源は2倍希釈系列で調製したが，ほぼそれに一

致する放射能濃度であることを確認した．作成し
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Fig．1　Aprofile　of　a　standard　source　on　the　auto－

　　　radiogram．
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Fig．2　Concentration－Density　curve．　Relation　between

　　　radioactive　concentrations　at　contact　with

　　　X・ray　film　（horizontal　axis）and　optical
　　　densities　of　autoradiogram（vertical　axis）．
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Table　1
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Optical　densities　of　autoradiogram　　and

radioactive　concentrations　at　rat　organs

プ
tJ

tO
’㌻

φ

Fig．3　A　i8F－FDG　autoradiogram　from　an　anes－
　　　thetized　rat　at　60　min　after　the　injection．

Organs

Blood

Heart

Liver

Kidney

Lung
S．intestine

Brain

　Optical
densities＊

0」6二］二〇．006

1．25±0．044

0．17二［二〇．008

0．23－FO．Ol5

0．24⊥0．030

0，38－O．030

0．43－0．020

　Radioactive
concentrations＊＊

　　0，14

　　2．43

　　0」7
　　0．32

　　0．36

　　0．62

　　0．74

＊Values　are　means－SD
＊＊　・107cpm／m1，　at　contact　with　X－ray　filrn

たC－D曲線は，黒化度0．5から1．0の範囲では

直線性を示したが，その範囲外では直線性を失い

sigmoid　curveを呈した．

　3．18F－FDGの体内分布

　18F－FDG投1∫’後60分のラット全身オートラジ

オグラム（Fig．3）について，作成したC－D曲線

をもとに各臓器の放射能濃度を求めた結果を

Table　1に示す．各臓器の黒化度はばらつきの小

さいf直を得た．しかし，多くの臓器の黒化度は

C－D曲線上で傾きの小さい範囲にあるので，読み

取り誤差は大きいと考えられる．なお放射能濃度

はX線フfルムに動物切片をコン々ケトした時

間に補llllしたflfi：である．また，　Table　2はラット

における18F－FDGの体内（臓器）分布を本法によ

りARGから算出した値と，臓器摘出法から求め

た値を比較したものである．両者はきわめてよく

相関し（r二〇．93，p∵0．005），本定量的ARGの信頼

性が確められた．

IV．考　　察

　定量的オートラジオグラフfの手法は，14C一ア

ンチピリンを用いた局所脳」liL流量の測定にはじま

りb，1　’i；C一デオキシグルコースを用いた局所ブド

ウ糖代謝呈の測定に盛んに利用されている2～4｝，

近年ではアミノ酸代謝量やレセプターとリガンド

の結合に関してもin　vivoでの定量的研究に利用

されている5，6）．

　これらはいずれも人体でのPET測定の基礎と

Table　2　Comparison　or　the　valucs　of　tissue　uptake

　　　　fructions　of　i・8F－FDG　at　60　minafter　injection

　　　　by　tWO　methods

Tissuc

Blood

Heart

Liver

Kidncy

Lung
S．intestinc

Brain

Method

　Quantitative＊
ARG（％dose∫m／）

＊　Anesthetized　rat

0」7

3．10

0．20

0．39

0．45

0．78

0．90

Tissue　excision＊＊

　　（％dose／g）

　　0．15

　　3．31

　　0．27

　　0．42

　　0．57

　　0．97

　　1．27

＊＊Mean　values　of　conscious　t“ats（n　3）

して利用されている．さらに，実際のPET測定

に利川可能なポジトSlン標識薬剤を川いた定最的

ARGが実川化すれば，　PET測定の基礎実験の範

囲が大きく広がると考えられる．しかし，ポジト

ロン標識薬剤を用いた定量的ARGの報告はない．

その原因は主として標準線源作製の困難さにある

と考えられる．われわれはオートラジオグラム作

製時にラット川：ホモジネートを用いて，一定放射

能濃度を有するスポット線源を広範囲の濃度にわ

たって作製し，同一フィルム上に露光させる方法

を開発した．その結果，標準線源の実測の放射能

濃度とフィルムの黒化度から得たC－D曲線をも

とに，動物各臓器またはより微細な関心領域の黒

化度を放射能濃度に換．算することができた．本法

では，同じ厚さの動物組織と標準線源を同一フで
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ルムに露光させ，同一現像処理を行うことから，

各オートラジオグラムについて黒化度と放射能濃

度の関係は，動物と標準線源の両者に関して等し

く扱うことが可能となる．

　次に，本定量的ARGと臓器摘出法の2っの方

法で求めたラットにおける18F－FDGの体内分布

を比較すると，前者の値が単位容量当たりなのに

対して後者は単位重量当たりの値であり，単位が

異なるために直接比較はできないが，組織の比重

を1とした場合は両者はよく一致している．ただ

し，脳については前者の値が小さいが，これは麻

酔の影響によると考えられる．両者の一致により，

本法は18Fの定量的ARGとしての有用性が証明

された．

　しかし，Table　1からわかるように，オートラ

ジオグラム上の各臓器の黒化度は心臓を除いて低

いレベルであり，C－D曲線の中でも放射能濃度

の読み取り上誤差の大きい範囲である．したがっ

て，より信頼性の高い数値を得るためには，C－D

曲線から考えて18F－FDGの投与量を今回試みた

量の1．5～2．0倍にすることが望ましい．たとえ

ば，今後脳についてその微細な部分を論ずる場合

などではこのRI投与量に関する検討は重要なポ

イントとなるであろう．

　最後に，他のポジトロン放出核種（llC；t1／2－

20分，13N；t1／2－10分）への応用について考察

する．本法ではRI投与からコンタクトまでの操

作（RI投与一標準線源作製一包埋・凍結一切片

作製一コンタクト）に3．5時間を要し，18F（t　1／2－

110分）を用いることはできたが，半減期がさら

に短い11Cや13Nを用いることは時間減衰のた

め非常に困難であると考える．ただし，全身オー

トラジオグラフィではなく単一組織（例えば脳）

についてだけのオートラジオグラムを作る場合は，

凍結や切片作製時に操作の簡略化および時間の短

縮が可能であると予想され，本法の応用が可能と

なると考えられる．

V．結　　論

　ポジトロン標識薬剤i8FFDGを用いたARG
において，肝ホモジネートを用いて標準線源を作

製し，ARG定量化を試みた．動物組織と同一条

件でコンタクトした標準線源のオートラジオグラ

ムからC－D曲線を作成し，これを用いて動物の

任意の部位の放射能濃度を数値化した．本法によ

り算出した各臓器の放射能分布は臓器摘出法によ

り求めた値によく一致した．したがって，本法は

ポジトロン放出核種18Fを用いた定量的ARGと

して有用である．

　なお，本論文の要旨は第23回日本核医学会総会におい

て報告した．
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Summary

Method　for　Quantitative　Autoradiography　with　Positron　Emitters

Kazuhiro　TAKAHAsHI，　Matsutaro　MuRAKAMI，　Eiichi　HAGAMI，　Fumio　SHIsHIDo，

　　　　　Shuichi　MluRA，　Hiroshi　SAsAKI，　Iwao　KANNo　and　Kazuo　UBMuRA

Departme〃t　of　Radiology　a〃4／Vuclearルledici〃θ，　Research　lnstit〃te／br　Brai〃

　　　　　　　　a〃d別ood　Ve∬ε1∫一、4　KITA，・4ん〃a　c〃γ，　Ak〃a，　Japa〃

　　Quantification　of　positron　autoradiography

（ARG）obtained　with　positron　emitter　18F　was

carried　out　with　a　computerized　imaging　system．

Quantitative　analysis　of　ARG　is　essential　in　the

study　of　pharmacokinetics　of　any　radiopharma－

ceuticals　in　normal　and　diseased　state　of　animals．

Recently，　many　techniques　f（）r　quantitative　ARG

were　established　using　14C　and　3H．　But　ARG　with

very　short　lived　positron　emitting　nuclides（e．g．

11C，18F，13N　etc．）have　not　been　treated　quanti－

tatively　because　of　diMculty　to　get　the　calibrated

standard　sources　for　quantification　of　ARG．　Now

we　tried　a　new　technique　for　quantitative　ARG

with　positron　emitter，18F，　in　which　we　made　the

standard　sources　f（）r　each　ARG．　A　positron　emit－

ting　radiopharmaceutical【18F］2－deoxy－2－fluoro－D－

glucose（18F－FDG）was　administered　intravenously

to　rats．　The　rats　were　killed　at　60　min　after　injec一

tion，　embedded　in　5％CMC－Na　solution　and　fro－

zen　at－76°．　The　standard　sources　which　have　vari－

ous　concentrations　of　radioactivity　were　made　of

rat　liver　homogenates　containing　18F　radioactivity，

packed　in　each　tube　and　put　in　the　CMC－Na

surrounding　the　rat．　The　frozen　CMC－Na　block

was　cut　into　20μm　thick　sections　consisting　of

rat　and　standard　sources．　From　these　sections

ARG　was　taken　by　conventional　method．　The

optical　densities　of　ARG　of　the　standard　sources

were　plotted　against　its　net　radioactive　concentra－

tions　measured　by　the　well　counter．　By　means　of

this　relation　were　can　determine　the　absolute

values　of　radioactive　concentration（μCi／ml）at

any　region　of　ARG，　or　which　indicates　uptake

f皿ction（％dose／m∫tissue）for　organs．

Key　words：Autoradiography，　Rats，18F－FDG．
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