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14C標準線源を用いた18F一オートラジオグラムの定量化

The　Quantitation　of　18F－Autoradiogram　using　14C－standard　sources
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1．緒　　言

　物理的半減期の異なる核種により標識された数

種の化合物を用いて，同一個体，同一切片から数

種の情報を得る多重標識オートラジオグラフィが

注目されている．本法において，実験時間および

フィ・レムへの露光時間などの点で，最も使用しや

すく，実際，頻度の高いものに18F一化合物（T　1／2

1・10・min，　B＋：Em。。＝635　KeV）と14C一化合物（T　1／

2－5，730y，　B“一：＝156　KeV）の組み合わせがある．

現在までこれらオートラジオグラムの定量化は，

14C一化合物については市販の14C一較正線源を，

18F一化合物については実験者が作製した線源を用

いて行われていた．18F一較正線源は脳や肝ホモジ

ネートと18F一化合物との混合物から調製された

が1・2），その半減期が短いために，実験のつど，作

製することを余儀なくされていた．一方，近年で
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は組織内18F濃度を18F一ゼラチン線源で較正する

方法が報告された3）．　しかしながら，ゼラチンと

組織間で18FからのB＋の自己吸収率は異なる可能

性がある．そこで著者らは長期使用を目的として

14C一線源を作製し，本線源によるoptical　density

と，18F－4－fluoroantipyrine（18F－FAP）投与脳の18F一

放射能によるoptical　densityを比較することで，

14C線源のoptical　densityを脳内18F濃度に較正

する方法を試み，その妥当，有用性を確認したの

で報告する．

IL　方　　法

　1．14C・線源の作製

　ラット肝の2倍容生理食塩液ホモジネート

200μ1に，14C一水溶液の添加量を変化させて加え，

最終的にo，o．625，1．25，6．75，10．oμci／300　plの

14C一肝ホモジネートを調製した．本品を凍結後，

各濃度につき14枚ずつカバーグラス上に20μm厚

で切り出し60°Cで乾燥後，5段階の14C濃度を

含む14組の標準線源を作製した（Fig．1）．

　2．14C一線源の較正

　18F－FAPをShiue4）らの方法に準じて合成した．

　Key　words：　14C－standard　source，18F－FAP，　Quanti・

tative　autoradiography，18F－FDG．
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約20mCiの18F－FPAをラットに投与し，60分

間の平衡を待ったのち屠殺した．摘出脳の大脳半

球について20μm厚の切片を作製し，上記14C一

肝標準線源と同一フィルム（Kodak，　NMC－1⑪）

に室温下8時間密着しオートラジオグラムを得た．

残る半球は，その単位重量あたりの18F一放射活性

をWellカウンターにて測定した．本操作をフィ

ルムと脳切片との密着開始時間を変えて行い，数

段階の18F一放射能と18Fによるフィルム黒化度と

の関係を得た．これら18Fによる黒化度と18F一放

射能との間に存在する回帰直線式に，14Cによる

黒化度を代入することでおのおのの14C標準線源

による黒化度をラット脳内18F一濃度に較正した
（Fig．1）．

　3・オートラジオグラフィー

　本標準線源の妥当，有用性を確認する意味で

18F・FAP，18F－FDGを用いて定量的オートラジオ

グラフィを行った．

　体重300～500gの雄性Wstarラットを用いた．

4％Halothane，02：N20（1／1）1L／minで麻酔導

入後，1％Halothaneに切り換え，両側大腿動脈，

片側大腿静脈にそれぞれ外径0．9および0．8mm

のポリエチレンカニューレを挿入しヘパリン栓を

した．ついでラットの腹部から後肢をギブス固定

し2時間以上の覚醒を待ったのち以下の測定を行

った．

　脳糖消費量：Sokoloffらの方法5）に準じて測定

した．すなわち，18F－2－deoxy－2－fluoro－D－glucose

Rat　brain
60min　after　18F－FAP　injection

cpm／wet　tissue

　　　　　　　Liver　paste
　　　　　　　　containing　1句C

　　　　　　　　　　　↓

201」mthick　slice　　20　pm　thick　slice

↓ご職↓

　　Density　司頃一一一一一禎レ　Density

Fig．1　Preparation　and　calibration　of　14C・sources　for

　　　18F－radioactivity　in　the　20μm　thick　slice　of

　　　rat　brain．

（18F－FDG）5～8　mCi／0．4　m1／bodyを静脈カニュー

レから30秒かけて注入した．注入開始から1分ま

では5秒ごと，1分から5分までは1分ごと，そ

の後10，15，30，45分の各時点で動脈血を約60μ1

ずつ採血した．最終採血の直後に断頭屠殺し，脳

を一80°Cに冷却したiso－pentane中に摘出した．

摘出脳は，－20°Cで20μm厚の切片に切り出し

60°Cで5分以上乾燥させたのち，Kodak　NMC－1⑱

フィルムに上述の14C標準線源とともに室温下

8時間密着した．一方，採血した動脈血は冷却遠

心後，血漿20μ1を正確に分取し，その18F－FDG

放射活性を標準線源較正時に脳内18F一放射能の実

測に用いたものと同一Wellカウンターにて測定

した．なお，トレーサー注入開始直前と約40分後

の時点で血糖値，ヘマトクリット，血液ガス分圧，

pHを測定した．体血圧は終始連続的にモニター

した．

　脳血流量：Sakurada6）らおよびSako1）らの方法

に準じ，二重標識オートラジオグラフィー法によ

り測定した．すなわち，［N－methyl－14C｝4－iodo－

antipyrine（14C－IAP）100μCi／kg　と　18F－FAP　5～

10　mCi／bodyを静脈カニューレから1分間かけて

混合注入した．注入開始から終了までの間，約3

秒ごとに約60μ1ずつの動脈血を採血した．注入開

始後1分の時点で断頭屠殺し，前述同様の手技に

より20μm厚の切片を得た．本切片と前述の14C一

標準線源をKodak　NMC－1⑱フィルムに室温下8

時間密着させ18Fによる画像を得た．ついで2～3

日間18Fの減衰を待ったのち同フィルムに市販の

較正線源（Amersham）とともに7日間密着させ，

同一切片の14Cによる画像を得た．採取した動脈

血は二分し，一方はWellカウンターにて18F－FAP

放射活性を，他方は3日後に液体シンチレーショ

ンカウンターにて14C－IAP放射活性をそれぞれ測

定し，単位重量当たりの放射能を求めた．生理学

的パラメータの測定は，トレーサー注入直前にの

み行った．なお，14C－IAPの測定に際しては，

14C－toluene（New　England　Nuclear）を外部標準と

して同時に測定した．

　密着の終了したフィルムの現像は自動現像機
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（富士RU－II，現像液；RD－III，34．5°C，定着液；富

士F）を用いて行いオートラジオグラムを得た．

本オートラジオグラムの黒化度を，6～7脳切片

の両半球についてデンシトメーター（阿部設計，

2605型）にて読み取りその平均値を計算に用いた．

また二重標識オートラジオグラムの場合，18F一画

像に含まれる14Cの関与は，14C一画像に8hrs／

（24×7days）を乗じたものを差し引いて補正した．

　計算：脳糖消費量はSokolofrらのi4C－2－deoxy

91ucose（14C－DG）法5）に基づき，　14C－DGの

1umped　constantおよび速度定数（k＊1～k＊3）を用

いて計算した．脳血流量は，14C－IAPについては

partition　coefHcient　（R）＝0．80，　single　pass　ex＿

traction（m）－1．0を用い6），18F－FAPについては

λ一〇．89，m＝1．0として7）それぞれ計算した．

III．結　　果

　18F・・FAP投与ラットの脳内18F一放射能量と

optical　densityとの関係を，市販の14C一較正用標

準線源の場合と併せてFig．2に示した．　Optical

densityは，いずれもフィルムベースの黒化度を

減じた値で示した．脳内18Fおよび脳内14C濃度

とoptical　densityとの問にはいずれも原点を通る

直線関係が存在し，脳内18Fの場合，　optical

density－0．024　’〈　igL　F　cpm／gなる回帰式が得られた．

一方，ラット肝より今回作製した14組の14C一標準

線源は0．879二〇．086，0．557土0．087，0．129土0．Ol6，

0．073±0．Ol3，0±二〇のoptical　densityを有した．

これらを個々に上記回帰式に代入較正し，脳内

18F量として39．214±3．702，25．375土4．197，5．750

土738，3．268二665，0±Ocpm／g　brainに相当する

14C標準線源を得た．

　Table　1に今回定量的オートラジオグラフィに

用いた動物の生理学的パラメータを示す．脳糖消

費量測定の直前の値に比べ屠殺時点でヘマトクリ

ット値が3～496減少したが，その他の値に変化

は認められなかった．18F・・FDGおよび18F－FAP

と今回14Cにて作製した18F一較正用標準線源を

用いて測定した覚醒ラットの脳糖消費量，脳血流

量をTable　2に示す．脳を2～3分割してから切

845

片作製を行ったため試料台近辺の切片が得られな

かったことに加え，判定に確証を持てない脳部位

についてはその黒化度を読み取らなかったため，

測定部位は少ないものの報告とほぼ一致した値が

得られた．
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Fig．2　The　correlation　between　optical　density　and

　　　radioactivity．14C－and　18F－autoradiograms
　　　were　obtained　from　7　days　and　8　hrs　exposures，

　　　respectively．　Optical　density　is　the　value　that

　　　was　subtracted　the　film－base　density．　Open

　　　circles　represent　the　one　case　of　the　correlation

　　　between　optical　density　and　i4C－radioactivity

　　　using　commercially　available　sources　which

　　　was　calibrated　for　14Gradioactivity　in　the

　　　20μmthick　brain．　Closed　circles　represent　the

　　　correlation　between　the　mean　of　ten　optical

　　　densities　which　were　obtained　from　20μm　thick

　　　slices　of　rat　brain　after　18F－FAP　injection．

Table　l　Physiological　variaヒles　in　5　rats

Physiological　variables Mean⊥S．D．

MABP（mmHg）
Hematocrit

PaO2
PaCO2
pH

136：と7

48．1：と4．1

107±16
41．4：と5．3

7．30：ヒ0．06

The　represented　values　were　determined　just　before

measurement　of　CMRGlc　or　CBF．
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Table　2　Local　cerebral　metabolic　rate　of　glucose　and

　　　　local　cerebral　blood　fiow　using　18F－1abelled

　　　　tracers　and　14C－standard　source

Structure
　CMRGIc＊　CBF†
（mg／100　g／（m∫／100　g／

　　min）　min）

Gray　matter

　Visual　cortex

　Auditory　cortex

　Parietal　cortex

　Sensory－motor　cortex

　Frontal　cortex

　Thalamus：1ateral　nucleus

　Thalamus：ventral　nucleus

　Medial　geniculate　body

　Lateral　geniculate　body

　Hypothalamus
　Mammillary　body

　HipPocampus：ammon’s　horn

　HipPocampus：dentate　gyrus

　Amygdala
　Septal　nucleus

　Caudate－putamen

　Nucleus　accumbens

　Globus－pallidus

　Substantia　nigra

　Vestibular　nucleus

　Superior　olivary　nucleus

　Superior　colliculus

　Cerebellar　cortex

　Cerebellar　nucleus

White　matter

　Corpus　callosum

　Internal　capsule

17．7土0．4

27．2土1．8

19．2土1．6

23．4±0．7

19．4⊥1．7

19．2土1．6

17．4土1．1

19．9±1．2

14．3土0．3

11．4±0．9

17．7土1．2

11．5±1．1

14．1土2．0

13．2土L7

12．7土0．5

16．7±：0．3

13．8±0．7

12．0土0．O

lO．1土0．9

22．1土2．3

23．3±2．2

15．7十2．5

12．4士1．4

19．3：ヒ2．3
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6．7±0．3　　　55

8．9t：1．0　　　52

＊The　values　represents　the　mean士standard　errors

from　measurements　using　18F－FDG　in　three　con－

SCIOUS　rats，

†The　values　are　the　mean　from　measurements　using

18F－FAP　in　two　conscious　rats．

IV．考　　察

　18F標識化合物を用いた定量的オートラジオグ

ラフィーは多重標識オートラジオグラフィーの出

現とともにその有用性が高まっている．しかしな

がら組織内18F一濃度定量のための標準線源が市販

されていないために，各施設で各実験ごとに作製

する必要があった．事実著者らもラット肝ホモジ

ネートに18Fを混入した標準線源を作製し，オー

トラジオグラムおよび組織摘出法により得られた

％dose／9を比較し，よい一致を見た2）．また紙

を18F液に浸した線源を18F－FDG投与ラットの

肝実放射能量とoptical　densityの関係で補正使用

し同一ラットの脳糖消費量を計算してきた．しか

しながら，これらはいずれも18Fの肝組織内吸収

率が脳のそれと等しいと仮定していた点に問題を

残していた．この自己吸収に関する問題は18F一ゼ

ラチンを用いて14C一線源を補正する場合3）にも同

様である．

　そこで長期使用を目的として14C一肝スライスを

作製し，18F－FAP投与ラットの脳にて補正する方

法を試みた．今回作製使用した14C一肝線源の一部

は較正のための18F－FAPによるoptical　density

を超える高いdensityを示していたが，著者らに

よって以前行われた18F一紙線源を用いた実験で，

少なくともoptical　density　O．7までは18F放射能

との間に明らかな直線性を示し，1．0までもほぼ

直線関係が得られている事実から，回帰直線式に

代入補正することは問題ないと考えられた．また，

方法で述べた量の18F一トレーサーを投与したラッ

ト脳のオートラジオグラムは作製較正した14C標

準線源の低濃度側に位置していた．しかしながら，

Fig．2に示したように14C，18Fともにoptical

densityの低い側においても直線性を失っ・ていな

いことから極端な誤差は生じないものと考えられ

た．

　本標準線源を用いて18F－FAPによるラット脳

血流量を測定した．その結果，18F－FAPによる測

定値は14C－IAPを用いた著者らの今回の測定値

（r＝0．935，Pく0．0001）またSakuradaらによる

Sprague－Dawleyラットについての報告値6）（r－

0．885，P＜0．001）とよく相関した．著者らは18F－

FAPの血流測定用トレーサーとしての評価を行

っており，生体内での早い代謝を指摘した7）．し

かしながらオートラジオグラフィは，動物の生理

的状態，実験手技，切片の厚さの不均一性，ト

レーサーの移動など種々の誤差要因を含むため，

18F－FAPの不安定さがどれほど測定値に影響する

か断言はできない．実際，仮にλ＝1．0と仮定し，

動脈血中の放射性代謝産物を補正して血流量値計
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算した場合でさえ約15％の差に留まった．一方，

14C－IAPも生体内における不安定さが報告されて

おDS），18F－FAPの正確なλが判明しない現在で

は少なくとも18F－FAPは14C－IAPに匹敵する測

定値を与えると言える（投稿準備中）．また，18F－

FDGを用いた脳糖消費量は，定数をすべて14C－

DGモデル5）に従った場合，　Sokoloffらの報告

値5）に比べ約20％の過小値を与えた（y－3．1＋

0．79x，　r＝0．936，　P＜0．001）．これはReivichら9）に

より報告された約18％過小評価ともほぼ一致し

ており，今回作製した14C一肝標準線源の妥当，有

用性が確認された．

　以上のように14C一線源を18F－FAPにより較正

使用することで18F一オートラジオグラムの定量解

析は十分可能であると考えられた．また同様手法

により11C－IAP，1251－IAPを用いて較正し，それ

ぞれ組織内11Cおよび1251定量用14C一線源の作

製も可能と考えられた．

　今回は標準線源のべ一スとして肝を用いたが，

保存環境を考慮する必要がなく恒常的により安定

したべ一スを使用し，脳オートラジオグラムに同

等のoptical　densityを有する標準線源が望まれ

る．

V．結　　語

　1）脳内18F量の測定のため長期使用を目的と

した14C一肝標準線源を作製した．

　2）14C一肝線源は18F－FAPを用いて脳内18F量

に較正した．

　3）18F－FAP，18F－FDGを用いて脳血流量，脳

糖消費量を測定し，既報告値と一致した値が得ら

れ，有用性が確認された．
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