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第1章　序論

　脳は、人の臓器の中で最も重要かつ複雑な臓器である。このため脳に対する

外科的手術には高度な技術と細心の注意が必要である。外科的手術は主に術前

の神経放射線診断の結果に基づいて術式が決定されるが、手術操作は基本的に

術者による手作業であり、経験に基づいた判断力のみならずこれまで養われた

“勘”が手術結果を左右することも多い。この術者の判断や勘を補助する目的

で種々の術中モニタリング法や手術支援システムが開発されてきた。

　脳機能の不可逆性にもかかわらず、脳外科手術における術中モニタリングの

歴史は比較的新しい。1970年代後半に脳誘発電位が術中モニタリングに導入さ

れる以前は、全身的な呼吸循環機能のモニターにとどまっていた（滝　1981）。

現在、誘発電位はある神経路全体の機能を反映することから種々の脳外科手術

に応用されている。しかしながら脳誘発電位は心電図等と比較して電気信号強

度がはるかに小さいため平均加算を必要とし、この平均加算に要する時間の遅

れが神経機能モニタリングとしての有用性を大きく妨げている。すなわち術者

は誘発電位により手術操作の判断を行うのではなく、すでに行った手術操作の

結果を知らされるのである。このように脳機能の術中モニタリングには未だに

解決すべき課題が多い。

　このような脳機能の術中モニタリングに加えて、1980年代半ばから脳内の位

置情報を術者に知らせる各種の脳内ナビゲーション法が開発されるようになっ

た（Watanabe　1991）。脳という複雑な臓器の中で目的の部位に到達したり手

術操作の脳内における位置を的確に知ることは、経験の浅い外科医のみならず

熟練した外科医にとっても必ずしも容易なことではない。術前のX線CTや

MRIの画像をコンンピュータに入力し、そのデータを基にして術者に脳内の3

次元位置をリアルタイムに知らせるという画期的な術中モニタリング法である

が、手術の進行とともに脳が変形、変位するため正確さの点で問題が残る。
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　また診断法とともに新しい治療法の開発も急速に進んでいる。ガンマナイフ

（Lunsford　1995）あるいは血管内手術（根来1991）は、これまで開頭手術が

必要であった脳腫瘍や血管障害に対する新しい治療として確立されつつある。

さらに低侵襲外科手術の一つである内視鏡を用いた手術は、切開範囲が小さく

術後の回復も早いため、脳外科領域の手術にも適応が広がりつつある（Caputy

1995）。このように脳外科領域における診断治療法は、現在大きく変貌しつつ

ある過渡期にあるといえる。

　脳外科領域の診断治療法の変革はエレクトロニクス技術や画像処理技術の発

展によりもたらされたと考えられるが、これらの技術革新はまた光技術の医療

分野への応用をも大きく促進した。例えば近赤外光の生体透過性を応用した生

体酸素代謝モニターは既に実用化され、現在その臨床応用が進められている

（Edwards　1994、　Hoshi　1993，1994，　Sakatani　1995，　Reynolds　1988）。また

光CTも実用化に向けて開発が進んでいる。さらにレs・一“・一ザーメスによる無血手術

の試み（Brown　1984，　Frank　1984）や光力学療法の開発（McC　aughan　1996）

など治療分野においても光技術の応用は進んでいる。このように医療技術の進

歩は光技術の発展と密接に結び付いている。

　本研究では現在の脳外科領域における課題の一つである術中モニタリングや

手術支援システムに焦点をあて、これらが有する諸問題を光技術を応用するこ

とにより解決する方法について検討し、光を用いた新しい神経補助診断法の基

礎となる光技術を開発した。
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第2章　研究の背景

2－1脳神経外科領域の神経補助診断法の現状と問題点

2・1・1最近の神経補助診断法

　脳神経外科領域における神経補助診断法は、近年のエレクトロニクス技術や

画像処理技術の発展に伴い急速に進歩してきた。特にMRIを用いることにより

脳神経の解剖学的構造や脳腫瘍の詳細な断層イメージングが得られるのみなら

ず、phase　contrast法などの開発によりMR－angiographyが出現し、脳血管を

無侵襲的に描出することも可能となっている（Wedeen　1986）。さらにこれま

ではPETに頼ってきた神経活動に伴う局所脳血流変化も、fUnctional　MRIによ

りアイソトープ等を使用することなく無侵襲的に測定されるようになってきた

（Ogawa　1992，　Kwong　1992）　．

　このようにMRIは万能の神経補助診断法となりつつあるが、現時点では次の

ように幾つかの欠点もある。1）検査時間が比較的長く、迅速な診断を要する

場合には問題がある。2）体内にペースメーカや外科的金属（動脈瘤クリップ、

人工弁、人工骨二等）を入れた患者では検査不能である。3）強い磁場を使用

するため機器設置の条件が厳しく、また機器自体の価格や管理コストも非常に

高い。

　一方、MRIにより測定できない神経機能も少なくない。例えばNMRスペク

トロスコピィーによりATP、　Piや91ucose代謝などが測定できるが、それらの

代謝変化を画像化することは一般化していない（成富1990）。さらにfunctional

MRIも、還元型ヘモグロビンの変化を測定しているだけで、脳酸素代謝のごく

一部を計測しているにすぎない（Ogawa　1992，　Kwong　1992）。またMRIに

よる髄液流の測定については、局所における髄液の速い流れはCSF且ow・void
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signにより計測できるが、脳室系の全体的な髄液循環を診断することはできな

い（Mascalchi　1993、　Gideon　1994）。このためアイソトープを使用したRI

髄液槽撮影法（RI　cisternography）が必要となる症例も少なくない。

2・1・2術中モニタリング法

脳神経外科領域の神経補助診断法は、術前後の診断のみならず、術中において

も重要な役割がある。現在、手術の安全性を高めるため脳機能をモニターしな

がら開頭手術を行うことは一一般化している。脳波や誘発電位は大脳皮質や神経

路の機能を測定できることから、脳血管障害や脳腫瘍等の幅広い分野の手術に

利用され、正常脳神経の機能保護に応用されている（滝　1981）。またこのよ

うな電気生理学的測定法は、特殊な病巣の検索に用いられることもある。例え

ば脳皮質の多点から記録する脳波測定は、てんかんの手術におけるてんかん焦

点の同定に使用される（King　1981）。

　脳動静脈奇形や脳動脈瘤等の術中に、脳血流を測定することも可能である。

熱電対法等はプローブ直下の皮質血流を連続的かつ無侵襲に測定できるため比

較的一般的に使用されている（早川1984）。しかしながらその方法は、プロー

ブ直下の狭い範囲の血流測定に限定されており、2次元的な血流分布や皮質下

の深部血流は測定できない等改良すべき点も多い。

　脳腫瘍、特に悪性脳腫瘍の脳内に占める位置を同定したり、正常脳組織との

境界を明らかにすることは脳外科手術において極めて重要である。近年、情報

処理技術の発展により、術前のCTやMRIから術中に脳腫瘍などの位置をリア

ルタイムに表示するナビゲーションシステムが実用化された（Watanabe

1991）。これまで術者の勘に頼ってきた脳内のオリエンテーションを3次元画

像により客観的に表示できるという画期的なものである。しかしながら脳は柔

らかい組織であり手術中に変形、変位していくため、その手法では術前のCT

やMRIで得られた脳内オリエンテーションの信頼性が低下するという致命的な

6
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欠点を有する。

　このナビゲーションシステムの欠点を補うために、最近手術室にCTやさらに

MRIを設置し、術中に脳の断層イメージングを行う試みが報告されている

（：Lunsford　1996）。これまでにも術中に腫瘍をイメージングする方法として超

音波診断法が試みられているが、解像度に問題がありあまり一般化していない

のが現状である。これを一挙に解決する目的で術中CTやMRIが考案されたが、

これらの方法は超音波診断法と比較し解像度は格段に向上するものの、操作が

繁雑となりまた設備も大がかりになるという欠点がある。

　このように現時点の脳神経外科領域の術中モニタリング法においては、血流

測定法や脳腫瘍イメージングをはじめ改善すべき点は少なくない。
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2－2　光を用いた新しい神経機能検査法

　最近、種々の波長の光を用いて神経機能や構造を計測する試みが急速に進歩

してきた。光は基本的に生体に無侵襲であり、また生体内の化学物質が代謝反

応に伴い光学的特性を変えることから代謝変化を光計測できる可能性が考えら

れる。さらに特殊な色素を用いて神経活動電位や細胞内イオン変化も測定でき

るようになってきた。この節では脳神経外科領域において最近試みられている

光診断法について述べる。
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2－2－1神経活動の光イ図心ジング

　近年、光を用いて神経活動の伝播を2次元的に画像化する神経活動光イメー

ジングが、神経生理学の分野で注目を集めている。神経活動光イメージングに

は、電圧感受性色素などの特殊色素を用いる外因性シグナルを計測する方法

（Tasaki　1968，：Frostig　1990，　Cinell　i　1992）と、神経活動時の脳神経の構造変

化により生じる光学的特性変化や血流変化すなわち内因性シグナルを計測する

方法（Cohen　1968，　G血vald　1986，MacVi（xar・1991，Haglund　1992）がある。

ともに原理的には1960年代に既に確立していたが、画像処理技術の発展に

伴い近年再び注目を集めるようになった。

　神経活動光イメージングの最大の利点は、神経組織の遠点より同時に神経活

動を計測できることである。電気生理学的計測では電極の数も限定されるため、

神経活動の詳細なマッピングを得るのは不可能である。さらに細胞内電位変化

を測定するには電極を細胞内に刺入する必要があり侵襲的にならざるを得ない。

光イメージングでは特殊カメラを使用して光計測するため、比較的容易に神経

活動の伝播を2次元的にイメージングでき、また神経と測定機器が接触しない

ため非侵襲的計測が可能である。この手法は、このような利点を応用して神経

ネットワv・・一・一一クの研究での活躍が期待されている。

（1）嗅覚系の神経活動の光イメージング画像（Jibu，　Sakatani　et　al．1997）

　図1に使用した光イメージングシステムの概要を示す。2500個のシリコ

ンフォトダイオード（TPST23，東芝製）の各々に直径0．5mmの光ファイバー一

を取付け、ファイバー束の先端を25mmX　25mm、即ち50本X50本，

のアレイ状にプラスチックで固定した。各フォトダイオードには独立したAC

アンプを並列に接続し、これにより増幅された信号は250個のアンプごとに

3段階のマルチプレクサーを介してADコンバーター（1MH，12ビット）に取

り込まれる。2500画素に対しては合計10台のADコンバーターを使用した。
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デジタル化された信号は、20Mバイトのメモリーに一時的に書き込まれるが、

0．256msec毎に1枚の画面メモリを使うことにより最大4000枚までの画面

情報を蓄えことができる。これらのデータ処理はパーソナルコンピューター

（9801，NEC）で行ない、デv・一一一一タは光ディスクに保存した。

図1光イメージングシステムの概要（Jibu，　Sakatani　et　al．1997）

　　　　　　　　　　　　　　　5×100　ch．　module

。ptical　fibers　l陰線es
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20Mbyし¢
au面er　Mem。
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head

　光学系には、神経組織のスライス標本などのin　Vitroモデルより光シグナル

が記録できるように、倒立型顕微鏡（IMT－2，オリンパス）を使用した。顕微

鏡のカメラマウントの結像面に前述の光ファイバーアレイの先端を設置するこ

とにより、光シグナルはファイバーを介して2500個のフォトダイオードに

導かれる。照射光源には100Wの超高圧水銀ランプを用い、赤外光はコールド

フィルターにて除去した。照射光は546nmの干渉フィルターを通り、ハーフミ

ラーを介して神経標本の方に導かれる。
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　図2はこの光イメー一・一一ジングシステムを用いて，嗅覚系の神経活動の時空間的

広がりを記録したものである。

図2　カエル血球における神経活動の光イメージング

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Jibu，　S　akatani　et　al．　1997）

注：各画像は1msec毎のイメージングで、1段目の左より開始し右に進み、順

次下段に進んでいく。各画像の左下は刺激された嗅神経で右上方が嗅球である。

　カエル（Ra：na　ridibunda）を低体温麻酔下に断頭して，嗅神経，嗅球を一塊に

摘出し、次に膜電位感受性色素　RH292　（MolecUlar　Probe，　inc．，　Eugene，　OR）

3μMを含む室温のリンゲル液に浸し染色した。倒立顕微鏡下に嗅神経をタン

グステン製単極電極にて電気刺激（500mV，1msec，2Hz）した。刺激開始後よ

り1msec毎に，嗅神経嗅球の光シグナルの変化を平均加算を行なわずに記録

した。

　刺激後3msec（1段3列）より臭球に向かって活動電位が広がりはじめ，
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10－14msec（2段3、4列）で神経活動の拡大は最大となった。神経活動は一一

旦減少するが，再び臭神経側の臭球から活動が始まり臭球全体に伝播した（5

段）。

　本手法は、このように比較的容易に神経活動の伝播を2次元的にイメージン

グできるため、神経ネットワークの研究での活躍が期待されている。

（2）　光イメージングの臨床応用例

　近年、このような光イメージングの特性を生かして脳外科領域の術中モニタ

リングに応用する試みがある。1992年、Haglundらのグループはてんかん

外科手術において、てんかんの焦点や感覚野、言語野における内因性シグナル

の変化を記録することに成功した（Haglund　1992）。脳表の：解剖と神経機能を

対比した詳細な2次元マッピングが得られることは、臨床的にはてんかん焦点

の切除範囲を正確に決定できるという利点があるばかりでなく、人脳機能を理

解する上でも大きな意義がある。

（3）　光イメージングの問題点

　内因性シグナルは前述のごとく神経活動に付随した間接的変化であり、直接

的な神経回路網におけるインパルスの伝達を示しているものではない．ことに

神経回路網内のシナプス結合が、抑制性なのか興奮性なのかは内因性シグナル

の測定のみでは明らかにすることはできない．

　また電圧感受性色素に強い光を長時間照射すると，フリーラジカルを発生し

神経毒作用（フォトダイナミック効果）を示すために，現在のところ人脳に対

して用いることはできない．今後，神経毒のない人体にも使用可能な無害の電

圧感受性色素の開発が望まれる．
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2・2・2　近赤外光分光法

　近赤外光分光法（near　infrared　speCtroscopy、以下NIRSと略す）は、現在

最も実用化が進んでいる光診断法である。この手法によれば脳内の酸素代謝

や循環動態がリアルタイムにかつ無侵襲的に測定できるため（J6bsis　1977）、

脳神経外科領域の術中モニタリングのみならずベットサイドや外来で使用でき

る利点がある。このため麻酔科，神経内科，小児科等の分野でも臨床応用が進

められている（Edwards　1994、　Hos：hi　1993，1994，　S　akatani　1995，　Reynolds

1988）　o

（1）　測定原理および装置の概要

測定原理：近赤外光は生体透過性に優れているが、一旦生体内に光が入ると生

体内の様々な構成成分（血液、骨、脳組織など）により吸収と散乱を受け減衰

する。この時生体の酸素化状態により吸光度が変化する主な成分は血液中のヘ

モグロビン（以下Hbと略す）である。

図3　ヘモグロビンの吸光スペクトル
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すなわち生体の酸素化状態が変化するとHbの吸光度が吸光スペクトル（図

3）に従って変化し、これに伴って生体を通過してくる光の強度が変化する。

この光の変化を捉えることによりHbの酸素化状態を知ることが出来る。

　NIRS装置の構成：半導体レーザーの光源からは複数の波長の近赤外光が発生

され、生体に照射される。生体を通過した光は光電子増倍管あるいは光半導体

に導かれ、各々の波長の光の強度変化が測定される。これらの変化はマイクロ

コンピュータにより演算され、酸化型Hb、還元型Hb、および両者の和である

総Hb（これは血液量を示す。）の濃度変化が算出される。

（2）　近赤外光分光法による脳酸素代謝の測定例

　近赤外光分光装置（NIRO－500、浜松ホトニクス社製）を用いて、成人の左前

頭葉の脳酸素代謝が言語活動によりどのように変化するか検討した。図4にそ

の結果を示す。

図4　言語活動時の脳内酸素代謝の変化

　　　　　　　　5

　　　　0xy－R）　o

　　　　　　　　－5

　　　　　　　　5

　　　　Deoxy－Hb　o

　　　　　　　　－5

　　　　　　　　5

　　　　Tctal－Hb　o

　　　　　　　　－5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　凸

注：Oxy－Hb，　Deoxy－Hb，　Total－Hbは各々酸化型、還元型、および総ヘモグロビ

ンを表わす。縦軸は濃度変化を数値で示し、太線はタスク期間を示す。

一、o』ド
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　タスク（音読）開始直後より酸化型および総ヘモグロビンの上昇が認められ

る。しかしながら還元型ヘモグロビンはほとんど変化していない。タスク終了

後は徐々にコントロール値に復帰した。これらの変化は左前頭葉の局所脳血流

の上昇を示し、神経活動に伴って発生したものと考えられる。

　一方、脳血管障害による失語症患者では、言語負荷時の脳酸素代謝の変化パ

ターンが正常例と異なっていた。すなわち、失語症患者では酸化型Hb、総Hb

の上昇に伴って還元型Hbが上昇する例が少なからず認められた。この変化は局

所脳血流の上昇とともに脳酸素消費率の上昇を示し、失語症患者の左前頭葉は

言語活動時に正常例よりもより多くの酸素を消費することを示している。この

このようにNIRSは高次脳機能を検査する上で極めて有用であり、将来は失語

症患者、痴呆症患者の診断、治療などに応用されると思われる。　　　◎

（3）　近赤外光分光法の問題点

　現在市販中のNIRSは、センサーを装着した時点での酸素代謝の絶対値を示

すものではなく，臓器の酸素代謝に変化が発生するか、あるいは何らかの負荷

を加えたときの相対的変化値が測定される。このため臨床上のNIRSの使用範

囲が限定されているのが現状である。これを解決するために、現在短パルス光

を用いて光路長が算出され、脳酸素代謝のパラメータの絶対値が測定できる次

世代のNIRSが開発中である。

　またNIRSは無侵襲的に脳内酸素代謝をモニターできるが，脳のどの領域を

測定しているのかPETやSPECTのように明かではない。照射部と受光部を結

ぶ線の直下の脳皮質が測定領域に含まれることは間違いないが、現在のところ

正確な測定領域は不明である。現在市販されているNIRSは1チャンネルの測

定に限定されているが，左右の大脳半球を比較するためにも最低2チャンネル

のマルチチャンネル化が望まれる。
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2．2・3近赤外光とCCDカメラによる脳の透視

　近侍外光の生体透過性を応用して、頭部の透過光をCCDカメラを用いて2次

元的に測定し脳機能や構造を計測する試みがある（Taka　et　a1．1995，1996，

1997）。CCDカメラを使用するため、光CTよりも単純なイメージングシス

テムで2次元的画像を得ることができる。

（1）　ラット脳血液量および脳酸素化状態の2次元イメv一一一ジング

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（高、酒谷、他　1996）

　図5にイメージングシステムを示す。光源には半導体レーザ（波長789nmと

801nm）を用いた。光源から出た光はライトガイドにより導かれ、ラット下顎

部より照射される。頭頂方向へ透過してきた光はCCDカメラ（XC77RR、　SONY

社製）により受光される。CCDカメラにより撮影された画像はイメージプロセ

ッサー（PIP4000，　ADS社製）に取り込まれ画像処理される。

図5　実験方法およびイメージングシステムの概要　　（高、酒谷、他　1996）
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Wister種ラット（5－10週齢、90－140g）をベントバルビタールの

腹腔内投与（40mg∠Kg）にて麻酔し、頭部から背部の毛を市販の脱毛クリーム

にて除去した。ラット頭部を専用の固定台に固定した後、外部から回り込む光

をできるだけ少なくするため、頭部周囲を黒い粘土で覆った。

　脳血流を変化させるために、両側椎骨動脈を電気凝固した後に、頚部頚動脈

を露出し、それらを閉塞できるようにした。頭皮血流の影響を避けるため、両

側の外頚動脈はあらかじめ閉塞した。

　図6に左内頚動脈の血流を5分間遮断した前後の頭部透過光量変化を示す。

照射した光の波長は801mmである。この波長はヘモグロビンの等吸収点の波

長とほぼ一致しており、血液量の変化を表わしていると考えられる。図に示す

如く、閉塞した側の大脳半球の脳血液量が変化していることが分かる。

図6　左内頚動脈閉塞時の脳血液量変化　　（高、酒谷、他　1996）

注：明色に近づく程大きな透過光変化を示す。

　　黒線はラットの輪郭を表わす。白線は上矢状縫合、ラムダ縫合を示す・
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　次に脳酸素化状態（脳血液ヘモグロビンの酸素化状態）の変化を測定するた

めに、内頚動脈閉塞期間中の前半（0－0．5分）と後半（4．5－5分）の各30秒間

の血液量変化が安定した時点で、801nmと789　nmの画像を比較した（図7）。

図7左内頚動脈閉塞時の脳酸素化状態の変化（高、酒谷、他1996）

　　　　　　　　　　　789　nm　801　nm
注：明色に近づく程大きな血液量変化を示す。

　　黒線はラットの輪郭および上矢状縫合とラムダ縫合を示す。

　ヘモグロビンの吸光スペクトル（図3）より、801nmの画像は血液量変化、

789nmの画像は酸素化状態の変化を示す。図のごとく血液量変化に比較して酸

素化状態に大きな変化が認められている。

　以上の結果よりラット頭部の透過光をCCDカメラで計測することにより、脳

の血液量変化や酸素化状態が2次元的に計測できることが確かめられた。さら

にこのように一側内頚動脈の血流遮断という大きな血流変化のみならず、末梢

神経刺激による神経活動に伴った局所脳血流変化など比較的小さな血流変化も

2次元的に測定できることが確かめられた。

（2）　CCDカメラによるイメージングの利点と欠点

CCDカメラは2次元イメージを比較的容易に得ることができる上に、小型で
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あるために手術用顕微鏡等にも装着が可能である。

CCDカメラを脳外科領域の術中イメージングに用いる上で、以下の利点が考

えられる。

1．術者の視野と同一の2次虚像が得られる。

　この利点は特に脳腫瘍の摘出操作において、術者に腫瘍や正常脳組織の位置

情報を正確にかつ理解し易く提供する点で重要である。すなわち他の術中イメ

ージング法（超音波診断法や術中CT、　MRI等）では得られた情報を実際の術

野と比較しながら手術操作を行う必要がある。

2．撮像操作が簡単であり、術者の手術操作の妨げとなることが少ない。

　近年試みられている術中CTやMRIでは、手術操作を中断し手術台を撮像機

器の中に移動するなどの繁雑な操作が要求される。

3．撮像機器が脳と接触しないため脳の感染や損傷の危険がない。

　超音波診断法では探査プローブを脳に接触させて測定する必要があり、撮像

時に感染したり脳を損傷する危険を伴う。

4．比較的簡易で安価な装置として実現できる可能性が高い。

　一方、CCDカメラによるイメージングの欠点として次のことが考えられる。

1．透過光を測定する場合には光量が少なく、i撮像対象が小さな生体に限定さ

れる。

　光電子増倍管と比較すると感度が低く、透過光を測定する場合、撮像対象は

ラットなど小さな生体に限定される。

2．生体深部のイメージングが困難である・

　光源に連続光を用いて透過光を計測する場合、生体内の散乱によりイメージ

ングできる生体内の深さは制限される。

3．3次元情報を得ることができない。

　CT等の断層面を得ることができないので、撮像対象物の生体内における深さ

の情報が得られない。
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2－3　光学的造影剤の応用

　体内物質の光学的変化を応用した生体計測が不可能な構造や機能を可視化し

たり、あるいはより鮮明な画像を得るために、生体外より色素を注入して光学

的に生体機能や構造を計測する試みがある。例えば、インドシアニングリーン

（以下ICGと略す）は近赤外光領域で強い吸光特性を有しかつ生体に無害であ

ることから循環機能や肝臓機能の臨床検査などに用いられてきた（Leevy　1967，

：Lund－Johansen　1990）。このIC　Gを光学的造影剤として生体イメージングに

応用する試みがある。

　この章ではICGを光学的造影剤として用いたイメージング法について述べる。

20



2－3－1インドシアニングリーンの光学的特性

　IC　Gは分子量775のtricarb　ocya血e　dye（C43　H47　N2　Na　06　S　2）である。

ICGは血管内に投与されると、α一1ipoproteinなどの血清蛋白と直ちに結合する。

体外への排泄は肝臓の肝実質細胞よりなされ、半減期は2分半から3分と短い。

ICGは近赤外光領域の波長で吸光特性を有するが、溶媒の種類により吸光極大

波長が異なる。

　またICGは、水溶液中では蛍光性をほとんど認めないが、　dimethyl　sUlfoXide

（DMSO）に溶解したりα一hp　oproteinなどの血清蛋白と結合すると、近赤外光

領域の蛍光を発生する（Ba：ker　1966，　Benson　1978）。

　図8にICGの吸光スペクトルと蛍光スペクトルを示す。吸光スペクトルは二

波長分光光度計（日立製、557型）により測定した。

図8　1CGの吸光スペクトルと蛍光スペクトル
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　蛍光スペクトルは波長720nmの励起光で蛍光を励起し、蛍光分光光度計（日

立製、850型）により測定した。ICGは蒸留水、　DMSOおよび血清の3種類の

溶媒に溶解した。

　吸光のピークは水溶液では789㎜、DMSO溶液では794㎜、ラット血清

に溶：解したものでは804nmであった。

　蒸留水では蛍光発生をほとんど認めないが、DMSOやラット血清に溶解した

ものでは820　nm付近で蛍光を発生している。
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2－3－2　1CG吸光イメージング

　ICGの吸光ピークに一致する波長の光を生体に照射し、体内に蓄積したICG

と周囲組織との光学的コントラストを得ることにより、ICGの蓄積した構造物

を可視化することができる。さらに体内に蓄積したICGのクリアランスを測定

することにより、血流などの機能的情報も得ることができる。

（1）　ICG吸光イメージング法によるラット脳血流の2次元イメージング

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（高、酒谷、他1996）

　図9にICGを用いたラット脳血流の2次元イメージングの結果を示す。実験

システムは、前述の脳酸素化状態のイメージングに使用したもの（図5）と同

様である。ネンブタール麻酔下に内頚動脈に選択的にICGを注入し、　CCDカメ

ラで頭部の透過光を測定することにより、脳内の吸光度変化を2次元的にイメ

ージングした。

図9　ラット脳血流のICG吸光イメージング（高、酒谷、他　1996）

新・　’・：

注：明色に近づく程大きな透過光量変化を示す。

　　下線はラットの輪郭を表わす。白線は上矢状縫合、ラムダ縫合を示す。
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　図9はICG注入前後の透過像の輝度比をとったもので、明色に近づくほど変

化が大きいことを示す。ICG注入後に注入側の脳に大きな透過光量変化（低下）

がおきたことが分かる。

図10はROIを設定し吸光度の時間的変化を示したものである。注入直後よ

りROIの吸光度が急速に低下した後に徐々に回復して行くのが分かる。

図10　1CG吸光イメージングによる局所脳血流の測定
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　　　　　o
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　　　　　　　　　　1CG脚↑廿螂）

注：左側（A）右側（B）頭頂部のICGクリアランスを示す。

　　縦軸は透過光強度（輝度）を示す。ICGは右側内頚動脈に注入。

　　左側頭頂部の低下は前交通動脈による血流による。

　このように注入後のICGのクリアランスを測定することにより、特定部位の

血流変化も計測できる。
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（2）　ICG吸光イメv・一一一一・ジング法の臨床応用

　最近、HuglundらはIC　G吸光イメージング法を応用して術中脳腫瘍イメー

ジングを試みた（Haglund　1994，1996）。図11に彼等の術中イメージングの

方法を示す。

図11　1CG吸光イメージングを応用した術中脳腫瘍イメージングの方法

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Haglund　1996）

Surgi　cal　micro6¢opy

CCD　lmage　proces＄or
came　ra

Photographic
light

Fi置ter

（〉　690　nm　longpass）

Brain＋Tumor

　脳腫瘍の外科的手術においては正常脳と脳腫瘍との境界を見い出すことが重

要であるが、悪性腫瘍ではその境界が肉眼的に不鮮明であることが多く、この

ため腫瘍を取り残したり、逆に手術操作により正常脳を損傷する危険がある。

Huglundらは悪性脳腫瘍（mahgnant　ghoma等）の血流は正常脳よりも豊富で

あることに着目し、ICG静脈内投与後のクリアランスを脳腫瘍周辺部位で測定

することにより境界部位を同定する方法を考案した。

（3）　ICG吸光イメージング法の問題点

ICG吸光イメージング法を脳神経外科等の術中イメージングに応用する上で

次のような欠点もある。すなわち成人脳など厚みのある組織では光の散乱と吸

収が大きく、透過方式（光源がカメラの反対側に位置する）を用いてイメージ
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ングすることは現実的ではない。このため反射方式（光源とカメラが同側に位

置する）を用いることになる。

　反射方式による吸光像のイメージングで得られる目的信号は、対象部位から

の後方散乱光（図12のback－sactte血tg　light）であるため、生体組織における

強い散乱と吸収に影響される。さらに表面反射や浅部組織からの強い後方散乱

に妨げられ、深部の対象を鮮明にイメージングすることは困難である。

　実際、Huglundらの術中脳腫瘍イメージングでは近赤外光を用いているが、

脳表面のICGクリアランスを測定しているのに過ぎず、大脳皮質内の情報は得

られていない。

図12　反射方式によるICG吸光イメージング法

NlRLigh電

〈ISIZDetector

A

し
♂
墨
「

γ
．
ヤ
パ

、
一
，
∂
一

　
、
、
、
，

’

’
「
、
一
「

一
　
　
’
一

’
、
、
耐
係

こ
F
’
1

　
、
も
馬
，

‘

’
「
、
望
，

7
　
　
　
’
ハ

’
、
、

∫
、
㌔
．
（

♪
8
’
1

　
、
し
、
，

‘

’
「
、
一

　

’
、
、

＼B
ぐ
．　
’

、
♂　
∂
馬

　
’
「

　
　
騨

吋
㌦
へ
」

，

－弘
�
j
伽

　
㌦
！
・
・
ノ

●
一
’
　

◎
　
’

叱，曳

二㌧’一1
．ず，1’＝「’

へ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　え

∴「こご’玄1’，『ヤ’ゴ

げベロ　しノヘィげノ　　　
；一二ζllモくこ：£．i，

　　　　　　　騨

　ノ　　　　　　　　ロ　ヘ　コ　　チぢ

轟．r，しrごワ」’，∵、、

　し’、　”、一一　見　　♂”、一一　叱

　　　’嬰z．臥～’・’項こ二．臥6

　・、1∵ご享’玄1∵，「ご∵’玄1’
　ノも　ナ　ぐロ　にノハイナヂぐロ　ぼノもげヂ
　、1上覧＝ζf・モくこ；覧二ζrlモくこ

　　　　　，　　　　　　　　　　　静r，　　　　　　　　　　　　1、　馨
f，F，〈一；．f／Ll　Back一＄cattering　lightl’〉：’t’i　f，

　　　　　　　　　t　．s’：　i’J．r．’．t　’．’t　一s．　t．　一1　J．r．’．r　’．Tt　一s　i．　．1　J．r．s．r　T．

　　　　　　　　　　　　　＿　　　　　．　　　噛　’　」膨　’　　　＿　　　　　●　　　艦　’　”　　　＿　　　　　　　　　　　s　t　）　一

Aは表面反射、Bは浅部組織からの後方散乱光を示す。

も　l　f、

’、γド

．働 ｲ，，

26



2－3－3　1CG蛍光イメージング

ICGの近日外光領域の蛍光を用いて、体内に蓄積したICGを光学的に同定す

ることが可能である。このイメージング法では励起光も蛍光も生体透過性の高

い近赤外光領域の波長であるため、生体深部に蓄積したICG蛍光を計測できる

可能性がある。

（1）ICG蛍光イメージング法の臨床応用

近年、眼底カメラにCCDカメラと近赤外光レーザー光源を装着し、増殖し

た網膜新生血管のイメージングが試みられた（Schneider　1992）。ICG蛍光イ

メージング法を用いることにより、網膜表面の血管のみならず網膜下に位置す

る異常血管もイメージングできるため臨床的有用性は高いと考えられている。

（2）ICG蛍光イメージング法の腫瘍診断への応用

　最近、ICGの蛍光特性を応用してラットの腫瘍組織を検出する試みが報告さ

れた（：Li　1995）。前項で述べたICG吸光イメージング法による術中脳腫瘍イメ

ージングと同様に、腫瘍と正常組織における血流量の差異から腫瘍組織を検出

しようというものである。ラット腫瘍モデルと人の乳癌における血流クリアラ

ンスを測定し、正常組織との差異が示された。しかしながら蛍光の検出には光

電子増倍管が用いられ、腫瘍自体のイメージングは行われていない。

（3）反射式ICG蛍光イメージング法の利点

　　ICG蛍光イメージング法では励起光と蛍光の波長が異なるため、反射方式

によるICG吸光イメージングで問題となる表面反射を抑制できるという利点も

考えられる（図13）。特にCCDカメラを用いた術中イメーージング等の臨床応

用を考える上で、表面反射を抑制できる利点は大きい。

　また蛍光イメージングの場合、体内の対象部位そのものが光源となるため・
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蛍光イメージングに比べ、重要な利点が生ずる。生体の光透視における画像劣

化の大きな原因は、生体組織における強い散乱と吸収の影響である・この影響

は、光路長の増加に伴い指数関数的に増加する。蛍光イメージングでは、この

光路長を半減させることができる。また蛍光イメージングで得られる目的信号

は、対象部位からの後方散乱光であるが、蛍光イメージングの場合は前方散乱

光となり、より大きな光強度が期待できる。

図13　反射方式によるICG蛍光イメージング
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注：励起光（Excitation　Light）と蛍光（Emission：Light）の波長が異なるため

表面反射光（A）はフィルター（Filter）により遮断される。

（4）　ICG蛍光の断層イ湿田ジング

　図題外蛍光色素は現在急速に注目を集めており、光CT技術を応用して散乱体

内に蓄積した近赤外蛍光色素を3次元的にイメージングする試みが散見される

ようになった（0・：Leary　1994，　Wu　1996）。しかしながら、現時点ではファント

ム実験の段階であり、生体イメージングが可能になるには今後さらなる研究が

必要である。
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2－4　まとめ

　MRIは脳神経の解剖学的構造や機能を無侵襲的に描出できるため、脳神経外

科領域の診断、特に術前後の診断では最も有用な神経補助診断法として確立さ

れつつある。しかしながら幾つかの改善を要する面もある。

1．測定機器や設備が大型でコストが高い。

2．測定患者が限定される場合（ペースメーカ等を有する例）がある。

3．リアルタイムのイメージングができない。

4．術中モニタリングに使用するのは一般的ではない。

5．function　al　MRIにより測定できない神経機能もある。

　開発中の種々の光診断法は、現在使用されている神経補助診断法やMRIの持

つ欠点を補う可能性がある。光診断法の利点として以下のことが考えられる。

1．無侵襲である。

2．代謝変化、血流、神経活動など種々の機能を測定できる。

3．近赤外光を用いることにより生体深部の情報を得ることができる。

4．CCDカメラ等の使用により2次元的測定（多点測定）が可能である。

5．機器を小型化できる。

6．低コストである。

　CCDカメラは、手術用顕微鏡に装着できるため、脳外科領域の診断特に術

中モニタリングに適した撮像装置と考えられる。またICGを用いた近赤外蛍光

イメージングは、これまで方法が確立されていない術中脳腫瘍イメージングや

無侵襲髄液循環測定法などに応用できる可能性がある。

　本研究の目的は、CCDカメラによる近赤外蛍光イメージング法を応用した新

しい神経補助診断法を開発することにある。
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第3章　ICG蛍光イメージング法の開発

　このようにいくつかの利点が考えられるICG蛍光イメージング法であるが、

in　vivoで系統的に検討した光学的研究は見当たらない。　ICG蛍光イメージング

法の臨床応用を目指してまず以下の実験を行った。

1．ICG蛍光像と吸光像の比較

　生体内に蓄積したICGの2次元的分布の蛍光像と吸光像を比較し、どちらの

方式がより臨床応用に適しているか、マウス頭部（死体）を用いて検討した。

2．ICG蛍光イメージング法の限界特性

　種々の条件下における生体内ICGの2次元的蛍光像を撮像し、　ICG蛍光イメ

ージング法の限界特性等をマウス頭部（死体）を用いて検討した。
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3－1　1CG蛍光像と吸光像の比較実験

3・1・1実験方法

（1）　ICG溶液

ICGはジアグノグリーン注TM（第一製薬製）を用いた。　ICGはDMSO溶液に

種々の濃度で溶解した。DMSOに溶解したICGの近赤外光領域における蛍光

特性は図8に示した。

（2）　測定装置

図14に測定装置の概略を示す。光源にはキセノンランプ（Fiber（tPtic　Light

Sour㏄，150　W、ニコン製）を使用した。ガラス製光ファイバー（UV透過用石

英ファイバー、開口数1、バンドル半径5mm）の先端部には干渉膜バンドパ

スフィルター（中心波長700，720，740，760，780nm、朝日分光製）を装着した。

図14　実験方法および測定装置の概略

　　　　　　　　　　　　　　　　　Cooled　CCD
　　　　　　　　　　　　　　　　　Camera

Band－pass　Filter
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tube
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　ICGより発する蛍光は、干渉膜バンドパスフィルター（中心波長820，840，860，

880・nm、朝日分光製）を介して、カメラ用レンズ（：F55　m　m、　Micro－Nikkor・

ニコン製）を装着した水冷式冷却CCDカメラ（浜松ホトニクス製、　C－4880－11、

512×483pixel，16　bit，冷却温度一34。C）にて撮像した。画像はイメージプロセ

ッサー（浜松ホトニクス製、ARGUS－50）および専用ソフトウエアーにて解析

した。

（3）　測定系の波長特性

　まずシャーレ内のICG（338μM）を用いて、今回使用した測定系の波長特

性を調べた。実験では、上記の励起光側および記録側のフィルター波長を種々

に組み合わせてICGの蛍光強度を測定した。シャーレ内のICGの蛍光強度を測

定すると、記録側の波長にかかわらず720㎜で励起すると強い蛍光が得られ

た。これは吸光極大波長と異なるが、キセノンランプの放射スペクトルが720

nm付近で高パワーの分布をしているためである。また記録側の波長は干渉フィ

ルター840nmで最大蛍光強度が得られた。

（4）　バックグラウンドノイズの測定

　次に、ICGの存在しないDMSOだけからの蛍光強度を測定し、バックグラウ

ンドノイズの強度を調べた。その結果、特定の波長でのノイズのピーキングは

見られず、励起波長と記録波長の間隔の大小に応じて、ノイズが減少、増加す

ることが確かめられた。それは単純に、バンドパスフィルタの阻止域透過光の

増減と考えられる。

　各波長におけるバックグランドノイズ（シャーレ内のDMSOを撮像）は、記

録側の波長が励起波長に近づくにつれて強くなった。これはバンドパスフィル

ターでも除去しきれない迷乱によるものと考えられる。SN比は、励起波長720

nm、記録波長840　nmで最も良好であった。
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（5）　フィルタの設定

　上述の検討結果より、ICG蛍光像のイメージングでは、励起波長720　nm、記

録波長840nmを用いることとした。

　ICG吸光像のイメージングでは、光源側に780皿1のバンドパスフィルター

を、記録側にはカットオフ波長590㎜のロングパスフィルターを装着して撮

像した。

（6）　動物実験

　マウス（BALBlc、雄、8週齢）をベントバルビタール（ネンブタール、ダイ

ナボット社製）の腹腔内投与（100　mg∠Kg）にて屠殺し、頭頚部の毛を市販の脱

毛クリームにて除去した。左右の側頭部の皮膚、頭蓋骨に小孔を開けポリエチ

レンチューーブ（直径0．8mm）を貫通させた（図15）。

図15　マウス頭部へのチューブの貫通方向

　　　　　　　　　　　　　　tube
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旨　鱈
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　チュ・一一・一・ブは種々の深さ（頭頂部の頭皮よりチューブ表面までの距離をノギス

にて計測）に挿入した。ICGのDMSO溶液はこのチューブ内に注入した・また

一部のマウスでは、ICGと完全吸光体の吸光像を比較するため20Gの注射針

を挿入した。

（7）　照射方法

ICG吸光像と蛍光像の比較実験では、各々の反射像と透過像を比較検討した。
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反射像の撮像では照射光はマウスの頭頂側（頭部より5cm離し、約45度の角

度で照射）より行った。透過像の撮像ではは下顎直下より垂直上向きに光を照

射した。反射像と透過像とも撮像は頭頂側より行った。

　透過像を撮像する場合、照射光源の光がカメラに直接入るのを防ぐためにマ

ウス頭部の周囲を粘土で覆った。さらにマウスの側頭部より露出しているチュ

ーブも粘土で覆い、この部分のICG蛍光の影響を取り除いた。

3・1・2実験結果

（1）　ICG吸光イ一一ジング

　図16にICG吸光イメージングの反射像（A）と透過像（B）を示す。　ICGの

濃度は338μMで、ICG溶液を注入したチューブは頭皮、頭蓋骨、脳組織を

介して頭頂部では頭皮表面下2mmに位置している。

図16　1CG吸光イメージングの反射像と透過像

　　　A．　ICG吸光反射像
　．　　黙’壁
　　　　　　　　　，簿’・　蹴　鱗灘購隅壕

1　　　　　凝藷鹸1　蒙

繍、，姦麟漉繍鍵

B．　ICG吸光透過像

　　　　　　　　倉

注：矢印（倉）はICGチューブの位置を示す。

倉
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　反射像ではマウスの皮膚表面の画像が得られるのみで、ICGは全く同定出来

ない。この図では露光時間は0．02秒であったが、これ以上に設定してもマウス

表面の反射光により画像は飽和傾向を示すのみで、0．1秒で画像は完全飽和した。

　透過像では頭部の透過像が得られているが、ICGの注入されたチューブは同

定出来ない。

　ICGの吸光像が得られない原因として、　ICGの吸光度が不足している可能性

がある。そこでICGチューブの代わりに完全吸光体に近い金属性注射針を同じ

条件で撮像した。

　図17は注射針の吸光反射像および吸光透過像を示しているが、いずれの照

射方法でも吸光物体の像を得ることは出来なかった。

図17

謬

A．

　嘱

　　　　　・・．亙』

吸光イメージングによる注射針の反射像と透過像

　注射針反射像　　　　　　　　　　B．　注射針透過像

，
…
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注：矢印（倉）は注射針の位置を示す。

　この結果から、IC　Gの吸光像をイメージングできないのは、　IC　Gの吸光度が

不足しているのではなく、生体組織における光散乱など他の原因によるものと

考えられた。
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（2）　ICG蛍光イメージング

　図18にICG蛍光イメージングの反射像（A）と透過像（B）を示す。　ICG濃

度やチューブの位置は吸光像撮像の場合と同じ条件である。露光時間はともに

5秒である。

図18　1CG蛍光イメージングの反射像と透過像

　　　　A．ICG蛍光反射像　　　　　　　　　B．　ICG蛍光透過像

　　　　　　　　倉

注：矢印（倉）はICGチューブの位置を示す。

倉

　ICGチューブの輪郭は散乱によりぼけているが、反射像、透過像ともに頭皮、

頭蓋骨、脳組織を介しても充分なICGの蛍光が検出されており、チューブの位

置が同定可能である。

　反射像と透過像を比較すると、反射像の方が透過像より強い蛍光が得られた。

これは、体表からチューブまでの距離が前者の場合は小さいこと、すなわち励

起光が通過する生体組織の厚みの違いによる励起光強度の差異によるものと考

えられる。

　また、　吸光イメv一一・…ジングの反射像では露光時間をO．1秒以上に設定すると生

体表面からの反射光により画像が飽和したが、蛍光イメージングでは5秒以上

の露光が可能であった。
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3－2　1CG蛍光イメージング法の限界特性実験

3－2・1実験方法

　前述のICG吸光像と蛍光像の比較実験：と同様の方法で実験した。

3・2－2実験結果

（1）　バックグランドノイズの影響

　図19はICGの蛍光像とバックグランド像を比較したものである。チューブ

は頭部表面より3mmの深さに位置しており、’ICG濃度は1350μMである。

バックグランド像はチューブ内にDMSOのみを注入し、他は同一条件で撮像し

た。励起光はカメラ側より照射した。

図19　1CGの蛍光像とバックグランド像の比較

　　　　　A．ICG蛍光像　　　　　　　　　B．　バックグランド像

　　　　　　　倉　　　　　　　　　　　　倉

注：矢印（倉）はICGチューブの位置を示す。

　蛍光像ではチューブの走行に対応した明瞭な蛍光強度の増強が認められるが、

バックグランド像では明らかな蛍光強度の増強が認められない。

　図20はICGの蛍光像とバックグランド像の蛍光強度の2次元分布を示して

いる。バックグランド像でも、蛍光強度が若干増強している部分が認められる
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が、チューブに対応するような明らかな光強度分布は認められていない・

図20　1CGの蛍光像とバックグランド像の蛍光強度2次元分布

A．ICG蛍光像 B．　バックグランド像

ICG蛍光像とバックグランド像の差異を評価するために、頭部正中部で矢状

方向における光強度の分布を解析した（図21）。ICG，　Backgroundは各々ICG

蛍光とバックグランドを示す。IC　G－BackgroundはIC　G蛍光からバックグラウ

ンドをサブトラクションしたもの、すなわち真の蛍光強度分布を示す。

　ICGの蛍光強度曲線の頂点はチューブの位置に一致しており、チューブから

離れるにつれ急激に減少している。一方、バックグランドは蛍光と比較すると

光強度は弱く、チューブと無関係に光強度が分布している。このためサブトラ

クションを行っても、最大蛍光強度やその位置の変化は少ない。

　さらに、光を照射する方向を変えることによりバックグランドの光強度の分

布も変化した。これらより、バックグランドノイズは頭部表面の微弱な反射光

の迷光によるものと考えられた。
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図21　マウス頭部正中部における光強度のプロファイル
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注：光強度プロファイルと下段のマウス頭部は対応している。

　図22はICG蛍光からバックグラウンドをサブトラクションした像としてい

ない像を比較してものである。画像上ほとんど差異は認められない。

図22　バックグラウンドのサブトラクションのICG蛍光像に対する影響

　　　A．サブトラクション（一）　　　　　B．　サブトラクション（十）

　　　　　　　倉

注：矢印（倉）はICGチューブの位置を示す。

　　　　　　　　　　　　　　　　　39

倉

灘羅雛灘灘1灘灘灘灘，s．，、1灘購灘。、鑑



（2）　ICGの濃度による蛍光量変化

　図23はICG濃度を変化（45－1350μM）させた時の頭部正中線上の蛍光強

度分布である。チュ・一一一一ブは頭頂部の表面下2mmに位置している。

　濃度が減少するのに伴いチューブに相当する部位の蛍光強度は減少するが、

チューブ位置を頂点とする山形の蛍光強度分布は50μM以下の低濃度でも保

たれていた。

図23　マウス頭部正中部の光強度プロファイルに対するICG濃度の影響
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注：光強度プロファイルと下段のマウス頭部は対応している。
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　図24はマウス頭部正中部における最大蛍光強度とICG濃度の関係を示した

ものである。ICG濃度が上昇するにつれ蛍光強度は上昇するが、300μM以上

では増加の割合は少なくなる。これは濃度消光によるものと考えられる。

図24　1CG濃度とICG蛍光強度の関係（高濃度領域）
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図25は低濃度におけるICG濃度と最大蛍光強度の関係を示したものである。

低濃度領域では濃度と蛍光強度が直線関係にあり、1．7μMまでチューブ位置

の同定が可能であった。しかしながら、それ以下の濃度ではコントロール（ICG

濃度ゼロ）との判別が困難であった。

図25　1CG濃度とICG蛍光強度の関係（低濃度領域）
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（3）　生体内部の深さによる蛍光量変化

　図26はチューブの深さを2．0，2．9，4．2mmに変化させた時の頭部正中線上

の蛍光強度変化を示している。ICG濃度は1350μMである。

　チューブが深くなるにつれ蛍光強度は減衰していくが、深さ4．2mmにおい

てもチューブの位置に一致した蛍光のピークが認められた。

図26　チューブの深さと頭部正中部の光強度プロファイルの関係
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注：矢印（t）はチューブの位置を示す。

　図27は各深さの蛍光強度の最大値を深さに対してプロットしたものである。

深さが増すと組織内での散乱と吸収のため、励起光や蛍光強度が指数関数的に

減少することが予想される。実際深さの増加に伴って蛍光強度は大きく減少

していくことが認められた。
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以上の結果より、本条件下の蛍光による可視深さは4mm程度と考えられる。
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3－3　まとめと考察

　ICGの近赤外光領域の蛍光特性を利用した生体機能イメージング手法の可能

性を調べるため、基礎的検討を行った。

　ICGの蛍光特性を応用したイメージング法では、　ICG含有チューブの位置を

頭皮、頭蓋骨および脳組織を介して頭部表面より2－4mmの深さまで同定す

ることができた。一方、ICGの吸光特性を応用したイメージング法では、深さ

2mmにおいてもICG含有チューブの位置は同定できなかった。さらに同条件

で2mmの深さに刺入した金属性注射針も同定することは困難であった。この

ことは吸光特性を応用したイメージングが困難な原因として、ICGの吸光が不

十分なためではないことを示している。以上の結果は、生体内に蓄積したICG

の可視化には、蛍光イメージングの方が吸光特性を応用したイメージングより

も優れていることを示す。

　反射式と透過式を比べると、実用における前者の有利さは大きい。すなわち

反射方式では、透過光の得られないような厚い生体でも、後方散乱光の得られ

る深さの体内部位であればイメージングが可能である．透過方式では、たとえ

観測側の浅い部位であっても、透過光が得られない限りイメージングは不可能

となる。このように大きな特長をもつ反射方式ではあるが、吸光像のイメージ

ングでは、表面反射や浅部組織からの強い後方散乱に妨げられ、体内イメージ

ングは困難である。これに対し、蛍光像を利用する本手法では、励起波長と蛍

光波長の違いを利用して、反射方式の最大の難点を克服することができる。

　また蛍光像の場合、体内の対象部位そのものが光源となるため、通常の反射

方式に比べ、重要な利点が生ずる。生体の光透視における画像劣化の大きな原

因は、生体組織における強い散乱と吸収の影響である。この影響は、光路長の

増加に伴い指数関数的に増加する。蛍光方式では、この光路長を半減させるこ

とができる。また通常の反射方式で得られる目的信号は、対象部位からの後方

散乱光であるが、蛍光方式の場合は前方散乱光となり、より大きな光強度が期
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待できる。これらの結果、反射方式の蛍光像を利用することにより、散乱によ

るぽけが比較的少ないイメージングが可能となり、可視深度も向上する。

　さらに本手法では、表面反射を抑制するための照射光接触入射や界面の屈折

率整合の問題がないことも実用上有利な点である。またICGが生体の比較的浅

い位置に存在する場合では、S1N比が高くサブトラクションの必要が少ないこ

とも術中イメージングに応用する上において大きな利点となる。すなわち実際

の手術用顕微鏡を用いた脳外科手術では手術の進行に伴って顕微鏡の方向を

刻々と変える必要があり、ICGが生体に蓄積するために時間を要する場合は、

コントロール画像を撮像することは困難であるからである。

　以上のようにICGが生体の比較的浅い位置に存在する場合には、　CCDカメラ

を用いたICG蛍光イメージング法は、　CTなどの複雑なイメージングシステム

を使用することなくその位置を同定でき、実用上ポテンシャルの高いイメージ

ング法と考えられる。
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第4章　無侵襲近赤外蛍光プローブの開発

　ICGは水溶液中では蛍光を発生しないが、　DMSO等の有機溶媒に溶解したり

血清蛋白と結合すると、近赤外光領域の励起光により近赤外光領域の蛍光を発

生するようになる（Baker　1996，　Benson　1978）。

　近赤外蛍光を応用して血管系を描出する場合、ICGは血管内に投与された

後速やかに血清蛋白と結合し蛍光性を有するようになる。このため蒸留水で溶

解したICGを蛍光プローブとして使用することが可能である。しかしながら、

血清蛋白の存在しない血管外の構造物や機能を近赤外蛍光で描出しようとする

場合、生体に対する毒性の強い有機溶媒に溶解したICGを投与することはでき

ず、生体に無侵襲な近赤外蛍光プローブが必要となる。

　ICGとα一一リボ蛋白質の高い親和性に着目し、　ICGとα一リボ蛋白質の複

合体を作成し、その近赤外光領域の蛍光特性を調べた。
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4－1　1CGとα一リボ蛋白質の結合

4・1・1　リボ蛋白質（lipoprotein）

　リボ蛋白質とは脂質と蛋白質の複合体で、血清リボ蛋白質などの可溶性リボ

蛋白質と細胞膜などの構造リボ蛋白質に分類される。

　血清中の脂質はすべて特定の蛋白質と非共有結合で結合しているが、このう

ち遊離脂肪酸一血清アルブミン複合体を除いたものを血清or・一一リボ蛋白質とい

う。遊離脂肪酸を除く脂質成分は超遠心法や電気泳動法によりキロミクロン（密

度d＜0．9691ml）、超低密度リボ蛋白質（V：LDL、プレーβ一一リボ蛋白質、

d＜0．95－1．00691m1）、低密度リボ蛋白質（：LD：L、β一リボ蛋白質、　d＜1．006－

1．063　g／ml）、高密度リボ蛋白質（HD：L、α一リボ蛋白質、　d＜1．063－1．21g！血1）、

超高密度リボ蛋白質（VHD：L、　d＜1．21－1．25　g！ml）の5つに分類される。

　ICGが血管内に投与された場合、血清蛋白のアルブミンやグロブリンと速や

かに結合するが、最も親和性の高いものはα一リボ蛋白質で、人体の場合投与

されたICGの約80％がor・一一一リボ蛋白質と結合している。

4－1－21CGとα一リボ蛋白質の複合体の作成

　ICG（rオagnogreen⑪、第一製薬株式会社製）をまず蒸留水に溶解し、次いで人

精製高密度リボ蛋白質（製品番号CPL－59433，0rganon　T㏄㎞ika社僧）に溶解し、

ICGとα一リボ蛋白質を自然結合させた（以下この複合体はICG－lipOproteinと略

す）。

　第5章の動物実験ではICG濃度を554　mMとなるように蒸留水に溶解し、こ

のICG溶液5pLを500μしの高密度リポタンパク質に溶解したものを使用した。
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4－2　1CGとα一リボ蛋白質の結合体の蛍光特性

　ICG・一lipOproteinの近赤外光領域における蛍光特性を検討するため、　DMSOに

溶解したICGの蛍光特性と比較検討した。

4－2－1実験方法

　ICG－lipoproteinは、　I　CGが高密度リボ蛋白質に対して濃度1．1μMになるよう

に調整した。DMSOに溶解したICGも濃度1．1pMとした。

　蛍光スペクトルは波長720nmの励起光で蛍光を励起し、蛍光分光光度計（日

立製、850型）により測定した。

4－2・2　結果

　図28にICG－lipOproteinとDMSOに溶解したICGの蛍光特性を示す。図のご

とく、ともに820㎜付近で蛍光のピークがあり、ICG－lip（）proteinはDMSO溶解

のICGの約60％の蛍光強度を有していた。

図28　1CG－1ipoprote孟nとDMSOに溶解したICGの蛍光特性の比較
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言Q6
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4－3　まとめと考察

　ICG－lipoproteinはDMSO溶解のICGと比較して、ほぼ同様の波長で蛍光ピー

クがある。さらに同濃度のDMSO溶解のICGの約60％の蛍光強度を有してお

り、比較的強い蛍光性を有していると考えられる。

　ICGは肝臓機能や循環機能の臨床検査にも使用され、血管内に投与されると

血清中のリボ蛋白と自然結合する。今回使用したリボ蛋白は人血清から生成し

たものを使用しており、その結合体であるICG－lipoproteinは人体に対する毒性

は極めて小さいと考えられる。しかしながら、人体の血管外における毒性につ

いては今後検討が必要である。
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第5章脳脊髄クモ膜下腔および髄液流の

　　　　　　　　蛍光イメージング

この章では第4章で述べた無侵襲蛍光プローブのin　Vivoにおける有効性を検

討するため、生きたラットの脳脊髄クモ膜下腔に蛍光プローブを投与し、クモ

膜下腔や脳脊髄液の循環動態が体外からイメージングできるか否か検討した。
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5－1脊髄クモ膜下腔のICG蛍光イメージング

5－1－1回忌方法

（1）　ICG蛍光プローブ

　前述のICG－lipOproteinを用いた。　ICGを蒸留水に溶解し5．54　mMとし、その

5ULを500μしのpurified　human　high　density　lipOprotein（CPL－59433，0rganon

T㏄㎞ika社製）と混合し、　I　CGとlipoproteinを結合させた。

（2）　測定装置

　図29に測定装置の概略を示す。光源にはレーザーダイオード（波長789．8

㎜、SLD－304XT，　SONY社製）を使用した。光源から出た光はライトガイド｝こ

よりラット頭部に導かれる。発光部の光出力は約900mWであるが、ラットへ

の入射点では約100mWであった。

　ICG－lipOproteinの蛍光は、干渉膜バンドパスフィルター（中心波長840　nm、

朝日分光製）を介して、カメラ用レンズ（：F55　m　m、　Micro－Ni：kkor、ニコン製）

を装着した水冷式冷却CCDカメラ（浜松ホトニクス製、　C－4880－11、512×483

pixel，16　bit，冷却温度一34。C）にて撮像した。

（3）画像処理

　画像はイメージプロセッサー（浜松ホトニクス製、ARGUS－50）および専用

ソフトウエアーにて解析した。

　これまでのICG蛍光イメージング法に関する知見より（第3章　3－21CG蛍

光イメージング法の限界特性実験　図22参照）、画像処理は単純加算のみ行

い、コントロール画像のサブトラクションなどは行わなかった。なお図に示し

たICG蛍光画像は100回加算したものであるが、20回加算でもほぼ同様の

画像を得ることができた。
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図29　実験方法と測定装置の概略
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（4）　動物実験

Wister種ラット（100－150　g、5－7週齢）をベントバルビタールの腹腔内投与

（40mg1Kg）にて麻酔し、頭頚部から背部の毛を市販の脱毛クリームにて除去

した。第6腰椎の椎弓切除を行い脊髄硬膜を露出した。

50μしのICG－lipoproteinを注射器にて椎弓切除部位のクモ膜下腔に注入した。

ラットはプラスチックフレv一一・一・ムに固定した。ICG蛍光を撮像している間は頭部

を約30度下げて、ICG－lipoproteinが注入部位より頭部側に移動しやすいよう

にした。

　照射光はラットの背側もしくは頭頂側（体表より5cm離し、約45度の角度

で照射）より照射した。
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5・1・2　実験結果

（1）　脊髄クモ膜下腔のICG蛍光イメージング

　図30にラット脊髄クモ膜下酒のICG蛍光イメージング像を示す。これは撮

像部位を腰椎レベルより順次頭側へ移動して撮像したものである。

図30　ラット脊髄クモ膜下腔のICG蛍光イメージング像

　　　　　A　　　　　　　　B　　　　　　　　C

ぐ

　
m
　
C
　
3

D E F

注：黒矢印はICG注入部位を示す（A）。BはICG注入前のコントロール画像

である。白矢印は漏出したICGの蛍光である（C）。
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　図のごとく、ICGの蛍光は注入部の腰椎から胸椎下部にかけて脊髄に沿って

鮮明に検出されているのが分かる（C）。注入部位ではクモ膜弁護から皮下に漏

出したICGも認められた。撮像部位を頭側に移動すると、胸椎レベル（D、　E）

と頚椎レベル（F）でICG蛍光が検出された。しかしながら頚椎レベルのICG

蛍光像は胸腰椎部のICG蛍光像と比較し鮮明度が低かった。

　さらに頚椎レベルと胸腰椎レベルのICG蛍光像の鮮明度の差異を明らかにす

るために、蛍光強度の2次元分布を比較した（図31）。

図31　頚椎レベルと胸腰椎レベルの蛍光強度2次元分布の比較

　　　　　　　胸腰椎レベル　　　　　　　　　　　頚椎レベル

注：上段はICG蛍光像、下段は蛍光強度の2次元分布を示す・蛍光像の上方は

　　頭側、下方は尾側。腰椎レベルの尾側の蛍光増強はICG漏出による。
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　蛍光強度の2次元分布が示すごとく、胸腰椎レベルと比較し頚椎レベルの蛍

光強度は低く、また幅広く分布しているのが分かる。

　　このように胸腰椎レベルと比較して頚椎レベルにおいてICG蛍光像が不鮮

明かつ蛍光強度も低い原因として、厚い頚部筋肉による光の散乱と吸収が考え

られる。すなわち解剖学的にラットの頚椎背側周囲の筋肉は胸腰椎レベルより

も発達している。このため頚椎レベルのイメージングでは厚い筋肉層により励

起光も蛍光も吸収と散乱を受け、蛍光強度が低下し画像のぼけが大きくなるも

のと考えられる。
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5－2脳クモ膜下腔のICG蛍光イメージング

5・2・1実験方法

（1）ICG蛍光プローブ、　（2）測定装置、　（3）画像処理および（4）動物

実験方法は脊髄クモ膜下血のICG蛍光イメージングと同様である。

（5）蛍光イメージングされた脳クモ膜下腔の同定

　脳クモ膜下腔は幾つかのコンパートメントに分かれ、さらに脳室とも交通し

ているため構造が複雑である。ICG蛍光イメージング法により撮像された脳ク

モ膜下腔が解剖学的にどのクモ膜下腔に一致するのか検討した。高濃度ICG

（5．54mMの蒸留水溶解液）300　pLを注射器にて第6腰椎クモ膜下腔に注入し

た。ラットをプラスチックフレームに固定し、頭部を約30度下げて1、2時

間待機し、脳をi摘出した。肉眼下にICGの脳クモ膜下腔内の分布を調べ、　ICG

蛍光イメージング法により撮像された頭部クモ膜下下と比較検討した。

5－2・2　実験結果

（1）　脳部クモ膜下腔のイメージング

　図32にラット頭部クモ膜下腔のICG蛍光イメージング像を示す。　ICGを第

6腰椎レベルのクモ膜庶出に注入した後に、頭部を下げて連続的に撮像した。

　ICGを注入して5分後より、後頭部のラムダ縫合付近に円形の蛍光が検出さ

れた（C）。そしてこの部の蛍光強度が増加するにつれ、前頭部にも蛍光が検出

された（D，E，　F）。注入後約50分には前頭部と後頭部の蛍光が融合するよう

な形で楕円形の蛍光像が得られた。注入後60分以上経過しても蛍光像の大きな

変化は得られなかった。

56

㈱
灘
謙
．
．

観
nN
灘

’
　
　
嬢

鯨
　
離

難
灘



図32　ラット脳クモ膜下腔のICG蛍光イメージング像の経時的変化

　　　　　　　A　　　　　　　　　　B
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注：Aの黒枠は撮像範囲を示す。頭部の点線は上矢状縫合、ラムダ縫合を示す。

　　画像下の時間はICG注入後の経過時間を示す（C－H）。
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（2）　蛍光強度の時間的変化

　さらに前頭部と後頭部にROIを設定し蛍光強度の時間的変化を検討した。コ

ントロールとして左耳介部にもROIを設定した。図33にその結果を示す。

図33　蛍光強度の時間的変化
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注：図右にROIの位置を表示している。　aは左耳介部（コントロール）、bは前

脳部、cは後頭部（ラムダ縫合付近）を示す。

　後頭部の蛍光強度は注入5分後より上昇し始め、40　一一一　50分でプラトーに

達する。前頭部の蛍光強度も同様の時間経過を示すが、蛍光強度は後頭部より

も小さかった。左耳介部の蛍光強度は注入後5分で軽度の上昇が認められた。

しかしながらその後の有意な変化は認められず、耳介部の蛍光強度の上昇は頭

部クモ膜下腔のICG蛍光のもれ（反射光）と考えられた。

（3）　蛍光強度2次元分布

　図34は蛍光強度の2次元表示を示したものである。前頭部と後頭部で明ら

かに蛍光強度が増加しているのが分かる。
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f

図34　ラット脳クモ膜下腔蛍光イメージング像の蛍光強度2次元分布
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注：画像下の時間はICG注入後の経過時間を示す。

65　min

（4）　蛍光イメージングされた脳クモ膜下下の同定

　図35はICG注入60分後に左右斜めより頭部クモ膜下腔をイメージングし

たものである。

　頭頂部より前頭部、特にラムダ縫合部付近に強い蛍光強度を認めた。さらに

両側の側頭一頭頂部にも比較的高い蛍光強度を認めた。しかしながらラムダ縫

合より尾側と眼窩と耳孔を結ぶ線（OM　hne）より下には明らかな蛍光を認めな

かった。
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図35　ラット脳クモ膜下腔の蛍光イメージングの斜位像
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注：上段は右前斜位、下段は左前斜位像を示す。ともにICG注入60分後の像

　図36は高濃度ICGを脊髄クモ膜下腔に注入し1－2時間後に摘出した脳を

示す。図のごとく各クモ膜下腔によりICGの分布程度が異なった。頭頂側より

見ると、高濃度ICGはsupracerebellar　cistern、　olfactory　cisternとcisterna　magnaに

認められる。またinterhemispheric　cisternとmiddle　cerebra1飢ery　ci鵬mにもICGは

認められるが、前述のクモ膜下腔よりもICG濃度は低かった。脳底部の各クモ

膜下腔には高濃度ICGが認められた。さらに脳の冠状断では側脳室内にもICG

の分布を認めた。
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図36　脳クモ膜下腔のICGの分布

　　　　　　Parietal　V　iew

1Hc

Basal　V　iew

注：左は頭頂側より、右は脳底部側より見た図。

　　高濃度ICGは暗灰色、中等度ICGは明灰色で示している。

　　略字は以下の通り：SCC（supracerebellar　cistern），　OLC（olfactory　cistern），　CM

　　（cisterna　magna），　I　HC　（interhemi　spheric　ci　stem），　MCAC　（middle　cerebral　artery

　　ci　stern）　．

　脳底部クモ膜下腔にはICGが高濃度に分布しているが、蛍光像ではこの部位

からの明らかな蛍光を検出していない（図35）。これは脳底部クモ膜下腔周

囲の下顎部の厚い筋層等により励起光や蛍光が散乱と吸収を受けるためによる

と考えられる。同様に大槽（cistema　magna）にもICGの高濃度分布が認められ

ながら蛍光が検出されないのは、頚部筋層による散乱と吸収が原因と考えられ

る。一方、supracerebellar　cistemやolfactory　cistemは頭部表面まで頭蓋骨と皮膚

があるのみで、またICGも高濃度に分布している。

　以上の結果より脳クモ膜下腔蛍光イメージングで高い蛍光性が認められた部

位は、主にsupracerebellar　cisternとolfactory　cistemと考えられる。
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5－3　髄液流のICG蛍光イメージング

5－3－1実験方法

（1）　ICG蛍光プローブ

前述のICG4ipoproteinを用いた。

（2）　測定装置および画像処理

　光源はキセノンランプに中心波長720nmのバンドパスフィルターを組み合

わせたものを使用した。これはICG蛍光像と吸光像の比較実験（第3章）と同

様のものである。

　ICG－lipOproteinの蛍光は、干渉膜バンドパスフィルター（中心波長840　nm、

朝日分光製）を介して、カメラ用レンズ（：F55　m　m、　Micro－Nikkor、ニコン製）

を装着した水冷式冷却CCDカメラ（浜松ホトニクス製、　C－4880－11、512×483

pixel，16　bit，冷却温度一34。C）にて撮像した。

　画像はイメージプロセッサー（浜松ホトニクス製、ARGUS－50）および専用

ソフトウエアーにて解析した。画像処理は単純加算（100回）を行った。

（3）　動物実験

　Wi・ster種幼弱ラット（生後5－7日）を冷却麻酔し（体動が止まるまで氷にて

体全体を冷却）、100μしのICG－lipoproteinを注射器にて右前頭頭頂部のクモ膜

下帯に注入した。しかしながら幼弱ラットの頭部は小さく、大脳皮質内へICG－

li　poprotei　nが搬入することを避けるのは困難であった。

　ICG注入後8時間まで経時的にICG蛍光を撮像したが、撮像時にはラットを

再び冷却麻酔し、プラスチックフレームに固定して撮像した。

　照射光はラットの背側もしくは頭頂側（体表より2cm離し、約45度の角度

で照射）より照射した。
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5－3－2　実験結果

　図37にICG注入後のICG蛍光イメージングを示す。　ICG注入直後では強

いICG蛍光が注入部周囲に限局して認められた。注入1時間後にはICG蛍光は

小脳を含む後頭部にも認められるようになった。

図37　髄液流の蛍光イメ・一ジング　　（1）

1　min　after　i　njection

1　hr　after　inj　ection

注：左図は撮像範囲（黒枠）、ICG注入部位（矢印）を示す。

　　右上段はICG注入後1分、下段は注入後60分の蛍光像。

　図38はICG注入8時間後の蛍光像を示す。注入8時間後には、　ICG蛍光は

頭部および腰部脊髄にも検出された。頭部のICG蛍光強度は腰部脊髄における

蛍光強度と比較して明らかに低かった。このようにICG注入後長時間経過して

も頭部にICG蛍光を認めることは、　ICG－lip　oproteinを脳クモ膜下腔に注入する

63

、．騨



際にICG－lipoproteinが脳実質内に迷入したことによると思われる・実際・生後

1週間程度のラットは極めて小さく、ICG－lipoproteinを脳クモ膜下腔に選択的

に注入することは困難である。

図38　髄液流の蛍光イメージング　　（ll）

注：上図は撮像範囲（黒枠）を示す。下段は注入後8時間の蛍光像。

　一方、腰部脊髄にもIC　G蛍光が検出されたことは、　I　CG－lipoproteinが腰部脊

髄クモ膜下腔に移動したことを示す。すなわち脳クモ膜下腔より腰部脊髄クモ

膜下腔まで、拡散と髄液流により運搬されたと考えられる。
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5－4まとめと考察

ICG蛍光イメージングの臨床応用の可能性を検討するため、生きたラットの

脳脊髄クモ膜下腔にICG－lip　oproteinを投与し、クモ膜下腔や脳脊髄液の循環動

態を体外からイメージングできるか否か検討した。

　IC　G－hpoproteinをラットの腰部脊髄クモ膜下民に注入すると、注入部位か

ら胸頚髄レベルにかけて脊髄に沿った強い蛍光が検出された。その後ICG－

hp　oproteinは脳内のクモ膜下腔に移動し、前脳部とラムダ縫合部周囲に強い蛍

光が検出された。解剖の結果より各々olfactory　cistemとsupra㏄rebellar　cistemがイ

メージングされたと考えられた。さらに幼弱ラットの脳クモ膜下腔にICG－

lip　op　rot　einを注入すると、8時間後には腰部脊髄に蛍光が検出された。これは

ICG－lip　oproteinがクモ膜下腔内の髄液流と拡散により、脳から脊髄に移動した

と考えられた。

　脳脊髄クモ膜下腔には髄液が存在するが、髄液中の蛋白含有量は血液中より

はるかに少ない。例えば人血液中の蛋白含有量は5－7g％に対して、髄液中では

わずかに0．02－0．05g％である（太田　1991）。このようにクモ膜下腔ではICG

と結合する蛋白がほとんど存在せず、本実験で測定されたICGの蛍光性は、　ICG

が髄液中の蛋白質と結合したことによるものではなく、ICG－lipoproteinの蛍

光性によるものと考えられる。

　ICGは肝臓機能や循環機能の臨床検査にも使用され、血管内に投与されると

血清中のリボ蛋白と自然結合する。今回使用したリボ蛋白は人血清から生成し

たものを使用しており、IC　G－1ip　oproteinは人体に対する毒性はないと考えら

れる。本実験ではICG－hpoprote血を生きたラットのクモ膜下山に投与したが、

痙攣発作や神経麻痺などの異常症状は認めなかった。このことはICG－

lip　op　roteinの生体に対する非侵襲性を示唆すると考えられるが、人体の血管外

における毒性については今後さらなる検討が必要である。
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第6章　今後の展望と課題

6－1　髄液循環障害の診断への応用

　脳脊髄液は脳室内の脈絡叢において分泌産生され、脊髄や脳のクモ膜下腔を

循環した後に上矢状静脈洞周囲のクモ膜穎粒を介して上矢状静脈洞に吸収され

る。人の場合一日に約500ml産生され同量が吸収される（太田　1991）。

この脳脊髄液の循環が障害されると頭蓋内圧が上昇し、水頭症など重篤な脳障

害を発生する。

　最近のMRIでは“CS：F且ow　void　sing”により中脳水道など生理的に狭くな

っている部分における脳脊髄液の循環状態が測定できることから、閉塞性水頭

症などの診断に威力を発揮している（Masc　alchi　1993，　Gideon　1994）。　しか

しながらMRIはこのような局所的な髄液流の閉塞性病変は診断できるが、脳脊

髄液の産生や吸収障害など全般的な髄液循環動態の異常は診断することができ

ない。このためRI髄液槽撮影法など侵襲的診断法が未だ必要となる。

　この章で示した実験結果は、近赤外蛍光法がRI髄液槽撮影法に換わり利用さ

れる可能性を示している。人の場合は脳脊髄クモ膜下品から体表までの組織が

厚く、今回使用した画像システムではクモ膜下腔のイメージングは困難である。

しかしながら、水頭症患者に対する脳室一腹腔シャント手術ではシャントチュ

ーブは皮膚の直下に位置しており、シャント手術後に度々発生するシャントチ

ューブの閉塞を本画像システムを用いて診断できる可能性はある。

　また水頭症に対する動物実験では、本画像システムとICG－lipoproteinを用い

て髄液循環動態を調べることができる。特にHTX－ratsなど先天性水頭症モデル

（Ko㎞1981）は本研究と同様のサイズのラットを用いており、本法により経

時的に髄液循環動態の変化を調べられるという大きな利点が得られるものと考

えられる。
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6－2　脳腫瘍のイメージング

　悪性脳腫瘍細胞に対するモノクロナv一一一一一ル抗体をIC　G一：lip　oproteinと結合させ

ることができれば、腫瘍をICG蛍光イメージング法により可視化できる可能性

がある。最近、悪性脳腫瘍細胞（91iom　a）に対して親和性を有するヒト型モノ

クロナール抗体CLN－IgGが作成され、免疫療法として臨床応用が試みられてい

る（：Kokunai　1990）。このような抗腫瘍抗体をIC　G－lip　oproteinと結合させた

複合体を術前に投与し、術中にICG蛍光イメージング法を用いて悪性脳腫瘍細

胞を可視化できれば、手術時に正常脳組織を損傷する危険が少なくなるととも

に全摘率も高くなる。このように抗腫瘍抗体を用いて腫瘍自体をイメージング

する方法は、腫瘍組織周囲の脳血液関門障害や腫瘍組織と正常組織の血流差を

利用する間接的な腫瘍イメージング法と比較してより正確な腫瘍の同定が可能

と考えられる。

　術中における脳腫瘍イメージングが最も有効に使用されるのは、手術初期に

正常脳との境界を明らかにする場面である。この場合、正常脳との境界を直視

下に切開していくため、切開部位の表面より数mm程度深いところの境界がイ

メージングできれば実用性は高いと考えられる。また手術後半に残存腫瘍を検

索する時にも腫瘍イメージングは有効と考えられるが、この場合も腫瘍は大部

分切除された後であり、術野より数mm程度の深さにある腫瘍がイメージング

できれば十分と考えられる。特に残存腫瘍の検索では腫瘍の有無と切除方向の

情報が重要であり、イメージングの鮮明度が低くても致命的な欠点にはならな

いと思われる。

　このように術中脳腫瘍イメージングでは、本研究で示したCCDカメラによる

ICG蛍光イメージング程度の撮像精度があれば臨床的な有効性は高いと思われ

る。
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6－3　光ファイバV・・一一一・・Lスコープへの応用

　脳室鏡等の光ファイバースコープにCCDカメラを組み込むことも可能であ

る。近年、手術の侵襲性を軽減するために脳室内腫瘍を脳室鏡を用いて脳腫瘍

摘出術を行うようになってきた（Caputy　1995）。脳室は髄液で満たされた脳

内の空間であり、胃癌のファイバースコープによる腫瘍摘出や腹腔鏡による胆

嚢摘出術と同様に脳室に光ファイバースコープを挿入することにより手術操作

が可能である。脳室内腫瘍には正常組織との境界が不鮮明な悪性腫瘍も少なく

なく、また脳室壁の正常脳組織に腫瘍が被われていることもあり、脳腫瘍イメ

ージングが可能となれば臨床的な有効性は高いと思われる。

　光ファイバースコープにCCDカメラを組み込み脳室等の臓器内部で腫瘍を

イメージングする場合、イメージング操作はより簡便となり手術操作の妨げと

なることが少ない。すなわち手術用顕微鏡にCCDカメラを組み込んで腫瘍を蛍

光イメージングする場合には、一旦手術室内の電灯を消し術野を暗くした状態

で励起光を照射する必要がある。蛍光に近い波長の迷入光はイメージングのSN

比に大きな影響を及ぼすため、かなり厳密に下野周囲を暗くする必要がある。

それに対して、光ファイバースコープでイメージングする場合では、ファイバ

ースコープの可視光光源を止めるだけで牽引である臓器内部は十分に暗くなり、

特別な工夫を必要としない。このようにイメージング操作時に手術室内の光源

の状態を変える必要がないことは、術者のみならず麻酔医や看護婦にとっても

大きな利点である。
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第7章　結論

　ICGの近赤外光領域の蛍光性を応用した体内機能の非接触反射方式イメージ

ングの実現をめざし、一蓮の基礎的研究を行った。実験的解析を通し、まずICG

による体内機能イメージングには反射方式の蛍光手法が適することを明らかに

した。次いでICG蛍光イメージング法により血管外の形態機能を非侵襲的にイ

メージングできる近赤外光蛍光プローブ（IC　G－lipoprotein）を開発した。この

蛍光プローブを用いて、生きたラットの脳脊髄クモ膜下腔および髄液流を体外

から非侵襲的にイメージングし、本手法のin　vivoにおける有効性を実証し臨床

応用への可能性を示した。

　ICG蛍光イメージング法の生体診断への応用範囲は少なくない。　ICG－

hpopmteinを用いた脳脊髄クモ膜下品や髄液流のin　vivoでのイメージング結

果は、小動物を用いた水頭症の実験的研究のみならず脳室複腔シャント術後の

機能不全の診断に本手法を応用できることを示している。またICG－lip　oprotein

を腫瘍細胞に対するモノクロナール抗体と結合させることができれば、腫瘍の

術中イメージングも可能になる。特に正常領域との境界が不鮮明な悪性腫瘍で

は、手術中に腫瘍を可視化することにより手術の根治性を高めると共に正常組

織に対する侵襲を軽減させることができる。

　このように生体の比較的浅い部位における蛍光物質の存在を知る技術の応用

範囲は広いものと考えられる。また将来実用化が期待される光CTの造影剤とし

て用いられる可能性もある。本研究の結果は、光散乱の問題などまだ解決すべ

き点も残されているが、今後の脳神経外科領域の研究や診断治療に新たなる可

能性を提供するものと思われる。
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