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The　 exact 　 mechanisms 　 underlying 　 the　 relationship

between　water 　diffUsion　and 　tissue　microstructure

remain 　largely　unknown ．　Theoretica且y，　signal 　decay　by
amotion 　probing 　gradient（MPG ）in　difhsion　magnetic
resonance 　　imaging　　（MRI ）　　 represents 　　the
monoexponentiaHbrm ．　However ，　it　has 　been　reported

that　in　diffiision　MRI 　experiments 　using 　high　b　values ，
the　diffusion　signal 　decay　in　biological　tissues　is　not
moneexponential ，　but　is　more 　accurately 　biexponential．
Although　 unverified ，　it　is　assumed 　that　the　 slow 　 alld

fast　diffUsion　components 　are 　assigned 　to　the 　intra−and
extracellular 　space 　respectively ．　 In　this　study ，　 we

measured 　 the 食actions 　 of 　 fast　 and 　 s三〇 w 　dif撫 sioll

components 　 of 　 leukemic　 cells 　（TCC −S　cells ＞ using

d漁 sion 　MR 　spectroscopy ，　 and 　 we 　compared 　the　two
diffUsion　 components 　 with 　the　 volume 　 f士actions ．　The
results 　 show 　 that　 the　 assign 皿 ent 　 of 　 diffusion
components 　 to　 volume 廿actions 　 is　 not 　 correct ．　 The

difference　 between　the　 volume 　 fractions　 and 　 the

fractions　of　components 　is　attributed 　to　the　exchange 　of

water 　molecules 　between　two　compartments 　through
the　 cell　 membrane ．　To　clarify 　the　exact 　effects 　of 　the

exchange 　of　water 　molecules 　to　MRI 　signals ，　we 　used 　a

丘nite 　 difference　di血 sion 　 simulation 　 model 　 and 　 were

able 　to　estimate 　the　water 　exchange 　 rate 　through　the
Cell 　membrane ．

　 Key　words ： magnetic 　resonance 　imaging，　restricted

water 　diffusion，　biexponential　decay

1．は じめ に

　核 磁気 共 鳴画 像法 （MRD を用 い た拡散現象の 画像化 は

古 くは 80 年代か ら行われ て きた が 1）・2），臨床応用 が 急速に

進 ん だ の は EPI （Echo　Planar　Imaging）と組 み合 わせ て

超 急性期 脳梗 塞の 診 断 に使 わ れ る よ うに な っ た 90 年 代 か

らで あ る 3）．拡散 強 調像 が 臨 床応 用 され気 軽 に樶像 で き る

よ うに な る と，拡 散現 象 とい う今 ま で MRI で あ ま り利 用

して い な か っ た コ ン トラ ス トが，い ろ い ろ な病 変 で 興 味深

い 像 を 示 す こ と が わ か っ て きた．

　 生 体内 にお け る水分 子 の 拡散 現 象 は，組織 内の 膜 や繊維

とい っ た微 小構 造 に よ り制 限 を受 け る ため，MRI の 信 皆は

細 胞 の 大 き さや 方 向 とい っ た形 態 上 の 特 徴 に 非 常 に 影響

を受 けやす い こ とが 指摘 され て きた 4＞・5）．しか し，生 体 内

拡 散 現象 を特徴 づ け る様 々 な物 理量，例 えば細胞 内外 の 拡

散係 数，細胞 の 形 状や 体積，細胞 膜 の 透 過性 な ど に 対 し て，
MRI の 信 号 が具 体的 に どの よ うな依存性 を 示 す の か に つ

い て は，ほ とん ど明 ら か に され て い な い ．

　本研 究 で は，生体内 水分子 の 拡散に 関 す る物理 量の うち，

特に 細胞膜の 水の 透過 性 と細胞 内拡散 係数 に 注 目 し，こ れ

ら が MRI の 信 号 に及 ぼす影 響 につ い て 数 値解析 に よ り検

討す る．さ らに，細 胞膜 の 水 の 透 過性 と細 胞 内拡散 係数 が

未知 の 試 料 にっ い て MRI の 信号 の 測 定結 果 と数値解析結

果 と を 比 較す る こ とで ，こ れ らを推 定 す る 方法 を提案す る．

2．拡散強 調磁 気共 鳴画像 法 （Diffusion　MRI）

　MRI で 拡 散 を検出す るた め に 用 い る の は，比 較的強 い 1

対 の 反 転 傾斜磁 場 で あ り，こ れ を 運 動 検 出 傾 斜 磁 場

（mo もion　probing 　gradient：MPG ＞と呼 ぶ （Fig．1）．　MPG

を 180°パ ル ス の 前後 に 印加 す る と，各 ス ピ ン の 存在 す る

座標 に よ り経験 す る磁 場の 大 き さは異 な る．静磁 場 の 大 き

さ を Bo，　 MPG の 大 き さを G ，印加 時 間 を6，2 つ の MPG

の 始 ま りか ら始 ま りま で の 時 間を」．磁 気 回転比 をr，MPG

印 加 時 に お い て 印加 軸 に 沿 っ た 励 起 ス ピ ン の 座標 上 の 位

置 を z とす る と，ある ス ピ ン の 共 鳴 周 波数 は

　　　　　　　　　 ω 三μお＋ γGz 　 　 　 　 （D

に よ っ て 決定 され る．印加 す る MPG が 印加 時 間 内に 理 想

的な 矩形 波 を示 し，渦電 流 な どに よる 残留磁 場 が ない もの

とす る と，MPG 印加 に よ り生 じるス ピ ン の 位相 変 化 の 合

計φは 次式の よ うに な る．
　 　 　 　 　 　 　 　 　 δ

　　　　　　　φ一・∫・・dt一臓

　 　 　 　 　 　 　 　 　 o

よ っ て 2 っ の MPG 印 加 に よ る 正 味 の 位相 変化 は

th＋ th＝γG δ（Zrz2 ）

（2）

（3）

と な る．式 （3）よ り拡 散 の 速度 が 速 い ほ ど，位 相 の 変 化 は

よ り大 き く な る こ とが わ か る．
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Fig．1　Motion　probing 　gradient．

　
一
般 に 自由 に 拡 散す る 物 質 に 対 し て，1 対 の パ ル ス 状

MPG に よ り生 じ る 信号 減 衰 は 次 式 に よ り与 え られ る 6）、

轡 4回 ・〔画糎
こ こ で S お よび So は，そ れ ぞれ MPG を印加 した 時 と し

な い 時 の 信 号強度 で あ り，G （t’Vは一
般 的 な傾斜 磁 場 関 数 で

あ る，また D は 拡 散 テ ン ソル で あ る，こ こで θ¢ ツが理 想

的 な矩形 波 を示 し，渦電 流 な どに 起 因する 残 留磁 場 が な く，

画像化 に 用 い る傾斜磁 場 は 無視で きる ほ ど 小 さい とす る．

− 軸の み に 大 き さ Gr の 傾斜 磁場 を 印加 す る と式 （4）は

　　　　　　且・ （s！s。）一一bD ． 　 　 　 　 　 （5）

も し くは

　　　　　　51So；exp （−b・Dxx）　　　　　　　　　　　　　（6）

とい う関 係 式 に 書 き 換 え られ ，こ れ は拡 散 MRI に お け る

解析 に お い て 基 本 的 な 等式 で あ る．式 （6）か ら わ か る よ うに，

信 号 減 衰 を 表 す 関 数 と し て ，exp の 項 が
一

つ な の で

皿 onoexponential 減衰 と呼ばれ て い る．

　　　　　　b；γ
2G

κ
2
δ
2
（△− 613）　　　　　　　　　（7）

は わ値 （b−factor）と呼 ばれ，磁気 回 転比 γと MPG の 印加

条件 か ら求 め られ る （Fig．1），

3．生体内水分子の 拡散

　 生 体 内 で の 水 分
．
了
．
の 拡 散 は ，膜 や 繊維 と い っ た 組 織 内 の

微 小 構 造 に よ り制 限 を 受 け （制 限拡 散 ），形態 上 の 特 徴 に

非常に 影響を 受 け や す く，そ の こ とを用 い て 臨 床 上 で は

様々 な 病変部 の 診断 が 可能 とな っ て い る．し か し 拡散 現 象

と生 体 内組 織 の 微 細 構 造 との 関係 の 正確 な メ カニ ズ ム は

今 なお 不明 な点 が多 く存 在 す る．

　 そ の
一

っ と して ，b−factorが大 きい 時 に 生体 内組織で は

式 （5），（6）が 成 立 せ ず に，multi −
exponential な減衰 （exp の

多項 式 ）を示 す とい うこ と が 報告 され て い る 5）・7）．b−factor

が 高 く な る に 従 い ，線 形 減 衰 か ら 非 線 形 減 衰 に ，
皿 onoexponential 減 衰 か ら 式 （8）で 表 され る biexponential

減衰へと変化 す る ，つ ま り，生 体 内 で の 水 の 拡散 は遅 い 拡

散 の component と 速 い 拡 散 の component ，二 つ の

component か ら成る と考え る こ とが で き る．

　　SIS
。
＝・　f。・。．・xp （

− b ・D
。1。w ）・ ff。。t

・ xp ←b ・Df
． 、） （8）

ffast，龜IQw，　Dfast，　Dsl。w は そ れ ぞ れ の component の 係 数 で
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あ り，拡散速度の 速い 方を fast　diffusion　component ，遅

い 方 を slow 　 diffusion　 component と い う．二 つ の

component に 分 け られ る とい う解釈 の
一

つ とし て ，細 胞外

空 間 は細 胞 内 空 間 よ り速 く拡 散 して い る と考 え られ る た

め ，fast　 diffusion　 component は 細 胞 外 空 間 に ，　 slow

diffusion　 component は 細胞 内 空 間 に 由 来 す る と推 定 す る

こ と がで き る．し か し 実際 に CQmponent と細 胞 内 外 の 空

間 比 を比 較 す る と大 き な差が 生 じて い る．そ の 原 因 と し て

細胞 膜 の 水 の 透渦 の 影響が 考え られ て い るが ，今 なお 不明

な点が 多 く存在す る．

4．実験

　MRI 装置 を 用 い て 白血 病細 胞 TCC −S の b−factor と信 号

強度 の 関係 を 測 定 し，diffusion 　component と細胞 内外 空

間 の 割合 との 比較 を行 っ た．

4．1 方法

　サ ン プ ル とす る細胞 は，慢 性骨 髄性 白血病 か ら樹 立 され

た TCC −S細 胞株 を用い た s）．TCC ・S 細 胞 を用 い た理 由 は，
取扱 い が 簡 単で あ り，細 胞 がほ ぼ球形 で あ る の で 細 胞 内外

の 空 間 の 割 合 を細胞 の 半径 と 密度 か ら 求め る こ と が で き

る か らで あ る．白血 病細 胞 の 電子 顕微 鏡図 を Fig．2 に 示 す．

細胞 を イ ン キ ュベ ー
タ （37 ℃，5 ％ CO2）内 で 培養 し，測

定 直 前 に 培 養 液 を 遠心 分 離 す る こ と に よ り沈殿 し た 細 胞

を 抽 出 しサ ン プ ル と した ．容 器 はプ ラ ス チ ッ ク チ ュ
ー

ブ を

用 い ．MRI 装 置 （4．7　T，　Varian ）を用 い て b・factorと信 号

強度 の 関係 を求 め た．使 用す る パ ル ス シ
ー

ケ ン ス の 動作 を

確 認す るた めに，まず非 生体 内物 質 の サ ン プル として ，イ

ソ プ ロ パ ノ
ー

ル （（CH3 ）2CHOH ） で 予 備実験 を行っ た．次

に TCC −S 細 胞 で の b−factorと信号強 度の 関係 を測 定 し，

減衰曲 線 を biexponential関 数 で 近 似 し fast　 diffusion

component ：f漏t，slow 　diffusion　component ：歯 岬 を求 め

た．撮 像 条件 は TR （Repetition　Time ）；1000 　msec ，　TE

（Echo　Time） ＝ 13　 msec ，　A ＝50　 msec ，δ＝25　 msec ，
b・factor＝ 0〜6000 　sec ！mm2 と し，測 定点 を 増 や す た め，
画 像化 せ ず に ス ペ ク トル で 信 号 強度 を 測 定 した．

Fig．2　Leukemic　cells

4．2 結果 と考察

　 イ ソ プ ロ パ ノ ール で の b・factor一信 号 強 度 の 関 係 を
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Fig．3 に 示 す．　Fig，3 よ りイ ソ プ ロ パ ノ
ール で は線 形減 衰 を

示 し，式（5），（6）で 表 され る menoexponential 減 衰 を示す こ

とが わ か る．ま た 減哀直線の 傾 き か ら求 ま る拡 散 係 数 は

0，428 × 10
．3　mm2tsec （18．7 ℃ ）とな り，他 の 測定 例 （0．44

x10
’3mm21sec

，
22 ℃ 5》）と非 常 に 近 い 値 が 得 られ た．よ っ

て こ こ で 使 用す るパ ル ス シ ーケ ン ス は 正 常 に 動 作 して い

る とい うこ とが確．認 で き た，

　 次 に TCC −S 細 胞 を含 ん だサ ン プ ル 溶液 で の b−factor一

信 号 強 度 と の 関係 を Fig．4 に 示 す．　 Fig，4 よ り，　 b−factor

が 増え る に した が っ て，信 号 強度 の 対 数 は 非線 形 に 減少 し

た．生 体 に特有の 制限拡 散理象，multi
−
exponential 減 衰

が in　Vitroの サ ン プル で も現 れ る こ とが わか っ た、こ こで

は減 衰 曲線 を biexponential関数 （式（8））で 近 似す る こ と

で ，fast　 diffUsion　 component ： 0，708 ± O．021，　 slow

diffUsion　component ：0，288 ±O ．018 を 求 め た ．

0

一
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Fig．3　Signal　decay　in　isopropanoL
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F   ．4 　Signal　decay　in　TCC ・S　cells ．

　次 に TCC ・S 細胞 を 完全 な球 体 と仮定 して 細 胞 の 直径

（17 ± 0．62 　pm ） と細 胞密 度 （2，65 × 108　cellsJml ） か らサ

ン プル 溶液中の 細胞 内外 空 間の 割合 を求 め た．細胞外 空 間

は 0，318±O．042，細胞 内空 間は 0，682± 0．053 と なっ た ．

Fig，4 か ら求ま る diffusion　 component と細胞 内外 空間 の

割合 との 比 較に 大 きな 差が 生 じて い る こ と が わ か る．そ の

差 を 生 じ させ る 最 も大 き な原 因 と して，細胞 膜 を 通 して 細

胞 内 外 空 間の 水 分
．i・の 透 過 ・交換 の 影響 が 考 え られ ，　 slow

460

di血 sion 　 component が 過 小評 価 され て しま っ て い る の で

は ない か と推 定で き る．そ こ で 細 胞 膜 を 通 した 水 分子 の 透

過 ・交換 が MRI の 信 号 へ 与 え る影 響 に つ い て 数値 解析 （シ

ミュレ ーシ ョ ン ） に よ り検討 し た ．

5．数 値解析

5．1 甚本的なアル ゴ リズ厶

　 まず，Fick の 拡 散 第二 方程式 （拡 散 方程式）は 次 式で 表

され る．

　　　　　　　　亜 。D亟 　　　　　　（9）
　　　　　　　　　∂ご　　 ∂x2

c は 濃 度，D は 拡 散係 数 で あ る．こ こ で は
一

次 元 で 考 え て，

有限 差分法を 用 い て 展 開す る と

　　　　　・厂
＋ 1 一

廴 D
・艮r2 ・厂・ ・盈・ 　 　 （、。〉

　　　　　　 △t　　　　　　 △x2

とな る．At は時 間ス テ ッ プ，　 Ax は グ リ ッ ド間 隔，　 iは ノ
ー

ド，m は 時間 ス テ ッ プ で ある．時 間 ス テ ッ プ n ≠1 につ い て

式（10）を解 く と

　　　σ’
＋ 1＝St→ oσ8＋ s2 → 1・翌＋ （1

− Sl
→ o

− Sl
→ 2昇　 （11）

と表す こ とが で きる ．た だ し

　　　　　　　s ・−1− ’
一

軸
一・意　　 （12）

で あ る．s。＿b は 単位 時 間ス テ ッ プ あ た り ノ
ー

ド a か ら ノ
ー

ドb へ と移 っ た 粒 子の 割合 で あ り，jump　probabilityと 呼

ばれ て い る．拡散 に よ る磁 化 の 変化 をシ ミ ュ レ
ー

シ ョ ン す

る に は，式（11）の 濃 度 c を磁化 ベ ク トル M に 置 き換 え れ ば

よ い ．

　拡散 を検出す る に は MPG を印加 す る 必要 が ある ．MPG

を x 方向 に 印加 した 時に，1 ス テ ッ プ あた りで 変化す る磁

化 の 位 相 は

　　　　　　　△φ＝」〈｝（’一∬！2）dr△t　　　　　　　　　　　　　（13）

で 表 され る
9）．よ っ て MPG を印加 す る こ とに よ る磁 化 の

変 化 は

　　　　M ：
＋’

日一M 尹レ1… （△φ）
− M 望国・i・（△φ）

　　　　M ：
＋1
レレM 夛同… 〔△φ）・ M 望同・i・ （△φ）　 （14）

で 表 され る．砥 衂 は磁 化 M の x．y 成分 で あ り，∬ は位 置

を表すベ ク トル で あ る．またす べ て の 時 間 ス テ ッ プ にお い

て磁 化 M は

　　　　　M ・＋’
［；］−M ・

［・］・x（
−XL〕　 ・15・

で表 され る 乃 緩和 に よ り減衰 し続け る 10）．式（11），（14＞，（15＞

で表 され るすべ て の 磁化 の 変化 を 組み 合わ せ ，最終的 な磁

化 はエ コ
ー

時間 TE で の す べ て の ノ
ー

ドの 磁 化ベ ク トル を

合 計す る こ と で 求 め る こ と が で き る．

5．2 シ ミ ュ レーシ ョ ン モ デル

　2 次元 モ デ ル で 計算 を行 っ た ．設 定 した モ デ ル を Fig．5

に示 す．TCC ・S 細胞 との 比 較 の た め に 細胞 を
一

辺 15　Fm
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の 正 方 形 と し，細 胞 内 ，細 胞 外 は
一

様 な 液 体 で 満 た され て

い る と した ．4 章 で の 実験結 果 と比 較 させ るた め に 細胞 内

空 間 の 占め る 割 合 が 70 ％ に なる よ うに 細胞 外空 間 を設 定

し た．細胞 外空 間 は TCC −S 細胞 の 培地 で 満 た され て い る

と し，細胞 外 拡散 係数 を培 地 の 拡散 係 ta　O．00280　mm21sec

に 設 定 した．細胞 数 は 1 個 と し，異 方性 は な い と考 え ，
MPG を x 軸方 向 に 印加 した ，

y

聞 PG

5μm

Fig．5　TWo’dimension　simulation 　model ．

5．3 結果 と考察

　 まず細胞 外 拡散 係 数 を D 。xtra （0、00280 　mm2 〆sec ），細胞

内拡散 係 数 を Di。 t，a と し，　 Diima　＝　dX．Destra（d＝O．0〜1，0）

と変化 させ，細胞 膜 を通 した水 分 子 の 透 過は ない と設 定 し

た （s。。。h、，。g。
一一〇）．結果 を Fig，6 に 示 す．次に 細胞 内拡 散係

数 Dintraを一一一定 に し （易 臆 3 協 燃 蹄），細胞膜 の 水 透過性 を

示 す jump　 probability ： S。iab 。。g。を 細 胞 外 空 間 の jump
probability：Sestraに 対 して，　 Sexth。nge ； 1

’
XSe ．ua 　eo ．O〜

1．o） と変 化 させ た ．結 果 を Fig．7 に 示 す．　 Fig．6，7 よ り細

胞 内拡 散係 数 が 小 さ くなれ ば な るほ ど，また細胞 膜 の 水 の

透 過性 が小 さ くなれ ばな る ほ ど MRI の 信 号は 減 衰 し に く

く な っ て い る様 子 が わか る．

　細胞 内拡 散係 数 と細胞 膜 の 水透 過 性 が と も に MRI の 信

号 に大 き く影響 を及 ぼ し，diffUsion　component と 細胞 内

外 空間 と の 割合の 違い に 大 き く 関 係 し て い る と考 え る こ

とが で き る，

．05

．1

　
．1、5

璽一252

．5

．35o1000

　　　　　200D　　　　　3000　　　　　4000　　　　　5000　　　　　6 

　 　 　 　 　 b・factOTEseclmrn『

Fig．6　Simulation　 results 　for　different　d血 sion

coef 丘cients 　ofintracellular 　space ．
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01000 　　　　　　2000　　　　　　3000　　　　　　4000 　　　　　　5000　　　　　　5000

　 　 　 　 　 b．factor　fseelm  1

Fig．7　Simulation　results 　lbr　different　exchange 　rates

of 　water 　molecules 　between　the　cell　membrane ．

　次に 細 胞 内拡 散係数 〃 嘛 。 と膜の 透過 性 を 示す S 。x。h。nge

を 同 時に 変化 させ ，数 値解 析結果 と 4 章 で 行 っ た TCC ・S

細 胞 で の 実 験結果 の 比 較 を 行 い ，未 知 数 で あ る a 廟 と

S。．。。ha 。ge の 推 定 を試 み た ．評価 関数 と して

　　　　　　　F 一Σ（・、h ，，i
−s

、xp ，・　」
1

　　 （・6）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 i

を定 め，F が最小 とな る 時 の値 を求 め た．　 Stheは 計算値，
S。．rp は 実験値で あ る．d，」と もに 0．001 間 隔 で 変化 させ た ．

cC　O．259，声 O．OOI の 時，評 価関ta　F が 最小 と な り，そ の 時

の 解析 値 と実験 値 との 比較 を Fig．8 に示 す．こ の 時，細胞

内 拡 散 係 数 ： 易罐 ’ 0．000725mm21sec ，細 胞 膜 の jump
probability：Se．di、，f，g。； O．000249 が 求 ま っ た．

．02

．04

．06

　 ・08
耋
5　

．1

　
．12

．14

一16

．18
　 0

QSImuIetlon

● experIment

500　　　　　　1000　　　　　 1500　　　　　20DO 　　　　　2500　　　　　30CO

　 　 　 　 　 b．factDr［seelmrf1

Fig．8Comparison 　 between　 simulation 　 results 　 and

experimental 　results ．

6．結論

　 Dilftsion　MRI を用 い て 測定 した b−factor一信 号 強度 の

関係 が，白血病 細 胞 TCC −S を含 んだ サ ン プル で は 生体 内

組 織 に 特 有 の biexponential減 衰 を示す こ とが わか っ た．

信 号 減 衰曲線 か らそ れ ぞれ の diffusion　component を求 め，
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fast　diffhsion　eomponent が 細胞 外 空間に，　 slow 　diffusion

component が細胞 内空 間 に 由来 す る と い う仮定 の もとで

解析 を行 うと，diffUsion　component と細胞 内外 空 間 との

割合に は 大 きな差 が 生 じた．こ の 差 が 生 じ る 原 因 と し て細

胞 膜 を 通 して の 水分 子 の 透過 が 考 え られ るが ，そ の 影響 を

数値 解 析 に よ り検討 して み る と，膜 の 透過性 の 大小 が MRI

の 信 号 に 大 き な影 響 を及 ぼ し，ま た 実験 結果 との 比 較 か ら

未 知 数 だ っ た 膜 の 水 透 過 率 と細 胞 内 空 間 の 拡 散 係 数 の 推

定 が 可能 で あ る こ とが わか っ た．本 手法 を実際 の 生 体組織

に 適用 可能 とす るた め ，今後は 細胞 外 空間 の 拡散 係 数や 細

胞 内外 空 間の 割 合 が 未知 の 場 合，さ らに 細胞 が 形状異方性

を持つ 場合 に対 して，本 手法 の 拡 張や 正 漸性，妥当性の 評

価を 行 う必 要 が あ る．
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