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研究成果の概要（和文）：　核磁気共鳴 (画像) 法 (NMR/MRI) は、生体透過性に優れるラジオ波パルスをもち
いた核スピンの励起/緩和を検出原理として、化合物の分子構造の決定や生体深部の非侵襲的撮像に応用されて
いるが、その「感度の低さ」は本法の根本的かつ最大の弱点とされる。このような欠点を克服するため、近年、
動的核偏極法 (DNP) や化学交換飽和移動法 (CEST) などの新たな撮像法が登場している。本研究では、DNP や 
CEST により生体内における赤血球ヘモグロビンからの酸素分子の動態を高感度に検出可能な、新しい分子プロ
ーブの創製と応用計測を目的とする。

研究成果の概要（英文）：　Nuclear magnetic resonance (imaging) (NMR/MRI) is a technique which uses a
 radio frequency pulse as a principle for the excitation/relaxation of nuclear spins, and widely 
used not only the determination of the molecular structure of compounds, but also the noninvasive 
imaging deep part of the body. However, "the low sensitivity" is a fundamental and the greatest 
drawback of this technique. To address these issues, new imaging methodologies, such as dynamic 
nuclear polarization (DNP) or chemical exchange saturation transfer (CEST), have recently been 
emerged. In the present study, generation and application of brand-new MR probes that allow in situ 
monitoring of the oxygen molecule release from hemoglobin with high sensitivity were conducted.

研究分野： 生体医工学
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研究開始当初の背景 
 
(1) MRI の特徴と現状 
核磁気共鳴画像法 (MRI) は, 基礎か

ら臨床まで幅広く利用されている撮像技
術であり, 以下の特徴を有する。 

 
1.  主に生体構成成分に豊富な 1H をタ
ーゲットとして, 生体深部の非侵襲
的な撮像が可能 

2.  対象に応じて造影剤 (ガドリニウム; 
Gd 等) を自在に投与し, 画像強度の
向上が可能 

3.  生体内代謝や物質取り込みなど, 生
命活動の動的現象を定性的, 定量的
に解析可能 

 
	 一方, 水や脂肪などの生体内主成分を
構成する 1H をターゲットとした従来法
では, 検出対象の範囲や感度向上に限界
があり, 使用方法やその用途は一定の範
囲に限定されている。 

 
(2) 超偏極−核磁気共鳴法 (DNP-NMR) 
近年, MRI の最大の弱点である「感度の

低さ」克服やその用途拡大を目的に, 超偏
極−核磁気共鳴法 (DNP-NMR/MRI) の応用
開発が世界的に進められつつある。本法で
は, NMR 活性核種で標識した分子プロー
ブと, ラジカル化合物の混合物を極低温磁
場下 (1.4K, 3.35T) で固化してマイクロ波
を照射し, ラジカル化合物の電子スピン偏
極を, 化合物内の標識核種の核スピンへと
移して超偏極させる (図 1)。偏極の緩和プ
ロセスに由来する高感度化 NMR シグナ
ルを足がかりに, プローブ代謝過程の動的
可視化や, これに付随する生理作用の非侵
襲的な解析が可能である。 

	
図 1  超偏極による高感度化。極低温磁場下 
(3.35T, 1.4 K, 2.8 mbar),ドナー分子の電子スピン

偏極を, オーバーハウザー効果によりプローブ内

標識核種の核スピンへ移す。これにより, ゼーマ

ン分裂で 2 準位へとぼぼ等分裂 (104~5 分の 1
の差) していた核スピンを一方のへネルギー準位

へと極端に偏らせ (超偏極状態), NMR 検出感度

を劇的に向上させる。 
 
2．研究の目的 

 
本研究では, DNP-MRI の新規プローブ

創製を目的とし, 生体内に存在する有機化
合物やその分子アナログの 13C 同位体標
識物の設計・創出と in vitro での機能評価
を実施する。DNP-MRI プローブとして求

められる化合物の性質としては,	
	

1.  分子構造内に同位体標識可能な核種を
もち, 超偏極時 (極低温条件下) では
非晶質 

2.  結合もしくは代謝後に標識核種の化学
シフト値が大きく変化する 

3.  分子プローブ自体が比較的低分子量, 
単純構造, 高溶解性で, 生体毒性が低
い 

 
などの条件が挙げられる。上記条件を念
頭に置き , 本課題では , ヘモグロビン 
(Hb) のアロステリックリガンドに注目し, 
これをモチーフとした 13C 標識 DNP プ
ローブを創製する。 

 
ヘモグロビン (Hb) のアロステリックリガ
ンドを DNP-MRI へ応用する利点 
	 ヘモグロビン (Hb) のアロステリッ

クリガンドは, Hb へ結合して Hb と酸素
分子の親和性を調節し, 組織内酸素濃度を
正常に保っている。生体内のアロステリッ
クリガンドとしては, 2,3-ビスホスホグリセ
レート (2,3-BPG, 図 2) が知られているが, 
本分子は, ①アスリートの高地馴化による
血中濃度増加や, ②糖尿病三大合併症 (血
管合併症に起因する低酸素症を伴う) の疾
患部位や先天性代謝疾患での濃度減少, ③
老化やアルツハイマー, ④癌放射線治療に
おける増感作用 (創薬) など, 酸素濃度が
重要となる生体内活動・疾患に幅広く関わ
っている。 

 
 
 
 
 
 

図 2  2,3-BPG の分子構造 
 
このような化合物を DNP-MRI 分子プロ
ーブとして応用する利点として,  

 
1. 生体内に存在する低分子であり, 毒

性が低い (臨床応用性大) 
2. Hb に結合し速やかに酸素を放出さ

せることから DNP-MRI の動的解析
に最適 

3. 他の酸素濃度イメージング  (PET, 
EPRI 等) による in vivo 検証試験が
可能 

4. 糖尿病や虚血性脳疾患 (脳梗塞, ア
ルツハイマー) など, 疾患部位にお
ける酸素飽和度の超高感度その場測
定を実現 

5. がん放射線増感剤による治療におい
て重要な, 組織内酸素分圧の上昇を
可視化する「見える放射線増感剤」
として利用 
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などが挙げられる。本課題期間中には , 
DNP-MRI の設計・合成と, in vitro での酸素
分子遊離促進作用, 化学シフト変化につい
て評価する。また, 候補化合物の物性のチ
ェックや偏極効率の高いドナー分子 (ラジ
カル化合物) も探索し, モデルマウスをも
ちいた in vivo 実験に最適な化合物と計測
条件を決定する。 
 
３．研究の方法 
 
(3-1) 縦緩和時間 (T1) の計測 
ロック用の重溶媒に溶解したサンプルを 

5-mm の NMR 管に入れ, 400 MHz NMR 
装置 (JEOL ECA 400 instrument) をもちい
て, Inversion recovery 法により算出した。 
 
(3-2) 化学交換飽和移動 (CEST) 
	 計測には, 7T MRI (Bruker) を使用した。 
ファントム計測については, サンプルの

水溶液あるいはラット血液との混合液を 
2.5 ml シリンジに封入し, これを水で満た
された 50 ml ファルコンチューブへ更に
封入後, MRI の共振器コイルにセットして
ボアへ挿入した。 
	 In vivo 実験には, HT1080 担癌モデルマ
ウスを用いた。BALB/c nu/nu マウスの右後
足に HT1080 細胞を 1 × 107 cells 接種し, 
10 日間飼育して約 500 mm3 のサイズまで
担癌を生育させた。マウスをイソフルラン
で麻酔し, ポリプロピレン製のカニュレー
ター (PE10) を尾静脈より確保して共振器
コイルに固定した。さらに直腸体温計およ
び呼吸モニターを取り付けた後, MRI 装置
のボアへセットした。 
以下の条件により, T2 強調画像 (形態画

像) を取得した (RARE sequence, FOV = 3.2 
× 3.2 cm, Matrix size = 256 × 256, RARE 
factor = 4, NEX = 1, TR/TE = 2500/23.13 
msec, Slice = 5, Slice thickness = 1.0 mm, 
Slice gap = 0.3 mm, Total scan time = 2 min 00 
sec)。その後, CEST-FISP シークエンスによ
り CEST 画像を取得し, ParaVision 5.1 あ
るいは ImageJ を用いて Z-spectra を抽出
した (CEST scan: CEST-FISP sequence, FOV 
= 3.84 × 3.84 cm, Matrix size = 128 × 128, Flip 
angle = 10°, NEX = 1, Slice = 1, Slice 
thickness = 3.0 mm.; Presaturation pulse: 
Length = 5000 msec, 1 pulse, 39.4 dB, 3.5 µT, 
Acquisition range = –4500 ~ 4500 Hz (–15 ~ 
15 ppm), 101 equally spaced points, Total scan 
time = 11 min/repetition)。 

 
(3-3) パルスオキシメーターをもちいた酸
素飽和度のモニター 
	 BALB nu/nu マウスをイソフルランで麻
酔し, パルスオキシメーター (MouseOx® 
PLUS, STARRTM Life Sciences Corp.) のセン
サークリップを右後足へセットして直腸体
温計により体温を管理した。化合物溶液 

200 µl を尾静脈より投与し, これによる酸
素飽和度 (sO2 %) と心拍数 (BPM) の変化
を記録した。 
 

sO2 % = Hb-O2 / (Hb-O2 + Hb) × 100 
Hb-O2: オキシヘモグロビン 
Hb: デオキシヘモグロビン 

 
(3-4) モデルマウス担癌の BOLD 効果の
モニター 
	 CEST 撮像と同様の手順でマウスをセッ
トし, T2 強調画像を取得後, 以下の条件に
より  SE-EPI を取得した。 (BOLD scan: 
SE-EPI sequence, FOV = 3.84 × 3.84 cm, 
Matrix size = 64 × 64, Flip angle = 60°, NEX = 
2, Slice = 1, Slice thickness = 3.0 mm, Scan 
repetition number = 480 (4 sec/scan), Total 
scan time = 32 min 00 sec)。 
その後, ParaVision 5.1 あるいは ImageJ を
用いて signal intensity を抽出した。 
 
４．研究成果	
 
(4-1) 候補化合物の縦緩和時間 (T1) 計測 

Inversion recovery 法により , 生体内の 
Hb アロステリックリガンドである 
2,3-BPG (図 2) のカルボニル炭素の T1 を
計測した。その結果, T1 は 4.4 秒であるこ
とが判明した (図 3)。 

 
図 3  Inversion recovery 法による 2,3-BPG 
の縦緩和時間 (T1) の計測 
 
	 Billingsley らは, 2, 3 位のリン酸基が外
れた [1-13C]-glycerate の in vivo 応用に成
功しており, カルボニル炭素の T1 は約 60 
秒であると報告している (J. Am. Chem. 
Soc. 139, 6629, 2017)。このことから , 
2,3-BPG については, リン酸基がカルボニ
ル炭素 T1 を短縮する緩和要因となってい
ることが示唆されたため, DNP-NMR プロ
ーブとしての開発を断念した。 
	 一方, 2,3-BPG 以外の Hb アロステリ
ックリガンドの中から, in vivo 応用に耐
えうる T1 = 20 秒を超える偏極寿命を示
す分子を探索した結果, 図 4 に示すよ
うに T1 = 27.6 秒の炭素を分子内に有す
るアロマティック化合物を見出した。 
 
 

500 mM
4.4 s (10% D2O)



 
図 4  Inversion recovery 法によるアロマティ

ック化合物の縦緩和時間 (T1) の計測 
 
(4-2) アロマティック化合物の CEST 計測 
	 (4-1) で見出したアロマティク化合物は, 
DNP-NMR への応用に十分な偏極寿命のカ
ルボニル炭素に加えて , 分子内に  CEST 
ユニットを併せ持つことに注目した。すな
わち, 本化合物は CEST 造影剤としての
応用性も併せ持つことが示唆されたことか
ら, その基礎検討を実施した。 
	 図  5 に CEST-FISP 計測により得られ
た Z-spectra の結果を示す。図 5-1 に示す
ように, 化合物の存在下では, 10.2 ppm の
化学シフト値おいて水プロトンの飽和およ
び H の化学交換に由来するネガティブコ
ントラストが選択的に得られた。図 5-2 に
示したように, 10.2 ppm でのコントラスト
減少は, 化合物の存在下のみで観測された
ことから, 化合物の分子構造, すなわち 
CEST ユニットに由来するシグナル減少で
あることが示唆された。 
 
5-1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5-2 

 
図 5  アロマティック化合物の CEST-FISP 
計測。5-1, CEST-FISP 画像。5-2, 各サンプル

の Z-spectra。化合物: 80 mM, H2O (pH 8.0), r.t. 

この 10.2 ppm におけるシグナル減少率は, 
化合物の濃度に依存して大きくなり, また, 
溶液内の pH が 6.5-8 付近で生じること
も観測された (data not shown)。また, ラッ
ト血液中からもシグナル減少を検出するこ
とに成功しており, in vivo 計測への応用可
能性が示唆された (図 6)。 
 

 
図 6  ラット血液中からのアロマティック化

合物の CEST-FISP 計測。化合物: 16 mM, pH 
7.4, r.t.。MTRasym = (S−Dw – S+Dw)/S0。S0: −15 
ppm における水プロトンのシグナル強度 (基準

強度), S: 周波数 −Dw あるいは +Dw における

水プロトンのシグナル強度。 
 
(4-3) パルスオキシメーターをもちいた酸
素飽和度のモニター 
	 (4-1) で見出したアロマティック化合物
が, Hb アロステリックリガンドとして機
能することを確認するため, パルスオキシ
メーターをもちいてマウス血中の酸素飽和
度 (sO2) の変化をモニターした。 
	 結果を図 7 に示した。100 mM の化合物
水溶液 (PBS, pH 7.5) を 200 µl 尾静注し
た結果, 右後足を取り付けたセンサークリ
ップを通じて血中酸素飽和度の減少 (~9%) 
と心拍数 (BPM) の乱れが観察された。30 
秒後, sO2 は再び上昇し, 約 2 分後には 
sO2 および心拍数ともに元の安定状態へと
回復した。このことから, アロマティック
化合物がオキシヘモグロビン (Hb-O2) へ
と結合して O2 分子を解離させ, デオキシ
ヘモグロビン (Hb) 濃度が一時的に上昇し
たことを示唆していた。また, 化合物投与
によるマウスの急性毒性は認められなかっ
た。 
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図 7  パルスオキシメーターによる, アロマ

ティック化合物投与前後の大腿血管内 sO2 (%) 
および心拍数 (BPM) のモニター 
 
(4-4) マウス担癌におけるアロマティック
化合物の BOLD 効果および Z-spectra の
計測 
	 7T MRI  (Bruker) をもちいて, アロマテ
ィック化合物投与前後における, マウス担
癌からの  BOLD 効果の検出および 
Z-spectra の計測を試みた。HT1080 担癌マ
ウスをイソフルラン麻酔下, 共振器コイル
にセットして MRI のボアへ挿入し, 呼吸
や体温をモニターしながら化合物投与前後
の SE-EPI および CEST-FISP のスキャン
を実施した。 
	 図  8 に  HT1080 担癌より取得した 
BOLD 効果の追跡結果を示す。化合物を尾
静注したところ, シグナル強度が徐々に上
昇し, 投与後約 3 分で平衡に達して 7-8 
分間維持された (5~9% 上昇)。これは, 投
与した化合物が引き起こす, 「反磁性のオ
キシヘモグロビン (Hb-O2) 濃度の減少と
磁性のデオキシヘモグロビン (Hb) 濃度の
上昇作用」に矛盾せず, O2 分子の放出が間
接的に捉えられていると考えられた。その
後, シグナル強度は徐々に減少しはじめ, 
約 10 分で投与前のレベルまで戻った。 

図 8  アロマティック化合物投与前後におけ

る HT1080 担癌内 BOLD 効果の追跡 
 
同様の条件で CEST-FISP を計測したとこ
ろ, 化合物内の CEST ユニットプロトン
の交換に由来すると思われる 10.2 ppm の
シグナル減少が HT1080 担癌より観測さ
れた (図 9)。したがって, Z-spectra を取得
することにより, 尾静注後の化合物が担癌
内に到達したことを直接捉えることに成功
した。 
 
図 9  アロマティック化合物投与前後における 
Z-spectra の計測。Pre-injection：4 scan の平均

値, Post-injection: 6 scan の平均値。MTRasym 
(%) = (S−Dw – S+Dw)/S0 × 100。S0: 15 ppm にお

ける水プロトンのシグナル強度 (基準強度), S: 
周波数 −Dw あるいは +Dw における水プロトン

のシグナル強度。いずれの周波数も, preinjection 
時のシグナル強度で規準化してある。 

 

 
以上の結果を総合すると, 尾静脈より投
与された本化合物は, 担癌内血管へと到達
し, 血管内に存在する赤血球オキシヘモグ
ロビン (Hb-O2) に結合して O2 放出を促進
することにより sO2 の減少 (デオキシヘ
モグロビン濃度の上昇) を引き起こしたと
推測される。BOLD および CEST 計測を併
用することで, 本化合物投与後のマウス体
内動態や局在, および HT1080 担癌内での 
O2 放出作用を直接観測できることが示唆
された。 
現在, 血中から酸素分子を受け取った担
癌組織側の酸素分圧 (pO2) の上昇につい
て調べており, 化合物と Hb-O2 との相互
作用 (Hb-O2 濃度の減少; sO2 減少) が担
癌内イベントであることを検証している。
同時に, 治療用エックス線の担癌生育抑制
作用の増感効果を確認することで, さまざ
まな腫瘍に対する「CEST を介して動態追
跡が可能な放射線増感剤  (CEST-based 
radiotheranostics)」としての応用性を検討し
ている。同様に, DNP-NMR/MRI での応用
も視野に入れ, DNP/CEST デュアルプロー
ブとしての可能性も検討している。 
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