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研究成果の概要（和文）：17O-MRI間接法において、17O水をラットに髄腔内・血管内投与しながら評価できる実
験系を確立し、正常ラットで17O水の髄腔内動態を可視化できた。17O動注モデルでは、脳動脈血から頭蓋内への
水分子の時空間的な広がりを可視化できた。筋萎縮性側索硬化症（ALS）モデルラットを用いた17O髄注の検討で
は、ALS群で17O水が脳実質内により分布する傾向にあることが分かった。また、ミクロレベルの17O分布を可視
化するため、クライオ同位体顕微鏡による含水生体試料の観察環境を開発した。18O水をラットの脳内に直接注
入、あるいはグラフト肝に注入し、解剖構造に一致した18O分布のミクロイメージングに成功した。

研究成果の概要（英文）：We established an experimental system that allowed evaluation by indirect 
17O-MRI during intrathecal and intravascular administration of 17O-labeled water in rats. We 
visualized the intrathecal dynamics of 17O-labeled water administered intrathecally to a normal rat.
 In the 17O arterial infusion model, we traced the spatiotemporal spread of water from the cerebral 
arterial blood to other water spaces in the cranium. Evaluation during intrathecal injection of 
17O-labeled water using the amyotrophic lateral sclerosis (ALS) rat model revealed that 17O-labeled 
water tended to be distributed within the brain parenchyma in the ALS rat group. To map 17O-labeled 
water in the brain at the microscopic level, we used a cryo-electron microscopy environment and 
observed water-containing biological samples. 18O-labeled water was injected directly into the rat 
brain or intraportally into the rat liver grafts for analyses, enabling the microimaging of its 
anatomical distribution.

研究分野： Radiology

キーワード： 17O-MRI　glymphatic system　Neurofluids　stable isotope　isotope microscopy
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳リンパ系を含む脳内水循環の仕組みや疾患への関与が少しずつ明らかになりつつある。本研究で発展したイメ
ージング技術は、生体の水分子をマルチスケールで直接追跡するものであり、脳リンパ系の生理的な役割や病態
形成への関与を明らかにし、この分野の研究のさらなる進歩に役立てることができる。また、本研究で扱った筋
萎縮性側索硬化症や、認知症、その他の神経疾患の病態解明が進み、これまでにない早期画像診断や治療戦略に
つながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 脳間質の体積や組成、温度などの恒常性を維持することは、正常な神経活動を機能するために
重要である。それには、他臓器と同様に、脳でも主に流体の流れによって行われ、その主役は血
液であると考えられる。しかし、近年、脳脊髄液（CSF）と脳間質液（ISF）との間にも水交換が
あり、これが脳の恒常性に重要な役割を果たすのではないかとして注目されている。この CSF
と ISF との水交換は、これまで存在しないとされてきた脳のリンパ系のように機能してみえる
ことから、glial-lymphatic system（glymphatic system）という脳の新たな生理として着目されてい
る。 
  
 Glymphatic system は、脳脊髄液が脳表の貫通動脈周囲腔（paravascular space: PVS）に沿って脳
間質内に流入し、脳間質液と混ざり合い、貫通静脈の周りのスペースに沿って脳外へ流出すると
いう仮説である。PVS から脳間質に流入する際には、アストロサイトの足突起にある水チャネル
（aquaporine-4: AQP-4）が、脳脊髄液と脳間質液との水交換における抵抗として、両者の間の流
れを制御すると考えられている。このような水の流れは、脳の老廃物除去機構として働き、アミ
ロイド β蛋白が凝集するアルツハイマー病の病態形成に関与するという報告が集積しつつある。
その他の神経変性疾患でも同様に、水動態異常という生理学的プロセスが神経変性病理への共
通の最終経路である可能性があり、この glymphatic system の全容を明らかにすることは急務で
ある。 
 
 この glymphatic 仮説の検証に、様々なイメージング手法が取り組まれている。MRI では臨床
で用いられる Gd 造影剤（溶質トレーサー）を水の代替トレーサーとした髄液動態の可視化が試
みられている。しかし、溶質トレーサーでは水そのものの動態を追跡することはできない。また、
PET では放射性同位元素である 15O 標識水では水の直接イメージングが可能であるが、半減期が
122 秒と短くかつ低分解能である。最近では、MRI で非侵襲的な水動態イメージング（拡散強調
像、位相コントラスト法、動脈ラベリング標識法など）があり、繰り返し計測可能な重要なアプ
ローチであるが、これらも長時間の追跡ができず、時間的に断片的な水分布情報しか取得できな
い。このように、脳内の水分子そのものを長期に追跡してイメージングする手法がないために、
glymphatic 仮説の検証は十分には進んでいない。 
 
 17O は唯一 MRI で検出可能な酸素の安定同位体である。17O は 17O -H2O（水）や 17O2（酸素ガ
ス）という形で生体に安全投与することができ、経時的な MRI 撮像を行うことで、水動態の長
期追跡が可能であり、これまで新しい脳血流検査法として開発してきた。17O - H2O を用いた水
の MR イメージングは、水分子そのものを高分解能で経時的に長期間解析できる画期的な手法
であり、この glympathic 仮説を検証するための大きなポテンシャルがある。また、北海道大学内
に設置された同位体顕微鏡システム（Dynamic SIMS）を用いれば、同位体標識水を共通ツール
として、ミクロからマクロまでマルチスケールでの脳内水循環のイメージングを実現できる可
能性がある。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、これまで脳血流検査用として研究開発してきた 17O 標識水を新たな水トレー
サーとして用い、その脳内分布の時空間的な変化を MRI と同位体顕微鏡によりミクロからマク
ロまでマルチスケールで解析することで、脳内リンパ系を含めた中枢神経系の水動態の基本的
なメカニズムを包括的に明らかにすることである。また、水動態異常が関与しうる神経疾患にお
ける水動態変化と病態への関与を検証する。 
 
 
３． 研究の方法 
(1)  17O -MRI 間接法による脳脊髄液動態の解明と新しい画像検査法の確立に向けた非臨床評価

のため、17O 標識水をラットの髄腔内・血管内投与しながら MRI で評価できる実験系を必
要とし、ガラス管や細径プラスティックチューブを用いて大槽（脳槽）や頚動脈経由でトレ
ーサーを確実に投与できる実験環境を構築した。MRI は臨床用 3T-MRI 装置（PRISMA, 
Siemens）を用い、ヒト用の表面コイルでは本研究に感度が不十分だったため、特注の小動
物用 8 チャンネルコイル(高島製作所)を作製した。ヒト用の T2 強調型シークエンスをベー
スに適切な MRI 撮像条件を検討した。正常ラットに 17O 標識水（10mol%）を髄腔内投与し
ながら頭部 MR 画像を連続撮像した。MRI の信号強度から O-17 濃度を算出し、O-17 脳内
分布の経時的変化を解析した。また、比較のため、ガドリニウム造影剤も同様に髄腔内投与
しながら T1 強調型シークエンスで連続撮像した。 
 

(2)  結紮した片側外頚動脈経由で 17O 標識水を動注しながらラット脳を T2 強調型シークエンス



で連続撮像した。同実験は、協力施設である実験動物中央研究所の 7T MRI（Bruker）で実
施した。 
 

(3)  脳内水循環が障害されうる病態モデルとして、血液脳関門が早期に障害されると報告のあ
る筋萎縮性側索硬化症（Amyotrophic Lateral Sclerosis, ALS）モデルラット（superoxide 
dismutase 1, SOD1）を用いて、17O 標識水を髄腔内投与し、MRI（間接法）で 17O の脳内分
布を連続撮像し、野生型とその動態を比較した。 
 

(4)  プロトン MRI 装置を用いた 17O-MRI（間接法）の 17O 濃度計測の精度向上のため、MRI の
定量値である T2 値をダイナミック計測すべく、T2 プレパルスを利用した高速 T2 マッピ
ング法のシークエンスを開発した。それによる T2 計測および 17O 計測の精度を 17O 水濃度
ファントム（5 mol%, 2.5 mol%, 1.25 mol%, 0.63 mol%, 0.31 mol%）で検証した。 
 

(5)  ミクロレベルでの脳内 17O 分布を可視化するため、同位体顕微鏡による含水生体試料の観
察を試みた。18O 標識水を投与したラットの脳組織の切片を作製し、同位体顕微鏡で切片中
の 18O/16O 比をマッピングおよび定量した。次に、含水生体試料を水トレーサーの損失なく
計測するために、異分野（北海道大学創成研究機構）と連携し、クライオ環境下での試料作
製、分析が可能な環境を開発した。このクライオ同位体顕微鏡システムで、18O 標識水を直
接注入したラットの脳組織、あるいは、門脈内注入したラットのグラフト肝組織サンプル
の分析面中の 18O/16O 比をマッピングおよび定量した。 

 
 
４． 研究成果 
(1)  17O-MRI 間接法による脳脊髄液動態の解

明と新しい画像検査法の確立に向けた
非臨床評価のため、17O 標識水をラット
の髄腔内・血管内投与しながら MRI で
評価できる実験系を確立した。正常ラッ
トに髄腔内投与された 17O 標識水の頭
蓋内（特に髄液中）の動態を可視化する
ことに成功した（図 1、上段：17O 標識
水、下段：ガドリニウム造影剤）。水トレ
ーサー（17O 標識水）と溶質トレーサー
（Gd 造影剤）とでは時空間分布も異な
ることが判明した。しかし、脳実質の信
号変化（脳内リンパ系で想定される髄液から脳実質への水の移動）は小さく、glymphatic 経
路を十分に検証するには、17O 標識水の投与濃度や用量、さらなる MR 撮像法の改善も課題
として考えられた。 
 

(2)  17O 動注モデルでは、脳動脈血から頭蓋
内への水分子の時空間的な広がりを可
視化することに成功した（図 2）。脳実質
や側脳室のみならず、脳表のくも膜下腔
にも比較的速やかに分布し、脳表にも何
らかの脳脊髄液産生源が存在する可能
性が示唆された。 
 

(3)  筋萎縮性側索硬化症モデルラットを用
いた 17O 髄注モデルでの検討では、ALS
ラット群で 17O 標識水の脳実質内により
分布する傾向にあることが明らかにな
った。 
 

(4)  T2 プレパルスを利用した高速 T2 マッピ
ング法は、生理的食塩水中の 17O 水濃度
に対して、測定値（R2）と 17O 濃度との
間には線形関係が認められた（図 3）。また、T2 計測の従来のゴールドスタンダードである
Carr-Purcell-Meiboom-Gill 法との一致性も高く、かつ高速に T2 測定（17O 計測）ができるこ
とが明らかとなった。 
 

(5)  ミクロレベルでの脳内 17O 分布を可視化するため、同位体顕微鏡による含水生体試料の観
察を試みた。18O 標識水を投与したラットの脳組織を観察したところ、血管内に一致する 18O
分布を確認できたが、理論値よりもかなり小さい測定値であった。試料作製から分析中ま



での 18O 標識水の損失が原因と考えられ、異
分野と連携し、クライオ下で含水生体試料を
観察できる環境を開発した。18O 標識水を直
接注入したラットの脳組織、あるいは、門脈
内注入したラットのグラフト肝組織を分析
したところ、常温条件よりも高感度で、かつ
解剖構造に一致した 18O分布を可視化するこ
とができた（図 4）。ただし、脳においては、
17O 標識水や 18O 標識水のミクロ分布がどの
ようなミクロの構造に一致して分布してい
るのか確認する手段がなく、モデル動物での
検証には至らなかった。内因性同位体イメー
ジングによる組織イメージの同時取得や、そ
の他の装置（クライオ電子顕微鏡など）とも
連携した解析系の開発が必要であると考え
られた。一方で、glymphatic system を構成する血管周囲腔などの構造で議論するには、試料
作製時のアーティファクトの混入（霜など）、サンプルの広い分析面に対する平滑化手法、
定量化のためのスタンダードサンプルの作成、対比となる組織画像の取得方法など、いく
つかの課題があることも判明した。 
 
 

 脳内リンパ系の解明に向けて、17O-MRI とクラ
イオ同位体顕微鏡を用いたマルチスケールでの
水分子イメージング技術のさらなる開発が必要
であるものの、脳内リンパ系の仕組みの解明とそ
の医療応用に有用なアプローチであると考えら
れた。 
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