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研究成果の概要（和文）：高齢化が進むにつれて、アルツハイマー病(AD)患者数が急激に増加している。AD病態
の理解を進める一つの糸口として、ADの生理学的情報を非破壊的に可視化し発症予測が可能な非侵襲的イメージ
ング法の出現が求められている。本課題では、酸化ストレス状態がAD病理カスケードの早期段階で変化する点に
着目し、ADモデルマウスの脳内酸化ストレス状態を非侵襲で可視化する電子常磁性共鳴法(EPR)を用いたAD病態
の早期診断システムを開発した。酸化ストレス状態を早期に発見するニトロキシド分子の選択および高度に画像
化出来るEPRイメージング装置を製作し、脳内レドックス状態が7ヶ月齢で変化するのを見つけ出すことができ
た。

研究成果の概要（英文）：Alzheimer's disease (AD) is the most common neurodegenerative disease 
causing progressive cognitive decline. One of the histopathological hallmarks of AD is aggregated 
amyloid-β (Aβ) proteins. In addition to the typical pathological changes of AD, oxidative stress 
is also reported to be an important pathological phenomenon that starts to manifest early in the 
course of AD. Oxidative stress induced by the generation of reactive oxygen species (ROS) is a 
prominent phenomenon in AD and is known to occur early in its course. In the present study, we 
developed a newly designed digital electron paramagnetic resonance (EPR) imager with redox-sensitive
 piperidine nitroxide probe for early detection of changed brain redox status. Using this system, 
the obtained brain redox images of AD and control mice clearly showed impaired brain redox status of
 AD mice compared to control, and this change was apparently seen in 7-month-old AD mice compared 
with age-matched control mice.

研究分野：磁気共鳴
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題では、ADモデルマウスの脳内レドックス状態を非侵襲で可視化しうる、電子常磁性共鳴法(EPR)を用
いたAD病態の早期診断システムを開発した。本研究で開発したシステムを用いると、ADモデルマウスの脳内にア
ミロイドβタンパク質が蓄積し始める9ヶ月例よりも早い6～7ヶ月齢で脳内酸化ストレス状態が変化することを
検出することが出来た。　この研究手法を活用すると、ADモデルマウスにどのような介入をすることでいち早く
脳内レドックス状態の変動が起こりうるかを予測することが出来、ADの始まりの状態である軽度認知障害
（MCI）への移行を早期に発見でき、AD患者増加の抑制に貢献することが出来る。

※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 
我が国では急速に高齢化が進み、認知症有病者数は増加の一途をたどっている。近年、認知症
に関わる医療費と介護費が国家予算を圧迫し始めており、根本的治療法の開発を含め早急な対
策が求められている。AD の発症原因はまだ明らかでは無いが、AD 脳において認められる老人斑
はアミロイドβタンパク質（Aβ）の脳内蓄積によって形成され、この Aβが AD病態形成の根本
的な原因あるいは誘導因子と考えられている。脳内で Aβが産生されると脳内免疫細胞であるミ
クログリアが活性化され、活性酸素種（ROS）を生成し AD を増悪させるという報告がある。一方
で、産生された ROS により Aβの産生が増加し、脳内 Aβの増加 → 酸化ストレス亢進 → Aβ
増加 という悪循環が生じると報告され、AD 脳を理解し根本的治療法を開発するには、ROS 発生
の原因となる“酸化ストレス状態”を非侵襲で早期に検知・評価することが重要である。酸化ス
トレスの発生は脳内で Aβの沈着が出現するより早期の段階で起こっているため、酸化ストレス
の亢進を検出することは、Aβの蓄積や AD 病態の発症予測を可能にする手法となる。現在、脳内
での酸化ストレス状態の変動を非侵襲かつ高感度で可視化できるのは、ニトロキシド分子をイ
メージングプローブとする電子常磁性共鳴イメージング法（EPR）である。ニトロキシド分子は
体内のレドックス状態を鋭敏に検知しレドックス状態依存的に EPR 信号が変化するが、EPR イ
メージング法はこの信号変化を利用して脳内酸化ストレス指標を画像表示する手法である。 
以上の背景から、申請者らは EPR イメージング法を用い AD モデルマウスの脳内酸化ストレス
動態の可視化技術を開発し、AD 病態の発症予測と病態進行度の客観的評価手法の確立をめざす
こととした。 
 
２．研究の目的 
アルツハイマー病では、脳内に Aβが蓄積するよりも早期の段階で酸化ストレスが亢進して
いる。本研究では、酸化ストレス状態を鋭敏に検知することで ADの発症予測が可能な EPRイ
メージングシステムを開発する。目的達成のため、AD モデルマウス脳内の生理的情報である、
レドックス状態、酸素分圧、糖代謝能を測定するイメージングプローブの合成、及び、プローブ
からの情報を高精度で可視化しうる EPRイメージング装置を製作する。目的が達成されている
かを検証するため、上記の開発システムを用いて、離乳期から老年期までの ADモデルマウス脳
内のレドックス状態、酸素分圧、糖代謝能を経時的に可視化し、AD発症予測と病態進行度の客
観的評価を行う。 得られた結果を基に、AD早期診断・評価法の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
・EPR イメージング装置：マウス用イメージング装置は、昨年完成したデジタル EPR 装置（特許
2017-050576）をベースに rapid-scan coil を追加し、信号を高速に積算することで信号検出感
度の向上を目指している（右図：装置
概略）。撮像時間は従来の 100 ミリ秒
から大幅に短縮して 20 ミリ秒まで高
速掃引ができるように設計した。同一
の撮像時間での測定で比較してみる
と、少なくとも数十％の高感度化を想
定して装置の設計・製作を進めた。 
 
・Nitroxide イメージングプローブ：
①レドックス状態評価；従来のプロー
ブ methoxycarbonyl-PROXYL (MCP)よ
りレドックス状態の変化を敏感に検
知するニトロキシド化合物として、
Tempone に代表される５種類の nitroxide プローブを評価した。重水素化した Tempone (Temp)、
Tempo、Carbonyl-PROXYL acetoxymethyl ester (AMCP)、Tempol、hydroxymethyl-PROXYL (HMP)
を準備し試験した。これらのプローブは、全て尾静脈投与し、脳内へのイメージングプローブの
取り込み活性や、脳内での還元反応速度定数の測定を実施した。 
  
・AD モデルマウス： 本課題においては B6.Cg-Tg(APPswe,PSEN1dE9)85Dbo の AD マウスを用い
てデータを取得した。本モデルマウスはマウスキメリックヒト型遺伝子である APPswe と家族性
AD から発見された変異遺伝子である PS1-dE9 を組み込んだ遺伝子組み換えマウスであり、ヒト
の AD 病態を遺伝子レベルで再現したものである。 
 
４．研究成果 
① 新規開発したオールデジタル化 EPR イメージング装置：マウス頭部のレドックスイメージン
グを可能にするよう、改良を加えた。我々の研究グループに於いて既に開発している従来装置よ



りも 15％程度の感度の向上が見られた。 磁場掃引幅 6mT、掃引速度 40ms、磁場勾配 0.6mT/cm
の高速イメージングが可能で、3D イメージングに要する撮像時間は 181 プロジェクションで撮
像した場合、約 7sec という撮像時間を達成した。 
同一月齢での AD マウスとコントロール（WT）マウスに D 化 Tempone(Temp)を投与して撮像し
た EPR 画像の経時変化を下図に示した。上段には WTマウス、下段には ADマウスでの二次元 EPR
スライス画像の経時変化を示している。A,C では、coronal 方向の、B,D では sagittal 方向に 
 

 
 
おけるスライズ画像をまとめている。画像強度の時間的変化を両マウスで比較すると、AD マウ
ス脳において画像強度の変化が遅く、AD 脳では WT に比して Temp の還元反応が遅いことが視覚
的に読み取れる。  
 これらの一連の経時的画像データから、プローブ Temp の還元速度定数を 2D スライス画像の
各ピクセルごとに求め、Temp の reduction rate map いわゆるレドックスマップを作成した。WT
のレドックスマップは下図（左）に、ADのレドックスマップを下図（右）に示した。A,E は sagittal
方向の、B,F は coronal 方向でのマップである。また、これらのレドックスマップをマウス頭部
の MRI 画像上に重ね合わせた融合画像を C,D,G,H に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、マウス頭部において、Aβが蓄積しやすい事が明らかとなっている cortex 周辺における



Temp の還元速度定数を融合画像を利用して求
めてレドックス状態の指標とした。ADマウスと
WT マウスの cortex で求めた速度定数値の比較
を行った。結果を右図に示している。WT、AD 両
マウス脳の cortex における酸化還元速度定数
を比較しているが、明らかに AD マウスの脳内
レドックス状態は WT マウスでの脳内レドック
ス状態とは異なっていることが分かった。 
以上の結果から、D化 Temp をイメージングプ
ローブとしてレドックス状態を評価すると、7
ヶ月齢の AD マウス脳に於いて、既に酸化スト
レスの変動が更新していることを明らかにす
ることが出来た。 
 MCP をイメージングプローブとした我々の研
究報告では、11ヶ月齢のマウスに於いて初めて
脳内酸化ストレスの更新をEPRイメージングで
可視化することができていたが、本研究課題の
ようにレドックス感受性の高い D 化 Temp を使
用すると、7 ヶ月齢に於いても脳内酸化ストレ
スの更新を予測することが可能となった。 
本研究成果を利用すれば、AD モデルマウスの脳内レドックス状態の変動を早期に予測ことが
可能となり、軽度認知障害（MCI）の予防のために実施した介入に対する効果をいち早く非侵襲
的に評価できる手段となることが期待できる。 
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