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研究成果の概要（和文）：統合失調症やアルツハイマー病における認知障害の一因と考えられている脳内グリシ
ン動態の変化を、化学交換飽和移動MRI（CEST-MRI）を用いて無侵襲にモニタリングする手法（GlyCEST法）を開
発した。GlyCEST効果はグリシン濃度の増加とともに増加した。正常マウスを用いた検討では、GlyCEST効果は大
脳皮質よりも視床で高値となった。この結果は生化学測定結果とよく一致した。アルツハイマー病モデルマウス
である5xFADマウスを用いた検討では、5xFADマウスの大脳皮質および視床のグリシン濃度の低下を検出しえた。
GlyCEST法によりマウス脳内のグリシン濃度分布の測定が可能であった。

研究成果の概要（英文）：We developed a non-invasive method to monitor changes in brain glycine 
dynamics (GlyCEST method) using chemical exchange saturation transfer MRI (CEST-MRI), which is 
thought to contribute to cognitive impairment in schizophrenia and Alzheimer's disease. The GlyCEST 
effect increased with increasing glycine concentration. In normal mice, the GlyCEST effect was 
greater in the thalamus than in the cortex. This result was in good agreement with biochemical 
measurements. In 5xFAD mice, a mouse model of Alzheimer's disease, we observed a decrease in glycine
 concentration in the cortex and thalamus of 5xFAD mice. The GlyCEST method allowed us to measure 
the glycine concentration distribution in the mouse brain.

研究分野： 放射線医学

キーワード： MRI　CEST　Glycine　サロゲートマーカー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本開発手法により、生体における脳内グリシン濃度分布を無侵襲かつ経時的に測定する事が可能となり、客観的
なサロゲートマーカーが無い統合失調症を初めとした中枢神経疾患の個々の病態評価および薬剤治療法の最適化
の実現が期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 グリシンは生体のタンパク質に含まれる最も単純なアミノ酸であり、中枢神経系の脳幹や脊
髄では抑制性の神経伝達物質として作用することが知られている。一方、大脳では、グルタミン
酸受容体である N-メチル-D-アスパラギン酸（NMDA）受容体のコ・アゴニストとして作用する。
NMDA 受容体は、神経細胞へのカルシウム流入を制御し、シナプス伝達、神経可塑性、学習・
記憶のメカニズムに不可欠である。NMDA 受容体の活性化には、グルタミン酸とグリシンがそ
れぞれのサブユニットの結合部位に結合することが必要である。細胞外のグリシン濃度は、脳活
動によって変化し、主にアストロサイトのグリシントランスポーターによって制御されている。
グリシン濃度は NMDA 受容体の機能と関連していると考えられており、グリシンは統合失調症
の治療に用いられることがある。 
 統合失調症やアルツハイマー病などの神経精神疾患では、脳内のグリシン濃度が変化してい
ることが知られている。アルツハイマー病（AD）患者では、正常者と比較し血中および脳内の
グリシン濃度が変化していると報告されている一方、他の研究においてはグリシン濃度が変化
しないと報告されている。我々は、これらの矛盾した報告は、脳の領域間におけるグリシン濃度
の変化の違いに起因するのではないかと仮説をたてた。脳内のグリシン濃度分布を画像化する
ことで、精神神経疾患の病態解明に繋がる可能性がある。 
 生体組織中のグリシン濃度を測定するためには、組織を抽出し、高速液体クロマトグラフィー
（HPLC）や質量分析計を用いてタンパク質量を測定する必要がある。非侵襲的な手法としては、
磁気共鳴スペクトロスコピー（Magnetic Resonance Spectroscopy：MRS）を用いた脳内グリシン濃
度の in vivo での測定が報告されている。しかし、この手法ではグリシン濃度分布を高空間分解
能で測定することはできない。MRI 撮像対象である水分子のプロトンにより、間接的に代謝物
を評価する手法として化学交換飽和移動法（Chemical Exchange Saturation Transfer：CEST）があ
る。この手法により、MRS よりも高空間分解能に代謝物分布を画像化できる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、CEST-MRI 法を用いてグリシン濃度分布を測定する方法（GlyCEST 法）を確
立し、この方法の疾患への応用を評価することである。まず、既知のグリシン濃度溶液を含むフ
ァントムを用いて GlyCEST 法の妥当性を検証した。次に、GlyCEST 法を生体マウス脳の測定に
適用した。最後に、AD モデルマウスである 5xFAD マウスを用いて、AD マウスにおける脳内の
グリシン濃度分布の変化を検出できるか検証した。 
 
３．研究の方法 
（１）グリシン溶液ファントムの作成 
 グリシン溶液濃度と GlyCEST 効果の関係性を調べるために、リン酸緩衝生理食塩水にグリシ
ンを溶解させ、異なる濃度（0、 2.5、 5.0、 7.5、 10.0 mM）のグリシン溶液を作成した。作成
溶液を 1 M HCl または 1 M NaOH で pH7.0 に調整した。この溶液を内径 10.8 mm のガラス管に
封入し、pH7.0 のリン酸塩緩衝生理食塩水を満たした内径 33.7 mm のガラス管に封入した。 
 
（２）使用動物 
 全ての動物実験は新潟大学動物実験倫理委員会の承認（SA00849）を受け、米国国立衛生研究
所ガイドラインに従って新潟大学脳研究所統合脳機能研究センター内で行った。AD モデルマウ
スとして、アルツハイマー病遺伝子改変マウス（APPSwFlLon、PSEN1*M146L*L286V）
6799Vas/Mmjax mice）である 5xFAD マウス（雄 7 匹、16-17 ヶ月齢）と wild type（WT）マウス
として C57BL/6 マウス（雄 16 匹、2-3 ヶ月齢）を実験に用いた。用いたマウスは Jackson Laboratory
（Bar Harbor、 ME、 USA）から購入した。マウスは 12 時間の明暗サイクル条件下で飼育され、
食餌と水は自由に摂取可能とした。 
 初めに、GlyCEST によりマウス脳のグリシン濃度分布の領域間の違いを検出出来るか検証し
た。GlyCEST の撮像には、9 匹の C57BL/6 マウスを用いた。マウスは、30:70 の O2:N2O を混合
したイソフルラン（3%-4%で導入、その後 1.2%-1.5%で維持）を用いて 2 L/min を吸入させ麻酔
をかけた。耳と歯をバーで頭部に固定し MRI スキャナーに配置した。マウスの体温は、特注の
空調システムを用いて 37±0.5℃に維持した。MRI 撮像後、GlyCEST 効果と生化学測定結果の相
関を求めるため脳を採取した。採取した脳は、4 mm 厚の冠状断（MR 画像の中心から±2 mm）
になるように切り出し、大脳皮質と視床に分離した。 
 次に、5xFAD マウス(n = 7)と C57BL/6 マウス(n = 7)を用いて GlyCEST 撮像を行い、両者の違
いを比較した。GlyCEST 撮像方法および脳採取の方法は、一つ目の実験と同様とした。 
 
（３）HPLC 測定 
 マウス脳から採取した試料を HPLC 装置で測定した。採取した試料を 5 mL の 80％メタノー
ルに溶解した。試料を遠心分離（3、000 rpm、15 分）し、上澄み液 5 μL を HPLC 装置で分析
した。測定は、蛍光検出器と Agilent Poroshell 120 EC-C18（3.0×150 mm、 2.7 μm）カラムを備



えた Agilent 1100 シリーズ HPLC-FLD システム（Agilent Technologies、 Wilmington、 USA）を
用いて行った。各サンプルの 5 μL に、ホウ酸溶液 5 μL、オルトフタルアルデヒド/3-メルカプ
トプロピオン酸溶液 0.5 μL、9-フルオレニルメチルクロロホルメート溶液 0.5 μL を加えて混
合した。サンプルの注入には、移動相として Na2HPO4（5 mM、pH7.6）を用い、ポンプの流量は
0.5 mL/min、カラム温度は 40℃に設定した。システムの制御およびデータの解析には、Agilent 社
の「ChemStation」ソフトウェア（ChemStation for LC 3D systems、 Rev B.04.02 SP1）を使用した。 
 
（４）MRI 測定 
 MRI 撮像には、動物実験用 7 T マグネット(Magnet Scientific、Abingdon、UK)を有した Varian 
Unity-INOVA-300 system (Varian Inc.、Paro Alto、Ca、USA)を用いた。RF 送信には特注のボリュ
ーム送信コイル、受信には quadrature surface coil（高島製作所、日野市）を用いた。撮像は以下
のプロトコールで実施した。(1）位置決め画像（3 断面）、（2）T2 強調画像（T2WI）、（3）GlyCEST
画像の順で行った。総撮像時間は 43 分であった。GlyCEST 撮像は、418 ms の飽和パルス（2 ms
間隔で 10 個の 40 ms 長のガウス波を照射）を B1rms=5 μT の強さで照射した後、FLASH（centric 
ordered snapshot fast low angle shot）撮像を行った。その他の撮像条件は、スライス厚＝2 mm、flip 
angle＝20°、matrix＝128 × 64、repetition time (TR)（FLASH）＝4.37 ms、echo time（TE）＝2.20 
ms、総 TR＝5000 ms、加算回数＝4 回とした。飽和パルスは周波数を-5 ppm～5 ppm（7 T MRI で
は-1500 Hz～1500 Hz）の範囲を 60 Hz 間隔で変化させ照射した。B0 不均一性の補正のために、
B1rms=0.5 μT で 100 ms の飽和パルスを用いた水飽和画像を、周波数-0.5 ppm から 0.5 ppm の範
囲（6 Hz 間隔）で撮像した。 
 
（５）GlyCEST (%) の計算 
 GlyCEST 法は、特定の周波数を選択的に抑制する飽和パルスを照射し MR 画像を撮像する。
グリシンの共鳴周波数は、水のピークと+2.85 ppm 異なる。照射位置が+2.85 ppm の場合、グリ
シン分子のプロトンが飽和し、水分子のプロトンとグリシン分子のプロトンの間で化学交換が
行われるため、MR 画像の信号強度が低下する。+2.85 ppm と-2.85 ppm における MR 画像の信号
強度 M+2.85 ppm と M-2.85 ppm から、CEST 効果を定量的に評価する指標として、 
GlyCEST (%) = (M-2.85 ppm - M+2.85 ppm) / M-2.85 ppm × 100 
を算出した。GlyCEST (%)を各ピクセル毎に計算することで、グリシン濃度を反映した画像
（GlyCEST 画像）を作成した。全てのデータ処理および解析は、MATLAB（Version 2020a, 
MathWorks, Natick, MA, USA）を用いて行った。ImageJ（Version 1.53a, National Institutes of Health, 
https://imagej.nih.gov/ij/index.html）を使用し、GlyCEST 画像に関心領域 (regions of interest：ROI)
を設定した。グリシンファントム画像には、0、2.5、5.0、7.5、10.0 mM のグリシン溶液を含むガ
ラス管に 5 つの円形 ROI を設定した。マウス脳画像には、大脳皮質全体、頭頂皮質、側頭皮質、
視床に 4 つの解剖学的な ROI を手動で設定した。 
 
４．研究成果 
（１）グリシン溶液ファントムを用いた GlyCEST 法の妥当性検証 
 周波数を変えながら飽和パルスを照射し MRI の信号強度（Msat）を測定した。飽和パルスを照
射していない時の MRI の信号強度（M0）と Msat との z スペクトルとして示した。Msat/M0 比はグ
リシン濃度が 0 から 10.0 mM に増加するにつれて減少した（図 1(a)）。z スペクトルには、水の
共鳴周波数（0 ppm）に対し正負方向に非対称性が見られた。飽和パルスにおける CEST の非対
称性（CEST asymmetry）を、GlyCEST (%)と同じ計算方法で算出した（図 1(b)）。CEST の非対称
性はグリシン濃度が高くなるにつれて増加した。各ピクセルで飽和パルスの周波数+2.85 ppm に
おける GlyCEST (%)を計算し、GlyCEST 画像を作成した（図 1(c)）。GlyCEST (%) はグリシン濃
度の増加とともに線形に増加し、グリシン濃度と有意に相関し(R2 = 0.99、 P < 0.0001)（図 1(d)）、
手法の妥当性が検証された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1: ファントム溶液の GlyCEST 撮像結果。(a) 異なる濃度のグリシン溶液ファントムの z スペクト

ル。(b) 異なる濃度のグリシン溶液ファントムにおける CEST asymmetry。(c) グリシン溶液ファントム

の GlyCEST 画像。(d) GlyCEST (%) とグリシン濃度の関係。両者は有意に相関した。 
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（２）HPLC 測定結果と GlyCEST（％）との相関 
 WT マウス（n = 9）を用いて GlyCEST の撮像を行った。T2 強調画像を参照しながら大脳皮質
と視床に手動で ROI を設定した（図 2(a)）。GlyCEST 撮像後、マウス脳を抽出し、大脳皮質と視
床に分離して HPLC 測定を行った。GlyCEST (%) は、大脳皮質と比較し視床で有意に高値とな
った（P < 0.0001）（図 2(b)）。この結果は HPLC 装置で測定したグリシン濃度の結果と一致した
（図 2(c)）。GlyCEST 法を用いることにより生体において脳のグリシン濃度の局所的な違いを検
出可能であった。また、本研究で得られた GlyCEST 画像はグリシン・トランスポーター2 に特
異的な緑色蛍光タンパク質を発現させたバクテリア人工染色体（bacterial artificial chromosome：
BAC）遺伝子改変マウスを用いてマウス脳内のグリシン濃度分布を測定した先行研究の結果と 
よく一致し、手法の妥当性が確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）WT マウスと AD モデルマウスの比較 
 WT マウス(n = 7)および 5xFAD マウス(n = 7)の GlyCEST 撮像を行った。図 3(a)は、WT マウ
ス（右上）と 5xFAD マウス（右下）の代表的な GlyCEST 画像である。5xFAD マウスの GlyCEST
効果は WT マウスに比べて大脳皮質と視床で低値となった。脳領域間の比較では、5xFAD マウ
スの頭頂皮質（P = 0.0282、図 3(b)）、側頭皮質（P = 0.0020、図 3(c)）、視床（P < 0.0001、図 3(d)）
において、WT マウスと比較して 5xFAD マウスで GlyCEST (%) が有意に低値となった。一方、
海馬における GlyCEST 効果は、WT マウスと 5xFAD マウスの間で差がなかった。しかし、なぜ
5xFAD マウスで海馬がグリシン濃度を保持しているかの詳細は不明である。我々の研究グルー
プでは 5xFAD マウスの樹状突起/軸索密度が、海馬ではなく大脳皮質で低下していることを過去
に報告した。5xFAD マウスの第 5 層の神経細胞密度は、大脳皮質では減少しているが、海馬で
は保持されているという病理組織学的な研究結果がある。このような脳領域間の差がグリシン
濃度分布に影響を与えている可能性が考えられる。 
 
 
 
 
 

図 2: C57BL/6 マウス(n = 9)における GlyCEST 画像と HPLC 装置で測定したグリシン濃度の結果。(a）
冠状断面像の T2 強調画像（左）と対応する GlyCEST 画像（中央）の代表例。大脳皮質および視床に

ROI を設定し、GlyCEST (％)を測定した。同部位の脳を抽出し、HPLC 装置でグリシン濃度を測定し

た（右）。(b) 皮質と視床における GlyCEST (%)の結果。(c) HPLC 装置で測定した皮質と視床の脳組

織中グリシン濃度。GlyCEST と HPLC の両測定において、視床のグリシン濃度は大脳皮質よりも有

意に高値となった。統計解析は paired t-test を用いた。*** P < 0.0001。 
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次に、WT マウスと 5xFAD マウスから抽出した脳組織中グリシ
ン濃度を HPLC 装置で測定した結果と GlyCEST (%)の関係を検
討した（図 4）。GlyCEST (%) は、HPLC 装置で測定したグリシ
ン濃度と有意に相関した（R2 = 0.4854、 P < 0.0001）。 
 本研究では CEST-MRI の手法を応用し、生体において無侵襲
に脳内グリシン濃度分布を測定できる新たな手法を開発し、脳
内グリシン濃度分布の変化をモニタリングした。CEST-MRI に
よる手法は核医学検査と異なり、放射性化合物の投与は必要な
く、被ばくがない。MR 撮像のみにより測定可能なため、生体
に対し無侵襲な手法であり、将来の臨床応用に直結した研究で
ある。また、現在、客観的なサロゲートマーカーが無い統合失
調症などの中枢神経疾患の客観的評価・局所病態評価が可能と
なり得る。さらに、MR を用いた病態特異的な脳疾患診断・測
定法開発の種となる可能性がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3: WT マウス（n = 7）および 5xFAD マウス（n = 7）の GlyCEST 画像。(a) 冠状断面像の T2 強調画

像を参照しながら手動で ROI を設定した（左）。同断面の GlyCEST 画像（右）。(b-e) 頭頂葉、側頭葉、

視床、海馬の GlyCEST (％) 。統計解析には paired t-test を用いた。 
* p < 0.05、 ** p < 0.005、 *** p < 0.0001。 

図 4: HPLC 装置で測定した脳組

織中のグリシン濃度と GlyCEST 
(%) の関係。 GlyCEST (%) は

HPLC で測定したグリシン濃度

と有意に相関した。 
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