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研究成果の概要（和文）：分子イメージング法の一つである、電子常磁性共鳴（EPR）イメージング法は、活性酸素種
等により起こる生体の酸化ストレス状態を、非侵襲的に3次元で画像化できるものである。本研究ではEPRイメージング
法とニトロキシド造影剤を用いて、アルツハイマー病(AD)と活性酸素種生成の関連性を画像により検証する事を目的と
した。その結果、ADモデルマウスの脳内では、酸化ストレス状態が亢進する部位が存在する事を非侵襲的に画像化する
ことに成功した。

研究成果の概要（英文）：Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disease clinically characterized 
by progressive cognitive dysfunction. Deposition of amyloid-β (Aβ) peptides is the most important 
pathophysiological hallmark of AD. Oxidative stress induced by reactive oxygen species (ROS) is prominent 
in AD, and several reports suggest the relationship between the change in redox status and AD pathology 
containing progressive Aβ deposition.
 electron paramagnetic resonance (EPR) imaging is used to acquire spatial information about the 
distribution of free radical species in vivo and visualize oxidative stress derived from ROS.
 in vivo changes in redox status with age in both wild-type (WT) and AD mouse brains were measured 
noninvasively by three-dimensional (3D) EPR imaging using nitroxide (MCP) as a redox-sensitive probe. EPR 
imaging clearly visualized the accelerated change in redox status of AD mouse brain compared with WT.

研究分野： EPRイメージング
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１．研究開始当初の背景 
1953 年にジェームス・ワトソンとフランシ
ス・クリックにより DNA の二重らせん構造が
提唱され、その 50 年後の 2003 年にはヒトゲ
ノムの全塩基配列決定をしたヒューマンゲ
ノムプロジェクトが終了し、ポストゲノム時
代が到来した。ライフサイエンスの分野にお
いて、ポストゲノムからオミクス時代へと時
代は移り変わってきている。すなわち in 
vitro の条件下で、分子をターゲットとした
ミクロの研究から、生命体を構成する「分子
全体を網羅的に」研究する事が時代のニーズ
となりつつある。様々な分子の集合体が組織
化され、一つの生命体として機能している状
態、つまり「個体レベルでの生命活動」＝in 
vivo での条件下において、分子の挙動を可視
化できる分子イメージング法という研究手
法を利用した解析研究が進められている。生
体の様々な現象を、そのままの状態で計測で
き、かつ、非侵襲的な手法である分子イメー
ジング法は、生命現象を分子全体の挙動とし
て、ダイレクトに可視化することができる手
法である。分子イメージング法はより現実に
即した生命現象の解明を可能とし、さらには
病態形成機序の解明、早期診断、創薬、治療
薬の効果や病態進行のモニタリングなど、幅
広い分野での応用が期待される。本研究で用
いる電子常磁性共鳴（electron paramagnetic 
resonance : EPR）イメージング法は、フリ
ーラジカルなどの常磁性物質の空間分布を
画像化できる手法で、活性酸素種（Reactive 
oxygen species: ROS）などの発生を、ニト
ロキシド化合物をコントラスト剤として利
用し画像化するものである。 
２．研究の目的 
 アルツハイマー病(AD： Alzheimer’s 
disease)は認知症を呈する進行性神経変性
疾患である。超高齢社会となっている日本に
おいて、その患者数は 200 万人にも及ぶと言
われ、2050 年までに世界で 1億人を越える患
者数になるとの予測もあるほど、世界的にみ
ても非常に関心の高い疾患である。病理学的
にはアミロイドβ(Aβ)を主成分とする老人
斑の形成、リン酸化タウを主成分とする神経
原線維変化および神経細胞死を特徴とする。
このAβが原因で神経細胞障害などが引き起
こされ、酸化ストレスが増悪する報告と、一
方で、ROS などの酸化ストレスにより Aβ が
増加するという報告があり、Aβ と酸化スト
レスの関連性について未だ明らかにされて
いない点がある。脳内酸化ストレスの評価、
つまり in vivo で非侵襲的に ROS を画像から
評価する事が出来れば、Aβと酸化ストレス
の関連性が明らかになり、AD の発症機序解明
や早期診断に役立つのではないかと考えた。
実際に産生されたROSによる酸化ストレス状
態を正確に評価するために、還元反応に対し
て異なる反応速度を持った多種のニトロキ
シド造影剤を画像化できるシステムが必要
である。抗酸化物質に対して異なった感受性

をもつ複数のニトロキシド化合物を用いる
事で、ROS などにより引き起こされる酸化ス
トレス状態を、EPR イメージング法により画
像から正確に評価する事ができるようにな
った。よって、本申請の目的は、EPR イメー
ジング法と酸化ストレス感受性ニトロキシ
ド造影剤を利用し、AD モデルマウスの脳内で
起きている酸化ストレス状態を非侵襲的に
画像として可視化することである。 
３．研究の方法 
本研究計画においては、高速 EPR イメージン
グ装置とコントラスト剤として酸化ストレ
ス感受性ニトロキシド造影剤を用いて、非侵
襲的に AD の状態を画像として可視化するこ
とを目的している。計画実現に向け、具体的
には以下の 3 つの step で、最終的には診断
や治療への応用を目指す。 
Step1「AD モデルマウスの経過観察」MRI を
使い AD モデルマウスの状態を確認する。 
Step2「EPR イメージングにおけるモデルマウ
スの画像評価」AD モデルマウスの酸化ストレ
スバランスの変化を評価するため、コントロ
ールマウスおよび AD モデルマウスの両者で
酸化ストレスバランスの比較を行う。 
Step3「AD の発症機序の探索・治療薬の効果
判定への応用」病態のモニタリングと投与し
た治療薬の効果判定という新しい観点から、
画像による病態評価にアプローチする。 
４．研究成果 
(1)年齢による脳内酸化ストレス状態の評価 
AD モデルマウスに於ける脳内酸化ストレ
ス状態の評価に先立ち、遺伝子組み換えを行
っていない、若い週齢のマウスと高齢のマウ
スの間で、脳内酸化ストレス状態に変化が起
きているかどうか検討した。方法としては、
それぞれの週齢のマウスにニトロキシド造
影剤の 1 つである MCP を投与し、EPR イメー
ジングを行った。酸化ストレス状態の評価を
行うため、得られた EPR 画像から各部位にお
ける MCP の減少速度を算出し、レドックスマ
ップを作成した。以下にその画像を示す。 

Fig.1 若い週齢のマウス脳内レドックス
マップ   左)MRI(sagittal) 中央)EPR レド
ックスマップ 右)MRI とレドックスマップの
重ね合わせ 
 
 
 
 
 

 
Fig.2 高齢のマウス脳内レドックスマップ 
左)MRI(sagittal) 中央)EPR レドックスマッ
プ 右)MRI とレドックスマップの重ね合わせ 
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上記のイメージング結果より、脳内の ROI(重
ね合わせ画像の白い四角で囲った領域)の速
度定数(rate constant)をヒストグラムで示
した(下図)、その広がりは高齢マウスの方が
有為に大きいことが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.3 脳内 ROI に於ける速度定数の頻度 
左)若い週齢のマウス 右)高齢マウス 
 
これらの結果より、若い週齢のマウスに比べ
て、高齢マウスの脳内酸化ストレス状態は、
不均一性が高い事が明らかとなった。 
 
(2)AD モデルマウスの脳内酸化ストレス状態
の評価 
 次いで、高齢の AD モデルマウスと遺伝子
組み換えをしていない高齢マウスでEPRイメ
ージングを行った。用いたマウスの月齢は 3，
6，9，12，18 ヶ月齢であった。 
 先の遺伝子組み換えを行っていないマウ
スの結果より、高齢マウスは脳内の酸化スト
レス状態にばらつきがある事が明らかにな
ったので、特に AD モデルで影響が大きいと
考えられる海馬付近の酸化ストレスの変化
を、比較的影響が少ない中脳で規格化して、
評価した。その結果を下に示す。 
 

   WT  AD        WT  AD         WT  AD 
Fig.4 中脳で規格化した海馬の速度常数の
比較 左)9 ヶ月齢 中央)12 ヶ月齢 右)18 ヶ
月齢 各グラフとも右側の白いバーが遺伝
子組み換えではないマウス、左側のグレーの
バーが AD マウス 
 これらの結果より、9 ヶ月以降の AD マウス
では、中脳と比較して、海馬付近が著しく酸
化ストレス状態に変化を生じている事が示
された。 
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