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研究成果の概要（和文）：本研究では、臨床利用されている低分子MRI造影剤で描出できなかった脳の微細血管
網を高精細でイメージングするための多分岐型高分子ガドリニウム造影剤を開発した。
分子量15kDa程度の分岐型ポリエチレングリコール末端にガドリニウム錯体を結合させた造影剤は、分岐構造に
よる緩和能の増大を示し、投与24時間後で尿中排泄され、血中炎症性マーカーを過剰に誘導せず低毒性であるこ
とを明らかとした。この造影剤は100μm程度の微細血管を造影でき、中大脳動脈閉塞モデルラットにおいて脳虚
血部位での血管閉塞や側副血行路をMRAにより診断できる可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a polymeric Gd-conjugated contrast agent for 
high-resolution imaging of cerebrovasculature. The branched polyethylene glycols having 
approximately 15 kDa of molecular weight were conjugated with Gd-chelate and fluorescein. We showed 
that microvasculature network could be visualized with the resolution of 100 μm by using the 
contrast agents. Experimental results indicated that relaxivity increasing was induced by the branch
 structure, and the agents were excreted in urine after 24 hours for the administration. 
Inflammatory markers in the blood were not induced by the injection. Moreover, we succeeded in 
proving the possibility that cerebral ischemia region and collateral flow were clearly visualized 
with the polymeric contrast agents in middle cerebral artery occlusion model rats. 

研究分野：組織再生工学、バイオマテリアル
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１．研究開始当初の背景 
本プロジェクトでは、臨床利用されている低
分子 MRI 造影剤によって描出できなかった
脳の微細血管網を高精細にイメージングす
るための高分子 MRI 造影剤を開発し、微細
血管網をアナトミカルに診断できる MRI イ
メージングの基礎技術の確立に挑んだ。MRI
は、非侵襲に体内の構造を画像化できる手法
として広く利用されており、脳梗塞や脳血管
障害が疑われる場合にはMRアンギオグラフ
ィー（MRA）による血管造影の情報が非常に
重要になる。MRIは高い空間分解能による形
態的な情報に加え、機能的情報も診断できる
ツールとして知られている。しかしながら、
装置的には高い空間分解能を有するものの、
微小な空間から得られるMRシグナルは非常
に微弱であることからMRI画像の S/N比は
低い。このような背景から高磁場 MRI 装置
の開発や、クライオプローブ、さらには撮像
シーケンスの改良による高感度化が進めら
れている。MRI 造影剤を用いる DSC 法
（Dynamic susceptibility contrast法）もあ
るが、既存のMR造影剤は血管外組織へと直
ちに漏出してしまうことから脳微細血管を
ターゲットとした高感度プローブの設計と
いう観点からは十分な研究が進められてい
なかった。 
 近年、ターゲットとする組織に MRI シグ
ナルのコントラストを造影するための種々
の高分子MR造影剤が報告されている。例え
ば、ガン組織へターゲッティングする造影剤
や pH等の環境に応答してシグナルを変化さ
せるミセル型造影剤がある。これらは特定の
組織への集積や、シグナル増強効果でターゲ
ットを識別できることから、新たな診断用造
影剤のストラテジーとなる。 
一方で MRI は、輝度情報のみならず装置
的に高い空間分解能で信号を識別できる。
我々は従来のターゲッティングの概念とは
異なり、高輝度なプローブを撮像時間内にの
み血中に循環する高感度 MRI プローブを設
計することで、脳内に走行する微細血管網を
精密に描出でき、アナトミカルな情報から微
細血管の狭窄や閉塞等の異常を高精度で診
断できる可能性があるのではないかと考え
た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、生体安全性が高い事が知られて
いるポリエチレングリコール（PEG）を主鎖
としてGd錯体を標識した高分子MRIプロー
ブを合成し、①多分岐構造によるMRシグナ
ルの高感度化（緩和能の向上）、②高分子造
影剤による一時的な血中循環性と低毒性（血
中タンパク質と相互作用しにくい分子構造）、
③ 血中からの速やかな体外排泄性を実現
化させる造影剤の化学構造に関して評価し
た。さらに、7T-MRI を用いて正常ラット脳
のMRA撮像により、開発した造影剤による
脳血管イメージング効果の in vivo 評価を実

施し、造影剤の化学構造と脳微細血管網のイ
メージング効果との相関について明らかと
した。さらに、脳血管障害のモデルマウスと
して、中大脳動脈狭窄モデルの作製法を確立
し、脳血管閉塞付近で見られる微細血管網の
再構築（側副血行路の構築）の可視化を試み
た。研究結果の詳細について以下に記載する。 
 
３．研究の方法 
１）分岐型 PEG に対する Gd キレートの結合
反応 
速やかな体外排泄性を実現化するための分
子設計して分子量 10-20kDa の直鎖、4 分岐、
8 分岐型ポリエチレングリコールを主鎖とし
て選択し、DOTA-NHS のキレート剤を介して
Gd を結合させた。さらに蛍光トレーサーとし
て fluorescein を末端 NH 基に対して 200 分
の１当量で反応させた。反応後、未反応物は
透析膜（MWCO:1kDa）で精製した。DOTA の導
入率は 1H-NMR、Gd の導入率は ICP-MS により
評価した。Liner, 4-arm, 8-arm PEG に対し
て反応し得られた分子を F-liner PEG-Gd, 
F-4-arm PEG-Gd, F-8-arm PEG-Gd と略す。 
 
２）合成した分岐型 PEG の物性評価 
合成した造影剤の緩和能は、300MHz 1H-NMR 
spectroscopy (Gemini 2000/300;Varian Inc., 
CA)で測定した。また、動的光散乱（DLS）に
より水溶液中での流体力学半径を評価した。 
 
３）造影剤の毒性評価 
造影剤投与による生体毒性反応を評価する
ために、臨床でも広く利用されている血中炎
症性マーカー（CRP）とインターロイキン
（IL-1β、IL-6）の血中濃度を ELISA 法によ
り測定した。 
 
４）MRI による微細血管の造影効果 
微細血管網の造影効果について評価するた
めに、SD rat （７週齢）を用いて、尾静脈
から造影剤を投与（Gd 濃度で体重 100g あた
り 10μ mol 投与）した。撮像は、7-T 
horizontal bore imaging system (BioSpec 
70/30 USR; Bruker BioSpin, Ettlingen, 
Germany)を用いて測定し、T1 強調シーケンス
により 3D TOF-MRA を撮像した（The scan 
parameters for brain MRA were: repetition 
time (TR)/echo time (TE), 13.3/3.1 ms; 
number of averages, 2; matrix size, 300 × 
300 × 190; field of view (FOV), 2.40 × 
2.40 × 1.52 cm3; spatial resolution, 80 
× 80 × 80 μm3; and scan time, 18 min 55 
s.） 
 さらに、脳血管障害モデルマウスとして、
中大脳動脈閉塞（MCAO）モデルを採用した。
頸動脈から proline 糸を MCA 基部付近まで挿
入して、血管閉塞を誘導した。MRI の T2 画像
によりMCA近傍に閉塞があるラットを選定し、
造影剤を投与して、血管閉塞部位や閉塞部位
近傍に再構築された側副血行路の画像化を



試みた。 
 
４．研究成果 
１）分岐型 PEG に対する Gd キレートの結合
反応 
NMR、IPC-MS により DOTA や Gd の導入率を評
価した結果、DOTA は末端 HN2 基に対して
36-45%導入でき、Gd はほぼすべての DOTA 基
に対してキレートした。DOTA の導入率を増加
させることも可能であったが、導入率の増加
に伴い水溶性の低下、沈殿などが確認された
ため、導入率 40％程度の分子を用いて以後の
実験を進めた。 
一方で、Fluorescein 基の導入については、
アミノ基末端に対する反応率が低いことか
ら、定量的な導入率の算出が難しかった。そ
こで合成法を改良して、8-arm PEG 1 分子に
対して 1分子の Fluorescein 基を導入したも
のを NMR, UV スペクトル測定により確認し、
その後未修飾 8-arm PEG と混合することで
fluorescein 基の導入率をコントロールした。 
 
２）合成した造影剤の物性評価 
緩和能を測定した結果、分岐数の増加に伴っ
て緩和能は増加し、8分岐 PEG に対して DOTA
を導入した分子は、Gd-DOTA キレートの約 3
倍となる 9.3mM-1s-1の値を示した。 
 DLS により流体力学半径を測定した結果、
F-8-arm PEG-Gdは尾静脈投与時の濃度におい
て 1000 nm 程度のサイズを示した。投与後の
血中濃度に近い濃度域まで希釈すると、流体
力学半径は 10nm 程度まで減少した。興味深
いことに、Fluorescein 基を導入していない
8-arm PEG-Gd を同様の条件で測定した結果、
濃度によらず 10nm 程度の流体力学半径を示
した。つまり F-8-arm PEG-Gd の場合にのみ
流体力学半径が増加する凝集構造へと変化
できることが示された。 
 
３）造影剤の毒性評価 
Gd は生体に対して毒性を有することが知ら
れており、Gd-キレートにすることでその毒
性は低減される。つまり Gd キレートを有す
る造影剤の血中投与による毒性評価は、臨床
への展開を考えた場合においても極めて重
要な評価となる。そこで血中投与後の炎症性
マーカーをELISAにより評価した。その結果、
IL-1β、IL-6 の血中濃度については投与後 6
時間でわずかに増加したが、投与 24 時間後
には正常値まで減少していた。一方、血中 CRP
を計測した結果、F-8-arm PEG-Gd を投与して
も有意な増加は認められず正常値付近であ
った。血中に投与された造影剤は、投与後 24
時間で体外排泄されることから、24 時間以上
における毒性の増加は考えにくい。以上の結
果より、血中投与によりインターロイキンの
濃度はわずかに増加するが、CRP で示される
in vivo での炎症反応についてはほとんど惹
起しないことが判明した。 
 

４）MRI による微細血管の造影効果 
造影剤の物性評価により、F-8-arm PEG-Gdは、
Fluorescein 基の有無により流体力学半径が
大きく変化する。そこで、Fluorsecein を含
まず Gd-Chelate だけ標識された 8-arm PEG( 
8-arm PEG-Gd）をラットに投与して脳血管構
造を撮像した。その結果、造影効果はまった
くみられず、投与前後での撮像において差は
認められなかった。このことから、
Fluorescein 基の導入による流体力学半径の
増加は、微細血管網の造影効果に重要である
可能性を見出した。さらに、Fluorescein 基
の導入率を NH2基あたり 1/200 当量から 1/8
当量まで変化させて造影効果を評価した結
果、Fluorescein 基の導入率増加に伴って血
管造影効果が向上し、80μm の微細血管も造
影できた。このことから、Fluorescein は造
影剤の自己凝集反応を誘導して流体力学半
径を増大させて、血中循環性を高めている可
能性が示唆された。今後、Fluoresein 基の導
入によりどのような相互作用で、どのような
分子凝集構造を形成しているのか詳細を解
析する予定である。 
 作製した MCAO モデルの T2 強調画像から、
MCA とウイリスリング付近が閉塞しているラ
ットモデルを作製できていることを認めた。
このモデルラットに対して F-8-arm PEG-Gd
を投与した結果、閉塞した血管付近に存在す
る側副血行路の構築を認めた。さらに、この
側副血行路により、ウイリスリング付近で完
全に閉塞している微細血管の末梢側で、側副
路からの血流の流入により血液が供給され
ている可能性が示唆された。これは、脳梗塞
により狭窄した血管網を生体が側副血行路
により血液循環をリモデリングさせること
で、組織損傷を最小にしていることを示唆す
るものである。今後このような脳血管障害の
形成や、リモデリングの様子を 1個体で経時
的にモニターできれば、脳梗塞発生のメカニ
ズム解明や、脳障害の超早期診断が可能とな
ると期待できる。 
 
以上、高分子 MRI 造影剤により血中循環時間
の増加にともなう微細血管網の造影につい
ての可能性について検討してきた。この研究
から、F-8-arm PEG-Gd は、微細血管網を MRA
により診断するのに極めて有用な分子であ
ることが見出され、さらに毒性などの問題も
クリアできることが示唆された。この結果は、
今後の臨床応用を視野に入れた研究の展開
において非常に有益な結果であると考えて
いる。さらに、造影メカニズムについても「一
時的な分子の凝集構造」が関わっていること
を本研究で明らかにできた。この分子凝集メ
カニズムは極めてユニークであり、またこの
原理が適応された造影剤は未だ報告されて
いないことから、この分子凝集体構造による
造影剤は学術的にも新規な分子設計法であ
ると考えている。また、脳閉塞モデルへの適
応も実証できたことから、今後造影剤の分子



設計と分子構造を基にして、新規な高分子凝
集体の解明のみならず、さらなる高感度化造
影剤の開発や応用研究に繋がっていくと確
信している。 
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