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研究成果の概要（和文）：血液から脳脊髄液へ高分子が移行し得ることを、MRIを用いて、その移行部位も含め
て解明した。その移行性、つまり血液脳脊髄液関門(BCSFB)の高分子透過性は、生体側が幼若であること、およ
びマンニトール投与に高まることが判明した。また、マンニトール投与による透過性亢進の程度は血液脳関門
（BBB）よりも高いものであることが分かった。

研究成果の概要（英文）：This study revealed by the used of MRI and MRI-contrast agents that 
macromolecules transferred from the blood into the cerebrospinal fluid, and that this transfer was 
site-specific among several cerebrospinal-fluid-containing sites in the brain.
This transfer, in other words, enhancement of the blood-cerebrospinal fluid barrier’s (BCSFB’s) 
permeability was observed to be enhanced by young ages of mouse and by mannitol pre-injection. 
Mannitol is known to enhance blood brain barrrier’s (BBB’s) permeability, but the enhancement 
degree was found to be much higher for BCSFB than for BBB. 

研究分野： ドラッグデリバリーシステム
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来測定の対象になっていなかった血液脳脊髄液関門の高分子透過性という、基礎的な生体挙動をMRIの手法で
その透過部位も含めて明らかにすることに成功した学術的価値は高いと考えられる。また、その透過性は様々な
要因によって亢進し得ることから、脳神経疾患の病理に新しい解明の糸口を与える可能性がある。

※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 
(１)Glymphatic system(GLS)と脳体液循環 

脳体液循環は、血液と脳脊髄液の２つの循環から成るモデル（図 1A）が従来の常識であった。
脳脊髄液は大容量の腔だけを通るため、薬物の脳実質組織への到達経路は毛細血管を通る血液
のみと考えられてきた。第 3の脳循環として Glymphatic system (GLS)  を含むモデル(図 1B)
が 2012 年に提唱された。GLS は脳脊髄液の一部が動脈周囲
腔を経由し、脳実質組織の間質液となった後、静脈周囲腔を
経て静脈に至る(図２)。GLSには、①〜④の境界があり、移
動物質を大きさでふるい分けているが、その機能の詳細は
不明である。GLS は脳実質と直に接する間質液を経るので、
タンパク質、造影剤と薬物の脳神経細胞への運搬･排泄経路
として重要である。また、GLS がアルツハイマー病原アミロ
イドβペプチドを脳実質組織から排泄することが分かって
いる。よって、病原となる高分子の境界移動挙動(どの大き
さの高分子が、どのような速度で)を知ることは、GLS の運
搬・排泄機能の解明を通し、脳生理･代謝機能と脳神経疾患
病理を理解するために不可欠な情報である。また、この排泄
機能不全を画像化できれば、脳神経疾患の新
規診断法になる可能性がある。GLS は、脳組織
切片と live 顕微鏡観察、MRI 等で研究されて
いるが、GLS の存在を立証する定性的な理解に
留まっている現状である。図 2 に示す GLS の
４つ境界の中で、脳実質組織への運搬に重要
な①と②の境界を、どの大きさの高分子が、ど
の速度で移動するかの問いに定量的に答える
のが本研究である。この移動の定量的な解析
は、GLS 機能解明において学術的に重要な課題
であると共に、アルツハイマー病等の脳神経疾患の新規画像診断法開発につながる臨床的波及
力を有している。 
 
(２)低分子 Gd(ガドリニウム)キレート型 MRI 造影剤の脳蓄積 
低分子 Gd キレートは、MRI 造影剤として 1980 年代から臨床で多用されたが、2014 年に鎖状

Gd キレートが、脳の歯状核と淡蒼球に Gdが蓄積する問題が示され、その大部分が使用停止とな
った。最近、Gd脳蓄積が GLS 経由で起こることが臨床で示された。(但し、血液脳関門経路は否
定されていない) 蓄積は、キレートから解離した Gd3+によって起こる。鎖状より Gd3+解離性の低
い環状造影剤でも、低濃度の Gd 蓄積がみられ、この問題は未解決である。低分子造影剤は、血
液→脳脊髄液→GLS と移動する。一方、一般に高分子は血液→脳脊髄液を移動しない。以上より
「高分子 Gdキレートは GLS 経由の Gd 脳蓄積のない安全な造影剤？」の問いに対し、本研究は、
血液と GLS 経由の Gd蓄積を定量的に測定して答える。 
以上の２つの背景を合わせると、「高分子 MRI 造影剤の GLS 境界の移動(運搬･排出)を定量的

(分子量と速度)に測定することが、GLS機構の解明と､安全なMRI造影剤開発の両方に貢献する」
こととなる。 

 
２．研究の目的 
 高分子 MRI 造影剤の Glymphatic system(GLS)の境界での移動の分子量依存性（特に低分子 MRI
造影剤との違い）を定量的に解析することで、GLS 循環機構を解明し、GLS 機能と脳神経疾患の
病態との相関を求め、新規な脳神経疾患 MRI 診断法開発に向けた高分子造影剤の安全性を証明
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)高分子 MRI 造影剤の作製 
多様な分子量で Gd 結合力の強い、高分子 MRI 造影剤を作製する。 
 
(2)GLS 循環の分子量依存性解析 
 図２に示した、造影剤の脳実質組織送達に重要な①と②の境界上流に、多様な分子量の高分子
造影剤を投与して MRI 測定し、この 2 つの境界移動における分子量依存性と速度を解析するこ
とで、GLS 循環機構の解明を行う。 
 
(3)GLS 循環機能と病態との関係解析 



 GLS の機能が、脳神経疾患によって受ける影響と、脳神経疾患の病因との関係について慢性脳
神経疾患モデルであるアルツハイマー病(AD)モデルマウスを用いて解析する。 
 
 
４．研究成果 
(1)高分子 MRI 造影剤の合成 
本研究で使用するMRI造影剤は次の3系統である。1)低分子造影剤 臨床で用いられているGd-

DOTA を購入して用いた。2)通常の高分子造影剤 ポリグルタミン酸ベースでキレート剤を介
して Gd イオンを結合したもの。ベースとなるポリグルタミン酸の平均分子量は 1万、3万、
10 万の 3 種類を作成した。3)PEG-ポリアスパラギン酸ブロックコポリマーにキレート剤を
介して Gd イオンを結合したもので、直径約 30nm の高分子ミセル構造を形成することで分
子量数百万の分子量の高分子造影剤として働く。この分子量の大きく異なる 3系統、5種類
の造影剤で、血液→脳実質組織、血液→脳脊髄液移行の分子量依存性を調べた。   
 
(2)アルツハイマー病(AD)モデルマウスの確立 
APPNL-G-Fノックインマウスを理化学研究所から提供をうけて、その継代･交配を東京慈恵会医科

大学動物施設内で確立した。この ADモデルマウスは、AD症状発現が早く、３ヶ月齢からアミロ
イドβの脳蓄積が観察される。このマウスを用いて、アミロイドβが発現する前の１ヶ月齢から、
記憶障害の神経症状が起こる 6 ヶ月よりも後の 9 ヶ月齢までの、高分子物質に対する血液から
脳実質および脳脊髄液への透過性変化を観察することが可能となった。 
 
(3)大槽内造影剤投与による造影剤分布観察 
脳脊髄液の最も容易な投与箇所とされる大槽は、マウスでは 1.5mm 程度の大きさであり、これ

にもれなく正確に投与することは技術的に難しい。文献にあった２つの方法を比較したところ、
首後の皮膚と筋肉を切開し、硬膜を露出させて 35G の針で 2-3μL 程度投与する方法が、投与失
敗と他の部位への漏れが少なく、投与された造影剤が明確に MR 画像で観察できることが分かっ
た。ただし、この方法でも MRI で確認した大槽内投与の成功確率は 30％位であった。そこで、
脳定位注入装置を購入して組み合わせたところほぼ 100％の成功確率となった。この投与方
法によって、大槽内に投与した後の脳脊髄液内での分布動態 3時間までを調べたが、低分子
MRI 造影剤と高分子造影剤による差はなかった。よって、この測定条件内で脳脊髄液内での
低分子と高分子の動態を比べることはできなかった。一方、この方法によって得た MRI 脳脊
髄液像で、下記研究成果(4)〜(6)の脳脊髄液の貯留する（各脳室、水道、腔）を同定するこ
とができ、(4)〜(6)での部位別 MRI 造影を解析することを可能とした。 
 
（４）正常マウスでの MRI 造影剤の血液から脳脊髄液への移行挙動解析 
C57BL/6J メスの 6〜8 週齢のマウスを「通常齢・正常マウス」として血液内に投与した MRI

造影剤の脳脊髄液移行挙動を解析した。 
 低分子造影剤 Gd-DOTA では、0.42mmol Gd/kg の投与量ではほとんど脳脊髄液の造影は得
られないが、2.5mmol Gd/kg の大きな投与量にすると第四脳室、第三脳室、側脳室等で明確
な造影が見られた。一方、分子量 1万、3万、10万の高分子造影剤では 0.10mmol Gd/kg の
低い投与量で第四脳室と腔の一箇所（名称はない）で造影が見られる例があった。ただし、
その確率は 20-30%位であり、脳脊髄液が造影される個体とそうでない個体があった。一方、
同じ実験を 3週齢の「若い」マウスで行うと、造影される割合が高まり、分子量 10万の場
合には図 3 の第四脳室での造影（投与 1 分後の矢印三角形の造影）に示すように 3/3 の全
匹造影が観察された。 



 
以上のことから、以下の事柄が導かれる。 
[1]造影剤投与後 15 分後で造影効果は最大となり、その後 3 時間まで観察しても造影効果

が不変（高分子造影剤の場合）か、造影効果は低下した（低分子造影剤の場合）。よって、
以下の解析は投与前と投与後の MR像を比較することで解析を実行した。 

[2]分子量 10 万程度までを透過させる経路が第四脳室と腔の一箇所の血液脳脊髄液関門
(BCSFB)にある。 

[3] BCSFB の透過経路は、固型がんでの EPR 効果のように顕著で全てのマウスに起こるのではな
く、生体の状態変化によって開くようになる。 

[4] 幼若という因子は明確に BCSFB での造影剤透過を亢進させる。 
 
(5)ＡＤモデルマウスにおける高分子 MRI 造影剤の血液から脳組織への移行挙動解析 
 高分子ミセル造影剤が、AD モデルマウスの症状発現の前に、あるいは症状進行に従って、血
液から脳実質、および血液から脳脊髄液移行挙動に変化があるかを調べた。つまり、AD マウス
において血液脳関門（BBB）及び血液脳脊髄液関門(BCSFB)の高分子透過性に変化があるかを、高
分子ミセル造影剤を用いて調べた。結果は、1ヶ月齢、２ヶ月齢、３ヶ月齢、５ヶ月齢、７ヶ月
齢、９ヶ月齢全てにおいて、上記(4)の正常マウスの通常齢（6-8 週齢）の高分子ミセル造影剤
と同様に、BBB 透過性は無く、BCSFB 透過性はほとんど増加を見せなかった。以上より、ADマウ
スの症状進行につれて、BBB あるいは BCSFB の透過性亢進を示して、それが AD 病状進行に影響
するという仮説は否定された。ただし、下記（６）の実験結果が示すように、血液から脳脊髄
液への透過性を亢進させる薬剤を用いて検討する今後価値はあると判断する。AD マウスが、
これらの薬剤のトリガーを受けやすく、そのトリガーによって BBB あるいは BCSFB の透過性
亢が大きく亢進して AD病状進行を促進する可能性が残る。今後の検討課題である。 
 
(6)薬剤による MRI 造影剤の血液から脳脊髄液への移行挙動への影響 
BCSFB の透過性を変化させる薬剤の候補としてマンニトールとニトログリセリンを用いた。マ

ンニトールは BBB を一時的に破壊する薬物としてよく知られており、ニトログリセリンは固型
がんの血管透過性亢進現象の EPR 効果を高める薬物として知られている。 
マンニトールを前投与して造影剤を投与すると、くも膜下腔を除く全ての観察部位で脳脊髄

液造影が顕著に高まった。ただし、この実験では脳実質への透過促進は観察されなかった。これ
はマンニトールの一時的透過促進効果は、BBB よりも BCSFB に対して、より大きいと言える。 
一方、ニトログリセリン前投与では造影効果の増進は無かった。ただし、マンニトール＋ニト

ログリセリンの両者前投与では、マンニトール単独の前投与よりも造影効果の増進は高いよう
に見えた。この両者前投与の効果が本当にあるかは、今後の検討課題である。 
以上の結果からは、低分子のみではなく高分子も BCSFB を透過し得ること、および幼若といっ

た生体の要素によりその透過性は亢進することが分かった。また、BCSFB を透過挙動は BBB に似
てマンニトールによって透過は顕著に促進したが、その薬剤（マンニトール）感受性は BBB より
も高いものであった。 
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