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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病の発症機序に関する最近の研究において、神経毒性の高いβアミロ
イドタンパク質(Aβ)のオリゴマーが注目されている。これまでに、Aβオリゴマーを生体イメージングできる
PETプローブは報告されていない。本研究では、Aβオリゴマーの生体検出 技術の開発を目的として、Aβオリゴ
マーに結合性を持つPETトレーサーの候補化合物を設計・合成し、Aβ凝集体を用いたインビトロ実験、Aβ発現
マウスを用いたインビボ実験によって、AβオリゴマーPETトレーサーとしての有用性を評価することを計画し
た。

研究成果の概要（英文）：In recent research regarding the pathogenesis of Alzheimer’s disease, 
highly toxic oligomers of β-amyloid (Aβ) peptides has gained much attention. However, there have 
been no reports regarding the development of PET imaging probes that can specifically image Aβ 
oligomers in vivo. The objective of the present study was to develop novel in vivo imaging technique
 targeting Aβ oligomers. In this study, we planned to design and synthesize some candidate 
compounds, and evaluate in vitro experiments on binding affinity to Aβ aggregates and in vivo 
experiments using transgenic mice that overexpressed Aβ aggregates. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Aβオリゴマーを特異的に検出できるPETトレーサーが開発できれば、現在のAβ用PETトレーサーで問題となって
いる擬陽性の診断も改善され、高い精度でアルツハイマー病のPET画像診断が可能になると考えられ、その予
防、診断、治療、病態研究に新たな指針を与える。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 

 
高齢化人口の増加に伴う、アルツハイマー病(AD)患者の急増は、世界的な問題であり、そ

の克服は喫緊の課題である。AD脳内における特徴的な病理像として、βアミロイドタンパク質
(Aβ)を主成分とする老人斑とタウタンパク質を主成分とする神経原線維変化が知られている。
これら病理像の中でも、老人斑の沈着は AD発症過程も最も初期段階から生じることから、Aβ
を標的とした PETトレーサーの開発がこれまで活発に行われてきた。これら Aβトレーサーを
用いた多数の臨床研究の結果から、Aβの蓄積が認められるが、ADを発症しない、擬陽性群の
存在が明らかとなってきた(Kemppainen et al., Neurology, 68, 1603, 2007)。この原因として、従来
の Aβ 用 PET トレーサーで検出される Aβ は、凝集度が高く、神経毒性の低い典型老人斑であ
ることが考えられる。一方、神経細胞に対する毒性の最も高い Aβ凝集体は、凝集度の低い、Aβ
オリゴマーであることが報告されている(Haass et al., Nat Rev Mol Cell Biol, 8, 101, 2007)。したが
って、Aβオリゴマーを特異的に検出できる PETトレーサーが開発できれば、現在の Aβ用 PET
トレーサーで問題となっている、擬陽性の診断も改善され、高い精度で ADの PET画像診断が
可能になると考えられる。現在までに、Aβオリゴマーを特異的に生体イメージングできる PET
トレーサーの報告はない。本研究で提案する Aβオリゴマー特異的 PETトレーサーを開発する
ことができれば、AD の予防、診断、治療、病態研究に新たな指針を与えることから、非常に
意義深い研究になると考えられる。 
これまでに、[11C]PIBを始めとする多数の Aβ検出用 PETトレーサーの開発が行われ、現在

では、[18F]Flutemetamol, [18F]Florbetapir, [18F]Florbetabenの 3剤が FDAに認可され、臨床現場で
実用化されているところである。しかし、いずれの PET トレーサーも、Aβ の凝集度が低く、
かつ、神経細胞毒性の高い、Aβオリゴマーではなく、Aβの凝集度が高く、かつ、神経細胞毒
性の低い、典型老人斑を選択的
に画像化することから、アミロ
イド PET では陽性にも関わら
ず、ADを発症しない被験者が
多数存在する。したがって、既
存の PET トレーサーによるア
ミロイド PETの利用は、ADで
はないことを診断する、除外診
断に限定される。これには、既
存 PET トレーサーが、真に神
経毒性を持つ、Aβ オリゴマー
への結合を反映していないこ
とが大きな要因であると考え
られる。したがって、真の AD
の早期診断を目的とした PET
トレーサーには、神経毒性の
高いAβオリゴマーへ特異的
に結合する必要があると考
えられる。 
 
２．研究の目的 

 
本研究では、Aβオリゴマーの生体イメージングのための PETトレーサーの開発を目的とし

て、まず被験化合物の Aβオリゴマー結合性に関する評価実験系の構築を行い、それを用いた
リード化合物の探索研究を行った。 
 
３．研究の方法 

 
BODIPY 27の合成 
4,4-Difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene (1)の合成 
3,5-Dimethylpyrrole-2-carboxyaldehyde (246 mg, 2.0 mmol) と 2,4-dimethylpyrrole (206 µL, 2.0 
mmol) をクロロホルム (10 mL) に溶解し、氷冷下 POCl3 (186 µL) を徐々に加えた。室温で 2.5
時間撹拌後、 BF3OEt2 (1.26 mL) および Et3N (1.26 mL) を加え、室温でさらに 10分間撹拌した。
反応液に精製水を加えた後、クロロホルムで抽出し、無水硫酸ナトリウムで脱水した。溶媒を
減圧留去後、残渣を酢酸エチル : ヘキサン = 1 : 2 を溶出溶媒とする中圧分取クロマトグラフ
ィーによって精製し、203 mg (収率 : 40.9%)の化合物 1を得た。1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 2.24 
(s, 6H), 2.52 (s, 6H), 6.04 (s, 2H), 7.04 (s, 1H). MS m/z 248 (M+). 
 
5-(4-(Dimethylamino)phenyl)furan-2-carbaldehyde (2)の合成 
	 5-Formyl-2-furan boronic acid (500 mg, 2.5 mmol)、4-bromo-N,N-dimethylaniline (500 mg, 2.5 
mmol)、テトラキストリフェニルホスフィンパラジウム (50 mg, 0.04 mmol)を 1,4-ジオキサン 

図１．Aβの凝集度と毒性の関係および PETトレーサー	
					での検出能	



(15 mL)に溶解し、2 M Na2CO3水溶液 (10 mL)を加えて 12時間還流した。室温に戻し精製水を
加えた後、クロロホルムで抽出し、無水硫酸ナトリウムで脱水した。溶媒を減圧留去後、ヘキ
サンを加えて析出した結晶を吸引瀘取し、131 mg (収率 : 49.3%)の化合物 3を得た。1H NMR (400 
MHz, CDCl3) δ 3.04 (s, 6H), 6.63 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 6.73 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.29 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 
7.71 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 9.54 (s, 1H). MS m/z 215 (M+). 
 
4,4-Difluoro-3-{(E)-{2-[5-(4-dimethylaminophenyl)furanyl]ethenyl}}1,5,7-trimethyl-4-bora-3a,4a-diaz
a-s-indacene (3: BODIPY 27)の合成 
	 化合物 1 (124 mg, 0.5 mmol)をトルエン (5 mL)に溶解し、化合物 2 (108 mg, 0.5 mmol)を加えた。
さらに、酢酸 (429 µL)とピペリジン (429 µL)を加え 14時間還流した。溶媒を減圧留去し、残
渣を酢酸エチル : ヘキサン = 1 : 2を溶出溶媒とする中圧分取クロマトグラフィーにより粗精
製した後、クロロホルムを溶出溶媒とする中圧分取クロマトグラフィーに付し 1.32 mg (収率 : 
0.6%)の化合物 3を得た。1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 2.26 (s, 3H), 2.29 (s, 3H), 2.60 (s, 3H), 3.02 (s, 
6H), 6.06 (s, 1H), 6.55 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 6.63 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 6.64 (s, 1H), 6.75 (d, J = 8.8 Hz, 
2H), 6.97 (s, 1H), 7.04 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 9.2 Hz, 1H), MS m/z 
446 (MH+). 
 
Aβオリゴマー結合性に関する評価実験 

Aβオリゴマーに結合する化合物の探索を目的として、Aggregation process monitoring assay
を行った。Amyloid β-Protein (Human, 1-40) (Code: 4307-v, Lot: 651109, Peptide Institute, INC.) 0.55 
mg (0.13 µmol)をヘキサフルオロイソプロパノール（HFIP）130 µLに溶解し，40 µLずつに分注
した。HFIPを留去し-80 ℃で保存した。実験に用いるときに、65 µMになるように PBSに溶解
した。この溶液を 37℃、 300 rpmで振盪した。インキュベート開始から 1, 2, 3, 4, 5, 6, 24 時間
後に採取し 10倍に希釈した。希釈 Aβ溶液 132 µL, PBS 168 µL, 評価化合物のエタノール溶液
30 µLを混合し，約 10 minインキュベートした。その後、各サンプルの蛍光強度または蛍光ス
ペクトルを測定した。PBS 300 µL と評価化合物の EtOH溶液 30 µL の混合溶液をコントロール
とした。測定値から以下の式で計算した値を用いてグラフを作製した（F/F0 = （評価化合物の
蛍光強度−バックグランド）/（コントロールの蛍光強度−バックグランド））。評価化合物として、
市販の 4-aminofluorescein、rhodamine B、7-hydroxy-4-methylcoumarin、3,6-diaminoacridine-HCl、
curcumin、および申請者らが設計・合成した化合物である PP-BTA-1 (Ono et al., Bioorg Med Chem, 
17, 7002-7, 2009)、DTM-1、DTM-2、DTM-3 (Watanabe et al., Chem Commun, 51, 17124-7, 2015)、
BODIPY 27を用いた。 
 
４．研究成果 

 
BODIPY 27は Scheme 1に従って合成した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Scheme 1. (a) CHCl3, POCl3, BF3OEt2, Et3N; (b) Pd(PPh3)4, 1,4-dioxane, Na2SO3; (c) 1, toluene, 
piperidine, AcOH 

 
評価化合物のうち、市販の 4-aminofluorescein、rhodamine B、7-hydroxy-4-methylcoumarinお

よび 3,6-diaminoacridine-HCl の F/F0はすべてのタイムポイントにおいて 1 程度であり、アミロ
イド凝集体検出試薬であるチオフラビン T (ThT)の F/F0値 5〜20 に比較して低値を示した。し
たがって、これらの化合物は Aβ40の単量体、オリゴマーおよび繊維のいずれも検出できないと
考えられた。一方、curcumin の蛍光強度は ThT と同様に上昇したことから、curcumin は ThT
と同程度の凝集度の Aβ凝集体を検出すると考えられた。 

DTM-1, 2, 3はいずれも 5 時間後以降に蛍光強度が上昇した。ThTの蛍光上昇と同様の経過
であったことから、これらの化合物は curcumin と同様に、ThT と同様の凝集度の Aβ凝集体に
結合することが示唆された。PP-BTA-1では 680 nmの蛍光波長で算出した場合、ThTと同じタ
イムポイントから蛍光強度の上昇が観察された。一方で、620 nm付近の蛍光強度は、ThTより
速いタイムポイントから蛍光上昇が認められた。この結果より、PP-BTA-1 は ThT よりも凝集
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度の低い Aβ凝集体、すなわち Aβオリゴマーを検出する可能性が示唆された。BODIPY 27は 3
時間後から蛍光強度の上昇が認められたが、ThTの蛍光上昇よりも早期であったため、Aβオリ
ゴマーを含む繊維状 Aβ凝集体以外の形態の Aβ40を検出していると考えられた。 
以上の結果から、本研究にて評価した化合物の中で、PP-BTA-1は Aβオリゴマー特異的 PET

トレーサーのリード化合物となる可能性が示唆された。 
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