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研究成果の概要（和文）：脳腫瘍領域において，DNAメチル化抗がん剤の薬剤耐性を誘起するメチル基転移酵素
(MGMT)および悪性脳腫瘍の形成と進行に深く関わるイソクエン酸脱水素酵素1の遺伝子変異体(mIDH1)が治療効果
や予後予測の因子として着目されている．本研究では，MGMT不活化剤であるO6-ベンジルグアニンおよびmIDH1の
基質であるα-ケトグルタル酸に着目し，これらの非侵襲的な診断用分子プローブの開発をめざしてその重要課
題である脳透過性の賦活に向けた分子設計指針を示した．

研究成果の概要（英文）：In the field of brain tumors, O6-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT),
 which induces drug resistance to DNA methylating anticancer drugs, and mutant isocitrate 
dehydrogenase 1 (mIDH1), which is closely related to the formation and progression of malignant 
brain tumors, have attracted attention as potential factors to predict therapeutic efficacy and 
prognosis. In this study, we focused on an MGMT inactivator O6-benzylguanine (O6-BG), and mIDH1 
substrate α-ketoglutaric acid, and provided guidelines for molecular design to enhance the brain 
permeability, which is important in the development of non-invasive molecular probes for brain 
disease diagnosis. Thus, we synthesized novel O6-BG derivatives with lipophilic and electrophilic 
substituent stably, and verified the high brain permeability by rat PET imaging with 11C-labeled 
O6-BG derivatives. A preliminary study on 18F-labeling ofα-ketoglutaric acid suggested that rapid 
fluorination of an enolate precursor would be effective.

研究分野： 生物分子化学関連

キーワード： O6-メチルグアニン-DNA-トランスフェラーゼ　O6-ベンジルグアニン　遺伝子変異イソクエン酸脱水素酵
素１　α-ケトグルタル酸　11C標識プローブ　脳腫瘍PETイメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は，難治性脳腫瘍の病態を非侵襲的に評価できる新医療技術の開発に関する挑戦であり，その研究の正否
を握る探索的研究段階での独創的かつ学際的な共同研究システムの構築に重点を置いた魁的研究である．とく
に，独自に開発した高速炭素－炭素カップリング反応を機軸として，first-in-man試験を視野に入れた精緻かつ
高品位なPETプローブの創製による直接的な脳透過性評価法を導入して，脳腫瘍特異的な分子標的イメージング
法を編み出すものであり，革新的かつ大きな学術的意義を持つ．

※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。



１．研究開始当初の背景 

開頭脳腫瘍手術は侵襲性を伴うが，もし，脳腫瘍の種類を予測し，適切な抗癌剤を選択して，

その治療効果や浸潤状況を頭外から非侵襲的に観察・評価することができれば患者の負担を大

幅に軽減することができるため，近年，生体(in vivo)において分子レベルで非侵襲的に病態を

評価できる革新的な医療技術の開発が強く求められている。 

O6-メチルグアニン-DNA-トランスフェラーゼ（MGMT）は，悪性脳腫瘍において有力な治療予後

不良因子であるとされる。悪性脳腫瘍の標準治療薬であるテモダールは DNA のメチル化により

DNA ミスマッチ修復を誘因して抗癌作用を

示す。一方，MGMT はメチル化された DNA 中

の O6-メチルグアニンからメチル基の離脱

に働き，結果，脳腫瘍は薬剤耐性となるこ

とから，MGMT の発現量は治療効果に反映す

ると考えられる（図 1）①。 

悪性脳腫瘍の一つである神経膠腫（グリ

オーマ）のグレード II–III の約８割で認め

られるクエン酸回路に関わるイソクエン酸

脱水素酵素１（IDH1）に遺伝子変異体である

mIDH1 の存在が明らかになり，本酵素は新た

な診断・治療の標的分子として着目されて

いる（図 2）②。最近，この変異に起因する

α-ケトグルタル酸(αKG, 2)から異常代謝

産物である２-ヒドロキシグルタル酸(3)へ

の異常代謝がグリオーマの形成と悪性進行

に深く関っていることが報告され，新たな

癌診断・治療の標的として注目されている。 

一方，陽電子放射断層画像撮像法（positron emission tomography, PET）は短寿命放射性核

種（11C，18F など）で標識化された化合物の生体内での動きや分布を小動物からヒトまで生体丸

ごと非侵襲的に測定できる優れた分子イメージング（画像化）技術である。これまでに MGMT の

非侵襲的定量化に向けて，本研究者らが独自に開発した高速 11C標識合成法の一般化において見

出した新たな「ヘテロ芳香環上への高速 C-[11C]メチル化法」の反応条件を活用して，MGMT 不活

化剤である O6-ベンジルグアニン(O6-BG, 1)の 11C標識体の合成を達成した③。しかし，PET イメ

ージングを試みた結果，実用的な脳腫瘍診断用プローブとしての開発を進めるには 11C 標識 O6-

BG([11C]5)の脳内移行性

の低さが問題となった

（図 3）。また，内在性代
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胞膜透過性が低いことから，脳内移行性も非常に低いことが予想される④。 

 

２．研究の目的 

本研究の第一の目的は，抗癌剤耐性の分子機構（図 1）に着目し，PET 技術を有効に活用でき

る脳腫瘍特異的分子プローブの開発である。具体的には，MGMT 不活化剤である O6-BG の構造母

核へ短寿命放射性核種を導入した高脳透過性 PET 分子プローブの創製と活用である。また，本研

究の第二の目的は，異常代謝プロセス（図 2）に関わる mIDH1 を画像化できる高脳透過性α-ケ

トグルタル酸 PETプローブの開発である。いずれにおいても，脳内の薬物動態の解析には血液と

脳との間に存在する脳血液関門(BBB)の高い透過性を実現する必要があり，このような高い脳移

行性をもつ PETプローブの開発が本研究の重点課題である。 

 

３．研究の方法 

（１）MGMT の脱メチル不活化および高脳透過性を兼備した O6-BG の PETプローブの設計 

化合物の脳内移行性に必要と考えられる親油性の

向上を意図して，[11C]O6-BG に含まれる極性の高いグ

アニン部位（具体的にはグアニン 9 位）をベンジルオ

キシカルボニル（Z)で保護した 11C標識 O6-ベンジルグ

アニン（図 4, [11C]mMeBG-Z, [11C]6）を設計した。[11C]6

はプロドラッグとして働き，脳に移行したのち加水分

解を受け，親化合物[11C]mMeBG（[11C]5）が再生される

と想定した。 

また，O6-BG の 9 位 NH の保護を目的にアルキル基を導入した O6-BG 誘導体は MGMT の脱メチル

不活化能を低下させる⑤という情報を念頭に, この不活化効果の賦活のためには，本位置に安定

な求電子置換基の導入が効果的ではないかとの考え，さらに，親油性置換基の導入による高い脳

移行性と MGMT 不活化活性を兼備した O6-ベンジルグアニン誘導体 7-10 を新たに設計した（図

5）。なお，Wagerらにより提案された CNS 系に対して臨床応用までを考慮した最適候補薬選択の

ための指標である物理化学的パラメーターに基づく CNS MPO値⑥を，これらの設計分子に対して

算出したところ，4.1 が得られ,分子構造の妥当性が評価された。 

まずは，O6-BGの脳移行性の向上に対する 9位 NHへの脂溶性基置換の効果を評価するために，

[11C]5 の合成を参考にして，O6-BG 誘導体のスズ化合物標識用前駆体を合成し，続いて，放射性

ヨウ化[11C]メチルを用いた高速クロスカップリング反応により 11C標識体を合成，最後に，実験

用ラットを用いた 11C標識体の PET動態撮像により脳内移行性を評価する。 

 

（２）グリオーマの形成と悪性化に関わる異常代謝に働くmIDH1をイメージングするためのαKG

の PETプローブの設計 

αKG の脳透過性 PETプローブは，酸性の高い 1位カルボン酸を保護してエステルプロドラッ

グ体([11C]11, [18F]11)として設計した(図 6)。[11C]11, [18F]11 は，静脈内投与後，脳に取り込
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まれたのち，脳内で加水分解をうけてαKG 誘導体([11C]12, [18F]12)が再生すると考えた。プロ

ドラッグ体の 11C/18F標識化は，αKG の混合エステル体 14のカルボニル α位(3 位)の高い酸性

度に着目し，別途，抗炎症剤 PET プローブの合成研究で開発された塩基性条件での高速 C-[11C]

メチル化反応⑦の応用した金属エノラート 15 が介在する[11C]メチル化剤あるいは[18F]求電子的

フッ素化剤の捕獲により行うことを計画した(図 7)。 

 

４．研究成果 

（１）設計した O6-BG の 11C標識したプロドラッグ[11C]6
は図 8 により合成した。具体的には，O6-[3-(トリブチ
ルスタニル)]ベンジルグアニン③を，エタノール中，当
量の tert-ブトキシカリウムで処理したのち，クロロギ
酸ベンジルを作⽤させることによりグアニン構造の 9
位 NH 選択的に Z 保護を⾏なった（17, 75%）。17 を標
識⽤前駆体とし，ヨウ化[11C]メチルを使⽤して NMP 溶
媒 中 [Pd2(dba)3]/P(o-tolyl)3/CuCl/K2CO3 （ モ ル ⽐
1:10:3.6:10）条件による⾼速 C-[11C]メチル化反応によ
り，総放射能量 2.26 GBq，⽐放射能 145 GBq/μmol，
放射化学的純度>99%で合成し，⼩動物 PET イメージ
ング実験を⾏った。その結果，[11C]mMeBG-Z（[11C]6）
は⾎中代謝物分析により，投与後 30 分後には 75％が
加⽔分解され（図 9），かなり代謝不安定であることが
分かり，本⽬的の達成には不⼗分な結果となったが，未代謝体[11C]6 に関しては，もとの
[11C]mMeBG（[11C]5）と⽐べてより⾼い脳移⾏性が観察され，極性部位（グアニン 9 位）への
親油性置換基の導⼊は脳移⾏性の向上に有効であることがわかり，本研究によって，PET プロ
ーブの⾼い脳移⾏性の賦活のための新たな分⼦設計の⽅向性が暗⽰された。 
 

（２）⾼い脳移⾏性と MGMT 不活化活性を兼備した O6-ベンジルグアニン誘導体 7-10 のうち，
p-トリフルオロメチルベンジル誘導体（8, ⾮放射化体）は，2-アミノ-6-クロロプリン（18）を
出発原料にして，4-(トリフルオロメチル)ベンジルブロミドによるアルキル化により得られる位
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[実験の概略] 製剤投与 採血、脳摘出

HPLC分析

①使用したラット
Wister/ST rat、オス、16 week、415 g

②m-MeBG-Z 投与量 (228.3 MBq、500 μL)
③(1) 心腔採血 (30 min)、(2) 脳摘出 (生理食塩水を灌流させて脱血)
④(1) 遠心分離 (4℃, 3 min, 120000 rpm)、(2) 0.2M PCAを加えてホモジナイズ
⑤(1) アセニトを当量入れ、氷上で5min静置 (2) 氷上で5min静置
⑥遠心分離(4℃, 3 min, 120000 rpm)
⑦上清をHPLCにて分析

Blood brain 共に検出器はRI

インジェクション量_1.0 mLインジェクション量_0.1 mL

m-MeBG-Z_25%

m-MeBG_75%

血中ではZ基の脱保護が起きていた。
▷30minで75%が分解(血中)
今回、脳でRI検出ができなかった。
▷処理の際に有機溶媒を加えなかったため、上澄みにこなかったと考えられる。

▷ホモジナイズに有機溶媒も加えることや、半脳をγカウンターでRI量測定しておくなどフォローできるようにしておく。

図9 [11C]6ラット静脈内投与30分後の血漿ラジオHPLC分析結果.
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置異性体から⽬的の 9 位置換体 19 を分離・精
製し，つづく 3-メチルベンジルアルコキシド
による求核的置換反応により合成した（図
10）。加えて，設計したベンゾイル O6-BG 誘
導体 9および 10 は，塩化ベンゾイル/トリエ
チルアミン条件下でグアニン 9 位をベンゾイ
ル化し，順に 31%および 39%収率で合成した
（図 11）。今後，遺伝⼦プロモーター部位の
MGMTによる脱メチル化に対応したMGMT
不活化の in vitro 試験評価を⾏い，最適誘導
体の 11C 標識化および脳 PET イメージング
研究を⾏いたい。 
 

（３）3-メチル-αKG(12, ⾮放射化体)は，クロトン酸メチルとニトロ酢酸メチルとの Michael
付加，つづく Neff 反応により合成した⑧。標識⽤前駆体である混合エステルのエノールシリル
エーテル体 23 は，安息⾹酸ナトリウムを塩基としたαKG の 1 位カルボン酸の選択的ベンジル
化により 21 を 44%収率で得たのち，O-tert-ブチル-N,Nʼ-ジイソプロピルイソ尿素による 5 位
カルボン酸の tert-ブチル化によりαKG の混合エステル体 22 の合成（70%）を経て，リチウム
ジイソプロピルアミドにより⽣じるリチウムエノラートのトリフェニルクロロシランによる捕
獲により合成した（16%, 図 12)。今後は，実際の PET プローブ合成で，極微量に⽣成されるヨ
ウ化[11C]メチル(約 100 nmol)
の使⽤を念頭に置き，メチル化
剤／捕捉基質のモル⽐を 1:40
（⼤過剰）に設定し，3-メチル
-αKG エステルプロドラッグ
11 の収率が 90%以上，かつ 5 
分で反応が完結する反応条件を探索したい。なお, 予備的ではあるが, 温和な塩基性条件下で発
⽣するエノラート活性種の⾼速[11C]メチル化および 18F 化法の開発に着⼿し, 有効な⼿がかり
を得ている。並⾏して, in vitro 系でメチル化誘導体の mIDH1 による還元活性評価を⾏い，
mIDH1 の基質になりうることが⽰唆され，PET プローブの分⼦構造の設計指針の有効性が⽰唆
された。 
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