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研究成果の概要（和文）： 
悪性脳腫瘍、特に膠芽腫が化学療法に不応である大きな原因のひとつは、化学療法剤に対する
耐性機構であり、近年その解明に向けて精力的に研究が散見される。癌腫に広く使用されるア
ルキル化抗癌剤の抗腫瘍効果は DNA 中の O6-methylguanine (O6-meG)の形成によるところが
大きいが、O6-meG は O6-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT)により修復されて
しまう。近年、この MGMT が分子標的として注目されており、いかに MGMT の発現・誘導
を抑制するかが治療上の鍵となっていて、本酵素活性を不活化する試みが世界中で検討されて
いる。本研究では MGMT を非侵襲的にイメージングすることを目的とし、MGMT の基質とし
て知られている O6-ベンジルグアニンの誘導体である４つの化合物を合成し、MGMT との親和
性を測定し、そのうちのひとつがもっとも有望であることを見いだした。これを基に PET プ
ローブを合成し、PET を用いた分子イメージング、in vivo での動態および薬剤の脳内分布を
明らかにする予定である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The DNA repair protein O6-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT, AGT) is a 
determinant of the resistance of tumor cells to alkylating anticancer agents that target 
the O6 position of guanine. MGMT promoter methylation in tumors is regarded as the 
most common predictor of the responsiveness of glioblastoma to alkylating agents. 
However, MGMT promoter methylation status has been investigated mainly by 
methylation-specific PCR (MSP), which is a qualitative and subjective assay. In 
addition, the actual enzymatic activities associated with the methylation status of 
MGMT have not been explored. In the present study, we aimed to create a novel 
non-invasive MGMT imaging rather than MSP. First, we performed bisulfite 
pyrosequencing, and its correlation with enzymatic activity was determined using a 
novel quantitative assay for studying the functional activity of MGMT. MGMT 
enzymatic activity was assessed using fluorometrically labeled oligonucleotide 
substrates containing MGMT-specific DNA lesions and capillary electrophoresis to 
detect and quantify these lesions. In comparison with existing traditional assays, this 
assay was equally sensitive but less time consuming and easier to perform. MGMT 
promoter methylation was assessed in 41 glioblastomas by bisulfite pyrosequencing, 
and 5 samples with different values were chosen for comparison with enzymatic assays. 
In comparative studies, MGMT promoter methylation values obtained by bisulfite 
pyrosequencing were inversely proportional to the measured enzymatic activity. The 
present results indicate that the quantification of MGMT methylation by bisulfite 
pyrosequencing represents its enzymatic activity and thus, its therapeutic 
responsiveness to alkylating agents. 
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１．研究開始当初の背景 
悪性脳腫瘍、特に膠芽腫が化学療法に不応で
ある大きな原因のひとつは、化学療法剤に対
する耐性機構であり、近年その解明に向けて
精力的に研究が散見される。癌腫に広く使用
されるアルキル化抗癌剤の抗腫瘍効果は
DNA 中の O6-methylguanine (O6-meG)の形
成によるところが大きいが、O6-meG は
O6-methylguanine-DNA methyltransferase 
(MGMT)により修復されてしまう。近年、こ
の MGMT が分子標的として注目されており、
いかに MGMT の発現・誘導を抑制するかが
治療上の鍵となっていて、本酵素活性を不活
化する試みが世界中で検討されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では MGMT を非侵襲的にイメージ
ングすることを目的とし、MGMT の基質と
して知られている O6-ベンジルグアニンの誘
導体を基に PET プローブを合成し、PET を
用いた分子イメージング、in vivo での動態お
よび薬剤の脳内分布を明らかにすることを
目的とした。 
高速 C-メチル化反応を用いた PET プローブ
候補化合物の設計・合成 
一般に、薬剤の 98%は血液脳関門（BBB）透
過性に欠けているといわれている。BBB を単
純拡散により透過する化合物においては、
BBB 透過性と化合物の脂溶性とは相関関係
にあり、脂溶性が高まるほど BBB 透過性が
高くなる傾向にあるが、BBB に発現している
P 糖タンパクなどの排出輸送系の基質となれ
ば、その化合物の脳内移行性は制限される。
このように、脳をターゲットとする薬剤開発
は困難を極めるが、これまでに、研究分担者
の一人である鈴木らは、中枢型プロスタサイ
クリン受容体（IP2）の基質であり、顕著な神
経保護活性を示す 15R-TIC の合成に成功し、
さ ら に 短寿 命 放 射核 11C で標 識 し た
15R-[11C]TIC メチルエステルの PET トレー
サーを用いてサルおよびヒト脳内への移行
性を明らかにするとともに、IP2 受容体の画
像化に成功した実績をもつ（Stroke, 2006）。

本研究で目的とする MGMT イメージングは、
PET 法を用いた O6-ベンジルグアニン（誘導
体）の脳内移行性の評価結果に基づき、BBB
透過特性をもつ化合物の獲得により実現さ
れる。加えて、上記した中枢系薬剤の PET
画像化の成功は、鈴木らによる「高速 C-メチ
ル化」という画期的な手法の実現が鍵となっ
た（Trends Anal. Chem., 2004）。本手法は、
従来の PET トレーサー合成の化学的基盤を
刷新するべく、パラジウム０価触媒を用いた
炭素−炭素結合反応を基軸とした高効率的合
成法である。これまでに、sp2（アリール）炭
素, sp2（ビニル）炭素, sp（アルキン）炭素, sp3

（アルキル）炭素の四形式の C-メチル化法が
開発され、本手法の適用により原理的にはほ
とんどすべての有機化合物への[11C]放射核
導入（PET トレーサー化）が可能となった。
さらに、標識部位は炭素−炭素結合であるた
め代謝的に安定であり、メチル基は最小の炭
素置換基であり極性の変化も最小限に留め
ているため親リガンドの活性を大きく変え
てしまうことがない。この世界最先端 PET
トレーサー技術を活用することにより、信憑
性の高い PET 研究が展開できる。 
 
３．研究の方法 
Biacoreテクノロジーを用いたMGMTとの分子
間相互作用の Kinetics 解析と Affinity 解析 
テモゾロミド(TMZ)などのアルキル化抗癌剤
の耐性機構には、DNA 修復酵素である
O6-methylguanine-DNA methyltransferase 
(MGMT)が重要な鍵を握っている。MGMT 分子は、
ア ル キ ル 化 抗 癌 剤 が 形 成 す る
O6-methylguanine (O6-meG)を、脱メチル化し
DNA を修復する。我々は MGMT を分子標的とし
た新規薬剤の開発、また、MGMT をバイオマー
カーとする PET分子イメージング用新規プロ
ーブの開発に着手している。MGMT と結合する
化合物と MGMT 分子間の相互作用を解析する
ことは、その反応の機能を明らかにする意味
で極めて重要であり、その手段として
Biacore テクノロジーを導入している。
Biacore とは標識を使わずにリアルタイムに



生体分子の相互作用をモニタリングするシ
ステムである。リアルタイムに得られたデー
タは生体反応を制御するタンパクとその他
の分子との相互作用を理解するのに必要な
情報になる。これまでの我々の検討では、
Biacore テクノロジーの特長は、ダイナミッ
クレンジが広いため、バッファー、アナライ
ト、溶媒等の選択性が高く、疎水性の低分子
化合物の測定に有効である点である。具体的
には（１）センサー表面に固定された 1種類
の分子（リガンド）とさまざまな分子（アナ
ライト）との結合レベルを観察することで相
互作用の特異性を知ることができる。（２） 
相互作用のカイネティクス、すなわち複合体
形成の速さを表す速度定数は、結合速度定数
(ka) と解離速度定数(kd)、センサーグラム
の情報から算出できる。（３）相互作用のア
フィニティーを平衡時（センサーグラムの一
定のシグナルとして確認）結合レベルとその
ときのサンプル濃度のプロットから求める
ことができる。 
1. リガンド、アナライトの決定：これまで

の検討により、リガンドに MGMT を、アナ
ライトに O6-ベンジルグアニン誘導体を
選択した。 

2. リガンドの調整：リガンドをセンサーチ
ップ表面に濃縮しながら効率良く固定化
するために、プレコンセントレーション
効果が確認できるpＨの10mM酢酸ナトリ
ウム緩衝液に、終濃度 20μg/ml となるよ
うに調整する。 

3. Biacore のセンサーチップへのリガンド

の固定化：リガンドの MGMT がタンパクで

あり、活性部位にはチオール基が含まれ

ているので、まずタンパクのアミノ基を

利用したアミノカップリング法により固

定化する。ここで MGMT の分子量が約

25000、O6-ベンジルグアニン誘導体が200

程度であることよりセンサーの感度を高

めるため MGMT の固定化する量を多めに

みる必要がある。またセンサーチップに

はMGMTを多く固定できるだろうCM5をま

ずは用いる。この方法でうまくいかなけ

ればアミノカップリングにより MGMT タ

ンパクが変性してしまっていることが考

えられるので他の固定化法を試みる。 

4. アナライトの調整：ランニング緩衝液で

希釈する。アナライトの濃度は親和性や

リガンドとアナライトの分子量にもよる

が、およそ数十 ng/nl~で行う。 

5. Biacore による相互作用測定：アナライ

トがリガンドへ流れ、センサーチップを

介してアナライトとリガンドの結合・解

離が検出され、結合速度定数と解離速度

定数が求められ解離定数（親和性）が算

出される。 
 
４．研究成果 

 
（１） 標準物質の生物学的力価測定結果 
① U87MG、U87-wtMGMT-GFP 及び T98MG 細胞

に対するテモダール細胞増殖阻害 
U87MG 細胞にテモダール 10、100 及び 1000 
・M を 2 時間暴露した際の細胞増殖割合はそ
れぞれ、66.3、40.4 及び 22.8 %であった。 
U87-wtMGMT-GFP細胞にテモダール 10、100 、
1000、3000・M を 2 時間暴露した際の細胞増
殖割合はそれぞれ、116.3、109.5、99.1 及び
58.6 %であった。 
T98 細胞にテモダール 10、100 及び 1000 ・M
を 2時間暴露した際の細胞増殖割合はそれぞ
れ、87.2、92.1 及び 42.2 %であった。 
 
② T98 細胞に対する BG 及び MicR-001～004

のテモダールの細胞増殖阻害増強結果 
T98細胞にBG及びMicR-001 ～ 004を 10 ・M、
6時間暴露した後、テモダール 1000 ・M を 2
時間暴露した際の細胞増殖率は 0.1 %DMSO 処
理細胞は 5.99 であったのに対し、BG 及び
MicR-001 ～ 004処理細胞ではそれぞれ 4.99、
5.07、4.74、4.58 及び 5.66 であった。また、
BG及びMicR-001 ～ 004の暴露濃度を90 ・M
とした場合の細胞増殖率はそれぞれ、4.81、
3.86、3.79、3.43 及び 4.81 であった。 
 
（２）パイロット化合物による in vitro MGMT
イメージング結果 
T98 細胞に MicR-005 を 100 ・M にて 2、6、
24 間暴露した際の細胞の蛍光顕微鏡観察に
おいて、暴露 6時間に細胞内に特異的な集積
を確認した。また、MicR-005 を 24 時間暴露
した T98細胞は強い蛍光信号の集積を認めた
が、同時に細胞形態の著しい変化が認められ
た。 
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