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研究成果の概要（和文）：本研究では腫瘍特異的に自己集合能を得ることで造影能を増大させる新規超音波造影
剤の開発を目的に、多層カーボンナノチューブ（MWCT）、シアノベンゾチアゾール、グルタチオン構造に着目
し、これを基にした新規薬剤の設計・合成およびその有用性の評価を行った。フィルター残存率測定を行ったと
ころ、グルタチオンおよびシアノベンゾチアゾール結合MWCTは酵素による開裂を受け、末端システインとシアノ
ベンゾチアゾールのチアゾリン形成による分子サイズ増大が観察された。以上から、グルタチオン構造とシアノ
ベンゾチアゾールによるカーボンナノチューブ超音波造影試薬への腫瘍特異的な自己集合能の付与についての可
能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on multi-walled carbon nanotubes (MWCT), 
cyanobenzothiazoles, and glutathione structures to design and synthesize novel agents and evaluate 
their usefulness for the development of novel ultrasound contrast agents that increase contrast 
enhancement by acquiring tumor-specific self-assembly ability. Filter residency measurements 
revealed that the glutathione-bound MWCT was cleaved by the enzyme, and increased molecular size due
 to thiazoline formation of terminal cysteine and cyanobenzothiazole-bound MWCT. These results 
suggest the possibility that the glutathione structure and cyanobenzothiazole may confer 
tumor-specific self-assembly ability to the carbon nanotube ultrasound contrast reagent.

研究分野： 放射線科学

キーワード： 超音波造影剤　カーボンナノチューブ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はがんを特異的に診断可能な超音波造影剤の開発を目的に行われたものである。薬剤の開発には至らなか
ったものの、グルタチオン構造およびシアノベンゾチアゾールが多層カーボンナノチューブに腫瘍特異的な自己
集合能を付与するという示唆が得られており、薬剤設計のコンセプトに大きな知見を与えるものであった。これ
らの化学的修飾は他の化合物においても適用が可能であり、超音波診断のみならず広範な腫瘍特異的イメージン
グ分野に寄与するものであった。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
超音波イメージングは小型で安全かつ低コストであるため導入が容易な手法であり、多くの

施設で日常臨床に汎用されている画像診断法の１つである。そのため、超音波イメージング分野
のさらなる発展は広範な効果を発揮すると期待され、特に超音波造影に適用可能な腫瘍造影剤
の開発は、超音波による簡便なガン診断を可能とするために注目されている。 
 超音波診断の腫瘍造影剤では、化合物のサイズ、造影能、血管透過性、がん特異性が重要な要
素である。これまでにマイクロバブル型の薬剤が造影能において高いシグナル増強を示すこと
が明らかにされているが、一方で化合物のサイズが大きいことから血管外への滲出が難しく、腫
瘍を特異的に描出することは困難であった。そこで血管透過可能なサイズのナノカプセル型の
造影剤が開発されてきたが、こちらは十分な超音波造影能を示さずがん特異的な描出には至ら
なかった。これはマイクロバブル型やナノカプセル型では分子サイズの増大に伴いシグナルの
増強が確認されるが、同時に分子サイズの増大はがんへの移行を妨げるというジレンマに陥っ
てしまうためと考えられる。 
 そこで我々は、マイクロバブルやナノカプセルとは異なる新たな造影剤の薬剤設計が必要で
あると考え、超音波造影剤の候補化合物として近年報告されている多層カーボンナノチューブ
（MWCT）に着目し、これを基本骨格としたがん特異的造影剤の設計を行った。 

MWCT はアスペクト比の高い円筒状の化合物であり、分子の向きによって大きさが異なるこ
とから、同程度の大きさの球状分子よりも血管からの漏出が容易である。また、MWCT は分子
表面に化学的修飾を施すことが可能であるため、特異的な反応により共有結合を形成する化合
物の組み合わせや、腫瘍特異的に酵素反応するペプチドなどを MWCT 表面に結合させること
で、がんに集まった MWCT のみが自己集合を起こし、分子サイズが増大することで高い超音波
造影能を発揮する、という設計が可能である。 
これまでの報告から、グルタチオン構造が酵素反応によって末端システインを生じることや、

6-アミノ-2-シアノベンゾチアゾール構造が末端システインと反応しチアゾリン構造を形成し共
有結合することが明らかにされており、我々はこれらの反応が、造影剤の腫瘍特異的な分子増大
に応用可能であると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では汎用性の高い画像診断法である超音波イメージングをがん診断領域へと展開する

ことを目標に、腫瘍特異的な超音波造影剤の開発を目的としている。 
本検討では多層カーボンナノチューブを基本骨格とし、腫瘍内あるいは腫瘍近傍で高発現し

ている酵素による代謝を受けることで自己集合能を獲得する化学的修飾を付与した造影剤を設
計・合成し、新規薬剤の腫瘍特異的な超音波造影剤としての有用性の評価を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）多層カーボンナノチューブを基本骨格とした新規薬剤の設計および合成 
 我々はこれまでに低分子モデル化合物を用いた検討から、2-シアノベンゾチアゾールがシス
テインと反応し、チアゾリン構造を生じて共有結合を形成することを確認している。また、グル
タチオンはγグルタミルトランスペプチターゼによって開裂し、末端にシステイン残基が露出
する構造として知られており、これらを組み合わせた低分子モデル化合物の検討から、下図のよ
うな反応が起こることが分かっている。 

 そこで本研究ではこの化合物の組み合わせを MWCT に導入した、シアノベンゾチアゾール結合
MWCT およびグルタチオン結合 MWCT を候補化合物として設計した。修飾部位との間には、MWCT の
難溶性を解消するための水溶性リンカーとして、分子表面に多数のアミノ基を有する PAMAM 
dendrimer を導入することとした。 
 基 本 骨 格 と な る MWCT に は 、 Carbon nanotube, multi-walled, carboxylic acid 
functionalized (sigma-Aldrich) を用い、全ての検討に先立って本試薬が反応可能なカルボン
酸基をどのくらい有しているか、125-iodine (125I) 標識アミノ酸との縮合反応から推定を行っ
た。本検討ではまず MWCT 試薬に、一部が 125I 標識された tBu 保護チロシンを大過剰に縮合し、
限外ろ過膜（100k WMCO）にて十分な精製を行ったのち、得られた 125I チロシン結合 WMCT とろ液
の放射活性を測定し、加えたチロシンのうち結合した割合を算出することで反応に関与したカ



ルボン酸基の数を算出した。 
 以降は得られたカルボン酸基数をもとに修飾部位の結合を行い、WSCI (Water Soluble 
Carbodiimide) を縮合剤に用いたアミド結合の形成と、限外ろ過膜（100k WMCO）を用いた精製
を繰り返し、第四世代 PAMAM dendrimer、シアノベンゾチアゾールあるいはグルタチオン誘導体
を段階的に伸長させた。サンプルの一部には測定を容易にするために 125I 標識 3-(3-iodo-4-
hydroxyphenyl) propanoyl 基 (ボルトン-ハンター試薬) を結合させた。 
 
（２）In vitro におけるモデル化合物の分子サイズ増大の検討 
 有機化学的手法により得られた５種類の修飾 MWCT を用い、シアノベンゾチアゾールとシステ
インの反応による分子サイズの増大について、種々の孔径を持つフィルターに対する残存率か
ら評価を行った。 
 シアノベンゾチアゾール結合体（125I 標識）とシステインリジン(CK)結合体、シアノベンゾチ
アゾール結合体（125I 標識）と修飾なし MWCT、CK 結合体 (125I 標識)とシアノベンゾチアゾール
結合体、CK 結合体 (125I 標識)と修飾なし MWCT の４種の組み合わせを作り、それぞれを D-PBS 溶
液中、37℃で一晩攪拌した。その後、サンプル溶液の一部を孔径の異なる６種類のフィルターに
通し、得られたろ液とフィルター膜の放射活性を測定した。 
 
（３）In vitro における酵素反応による開裂と分子サイズ増大の評価 
 有機化学的手法により得られた２種の修飾 MWCT を用い、グルタチオン構造の酵素的な開裂反
応と、それに伴うシアノベンゾチアゾールとシステインの反応による分子サイズの増大につい
て、（２）と同様にフィルター残存率から評価を行った。 
 シアノベンゾチアゾール結合体 (125I 標識) とグルタチオン(ECK)結合体を混合し、さらに腎
ホモジネートを加えて 37℃で一晩インキュベートしたのち、サンプル溶液の一部を孔径の異な
る３種類のフィルターに通し、得られたろ液とフィルター膜の放射活性を測定した。腎ホモジネ
ートの代わりに D-PBS を加えたサンプルも別途用意し、同様の操作を行ったのちにそれぞれの
フィルター残存率を比較した。 
 
４．研究成果 
（１）多層カーボンナノチューブを基本骨格とした新規薬剤の設計および合成 
 下記に示すように保護システインと保護リシンを出発物質として、段階的な縮合反応によっ
てジペプチド化合物およびトリペプチド化合物を合成した。 

 
 MWCT への化学的修飾の結合に先立って行ったカルボン酸基数の算出では、3 mg の MWCT に対
して一部に 125I 標識体を含む NH2-Tyr-OtBu 6 mg を反応させたところ、MWCT に結合した活性は
5.18％であった。以上から MWCT 3 mg に 1.3×10 umol のチロシンが結合可能であり、MWCT 1 mg
は 0.44 umol の反応可能なカルボン酸基を有していると推定された。 
 本カーボンナノチューブ試薬に対し、PAMAM dendrimer を縮合させた後、下図に示す通りさら
に４種類の化合物の縮合を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
また、酵素との反応による自己集合能の獲得につい
て評価するため、グルタチオン構造を縮合させた化
合物を右図のように合成した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）In vitro におけるモデル化合物の分子サイズ増大の評価 
 各サンプル溶液のフィルター残存率について表に示す。 
 シアノベンゾチアゾール
結合体（125I 標識）とシステ
インリジン(CK)結合体、シ
アノベンゾチアゾール結合
体（125I 標識）と修飾なし
MWCT の結果を比べると（赤
枠）、孔径の小さなフィルタ
ー①②③においては大きな
差はないが、孔径の大きな
フィルター④⑤⑥ではコン
トロール→CK結合体混合サ
ンプルで④1.1％→4.8％、
⑤20.1％→71.9％、⑥7.5％
→40.0％とフィルター膜残
存率が増大している。これは、シアノベンゾチアゾール結合 MWCT のシアノ基と CK 結合 MWCT の
末端システインがチアゾリン結合を形成し、分子サイズが大きくなったことに由来すると考え
られる。 
 さらに、CK 結合体 (125I 標識)とシアノベンゾチアゾール結合体、CK 結合体 (125I 標識)と修飾
なし MWCT の結果を比べると（青枠）、同様にフィルター①②③では大きな変化はないが、フィル
ター④⑤⑥ではコントロールサンプルとシアノチアゾール結合体混合サンプルで④1.7％→
5.1％、⑤17.7％→44.1％、⑥9.1％→48.5％と膜残存が増大しており、チアゾリン形成による分
子サイズの増大が起こったと考えられる。 
 
（３）In vitro における酵素反応による開裂と分子サイズ増大の評価 



 右表は各サンプルのフィルター膜残存率について示している。 
 シアノベンゾチアゾール結合体（125I 標
識）とグルタチオン（ECK）結合体を混合し
たサンプルを37℃で一晩インキュベートし
たところ、マウス腎ホモジネートの有無で
フィルター残存率がフィルター④17.2％→
36.4％、⑤15.7％→50.9％、⑥55.1％→
73.9％と変化した（フィルターの番号は
（２）に用いたフィルターに準拠している）。γグルタミルトランスペプチターゼの発現が豊富
な腎由来のホモジネートを加えることによる分子サイズの増大が確認されており、トリペプチ
ドの酵素的な開裂と末端システインの露出、およびシアノ基とシステインによるチアゾリン形
成が起こったと考えられる。 
 一方で（２）の結果と比較すると、修飾部位をジペプチド（CK）からトリペプチド（ECK）に
変更した際のフィルター残存率の変化も確認されており、修飾部位の構造が全体の性質に影響
を与え得るものであると明らかになった。これはペプチド構造を変えたことで脂溶性や電荷が
変化したことによるものと考えられる。 
 
 
本研究によって得られた結果から、シアノベンゾチアゾールとグルタチオンにより修飾され

た多層カーボンナノチューブは、酵素反応特異的な開裂を受けて自己集合能を獲得する腫瘍特
異的超音波造影剤として有用である可能性が示唆された。 
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