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研究成果の概要（和文）：酸素分圧プローブ疎水性過クロロトリフェニルメチルラジカルは、DDS

の担体として用いるリポソームの磁気共鳴法による体内トレースに応用できることがわかった。

一方、薬物担体として加水分解したスチレン-無水マレイン酸共重合体あるいはデキストランを

用いた検出法を検討した。デキストランにガドリニウムを結合させる方法で MRI によりマウス

血管を描画でき、本研究目的にふさわしいことがわかった。併せて。ガドリニウムの簡便定量

法も開発できた。	 

 
 
研究成果の概要（英文）：It was found that perchlorotriphenylmethyl triethylester radical, an oxygen 
probe, could be utilized for a tracer of DDS carrier liposomes by magnetic resonance technique. On the 
other hand, detection method was examined for dextran and hydrolyzed styrene-maleic anhydride 
copolymer. Binging of gadolinium to dextran was found to be suitable for the purpose of this study, 
because MRI image showed blood vessels of mouse after injection of this compound. Convenient 
method was also developed for quantitative analysis of gadolinium. 
 
 
交付決定額 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合	 計 
２０１０年度 2,100,000	 630,000	 2,730,000	 

２０１１年度 700,000	 210,000	 910,000	 

２０１２年度 800,000	 240,000	 1,040,000	 

年度 	 	 	 

	 	 年度 	 	 	 

総	 計 3,600,000	 1,080,000	 4,680,000	 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：薬学・物理系薬学 
キーワード：MRI、DDS、造影剤 
 
１．研究開始当初の背景 
	 PDT は外科的手術に頼らないがん治療法と

して注目されており、がん組織での血管透過

性の亢進（EPR 効果）を利用した光増感剤の

がんへの標的化も進められている。しかし、

PDT によるがんの殺傷は活性酸素を介するも

のであるため、治療効果は酸素分圧により大

きく左右される。そのため、PDT を適用でき

るか否かを早期に見極めることが重要であ

る。それにも係わらず、治療効果の予測に必

須な情報である酸素分圧を同時に測定でき

る光増感剤の開発は、現在のところ全く手が
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付けられていない。	 
 
２．研究の目的 
	 がんの光力学的治療法（PDT）は体を傷つ

けずに行える利点をもつが、その治療効果は

がん組織内の酸素分圧に大きく依存する。が

ん組織内の酸素分圧は、個々に異なりまた分

布も一様ではない。そのため、個々のがんに

おいて光増感剤が酸素分圧の十分なところ

に分布していることを確認することは PDT を

選択できるか否かの判断に必須となる。本研

究の全体構想は、酸素分圧プローブと光増感

剤を一体化し、磁気共鳴法により構築する酸

素分圧の描画システムと合わせて、酸素分圧

を診断してから即座に PDT を行える診断・治

療の融合技術を開発することである。その中

で本研究では光増感剤と酸素分圧プローブ

とを共に含有するがん組織集積性製剤を開

発する。	 

 
３．研究の方法	 
(1)	 酸素プローブ含有リポソーム	 
①	 酸素プローブ PTM-TE の合成：既報（Dang	 
V	 et	 al.	 Bioorg.	 Med.	 Chem.	 Lett.	 17,	 
4062-4065,	 2007）を参考に perchloro-	 
triphenylmethyl	 triethylester	 ラジカル
を合成した。	 
②	 PTM-TE 含有リポソームの調製：	 PTM-TE
を含む卵黄レシチン卵黄レシチン／ジセチ
ルリン酸（DCP）（1.5:0.1）あるいは卵黄レ
シチン／コレステロール／DCP（1:0.5:0.1）
を等張リン酸緩衝液（PBS）に懸濁して多重
層リポソームを調製した。	 
	 
(2)	 ニトロキシルラジカルを結合したスチ
レン-マレイン酸共重合体	 
①	 ニトロキシルラジカルを結合したスチレ
ン-マレイン酸共重合体の合成：スチレン-
無 水 マ レ イ ン 酸 共 重 合 体 と
4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin
e-1-oxyl（4-hydroxy-TEMPO） 	 あるいは	 
3-hydroxymethyl-2,2,5,5-tetramethylpyr
roline-1-oxyl（3-hydroxymethyl-PROXYL）
をピリジン（脱水）に溶かし 65℃で 17 時
間 反 応 さ せ 、 TEMPO-SMA あ る い は
PROXYL-SMA を合成した。	 
②	 安 定 性 評 価 ： TEMPO-SMA あ る い は
PROXYL-SMA の PBS に溶かし、アスコルビン
酸溶液と混和して ESR を測定した。	 
	 
(3)	 ニトロキシルラジカルを結合したデキ
ストラン	 
①	 ニトロキシルラジカルを結合したデキス
トランの合成：ヨードアセタミド化した

TEMPO をデキストラン（分子量 40,000）と
反応させ、TEMPO-デキストランを合成した。	 
②	 安定性評価：ラット肝実質細胞を調製し、
TEMPO-デキストランを混和して ESR を測定
した。	 
	 
(4)	 ガドリニウム（Gd）結合デキストラン	 
	 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 中 で 無 水
diethylenetriamine-N,N,N',N",N"-pentaac
etic	 acid（無水 DTPA）をデキストラン（分
子量 40,000）と反応させ、続いて塩化ガドリ
ニウムをキレートさせて Gd-デキストランを
合成した。	 
	 
(5)	 光増感剤結合デキストラン	 
	 デキストラン（分子量 40,000）に N,N’-	 
carbonyldiimidazole を用いてエチレンジア
ミンを結合させ、続いてクロリン e6 をアミ
ド結合させた。	 
	 
(6)	 Gd 定量法	 
	 Gd を 含 む 試 料 を 0.05	 mM ~ 0.2	 mM	 
4-oxo-2.2,6,6-tetramethylpiperidine-1-o
xyl（TEMPONE）あるいは 4-hydroxy-TEMPO の
存在下 ESR を測定した。	 
	 
(7)	 分析方法	 
	 ESR は、100	 kHz	 の磁場変調で、9.4	 GHz
で測定した。MRI は、小動物用コンパクト MRI
により、グラジェントエコー法で測定した。
粒子径は、光散乱法により測定した。	 
	 
(8)	 動物実験	 
	 マウスを用いた実験は、崇城大学の動物実
験倫理委員会の審査のもと、イソフルランの
吸入麻酔下で行なった。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 PTM-TEのリポソーム膜内分散状態と酸素
応答性	 
	 卵黄レシチンリポソームあるいは卵黄レ
シチンとコレステロールから成るリポソー
ム膜に PTM-TE（図 1）を存在させ、存在状態
を ESR で解析した。PTM-TE は卵黄レシチンリ
ポソーム中では分散状態を示すシャープな
シグナル以外に凝集状態を示すブロードな
シグナルが現れた（図 2）。凝集の割合は膜に
コレステロールが含まれるとさらに多くな
った。卵黄レシチンリポソームでは、卵黄レ
シチンに対する PTM-TE のモル比が約 0.017
以下では凝集状態が見られなかった。	 
	 PTM-TE のミネラルオイル溶液（脂質膜の粘
度と同等）について酸素濃度応答性を調べた
ところ、生体内の酸素分圧測定を行なうに十
分な応答性が得られなかった。	 
	 
(2)	 ニトロキシルラジカルを結合したスチ



レン-マレイン酸共重合体の合成と性質	 
	 癌への DDS 担体として用いられているスチ
レン-マレイン酸共重合体（SMA）の体内動態
を磁気共鳴画像化法で解析できるようにす
るため、ニトロキシルラジカルで標識した。
TEMPO-SMA、PROXYL-SMA における各ニトロキ
シルラジカルの結合率は 350-420	 mmol/g	 で
あった。	 
	 PBS 中で未標識の SMA の平均粒子径は約
171	 nm であったのに対し、PROXYL-SMA では
約 46	 nm、TEMPO-SMA ではさらに小さかった。
TEMPO-SMA、PROXYL-SMA のいずれも ESR シグ
ナルは遊離の TEMPO、PROXYL に比べてブロー
ドであった。ESR スペクトルから解析した回
転相関時間は、TEMPO-SMA で約 70	 ns、
PROXYL-SMA で約 45	 ns であり、遊離の
4-hydroxy-TEMPO 、 3-hydroxymethyl=PROXYL
（いずれの 3	 ns）より大きかった。	 
	 生体内での安定性を予測するために、
TEMPO-SMAおよびPROXYL-SMAのアスコルビン
酸による還元抵抗性を調べた。還元速度は、
PROXYL-SMA はもともと還元速度の遅い
3-hydroxymethyl-PROXYL と同程度であり、
TEMPO-SMA では半減期が 4-hydroxy-TEMPO の
約２倍に延長された。SMA の粒子内に結合し
たニトロキシルラジカルが、立体障害でアス
コルビン酸に対して抵抗性を示したものと
思われる。血漿中での安定性を調べるために、
TEMPO-SMAおよびPROXYL-SMAをマウス血漿と
混和した。いずれの標識 SMA の ESR シグナル
も非常にブロードとなり、これら標識 SMA が
血清蛋白質と強固に結合して、ESR による検
出を妨げることがわかった。	 
	 
(3)	 ニトロキシルラジカルを結合したデキ
ストランの合成と性質	 
	 SMA が生体分子と強固に結合し磁気共鳴法
による検出を妨げることがわかったので、担
体をデキストランに変更した。TEMPO-デキス
トランにおける TEMPO 結合率は、グルコース
残基：TEMPO=57:1 であった。生体内での安定
性を予測するために、TEMPO-デキストランを
ラット肝実質細胞と混和した。遊離の
4-hydroxy-TEMPO が半減期約 1.7 分で還元さ
れたのに対し、TEMPO-デキストランは少なく
とも 3 分間で全く還元されなかった。TEMPO
は体内で還元されて常磁性を失うが、デキス

トランに結合させることで安定性が図れる
ことがわかった。	 
	 MRI での検出を検討するため、ファントム
に濃度を変えてTEMPO-デキストランのPBS溶
液をとり、同濃度の 4-hydroxy-TEMPO 溶液と
MRI の信号強度を比較した（図 3）。TEMPO-デ
キストランでは濃度依存的に強調効果が見
られ、その程度は 4-hydroxy-TEMPO の場合と
同程度であった。そこで、マウスに投与して
MRI を撮像したが、強調効果は見られなかっ
た。	 
	 	 
(4)	 Gd 結合デキストランの合成と性質	 
	 標識としてニトロキシルラジカルでは不
十分であることがわかったため、MRI で実績
のある Gd による標識を検討した。デキスト
ランに対する無水 DTPA の比率を変えてデキ
ストランへの Gd の結合率を制御することを
試みたが、予想より多くのガドリニウムが結
合する傾向にあった。この理由は現在のとこ
ろ不明である。結合率は、グルコース残基：
Gd=1：0.5 から 1：1 であった。	 
	 ファントムにて MRI 増強効果を調べたとこ
ろ、市販のマグネビスト（Gd-DTPA）と比較
して造影効果は 1/4 程度であることがわかっ

 
図 1	 PTM-TE	 	 図 2	 卵黄レシチンリポソ

ーム膜中の PTM-TE の

ESRスペクトル 

 
図 3	 TEMPO-デキストランと 4-hydroxy- 
TEMPOのMRI造影効果の比較 
 
 

	  

図 4	 Gd-デキスト
ランによるマウス

の左足血管の描画 



た。マウスに投与して MRI を撮像したところ、
血管が描画され、造影剤が血管内に留まって
いる様子が確認された（図 4）。	 
	 
(5)	 クロリン e6 結合デキストランの合成	 
	 デキストランにエチレンジアミンをスペ
ーサートしてクロリン e6 を結合させた。し
かし、結合後クロリン結合デキストランは水
に不溶性となった。ポルフィリンあるいはそ
の類似体が PDT の光増感剤として用いられる
が、それらはもともと疎水性である。光増感
剤結合デキストランの可溶化にはポリエチ
レングリコール化などの処置をとらざるを
得ないことがわかった。	 
	 
(6)	 簡便な Gd 定量法の開発	 
	 Gd は通常 ICP により測定されるが、他の装
置により簡便に測定できれば造影剤開発の
作業性が向上する。ニトロキシルラジカルの
ESR シグナルが、近傍に Gd などの常磁性物質
が存在するとブロードとなることを利用し
て、ESR による Gd の測定法を検討した。
4-hydroxy-TEMPO と 4-oxo-TEMPO で、Gd によ
るシグナルのブロード化の程度を比較した
ところ、4-oxo-TEMPO の方がより鋭敏に Gd 濃
度に対して応答した。4-oxo-TEMPO の ESR シ
グナルの線幅と Gd 濃度の間には、Gd 濃度が
少なくとも 60	 mM	 まで直線性が得られた。	 
	 
結論と意義	 
	 生体分子との相互作用から担体としてデ
キストランのような多糖類を用いるべきで
あることがわかった。酸素分圧プローブとし
てトリフェニルメチルラジカルを選択した
が、合成が比較的容易な疎水性の PTM-TE は
酸素応答性が低く、一方水溶性トリアリルメ
チルラジカルは合成が困難であった。ESR あ
るいは MRI での検出に主眼をおいてニトロキ
シルラジカルや Gd を検討したところ Gd を用
いた MRI 検出が有望であることがわかった。
ニトロキシルラジカルにおいても PROXYL タ
イプのものにすることで MRI あるいは生体計
測用 ESR での検出が可能になるものと考えら
れる。一方、光増感剤の結合は、クロリン e6
自身の疎水性のため、結合後の可溶化が困難
であったことから、ポリエチレングリコール
などの親水基の導入が必須であった。	 
	 本研究では、酸素プローブや光増感剤の結
合には至らなかった。しかし、リポソーム内
で PTM-TE が分散して存在し、シャープな ESR
シグナルを与えたことや、Gd を結合させたデ
キストランを投与したマウスで MRI により血
管が描画できたことは、これら担体に結合し
た薬物の体内動態を解析する方法を提供し
たことで非常に意味のある結果である。また、
派生して開発できた ESR による Gd の簡便測
定法は、MRI 造影剤の開発や検定に利用でき

るものである。	 
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