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研究成果の概要（和文）：難治性脳神経疾患、特に悪性脳腫瘍に対してナノテクノロジーを駆使した様々な基礎及び臨
床研究が試みられている。我々は、以前に、リポソームにインターフェロンベータ遺伝子を包埋し、定位的なロボティ
クスを駆使して、極めて精度の高いナビゲーション下に悪性脳腫瘍の遺伝子治療の臨床応用を2000年に実施した。今回
の研究は、リポソームに包埋する因子を替えることで、脳や脊髄の病変部位への分子標的診断法及び治療法の開発を手
掛けている。今年度は、脳腫瘍に誘導される各種遺伝子異常が、そのように構築されて腫瘍進展や悪性転化を進めるか
のメカニズムを解明し、その分子標的因子の一部を解明し、核酸医薬療法の応用が広がりつつある。

研究成果の概要（英文）：We will describe the development of nanotechnology for treatment against several 
progressive neuronal diseases towards clinical applications, especially for malignant brain tumors which 
is still fetal diseases. We have developed gene therapy for glioblastoma which is most aggressive and 
progressive tumors, using with interferon-beta genes entrapped with nano-liposomes for clinical trial 
since 2000. Nowadays, numerous diseases will be a candidate for the treatment of cell-therapy, 
inmmunotherapy , and regenerative therapy using with several kind of factors, for example, siRNA, toxin, 
immunoadjuvant materials, entrapped with nano-particles as a targeted materials by stereotactic robotics 
for the brain and spinal cord. We have now gotten several new factors expressing on malignant brain 
tumors, especially, astrocytoma, and using with such a molecular targeting, we will develop new treatment 
strategies by tumor specific attack asa a new tools for fetal diseases to prolong survival life.

研究分野：脳神経外科
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１．研究開始当初の背景 
 悪性脳腫瘍において治療予後因子となっ
ている代表的なものには、O6-methylguanine 
DNA-methyltransferase （MGMT）)がある。
これは標準治療薬であるアルキル化抗がん
剤の効果を減弱するため、その発現は予後不
良因子となっており（New England Journal 
of Medicine, 2005）、治療成績向上の為の主
たる標的分子として注目されている。 

 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
※アルキル化抗がん剤(テモダール)の生体 
 内でのメチル化の生成と抗癌剤耐性に関   
 わる脱メチル化酵素の働き 
 
  さらにこれまでの基盤研究「新規抗腫瘍効
果判定を目指した分子標的イメージング治
療薬の開発と臨床応用」において、我々が開
発中の分子間相互作用解析テクノロジーお
よび HPLC-質量分析を用いて、高速炭素－
炭素結合技術を利用した合成化合物を選定
し、診断に適用可能な PET プローブを開発
して、MGMT を非侵襲的に定量し、効果判
定に役立つ画像診断技術を確立しつつある。 
 
２．研究の目的 
 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
の一人である古山らは、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、上記中枢系薬剤の PET 画像
化の成功は、古山らによる「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、信頼
性の高い PET 研究が展開できる。合成され
た化合物のスクリーニングにあたっては、現
在我々が開発中の In vitro virus法などの分
子生物学的手法を用いて、合成された化合物
と MGMT との分子間相互作用を測定し、
Kinetics解析とAffinity解析を行う。その後、
脳内移行性があり、分子イメージング剤候補
として非臨床安全試験を実施する価値があ
るかどうかを見極めるため、動物 PET を用
いた薬物動態試験を実施し、代謝や予備的な
安全性評価を実施する。 
 
３．研究の方法 
 まず MGMT阻害剤であるO6-ベンジルグアニ
ンのベンゼン環にメチル基を付加したO6-(3-
メチルベンジル)グアニン , O6-(4-メチルベ
ンジル)グアニン, 及び O6-(3,5-ジメチルベ
ンジル)グアニン(下図)を、既に報告されて
いる文献(Synth. Commun, 2003)に従い合成
し、続いて蛍光発光基で標識した O6-メチル
グアニン感受性制御酵素の認識塩基配列を
含むオリゴヌクレオチド基質を用いて MGMT
の阻害活性評価を行う。 
 
 
 
 

 
 
 

※MGMT 阻害作用を示す O6-ベンジルグアニン 
 
 
 

※O6-(3-メチルベンジル)グアニン, O6-(4-メ 
 チルベンジル)グアニン及び O6-(3,5-ジメ  
 チルベンジル)グアニンの構造式 
 



 次に O6-ベンジルグアニンのベンジル基を
[11C]CH3 により標識化する方法を確立する。
11C は半減期が 20 分と短く、反応後迅速に分
離精製して生体へ投与し、PET 装置での測定
を行わなければならない。従って古山らが以
前に開発した、放射性核種含有ヨウ化[11C]メ
チルとヘテロ芳香環を有するスズ化合物と
のカップリング反応を応用することを試み
る。 
 上記の標識化の方法が確立した後、マウス
の大腿部皮下に腫瘍組織を移植した担癌マ
ウス(U87 MGMT 過剰発現腫瘍/U87 MGMT 非発
現腫瘍)を作成し、上述の新規プローベ候補
物質を投与、PET 撮影を実施する。最終的に
は脳に腫瘍(U87 MGMT 過剰発現腫瘍/U87 MGMT
非発現腫瘍)を作成したマウスにおいて PET
撮影を行い、脳内移行性を含めた評価を行う。 
 
４．研究成果 
 上述した３つの化合物[O6-(3-メチルベン
ジル)グアニン , O6-(4-メチルベンジル)グ
アニン,  O6-(3,5-ジメチルベンジル)グアニ
ン]は、いずれも O6-BG に類似した MGMT 阻害
効果を呈した。特に O6-(3-メチルベンジル)
グアニン及び O6-(4-メチルベンジル)グアニ
ン は、O6-BG よりも若干酵素阻害活性が高い
ことが示された(下図)。この結果を踏まえ、
O6-(3-メチルベンジル)グアニンを[11C]によ
る標識化のターゲットとすることとした。 

 
 

 
 
※O6-ベンジルグアニン（O6-BG, 1）およびそ
のメチル化誘導体 O6-(3-メチルベンジル)グ
アニン (2), O6-(4-メチルベンジル)グアニ
ン (3) およびO6-(3,5-ジメチルベンジル)グ
アニン (4) の濃度-MGMT 阻害効果の関係 
  
 [11C]標識化については、古山らがこれまで
に報告した「高速 C-[11C]メチル化反応」と脱
保護反応を組み合わせることで、最終的に
HPLC 分析収率 98%と高い数値を達成できた。 
 

 
※合成物質の HPLC 分析チャート  
  

 担癌マウスの作成においては、U87 MGMT 過
剰発現系細胞、及び U87 MGMT 非発現系細胞
を用いた。大腿部皮下腫瘍の作成については、
上述の細胞(1.5×107個程度)を皮下に注射し、
1-2 週間で適当な大きさ(径 1cm 程度)に成長
することが確認された。また脳内腫瘍の作成
においては、上述の細胞(106個程度)を、定位
的(bregma の 3mm 尾側,正中より外側に 2mm, 
脳表より 3.5mm 深部)に脳内注射し、2-3 週間
で観測に適した腫瘍径(径 3mm-)となること
が MRI 撮影にて確認された。いずれにおいて
も、MGMT 非発現系腫瘍の方が速い発育傾向を
認めた。 
 確立した担癌マウスに対して新規合成プ
ローベを投与、PET 撮影を実施し、解析して
いくのが次の課題である。 
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