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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、脳梗塞急性期における重篤かつ頻度の高い副作用である血栓溶解療法後の
出血性梗塞の原因、即ち脳血管内皮細胞障害を直接検出することにより、血栓溶解療法適応判断のbiomarkerとなり得
る新しいタイプのMRトレーサーを開発することである。これを目的として申請者らは全く新しいタイプのMR用リガンド
であるTGN-019を開発し、MMPに対する感度、特異性を検証し、脳梗塞モデルに応用した。TGN-019は梗塞巣におけるMMP
2/9の増加・集積を感度よく検出し、内皮障害が強く見られ、出血性梗塞を来しやすいと思われる病態においてその集
積は高度であった。

研究成果の概要（英文）：Hemorrhagic transformation (HT) is one of the most severe side effects in clot 
buster therapy for an acute stage of cerebral infarction. However, there is no objective biomarker to 
predict HT in a clinical situation at this point. To solve this issue, we developed the new type 19F 
molecular ligand, TGF-019, that can assess the disruption of neuro vascular unit in the brain. We prooved 
the sensitivity and specificity of TGF-019 for MMP2, MMP9 and MMP3. Then we utilized it to assess the 
disruption of neuro vascular unit of ischemic mouse brain. 19F-MR image of TGN-019 administered mouse 
with acute cerebral infarction showed the high signal intensity in the case with most severe disruption 
of neuro vascular unit. Beside signal intensity was correlated with total MMP2 and MMP9 activity 
confirmed with biological test of the specimen.

研究分野： 神経内科学

キーワード： 神経機能画像学　磁気共鳴学　19F　脳虚血　出血性梗塞

  ４版
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１．研究開始当初の背景 
 
 t-PAの副作用であるHTは発症から治療開
始までの時間が長いほど頻度が増加し、HT
により症候の急激な悪化を見る症候性 HT を
呈した症例は、発症 4.5 時間以降のメタ解析
では 6-10％に及ぶ。このため治療可能時間の
延長が現実化するにつれ、画像診断による適
応の決定が多く試みられており、現時点で試
みられている研究では t-PA 後の HT 出現の
予測指標として、DWI における虚血病巣の大
きさ、CTP あるいは PI による脳血流量/脳血
液量低下領域、造影 MRI により血液脳関門
(BBB)障害を示す虚血病巣の造影所見などが
報告されている。しかし、いずれの所見も
HT を呈する可能性のある一部の病態を間接
的に見ているのみであり、十分な成果はあげ
られていない。HT を高精度に予測する為に
はその病態の本質である血管内皮細胞障害
そのものをとらえる必要がある。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、脳梗塞急性期における重

篤かつ頻度の高い副作用である血栓溶解療
法 後 の 出 血 性 梗 塞 (hemorrhagic 
transformation; HT)の原因、即ち脳血管内皮
細胞障害を直接検出することにより、血栓溶
解療法適応判断の biomarker となり得る新
しいタイプのMRトレーサーを開発すること
である。 
 脳虚血における HT 発生の原因はタンパク
分解酵素の一種であるマトリックス・メタロ
プロテアーゼ (MMPs)活性化による血液脳
関門(Blood Brain Barrier: BBB)の破壊であ
ると考えられている。MMP は脳において細
胞局在が認められ、その活性化は虚血の経過
時間に応じて、一連のカスケードを構成して
いる。このカスケードの始まりはグリアのフ
ットプロセスにおける MMP2 の活性化であ
り、活性化 MMP2 が内皮細胞の外周にある
basal lamina、更には tight junction の主た
る構成物質である occludin を障害する。血栓
溶解後、障害が著しい部位に内皮細胞の内腔
側より t-PA が作用することにより MMP3、
更には MMP9 の著しい活性亢進が生じ、最
終的に血管が破壊され HT が生じると考えら
れる。そこで、MMP2/9 を中心とした MMP 
Family を特異的に検出する経静脈投与 MR
トレーサーの開発、検証を行った。MMP カ
スケード亢進の初期を捉えるためには、トレ
ーサーは BBB を透過し、脳実質内で MMP
と結合しなければならない。Gd 化合物など
従来の MR 造影剤系統は BBB を透過せず、
MR 測定可能な元素を含む全く新たな観点に
立ったトレーサー開発が必要である。実験で
は臨床 MRI で用いられるプロトンの共鳴周
波数に最も近く、MR 画像評価の妨げとなる
バックグラウンドがない 19F トレーサーの開
発を念頭に実験を進めた。 

３． 研究の方法 
 
(1) Ligand の設計 
本研究を進めるに当たり、最も重要な要素

は Ligand の設計である、当初 In Silico に
よる simulation を行い、候補物質のプロト
ン基を 19F に置換し、回収率が最も高い候補
物質を選定した。 
 
(2) 生体に対する薬剤の基本的性質の評価 
 選択された Ligand 候補物質について、MMP
に対する sensitivity, specificity をマウ
スにて MR および生化学的手法で評価する。 
 
(3) 脳梗塞モデルを用いた検出能力の評価 
 マウス中大脳動脈閉塞による脳梗塞モデ
ル動物を用い、出血性梗塞を来しやすい条件
および来しにくい条件にてTGF-019の集積度
を比較・検討する。 
 
４． 研究成果 
 
(1) TGF-019(5-19F-GM6001)の合成 

汎 MMP 阻害剤であり、Knが低い（＝MMP に
結合しやすい）GM-6001 を元に、プロトン基
を 19F に置換することで、リガンド開発を行
った。その結果、置換基を 5位におくことに

より、もっ
とも効率的
な 19F 化合
物を合成で
きることが
判明し、  
リガンドに
は TGF-019 

(5-19F-GM 
6001) を 用
いることと
した。 

 
(2) sensitivity の検証 
TGF-019 の脳内の主たる MMPである MMP2,9,3
に対するsensitivityを確認するために、MMP 
background がほほ皆無である MMP2 knockout 
mice の脳内に MMP2, MMP3, pro-MMP9 、
activated MMP9 を各々2μl 投与した後、
TGF-019 を経静脈投与し MRSI 撮像を施行、こ
れら 3つの MMP投与部を明確に画像化できる
ことを確認した。 
    図 2. TGF-019 による脳内 MMP の検出 
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(3) specificity の検証 
specificity を確認するために、脳内 LPS 注

入モデルを作成、MRSI を測定後、同一動物で
in situ zymography を施行、MRSI と比較し

た。その
結果、
MRSIで信
号が検出
される部
位と
zymo- 
graphyの
高反応部
位は一致
していた。 

 図 3.  LPS投与マウス脳におけるTGN-019高信号部で

は in situ zymography で MMP が検出される 

 
(4) 脳梗塞モデルを用いた検出能力の評価 
 C57BL/6 マウスに中大脳動脈 1 時間閉塞を
来した群(ischemia only 群)、出血性梗塞を
惹起させる為に閉塞後再開通時に t-PA を投
与した群(t-PA 群）、虚血後の MMP 群の上昇が
抑えられていることが分かっている MMP2 
knock-out mouse に同様の閉塞を来した群
(MMP2 ko 群）の 3群につき、中大脳動脈閉塞
24 時間後に TGF-019 を投与し、信号強度を比
較した。その結果、出血性梗塞を来した t-PA
群が最も信号強度が高く、ついて ischemia 
only 群、MMP2 ko 群の順に信号強度が低下し
た。これは別動物で行った 3 群についての
zymographyにてMMP2+MMP9の反応活性と一致
していたが、一部で報告されている MMP3 の
上昇は生化学的アッセイを用いた確認では
認められず、MRSI の信号強度との一致も認め
られなかった 
   図 4. 各虚血群における TGF-019 画像 

   
 
 
 
 

図 5. 各虚血群における TGF-019 信号強度 
 

 
 

 
 

 

 図 6. 各虚血群における Zymography 反応強度 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
(5) まとめ 
 申請者らは全く新しいタイプのMR用リガン
ドである TGN-019 を開発し、MMP に対する感
度、特異性を検証し、脳梗塞モデルに応用し
た。TGN-019 は梗塞巣における MMP2/9 の増
加・集積を感度よく検出し、内皮障害が強く
見られ、出血性梗塞を来しやすいと思われる
病態においてその集積は高度であった。 
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