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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病の脳病態を分子レベルで解明するため、本疾患の神

経病理学的なイベントに関与する複数の生体分子を標的とし、これらを高感度に描出する放射

性分子イメージングプローブを開発した。インビトロ、インビボでの評価から、各プローブは

アルツハイマー病の早期診断、進行度診断、薬物治療の効果判定に向けて有用な知見を与えた。

開発した分子イメージングプローブを活用することで、アルツハイマー病の新規臨床画像診断

法の構築が可能となった。 
 
研究成果の概要（英文）：In order to reveal the brain dysfunction of Alzheimer's disease 
in molecular level, we developed several radiolabeled imaging probes targeting 
biomolecules which is concerned in neuropathological events on this disease. In vitro 
and in vivo experiments showed that synthesized probes were available for the early 
detection, staging and determination of the medication effects of Alzheimer's disease. 
An innovative clinical diagnostic imaging method for Alzheimer's disease would be 
established by the utilization of developed molecular imaging probes. 
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病罹患者数の増加は、介護

者負担、医療行政、医療経済の各方面におい
て深刻な社会問題となっている。一方、近年
では治療薬の開発も進みつつあり、アルツハ
イマー病の客観的診断基準の確立が強く望
まれている。現在では、2-deoxy-2-[18F] 

fluoro-D-glucose([18F]FDG)等を用いた核医
学診断が普及しているものの、本疾患を病理
学的に確定するに至る画像診断技術は開発
されていない。 
これまでの研究において、研究代表者らは

放射性分子イメージングプローブを用い、脳
の病態生理機能の描出を幅広く行ってきた。
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特にアルツハイマー病に関しては、疾患関連
分子を標的としたプローブを開発し、動物・
ヒトでの定量的な画像解析を精力的に進め
ている。そこで、本研究では、これらの研究
成果を発展させ、各標的分子を高感度に画像
化する分子プローブとイメージング法を有
機的に組み合わせることにより、アルツハイ
マー病における脳の多角的解析を高精度か
つ効率的に推進することを目指した。 
 
２．研究の目的 

本研究では臨床で有効なアルツハイマー
病診断法を構築するため、以下に掲げる標的
分子に応じたポジトロン断層撮像法(PET)、
シングルフォトン断層撮像法(SPECT)プロー
ブの開発を目的とした。すなわち、イメージ
ングの対象には(1)アルツハイマー病の病因
と考えられている老人斑形成の律速酵素：β
セクレターゼ(BACE)、(2)老人斑の構成成
分：Aβプラーク、(3)炎症反応：シクロオキ
シゲナーゼ-2(COX-2)、(4)神経伝達機能変化
(酵素)：アセチルコリンエステラーゼ(AChE)、
(5)神経伝達機能変化(受容体)：ニコチン性
アセチルコリン受容体(nAChR)、(6)神経細胞
死(アポトーシス)：カスパーゼ-3(Cas-3)を
選択し、Aβプラーク形成の前段階から神経
細胞死に至る種々の脳病理変化を時間的・空
間的に評価することが可能なプローブの作
製を試みた。 

さらに、これらプローブを活用し、PET や
SPECT にて脳病理を描出するための画像撮像
および解析技術の構築を検討した。 

 
３．研究の方法 
 (1) 分子イメージングプローブの開発研
究方法を標的分子ごとに記す。 
 
 ① BACE：新規プローブは、docking study
から得られる結合自由エネルギーの指標で
ある PMFスコアをもとに分子設計した。まず、
BACE の基質であるアミロイド前駆タンパク
の遷移状態を模倣した構造の BACE 阻害剤、
hydroxyethylamine dipeptide isoster 誘導
体：F-HEA を母核して選択した(図 1)。 
 
 
 
 
 

本骨格に I-123 を導入することを考え、ヨ
ウ素誘導体について、BioMedCAChe を用いた
BACE とのドッキングシミュレーションを行
った。その中で最も高い BACE 親和性が期待
された化合物について放射性ヨウ素(I-125)
標識体([125I]I-HEA)を合成した。 

非放射性 I-HEA の BACE 阻害活性は、BACE1 
FRET Assay Kit を用いて測定した。 

また、BACE を遺伝子導入した HEK293 細胞
に[125I]I-HEA を添加し、細胞単位タンパク量
あたりの放射能取込みを経時的に測定した。 

さらに、ddY マウス(6 週齢)に[125I]I-HEA
を静脈内投与し、経時的に全脳を摘出し、放
射能集積を% ID/g にて算出した。一方、SD
ラット(3 週齢)にも本プローブを同様に投与
し、脳を摘出、作製した切片を用いて ex vivo 
ARG を行った。この時、BACE 阻害剤を同時に
静脈内投与し、[125I]I-HEA の脳集積性の変化
を測定した。 

 
② Aβプラーク：種々の置換基を導入した

24 種類の新規フッ素化 chalcone 誘導体およ
び flavone 誘導体を合成した(図 2)。Aβ凝集
体を用いた in vitro 競合阻害実験と遺伝子
改変マウス(Tg2576)脳切片を用いた蛍光染
色実験より、Aβへの結合性を検討した。 
また、脳への移行性とクリアランスを評価

するため、chalcone 誘導体および flavone 誘
導体の F-18 標識体を合成し、正常マウスに
おける体内放射能分布を検討した。 
 
 
 
 
 
③ COX-2：本酵素への選択的阻害活性が高

い lumiracoxib に I-123 を導入することを計
画した。結合様式予測には 
BioMedCAChe を用い、COX-2
と誘導体との親和性を PMF 
スコアで評価することによ
り行った。これをもとに、 
[123I]FIMA を設計した(図 3)。 
COXの酸化作用に対するFIMAの阻害活性は

比色法にて測定した。すなわち、吸光度の値
から COX-1、COX-2 それぞれに対する 50%阻害
濃度(IC50)と、COX アイソフォーム選択性の指
標となる IC50比(COX-1/COX-2)を算出した。 

COX-2 誘導細胞への[125I]FIMA の集積実験
は、lipopolysaccharide(LPS)と interferon-
γを付加した JA-4細胞(マウスマクロファー
ジ様細胞)を用いて行った。 
さらに、12-O-tetradecanoylphorbol-13- 

acetate を耳に塗布することで作製した 
COX-2 発現浮腫モデルラットについて、耳介
への経時的放射能集積を% ID/gにて算出した。 

 
 ④ AChE：AChE 阻害薬の
galanthamine に着目し、その
骨格に C-11 を組み入れた化
合物、(-)-[11C]galanthamine
を合成した(図 4)。 
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図 1 F-HEA 

図 3 [123I]FIMA 

図 2 chalcone 誘導体(A)、flavone 誘導体(B)

図 4 (-)-[11C]galanthamine 
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 すなわち、(±)-norgalanthamine を合成し、
キラルカラムを用いた光学分割により目的
とする前駆体の(-)-norgalantamine を分離
した。本化合物を[11C]CH3OTf と反応させ、
(-)-[11C]galanthamine を合成した。 
 本プローブを ddY マウス(7 週齢)に静脈内
投与し、その脳内放射能分布を% ID/g で算出
した。また、PET 撮像を行った。 
一方、小動物用 PET を用いる脳内 AChE 活

性の定量解析法を確立する目的で、SD ラット
(9 週齢)に対し、既報の AChE イメージング薬
[11C]MP4P を静脈内投与し、60 分間のダイナ
ミック PET 撮像を行うとともに、動脈入力関
数を求めた。PET 画像上に関心領域を設定し、
そこに集積した放射能と動脈入力関数から、
3 コンパートメント 4 パラメータモデルに基
づく速度論解析を行い、脳内 AChE 活性を表
す速度定数 k3 を算出した。 
 
⑤ nAChR：α4β2型 nAChR に高い親和性を

有する薬物である A-85380を母体化合物とし
て、これに Tc-99m を導入した分子プローブ
の開発を試みた。まず、Protein Data Bank
に報告されている Aplysia Californica の 
nAChR の X 線結晶構造から、MOE(Molecular 
Operating Environment)を用いてラットα4
β2 型 nAChR のホモロジーモデルを作成し、
A85380 とのドッキングシミュレーションを
行った。その結果から、受容体との結合に関
与せず、空間的に余裕があると予測された
pyridine 環の 5 位にリンカーを介して
Tc-99m トリカルボニル錯体を形成させるこ
とを計画し、この位置に iminodiacetic acid 
(IDA)を導入した化合物：99mTc-A-YN-IDA- C4
を、マイクロウェーブを用いた反応にて標識
合成した(図 5)。 
 
 
 
 
 

図 5 99mTc-A-YN-IDA-C4  
 

99mTc-A-YN-IDA-C4のnAChRへの結合選択性
は、ラット大脳皮質粗シナプス膜画分を用い、
薬物同時添加による競合阻害実験にて評価
した。 
また、99mTc-A-YN-IDA-C4 の脳内局所分布を

in vitro ARG にて評価すると同時に、静脈内
投与時の脳内放射能集積を測定した。 
 
 ⑥ Cas-3：本酵素への高い親和性を有する
isatin sulfonamide誘導体を母体化合物とし
た新規アポトーシス診断薬剤の開発を検討
した。すなわち、種々の isatin sulfonamide
誘導体と Cas-3とのドッキングシミュレーシ
ョンに基づき、放射性ヨウ素を導入すること

が可能な官能基としてベンゼン環を有し、か
つ IC50 が低かった pyrrolidine 環あるいは
azetidine 環を有した二種類の化合物をリー
ド化合物として選択、それぞれを I-125 標識
した化合物、[125I]IPPI および[125I]IPAI を合
成した(図 6)。 
 
 
 
 
 
 

図 6 IPPI(A)、IPAI(B) 
 
IPPI、IPAI の Cas-3 阻害活性は、Cas-3 の

蛍光性基質を用いて測定し、IC50を求めた。 
また、Jurkat 細胞(ヒト白血病 T 細胞)に

camptothecin を付加することによりアポト
ーシスを誘導した。[125I]IPPI または[125I] 
IPAI を添加し、細胞単位タンパク量あたりの
放射能取込みを経時的に測定した。 
さらに、BALB/c(nu/nu)マウスに HT29 細胞

(ヒト大腸癌細胞)を接種することで担癌モ
デルを作製した。本モデル動物に抗癌剤の
cyclophosphamide を前投与した後、[125I] 
IPAI を投与し、組織における% ID/g を測定
した。 
 
 (2) 臨床における PET、SPECT 画像撮像お
よび解析技術の構築は、以下の 2つのプロー
ブについて検討した。 
 
① [18F]FDG：健忘型軽度認知障害(MCI)の

状態にある高齢者を対象に、遅延再生記憶と
実行機能の障害および脳糖代謝低下との関
連を、[18F]FDG を用いた PET により検証した。 

30 名の健忘型 MCI 群(69.8±7.3 歳)と 15
名の健常高齢者群(70.9±4.2 歳)を対象とし
た。遅延再生記憶ついて、言語性再生記憶は
ミニメンタルステートテストの 3単語遅延再
生記憶、視覚性再生記憶はレイ複雑図形検査
の 3分後遅延再生記憶で評価した。実行機能
はレーブン色彩マトリックス検査に含まれ
る 2因子関連類推で評価した。一方、脳糖代
謝は安静時の[18F]FDG-PET で評価し、脳糖代
謝の群間比較および健忘型 MCI群における各
心理検査成績と脳糖代謝の相関を求めた。 
 
② [123I]5-iodo-3-(2(S)-azetidinylmeth- 

oxy)pyridine([123I]5IA)：[123I]5IA-SPECT に
て、生理/病理条件下でのヒト脳内 nAChR 密
度変化を測定した。 
若年男性(非喫煙者 6名：23±6 歳、喫煙者

5 名：28±4 歳)を対象として撮像を行った。
喫煙者には 10日間の禁煙期間を設定した(禁
煙者群)。また、高齢者(健常者：20-71 歳、
男性 7名・女性 3名、アルツハイマー病患者：
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73-76 歳、男性 1名・女性 3名)を対象として
撮像を行った。被験者には[123I]5IA を静脈内
にボーラス投与し、120 分後まで連続的に
SPECT 撮像した。さらに 1時間ごとに 20 分間
のスタティック撮像を投与 6時間後まで行う
とともに、動脈入力関数を求めた。高齢者を
対象とした場合は、[123I]5IA を静脈内にボー
ラス投与し、60-90 分後まで連続的に撮像し
た。受容体密度の指標である分布容積(DV)は、
2 コンパートメント 2 パラメータモデルによ
る解析から算出した。 
 

４．研究成果 
(1) 分子イメージングプローブの開発研

究方法を標的分子ごとに示す。 
 

① BACE：I-HEA は BACE に対して濃度依存
的な阻害を示し、IC50は 49 nM であった。同
時に測定した母体化合物、F-HEA の IC50値は
25 nM であったことから I-HEA は高い BACE 阻
害活性を有することが明らかとなり、BACE に
対する親和性が示唆された。 

BACE を遺伝子導入した HEK293 細胞への
[125I]I-HEA の取込み率は経時的に増加し、30
分後における値は正常 HEK293 細胞の 1.58 倍
と有意に高い値を示したことから、[125I]I- 
HEAは細胞内BACEに結合することが示された。 
さらに、マウスを用いた体内放射能分布実

験において、脳への放射能集積量は投与後 10
分の時点で 0.10% ID/g を示した。そこで、
ラットにて ex vivo ARG を施行した結果、
[125I]I-HEA は脳実質に集積を認めた。また、
大脳皮質での単位組織重量あたりの放射能
集積は、BACE 阻害剤の同時投与により 46%ま
で有意に低下した(図 7)。以上より、[125I] 
I-HEA は末梢投与後に血液脳関門を透過し、
脳内 BACE に結合することが示された。 

これらの結果から、HEA骨格が in vivo BACE
イメージング薬としての基本的性質を有す
ることが示された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 [125I]I-HEA の ex vivo ARG 定量結果 
 
② Aβプラーク：chalcone 骨格および

flavone骨格へのfluoroethoxy基の導入によ
り化合物の脂溶性は低下し、エチレンオキシ
鎖の長さの増加に伴い化合物の脂溶性が減
少することが示された。また、in vitro 競合

阻害実験において、何れの化合物も Aβ凝集
体への結合性が示唆された。Aβへの結合性
は、図 2の R2に導入した置換基によって異な
り、NH2＜NHMe＜NMe2の順に結合性の増大を認
めた。さらに、これら化合物は Tg マウス脳
切片上のアミロイド斑への結合性を示した。 

正常マウスを用いた体内放射能分布実験
において、R1に F(CH2CH2O)3を、R2に NMe2をそ
れぞれ導入した化合物が良好な放射能挙動
を示し、その 18F 標識体は、特に chalcone 誘
導体について、脳への高い移行性と速やかな
クリアランスを示した。 
本検討結果より、フッ素化 chalcone 誘導

体およびフッ素化 flavone 誘導体は新たな
PET 用アミロイドイメージングプローブとな
る可能性が示された。 
 
③ COX-2：COX-1、COX-2 各々に対する阻害

曲線を作成して算出した結果、FIMA の COX-1
に対する IC50は 446 μM、COX-2 に対する IC50

は 2.46 μM であった。すなわち、IC50 比は
182 となり、本化合物は母体化合物の
lumiracoxib(IC50 比 214)と同等の、高い
COX-2 選択性を有していた。 
また、[125I]FIMA は、通常条件下で培養し

たコントロール細胞に比べ、COX-2 誘導細胞
に 3.2 倍高い集積率を示した。さらに、COX-2
結合阻害薬(非放射性 FIMA)の添加により、
COX-2 誘導細胞でのみ濃度依存的な集積阻害
が認められた。したがって、[125I]FIMA は細
胞内で誘導された COX-2 に結合し、保持され
ていると考えられた。 
モデル動物においては、浮腫誘発側(左耳)

では、無処置側(右耳)に比べ、投与 10 分後
から 180分後にかけて有意に高い放射能集積
を認めた。また、左耳と右耳との集積比は経
時的に増加し、投与 180 分後には 1.4 倍とな
った。 
以上、[125I]FIMA が COX-2 発現に依存した

細胞内集積、体内分布を示したことから、本
化合物が COX-2選択的イメージング剤となる
可能性が示された。 
 
④ AChE：(-)-[11C]galanthamine はマウス

に投与 30分後の時点で AChE の発現量が低い
小脳(1.7% ID/g)と比較し、発現量が高い線
条体(2.1% ID/g)に有意に高く集積した。ま
た、本プローブの投与 30 分前に、AChE 阻害
薬のdonepezil(4.6 mg/kg)を静脈内投与する
ことにより、線条体への集積は 1.3% ID/g ま
で有意に低下した。 
一方、(-)-[11C]galanthamine をラットに投

与し、10-30 分後に得られた PET 像では、マ
ウスでの検討と同様、線条体を含む前脳部に
高い放射能集積を認めた(図 8)。すなわち、
画像上の放射能分布は脳内 AChE 発現を表し
ていることが示唆された。 
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図8 (-)-[11C]galanthamine投与ラットの

PET 像(Sagittal 断面) 
 
また、[11C]MP4P を用いた検討においても、

線条体に最も高い放射能集積が認められた
一方、大脳皮質や小脳への集積は低かった。
算出した k3も、同様に線条体で最も大きく、
大脳皮質や小脳では小さくなった。 

以上の結果より、適切な放射性分子プロー
ブを用いることで、非侵襲的な脳内 AChE イ
メージングが可能であることが示された。 

 
⑤ nAChR：in vitro結合阻害実験において、

99mTc-A-YN-IDA-C4 のラットシナプス膜画分
への結合は、α4β2型 nAChR に親和性を有す
る cytisine で阻害されたが、α7 型 nAChR、
ムスカリン性受容体にそれぞれ親和性を有
する methyllycaconitine、scopolamine では
阻害されなかった。これにより、本プローブ
の nAChR に対する結合は、α4β2サブタイプ
への選択性を保持していることが示された。 

また、ラット脳切片に 99mTc-A-YN-IDA-C4
を添加し、in vitro ARG を施行した結果、
nAChR の発現量が高い視床(Thalamus)に最も
高く集積する一方で、発現量が低い小脳
(Cerebellum)への集積は低かった(図 9)。既
報のラット脳局所 nAChR 密度と 99mTc-A-YN- 
IDA-C4 の脳内複数の関心領域における集積
量との間には高い相関性を認め、本プローブ
の局所放射能集積量が nAChR密度を反映した
ものであることが示された。 

 
 
 
 
 
 
図 9 99mTc-A-YN-IDA-C4 の脳局所分布 

(in vitro ARG) 
 
一方、ラットに 99mTc-A-YN-IDA-C4 を静脈内

投与し、脳局所分布を測定した結果、本化合
物は脳に移行し、放射能の視床/小脳比は投
与後 15 分で最も高い値(5.19)を示した。 

以上、99mTc-A-YN-IDA-C4 が、nAChR を標的
とした分子イメージングプローブとして有
効な性質を有することが示唆された。 
 
⑥ Cas-3：IPPI および IPAI は Cas-3 への

強い阻害活性を示し(IC50 = 53.6 nM, 42.3 nM)、

これらの値はヨウ素を導入していないリー
ド化合物と同等であった。 
Jurkat 細胞への取込み実験では、両化合物

とも時間依存的な細胞内移行を認め、さらに
camptothecin 処置群では非処置群と比較し
て、インキュベーション開始後、非常に短時
間のうちに有意に高い取込みを示した。また、
30 分後の時点における処置群の、非処置群に
対する取込み比は[125I]IPPI で 2.3 倍、[125I] 
IPAI で 2.1 倍であった。 
担癌マウスを用いた[125I]IPAI の体内分布

実験において、cyclophosphamide 前投与群で
は、非投与群よりも腫瘍および脾臓で有意に
高い放射能集積を認めた。腫瘍の組織切片を
TUNEL 染色および Cas-3 の免疫化学染色にて
観察したところ、薬物処置群ではアポトーシ
スの惹起を示す知見を得た。 
以上より、新規に設計・合成した放射性ヨ

ウ素標識 isatin sulfonamide 誘導体がアポ
トーシスを描出する SPECT診断薬となる可能
性が示唆された。 
 
(2) 臨床における PET、SPECT 画像撮像お

よび解析技術の構築に関する成果を以下に
示す。 
 
① [18F]FDG：MCI 群は何れの心理検査でも

成績が有意に低下していた。また、健忘型 MCI
群は健常高齢者群と比較して後部帯状回で
有意な[18F]FDG 取込みの低下を認め、同部位
の糖代謝が低下していることが示唆された。 

ミニメンタルステートテストの結果と比
較すると、健忘型 MCI の状態にある高齢者の
遅延再生記憶の障害に、右内側側頭葉、右前
頭前皮質、左頭頂葉、両側後部帯状回の糖代
謝低下が関連していることが示唆された。一
方、2 因子関連類推の障害は、右前頭前皮質
の糖代謝低下と関連している可能性を認め
た。したがって、これらの領域の糖代謝低下
は、健忘型 MCI からアルツハイマー型認知症
への移行を予測する因子として有用な情報
を供する可能性が示された。 
 
② [125I]5IA：非喫煙者群において、[125I] 

5IA投与10分後では血流を反映した画像が得
られたが、次第に脳内 nAChR 密度に応じた分
布を示し、投与 5時間後では受容体密度が最
も高い視床が明瞭に描出された。算出した DV
は視床で 34、大脳皮質で 15 であり、他の部
位のデータも含めて剖検脳で報告されたヒ
ト脳内 nAChR 密度との相関を調べたところ、
両者の間には相関係数が 0.9以上と非常に高
い有意な正の相関が認められた。 
さらに禁煙者群では、算出した DV は視床

＞脳幹＞小脳＞大脳皮質の順となり、
[123I]5IA の分布パターンは非喫煙者群との
間で差は認められなかった。しかし、非喫煙
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者群と比較して大脳皮質で 24%、小脳で 31%
と有意な DV 増加を認めた。これは喫煙によ
る nAChR密度増加を反映した結果と考えられ、
剖検脳データとの高い相関と合わせて、今回
開発した定量解析法の妥当性を示す結果と
考えられた。 

また、健常者と AD 患者の典型的な SPECT
画像を示す(図 10)。健常者で DV を算出した
ところ、視床で 26、大脳皮質で 15 であった。
一方、AD 患者では視覚的にも集積が低下して
おり、算出した DV は健常者と比較すると大
脳皮質で 30%、視床で 40%低下していた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 10 [125I]5IA-脳 SPECT 画像の 

健常者/アルツハイマー病患者比較 
 
以上、本研究ではアルツハイマー病におけ

る脳病理変化の多角的な解析を実現しうる
放射性分子イメージングプローブの開発に
成功した。さらに、PET や SPECT にて脳病理
を描出するための画像撮像および解析技術
についても有益な知見を得た。以上の成果は
今後のアルツハイマー病画像診断に大きく
貢献するものである。 
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