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研究成果の概要（和文）：我々は、これまでに、125I, 11C , 18Fで標識したフラボノイド誘導体が、βアミ

ロイド（Aβ）凝集体に対して高い親和性ならびに、脳への良好な移行性と脳からの迅速なクリアランス

を示すことを報告した。本研究では、主に、核医学診断分野で最も繁用性に優れた99ｍTcを用いて標

識したフラボノイド誘導体を合成し、評価した。安定で脂溶性の高い99ｍTc標識体を得るための配位部

位として、ジアミンジチオール型のMAMAとBATを導入した。そのうち幾つかの標識体は、Aβ(1-42)凝
集体に対し高い結合親和性を示し、さらに、動物実験においては、99mTc-BAT-chalconeが、アミ

ロイドの画像化に適した迅速な脳への取り込みと消失性を示すことが明らかとなった。 
 

研究成果の概要（英文）： We have reported that 125I, 11C and 18F labeled flavonoid derivatives showed 
excellent characteristics such as high affinity for β-amyloid (Aβ) aggregates and good uptake into and 
rapid clearance from the brain. In this study, we have synthesized and evaluated that novel flavonoid 
derivatives labeled with 99mTc that has become the most commonly used radionuclide in diagnostic 
nuclear medicine. The monoamine-monoamide dithiol （MAMA） and bis-amino-bis-thiol (BAT)  
were introduced to flavonoid derivatives as chelating site for the formation of stable and lipophilic 99mTc 
complexes. Some 99mTc-flavonoid derivatives showed high binding affinity for Aβ(1-42) aggregates.  
In biodistribution experiments using normal mice, 99mTc-BAT-chalcone displayed high uptake in the 
brain and the radioactivity washed out from the brain rapidly, which is highly desirable for Aβ imaging 
agents.  
 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００９年度 8,900,000 2,670,000 11,570,000 

２０１０年度 2,700,000 810,000 3,510,000 

２０１１年度 2,200,000 660,000 2,860,000 

年度    

  年度    

総 計 13,8000,000 4,140,000 17,940,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・放射線科学 
キーワード：アミロイド・アルツハイマー病・プリオン・ＳＰＥＣＴ・分子イメージング 

機関番号：17301 

研究種目：基盤研究(Ｂ) 

研究期間：2009 ～ 2011  

課題番号：21390348 

研究課題名（和文） アミロイドを標的とするＳＰＥＣＴ用分子イメージングプローブの構築 

                     

研究課題名（英文） Development of molecular probe for SPECT imaging of amyloid in the             

                    brain 

研究代表者  

中山 守雄（NAKAYAMA MORIO） 

長崎大学・大学院医歯薬学総合研究科・教授 

 研究者番号：60164373 

 
 



 
1． 研究開始当初の背景 

疫学研究によると、現在、認知症を患ってい
る人は、世界中で約 2400 万人に達すると推計さ
れ、さらに毎年、新たに 460 万人が発症している
といわれている。認知症に苦しむ患者さんの数
は、20 年ごとに倍増し、2040 年までにはおよそ
8000 万人に増加すると推測され、このうち、アル
ツハイマー病関連の患者さんは 50～75％を占
めるといわれている。しかしながら、現在、アルツ
ハイマー病の確定診断を生前に行うことは難しく、 
信頼性の高い臨床的診断手法は複雑で限定的
である。 

一方、簡便で痛みを伴わない非侵襲的イメ
ージング技術は、臨床診断法の向上によりアル
ツハイマー病の判定を可能にする上、治療方針
の決定においても、また、患者さん自身や家族
にとっても、大きな医学的意義を持つ。さらに早
期での診断を可能にする新技術の開発は、特
に有用なものとなる。また、この診断法は現在進
められている治療薬の開発にも役立つと期待さ
れる。 
 
２． 研究の目的 
アルツハイマー病患者脳では、臨床症状が現

れる以前の初期段階からAβの沈着が起こると
いわれており、脳内Aβに選択的に結合する分
子プローブの開発は、早期診断を実現できる可
能性を持つものとなる。これまでに、米国のペン
シルバニア大学やピッツバーグ大学の研究グル
ープによって、いくつかのPET用のアミロイド分
子イメージング薬剤が報告されてきた。しかし、
日本におけるPET施設は、現在約 200 施設を超
えるまでに増加したものの、今後予想されるアル
ツハイマー病患者数の増加にとても対応できる
ものではない。すなわち、123I、99mTcのような汎用
性に優れたSPECT用プローブの開発は必須で
あり、本研究では、SPECT診断技術に対応する
分子プローブ開発を集中して行うことを目的とし
ている。 
ただ、これまで PET 用に開発された分子プロ

ーブは、そのほとんどが、アミロイドの蛍光染色
試薬であるコンゴーレッドおよびチオフラビン T
の化学構造を基に分子設計された化合物であり、
インビトロにおいて Aβに高い結合性を示すも
のの、血液脳関門の透過性が低いこと、脳内で
の Aβへの特異的結合性が低いなどの問題を
有していた。そこで、我々は、これらの合成着色
料を基本骨格とする化合物以外の分子プロー
ブの開拓が重要であると考えた。 
すでに、我々は、広く植物界に分布する植物

性色素であるフラボノイドの基本骨格を有する一
連の化合物（フラボン、カルコン、オーロン誘導
体）が、Aβに高い結合親和性を有すること、正
常マウス脳への高い移行性を示すことを明らか
にしていおり、本研究でも、これらの化合物を中
心に、SPECT 用薬剤への展開を行う事とした。 

 また、我々が開発した一連の化合物は、プリオ
ンモデル動物の脳切片の染色実験において、
異常プリオンの画像化薬剤としての可能性が大
きいことを確認している。すなわちＡβ以外のア
ミロイドに対するイメージング薬剤の開発にも、フ
ラボノイドの基本骨格を有する一連の化合物を
活用する。 
 
３．研究の方法 
(1) アミロイド結合性プローブの合成 
 SPECT製剤として、一連のフラボノイド化合物
（フラボン、カルコン、オーロン）のヨウ素標識体
と99mTc標識体の開発を中心に、合成を進めた。 
(2) Aβ蛋白との結合性の検討 
 (1)で合成したヨウ素化合物に関しては、Aβ蛋
白(1-42)を用いたインビトロ結合実験系により、
解離定数(Kd)を算出し、Aβ親和性の目安とし
て、50nM以下のKd値を示す化合物の抽出を行
った。一方、99mTc標識化合物は、Tcに安定同位
体が存在しないため、Tcと同属のレニウムで錯
体を合成してみかけのKd値を求めた。 
(3) 異常型プリオンモデル蛋白との結合性の検

討 
現在、異常型プリオンを試験管内で再現する

方法が、確立されていないため、リコンビナント
プリオンを用いるアプローチを実施した。 

本学医歯薬学総合研究科の感染分子解析
学研究室で作成したリコンビナントプリオンが自
己凝集性を示すことから、これを異常プリオンの
モデル蛋白質としてインビトロ結合実験系を構
築する。 
(4) トランスジェニックマウス(Tg2576)をアルツハ

イマー病モデル動物に用いる検討 
Aβ凝集体への高い結合親和性と良好なマウ

ス体内放射能動態を示したプローブに関して、ト
ランスジェニックマウス (Tg2576)をADモデル動
物に用いる検討を行う。Tgマウス脳を摘出し、凍
結後、ミクロトームにより、脳切片を作製し、各分
子プローブを、チオフラビン T で処理後の蛍光
分布や免疫染色の結果と比較検討し評価を行
った。 
(5) プリオン感染マウスをプリオン病モデルとし
て用いる検討 

 プリオン蛋白凝集体への結合性と良好なマウ
ス体内放射能動態を示したプローブに関して、
そのプリオン斑イメージングプローブとしての有
用性を評価した。 
 
４．研究成果 
 
(1) カルコン誘導体の99mTc及びRe錯体の設計・

合成とAβ(1-42)凝集体に対する結合親和
性の検討 

本研究では、まず、フラボノイド化合物の中で
もカルコン骨格を中心に、臨床診断上汎用性の
高い SPECT 用イメージングプローブの開発を 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

目的として、新たな99mTc標識化合物を設計・合

成し、そのアミロイドイメージングプローブとして

の有用性について基礎的検討を行った。99mTcと
の錯形成部位である monoamine-monoamide 
dithiol (MAMA) 及びbis-amino-bis-thiol (BAT)
を導入したカルコン (CH) 誘導体を 4種類 (Fig. 
1) を作製し、その構造を推測するために同属

元素であるReの錯体も合成した。 
99mTc-glucoheptonateとの配位子交換反応に

より99mTc標識体を得た。99mTc標識体および対応

するRe錯体をHPLC分析により比較し、得られ

た99mTc標識体の構造を推測した。これら 4 種

の99mTc標識カルコン誘導体は、Aβ(1-42)凝集

体を用いたインビトロ結合実験から、Aβ(1-42)
凝集体に対する結合親和性を有することが示さ

れた。その結合親和性には、導入するアルキル

鎖の長さの違いによる差異が認められたが、錯

体部位の違いによる差異はほとんど認められな

かった(Fig. 2)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 アミロイド前駆蛋白を過剰発現する Tg2576 マ
ウス脳切片を用いた蛍光染色実験において、脳
切片上に化合物4のRe錯体由来の蛍光像が観
察された (Figure 3a)。同時に隣接切片をアミロ
イド蛍光染色試薬であるチオフラビン S により染
色したところ、Re 錯体の蛍光染色部位と一致 
した (Figure 3b)。さらに、他の化合物でも同様
の結果が得られ、99mTc標識カルコン誘導体はマ
ウス脳切片上のアミロイド斑に対する結合選択
性を有することが示唆された。 
 
(2) 99mTc標識カルコン誘導体の体内放射能分
布の検討 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4. Brain uptake and washout of 99mTc-labeled 

chalcone derivatives ◆[99mTc]1, ■[99mTc]3, 
▲[99mTc]2, ●[99mTc]4 in normal mice. Each value 
represents mean±SD for 3–6 mice at each interval. 

 
正常マウスを用いた体内放射能分布実験にお

いては、4 種の99mTcカルコン誘導体は投与後早

期における脳への移行性と、その後のクリアラン

スを示した(Fig. 4)。その脳移行性には、分子量

び錯体部位の違いによる影響が認められた。特

に [99mTc]4 は良好な脳内放射能挙動を示し

た。 
 

フラボン及びオーロンの99mTc及びRe錯体の設

計・合成とAβ(1-42)凝集体に対する結合親和

性の検討 

Fig. 1. Chemical structure of chalcone (CH) 
derivatives 
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Fig. 2. Binding assay of 99mTc-labeled chalcone 
derivatives with Aβ(1-42) aggregates. 
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Fig.3.  Fluorescent staining of Re-complex 4 on 
Tg2576 mouse brain sections(a). Labeled 
plaques were confirmed by staining of the 
adjacent sections with thioflavin-S(b) 



さらに、一連のフラボノイド化合物について、

SPECT製剤としての99mTc標識体の開発を中心

に研究を進めた。カルコンに加えフラボン、オー

ロンを基本骨格に錯体形成部位を導入した数

種の標識前駆体を合成し、いずれも、良好な放

射化学的収率で99mTc標識体を得ることに成功し

た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
また、Aβ(1-42)凝集体を用いたインビトロ結合

実験から、いずれの99mTc標識フラボノイド化合

物も、アミロイド凝集体に対する結合親和性を有

することが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7. Brain uptake and washout of 99mTc-BAT- 
C3-flavonoids in normal mice. Each data point was 

obtained from three to six separate experiments. 
 一方、Tcと同族のレニウム(Re)の錯体を合成し、

Tg2576 マウス脳切片を用いて蛍光染色実験行

った結果、脳切片上にRe錯体由来の蛍光像が

観察され、99mTc標識フラボノイド化合物はマウス

脳切片上のアミロイド斑に対する選択的結合性

を有することが確認できた。 
 
(3) 放射標識フラボノイド誘導体のプリオン病の

画像診断薬剤としての応用性の検討 
  
 
 
 
 
 
 

Fig. 8.  Chemical structure of Styrylchromone 
(SC) deivertives. 

 
これまでに開発した，一連の標識体を用いて、

BSEプリオン感染モデルマウス脳切片との蛍光

染色実験を行ったところ、フラボン、カルコンお

よびオーロンでは脳切片上に顕著な蛍光像は

観察されなかった。一方、フラボノイドの類縁体

であるスチリルクロモンでは、脳切片上に化合物

由来の蛍光像が確認された。この蛍光像は免疫

染色による染色部位と一致したことから、スチリ

ルクロモン誘導体はPrPScへの結合性を有するこ

とが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

そこで、これらの化合物の、異常型プリオン凝

集体(PrPSC)への親和性を定量的に評価するた

め、アミロイド様特性を示すリコンビナントマ

ウスプリオンタンパク質(rMoPrP)を作成し、

PrPScモデルとするインビトロ結合実験を進

めた。その結果、フラボノイド及びスチリルクロモ

ン誘導体間で結合親和性(Kd値)に差は認めら

れなかったものの、スチリルクロモン誘導体はフ

ラボノイド誘導体に比べて、Bmax が大きいとい

う結果が得られた。この様に、インビトロ結合

実験からも、PrPScの画像化を行う上で、スチリ

ルクロモンは有望な基本骨格となりうるものと評

BAT-C3-FL derivatives 
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Fig. 5. Chemical structure of flavon(FL) and 
aurone (AR) derivatives 
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Fig. 6. Binding assay of 99mTc-BAT-C3-flavonoids 
with Aβ(1-42) aggregates. Each data point was 
obtained from three separate experiments. 
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Fig.9. Imaging of PrPSc in brain sections of BSE 
adapted mouse (22-weeks infected). 

 



価できる。 
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