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研究成果の概要（和文）：分子イメージング法は、生体内での分子間の相互作用を非侵襲的に画像化する手法で
ある。本研究では、従来型の分子プローブ研究手法を根本的に改良し、脳内移行性を示す新規分子プローブの開
発研究に挑戦した。
新規分子プローブとして、治療と診断を兼ね備えた脳内移行性のセラノスティックス分子プローブを開発した。
非ステロイド抗炎症薬であるイブプロフェン、ケトプロフェンと診断プローブとしてニトロキシドを持つプロー
ブを開発し、マウス脳内においてその機能を非侵襲的に確認することが出来た。

研究成果の概要（英文）：Molecular imaging is a noninvasive method to understand fundamental 
molecular interaction inside a living animal. In the present study, we challenged to develop a new 
molecular imaging probe by eliminating the fundamental problems in conventional probes.
Theranostic probes provide both therapeutic and diagnostic imaging capabilities in one molecule and 
show significant promise for use in magnetic resonance-based imaging techniques. We have 
successfully developed nitroxide-based contrast agents by connecting a nonsteroidal 
anti-inflammatory drug, ibuprofen and ketoprofen, and paramagnetic nitroxide molecules. The 
therapeutic capability of these theranostic probes was confirmed by small animal studies

研究分野：磁気共鳴分子イメージング
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１．研究開始当初の背景 
 分子イメージングは、PET、MRI、SPECT、
光などのモダリティと分子プローブを用い
て、生体内で機能している分子間の相互作用
を非侵襲的に画像化する新たな研究手法と
して開発された。この分子イメージング手法
は今世紀に入り米国を中心に発展を遂げて
きた研究手法である。本手法は発表から既に
15 年近く過ぎ、今や国内外に於いて生命科
学分野での解明研究への貢献や早期画像診
断法の開発、テーラーメード医療、創薬など
の幅広い分野における貢献が期待されてい
る。(Theranostics: A treasured tailor for 
tomorrow. J. Pharm. Bioapllied Sci. 
2014:6; S6-S8.) 一方 MRI や EPR(電子常磁
性共鳴、別名電子スピン共鳴; ESR)などの磁
気共鳴イメージング法は、①高い空間分解能
を持つこと、②フリーラジカルや酸素分子な
どの常磁性物質をセンシングして画像化出
来ること、また、③non-RI 手法であること、
などから PET と同様分子イメージング研究
で期待されているモダリティである。これら
の利点を生かした多くの磁気共鳴イメージ
ング用分子プローブが開発されてきたが、よ
り高機能な分子プローブの開発が期待され
ており、診断のみならず治療効果も期待でき
る分子プローブの開発が望まれている。この
ような背景から、将来活躍が期待される高機
能分子プローブの開発研究に挑戦する。 
２．研究の目的 
 磁気共鳴分子イメージング法は、MRIなど
のモダリティと分子プローブを用いて生体
内での分子間の相互作用を非侵襲的に画像
化する手法である。本申請では、使用上欠点
のある従来型の分子プローブ による研究手
法を根本的に改良し、生体内の着目分子を
高感度に画像解析できる新規分子プロー ブ
の開発並びに検出手法の発掘に挑戦する。 
 本申請では、脳内にあるレセプターに結合
可能なリガンドと 常磁性ラベル剤であるニ
トロキシド両分子をクリック反応などを利
用して脳内で結合させ、目的のプローブを脳
内で合成させて機能させる手法を試みる。ま
た、合成した目的のプローブ検出はMRIや
EPRで実施するが、装置の検出感度の不足を
補うため、超偏極技術を併用し、検出感度の
向上に挑戦する。 
 さらに本申請で開発するプローブは、治療
と診断を兼ね備えたセラノスティックス分
子プローブであるため、脳疾患モデル動物
を用い治療効果と病態モニタリングを MRI 
により検証する計画である。 
３．研究の方法 
分子プローブの合成について：脳内レセプタ
ーに結合して機能する分子として抗炎症剤
を、プローブ検出分子としてニトロキシド分
子を選択し、両分子を結合させたプローブの
合成を二種類の合成法を用いて実施した。 
直接的なエステル結合法を用いる合成法：抗
炎症剤として ibuprofenと ketoprofen (図 1

の１と２)を、ニトロキシド分子として
3-hydroxylmethyl-2,2,5,5-tetramethylpyrro
lidine-1-oxyl (HMP、下図３)を用い、両者を
ジクロロメタン中、カップリング剤の DCC
および DMAP存在下で脱水縮合反応により
エステル化を行った。 

図１ ibuprofen (1), ketoprofen (2), HMP 
(3)の化学構造 
 
 合成物は液体クロマトグラフィー法によ
り精製を進め、最終生成物の純度はマススペ
クトル、NMR(1H,13C)、元素分析等により検
証した。 
Ibuprofen-PROXYL の検証結果: Red powder. 
FAB-MS (m/z) 360 (M+). 1H NMR (500 MHz, 
CDCl3) δ: 2.765 (br. s, 6H, CH3 × 2), 
3.384 (br. s, 3H, CH3), 3.728 (br. s, 
CH(CH3)2), 4.299 (br. s, 2H, CH2), 5.543 
(br. s, 1H, –COC- HCH3–), 8.943, and 9.040 
(each 2H, br. s, ArH×2). 13C NMR (125MHz, 
CDCl3) δ: (ibuprofen moiety) 188.6, 188.4 
(C=O), 155.1 (C6), 152.1, 151.8 (C3), 
144.7, 144.6 (C4), 142.2 (C5), 60.0 (C2 and 
C7), 44.9 (C8), 37.9 (C10), 33.8 (C9). Anal. 
Calcd. for C22H34NO3: C, 73.29; H, 9.51; 
N, 3.89%. Found: C, 73.37; H, 9.75, N, 
3.81%. EPR data: g = 2.0076, aN = 1.50.  
Ketoprofen-PROXYL の検証結果: Red powder. 
FAB-MS (m/z) 408 (M+). 1H NMR (500MHz, 
CDCl3) δ: (ketoprofen moiety) 1.58 (s, 3H, 
CH3), 3.84 (br. s, 1H, >CH), 7.14, 7.44, 
7.49, 7.56, 7.60, 7.67, and 7.78 (9H, ArH 
× 9), (PROXYL moiety) 0.98, 1.26, 2.04, 
4.12 (each br. m). 13C NMR (125MHz, CDCl3) 
δ: (ketoprofen moiety) 210.0 (C10 C=O), 
187.4 and 187.3 (C3 C=O), 154.8, 154.6, 
152.3 and 152.1, 151.5, 148.1, 146.6, 
144.8, 144.2, 143.9, 143.4, 60.16(C2), 
33.61(C3). Anal. Calcd. for C25H30NO4: C, 
73.50; H, 7.40; N, 3.43%. Found: C, 73.26; 
H, 7.53; N, 3.30%. X-band EPR data: g = 
2.0075, aN = 1.50.  
 
クリック反応を用いる合成法：Ibuprofenと
PROXYLを、クリック反応を利用して脳内
で結合させる合成プロセスを試みた（下図）。
既報に従い、Ibuprofen（下図の◯）にアジ
ド基を、PROXYL（下図の■）にアルキン基
を結合させ目的化合物を合成した。 
 
 
 

 
 
 

    
 



プローブ検出感度の向上について： 
 本研究では、プローブの検出にMRIと
EPRを用いた。0.5Tesla MRI装置の感度を
向上させるため、超偏極技術を活用した検出
法を試みた。市販の X-バンド ESR装置を改
良し、磁場 0.34Tesla、マイクロ波周波数
9.4GHzの条件下で検出すべきプローブを励
起してMRI検査による検出を試みた。 
 EPRイメージング装置の感度向上につい
て：脳内に局在するプローブを従来より高感
度に検出するため、EPRイメージング装置を
アナログ回路からデジタル回路への変更を
行い、EPRイメージング装置の感度向上を目
指した。具体的には、マイクロ波ブリッジを
構成しているアナログ素子をデジタル素子
に変更し、回路全体をデジタル化した。 
 
動物実験について：本研究での動物実験は、
札幌医科大学動物実験規定に則り、承認され
た実験計画を基に実施した。実験動物として
は、６〜10週齢の雄 C57BL/6マウスを用い
た。本研究で合成したプローブは、イソフル
ラン痲酔下、マウス尾静脈より投与した。投
与量は、1.0mol/g体重であった。MRI装置
は、0.5Tesla MRmini(MR Technology社製)
を、750MHzEPRイメージング装置を自作の
装置を利用した。MRIや EPRイメージング
装置による画像測定時は、マウスをイソフル
ランにより麻酔下で実施した。 
 
４．研究成果 
・Theranostics の開発 
 治療薬と画像診断プローブが一つの分子
を構成する theranostics プローブの開発を
以下の二通りの方法で行った。 
①クリック反応を活用した theranostics プ
ローブ合成：治療薬として ibuprofen を、画
像診断薬としてレドックス感受性を有する
ニトロキシド化合物を選択した。Ibuprofen
にはアジド基を結合し、ニトロキシドにはア
ルキン基を結合させ、それぞれ別々にマウス
尾静脈より投与し、脳内において両分子の結
合を試みることとした。 
 まずは、in vitro 下で両成分分子を反応さ
せてみると ibuprofen-PROXYL の生成を確認
することが出来た。次に、両成分を別々に尾
静脈より投与し、脳内での ibuprofen-PROXYL
合成を試みたが、マウス頭部で観測出来たニ
トロキシドの EPR 信号は非常に少なく、両成
分がどれだけ有効に脳内へ到達しているの
か、検出されたのが ibuprofen-PROXYL 分子
なのかそれとも PROXYL-アルキンなのか、そ
の判定は出来なかった。In vitro で合成した
ibuprofen-PROXYL を尾静脈より投与すると、
脳内へ ibuprofen-PROXYL が到達しているこ
とは画像解析から確認することが出来た。 
 
②エステル結合後、脳内へ送り込む方法につ
いて： 抗炎症剤として Ibuprofen と
Ketoprofen を選択し、それぞれのカルボキシ

ル基と、3-hydroxylmethyl-PROXYL（HMP）の
水酸基との間でエステル結合を形成する反
応を行った。Ibuprofen-PROXYL のリン酸緩衝
液中での線幅は 0.12mT 程度であったが、脳
内での線幅は 0.188mT と 50%以上広くなって
いることが観測されたが、EPR 信号値として
は十分画像化が可能な量であった。精製
ibuprofen-PROXYL の水溶液中（下図の１）
および脳内（下図の２）での EPR スペクトル
を図２に示した。 

 
図２ Ibuprofen-PROXYL の、リン酸緩衝液中
（1）およびマウス脳内（2）での EPR スペク
トル 
 
・Theranostics プローブの検出 
合 成 し た Ibuprofen-PROXYL お よ び
Ketoprofen-PROXYL の、マウス脳内での分布
を MRI と EPR イメージング法により求めた。 
得られた結果を以下の図 3に示した。 
 実験に用いた C57BL/6 雄マウス(図 3 の A)
をイソフルラン麻酔下で MRI 画像（B）を撮
像した。マウス尾静脈より ibuprofen-PROXYL
を 1.0mol/g 体重で投与し、EPR イメージン
グ画像（C）を測定し、マウス頭部の解剖画
像（B）との重ね合わせを行った。重ね合わ
せた画像を Dに示した。 
 

 
図３ マウスに投与した Ibuprofen-PROXYL
の体内分布について 
A:マウスC57BL/6 B:マウスMRI画像 C:EPR
画像 D：EPR 画像を MRI に重ね合わせた画像 
 



 得られた画像(D)より、Ibuprofen-PROXYL
は頭部に達した後、脳内および舌に選択的に
分布していることが分かる。また、
Ketoprofen-PROXYL においても同様の実験を
行ったところ、同じく脳内および舌への選択
的な移行を確認することが出来た。 
 
 合成したプローブは常磁性を有している
ので、MRI 計測での造影剤として機能すると
考えられる。Ketoprofen-PROXYL のマウス脳
内分布を MRI のみで検証した。結果を図 4に
示した。 

 
 
図 4 Ketoprofen-PROXYL 投与による MRI 画
像 A:投与前の画像 B,C:投与後 30 秒、5分
30 秒後に撮像した画像 差画像（D,E）:D=B-A 
E=C-A 
 
 差画像 Dと Eを比較すると、明らかに D画
像の方がプローブの脳内分布を明瞭に描写
している。これらより、脳内へ移行したプロ
ーブが還元され常磁性を喪失している事を
示している。このような経時変化画像から、
プローブの脳内での半減時間を推定するこ
とが出来た。 
Ibuprofen-PROXYL,Ketoprofen-PROXYL とも
半減時間は 40 分ほどで、HMP の 10 分程度に
比しかなり延長されていることが分かる。 
一方、脳内での造影に比べ、舌での造影効果
は画像 E においても明瞭に観測されており、
脳と舌におけるプローブの安定性の差が反
映されていると思われる。 
 
・類似化合物の合成について 
抗炎症性を発揮する機能性分子として、
ibuprofen と ketoprofen 以外に naproxen を
取り上げ、PROXYL との結合プローブの合成を
試みた。Naproxen の化学構造を以下に示した。 
前者の化合物同様にジクロロメタン中、DCC
によるカップリング反応により目的のプロ
ーブを高収率で合
成することが出来
た。 
 Naproxen は前者
の化合物に比べ疎

水性が高く、得られたプローブを高濃度で水
系溶媒に溶解させることが難しかった。 
 
 プローブの検出感度を上げるため、プロー
ブ中のPROXYL部の重水素化ならびに 15N化を
試みた。15N 化は EPR 信号を単純に 50％以上
増加させるため、感度向上には一定の効果を
示した。また、PROXYL を D化することでプロ
ーブの線幅は 0.18mT から 0.06mT 程度へと減
少し、感度向上だけでは無く、解像度向上に
も寄与することが可能であった。 
 
・Ibuprofen-PROXYL, Ketoprofen-PROXYL 両
プローブの抗炎症性特性について 
合成した両プローブが治療薬としての機能
も持ち合わせる theranostics として機能す
るかどうか、炎症モデルマウス脳で検証した。 
炎症モデルマウスは、リポポリサッカリド
（LPS）を腹腔内投与により炎症を誘起した。 
24 時間後マウスより脳組織を採取し、炎症マ
ーカーである一酸化窒素（NO）の合成量を定
量化した。 
脳内での NO 生成量は、脳組織内の
nitrite/nitrate 総量から見積もった。 
得られた結果を図 5に示した。 
 

 
図５ LPS 投与による炎症モデルマウスにお
ける NO 合成量の変動 
Ibuprofen-PROXYLあるいはHMPを投与したマ
ウスに LPS を投与して実験した。 
 
LPSの投与により脳内には多量のNOが精製さ
れるため、nitrite/nitrate 総量は非常に高
い。今回合成した ibuprofen-PROXYL を投与
したマウスに LPS を投与し 24 時間後の
nitrite/nitrate 総量を計測すると、LPS を
投与していないネガティブコントロールマ
ウスと同程度の値となり、ibuprofen-PROXYL
の投与により NO 生成を 80％以上阻害してい
ることが明らかとなった。 
ニトロキシドは一般に抗酸化特性を持って



いるので、HMP 単独ではどの程度 NO 生成を抑
制するか調べたところ、HMP の抑制率はほぼ
ゼロであった。以上の結果から、今回合成し
た ibuprofen-PROXYL は非常に高い抗炎症性
を有していることが分かった。 
Ketoprofen-PROXYL でも同様の検討を行った
ところ、ibuprofen-PROXYL 同様、非常に高い
阻害率を示すことが確認出来た。 
以 上 の 結 果 か ら 、 両 プ ロ ー ブ と も
theranostic プローブとしての機能を有して
いることが確認出来た。 
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