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研究成果の概要（和文）：オーバーハウザーMRI（OMRI）はニトロキシラジカルといった常磁性分子の電子スピンとプ
ロトンの核スピンとのオーバーハウザー効果で増強するイメージング技術である。本研究ではデンドリティックポリリ
ジンを、腫瘍で高発現しているプロテアーゼの基質ペプチドを介して安定ニトロキシルラジカル誘導体（TEEPO）で修
飾した。この造影剤をプロテアーゼ処理した結果、ペプチドが切断され、ニトロキシルラジカルの運動性が増し、OMRI
シグナルに変化が認められた。このように、OMRIを使った腫瘍の機能性イメージングの基礎を構築することができた。

研究成果の概要（英文）：Overhauser-enhanced MRI (OMRI) is a double resonance technique that uses the prese
nce of paramagnetic agents such as nitroxyl radicals to enhance the signal intensity from nuclear spins by
 a process known as the Overhauser effect. In this study, dendritic poly(L-lysine) polymers were modified 
with stable nitroxyl radicals through substrate peptides of a protease specifically expressed in tumors. C
leavage of the peptides by the protease affected the OMRI signal from the radicals. This system could be t
he basis of a functional tumor imaging technique by OMRI. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 病変部位の画像診断法として、Ｘ線ＣＴを
はじめ、核磁気共鳴イメージング（MRI）、
単一光子放射断層撮影（SPECT）、ポジトロ
ン断層法 (PET)など多くの手法が開発され、
臨床でも利用されている。その中で、MRI
は水素の核磁気共鳴を利用したイメージン
グで、各組織内の水素核の緩和時間の違いを
検出し、画像化する。MRIでは水の緩和時間
を短縮させる物質（Gd3+キレート剤や酸化鉄
ナノ粒子）が造影剤となり、血管造影や肝障
害の機能イメージングに利用されている。そ
して現在、高感度化とさらなる機能化が試み
られている。 
	
 その高感度化・機能化の一つとして、オー
バーハウザー効果MRI（OMRI）が開発され
た（H. Utsumi et al., Proc Natl Acad Sci 
USA. 103, 1463-1468, 2006）。ニトロキシラ
ジカルといった安定ラジカルの電子スピン
を飽和させ、この条件下でプロトンの核磁気
共鳴（NMR）信号を観察することで、電子
スピンのエネルギー遷移により NMRシグナ
ルが数十〜数百倍にも増強される。 
	
 一方、これまで我々は腫瘍に集積するポリ
マーや、環境に応答して性質が変わるポリマ
ーに関する研究を行ってきた。例えば、アミ
ノ酸から構成されるデンドリマー分子（デン
ドリティックポリリジン）が Enhanced 
Permeation and Retention (EPR)効果によ
り腫瘍に集積することを明らかにしたり（T. 
Okuda et al., J. Control. Release 114, 
69-77, 2006）、プロテアーゼ活性に応答し、
特性が変化するポリマーの開発を行ってき
た（D. Asai et al., J. Control. Release 141, 
52-61, 2010）。同時に、ポリマーにニトロキ
シルラジカル基を修飾することにより、その
OMRI での造影能についても検討してきた。
しかし、ニトロキシルラジカル基をポリマー
に修飾することで、ニトロキシルラジカル基
の運動性が損なわれ、OMRIの造影能は低下
した、すなわちシグナルが消失してしまうこ
とがわかった。 
	
 
２．研究の目的 
	
 本研究ではニトロキシルラジカル基とポ
リマーの間にペプチド鎖を挿入し、このペプ
チドがプロテアーゼで切断されるとニトロ
キシルラジカル基の運動性が回復し、OMRI
シグナルが出現するのではないかと着想し
た（図１）。すなわち、プロテアーゼが存在
する部位でのみ OMRI により造影されると
いうシステムである。ここでは、腫瘍に高発
現していることが知られているウロキナー
ゼ様プラスミノーゲンアクチベーター
（uPA）を対象に、その基質ペプチドを採用
した。	
 
 

３．研究の方法 
（１）造影剤の合成：デンドリティックポリ
リジンを合成し、そこへ Fmoc-固相法で合成
したペプチドおよりポリエチレングリコー
ル（PEG）鎖を縮合した。その後に、ニトロ
キ シ ラ ジ カ ル の 誘 導 体 、
4-oxo-2,2,6,6-tetramethyl-piperidine 1-oxyl 
(TEMPO) あ る い は
4-oxo-2,2,6,6-tetraethyl-piperidine 1-oxyl 
(TEEPO)を修飾した。 
（２）  ペプチド切断による ESR および
OMRI信号の強度変化：合成した造影剤分子
に uPAを作用させ、その後 ESRスペクトル
を 測 定 し た （ Bruker EMX-Plus 
spectrometer, 9.8 GHz with 100 kHz 
modulation frequency, Bruker Biospin 
K.K., Kanagawa, Japan）。OMRI 信号は
Keller Imager, 磁場強度 18 mT （Japan 
Redox. Co. Ltd., Fukuoka, Japan）を用いて
測定した。 
	
 
４．研究成果	
 
（１）ニトロキシラジカルの血中安定性評
価：ニトロキシラジカルは安定ラジカルとし
て知られているが、血中にはアスコルビン酸
といった還元剤が存在し、すぐにラジカルが
消失する。そこで、ニトロキシラジカルの周
囲にテトラメチル基がある TEMPO 誘導体
（M-Rad）とテトラエチル基がある TEEPO 誘
導体（E-Rad）の血中での安定性を評価した。
その結果、TEMPO 誘導体は約４０分でラジカ
ル量が半減したが、TEEPO 誘導体はそのラジ
カルが２時間以上安定に存在した（図２）。
テトラエチル基が立体障害となって、ラジカ
ルを保護していることが示された。	
 
	
 
（２）uPA 処理による ESR スペクトル変化：
合成した造影剤に uPA を 24 時間作用させ、
ESR 信号強度を測定した。その結果、TEMPO
誘導体の場合では ESR 信号強度が 2倍に回復
した（図３）。ペプチドが切断され、ニトロ
キシラジカルの運動性が高まり、信号強度が
増大したと考えられる。一方、TEEPO 誘導体

 
図１、腫瘍に高発現しているプロテアーゼ
に応答して MRI シグナルが増強するシス
テム。	
 



では、その変化はそう大きくなかった。その
理由として、切断されたペプチド断片が水に
難溶性で、そのため、ESR スペクトルがシャ
ープにならなかったためと考えられる。いず
れにせよ、uPA でペプチドが切断され、ESR
信号が増強したことが確認された。これは、
ESR 応答で MRI が強調される OMRI において、
造影剤となることを示している。	
 
	
 

（３）ペプチド切断による OMRI 信号の変化：
実際に、ESR の電磁波を照射ながら MRI 画像
を取得した（OMRI）。その結果、uPA 処理をし
た造影剤の方で、明らかな OMRI 画像の変化
が認められた（図４）。	
 
	
 
	
 以上のように、腫瘍イメージングのための
OMRI 造影剤として、従来の造影剤の構造を改

変したニトロキシ誘導体 TEEPO と、腫瘍特異
的に集積する KG6-PEG を組み合わせた高分子
型 OMRI 造影剤を作製した。TEEPO は TEMPO よ
りも高い血中安定性を示した。また、uPA に
よりペプチド部分が切断されることで、ESR
および OMRI 信号強度の増強が認められた。
このことより、今回開発した造影剤は、酵素
反応によってニトロキシラジカルの運動性
が回復し、腫瘍を選択的に造影する分子の基
礎となると期待される。	
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