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研究成果の概要（和文）： 

 核磁気共鳴（NMR/MR）技術は、生体内での化学反応をその場解析可能な有望な手法である。本
課題では、(1) 三重共鳴NMR法を in vivo代謝反応解析に応用して、抗がん剤の副作用発現に関連
するウラシル異化代謝反応のその場解析に成功した。(2) 高感度化多重共鳴分子プローブとして二
重ラベル化生体適合性高分子プローブ（13

C/
15

N-PMPC）を開発した。マウス肝臓組織抽出液中にお
いて、本プローブの 1

H-{
13

C-
15

N} 三重共鳴シグナルのみが選択的に検出されること、またそのシグナ
ル感度が nM オーダーに達することを明らかにした。(3) 多重共鳴NMR法をMR画像化法に応用し
た結果、内在性ノイズシグナルを抑制し 13

C/
15

N-PMPCのみの多重共鳴MR画像化に成功した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 NMR/MR is one of the most promising techniques for the in situ analysis of specific biochemical 

(metabolic) reactions, both in vitro and in vivo. In this research, we revealed that (1) one-dimensional 

triple-resonance NMR is applicable to metabolic analysis of 
13

C/
15

N-labeled uracil, (2) integration of 

stable isotopes into the biocompatible polymer-tag (
13

C/
15

N-PMPC) enabled observation of the selective 

triple resonance NMR signal of 
13

C/
15

N-PMPC at a nano-molar level in a mouse liver lysate, and (3) 

application of a multiple resonance NMR technique to a MR imaging allows us to obtain the selective 

MR image of 
13

C/
15

N-PMPC without endogenous noise signal. 
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１．研究開始当初の背景 

 生体内では酵素反応や代謝反応など様々
な化学反応が集積し、一連の生体反応を構成
している。これら生体内での化学反応プロセ
スを「その場」で「そのままの状態」で追跡
する手法の開発は生体機構や発病機構の解
明に大きく寄与する。その手法として、観た
い反応基質である ”分子プローブ” を駆使し
た生体イメージング技術が近年精力的に研
究されている。中でも、核磁気共鳴（NMR）
技術は、低侵襲かつ個体深部の観察に優れて

おり、実際に、水の緩和過程を測定する磁気
共鳴イメージング（MRI）として臨床現場で
利用されている。 

 生体内で ”標的分子（分子プローブ）” そ
のものを 1

H NMR 観測できれば、生体深部で
の化学プロセスを低侵襲で「その場」観測で
きる非常に有用な技術になると考えられる。
しかし、1

H 核（水の 1
H 核）を観測する通常

の MRI では、生体内に膨大に存在する水や
脂質の 1

H核の中から、”分子プローブ”のシグ
ナルを選択的にかつ感度良く検出すること
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は極めて困難であった。生体内での化学反応
プロセスを「その場」で「そのままの状態」
で追跡する NMR イメージング法の開発には、
選択性と感度の問題を克服する必要があっ
た。 

 選択性の問題を解決するために研究代表
者は、蛋白質構造解析の分野で広く用いられ
ている「多重共鳴 NMR 法」に着目した。多
重共鳴 NMR 法は、1

H核の磁気共鳴シグナル
を隣接する NMR 活性な核（13

C, 
15

N 核）へと
磁化移動させ、結合状態にある 1

H 核のシグ
ナル（1

H-
13

C-
15

N 配列の 1
H 核）のみを選択的

に観測する手法である。また、1
H-

13
C-

15
N 配

列の天然存在比率は 0.004%と極わずかであ
る。従って、1

H-
13

C-
15

N 配列を有する分子プ
ローブを外部から投与すれば、膨大な内在性
夾雑物の中からプローブ由来のシグナルを
高選択的に観測できると考えた。 

 一方、NMR の最大の弱点は本質的に検出
感度が低いことである。上記の多重共鳴法を
活用しても分子プローブ自体の感度が低け
れば、そのシグナルを MR 画像化すること
は難しい。しかし、シグナル発信部位として
の 1

H-
13

C-
15

N を集積化（高分子化）すること
により一分子当たりの感度を向上させるこ
とは可能であろうと考えた。 

 このような背景を踏まえ、本研究では検討
課題として下記の２つを提案した。多重共鳴
NMR 法を用いて、生体内における化学（代
謝）反応過程を超選択的に解析できる新規代
謝物プローブの開発と多重共鳴 NMR スペク
トロスコピーからNMR イメージングへの展
開が可能な高い選択性と高い感度を有する
新規分子プローブの開発である。 

 

２．研究の目的 

 本研究の究極的な目標は、生体内での化学
反応プロセスを「その場」で「そのままの状
態」で追跡する NMR イメージング手法の開
発である。しかしそれを達成するために、ま
ず本研究課題では、期間内での短期目標とし
て下記の２課題を設定した。すなわち、”分子
プローブ” を選択的に観測できる「多重共鳴 

NMR 法」を応用した ①「生体内代謝プロセ
スの ”その場” 追跡およびその代謝反応に及
ぼす薬剤効果の直接解析法の構築」、②「高
感度多重共鳴 NMR 解析および多重共鳴 MR 

イメージングのための新規分子プローブの
開発」を目的とした。 

 

３．研究の方法と４．研究成果 

 

(1) 多核多重ラベル化ウラシルの異化代謝反
応および臨床薬剤効果の多重共鳴 NMR 解析 

 

 1
H-{

13
C-

15
N} 三重共鳴法をピリミジン系抗

がん剤の副作用発現に関連するウラシル異

化代謝反応に応用した。 

 ウラシルは同化代謝（核酸合成）されるの
とともに、異化代謝を受けて β-アラニンに変
換される。基質であるウラシルと代謝物であ
る β-アラニンはともに “H–C–N” の結合を
もつが、その化学シフトやカップリング定数
（JCH, JCN）はそれぞれ異なる。 

 そこで、我々はウラシルの 6位の炭素を 13
C

核に、1 位の窒素を 15
N核で標識した 

13
C/

15
N

ラベル化ウラシルを異化代謝追跡用の分子
プローブとして設計した。すなわち、このプ
ローブの異化代謝反応を、化学シフトとカッ
プリング定数を最適化した 

1
H-{

13
C-

15
N} 三

重共鳴 NMR でモニターすれば、基質（ウラ
シル）と代謝物（β-アラニン）を化合物選択
的に追跡できると考えた。 

 実際に、異化代謝酵素が多数含まれるマウ
ス肝臓組織抽出液中でのラベル化ウラシル
の異化代謝反応を 1

H-{
13

C-
15

N} 三重共鳴 

NMR 法を用いて解析した。その結果、β-ア
ラニン選択的三重共鳴 NMR では代謝物であ
る β-アラニンの 1

H シグナルのみが選択的に
観測された。一方、ウラシル選択的三重共鳴
NMRでは基質ウラシル由来の 1

Hシグナルの
減少が観察され、ウラシル→β-アラニンへの
異化代謝反応を基質/代謝物選択的に検出可
能であることが示された。さらに、マウス体
内での異化代謝反応を 1

H-{
13

C-
15

N}三重共鳴
NMR 法により検討した結果、この代謝が特
異的に肝臓で起こること、臨床薬剤であるギ
メラシル（5-chloro-4-hydroxy-2-pyridone; ジヒ
ドロピリミジン脱水素酵素阻害剤）がこの反
応を阻害することが明らかとなった。 

 この 13
C/

15
N 核を配置した基質分子プロー

ブは同位体効果を除けば、天然物と同一構造
である。本結果は、生体内での代謝過程およ
び薬剤活性の生体擬似的解析の可能性を示
すとともに、対象となる生体内物質の化学反
応を非侵襲的に追跡可能な新しいアプロー
チへの展開も期待できるものである。 

 

(2) 多重共鳴 NMR シグナル高感度化に向け

Different chemical feature 
(1H, 13C, 15N chemical shift and spin-spin coupling)



 

 

た 13
C/

15
N ラベル化生体適合性高分子プロー

ブの開発 

 

 1
H-{

13
C-

15
N} 三重共鳴 NMR / MR イメー

ジングへの展開が可能な高い選択性と高い
感度を有する新しい分子プローブとして、
13

C/
15

N 核でラベルした生体適合性高分子プ
ローブを開発した。細胞膜脂質の一部である
ホスホリルコリンを側鎖にもつ 13

C/
15

N ラベ
ル化生体適合性高分子プローブ（13

C/
15

N ポ
リ-2-メタクリロイルオキシエチルホスホリ
ルコリン; 

13
C/

15
N-PMPC）を原子移動ラジカ

ル重合法により合成した。 

 実際に、13
C/

15
N-PMPC プローブ（分子量 Mn 

= 18000）の 
1
H-{

13
C-

15
N} 三重共鳴シグナル

強度は、同濃度のラベル化モノマーのシグナ
ル強度の約 40 倍に増大し、30 nM の低濃度
においても高感度で検出可能であることが
実証された。また、マウス肝臓組織抽出液中
においては  

13
C/

15
N-PMPC の  

1
H-{

13
C-

15
N} 

三重共鳴シグナルのみが選択的に検出され、
そのシグナル感度が nM オーダーに達する
ことを明らかにした。また、この高分子プロ
ーブは、末端の保護基を除去してマレイミド
基に変換すれば、タンパク質や抗体を「タグ
化」して標的指向性をもつ分子プローブに拡
張できることも利点である。現在、
13

C/
15

N-PMPC を用いて乳癌特異的抗  Her2 

部分抗体を修飾することに成功し、標的指向
性を有する分子プローブへの展開を進めて
いる。 

 さらに、多重（三重）共鳴 NMR 法のパル
ス系列と MRI の高速スピンエコー法を融合
することにより、1

H-{
13

C-
15

N} 三重共鳴 MRI 

法の開発に成功し、上述の 13
C/

15
N-PMPC の

溶液レベル（in vitro）、組織レベル（ex vivo）、
さらに動物レベル（in vivo）での三重共鳴 MR 

画像の取得に世界で初めて成功した。 

 具体的には、分子プローブ由来の 1
H 核を

1
H-{

13
C-

15
N} 三重共鳴法により選択・抽出し

た上で、その空間分布を可視化するために、
微弱な信号の検出が必要な in vivo MRI に向
けて、その高速化により短縮した時間を信号
積算に利用する信号雑音比（SNR）の改善、
さらに撮像に時間を要する 3D MRI への拡
張を念頭に、高速撮像法を組み込んだ。本手
法により、1

H のみを観測する従来の磁気共
鳴画像化（MRI）法における重大な問題であ

った生体内の水や脂質など、内在性ノイズシ
グナルの完全消去を達成し、安定同位元素ラ
ベル化分子プローブのみの画像化に成功し
た。さらに、生体適合性 

13
C/

15
N-PMPC プロ

ーブが EPR 効果（Enhanced Permeability and 

Retention Effect）により、マウス腫瘍部位に
選択的に集積している様子を in vivo で画像
化することにも成功した。 

 本結果で得られた多重磁気共鳴画像化法
を用いれば、水の緩和に基づく通常の  

1
H 

MRI 法とは異なり、多重共鳴 MRI システム
という１つのモダリティのみで、従来の位置
情報に加えて、病態（がん部位）や代謝など
の機能が追跡可能である。この結果は、医療
分野への展開も期待できるものである。 
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