
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

挑戦的萌芽研究

2015～2013

核磁気共鳴(NMR)技術を利用した非侵襲的膵β細胞定量法の開発

Development of a noninvasive method for beta cell mass measurement using a nuclear 
magnetic resonance

３０２４１９５４研究者番号：

稲垣　暢也（INAGAKI, Nobuya）

京都大学・医学（系）研究科（研究院）・教授

研究期間：

２５６７０２５８

平成 年 月 日現在２８   ６   ９

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：膵β細胞特異的に発現するGLP-1受容体を標的分子としexendin(9-39)を基本骨格とした19FM
RI用プローブを合成した。プローブの基本特性評価を行った結果、GLP-1受容体への特異的な結合を示すことができた
が、膵島・MIN6細胞に結合したプローブのピークは検出できなかった。基本骨格をexendin4に変更し、同様に検討を行
った結果、ファントム実験で2つのピークを検出した。１つはTFA由来であると示すことができたため、プローブ由来の
ピークを同定できた。細胞に結合させたピークを検出できなかったため、期間内に19FMRI用プローブの確立はできなか
ったが、今後さらに検討を重ねる予定である。

研究成果の概要（英文）：We used an exendin(9-39), which bind to GLP-1 receptor specifically, as a basic 
frame of probe. As a results of probe characteristic analysis, we could show a specific binding against 
GLP-1 receptor. However, 19F peak derived from probe could not be detected on islets cells and MIN6 
cells. Therefore, we synthesized a new probe used an exendin4. We analyzed the new probe using same 
methods. In phantom experiment of the probe using 19F-MRS, two peaks were detected. We identified a peak 
derived from probe with 19F because we could show that a one of the peaks was derived from TFA. However, 
we could not detect a peak of probe on islets and INS-1cells due to insufficiency number of 19F 
molecules. Though we could not establish a MR imaging probe in this period, we plane a new probe to 
establish the probe.

研究分野：糖尿病

キーワード： 膵島イメージング　19F-MRI
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１．研究開始当初の背景 
 
 糖尿病はインスリン分泌障害または、抵抗
性、あるいはその両方から高鉄鋼を呈する疾
患である。我が国において糖尿病と強く歌が
れる人の数は年々増え、平成 24 年には 950
万人となり、糖尿病の可能性を否定できない
人の数を含めると 2050 万人にまで達する。
患者の抑制、医療費の削減のためには、糖尿
病発症前のより早期に介入し、適切な指導を
行うことが重要である。現在、糖尿病の診断
は経口ブドウ糖負荷試験（OGTT）や空腹時
血糖値、随時血糖値、ヘモグロビン A1c（H
ｂA1ｃ）など血液検査から得られる情報を基
に行われている。また、血中インスリンや C
ペプチドを測定することで膵β細胞の機能
面での評価が行われている。一方、OGTTに
より耐糖能異常が明らかとなる境界型糖尿
病の段階ではすでに膵β細胞の量が減少し
ている報告が多くなされているため、膵β細
胞量は糖尿病の発症過程や発症後の経過を
知るためのバイオマーカーの一つとして期
待されている。そのため、生体の膵β細胞量
を非侵襲的に評価するための手法の開発が
求められている。 
 現在、我々は、非侵襲的な膵β細胞イメー
ジング手法として、放射性同元素を用いた研
究を進めている。しかしながら、放射性同位
元素の扱いは、被曝や扱いの制限があるため、
取り扱える施設や環境に限界がある。そのた
め、放射性同位元素を用いないイメージング
技術である MRI で使用可能なイメージング
プローブの開発を進めることとした。中でも
19FNMR シグナルは、19F の局所的な微環
境に対する化学シフトの高感度性やほぼ０
に等しいバックグラウンドシグナル、高い磁
気回転比、生体適合性、さらに天然存在率に
より魅力的なものであると期待されている。
本研究では、その 19Fを用いた膵β細胞のイ
メージング技術の開発を目的としている。 
 
 
２．研究の目的 
 
我々は、これまでに膵β細胞特異的プロー
ブの標的として Glucagon-like peptide-1 受
容体の有用性(Mukai E. et al BBRC 2009)し、
体内微量分子の検知における 19F-MRSの有
用性（Nature Chemistry 2009）を明らかに
してきた。これからの技術を用いて本研究で
は、水素やフッ素など各種元素の解析を可能
と す る 核 磁 気 共 鳴 (Nuclear magnetic 
resonance, NMR)を用いて非侵襲的に膵β
細胞量を検知する技術を開発することであ
る。具体的には、１．膵β細胞特異的なプロ
ーブを設計・合成する、２．超高磁場MR装
置を用いて核磁気共鳴（NMR）スペクトロ
スコピー（MR spectroscopy, MRS）を用い
て評価する。３．糖尿病モデル動物を用いて
MRS と核磁気共鳴イメージング（MR 

imaging, MRI）を施行することを計画した。 
 
３．研究の方法 
 
MRI：Bruker 7T, 1H/19F 40mmCoil 
 
(1) F元素を有する(CF3ｘ２)化合物を用いて
基本骨格となる exendin に 標識し、
BTFM-Exendin(9-39) を 合 成 し た 。
(exendin:GLP-1 受容体に特異的に結合する
ペプチド) 
 
BTFM-Exendin(9-39)の基本性能評価 
①ファントム実験 
 2 mM BTFM-exendin(9-39) を 2mM のサンプ
ルチューブ内に入れて実施。 
 
②結合実験による BTFM-Exendin(9-39)の結
合能の評価 
市販の 125I ボルトンハンターラベル
exendin(9-39)、GLP-1R 発現細胞膜を用いて
BTFM-exendin(9-39)の結合実験を行った。 
 
③膵島細胞への結合 19F-NMR 試験 
 C57 BL/6 マウスから膵島(2.1x104 IEQ)を
単離し、 BTFM － exendin(9-39) を暴露後
19F-NMR スペクトルを評価した。 
 
④MIN6 細胞への結合 19F-NMR 試験 
 GLP-1R を強発現しているマウスインスリノ
ー マ 細 胞 (MIN6)(3x107 cells) に
BTFM-exendin(9-39) を 30 分間暴露し、
19F-NMR スペクトルを評価した。 
 
(2)exendin4 を基本骨格としたプローブの開
発 
①ファントム実験 
0.05, 0,5 5 mM の濃度でのフッ素由来ピ
ークを 19F-NMR で測定した。 
②結合実験によるBTFM-Exendin4の結合能の
評価 
上記と同様に市販の 125I ボルトンハンター
ラベル exendin(9-39)、GLP-1R 発現細胞膜を
用いて BTFM-exendin4 の結合実験を行った 
 
③INS-1 細胞への結合 19F-NMR 試験 
GLP-1R を強発現しているマウスインスリ
ノーマ細胞(INS-1 細胞)(1x108 cells)に
BTFM-exendin4 を 60 分間暴露し、19F-NMR ス
ペクトルを評価した。 
 
④ペプチド合成時の TFA（トリフルオロ酢酸）
の影響についての検討 
 用いたプローブはペプチドであるため、合
成の脱保護時に TFA を使用する。また、しよ
うした TFA はペプチドのリジン残基のカウ
ンターイオンとして存在するため、TFA 除去
カラムを用いて TFA を除去し、19F-NMR で検
討を行った。その際、GLP-1R の量を増やすこ
と を 目 的 に GLP-1R 過 剰 発 現 細 胞



（hGLP-1R-HEK1 細胞）を作製・使用した。 
 
 
 
 
４．研究成果 
 
BTFM-Exendin(9-39)は図１に示すようにサ
ンプルチューブに入れたファントム実験に
より F由来のピーク（矢印）を確認できた 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 ファントム実験 

図 2；結合実験 
 
次に結合実験の結果（図 2）より IC50 の値が
BTFM-Exendin(9-39)では 1.15x10^-6、対象と
した非標識exendin(9-39)では1.59x10^-7と
なった。 

 
図 3 単離膵島への暴露実験 
単離膵島への暴露実験の結果を図 3 に示す。
矢印に示すようにプローブ由来と思われる
微小なピークの観察が可能であった。次によ
り GLP-1R の発現のある MIN6 細胞を用いて同
様の暴露実験を行った結果を図 4に示す。 
 

 
図 4 MIN6 細胞への暴露実験 
その結果、プローブ溶液のみで観察可能であ
ったピークが細胞暴露下では観察できなか
った。細胞に反応したプローブ量が少ないた
めにとらえられなかったと考え、次に基本骨
格をアンタゴニストに exendin(9-39)ではな
くアゴニストの exendin4 への変更し検討を
行った。 

 その結果、結合実験においては、上記のよ
うになり基本骨格を変更することによる
GLP-1 受容体へのプローブの結合能は上昇し
た。また、フッ素の標識化を行ってもその結
合能に大きな変化を与えることはなかった。 

図 5 BTFM-exendin4 のファントム実験 
  
ファントム実験の結果（図５）、5 mM まで濃
度をあげることでピークの検出が可能であ
った。 

 
図６ INS-1 細胞への結合実験 
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Log conc. of BTFM-exendin9-39 

Control solution (5mM)
(positive control)

MIN6 cells

BTFM-Exendin4 9.36E-08

BTFM-Exendin9-39 1.15E-06

Exendin4 8.24E-08

Exendin9-39 1.59E-07

BTFM12-Ex4, 5 mM, 123ul
2 hrs（25000 times）

INS-1with probe
28 hrs（300000times）

INS-1with probe
14 hrs（150000 times）

INS-1cells with probe
2 hrs（25000 times）

5 mM, 123ul
約2時間測定（積算25000回）

0.5 mM, 150ul
約14時間測定（積算150000回）

0.05 mM, 150ul
約14時間測定（積算150000回）



 INS-1 細胞への結合試験(19F-NMR)の結果
を図６に示す。ファントム実験の結果（青線）
にみられる 0 ppm 付近のピークを細胞へ暴露
後も観察できた。ファントムで観察されてい
た 13ppm 付近のピークは検出できなかった。 
 

図７ TFA 除去後のプローブの 19FNMR 
 
 
TFA 除去カラムにより TFA 除去後のプローブ
の 19F-NMR の結果を図７に示す。TFA 除去に
より TFA 由来ピーク（0-6 ppm 付近）の消失
を確認した。そのため、プローブ由来のピー
クは 13 ppm 付近のものであると考えられた。 
しかしながら、細胞へのプローブ結合後のサ
ンプルでは、プローブのみと同様の積算回数
では検出できなかった。また、積算回数を増
やすことでも特異的なピークは検出できな
かった 
 
以上の結果より、この BTFM-exendin では F
数が少ないことから検出可能な範囲内で１
９F を検出することが困難であったことが考
えられる。そのため、今後は F数を増やした
プローブを用いてその有用性について検討
をすする予定である 
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BTFM12-Ex4(TFA有り), 5 mM, 123ul
約16分測定（積算3200回）
(20130801受領サンプル)

BTFM12-Ex4(TFA無し), 5 mM, 70-80ul(?)
約16分測定（積算3200回）
(20150414受領サンプル)

細胞懸濁液(GLP-1R過剰発現細胞+BTFM12-Ex4)
約16分測定（積算3200回）
(20150414受領サンプル)

BTFM12-Ex4(TFA無し), 5 mM, 70-80ul(?)
約2時間測定（積算25000回）
(20150414受領サンプル)

細胞懸濁液(GLP-1R過剰発現細胞+BTFM12-Ex4)
約67時間測定（積算800000回）
(20150414受領サンプル)

Bruker 7T, 1H/19F40mmCoil, room temp.

TFAprobe


