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研究成果の概要（和文）：細胞特異的に標識可能な造影剤の開発手法を明らかにするため，新規に開発した高感度Gd-
磁気共鳴イメージング（MRI）造影剤に対し標識分子を結合させるための官能基導入を行い，還元処理部分抗体などと
の反応によりキラルデンドリマートリアミン配位子－部分抗体およびポリエチレングリコール（PEG）複合体の合成に
成功した．細胞特異的標識の検証を水晶発振子マイクロバランス法によって行い, 抗原結合能が反応前後で変化しない
ことを確認した．さらに，培養細胞への標識能，動物における体内動態を確認した．これらの結果を通して，組織再生
過程における細胞の動きを明らかにするための知見が得られた．

研究成果の概要（英文）：Novel Gadolinium (Gd)-Magnetic Resonance Imaging (MRI) probes with 
high-sensitivity were succeeded to synthesize and introduced with functional groups for conjugation of 
target ligands to specific cells. Complex molecules of novel Gd-MRI contrast agent and antibody fragment 
or polyethyleneglycol (PEG) was then obtained after the reaction of reduced antibody fragment and 
activated-PEG. The affinity of cell-specific labeling was evaluated with quartz crystal microbalance 
measurement and the no change of antigen-binding ability was confirmed before and after the conjugation 
of Gd-MRI contrast agent. Through evaluation of binding affinity to cultured cells and of body 
distribution after in vivo administration, many findings to clarify the cell distribution in tissue 
regeneration process were obtained.

研究分野：バイオイメージング・高分子化学
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様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９，Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
これまで研究代表者は，脂肪組織，骨組織，
血管など，種々の生体組織に関する修復およ
び再生条件の探索とその評価を行ってきた．
また最近では，分子イメージングプローブの
合成に取り組み，新規高感度 Gd（ガドリニ
ウム）-MRI（磁気共鳴イメージング） 造影
剤や二種類の診断手法に適用可能なデュア
ルイメージングプローブの合成に成功し，特
許も出願した．これら一連の研究において，
生体組織の再生・新生時に，適切な足場材料
と生体シグナル因子を用いることで，周辺部
位に存在する前駆細胞を組織欠損部位に遊
走，定着させ，細胞移植を伴わずに生体組織
再生が可能であることを見出した．これらの
研究は，生体シグナル因子を用いて周辺部お
よび遠位な場所からの細胞の遊走，定着を促
すことで，生体組織欠損の修復や再生が可能
であることを示したものである．この知見を
さらに深めるため，申請者が新たに得た分子
プローブ合成に関する技術をもとに，上記現
象に関わる細胞のリアルタイム動態観察に
チャレンジした． 
研究開始時までに，外部から移植した細胞
の動態に関しては種々の研究が行われてい
る．例えば，移植した骨髄由来細胞の創傷部
位への集積（Chamberlain, G. et al., Stemcells, 
2007; 25: 2739-49）や，血管新生における造血
幹細胞の遊走，集積（Schulz, C. et al., Immunol 
Res, 2009; 44: 160-8）などの報告がある．これ
らの評価はいずれも，外部で標識導入した細
胞を用いるか，もしくは，組織摘出後の染色
作業により行っていることから，実験を行う
ための障壁が高く，加えてリアルタイムでの
測定や反復測定を行うことは困難であった．
また，主として免疫細胞や神経修復に関わる
細胞などの特定の分野に関して，酸化鉄ナノ
粒子を用いた分子プローブ投与により体内
に存在する細胞のラべリング，動態解析が行
われているが（Rueger, M. et al., J Neurosci, 
2010; 30: 6454-60, Yang, J. et al., NeuroImage, 
2009;48:319-28），上記のような生体組織欠損
の修復および再生時の体内に存在する細胞
動態の解析に関する報告はこれまで皆無で
あった． 
 
２．研究の目的 
非侵襲で繰り返し全身観察が可能な磁気
共鳴イメージング（MRI）に着目し，上記イ
メージングに適用可能な標的特異性をもっ
た新規高感度分子プローブを合成し，その造
影能を評価する．．  
 
３．研究の方法 
申請者の所属研究室で開発されたキラル
デンドリマーアミン配位高感度 Gd-MRI造影
剤 (WO/2009/069833) に対して修飾を容易に
するマレイミド基を導入し，組織修復および
再生に関わる細胞の表面抗原に対する抗体
やアプタマーを結合させる．抗原タンパク質

および培養中の細胞との結合を評価したの
ち，皮膚欠損モデルや血管新生，骨新生モデ
ルを作製したマウスへ投与し，MRIにより経
時的に全身造影を行って，種々の組織修復お
よび再生時における細胞の全体分布と組織
修復部位への集積の機構を明らかにするこ
とを目的とした． 
まず，マレイミド基を有するキラルデンド
リマートリアミン配位子を，スキーム１に示
す経路により合成した．具体的には，4-ビニ
ルベンジルクロリドを出発原料とし、不斉ジ
ヒドロキシル化反応により、キラルジオール
を合成した後、このジオール部を 2,2-ジメト
キシプロパンで、またベンジル位を p－メト
キシフェニル基で保護した。その後、アセト
ニド部位の脱保護を行い、生成したキラルジ
オールととの反応により、第二世代キラルデ
ンドロンを得た。さらに PMP 基の脱保護、
水酸基の臭素化ののち，コアである 1,4,7-ト
リアザシクロノナンの二つの窒素原子に結
合させ，(R)-9 を合成した．次に (R)-9 を ト
リエチルアミン存在下，3-マレイミドプロパ
ン酸塩化物と反応させ，アミド基を介してマ
レイミド基を導入し，80％ の酢酸で脱保護
した． 

pH 6.0 の 2-モルホリノエタンスルホン酸
バッファー中，部分抗体 scFv を 4 等量の
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スキーム 1. キラルデンドリマー配位子の合成 

スキーム 2. 部分抗体複合化造影剤の合成 



TCEP（還元剤）で 5
分間還元した後， 
100 等量のデンドリ
マーを加えて 37 ℃
で 4 時間撹拌した．
反応溶液を分画分子
量 10,000 の限外濾過
フィルターで洗浄し
た結果，マトリクス
支援レーザー脱離イ
オ ン 化 質 量 分 析
（MALDI-TOF MS）で 28,500 付近に明確な
分子イオンピークを示す，キラルデンドリマ
ートリアミン配位子（M+ = 1,180）- scFv（M+ 
= 27,415）複合体の合成に成功した． 新規合
成したキラルデンドリマートリアミン配位
子-scFv 複合体をガドリニウムに配位させる
ことで，最終的な Gd-MRI 複合体造影剤 1 
とすることに成功し（スキーム２），7 T 小動
物用 MRI 装置を用いた造影能評価の結果，
臨床用造影剤（Gd-DTPA）よりも同濃度で高
い輝度を示し（図１：より白色が強いほど高
輝度であることを示す），高いプロトン緩和
能を有することが明らかになった．加えて，

新規合成した scFv 導入キラルデンドリマー
トリアミン配位 Gd-MRI 造影剤 1 について，
水晶発振子マイクロバランス（QCM）法によ
って，抗原との結合能が，反応前後で変化し
ないことを確認した（図２）．反応効率とそ
の確認に関して種々問題が発生したが，研究
経費で購入したミニ恒温槽を用いて条件検
討を行った結果，最適反応条件および結合反
応の確認方法を見出した．また，抗原分子と
の結合定数測定についても，購入した QCM
用分離セルを用いて種々の表面上での結合
実験を行い，最終的に造影剤への結合前後で
抗原結合能に差がみられないことを確認す
ることができた．この反応条件は他の標的分
子との結合反応に対しても適用可能であり，
有用であると考えられる． 
さらに，新規高感度 Gd-MRI 複合体造影剤
に対して，より一般的な標識分子を結合させ

るための官能基導入を実施した．具体的には，
先に合成したキラルデンドリマートリアミ
ン配位子に対してオルト酢酸トリメチルお
よびトリメチルシリルクロリドをジクロロ
メタン中で作用させたのち，メタノール中で
炭酸カリウムを作用させることで，末端をエ
ーテル化した．こののち，1,4-ジオキサン中
でアンモニア水存在下，マイクロウェーブ合
成装置を用いて 200Wのマイクロ波を照射し，
100 oC, 1.4 MPa加熱加圧下，60分間反応を行
ってエーテル基を開裂させ，末端ポリアミノ
アルコール体であるデンドリマー配位子を
得た． 
そののち，体内動態改良のためにポリエチ
レングリコール（PEG）による修飾を行い，
MRI造影剤としての機能評価を行った．具体
的には，平均分子量 5,000 の活性エステル基
を有するポリエチレングリコールと末端ポ
リアミノアルコール型デンドリマー配位子 
(分子量 1473.8346) とを室温，ジメチルスル
ホキシド中で 24 時間撹拌した．ゲル浸透ク
ロマトグラフィー (カラム: SB-803HQ, 溶離
液: 0.1 M 硝酸ナトリウム-0.2w% アジ化ナ
トリウム, 流速: 1.0 mL/min, カラム温度: 40 
oC) を用いて分子量を算出した結果，ポリエ
チレングリコール鎖（分子量 5,665）の導入
を行った反応溶液中の生成物の分子量は 
6,809 であり，配位
子にポリエチレン
グリコール鎖が１
つ導入された新規
デンドリマー配位
子  が得られたこ
とが明らかとなっ
た．そこで，ゲル
浸透クロマトグラ
フィーでの分取を
行い，凍結乾燥に

 
複合体  Gd-DTPA 

造影剤１ 

図１．各造影剤水
溶液のT1強調MR
像． 

 
複合体  Gd-DTPA 

造影剤 2 

図３. 各造影剤水
溶液のT1強調MR
像． 
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図２．QCMスペクトル（前半 3-8：部分抗体な
し，後半 9-14：部分抗体あり；それぞれの数字
は基質添加点を示す．結合量が多いほど曲線が
下へ動いている．） 



て白色粉末を得た．得られた生成物に 二炭
酸ジ-tert-ブチルを加え，アセトニトリル中で
室温，24 時間撹拌し，t -ブトキシカルボニル
基 (Boc) で残り５つのアミノ基が保護され
た ポリエチレングリコール－デンドリマー
配位子を得た（スキーム３）． 
次にメタノール中，配位子と塩化ガドリニ
ウムをアルゴン雰囲気下，室温で 48 時間撹
拌した後，エバポレーターで減圧濃縮を行い， 
Gd-MRI複合体造影剤 2 を白色固体として得
た．得られた Gd-MRI 複合体造影剤について，
7 T 小動物用 MRI 装置を用いた造影能評価
の結果，臨床用造影剤（Gd-DTPA) よりも非
常に高いプロトン緩和能（ 52.6 mM-1s-1: 
Gd-DTPAの約 15倍）を有することを明らか
にした（図３）．これらの結果は，ポリエチ
レングリコール鎖の導入によりプロトン緩
和能を上昇させるとともに造影剤の血中滞
留性を向上させ，検出効率を増大させるのみ
ならず，動物実験における標的到達率および
標的結合率を向上させることに対して道を
拓くものであり，細胞特異性を持たせた新規
高感度 Gd-MRI造影剤の動物投与後において，
標的到達率および標的結合率を向上させる
ことで，特異的結合を増強することが可能と
考えられることから非常に有用である． 
 
４．研究成果 
 (1) 細胞特異的に標識可能な新規高感度 
Gd-MRI 造影剤の開発手法を明らかにするこ
とを目的とし，研究代表者らのグループで開
発した新規高感度磁気共鳴イメージング
（MRI）造影剤に対して，標識分子を結合さ
せるための官能基導入を実施した.具体的に
は，(1-1) マレイミド部位を有するキラルデ
ンドリマートリアミン配位子の合成に成功
し，還元処理を行った scFv との反応により，
マトリクス支援レーザー脱離イオン化質量
分析（MALDI-TOF MS）で 28,500 付近に明
確な分子イオンピークを示す，キラルデンド
リマートリアミン配位子（M+ = 1,180）- scFv
（M+ = 27,415）複合体の合成に成功した．
(1-2)アミノ基を有するキラルデンドリマー
トリアミン配位子の合成に成功し，活性化エ
ステルを有するポリエチレングリコールと
の反応により，ゲル浸透クロマトグラフィー
においてキラルデンドリマートリアミン配
位子-ポリエチレングリコール複合体が合成
されていることを確認した． 
 (2) 細胞特異的に標識を行う能力の検証を
行った．具体的には，(2-1) 新規合成した scFv 
導入キラルデンドリマートリアミン配位
Gd-MRI 造影剤について，水晶発振子マイク
ロバランス（QCM）法によって，抗原結合能
が反応前後で変化しないことを確認した．さ
らに，培養細胞への標識能，動物における体
内動態を確認した．(2-2) 新規合成したキラ
ルデンドリマートリアミン配位子-ポリエチ
レングリコール 複合体の体内動態の確認を
行った．これらの結果を通して，組織再生過

程における細胞の動きを明らかにするため
の知見を得ることができた． 
これらの結果は，これまで細胞動態観察に
よく用いられている蛍光観察やポジトロン
放射断層撮像法（PET）や単一光子放射断層
撮像法（SPECT）に比べて，全身を含む深部
の観察が可能であることや非侵襲であるこ
となど，多くの優れた点を持った画像化法で
ある磁気共鳴イメージング（MRI） を用いた
繰り返し全身細胞のリアルタイム観察を可
能にする技術について，造影剤の高感度化を
図ることにより，その問題点である低感度を
克服するための端緒を開くものであると考
えられる．また本研究で得られた知見は将来
的に，再生医療の実現に向けた革新的技術と
しても大きな意義を持つ。本研究の知見をも
とに造影剤を開発し，体内で血液を介して全
身へ分布すると考えられる組織修復時にお
ける種々の細胞について，生体内での動きを
捉えることができれば，現状の「再生医療」
の大きな問題である，移植治療など体外での
細胞の取扱いに対する高いコストや障壁を
解決し，薬剤や生理活性物質を用いたこれら
細胞の制御を行うことで，それら細胞の効率
よい利用法の開発につながり，新たな戦略を
見出すことが可能になると考えられる． 
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