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この総説は，第 37 回日本磁気共鳴医学会大会シンポジウム「分子イメージング」での講演を中心にまとめた

ものである．
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総説

MRI 計測用緩和時間変化型化学プローブの開発

菊 地 和 也， 水 上 進

大阪大学大学院工学研究科

は じ め に

生体分子は，金属イオン，脂質，蛋白質など

様々な分子と相互作用しながら機能している．

このため，生体分子の相互ネットワークが実質

的に破壊されている in vitro での機能は，その

生体分子の真の生理機能を反映しているとは限

らない．近年，生きた細胞や動物個体内におけ

る生体分子の挙動や機能を直接可視化する，

「分子イメージング」が大きな注目を集めてい

る．小分子蛍光プローブや蛍光蛋白質（FP）

などを用いた蛍光イメージングは，医学・生物

学の分野で最も広く用いられているイメージン

グ法の一つであり，様々な生命現象の解明に大

きく貢献してきた．蛍光蛋白質の発見から応用

への功績を称えて，下村，Chalˆe，Tsien の三

氏に 2008 年のノーベル化学賞が授与されたの

は記憶に新しい．また，蛍光蛋白質の遺伝子を

改変し，生理機能を探索する機能性プローブの

開発も数多く報告されている1)．機能性蛍光蛋

白質プローブは，遺伝子改変により発現の局在

制御などが可能であり大変有用である．その一

方で，蛍光蛋白質の発現に関する時間制御は一

般的に困難である．実際に，FP の応用研究が

進んだ現在においても，小分子有機化合物プ

ローブ（分子プローブ）である Fura-2 は Ca2＋

イメージングにおいてマニュアル的に汎用され

ており，発表論文の引用回数は 17,000 回を超

え，作成者の Tsien 博士の論文の中でもノー

ベル賞受賞対象論文の引用回数を遙かに凌いで

いる2)．また近年，分子イメージングの研究対

象は，生細胞のみならず，より真の機能解明が

可能な動物個体へも移行しつつあるが，蛍光蛋

白質の励起および観測波長領域の光の組織透過

性は低く，個体レベルでの解析に適していると

は言えない．

このように，蛍光タンパク質を用いた分子イ

メージング法にも課題は多く存在し，これらを

解決する実験技術の開発が求められている．本

総説では，筆者の研究室で行っている次世代の

分子イメージング法の開発研究，特に 19F

MRI を用いた酵素反応の検出について概説す

る．

19F MRI を用いた酵素反応の検出

個体内における酵素機能や遺伝子発現を可視

化することを可能とする「MRI による生体シ

グナル可視化研究」について概説する．蛍光イ

メージングの限界の一つに，深部への透過性が

悪いことが挙げられる．通常の蛍光イメージン

グ実験で用いられる紫外～可視領域の光は，散
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Fig. 1. Conceptual 1H MRI, 19F MRI, and the overlay images of a model
mouse treated with 19F MRI probe.
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乱の影響を受けやすく，組織深部までは到達し

ない．そこで，より組織透過性の高い近赤外蛍

光を用いた個体イメージングが注目されてい

る．MRI は，感度や簡便性の面では蛍光イ

メージングに劣るものの，臨床で利用されてい

るように，生体深部を高解像度で撮像すること

ができる．近年では，生きた動物個体内におけ

る酵素などの生体分子の挙動を MRI で観察す

る試みが注目を集めている．

1. MRI による酵素活性の可視化

酵素活性の MRI 検出に関しては，Meade ら

によって先駆的な研究がなされている3)．彼ら

は，Gd3＋ 錯体への水配位数を制御した MRI

分子プローブを用いて，アフリカツメガエル

（Xenopus laevis）の胚における加水分解酵素の

活性を，1H MRI で可視化している．このよう

な MRI による酵素活性の可視化研究はまだ報

告例は少ないものの，大きな注目を集めてい

る．しかし，1H MRI は体内の水や脂肪などの

水素原子を検出する手法であり，常に内在性の

バックグラウンドシグナルが観察される．その

ため，酵素活性を検出するプローブシグナルと

バックグラウンドシグナルとを区別する必要が

あり，通常の手法ではその区別は困難である．

そこで，筆者らが注目したのが 19F MRI で

ある．19F は天然存在比率が 100のフッ素の

安定同位体であり，1H に匹敵する高い磁気回

転比をもつことから，比較的高感度な NMR 測

定が可能な核種である．また，生体内には歯や

骨以外にはほとんど存在せず，内在性のバック

グラウンドシグナルは全く観察されない．それ

ゆえ，19F を含むプローブ化合物を動物に投与

し 19F MRI 測定を行うと，プローブシグナル

のみが観察される（Fig. 1）．得られた 19F

MRI 画像を，解剖学的情報を与える 1H MRI

断層画像と重ね合わせることで，動物個体内に

おける分子プローブの局在を知ることができ

る4)．すなわち，標的酵素の活性を 19F MRI シ

グナル変化として検出できれば，生きた動物個

体内において，いつ，どこで酵素活性が上昇す

るかを調べることができる．そこでまず，加水

分解酵素活性を 19F MRI シグナルへと変換す

る基本原理の開発に着手した．

2. 加水分解酵素活性の 19F MRI 検出の原理

NMR シグナル強度に影響を与えるパラメー

ターに緩和時間がある．緩和時間には，縦緩和

時間 T1 および横緩和時間 T2 の 2 種類が存在

し，このうち T2 が短くなると MRI シグナル

は低下する．よって，プローブ化合物の T2 を

あらかじめ短縮させ，それを酵素反応によって

延長させることにより，酵素活性を MRI シグ

ナルの増大として検出できることになる．
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Fig. 2.
(a) Design principle of 19F MRI probe detecting hydrolase activities.
(b) Structures of the synthesized probes.
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そこで，プローブの T2 を短縮させるため

に，常磁性緩和促進（paramagnetic relaxation

enhancement: PRE）に着目した．PRE は常磁

性物質がもつ不対電子スピンの影響で，近傍に

存在する NMR 観測核の T1 および T2 が著し

く短縮する現象である5)．常磁性物質の中でも

Gd3＋ イオンは 4f 軌道に 7 つの不対電子を有

し，PRE 効果が特に大きい．このため，Gd3＋

イオンの近傍にある NMR 観測核の T2 は大幅

に短縮する．この Gd3＋ が周囲に存在する水分

子のプロトンに対して及ぼす PRE 効果が

Gd3＋ キレート剤の造影原理となっている。本

研究ではこの PRE 効果を 19F シグナルの増強

原理として用いるため，Fig. 2a に示すプロー

ブの設計原理を考案した．常磁性金属イオンの

Gd3＋ と NMR 観測核種の 19F を同一分子内に

修飾したプローブの T2 は PRE によって大き

く短縮し，MRI シグナルは大きく低下すると

予想される．Gd3＋ 錯体と 19F 含有官能基の間

のリンカーが，加水分解酵素によって切断され

ると，短縮していた T2が延長し，MRI シグナ

ルが上昇すると考えられる．以上の原理によ

り，加水分解酵素活性を 19F MRI で検出でき

ると考えた．

3. Caspase-3 活性を検出する 19F MRI プロー

ブの開発

ターゲット酵素として，アポトーシスに関連

するプロテアーゼ Caspase-3 を選択した．

Caspasae-3 は高い基質特異性を有し，ペプチ

ド DEVD の C 末端のペプチド結合を加水分解

する．そこで，DEVD を含むペプチドの両端

に Gd3＋ 錯体と 19F 含有官能基を修飾した化合

物 Gd-DOTA-DEVD-Tfb をデザインし，液相

法と固相法を組み合わせて合成した（Fig.

2b)6)．

Gd-DOTA-DEVD-Tfb の 19F NMR スペクト

ルは，Gd3＋ を配位していない DOTA-DEVD-

Tfb と比較して大幅なブロード化が観測された

（Fig. 3a）．また，横緩和時間 T2 を測定したと

ころ，Gd-DOTA-DEVD-Tfb の T2 は大幅な短

縮のため正確な値の算出はできなかった．次

に， Gd-DOTA-DEVD-Tfb を含む緩衝液に

Caspase-3 を添加したところ，19F NMR ピー

クは，時間依存的にシャープに変化した（Fig.

3b）．酵素反応が完了したサンプルでは，T2は

32 ms まで延長していた．

続いて，このプローブを用いて，Caspase-3

活性の 19F MRI 検出を試みた．Gd-DOTA-

DEVD-Tfb の 19F MRI 画像では，シグナルが
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Fig. 3.
(a) 19F NMR spectra of DOTA-DEVD-Tfb and Gd-DOTA-DEVD-Tfb.
(b,c) Time course of 19F NMR (b) and 19F MRI (c) of Gd-DOTA-
DEVD-Tfb after addition of caspase-3.
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完全に消失していたが，Caspase-3 の添加後に

経時的に増大する結果を得た（Fig. 3c）．

以上により，PRE 効果を利用して加水分解

酵素活性を検出する 19F MRI プローブの設計

原理を開発し，in vitro における Caspase-3 活

性検出へ応用した．この原理は特定の酵素だけ

でなく，様々な加水分解酵素への応用が可能で

ある．実際，その他のプロテアーゼや糖加水分

解酵素に対するプローブの開発も進めている．

また，様々な実験に適用可能な多機能プローブ

として，酵素活性を MRI シグナルと蛍光強度

の双方で検出するプローブ Gd-DOTA-DEVD-

AFC (Fig. 2b）の開発にも成功している7)．現

在，それらのプローブを細胞，動物個体へ適用

し，生きたサンプル中における酵素活性の MRI

による可視化法の確立を進めている．

お わ り に

本総説では，筆者の研究室で開発してきた

「19F MRI による酵素活性検出法」について紹

介した．「19F MRI プローブの開発」は，現状

では測定機器がほとんど普及していないことも

あり，実用化へは時間がかかるかもしれない

が，これまでほぼ不可能であった酵素活性の

in vivo MRI 検出の解決策が見えてきたと言え

る．このような化学原理に基づいた分子プロー

ブの研究は，ポストゲノム時代に求められる

「生きた状態における生体分子の機能解明」の

ための強力なツールになるだろう．
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Design, Synthesis, and Application of Molecular Probes for MR Imaging with
Relaxation Time Modulation by Enzyme Reactions
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Graduate School of Engineering, Osaka University
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One great challenge in the post-genome era is the clariˆcation of the biological signiˆcance of in-

tracellular molecules directly in living cells. Visualization of a molecule in action can provide biologi-

cal information unavailable by evaluation of cell homogenates. One possible approach is to design and

synthesize chemical probes that can convert biological information into chemical output.

Real-time imaging of enzyme activities in vivo oŠers valuable information for understanding living

systems and researching medicines to treat various diseases. Because magnetic resonance (MR)

imaging is adequate for in vivo studies, many scientists are interested in developing molecular probes

for the modality that can detect enzyme activities in vivo. 19F-MR imaging probes are promising for in

vivo imaging because background signal is barely detectable. We propose a novel strategy for design-

ing 19F-MR imaging probes to detect protease activities that is based on the paramagnetic relaxation

eŠect from Gd3＋ to 19F. A peptide , Gd-DOTA-DEVD-Tfb, which consists with an enzyme cleavable

peptide with a Gd3＋ complex at the N-terminus and a 19F-containing group at the C-terminus, was

synthesized. The paramagnetic eŠect of intramolecular Gd3＋ largely shortened the F-NMR trans-

verse relaxation time (T2) of the compound. The peptide was designed to have a sequence cleaved by

an apoptotic protease, caspase-3. When the peptide was incubated with caspase-3, the peptide was

cleaved, and the Gd3＋ complex and the 19F-containing group were subsequently separated from each

other. After cleavage, T2 was extended to cancel the intramolecular paramagnetic interaction. T2 is a

parameter that can be used to generate contrast in MR images. Using this probe as a positive contrast

agent, the probe could detect caspase-3 activity spatially from a phantom image using 19F MR imag-

ing.


