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研究成果の概要： 
本研究では、キナゾリンを母体化合物とする種々のヨウ素又は臭素誘導体の合成を行った。

これらの化合物は EGFR 高発現を示す A431 細胞に対し増殖阻害効果を示した。さらに、ヨウ素

誘導体である IPHY や IPYK は EGFR-TK に対して高い親和性と選択性を示し、また、体内分布実

験においても腫瘍への高集積を確認した。これらのことから、IPHY と IPYK に EGFR-TK イメー

ジング剤としての有用性が確認された。 
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、トランスレーショナルリサーチの重

要性が活発に議論されており、癌研究におい
てもその必要性が望まれている。2004 年に、
肺癌におけるEGFR (Epidermal Growth Factor 
Receptor：上皮成長因子受容体)遺伝子の突
然変異とゲフィチニブ(イレッサ○R )感受性と
の関連が報告され、話題となった。EGFR は二
量体を形成すると、細胞内ドメインのチロシ
ンキナーゼがお互いのチロシン残基をリン
酸化(自己リン酸化)することにより、細胞増
殖、血管新生、浸潤・転移の誘導、アポトー
シスの抑制に寄与すると考えられているこ

とから、癌治療における標的分子として注目
されている。ゲフィチニブは EGFR のチロシ
ンキナーゼドメインへの ATPの結合を競合的
に阻害し、自己リン酸化を抑制することから、
EGFR チロシンキナーゼ阻害剤として 2002 年
7 月に世界に先駆けて本邦で進行非小細胞肺
癌に対する承認が得られた分子標的薬剤で
ある。ゲフィチニブは既治療の進行非小細胞
肺癌に対して奏功率が約 18％であるが、その
中に投与後早期から劇的な効果を表す症例
が見られた。その一方で、発症後の死亡率の
高さから、間質性肺炎が重要な副作用として
注目された。ゲフィチニブの治療効果予測を
行うことができれば、不要な投与を減らすこ
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とにより、副作用の危険性を回避するだけで
なく、医療経済効果が期待できる。 
 
２．研究の目的 
 
Positron Emission Tomography (PET) や

Single Photon Emission Computed 
Tomography（SPECT）を用いた分子イメージ
ング法は、CT や MRI などの形態診断法とは異
なり、分子イメージング剤（放射性医薬品）
を用いて遺伝子やタンパク質の発現又はそ
の働きを画像化する非侵襲的かつ全身検索
可能な診断法である。本研究課題は EGFR チ
ロシンキナーゼ活性を評価し得る分子イメ
ージング剤を新たに開発し、ゲフィチニブを
始めとする EGFR チロシンキナーゼ阻害剤の
治療効果予測を可能にする分子イメージン
グ法の構築を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
キナゾリン骨格を有する化合物がレセプ

ターチロシンキナーゼに親和性を有してい
ることから、本研究では放射性ヨウ素や臭素
で標識可能なキナゾリン骨格を母体化合物
とする種々の化合物を新たにドラッグデザ
インし、合成を行った。得られた化合物は、
NMR、高分解マススペクトルなどを用いてそ
の構造確認を行った。 
新規誘導体及びゲフィチニブについて、

MTS アッセイにより EGFR 高発現を示す A431
に対する細胞増殖抑制効果を調べ、50%増殖
阻害濃度（IC50）を算出し、腫瘍細胞に対す
る薬剤感受性の指標とした。 
細胞膜画分を用い、ヨウ素誘導体の

EGFR-TK に対する結合親和性（Kd 値と Bmax）
について検討を行った。結合実験は、種々の
濃度 (0.3～40nM)の PD153035 存在下で 125I
標識新規誘導体の結合量を測定し、そのデー
タをもとに結合曲線を作成する。なお、非特
異 的 結 合量  (Non-specific Binding) は
PD153035 (final 10µM)存在下で測定し, 全
結合量 (Total Binding)から非特異的結合量
を差し引いた値を特異的結合量（Specific 
Binding）とした。そして, グラフより得た
最大結合量 Bmax, 解離定数 Kd 及び各細胞の
EGFR チロシンキナーゼ発現量を比較検討す
る。また、市販の測定キット及び[γ-32P]ATP
を用いて、新規誘導体の EGFR チロシンキナ
ーゼのリン酸化阻害能を測定した。阻害能は
100pM～10μM の濃度の薬物存在下でリン酸
化能を測定し、50％阻害濃度(IC50)値として
求めた。比較として、代表的な EGFR チロシ
ンキナーゼ選択的阻害剤である PD153035 を
用いた。 
培養細胞系において、新規化合物の

EGFR-TK に対する選択性について確認を行っ
た。さらに、ウェスタンブロッティングによ
り、本研究で使用した腫瘍細胞（A431, A549, 
H1650, H1975, H3255）の EGFR 及び EGFR-TK
発現量を解析した。 
担癌モデルマウスを用いて放射性ヨウ素
誘導体の体内動態解析を行った。尾静脈より
標識体を投与し、投与 1，4，24 時間後の各
臓器及び腫瘍における重量集積率を算出し
た。 
 
 
４．研究成果 
 
 新規 RGFR-TKイメージング剤の開発を目的
とし、種々の 4-フェノキシキナゾリン誘導体
の開発を行った。まず、各誘導体の出発原料
となる 3,4-Diethoxy anthraniric acid を大
量に合成した。この出発原料から、フェノキ
シ基の3位にヨウ素又は臭素を導入したハロ
ゲン化フェノキシキナゾリン誘導体を新規
合成した。放射性ハロゲンでの標識を可能に
するために、標識部位にトリブチルスズ基を
導入した標識前駆体を合成した。有機スズ‐
ヨウ素交換反応により放射性ヨウ素又は、放
射性臭素標識を行い、標識体の分離精製を
HPLC により行った。標識体の放射化学的純度
は 99％以上であった。 
 本研究課題で使用するヒト癌細胞の EGFR
及びリン酸化 EGFR（phospho-EGFR）の発現量
をウエスタンブロッティングにより解析を
行った結果、A431 と H3255 が最も高い発現を
示したが、他の細胞の発現量は低くまた、細
胞間で大きな差は認められなかった。MTS ア
ッセイの結果から、EGFR 高発現を示した A431
や H3255 はゲフィチニブや新規誘導体に対し
て高感受性を示した。 
A431 細胞膜画分を用いて、EGFR チロシン
キナーゼリン酸化阻害能及び結合実験の結
果、ヨウ素誘導体の中で、IPHY 及び IPYK が
高いリン酸化阻害能とEGFR-TK に対する結合
親和性を有していることが明らかとなった。
各細胞のゲフィチニブ感受性と新規誘導体
の細胞集積との関係を明らかにするために、
今後全ての細胞に対する IPHY と IPYK の結合
親和性について明らかにする予定である。 
担癌マウスを用いて[125I]IPHY の体内動態
について検討を行った。[125I]IPHY の血中放
射能は低く、投与1時間後で0.77％であった。
また、投与 24 時間後では 0.05％と非常に低
く、速やかにクリアラスされることが確認さ
れた。[125I]IPHY は正常組織において肝臓と
腸に最も高い集積を示した。甲状腺への集積
は時間経過に伴い上昇が見られたことから、
脱ヨウ素化していることが確認された。腫瘍
への集積は、ウエスタンブロッティングによ
り、EGFR と phospho-EGFR の高発現が確認さ



 

 

れた A431 や H3255 に投与１時間後において
それぞれ 1.56%ID/g、2.04%ID/g と高い集積
を示した。このことから、[125I]IPHY の腫瘍
への集積は、EGFR 発現量を反映していること
が確認された。これらの結果の一部を、日本
分子イメージング学会や日本核医学会学術
総会において発表し、大きな関心が得られた。 
これらの結果から、[125I]IPHY は EGFR 発現

量を反映する優れたEGFR-TKイメージング剤
であることが示唆され、EGFR 発現量に基づく
治療効果予測は可能であること考えられた。 
A431とH3255は共にEGFR高発現を示すが、

H3255 は EGFR-TK ドメインに遺伝子変異を有
しており、H3255 がよりゲフィチニブに対し
て高感受性を示す。しかしながら、[125I]IPHY
の A431 と H3255 への集積は同程度であり、
遺伝子変異による違いを示すような動態を
示さなかった。今後は、他のイメージング剤
（IPYK や臭素誘導体等）を用いて遺伝子変異
を反映するイメージング剤としての評価を
行い、治療効果予測方法を確立すると共に、
薬剤感受性とイメージング剤の化学構造と
の関係についても明らかにしたい 
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