
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
ピルビン酸、もしくはその塩の、 3位炭素が 1 1Ｃ、 1 3Ｃ、または 1 4Ｃ同位元素で置き換え
られた標識化合物の製造法であって、 3位炭素が 1 1Ｃ、 1 3Ｃ、または 1 4Ｃ同位元素で置き
換えられた D,L-アラニンもしくはその塩に、アラニンラセマーゼ［ EC.5.1.1.1］と、アラ
ニンに作用してピルビン酸を生成する酵素を作用させることを特徴とする方法。
【請求項２】
アラニンに作用してピルビン酸を生成する酵素が D-アミノ酸オキシダーゼ［ EC.1.4.3.3］
であることを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項３】
アラニンに作用してピルビン酸を生成する酵素が L-アラニンデヒドロゲナーゼ［ EC.1.4.1
.1］であることを特徴とする請求項１記載の方法。
【請求項４】
同位元素が 1 1Ｃである請求項１記載の方法。
【請求項５】
同位元素が 1 3Ｃ  または 1 4Ｃである請求項１記載の方法。
【請求項６】
アラニンラセマーゼと、アラニンに作用してピルビン酸を生成する酵素を適当な固定化担
体に固定化することにより、目的標識化合物への酵素の混入を抑えることを特徴とする請
求項１から５のいずれかに記載の方法。
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【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
この発明は標識化合物の製造方法に関するものである。さらに詳しくは、この発明は、腫
瘍や脳のイメージング・臨床診断・生体の機能学的研究等に有用なポジトロン標識化合物
あるいは、安定同位体標識化合物の合成中間体である標識ピルビン酸の製造法に関するも
のである。
【０００２】
【発明が解決しようとする課題】
以下、本発明を、同位元素として 1 1Ｃポジトロン核種を用いた場合について説明するが、
同位元素が 1 3Ｃまたは 1 4Ｃである場合にも、本発明方法が適用できることは、当業者には
明らかであろう。
【０００３】
1 1Ｃポジトロン核種の半減期は、 20.4分と短いことから、 L－［ 3'－ 1 1Ｃ］ DOPA、 L－［ 3'
－ 1 1Ｃ］チロシン、 L－［ 3'－ 1 1Ｃ］トリプトファン、 L－［ 3'－ 1 1Ｃ］－ 5－ヒドロキシ
トリプトファンの合成原料となる、［ 3－ 1 1Ｃ］ピルビン酸の製造は、有機合成法では困
難であり、酵素（グルタミン酸－ピルビン酸トランスアミナーゼ・ D-アミノ酸オキシダー
ゼ・カタラーゼ）を用いた以下の製造法（反応式１）が知られている（特開平 3-151889、
特願平 1-292686)。
【化１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０００４】
しかし、グルタミン酸－ピルビン酸トランスアミナーゼと D-アミノ酸オキシダーゼは安定
性に問題があり、また、グルタミン酸－ピルビン酸トランスアミナーゼのアラニンに対す
る作用性は低く、原料となる標識 D,L-アラニンからピルビン酸への変換率が低いという問
題を抱えていた。
【０００５】
【課題を解決するための手段】
本発明者らは、アラニンラセマーゼ、 D-アミノ酸オキシダーゼおよびカタラーゼを用いた
酵素系（下記反応式２）またはアラニンラセマーゼとアラニンデヒドロゲナーゼを用いた
酵素系（下記反応式３）を用いると、 D,L-アラニンをピルビン酸へ効率よく変換すること
ができ、また、これらの酵素は安定であるので、固定化することにより自動合成装置にも
適用可能であり、オンカラム・フロー系で、短時間に効率よく［ 3－ 1 1Ｃ］ピルビン酸を
製造することができることを見い出し、本発明を完成した。
【化２】
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【化３】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０００６】
本発明を実施するに当たり、ポジトロン核種 1 1Ｃ標識されたヨウ化メチルは、サイクロト
ロンにより作成した［ 1 1Ｃ］二酸化炭素を用いて文献記載の一般的方法により合成できる
（ B. Langstromら、 J. Nucl. Med., 28, 1037, 1987)。 N－（ジフェニルメチレン）グリ
シン第４級ブチルエステルは文献記載の方法により合成できる（ W. A. Woodら、 J. Biol.
 Chem., 170, 313, 1947)。ポジトロン核種 1 1Ｃ標識された D,L－アラニンは、アラニンラ
セマーゼと D－アミノ酸オキシダーゼ及びカタラーゼを用いた酵素反応またはアラニンラ
セマーゼとアラニンデヒドロゲナーゼを用いた酵素反応をさせることにより効率よくポジ
トロン核種 1 1Ｃ標識されたピルビン酸を製造することができる。同様にして、 1 3Ｃ、 1 4Ｃ
等で標識された化合物を得ることもできる。
【０００７】
本発明を実施する際に使用する酵素は市販品を利用できる。即ち、アラニンラセマーゼは
、ユニチカより、アラニンデヒドロゲナーゼは生化学工業より、カタラーゼは、ベーリン
ガー・マンハイムから購入できる。また、 D－アミノ酸オキシダーゼ、グルタミン酸－ピ
ルビン酸トランスアミナーゼはシグマ社より購入できる。但し、これらの酵素は、その活
性を持つものであれば、その起源、由来、状態は特に限定されないことは言うまでもない
。
目的標識化合物への酵素の混入を抑えるために、これら酵素は、水に不溶性の担体に固定
化し、固定化酵素として使用することも可能である。固定化の方法としては、共有結合法
、物理的吸着法、イオン結合法、包括法等が代表的なものであり、これらに使用される担
体も、有機化合物、無機化合物、あるいは天然物質、人工物質がある。特に好ましい固定
化酵素法としては、固定化担体にアミノ化多孔質ガラスを用い、酵素と担体との固定化は
、グルタルアルデヒドを用いた共有結合法が挙げられるが、その方法は特に限定されるも
のではない。
【０００８】
この発明により、 D,L－［３－ 1 1Ｃ］アラニンを短時間に効率よく［３－ 1 1Ｃ］ピルビン
酸に変換でき、又、目的標識化合物への酵素の混入を抑えることが可能となったため、［
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３－ 1 1Ｃ］ピルビン酸はポジトロン標識化合物あるいは、安定同位体標識化合物の合成中
間体として腫瘍や脳のイメージング・臨床診断・生体の機能学的研究等に極めて有用なも
のである。本発明においては、ポジトロン核種 1 1Ｃばかりではなく、 1 3Ｃのような安定同
位体元素による標識や 1 4Ｃのような放射性同位元素の標識も可能である。
【０００９】
以下、製造例および実施例を挙げて本発明をより詳細に説明する。

　［ 1 1Ｃ］ヨウ化メチルの製造
ターゲットより回収した、［ 1 1Ｃ］二酸化炭素を反応フラスコに入れた水素化リチウムア
ルミニウムの THF溶液（ 40μ M、 0.5ml）に導いた。 THFを蒸発させた後、ヨウ化水素酸（ 57
％、 0.3ml）を加えて還流し、生成した［ 1 1Ｃ］ヨウ化メチルを留去して反応容器に移し
た。
【００１０】

　 D,L－［ 3－ 1 1Ｃ］アラニンの製造
N－ (ジフェニルメチレン )グリシン第４級ブチルエステル（ 3mg)、 DMF（ 0.3ml)、水酸化カ
リウム水溶液（ 5M、 5μ l）をあらかじめ入れた反応容器に、［ 1 1Ｃ］ヨウ化メチルを窒素
気流中、この反応容器に加えた。反応混合物を 70℃で 3分間加熱した後、蒸留水（ 15ml）
を入れたリザーバー（液溜）にこの混合物を移し、 Sep-Pak C－ 18カラムに通した。この
カラムを水（ 3ml）で洗浄した後、カラムに吸着した放射活性物質をジクロロメタン（ 3ml
）で溶出し、塩酸（ 6M、 0.7ml）を入れた反応器に受けた。この混合物からジクロロメタ
ンと塩酸を蒸発させ、ラセミ体の［３－ 1 1Ｃ］アラニン溶液を水（ 1ml）で溶解し、 Sep-P
ak C－ 18カラムに通して精製した。分析は、以下の条件で行った。
カラム： Finepak SIL C18S（ 4.6mm× 150mm）（日本分光（株）製）
溶離液： 10mMリン酸二水素ナトリウム（ pH2.2)、 5mM 1－オクタンスルホン酸　ナトリウ
ム /アセトニトリル（ 90： 10）
カラム温度：室温
検出： UV検出器（ Abs2 1 0）  ならびに放射能検出器を連結
【００１１】

　［ 3－ 1 1Ｃ］ピルビン酸の製造
製造例２で得た D,L－［ 3－ 1 1Ｃ］アラニン溶液に、最終濃度がそれぞれ、 0.1M、 17μ M、 0
.1mMになるようにトリスエチレンヒドロキシアミン /塩酸（ Tris/HCl）緩衝液（ pH8.5)、
フラビンアデニンジヌクレオチド（ FAD)、ピリドキサールリン酸（ PLP）を加えた。さら
に、アラニンラセマーゼ（ 24単位 )、 D-アミノ酸オキシダーゼ（ 3.6単位 )、カタラーゼ（ 4
300単位）を加え、反応混合物を 4分間、 45℃に保った。塩酸（ 6M、 0.2ml）を加えて反応
を停止させ、 0.22μ m細孔フィルターで濾過した後、製造例２の条件で分析を行った。基
質である D,L－［ 3－ 1 1Ｃ］アラニンが完全に消費され、［ 3－ 1 1Ｃ］ピルビン酸に転換さ
れていた（図１の▲２▼参照 )。転換物が［ 3－ 1 1Ｃ］ピルビン酸であることは、これをピ
ルビン酸標品と混合してＨＰＬＣ分析を行い、ＵＶ検出シグナルと放射線検出シグナルが
示す保持時間が両者で一致することにより確認することができた（図２参照 )。
【００１２】

　［ 3－ 1 1Ｃ］ピルビン酸の製造
製造例２で得た D,L－［ 3－ 1 1Ｃ］アラニン溶液に、最終濃度がそれぞれ、 0.1M、 2.5mM、 0
.1mMになるように Tris/HCl緩衝液（ pH8.5)、ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（ NA
D)、 PLPを加えた。さらに、アラニンラセマーゼ（ 24単位 )、アラニンデヒドロゲナーゼ（
3.6単位）を加え、反応混合物を 4分間、 45℃に保った。塩酸（ 6M、 0.2ml）を加えて反応
を停止させ、 0.22μ m細孔フィルターで濾過した後、製造例２の条件で分析を行った。基
質である D,L－［ 3－ 1 1Ｃ］アラニンが完全に消費され、［ 3－ 1 1Ｃ］ピルビン酸に転換さ
れていた（図１の▲３▼参照 )。転換物が［ 3－ 1 1Ｃ ]ピルビン酸であることの確認は、実
施例１と同様にして行った。
【００１３】

　［ 3－ 1 1Ｃ］ピルビン酸の製造
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製造例２で得た D,L－［ 3－ 1 1Ｃ］アラニン溶液に、最終濃度がそれぞれ、 0.1M、 10mM、 17
μ M、 0.1mMになるように Tris/HCl緩衝液（ pH8.5)、α -ケトグルタル酸、 FAD、 PLPを加え
た。さらに、グルタミン酸－ピルビン酸トランスアミナーゼ（ 24単位 )、 D-アミノ酸オキ
シダーゼ（ 3.6単位 )、カタラーゼ（ 4300単位）を加え、反応混合物を 4分間、 45℃に保っ
た。塩酸（ 6M、 0.2ml）を加えて反応を停止させ、 0.22μ m細孔フィルターで濾過した後、
製造例２の条件で分析を行った。実施例１および２と異なり、基質である D,L－［ 3－ 1 1Ｃ
］アラニンが完全にピルビン酸に転換されず残存していた（図１の▲１▼参照 )。
【００１４】

　固定化アラニンラセマーゼの調製
0.2 gのアミノプロピル－ CPG（ポアーサイズ 1400オングストローム　フナコシ（株）販売
）に 2.5％グルタルアルデヒド水溶液 10mlを添加し、 1時間室温で反応させた後、十分水洗
した。これに 10mg のアラニンラセマーゼを含む 0.1Mリン酸緩衝液（ pH7.5） 10mlを加え、
4℃で一晩撹拌しながら反応させた。このアラニンラセマーゼ固定化担体粒子を上記リン
酸緩衝液で洗浄し、未反応のアラニンラセマーゼを除去し、固定化アラニンラセマーゼを
作成した。
【００１５】

　固定化 D-アミノ酸オキシダーゼの調製
0.2 gのアミノプロピル－ CPG（ポアーサイズ 1400オングストローム　フナコシ（株）販売
）に 2.5％グルタルアルデヒド水溶液 10mlを添加し、 1時間室温で反応させた後、十分水洗
した。これに 10mg の D-アミノ酸オキシダーゼを含む 0.1Mリン酸緩衝液（ pH7.5） 10mlを加
え、 4℃で一晩撹拌しながら反応させた。この D-アミノ酸オキシダーゼ固定化担体粒子を
上記リン酸緩衝液で洗浄し、未反応の D-アミノ酸オキシダーゼを除去し、固定化 D-アミノ
酸オキシダーゼを作成した。
【００１６】

　固定化アラニンデヒドロゲナーゼの調製
0.2 gのアミノプロピル－ CPG（ポアーサイズ 1400オングストローム　フナコシ（株）販売
）に 2.5％グルタルアルデヒド水溶液 10mlを添加し、 1時間室温で反応させた後、十分水洗
した。これに 10mg のアラニンデヒドロゲナーゼを含む 0.1Mリン酸緩衝液（ pH7.5） 10mlを
加え、 4℃で一晩撹拌しながら反応させた。このアラニンデヒドロゲナーゼ固定化担体粒
子を上記リン酸緩衝液で洗浄し、未反応のアラニンデヒドロゲナーゼを除去し、固定化ア
ラニンデヒドロゲナーゼを作成した。
【００１７】

内径 4mm、長さ 6cm（内容積 720μ l）のカラムに製造例３で調製した固定化アラニンラセマ
ーゼと製造例４で調製した固定化 D-アミノ酸オキシダーゼを 1： 1の量比に混合したものを
充填し、ピルビン酸合成用反応カラム Aとした。
【００１８】

内径 4mm、長さ 6cm（内容積 720μ l）のカラムに製造例３で調製した固定化アラニンラセマ
ーゼと製造例５で調製した固定化アラニンデヒドロゲナーゼを 1： 1の量比に混合したもの
を充填し、ピルビン酸合成用反応カラム Bとした。
【００１９】

　固定化酵素カラム Aを用いた［ 3－ 1 1Ｃ］ピルビン酸の製造
45℃に保温した、 0.01mM PLPを含む 0.1M Tris/HCl 緩衝液（ pH8.5）をペリスタポンプで
同温度に保温した固定化酵素カラム A に送液し、カラムを平衡化させた。
次に、製造例２で得た D,L－［ 3－ 1 1Ｃ］アラニン溶液に、最終濃度がそれぞれ、 0.1M、 17
μ M、 0.1mMになるように Tris/HCl 緩衝液（ pH8.5)、 FAD、 PLPを加え、流速 5ml/分でカラ
ムに送液した。さらに、同流速で 0.01mM PLPを含む 0.1M Tris/HCl 緩衝液（ pH8.5）を送
液した。カラム通過後の溶液を分取し、製造例２の条件で分析を行った。基質である D,L
－［ 3－ 1 1Ｃ］アラニンが完全に消費され、［ 3－ 1 1Ｃ］ピルビン酸に転換されていた。
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【００２０】
　固定化酵素カラム Bを用いた［ 3－ 1 1Ｃ］ピルビン酸の製造

45℃に保温した、 0.01mM PLPを含む 0.1M Tris/HCl 緩衝液（ pH8.5）をペリスタポンプで
同温度に保温した固定化酵素カラム B に送液し、カラムを平衡化させた。
次に、製造例２で得た D,L－［ 3－ 1 1Ｃ］アラニン溶液に、最終濃度がそれぞれ、 0.1M、 2.
5mM、 0.1mMになるように Tris/HCl 緩衝液（ pH8.5)、 NAD、 PLPを加え、流速 5ml/分でカラ
ムに送液した。さらに、同流速で 0.01mM PLPを含む 0.1M Tris/HCl 緩衝液（ pH8.5）を送
液した。カラム通過後の溶液を分取し、製造例２の条件で分析を行った。基質である D,L
－［ 3－ 1 1Ｃ］アラニンが完全に消費され、［ 3－ 1 1Ｃ］ピルビン酸に転換されていた。
【００２１】
実施例３および４に於いて、固定化酵素カラムＡ、Ｂを用いて合成された放射活性物質を
、ピルビン酸標品と混合し、 HPLC分析を行った結果、ＵＶ検出シグナルと放射線検出シグ
ナルが示す保持時間が両者で一致した。このことから該放射活性物質が［ 3－ 1 1Ｃ］ピル
ビン酸であることを確認した。
【図面の簡単な説明】
【図１】　［ 3－ 1 1Ｃ］ピルビン酸合成反応終了後のフィルター濾過液を HPLCで分析した
クロマトグラムを示す図であり、▲１▼は比較例１、▲２▼は実施例１、▲３▼は実施例
２の結果を示す。
【図２】　実施例１で合成された放射活性物質とピルビン酸標品との混合物の HPLC分析の
結果を示すグラフである。
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