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緒言 

 

個別化医療（precision medicine/personalized medicine）は患者の遺伝的背景や個々のが

ん種に特徴的な生物学的・病理学的特性などに基づいて行う医療である。2019 年 6 月

に保険収載されたがん遺伝子パネル検査に基づき行う治療はその代表格であり、病気の

発生に関わる複数の遺伝子を解析し、正確な診断や抗がん剤の選定などの治療方針の決

定に有用な情報を提供する検査として臨床現場で用いられるようになった。核医学にお

いては、分子イメージング技術を用いた Positron Emission Tomography（PET）や Single 

Photon Emission Computed Tomography（SPECT）といった画像診断によって、治療適格・

不適格性の判定、治療効果予測、モニタリングの客観的指標を提供可能であり、個別化

医療に貢献できる。また、標的アイソトープ治療は画像診断に使用した核種を β 線や α

線を放出する治療用核種に置き換えることで、近年医学分野で広がっている

“theranostics”（治療（therapy）と診断（diagnosis）を組み合わせた造語）の概念に沿った

治療を提供可能である。本研究では、個別化医療の観点から、細胞死イメージング剤と

標的アイソトープ治療用薬剤を例に挙げ、がんの診断・治療を目的とした放射性核種標

識化合物の開発を行うことを目的とした。 

 

がん治療を成功のためには、治療法、用量、タイミングの選択が重要であり、その評

価のために効果判定が行われる。固形がんの治療効果判定には主に「固形がんの治療効

果判定のための新ガイドライン（New Response Evaluation Criteria in Solid Tumours: 

Revised RECIST Guideline Version 1.1)(1)」に沿って、CT の形態画像から腫瘍の縮小度を

判断することで行われている。しかし、CT で腫瘍の縮小を判断するには月単位の間隔

が必要である。一方で、化学療法や分子標的療法などの薬物療法や放射線療法が行われ

た場合、治療早期から細胞死が誘導される(2)。そのため、抗腫瘍療法の開始後早期に細

胞死の増加を検出できれば、最終的な治療成功の予測因子として役立つ可能性がある。
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また、治療に無反応の患者の場合、治療方針を早期に変更でき、不要な治療による毒性

の回避につながる可能性がある。 

 

PET や SPECT は、放射性同位元素（RI）で標識した化合物を投与し、その化合物の

特性に従って臓器や組織などに分布・集積後、撮像することで、生体内の機能を画像と

して得る分子イメージング技術である。画像から細胞死を定量できれば、非侵襲的に治

療応答の早期判定に役立つ情報を提供でき、「個別化医療」につながると期待されてい

る(3-5)。第 1 章では、抗がん剤による治療後の腫瘍を対象とした細胞死 SPECT イメー

ジングのための放射性核種標識化合物（放射性プローブ）を開発することを目的とした。 

 

細胞死の特徴の一つとして、細胞膜の非対称性の崩壊が起こり、通常は内膜に存在

する細胞膜構成脂質のホスファチジルセリン（PS）が外在化する。そのため、PS は細

胞死検出の標的分子となり、PS に親和性のある化合物は細胞死検出に使用されている

(6, 7)。Zinc-dipicolylamine（Zn-DPA）は PS に親和性を示す低分子化合物であり(8-

10)、本研究では細胞死検出のために Zn-DPA を使用した新規放射性プローブを設計・

作成した。既報に従って母体化合物 DPA-NH2を合成後、[125I]SIB と結合させること

で、[125I]IB-DPA を放射化学的収率 42%、放射化学的純度 95%以上で得た。一方で、

DPA-NH2にトリチル（Tr）基で保護した配位子 Mercaptoacetylglycylglycylglycine

（MAG3）を結合させることで、Tr-MAG3-DPA を合成した。Tr-MAG3-DPA の Tr 基を

脱保護後、99mTcO4
-を加え、Sn2+で還元することによって 99mTc を配位させ、HPLC で精

製することで、[99mTc]Tc-MAG3-DPA を放射化学的収率 71%、放射化学的純度 95%以上

で得た。[125I]IB-DPA および[99mTc]Tc-MAG3-DPA は硝酸亜鉛水溶液と混合することで

それぞれ Zn2+を配位させ、[125I]IB-ZnDPA および[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA を得た。 
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図：作製する新規放射性プローブの構造式 

 

通常の培地、または、細胞死を誘導するため抗がん剤 5-FU を含む培地で前処理した

がん細胞に、[125I]IB-ZnDPA および[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA を曝露させ、5-FU 処理の有

無による放射性プローブの細胞結合量を比較した。[125I]IB-ZnDPA は 5-FU 処理の有無

に寄らず非特異的に細胞に取り込まれた一方で、[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA は 5-FU 処理

により有意に取り込みが増加した。ついで、担がんモデルマウスを放射性プローブの投

与前日に 5-FU 投与した 5-FU 投与群と生理食塩水を投与した未治療群に分け、[99mTc]Tc-

MAG3-ZnDPA 投与 2 時間後の体内分布を 2 群間で比較したところ、5-FU 投与群の腫瘍

の放射能集積が有意に増加した。さらに TUNEL（Terminal deoxynucleotidyl transferase-

dUTP nick end labeling）染色により腫瘍組織切片の死細胞を計数したところ、腫瘍への

放射能集積量と TUNEL 陽性細胞の数は有意に相関していた。これらの結果から、

[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA は細胞死検出が可能であることが示された。 

 

前述の PET や SPECT は“撮像技術”であったが、同様に RI が医療利用されるものと

して、標的アイソトープ治療がある。これは体内に RI そのものや RI で標識された薬剤

を投与して行う”放射線治療”である。薬剤がその特性に従って分布し、体内から放射線

を照射するため、全身に作用し、転移がんの治療に有効である。従来は β 線放出核種が

利用されてきたが、近年 α 線放出核種を用いた標的アイソトープ治療、すなわち「標的
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α 線治療（Targeted Alpha Therapy［TAT］）」に注目が集まっている。この理由として、α

線は β 線よりも約 400-500 倍も線エネルギー付与が高く、DNA をより強力に切断する

ため高い治療効果が期待できること、また、α 線の飛程が 100 µm 以下と細胞数個分程

度しかないため周辺の正常組織への照射を最小限にし、副作用の軽減が期待できること

が挙げられる。TAT の利用が期待されている核種が数種類あるが、そのうちアスタチン

-211（以下、211At）は、標識操作や薬剤が標的組織に到達する時間を確保できる程よい

半減期（7.2 時間）を有することや安価な 209Bi を原料としてサイクロトロン等の加速器

で製造可能であることから魅力である。既に国内でも 211At 標識化合物の医療応用に向

けた取り組みが進められている(11-14)。 

 

アスタチン自体はヨウ素と類似した化学的性質を有し、甲状腺や胃などに集積する性

質を持つため(15, 16)、TAT には標的組織に 211At を輸送するドラッグデリバリーの手法

が不可欠である。そこで、前立腺癌や乳癌を含むさまざまな腫瘍で過剰発現することが

報告されているガストリン放出ペプチド受容体（以下、GRPR）に着目した(17-19)。GRPR

は前立腺癌細胞の膜には高密度に分布する一方で、通常の前立腺や前立腺肥大症の組織

においてはほとんど発現していない(18)。また、前立腺癌患者のリンパ節や骨標本でも

発現が確認されている(20)。このため、GRPR は前立腺癌の標的分子となる。Bombesin

（以下、BBN）はヨーロッパスズガエル（Bombina bombina）の皮膚から単離された 14

残基のペプチドで、GRPR に高い親和性を有することが報告されており、BBN は前立腺

癌細胞に放射性核種を運搬するキャリア分子として適切である。前立腺癌を対象として、

BBN 誘導体を使用した放射性核種標識化合物の報告は多数あるが(19, 21, 22)、211At を

はじめ α 線放出核種標識 BBN 誘導体の報告はない。第 2 章では、前立腺癌の TAT を目

指して、211At を BBN に結合させた 211At 標識 BBN 誘導体の作製および評価を目的とし

た。 
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アスタチンには安定同位体がないため、211At 標識を行う BBN 誘導体の構造決定のた

め、アスタチンの代わりに同族元素のヨウ素を使用した BBN 誘導体（IB-BBN）を用い

た。N 末端のリンカー配列が異なる 6 種類の IB-BBN を合成し、GRPR 結合親和性を測

定したところ、IB-3 が天然 BBN と同程度の親和性を示した。IB-3 のヨウ素を 211At で

置換した構造を有する[211At]AB-3 を合成するため、末端にアミノ基を有する BBN 誘導

体に、別途調製した[211At]SAB を反応させ、HPLC で精製することにより、[211At]AB-3

を放射化学的収率 28.2%、放射化学的純度 90%以上で得た。 

 

図：IB-BBN および[211At]AB-BBN の合成スキーム 

 

 

 

 

 

 

 

図：評価した[211At]AB-3 の構造式 
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[211At]AB-3 をヒト前立腺癌細胞 PC-3 に曝露させたところ、[211At]AB-3 は細胞に取り

込まれ、その取り込みは過剰の天然 BBN の同時曝露で抑制された。マウス血漿中での

安定性試験により[211At]AB-3 は経時的に分解することが明らかとなったが、投与早期は

未分解体で存在し、担がんマウスの腫瘍に集積した。腫瘍および GRPR 高発現組織であ

る膵臓の集積は天然BBNの同時投与によって阻害されたことから、[211At]AB-3はGRPR

特異的に集積することが示唆された。一方で、他の臓器にも放射能が分布しており、こ

れは[211At]AB-3 から遊離した 211At によるものと考えられた。 

 

以上、本研究は、抗がん剤治療後の腫瘍の細胞死イメージングを目的とした新規放射

性プローブ、および前立腺癌の標的アイソトープ治療を目的とした α 線放出核種 211At

標識化合物の基礎的な検討結果を収めたものであり、今後の研究に有益な情報を提供す

るものと考えられる。 

 

これらの結果について以下に詳述する。 
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第１章 

抗がん剤の治療効果判定を目的とした新規細胞死イメージング剤の検討  

 

がん治療を成功のためには、治療法、用量、タイミングの選択が重要であり、その評

価のために効果判定が行われる。固形がんの治療効果判定は「固形がんの治療効果判定

のための新ガイドライン（New Response Evaluation Criteria in Solid Tumours: Revised 

RECIST Guideline Version 1.1）」に従って、主に CT の形態画像から腫瘍の縮小度を判断

することで行われているが、これには月単位の間隔が必要である。一方、細胞死を検出

することにより、”形態変化が起こる前の治療早期から”抗がん剤の効果を予測できると

期待されている(3-5)。治療早期で形態変化が起きる前でも治療が有効であれば、薬物療

法や放射線療法によって、アポトーシス、または壊死、分裂死、およびオートファジー

といった非アポトーシス性の細胞死が細胞に誘導されているためである(2)。したがっ

て、PET や SPECT などの分子イメージング技術を用いて、細胞死の量を定量できれば、

最終的な治療の効果予測に役立つ可能性があるだけでなく、治療に無反応の患者の場合

には治療方針を早期に変更でき、不要な治療による毒性の回避につながる可能性がある。

細胞死を検出する分子イメージング技術として、本研究では RI の入手が容易で、半減

期も長く取り扱いのしやすい SPECT を選択した。 

細胞死イメージングを SPECT で行うためには、細胞死によって変化する分子を標的

とし、特異的に結合あるいは相互作用する放射性核種標識薬剤（放射性プローブ）の開

発が必要となる。細胞死の検出に利用される様々な標的分子が存在するが(23)、本研究

では、イメージング剤が細胞内に移行する必要がない細胞表面における変化を標的とし

た。細胞膜は非対称に分布したリン脂質の二重層であり、通常は両親媒性リン脂質が外

膜に、アニオン性リン脂質が内膜に分布している(24)。ホスファチジルセリン（PS）も

アニオン性リン脂質の一つであり、大部分が細胞膜の内側に分布している(25)。このよ

うな細胞膜の非対称性は floppases、および flippases と呼ばれるトランスポーターによ
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って維持されているが(24)、細胞死によって非活性化されると、細胞膜の非対称性は破

綻し、PS（細胞 1 個あたり 100 万個）が細胞外表面に露出する(6)。したがって、PS は

アポトーシス検出の魅力的な標的となる(7)。長年、PS の細胞外露出はアポトーシスの

特徴であると推測されていたが(26)、壊死、分裂期細胞死、オートファジーなど他の非

アポトーシス性の細胞死も PS の外面化と関連している(27, 28) 。したがって、PS 細胞

外面化の検出は、細胞死の特定の様式に限らず細胞死を検出可能である。 

内因性タンパク質 Annexin A5（分子量 36 kDa）は、カルシウムの存在下、PS に対し

て高い親和性（Kd = 0.5-7 nM）を示し(29)、in vitro および in vivo の両方で細胞死検出に

利用されている(30, 31)。臨床研究が進められたSPECT薬剤として、hydrazinonicotinamide

（HYNIC）を配位子とし、99mTc で標識した 99mTc-HYNIC-Annexin A5 がある(32, 33)。

99mTc-HYNIC-Annexin A5 の臨床試験では、化学療法後に病巣へ放射能集積が見られた例

において、2 ヵ月後の X 線 CT 検査にて腫瘍の著明な縮小、又は消失が確認されたと報

告され(34)、細胞死の検出によって治療効果判定が行える可能性が示唆された。しかし、

放射性代謝物由来と思われる非標的組織、特に腎臓への放射能集積が高く、長時間滞留

するため腹部の正確な細胞死イメージングを妨げる可能性がある(27, 35)。 

そこで著者らは、放射性代謝物が代謝臓器から迅速にクリアランスされうる配位子

N,N’-trimethylenedibenzohydroxamamide [C3(BHam)2]を用いた細胞死イメージング剤、

99mTc-C3(BHam)2-Annexin A5 を作製し、その評価を行った(35)。99mTc-HYNIC- Annexin A5

と比較して 99mTc-C3(BHam)2-Annexin A5 の腎臓への放射能集積はいずれの時間において

も大きく低減された。また、99mTc-HYNIC-Annexin A5 は肝臓と腎臓において滞留したが、

99mTc- C3(BHam)2-Annexin A5 は、時間と共に放射能集積が低減した(35)。 

このように Annexin A5 は細胞死のプローブとして利用可能であるが、下記に記載す

る弱点もある(28)。 

(1) Annexin A5 と PS の結合がカルシウム依存性であること；細胞内 Ca2+濃度の変動

（または組織差）によってプローブの結合に影響を与える可能性があり、複数回
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のスキャンにおける再現性が損なわれる可能性がある。 

(2) 薬物動態が最適とは言えないこと；タンパク質など高分子は腫瘍組織への浸透が

悪く、非標的領域および血液からのクリアランスが遅いため、標的病変における

Annexin A5 の取り込みの大きさ、及びシグナルノイズ比が通常低くなる。 

(3) 放射性標識手順が煩雑で複雑になること；タンパク質であるため酸、塩基、高温、

有機溶媒に弱く、生理活性を維持したまま放射性標識できる条件が限定される。 

そこで、Annexin A5 の代用として Zinc-dipicolylamine（Zn-DPA）に着目した。蛍光標

識 Zn-DPA を用いた PS との解離定数は 133 ± 35 nM であり(36)、Zn-DPA は PS に中程度

の親和性を示すと報告されている(8-10)。Annexin A5 は 2 つの Ca2+を介して PS に結合

するが、Zn-DPA はその構造中の 2 つの Zn2+を介し Ca2+非依存的に PS に結合する(25)。

また、低分子であるため非標的組織からの速やかなクリアランス、標的組織への高い浸

透が期待でき、ある程度過酷な標識条件の利用が可能になるなど、タンパク質のプロー

ブと比べて利点がある(4, 37)。本研究では、この Zn-DPA を臨床で広く用いられている

SPECT 核種である 99mTc、123I で標識した化合物、[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA および[123I]IB-

ZnDPA を設計し、評価を行った。なお、123I（半減期：13.3 時間）の代替核種として半

減期が長く基礎研究に適している 125I（半減期：59.4 日）で代用し、検討を行った。 

 

1.1 実験方法 

1.1.1 試薬・機器 

シリカゲルはシリカゲル 60（Merck、Darmstadt、ドイツ）を用いた。[125I]NaI（644 GBq 

/ mg）は PerkinElmer（Waltham、MA）から購入した。99mTcO4
–は株式会社日本メジフィ

ジックスより入手した 99Mo/99mTc ジェネレーターより生理食塩水で溶出して用いた。そ

の他の試薬はすべて特級試薬を使用した。 

1H-NMR は溶媒に重クロロホルムもしくは重水を用い、tetrametylsilane を内標準物質

として JEOL JNM-ECS400（JEOL、東京、日本）を使用し測定した。Direct Analysis in Real 
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Time-MS（DART-MS）、エレクトロンスプレーイオン化質量分析（ESI-MS）、には JEOL 

JMS-T100TD（JEOL）を用いた。逆相（RP）-HPLC は、送液ユニットには LC-10AD、

吸光度検出器には SPD-10A、カラムオーブンには CTO-10A（いずれも島津製作所、京

都、日本）を用いた。カラムには Cosmosil 5C18-MS-II（4.6×150 mm、ナカライテスク、

京都、日本）、Cosmosil 5C18-AR-II（4.6×150 mm、ナカライテスク）を用いた。オートウ

ェルガンマカウンターは ARC-380（日立アロカメディカル株式会社（現、株式会社日立

製作所）、東京、日本）を用いた。 

Colon-26（マウス直腸癌由来細胞株、BALB/c 系統）は東北大学医用細胞資源センタ

ーから、U-87 ヒトグリオーマ細胞は American Type Culture Collection（Manassas、VA）

から入手し、前者は 10%ウシ胎児血清（FBS）、ペニシリン（100 units / mL）およびスト

レプトマイシン（100 µg / mL）を含む RPMI 1640 培地（ナカライテスク）を用い、後者

は 10%ウシ胎児血清（FBS）、1 mM ピルビン酸ナトリウム、ペニシリン（100 units / mL）

およびストレプトマイシン（100 µg / mL）を含む Eagle's Minimum Essential Medium 培地

（Sigma-Aldrich、St. Louis、MO）を用い、5%CO2を含む加湿空気中、37°C で培養した。 

 

1.1.2 標識前駆体（DPA-NH2、Tr-MAG3-DPA）の合成 

[123I]IB-DPA の標識前駆体となる 1,1'-(5-{2-[2-(2-aminoethoxy)ethoxy]ethoxy}-1,3-

phenylene)bis[N,N-bis(pyridin-2-ylmethyl)methanamine]（DPA-NH2）は、以前に報告された

方法により合成した(37)。次に、[99mTc]Tc-MAG3-DPA の標識前駆体となる N-[17-(3,5-

bis{[bis(pyridin-2-ylmethyl)amino]methyl}phenoxy)-2,5,8-trioxo-12,15-dioxa-3,6,9-

triazaheptadecyl]-2-(tritylthio)acetamide（Tr-MAG3-DPA）は Figure 1-1 に示すスキームに

従い合成した。まず、N-[(tritylmercapto)acetyl]glycylglycylglycine（Tr-MAG3）を以前に報

告された方法により生成した(38)。次に、Tr-MAG3（4.2 mg、8.30 µmol）、DPA-NH2（5.0 

mg、7.72 µmol）、および N, N’-dicyclohexylcarbodimide（DCC、1.9 mg、9.26 µmol）を 400 

μL のクロロホルムに溶解し、混合物を 22.5 時間振とうした。窒素ガスで溶媒を除去し
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た後、残留物をアセトニトリルに懸濁させた。次に、その濾過液を Cosmosil 5C18-MS-II

（10×250 mm）を用いた RP-HPLC で分析し、目的物を含む画分を質量分析で同定し、

0.05%triethylamine（TEA）を含む水：アセトニトリル 60：40 から 20 分間で 40：60 へ

変換するグラジエント法にて 4 mL / min の流速の条件で Tr-MAG3-DPA の精製を行っ

た。凍結乾燥により溶媒を除去し、黄色のオイル状物質として Tr-MAG3-DPA を得た（6.6 

mg、75%）。 

1H NMR (CDCl3): δ 3.12 (2H, s), 3.27 (2H, m), 3.53-3.55 (4H, m), 3.61 (6H, m), 3.65 (2H, m), 

3.74 (2H, s), 3.79 (4H, t), 3.90 (2H, s), 4.21 (8H, s), 6.57 (2H, s) 6.75 (1H, s), 7.28-7.39 (15H, 

m), 7.71-7.76 (4H, t), 7.92-7.93 (4H, d), 8.25-8.27 (4H, t), 8.81-8.82 (4H, d) 

MS (ESI, m/z, [M+H]+) Calcd for C65H71N10O7S: 1135.5, Found: 1135.5 

 

Figure 1-1: Syntheses of [125I]IB-ZnDPA and [99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA 
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1.1.3 非放射性 IB-DPA の合成 

非放射性 IB-DPA は、Figure 1-2 に示すスキームに従い合成した。非放射性 N-

succinimidyl 3-iodobenzoate（SIB、4.6 mg、13.3 μmol）と DPA-NH2（5.0 mg、6.67µmol）

を 400 µL のジクロロメタンに溶解し、混合物を 30 分間振とうした。混合物を Cosmosil 

5C18-MS-II（4.6×150 mm）を接続した RP-HPLC で分析し、MS で目的物のピークを同定

した。その後、Cosmosil 5C18-MS-II（10×250 mm）を接続した RP-HPLC を用い、13 分間

で 0.05%TEA を含む水：アセトニトリル 50：50 から 37：63 へ変換するグラジエント法

にて 4 mL / minの流速の条件で IB-DPAの精製を行った。凍結乾燥により溶媒を除去し、

黄色のオイル状物質として IB-DPA を得た（0.84 mg、14.3%）。 

1H NMR (CDCl3): δ 3.63 (2H, m), 3.66 (4H, m), 3.70-3.72 (6H, m), 3.79 (2H, m), δ 3.93 (2H, 

m), 4.19 (8H, s), 6.57 (2H, s) 6.82 (1H, s), 7.00-7.07 (1H, m), 7.56-7.68 (6H, m), 7.91-7.93 

(4H, d), 8.02 (1H, s), 8.01-8.22 (4H, t), 8.81-8.82 (4H, d) 

MS (ESI, m/z, [M+H]+) Calcd for C45H48IN7O4: 878.3, Found: 878.3 

 

Figure 1-2: Synthesis of nonradioactive IB-DPA. (a) SIB, dry CH2Cl2, rt 

 

1.1.4 非放射性 Re-MAG3-DPA の合成 

非放射性 Re-MAG3-DPA は、Figure 1-3 に示すスキームに従い合成した。Re-MAG3

は、以前に報告された方法により生成した(38)。次に、2,3,5,6-tetrafluorophenol（1.8 mg、

11.0 µmol）、1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride（EDC、2.1 mg、

11.0 µmol）と 15.9 µL の TEA を 100 µL のアセトニトリルに溶解し、その溶解液を Re-
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MAG3（4.6 mg、9.97 µmol）を溶解させた 0.1 M 酢酸緩衝液（pH 6.0）1 mL に滴下した。

反応混合物を 10%塩酸で pH 6 に調整し、室温で 30 分間振とうした。反応混合物を水で

希釈し 8mL とし、2 連につなげた Sep-Pak C18カートリッジ（Waters、Milford、MA）に

注入した。注射用水 20 mL、20%エタノール / 0.01 M リン酸緩衝液（pH 7.0）30 mL、水

10 mL、ジエチルエーテル 0.5 mL により洗浄後、2.5mL のアセトニトリルで溶出するこ

とにより活性エステルを精製した。DPA-NH2（2.1 mg、3.24 µmol）を活性エステル溶液

に加え、TEA で pH を 9 に調整した後、室温で 1 時間撹拌した。Cosmosil 5C18-MS-II

（10×250 mm）を用いた RP-HPLC で分析し、目的物を含む画分を質量分析で同定した。

0.05%TEA を含む水：アセトニトリル 70：30 から 10 分間で 64：36 へ変換するグラジ

エント法にて 4 mL / min の流速の条件で精製を行った。凍結乾燥により溶媒を除去し、

黄色のオイル状物質として Re-MAG3-DPA を得た（2.3 mg、21.1%）。 

MS（ESI, m/z, [M+H]+）Calcd for C46H52N10O8ReS: 1092.3, Found: 1093.5 

 

Figure 1-3: Syntheses of Re-MAG3-DPA. (a) 2,3,5,6-Tetrafluorophenol, EDC, TEA, CH3CN, rt 

(b) DPA-NH2, rt 

 

1.1.5 [125I]IB-ZnDPA の調製 

N-Succinimidyl 3-[125I]iodobenzoate（[125I]SIB）は、過去に報告された方法を使用し調製

した(39)。得られた[125I]SIB を 20 µL の水に溶解し、50 µg の DPA-NH2を含む 50 µL の

アセトニトリルに添加した後、50 µL の 1%TEA / アセトニトリル溶液を使用して pH を
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7〜8 に調整した。混合溶液を室温で 30 分間放置した後、Cosmosil 5C18-AR-II（4.6×150 

mm）を用いた RP-HPLC で精製した。20 分間で 0.1% trifluoroacetic acid（TFA）含む水：

メタノール 40：60 から 60：40 へ変換するグラジエント法にて 1 mL / min の流速の条件

で行った。非放射性 IB-DPA と保持時間が一致する画分を収集し、その画分に含まれる

メタノールを窒素ガスにより除去した。等容量の 0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.4）を[125I]IB-

DPA 溶液に加えて中和後、さらに終濃度が 0.75 mM になるよう硝酸亜鉛水溶液を加え

て室温で 10 分間混合することで、追加の精製なしに[125I]IB-ZnDPA を調製した。 

 

1.1.6 [99mTc]Tc-MAG3-DPA の調製  

[99mTc]Tc-MAG3-DPA は、過去に報告された標識法にわずかな変更を加えて調製した

(40)。45 µL の TFA と 5 µL のトリエチルシランを 50 µg の Tr-MAG3-DPA に加えること

でトリチル基を脱保護した。溶媒を窒素ガスで除去し、80 µL の 0.1 M ホウ酸緩衝液（pH 

9.5）を加えて pH を 8〜9 に調整した後、0.1 M クエン酸緩衝液（pH 5.0）で 1 mg / mL

の濃度に調整した 3 µL の塩化スズ二水和物溶液、及びジェネレーターから生理食塩水

で溶出した 200 µL の[99mTc]TcO4
–（37 MBq）を加えた。反応混合物を 60°C で 10 分間加

熱し、Cosmosil 5C18-AR-II（4.6×150 mm）を接続した RP-HPLC で精製した。RP-HPLC

は 20 分間で 0.1%TFA を含む水：エタノール 90 : 10 から 70 : 30 へ変換するグラジエン

ト法にて 1 mL / min の流速の条件で行った。非放射性 Re-MAG3-DPA と保持時間が一致

する[99mTc]Tc-MAG3-DPA を含む画分（保持時間：約 11.8 分）を収集し、等量の 0.1 M

リン酸緩衝液（pH 7.4）を添加することで pH を 7〜8 に調整し、さらに終濃度が 0.75 

mM になるよう硝酸亜鉛水溶液を加えて室温で 10 分間混合した。得られた[99mTc]Tc-

MAG3-ZnDPA は追加の精製をせずに使用した。 
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1.1.7 分配係数測定 

[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA および[125I]IB-ZnDPA の分配係数の測定は、過去に報告された

方法にわずかな変更を加えて行った(41)。すなわち、放射性プローブを 0.1 M リン酸緩

衝液（pH 7.4）で適度な放射能濃度に希釈し、3 mL をチューブに分注し、3 mL の 1-オ

クタノールを加え、5 分間のボルテックスを行った。1,000 g で 5 分間遠心分離を行った

後、有機相から 2.5 mL をとり、新たに 2.5 mL の緩衝液を加えた。同様にボルテックス

と遠心分離を行った後、有機相から 2 mL とり、新たに緩衝液を 2 mL 加え、再度ボル

テックスと遠心分離を行った。有機相と水相を 1 mL ずつとり、それぞれの放射能を測

定した。分配係数 log P は以下の式より算出した（n = 3）。 

log P = log （有機相の放射能）/（水相の放射能） 

 

1.1.8 In vitro における安定性実験 

[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA および[125I]IB-ZnDPA の緩衝液中での安定性を評価するため、

0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.4）で希釈し、溶液を 37°C でインキュベートした。その 1 時

間後、及び 6 時間後に RP-HPLC で分析した（n = 3）。分析は 1.1.5 および 1.1.6 で示し

た[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA および[125I]IB-ZnDPA の精製と同条件で行った。さらに、マウ

ス血漿と放射性プローブ溶液を 10：1 の比率で混合し、37°C でインキュベートした。6

時間後、等量の氷冷アセトニトリルを加え混合後、10,000g で 5 分間遠心分離し、上澄

みを 0.45 μm フィルターでろ過することで徐タンパク操作を行った。ろ液を RP-HPLC

で分析し放射化学的純度を測定した（n = 3）。 

 

1.1.9 細胞結合実験 

細胞結合実験は、マウス大腸がん細胞 Colon-26 およびヒトグリオーマ細胞 U-87 MG

を使用して行った(42)。細胞を 6 ウェルプレートに蒔き（Colon-26：1.2 ×105 cells / well、

U-87 MG：1.5 ×105 cells / well）、5-フルオロウラシル（5-FU）処理の前に 5% CO2、37°C
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条件下で 24 時間培養した。通常の培地または 10 µM の 5-FU を含む培地で Colon-26 は

24 時間、U-87 MG は 48 時間培養した。細胞を PBS で 2 回洗浄し、FBS を含まない培

地で希釈した[99mTc]Tc-MAG3-DPA、[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA、[125I]IB-DPA、[125I]IB-ZnDPA

を 3.7 kBq / well になるように加えた。5% CO2、37°C 下で 2 時間処理後、ウェルプレー

トごとを氷上に移した。培地を回収し、細胞を氷冷 PBS で 2 回洗浄した。回収した培

地と洗浄に用いた PBS はウェル毎にまとめてチューブに入れ、その放射能をガンマカ

ウンターで測定した。洗浄後の細胞は 500 μL の 1 M 水酸化ナトリウム水溶液を用いて

溶解させ、細胞溶解液を回収した。この操作を二度繰り返し得た細胞溶解液の放射能を

ガンマカウンターで測定した。さらに、放射能測定終了後細胞に含まれるタンパク質量

はプロテインアッセイビシンコニン酸キット（ナカライテスク）を用いて測定した。細

胞に結合した放射性プローブの量は以下の式より算出し、対照群と 5-FU 処置群の細胞

への放射能集積の有意差検定は、対応のない Student’s t test により行い、p = 0.05 未満を

有意差ありとした。 

 細胞に結合した放射性プローブ (%Dose / protein mg） 

= （Cell） / [Cell +（Medium + PBS）] / (Protein） 

 Cell: 細胞溶解液の放射能（cpm） 

 Medium + PBS : 培地と洗浄 PBS の放射能（cpm） 

 Protein: タンパク量（mg） 

 

1.1.10 担がんマウスにおける体内放射能分布実験 

動物の飼育および実験手順は金沢大学動物実験規程に従い、動物実験委員会に承認後、

実施した。マウスは自動照明システムによる 12 時間ごとの明暗の管理で、23°C で餌と

水に自由に摂取できる状態で飼育された。 

Colon-26 細胞を 1%メチルセルロースが添加された HEPES-BSS（KCl：0.22 g / L、

NaCl：7.7 g / L、Na2HPO4：0.14 g / L、D-glucose：1.8 g / L、HEPES：7.15 g / L）に懸濁
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し、1.0×106 cell / 100 µL に調整した。6 週齢の BALB/c 雌ノーマルマウス（日本 SLC、

浜松、日本）の背中に調製した細胞溶液を皮下注射し担がんマウスを作製した。腫瘍接

種後 6 日目に未治療群、及び 5-FU 投与群の 2 群（各 n = 4）にランダムに分け、未治療

群には生理食塩水 200 µL を、5-FU 投与群には 5-FU / 生理食塩水（12.5 mg / mL）を 5-

FU として 150 mg / kg 体重の投与量で腹腔内に投与した。投与 24 時間後に、[99mTc]Tc-

MAG3-ZnDPA（90 kBq / 100 μL）を尾静脈投与した。放射性プローブ投与 2 時間後に屠

殺し、臓器を摘出し、それぞれの重量と放射能を測定した。体内放射能分布や腫瘍取り

込みは、組織の重さ当たりの投与した放射能に対する割合（%dose/g）で表した。未治

療群と 5-FU 投与群の臓器への放射能集積の有意差検定は、対応のない Student’s t test に

より行い p = 0.05 未満を有意差ありとした。 

 

1.1.11 TUNEL 染色 

放射能測定後の腫瘍組織を OTC コンパウンド（Sakura Finetek USA,Inc.、Torrance、

CA）で包埋し、ドライアイス / ヘキサン中で凍結させ、クリオスタット HM525（Thermo 

Fisher Scientific Inc、MA、Waltham）を用いて-25ºC 下、10 µm にスライスし、腫瘍組織

切片を作製した。ホルマリンで固定し、In situ Apoptosis Detection Kit（タカラバイオ、

大津、日本）を用い、取扱説明書に従って TUNEL 染色を行った。PBS で 3 回洗浄後、

エタノールで脱水し、キシレンで透徹を行った後、オイキット液で封入し、蛍光顕微鏡

BZ-9000（KEYENCE、大阪、日本）により観察した。1 腫瘍切片当たりランダムに倍率

200 倍でランダムに 10 視野を取り、1 視野に観察できる TUNEL 染色陽性細胞数を計測

し、平均値を求めた。腫瘍の放射能集積と TUNEL 染色陽性細胞数の平均値の相関係数

を単純回帰分析によって求め、p = 0.05 未満を有意差ありとした。 
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1.2 結果 

1.2.1 標識実験 

DPA-NH2と別途作成した[125I]SIB を反応させ、RP-HPLC で精製を行うことで、[125I]IB-

DPA を放射化学的収率 42%、放射化学的純度 95%以上で得た。非放射性の IB-DPA と

[125I]IB-DPA をそれぞれ RP-HPLC で分析したところ、両者はほぼ同じ保持時間に溶出さ

れた（Figure 1-4（b））。 

[99mTc]Tc-MAG3-DPA の前駆体である Tr-MAG3-DPA は、DPA-NH2と Tr-MAG3 のコン

ジュゲーションにより得た。Tr-MAG3-DPA のトリチル基を脱保護後、塩化スズ存在下、

[99mTc]Tc(VII)O4
-から[99mTc]Tc(V)O3+に還元し、MAG3 と配位させた。その後、RP-HPLC

で精製することにより、[99mTc]Tc-MAG3-DPA を放射化学的収 71%、放射化学的純度 95%

以上で得た。また、テクネチウムには安定同位体が存在しないため、テクネチウムと同

族の元素である非放射性レニウムを用いた錯体、Re-MAG3-DPA を合成した。[99mTc]Tc-

MAG3-DPA には DPA 構造が含まれているため、99m Tc が MAG3 ではなく、DPA と配位

する可能性がある。99mTc が MAG3 のみで配位されていることを確認するために、Re-

MAG3-DPA は、事前に形成した非放射性 Re-MAG3 と DPA-NH2 のカップリングによっ

て調製した。[99mTc]Tc-MAG3-DPA は Re-MAG3-DPA と類似の保持時間を示しており、

これらの構造的類似性が確認された（Figure 1-4（a））。 

[125I]IB-ZnDPA と[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA は、[125I]IB-DPA と[99mTc]Tc-MAG3-DPA をそ

れぞれ硝酸亜鉛水溶液と混合することで追加の精製なしに調製した。 
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Figure 1-4. RP-HPLC chromatograms of (a) nonradioactive Re-MAG3-DPA and radioactive 

[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA. Conditions: A flow rate of 1 mL/min with a gradient mobile phase of 

10% ethanol in water containing 0.1% TFA to 30% ethanol in water containing 0.1% TFA for 20 

min. RP-HPLC chromatograms of (b) nonradioactive IB-DPA and radioactive [125I]IB-DPA. 

Conditions: A flow rate of 1 mL/min with a gradient mobile phase of 40% methanol in water 

containing 0.1% TFA to 60% methanol in water containing 0.1% TFA for 20 min. 

 

1.2.2 分配係数測定 

[125I]IB-ZnDPA および[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA の分配係数 log P は、それぞれ 1.19 ± 0.03

および-0.23 ± 0.07 であり、[125I]IB-ZnDPA は[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA よりも脂溶性が高

かった。 
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1.2.3 In vitro における安定性実験 

37°C に加温したリン酸緩衝液中での放射性プローブの安定性実験の結果を Figure 1-

5 に示す。[125I]IB-ZnDPA は時間の経過とともに徐々に分解し、6 時間後は 78. 2 ± 4.0%

（n = 3）が未変化体で存在していた。一方、[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA は比較的高い安定

性を示し、6 時間後も 95%以上が未変化体で存在していた（96.5 ± 0.5%、n = 3）。 

37°C に加温したマウスの血漿で 6 時間インキュベートしたところ、[125I]IB-ZnDPA お

よび[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA はそれぞれ 89.7 ±7 .2%（n = 3）および 81.7 ± 1.0%（n = 3）

が未変化体で存在していた。 

 

Figure 1-5. Stability of [99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA (closed circle) and [125I]IB-ZnDPA (open 

circle) in phosphate buffer. All results are shown as mean ± SD (n = 3). 
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1.2.4 細胞結合実験 

5-FU を添加した培地で前処理した細胞（5-FU 処置群）と前処理しなかった細胞（対

照群）に、放射性プローブを 2 時間曝露させ、放射性プローブの細胞への結合量を比較

した。その結果を Figure 1-6 に示す。[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA の集積は対照群よりも 5-

FU 処置群で有意に高かった。亜鉛未配位の[99mTc]Tc-MAG3-DPA の集積も 5-FU 処置群

で有意に高かったが、各群の集積量の差は亜鉛配位の[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA の方が大

きかった。一方 125I 標識体においては、U-87 MG 細胞における[125I]IB-ZnDPA のみ対照

群よりも 5-FU 処置群で有意に集積したが、その差は小さい。その他の場合では、5-FU

処置群と対照群との間に有意な差は観察されなかった。 

 

Figure 1-6. Cell binding studies using of (a) human neuronal glioblastoma cell line, U-87MG  

and (b) murine colon carcinoma cell line, Colon-26. All results are shown as mean ± SD (n = 5-

6). 
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1.2.5 担がんマウスにおける体内放射能分布実験 

担がんマウスにおける[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA投与2時間後の体内放射能分布をTable 

1-1 に示す。放射性プローブ投与前日の 5-FU 投与の有無で比較したところ、5-FU 投与

群では腫瘍への放射能集積が有意に増加した。他の組織への取り込みは、5-FU 投与群

と未治療群の間で有意差はなかった。[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA は主に小腸に分布し、そ

の集積は肝臓、大腸、腎臓でも高かった。 

 

Table 1-1. Biodistribution of radioactivity after intravenous injection of [99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA 

in Colon26 tumor-bearing mice. 

Tissue 
Non-treatment group 5-FU treatment group 

%ID/g SD %ID/g SD 

Blood 0.33 0.04 0.29 0.06 

Liver 11.21 5.49 9.02 3.33 

Kidney 2.83 0.71 3.76 0.66 

Small-Intestine 104.73 11.44 104.59 17.15 

Large-Intestine 2.56 2.70 2.63 1.35 

Spleen 0.38 0.17 0.29 0.11 

Pancreas 0.41 0.20 0.96 1.07 

Lung 0.56 0.26 0.64 0.20 

Heart 0.26 0.09 0.27 0.02 

Stomach† 0.42 0.09 0.56 0.23 

Bone 0.37 0.05 0.41 0.04 

Muscle 0.23 0.04 0.25 0.10 

Brain 0.02 0.01 0.02 0.00 

Tumor 0.19 0.02 0.34* 0.03 

Data are expressed as % injected dose per gram tissue (%ID/g). Each value represents the mean 

(SD) for three or four animals. Significance was determined using student-t test (*p < 0.05, vs. 

control) 

† Data are expressed as % injected dose.  
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1.2.6 腫瘍への放射性プローブの集積と TUNEL 染色陽性細胞数の比較 

腫瘍における放射性プローブの蓄積が細胞死に関連しているか確認するため、放射能

測定後の腫瘍組織から凍結切片を作製し、細胞死の検出に用いられる TUNEL 染色を行

った。Figure 1-7（a）および（b）は、それぞれ未治療群および 5-FU 治療群のマウスか

ら得られた代表的な染色画像を示す。5-FU 投与群のマウスでは、より多くの TUNEL 陽

性細胞が観察され、この群における細胞死が多いことを示唆している。腫瘍への放射能

集積を横軸に、TUNEL 染色陽性細胞数を縦軸にとり、グラフを作成したところ、Figure 

1-7（c）に示すように有意な正の相関を示した（r = 0.658、p < 0.05）。 

 

Figure 1-7: Representative TUNEL-stained images of tumor splices (×200) in (a) a control mouse 

and (b) a 150 mg/kg of 5-FU-treated mouse. (c) Correlation between TUNEL-positive cells and 

tumor uptake. 
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1.3 考察 

アポトーシス、ネクローシス、オートファジーなど、さまざまのタイプの細胞死に関

連して細胞膜の非対称性の喪失が起きる。このとき、通常は脂質二重層の内側に存在し

ている PS が外側に転移する現象がみられることから、PS を標的とし、PS に親和性の

ある Zn-DPA を細胞死検出のプローブとして使用した細胞死イメージング剤を設計・合

成・評価した。 

標識操作により[125I]IB-DPA および[99mTc]Tc-MAG3-DPA を生成後、硝酸亜鉛と混合す

ることで、[125I]IB-ZnDPA および[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA の調製を行った。Ojida らによ

って、DPA に存在する 2 つの Zn(II)結合の錯形成定数は、それぞれ>1×106および約 3×105 

M-1 であると推定されている(43)。そこで、硝酸亜鉛と[125I]IB-DPA および[99mTc]Tc-

MAG3-DPA の混合の際には、DPA と亜鉛を配位させるのに計算上十分であると考えら

れる 0.75 mM の濃度の硝酸亜鉛を用いた。DPA と Zn の実際の配位は確認していないも

のの、[99mTc]Tc-MAG3-DPA と[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA の in vitro 特性の違いにより、配

位していると判断した。 

In vitro 細胞結合実験において、細胞の 5-FU 曝露の有無で放射性プローブの集積を比

較したところ、5-FU 処置群において[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA の集積が有意に高かった。

Zn-DPA 誘導体は死細胞上の PS に結合するためこの結果は妥当である。一方、[99mTc]Tc-

MAG3-ZnDPA より低い集積ではあるが、亜鉛を配位していない[99mTc]Tc-MAG3-DPA も

5-FU 処理により有意に細胞集積が増加した。この理由について次のように考察した。

Wang らは蛍光標識 DPA 誘導体が亜鉛の配位の有無にかかわらず FITC-Annexin A5 と同

じ染色プロファイルを示すことを報告している(44)。この理由として Wang らは、DPA

は死細胞内の不安定な亜鉛と配位することで細胞死を検出する能力を獲得し、亜鉛配位

のない DPA も Zn-DPA よりも弱い PS 親和性であるが細胞死を検出できたと推測してい

る(44)。さらに、Hu らは亜鉛を配位していない DPA 誘導体は脂肪滴（LD）を効果的に

染色したと報告している(45)。LD は膜合成のために中性脂質を保存する細胞小器官で
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あり、アポトーシスによって細胞質に LD の蓄積が起きる可能性があると報告されてい

る。Hu らは抗生物質スタウロスポリンで処理した HeLa 細胞において、蛍光標識 DPA

と LD イメージングに用いられる Nile Red で染色した画像はよく重なることを報告し、

DPA が LD を検出することを実証した。したがって、5-FU 処理細胞における亜鉛未配

位の[99mTc]Tc-MAG3-DPA の蓄積は、（1）細胞表面の PS への結合と（2）細胞内 LD へ

の結合の 2 種類のメカニズムによって引き起こされる可能性が考えられる。しかしなが

ら、水溶性が高い[99mTc]Tc-MAG3-DPA の細胞膜への透過性は低く、（2）の寄与による

集積は少ないはずであり、おそらく（1）の機序により集積したと考えられる。 

In vitro 実験における[125I]IB-ZnDPA の比較的高い細胞集積は、それらの脂溶性が原因

であると推定される。細胞死を検出するために Zn-DPA 誘導体は細胞膜表面に露出した

PS に結合する必要があるが、脂溶性の高い[125I]IB-ZnDPA は細胞膜の表面に結合するだ

けでなく、細胞膜を透過し、細胞内にも集積したと考えられる。そのため、[125I]IB-ZnDPA

は細胞死の検出には適さないと判断し、[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA のみを in vivo で評価す

ることとした。 

治療の効果を判断するために細胞死イメージング剤を投与し、PET や SPECT などの

イメージングモダリティを使用する場合、同じ個人での治療前後の病変部位における放

射能の集積を比較する。本研究では、同一マウスによる集積の比較ではなく、担がんマ

ウスを 5-FU 投与群と未投与群に分け、その翌日の[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA の体内分布

を 5-FU 治療の有無で比較することによって評価した。5-FU の投与量は以前の研究に基

づき 150mg / kg に設定しており、この投与量の治療により腫瘍の成長を有意に抑制する

ことが確認されている(35)。5-FU の投与により腫瘍の細胞死が誘発されたと考えられ、

所期の通り、未投与群よりも 5-FU 投与群のマウス腫瘍への放射能取り込みは有意に高

かった（Table 1-1）。未投与群のうち 1 匹のマウスは、高い放射能の蓄積を示したがこ

の腫瘍の TUNEL 陽性細胞の数も同様に高いことが確認された（Figure 1-7（c））。この

ことから、Zn-DPA 誘導体が抗がん剤への曝露以外の理由で死んだ細胞に結合する可能
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性が示唆された。実験に用いたすべてマウスの結果を総合すると、腫瘍への放射能の蓄

積は TUNEL 陽性細胞の数と正の相関があった（Figure 1-7（c）、R = 0.658）。これらの

結果は、[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA が細胞死に依存した集積を示し、化学療法の効果を判

断する治療効果判定に役立つことを示唆している。 

一方で、特に小腸での蓄積が非常に高く、腹部の細胞死の検出には適さない体内分布

を示した。18F 標識 Zn-DPA(44)、99mTc-(CO)3 標識 Zn-DPA(46)、99mTc-HYNIC 標識 Zn-

DPA(46)などの他の Zn-DPA 誘導体も、[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA と同様に小腸や肝臓で高

い蓄積を示していることから、Zn-DPA 誘導体は基本的に肝臓に取り込まれ、胆汁排泄

により腸に排泄されると推定した。一方、111In-DTPA または 111In-DOTA 標識 Zn-DPA の

親水性は高く、111In-DTPA 標識 Zn-DPA および 111In-DOTA 標識 Zn-DPA は肝臓への取り

込みが少ないことが報告されている(47)。より高い親水性は、Zn-DPA を含む放射性プ

ローブの生体内分布を改善することが期待される。 

排泄経路以外の問題点として、5-FU を投与した場合でも未治療の場合と比較して放

射性プローブの集積の増加は 1.8 倍程度であり、シグナル強度は低い。前述の通り、小

腸や肝臓といった非標的組織では高集積であるため、画像のコントラストが低くなるこ

とが予想される。問題を解決するためには非標的臓器からの迅速な排除を促進し（ノイ

ズの低減）、PS への親和性を高めること（シグナルの増強）により、シグナル / ノイズ

比を改善する必要がある。PS の親和性を向上させるためには、Zn-DPA ユニットの数を

増やすことと、Zn-DPA の構造を変更することが候補となる。前者の例として、細胞死

の検出ではないものの、感染症の画像化に関する研究で 111In 標識 Zn-DPA が報告され

ている(47)。後者の例として、DPA 構造に修飾を加えたり、DPA の数を増やしたりする

ことで作成した複数の Zn-DPA 誘導体から、PS 親和性が増強した Zn-DPA が見出され

ている(36)。現在のところ小腸や肝臓といった腹部への放射能集積の問題は解決されて

いないが、PS の親和性が高まればコントラストが高い画像を提供する放射性核種標識

Zn-DPA 得られる可能性がある。 



27 

 

以上、抗がん剤を投与した担がんマウスを用いた検討において、[99mTc]Tc-MAG3-

ZnDPA が細胞死に特異的に集積し、細胞死検出が可能性であること示唆された。一方

で、シグナル強度の低さや肝臓や腸管における高集積などイメージング剤として使用す

る際の弱点が明らかになった。これらの結果から、本研究は抗がん剤の治療効果判定を

目的とした放射性プローブを開発する際の足掛かりになると考えられる。 
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第 2 章 

前立腺癌の標的 α 線治療を目的とした Bombesin 誘導体の基礎的検討  

 

前立腺癌は全世界で年間 110 万人が罹患し男性がんの第 2 位である(48)。元来欧米に

多く、日本での罹患率は高くないとされていたが、近年増加しており、2017 年の推計で

は男性がんの 1 位となっている。前立腺癌は他のがんと比較すると進行が遅く死亡率は

低いものの、リンパ節や骨に転移することが多いという特徴がある(49)。転移した場合

はホルモン療法が有効な治療法であるが、応答は一過性であり、ほとんどの患者はアン

ドロゲンレベルが低くとも前立腺特異抗原（PSA）レベルが上昇する去勢抵抗性前立腺

癌（CRPC）と呼ばれる進行性疾患となる。そのため、ホルモン療法のみで完治するこ

とは困難であり(50)、別のアプローチによる治療法の開発が望まれている。 

標的アイソトープ治療（別名：内用療法、核医学治療、内照射療法、アイソトープ治

療）とは体内に放射性同位元素（RI）そのものや RI で標識された薬剤を投与して行う

放射線治療である。一般的な外部照射による放射線治療はがんが原発巣にとどまってい

る場合は効果的であるが、転移した場合には有効とは言えない。一方、標的アイソトー

プ治療においては、薬剤がその特性に従って分布し、体内から放射線を照射するため作

用は全身性で、転移がんの治療に有効である。現在日本で保険収載されている薬剤は β

線を放出する RI を利用したものが主であるが、[223Ra]RaCl2（ゾーフィゴ®注射液）が

2016 年に α 線を放出する薬剤として初めて承認されるなど、α 線を利用する治療に注目

が集まっている。この理由として第一に、α 線の線エネルギー付与は β 線よりも約 400-

500 倍も高く、DNA をより強力に切断する（DNA 二本鎖切断）ことが可能であり、ま

た、酸素濃度や細胞周期の影響を受けにくいことが挙げられる。このため β 線よりも治

療に有利であり、高い治療効果が期待できる。第二に、飛程が 100 µm 以下と細胞数個

分程度しかないため、周辺の正常組織への照射が最小限で、副作用の軽減が期待できる。

実際に、β を放出する[89Sr]SrCl2（メタストロン®注射液）ではがん骨転移に対して疼痛
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緩和効果のみ得られたのに対し、α 線を放出する[223Ra]RaCl2（ゾーフィゴ®注射液）は

骨転移を有する CRPC 患者の生存期間の延長を示した(51)。また、別の α 線放出核種で

ある 225Ac を利用した 225Ac 標識前立腺特異的膜抗原（PSMA）リガンド、225Ac-PMSA-

617 は、薬事承認されていないものの、転移性 CRPC に対して完全寛解した例を認め、

非常に高い有効性を示した(52)。したがって、α 線放出核種を用いた標的アイソトープ

治療は CRPC にとって魅力的な治療戦略といえる。 

アスタチン-211（以下、211At）は臨床使用が期待されている α 線放出核種の一つであ

る。ハロゲンでありヨウ素と類似した化学的性質を有すること、標識操作や薬剤が標的

組織に到達する時間を確保できる程よい半減期（7.2 時間）を有することが魅力である。

また、前述の 223Ra や 225Ac は海外での原子炉製造となるが、211At は核原料物質の規制

を受けることなく、安価な 209Bi を原料としてサイクロトロン等の加速器で日本国内で

も製造可能である。既に国内 6 か所以上のサイクロトロン所有施設で 211At の製造実績

があり、211At 標識化合物の医療応用に向けた取り組みが進められている(11-14)。211At を

標的組織まで到達させるキャリア分子と結合させ、未反応の 211At や標識反応の副生成

物を取り除き、製剤化すれば、標的アイソトープ治療の薬剤として応用可能である。 

ガストリン放出ペプチド受容体（以下、GRPR）は、前立腺癌や乳癌を含むさまざま

な腫瘍で過剰発現していることが報告されている(17-19)。GRPR は前立腺癌細胞の膜に

は高密度に分布する一方で、通常の前立腺や前立腺肥大症の組織においてはほとんど発

現していない(18)。また、前立腺癌患者のリンパ節や骨標本でも発現が確認されている

(20)。したがって、GRPR リガンドは前立腺癌細胞に放射性核種を運搬するキャリア分

子として適切である(21)。Bombesin（以下、BBN）はヨーロッパスズガエル（Bombina 

bombina）の皮膚から単離された 14 残基のペプチドで、哺乳類の GRPR に対して高い親

和性を有する。現在までに、前立腺癌を対象とした放射性標識 BBN 誘導体の報告が多

数あり(19, 21, 22)、標的アイソトープ治療の薬剤としては 90Y や 177Lu など β 線放出核

種を使用したものの報告がある。例えば、177Lu-AMBA は、腫瘍増殖を抑制し、マウス
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の生存率を高めたと報告され(53)、BBN をキャリアとして使用する標的アイソトープ治

療が実証された。しかし、211At を含む α 線放出核種で標識された GRPR 誘導体はまだ

報告されていない。 

本研究では、前立腺癌治療を目的とした標的アイソトープ治療薬の基礎的検討を行っ

た。前立腺癌細胞へのキャリアとして BBN を選択し、211At 導入部位との間に異なるリ

ンカーを持ついくつかの 211At 標識 BBN 誘導体（[211At]AB-1 ~ [211At]AB-6）を設計した。

アスタチンには安定同位体が存在しないことから、その代用として化学的性質が類似し

ているヨウ素を導入した BBN 誘導体、IB-BBN（IB-1 ~ IB-6）を作成し、IB-BBN の GRPR

への親和性を評価することで、作製する 211At 標識 BBN 誘導体を決定した。なお、グル

タミン酸残基を含む IB-5 は負電荷を有する BBN 誘導体は電荷をもたない BBN 誘導体

よりも腫瘍組織への蓄積が有意に高いこと、ヒドロキシル基を含む IB-6 は非標的組織

からのクリアランスが良好であることが報告されていたため(54)、作製した。 

 

2.1 実験方法 

2.1.1 試薬・機器 

211At は、福島県立医科大学設置の CYPRIS MP-30 サイクロトロン（住友重機械工業

株式会社、東京、日本）を用い、209Bi(α、2n)211At 反応によって製造した。ビスマスから

の 211At の単離は、850°C に加熱した炉心管での乾留によって行った。気化した 211At は

炉心管の下流に取り付けられた PTFE 製のチューブ（内径 2 mm、長さ 1 m）で捕捉さ

れ、クロロホルム溶液として回収した(55)。[125I]Tyr4-bombesin は PerkinElmer（Waltham、

MA）から購入した。Fmoc-Met-Rink-Amide MBHA Resin および bombesin は、株式会社

ペプチド研究所（大阪、日本）から購入した。1-(9H-Fluoren-9-yl)-3-oxo-2,7,10-trioxa-4-

azadodecan-12-oic acid（Fmoc-AEEA）は、Ark Pharm, Inc.（Arlington Heights、IL）から購

入した。N-Succinimidyl 3-trimethylstannyl-benzoate（m-MeATE）は Toronto Research 

Chemicals（North York、カナダ）から購入した。その他の試薬は特級試薬を用いた。 
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HPLC 分析は、SPD-M20A フォトダイオードアレイ検出器、LC / MS-8040 質量分析計

（島津製作所）または Gabi ガンマ線検出器（Elysia-Raytest、Straubenhardt、ドイツ）と

組み合わせた Shimadzu Prominence シリーズを用いて行った。HPLC システムの制御と

データ処理には、島津製作所製 LabSolutions ソフトウェアを使用した。Cosmosil 5C18-

AR-II カラム（ナカライテスク）は、本文中の条件で使用した。放射能測定には、オー

トウェルガンマカウンター2480 WIZARD2（PerkinElmer）を使用した。 

 

2.1.2 BBN 誘導体の合成 

Table 2-1 に示す BBN 誘導体は Fmoc-Met-Rink-Amide MBHA Resin と保護アミノ酸誘

導体を用いて Fmoc 固相合成法により保護ペプチド鎖を延長した。すなわち、Nα-Fmoc

基の脱保護反応と、側鎖保護 Nα-Fmoc-アミノ酸誘導体の縮合反応を繰り返すことで実

施した。Nα-Fmoc 基の脱保護には、20%ピペリジン / ジメチルホルムアミド（DMF）を

用い、10 分間処理することで行った。縮合反応は、DMF 中での 3 等量の Nα-Fmoc-アミ

ノ酸誘導体を 3 等量の 1-[bis(dimethylamino)methylene]-1H-benzotriazolium 3-oxide 

hexafluorophosphate（HBTU）と 1-hydroxybenzotriazole hydrate（HOBt）、及び 6 当量の

N,N-diisopropylethylamine（DIEA）と N-methylpyrrolidone（NMP）を用い、15 分間反応さ

せた。なお、DMF で洗浄後、樹脂の一部を採取して Kaiser test を行い、陰性を示すまで

縮合反応を繰り返した。最後のアミノ酸残基の延長後、20%ピペリジン / DMF を使用

して Fmoc 保護基を除去し、樹脂を乾燥させた。さらに、樹脂からのペプチド切断及び

脱保護のため、25 µL の triisopropylsilane、62.5 µL の水、62.5 µL の ethanedithiol、2350 

µL の TFA を 0°C で樹脂に添加し、室温で 1.5 時間撹拌した。樹脂のろ過で除去後、ろ

液に氷冷したジエチルエーテルを添加して、粗ペプチドを析出させた。その後、遠心し、

上澄みを除去する作業を 2 回繰り返した。得られた粗ペプチドは LC/MS によって同定

し、Cosmosil 5C18-AR-II（10×150 mm）を用いた RP-HPLC で精製した。BBN-1 の場合

は、移動相が 20 分で 0.1%の TFA を含有する水:メタノール 80：20 から 70：30 へ変換
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するグラジエント法にて；BBN-2、4、5、および 6 の場合は、0.1%の TFA を含有する

水:アセトニトリル 75：25 のイソクラティック法で；BBN-3 の場合は、0.1%の TFA を

含有する水:アセトニトリル 73：27 のイソクラティック法で；それぞれ流速 4.0 mL/min

の条件で行った。凍結乾燥により溶媒を除去して、BBN 誘導体（BBN-1 ~ BBN-6）の粉

末を得た。 

 

2.1.3 非放射性 IB-BBN の合成 

非放射性 IB-BBN は、0.05%トリエチルアミンを含む 75%アセトニトリル水溶液中で

100 分間、BBN 誘導体（BBN-1~BBN-6）と 1.75 等量の N-succinimidyl 3-iodobenzoate（SIB）

を振とうし、反応させた（Figure 2-1）。LC/MS によって同定し、RP-HPLC により精製

した。Cosmosil 5C18-AR-II（10×150 mm）を用いて、IB-4、IB-5 および IB-6 の場合、0.1%

の TFA を含有する水:アセトニトリル 65：35 のイソクラティック法で；IB-1 および IB-

3 の場合、0.1%の TFA を含有する水:アセトニトリル 63：37 のイソクラティック法で；

IB-2 の場合、0.1%の TFA を含有する水：アセトニトリル 60：40 のイソクラティック法

で；それぞれ流速 4.0 mL / min の条件で行った。溶媒をエバポレーターで除去し、IB-

BBN（IB-1~IB-6）を得た。 
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Figure 2-1: Scheme of IB-BBN and [211At]AB-BBN 

 

2.1.4 細胞培養条件 

PC-3 細胞（JCRB9110）は国立研究開発法人 医薬基盤・健康・栄養研究所 JCRB 細胞

バンク（日本、大阪）から入手し、7%FBS、1%非必須アミノ酸、ペニシリン（100 units 

/ mL）、およびストレプトマイシン（100 µg / mL）を含む Ham's F-12K（Kaighn's）培地

（和光純薬工業（現 富士フイルム和光純薬）、大阪、日本）を用い、5%CO2を含む加湿

空気中、37°C で培養した。 

 

2.1.5 GRPR との親和性評価 

GRPR に対する天然 BBN および合成 IB-BBN の結合親和性は、GRPR を発現するこ

とが知られているヒト前立腺癌細胞 PC-3(56)を用い、GRPR 特異的に結合する放射性リ

ガンド[125I]Tyr4-bombesin との競合結合実験によって求めた。実験は、以前に報告された
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方法(57)をわずかに変更して行った。50%阻害濃度（IC50）は、GraphPad Prism 7 ソフト

ウェア（Graph-Pad Software Inc.、San Diego、CA）を使用した非線形回帰分析によって

計算した。天然 BBN、IB-2、IB-3、および IB-4 の IC50 値は、3 回の独立した実験を行

い、他の IB-BBN の IC50 値は天然 BBN の値よりも高い値を示したため、1 回のみ行っ

た。 

 

2.1.6 [211At]AB-3 の調製 

Figure 2-1 に示すように、 211At 導入試薬 N-succinimidyl 3-[211At]astatobenzoate 

（[211At]SAB）を調製し、続いて BBN-3 と縮合させることで目的物[211At]AB-3 を得た。 

[211At]SAB は、次の手順で調製した。まずクロロホルムで溶出した 211At を反応容器

に入れ、クロロホルムを窒素ガスで穏やかに蒸発させた。その後、反応容器に 0.1 µmol

の m-MeATE、11 µL の N-chlorosuccinimide / MeOH（1 mg / mL）、および 41 µL の 1%酢

酸 / MeOH を加えた。反応溶液を室温で 15 分間静置した後、RP-HPLC を使用して

[211At]SAB を精製した。Cosmosil 5C18-AR-II（4.6×150 mm）を用いて、移動相が 20 分で

0.1%の TFA を含有する水 : メタノール 60: 40 から 40 : 60 へ変換するグラジエント法

にて流速 1.0 mL/min の条件で行った。[211At]SAB を含む画分を収集し、水で 2 倍希釈し

た後、活性化した Sep-Pak C18 Plus Light カートリッジ（Waters、Milford、MA）に通過

させることでカートリッジに保持させた。水 5 mL でカートリッジを洗浄後、0.3-0.4 mL

のアセトニトリルで溶出することで[211At]SAB のアセトニトリル溶液を得た。 

50 µL の 0.1 M ホウ酸緩衝液（pH 8.5）に溶解した 25-50 µg の BBN-3 に、100 µL の

[211At]SAB / アセトニトリルを加え、室温で 20 分間静置した。反応を停止するために、

25 µL の 0.2 M メチオニン / 0.1 M ホウ酸緩衝液（pH 8.5）を反応混合物に加え、ボルテ

ックス後 5 分間静置した。その後、[211At]AB-3 は、RP-HPLC により精製した。Cosmosil 

5C18-AR-II（4.6×150 mm）を用い、0.1%の TFA を含有する水：アセトニトリル 65：35 の

イソクラティック法にて流速 1mL / min の条件で行った。フラクションを回収するチュ
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ーブには、酸化分解を防ぐために 12.5 µL の 20%アスコルビン酸ナトリウム水溶液を事

前に入れ、0.25 mL ずつフラクションを回収した。[211At]AB-3 を含むフラクションに 10 

µL の 1%ポリソルベート水溶液を添加した後、エバポレーターを使用してアセトニトリ

ルを除去した。 

 

2.1.7 In vitro での[211At]AB-3 の安定性試験 

[211At]AB-3 の 37°C での安定性を評価するため、PBS で 10 倍希釈し、溶液を 37°C で

インキュベートした。その後、1、3、6、および 12 時間後に RP-HPLC で分析した。分

析条件は 2.1.6 で示した[211At]AB-3 の精製と同条件で行った。さらに、37°C のマウス血

漿中での[211At]AB-3 の経時的な安定性（2、15、30、60 分間）を、1.1.8 と同様の手順を

用いて調べた。代謝物の同定のため、非放射性 IB-3 もマウス血漿中で 37°C で 60 分間

インキュベートし、徐タンパク操作を行った後、LC/MS で分析した。 

 

2.1.8 in vivo での[211At]AB-3 の安定性試験 

マウス血中の[211At]AB-3 の放射化学的純度を測定するために、雄の BALB/c nu/nu マ

ウス（日本 SLC、浜松、日本）に 100 µL の[211At]AB-3（750 kBq）を尾静脈注射した。

注射後 2 分（n = 3）または 5 分（n = 1）で、マウスをと殺し、血液サンプル得た。10,000g

で 3 分間遠心して血漿を分離した後、血漿に等量の氷冷アセトニトリルを加え、混合物

を 10,000g で 3 分間遠心分離した。上清を 0.45 µm フィルターで濾過し、RP-HPLC で分

析し、放射化学的純度を求めた。 

 

2.1.9 [211At]AB-3 の細胞内在化の確認 

ヒト前立腺癌細胞 PC-3 を使用した[211At]AB-3 の内在化の確認は、過去に報告された

方法(58)をわずかに変更して行った。12 ウェルプレートに 2.4×105 cells/well の PC-3 細

胞を事前に蒔き、24 時間後、1%FBS を添加した氷冷培地で細胞を 2 回洗浄した。ウェ
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ルに 0.8 mL の培地を入れ、さらに実験群には 0.1 mL の 0.5%BSA / PBS を、非特異的な

結合を測定する群には 10 µM BBN を含む 0.5%BSA / PBS を加えた。次に、0.5%BSA / 

PBS で溶解した 0.1 mL の[211At]AB-3（10.1 kBq / well）を各ウェルに加えた。37°C で 5、

15、30、60、および 120 分間インキュベーション後、1%FBS を添加した氷冷培地で細

胞を 2 回洗浄した。細胞を酸洗浄バッファー（0.1 M NaCl を含む 50 mM グリシン緩衝

液（pH 2.8））で 5 分間浸漬し、酸洗浄バッファーを測定用チューブに回収した。ここで

得られた画分を膜結合放射性リガンド画分（MRF）と呼ぶ。最後に、細胞を PBS で洗

浄後、0.5 mL×2 の 1 M 水酸化ナトリウム水溶液を用いて細胞を溶解し、その溶液を測

定用チューブに回収した。ここで得られた画分を内在化放射性リガンド画分（IRF）と

呼ぶ。MRF および IRF の放射能をガンマカウンターで測定し、添加した放射能に対す

る各画分の放射能の割合から、膜に結合した割合及び内在化した割合を求めた。 

 

2.1.10 [211At]AB-3 の細胞外流出の確認 

[211At]AB-3 の細胞外流出の確認は、過去に報告された方法(54, 59)をわずかに変更し

て行った。細胞への[211At]AB-3 の添加までは 2.1.9 と同様の手順で行ったが、60 分間イ

ンキュベーション後に細胞を 1%FBS 添加の氷冷培地で洗浄した。その後、1 mL の無血

清培地を加え、37°C で 15、30、60、120 分間インキュベートし、各時点で上清を回収し

た。これは細胞外に放出された放射能に相当する。さらに、細胞を氷冷 PBS で 2 回洗

浄後、0.5 mL×2 の 1 M 水酸化ナトリウム水溶液を用いて細胞を溶解し、その溶液を回

収した。これは細胞に残留した放射能に相当する。回収した上清と細胞溶解液の放射能

はガンマカウンターで測定した。細胞から放出された放射能と残留した放射能の合計を

細胞に取り込み放射能とみなし、流出率（%）は、取り込み放射能に対する放出された

放射能の割合として計算した。 
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2.1.11 前立腺癌モデルマウスにおける体内放射能分布実験 

動物の飼育および実験手順は、福島県立医科大学動物実験委員会に承認され、実施さ

れた。マウスは、自動照明システムによる 12 時間ごとの明暗の管理で、23°C で餌と水

に自由に摂取できる状態で飼育された。PBS を用いて 5×106 cells/100 µL になるように

調整をした PC-3 細胞をヌードマウス（BALB/c nu/ nu マウス、雄性、4 週齢、体重 21-

25 g、日本 SLC）の右肩皮下へ移植した。移植 12 日後に[211At]AB-3（85 kBq/100 μL）を

尾静脈投与した。この際の投与溶媒は 2%のアスコルビン酸ナトリウムおよび 0.05%の

ポリソルベートを含有する生理食塩水であり、BBN 添加群にはさらに 100 µL あたり

100 µg の天然 BBN を添加した投与溶媒を使用した。投与後 1 時間で屠殺し、臓器を摘

出し、それぞれの重量と放射能を測定した。 

放射能の生体内分布は、組織 1g あたりの投与放射能に対する組織内放射能の割合

（%ID/g）と投与放射能に対する組織内放射能の割合（%ID）として表した。血液、血

漿、筋肉、骨はそれぞれ、体重の 8%、4.3%、48%、5%と推定し、計算した(60)。対照群

と BBN 添加群の臓器への放射能集積の有意差検定は、対応のない Student’s t test により

行い、P = 0.05 未満を有意差ありとした。 

 

2.2 結果 

2.2.1 非放射性 IB-BBN の合成および in vitro での GRPR への親和性の評価 

BBN 誘導体（BBN-1 ~ BBN-6）のアミノ酸配列、収率、質量分析の結果を Table 2-1

に示す。BBN-1 ~ BBN-6 に非放射性 SIB を結合させることにより、IB-BBN（IB-1 ~ 

IB-6）を合成し、澄明なオイル状態で得た。さらに、[125I]Tyr4-bombesin を使用した競

合結合実験により、IB-BBN の GRPR への親和性の評価を行った。IB-BBN の収率、質

量分析の結果、及び[125I]Tyr4-bombesin に対する IC50を Table 2-2 に示す。IB-5 および

IB-6 は、天然 BBN よりも低い GRPR 親和性を示した一方で、IB-2、IB-3、および IB-4

は、天然 BBN と同程度の親和性を示した。 
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Table 2-2: Analytical data of nonradioactive IB-BBN derivatives. 

Compound 
[M+H]+ 

yield (%) IC50 (nM)c 
calc founda 

Bombesin - - - 0.53 ± 0.01 

IB-1 911.4 c 911.7 49.5 0.85 d 

IB-2 1170.4 1170.5 62.3 0.34 ± 0.29 

IB-3 1315.5 1315.6 75.0 0.52 ± 0.29 

IB-4 1383.5 1383.7 52.6 0.33 ± 0.01 

IB-5 700.3 b 700.5 21.0 3.91 d 

IB-6 1441.5 1141.6 64.8 1.67 d 

a Mass values were obtained by ESI-MS. b This calculated value was based on [M+2H]2+. c 

Affinities for GRPR were determined with [125I]Tyr4-bombesin in PC-3 prostatic cancer cell 

line. d Result of one experiment 

 

2.2.2 [211At]AB-3 の合成 

[211At]SAB の HPLC 精製後の放射化学的収率は、79.5 ± 4.4%（減衰補正あり、n = 3）

であった。[211At]SAB と BBN-3 の縮合率は、28.2 ± 2.4%（減衰補正あり、n = 3）であっ

た。放射化学的純度は、in vivo での安定性試験に使用したバッチ（90.2%）を除いて、

95%以上だった。Figure 2-2 に精製後の HPLC のクロマトグラムを示す。[211At]AB-3 の

保持時間は 8.1 分で、非放射性 IB-3 の保持時間 7.6 分と類似していた。なお、UV 検出

器とガンマ検出器間の遅延時間は約 0.5 分であり、この保持時間の差は妥当である。以

前の報告では、保持時間を対応する非放射性ヨウ素導入化合物と比較することにより、

211At 標識化合物の構造を検証しており(61, 62)、この研究における保持時間の類似性は

以前の報告と一致している。 
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Figure 2-2 RP-HPLC chromatograms of (a) nonradioactive IB-3 (tR = 7.6min) and (b) [211At]AB-

3 (tR = 8.1min). Solvents: A:0.1%TFA / H2O and B: 0.1% TFA / acetonitrile. The column 

temperature was maintained at 40°C. The time program: 35% solvent B for 10 min; 35-100% 

solvent B in 0.5 min; 100% solvent B for 5 min; 100-35% solvent B in 0.5 min; 35% solvent B 

for column re-equilibration, flow rate:1 mL/min. 
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2.2.3 In vitro および in vivo での安定性試験 

[211At]AB-3 は PBS 中では 12 時間後でも 92.1 ± 0.2%が未変化体で存在し、安定であっ

たが、マウスの血漿では、Figure 2-3 に示すように 1 時間以内に徐々に分解した。 

Figure 2-3: Stability of [211At]AB-3 in murine plasma at 37ºC. All results are shown as mean 

± SD (n = 3). 

 

Figure 2-4（a）及び（b）は、非放射性 IB-3 および [211At]AB-3 のマウス血漿での 1 時

間のインキュベーション後のクロマトグラムを示す。（a）において保持時間 6.0 分のピ

ークは、m/z: 708.2 であった。ペプチド結合が切断させて生成する代謝物のうち、一つ

の構造式（Figure 2-4（c））m/z [M+H]+ : 708.2 と一致したことから、[211At]AB-3 は血漿

中で Trp8と Ala9の間のアミド結合が切断されることが示唆された。 

In vitro では経時的に分解することが示されたものの、in vivo で[211At]AB-3 はマウス

への投与 2 分後において血中で 82.9 ± 4.7%が未変化体で存在していた。したがって、投

与早期であれば[211At]AB-3 は腫瘍に到達可能であり、集積する可能性がある。なお、投

与後 5 分後以降の長期的な安定性は血中の放射能が低く調査できなかった。 
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Figure 2-4 Chromatograms of (a) nonradioactive IB-3 and (b) [211At]AB-3 after incubation in 

murine plasma at 37°C for 1 h. (c) The structure of expected metabolite.  
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2.2.4 [211At]AB-3 の細胞内在化及び外在化の確認 

PC-3 細胞への[211At]AB-3 の結合量の時間変化を Figure 2-4 に示す。[211At]AB-3 は細

胞に時間経過に従って結合し、結合は 60 分で飽和した。添加した薬剤のうち細胞内部

に約 20%、細胞膜表面に約 5%が結合した。即ち、[211At]AB-3 は細胞に約 25%が結合し、

そのうち約 80%が内在化した。この内在化パターンは、他の BBN 誘導体について以前

に報告されたパターンと類似していた(58, 63)。また、非特異的な結合を測定するため、

[211At]AB-3 と共に 1 µM の BBN を添加した群（Figure 2-4 における nonspecific に相当）

では、[211At]AB-3 の細胞への結合が有意に低下した。 

 

Figure 2-4: Internalization of [211At]AB-3 in PC-3 cells with or without the addition of native 

BBN (1 μM). The internalized or membrane-bound values were expressed as the percentage of 

added radioactivity (n = 3). 
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一方、60 分間の曝露後、培地から未結合の[211At]AB-3 を取り除いたところ、Figure 2-

5 に示すように、時間の経過とともに放射能が放出された。 

Figure 2-5: Externalization experiments of [211At]AB-3 in PC-3 cells were performed after 60 

min of internalization. The efflux values were expressed as the ratio of the released radioactivity 

to the sum of released and remaining radioactivity (n = 4). 

 

2.2.5 前立腺癌担がんマウスにおける体内放射能分布実験 

PC-3 細胞担がんマウスにおける[211At]AB-3 の体内放射能分布を Table 2-3 に示す。腫

瘍に到達する前に、血漿中での[211At]AB-3 の分解し、集積しないことが懸念されたが、

[211At]AB-3 は投与後 1 時間で腫瘍に集積した（4.05 ± 0.73 %ID/g）。天然 BBN を同時投

与した BBN 添加群では、GRPR 発現が高い腫瘍および膵臓での放射能集積が、対照群

と比較して大幅に減少した。 
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Table 2-3: Biodistribution of radioactivity after intravenous injection of [211At]AB-3 in PC-

3 tumor-bearing mice. 

 

Tissue 
1 h 1 h-blocking 

%ID/g %ID %ID/g %ID 

Blood 1.78 ± 0.24 2.46 ± 0.34 2.01 ± 0.16 2.78 ± 0.19 

Plasma 1.73 ± 0.22 1.27 ± 0.18 1.80 ± 0.12 1.32 ± 0.08 

Muscle 0.56 ± 0.10 5.14 ± 0.90 0.65 ± 0.04 6.02 ± 0.61 

Heart 2.19 ± 0.40 0.23 ± 0.03 2.48 ± 0.23 0.25 ± 0.03 

Lungs 7.28 ± 0.98 0.89 ± 0.14 138 ± 12.1* 20.0 ± 1.44* 

Spleen 7.66 ± 1.22 0.63 ± 0.12 11.6 ± 1.66* 1.05 ± 0.21* 

Pancreas 4.03 ± 0.38 0.64 ± 0.08 2.53 ± 0.45* 0.39 ± 0.05* 

Testicle 2.28 ± 0.38 0.19 ± 0.03 2.06 ± 0.26 0.18 ± 0.02 

Stomach† 12.0 ± 1.47 1.77 ± 0.26 10.4 ± 1.60 1.44 ± 0.23 

Small-Intestine 27.0 ± 6.18 27.1 ± 5.54 22.8 ± 2.43 22.1 ± 2.25 

Large-Intestine 2.27 ± 0.23 0.57 ± 0.10 1.75 ± 0.49 0.49 ± 0.04 

Kidney 3.67 ± 0.77 1.58 ± 0.33 3.82 ± 0.18 1.61 ± 0.12 

Adrenal gland 2.52 ± 0.51 0.03 ± 0.01 6.67 ± 1.63* 0.05 ± 0.01* 

Liver 5.27 ± 0.79 6.12 ± 0.99 11.2 ± 1.56* 11.7 ± 1.63* 

Brown fat 1.55 ± 0.23 0.11 ± 0.02 2.28 ± 0.30* 0.12 ± 0.02 

Salivary glands 18.9 ± 4.20 2.45 ± 0.46 14.6 ± 1.29 1.87 ± 0.32* 

Thyroid 25.1 ± 3.75 0.65 ± 0.09 15.47 ± 2.32* 0.30 ± 0.06* 

Bone 1.39 ± 0.22 3.21 ± 0.48 1.55 ± 0.20 3.59 ± 0.48 

Brain 0.27 ± 0.04 0.08 ± 0.01 0.29 ± 0.03 0.08 ± 0.01 

Tumor 4.05 ± 0.73 0.36 ± 0.12 2.56 ± 0.24* 0.23 ± 0.07 

Data are expressed as %injected dose per gram tissue (%ID/g) and %injected dose per tissue 

(%ID). Each value represents the mean ± SD for five animals. †Data tissues do not contain 

gastrointestinal contents. Significance was determined using student-t test (* P< 0.05, vs. 

control group). 
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2.3 考察 

BBN 配列のメチオニン残基が酸化した BBN スルホキシドは、受容体結合と生物活性

が低減することが報告されており(64)、標識においてメチオニン残基の酸化回避もしく

は再還元は必須である。実際に、[125I]Tyr4-bombesin を調製する際には酸化剤である

Iodogen を使用するため、[125I]Tyr4-bombesin sulfoxide が主生成物となり、スルホキシド

の再還元および追加の HPLC 精製が必要となる(64)。トリメチルスズ基を有する m-

MeATE と 211At の反応は求電子置換反応であり、標識の際には複数の価数で混在してい

る 211At を+1 価にするために酸化剤を用いる。そこで本研究では、211At 標識におけるメ

チオニン残基の酸化を回避するため、[211At]SAB を合成後 HPLC 精製により酸化剤と未

反応の m-MeATE を取り除いた後に BBN-3 と縮合させるという 2 つのステップを経て

[211At]AB-3 を合成した。 

In vitro での血漿中安定性試験により、[211At]AB-3 は BBN 配列の途中で切断されるこ

とが明らかとなった。IB-2 および IB-4 も天然 BBN と同程度の GRPR 親和性を有する

が、IB-3 および[211At]AB-3 と同じ BBN 配列を有しており、マウスの血漿中での分解さ

れることが容易に推測できる。したがって、それらの対応する 211At 標識 BBN、[211At]AB-

2 および[211At]AB-4 は評価していない。 

[211At]AB-3 はマウスの血漿で経時的に分解されることが明らかとなったが、曝露後 2

分の時点ではほとんど分解していない（79.4% ± 5.2%）。また、in vivo のマウス血漿中に

おいても、投与後2分で[211At]AB-3はほとんど分解しておらず（82.9% ± 4.7%）、[211At]AB-

3 は分解される前に生体内の腫瘍に集積する可能性がある。そこで、前立腺癌モデルマ

ウスにおける体内放射能分布実験を行ったところ、[211At]AB-3 は腫瘍と膵臓で GRPR 特

異的な集積をすることが確認された。 

細胞を用いた in vitro 実験により、[211At]AB-3 は時間経過で細胞に取り込まれ、また

内在化することが確認された。[211At]AB-3 の細胞結合は、過剰の BBN の同時曝露によ

り阻害されており、[211At]AB-3 の細胞への結合は GRPR 特異的であることが示唆され
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た（Figure 2-4）。一方で、時間の経過とともに一度内在化した放射能は細胞から放出さ

れた（Figure 2-5）。一般的に、放射性ヨウ素標識化合物は内在化後に細胞内に保持され

ず細胞外に流出するため(65)、211At 標識化合物においても同様に細胞外に流出したと考

えられるが、標的アイソトープ治療には不都合な特性である。腫瘍の滞留を改善するに

は、N-succinimidyl 3-[211At]astato-4-guanidinomethylbenzoate（[211At]SAGMB）(66, 67)を使

用するなど、代替の 211At 標識方法を選択することを検討すべきである。[211At]SAGMB

によって 211At 標識された化合物は、リソソーム内で正電荷を持つ放射性代謝物に分解

されるため、細胞膜を通過せず細胞内に留まる。既に抗体やペプチドの標識では使用さ

れており、211At 標識 BBN 誘導体作成においても、[211At]SAB の代わりに[211At]SAGMB

のような試薬を使用すると、腫瘍の 211At 保持が改善される可能性がある。 

[211At]AB-3 投与後の腫瘍の放射能集積は比較的高かったが、腫瘍の他にも高い放射能

集積を示した組織も観察された。以前から、211At 標識化合物を生体に投与した際に標識

化合物から 211At が脱離する「脱アスタチン（deastatination）」がしばしば問題視されて

おり(68)、腫瘍以外の組織に高い放射能集積をもたらした一因として、脱アスタチンに

より生成した遊離の 211At の分布が考えられる。この理由として、[211At]AB-3 は構造上

の理由で脱アスタチンを起こしやすいと予想されること、[211At]AB-3 投与後、高い放射

能分布を示した組織がアスタチンの高集積組織であったことが挙げられる。以下に詳述

する。 

 [211At]SAB を使用して 211At 標識する場合、母体化合物が抗体のような高分子の場

合は脱アスタチンが比較的起こりにくいが、対照的に、低分子化合物では脱アスタ

チンが起こりやすいことが報告されている(15)。[211At]Astatobenzoic acid や 211At 標

識ビオチン誘導体の生体内放射能分布は、211At 単独の分布に類似しており(15, 69)、

低分子化合物における脱アスタチンの具体例である。[211At]AB-3 も抗体と比較して

低分子量の化合物であり、全身で観察された射能分布は脱アスタチンによって引き

起こされた可能性がある。 
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 遊離のアスタチンは甲状腺、胃、肺及び脾臓に高集積することが知られており(15, 

16, 69, 70)、[211At]AB-3 はこれらの組織に集積している。また、甲状腺の放射能集

積が主に脱アスタチンの指標として用いられるが、遊離の 211At のみ単独でマウス

に投与した場合の甲状腺への集積は注射後 1 時間で約 2%ID ほどであると報告があ

る(15, 70)。薬物動態が異なるため一概には比較できないが、[211At]AB-3 の甲状腺蓄

積は 0.65 ± 0.09 %ID と低くはなく、脱アスタチンが起きている可能性を支持する。 

体内放射能分布実験の結果から、脱アスタチン以外で考察した点について以下に記述

する。体内分布実験で天然 BBN を同時投与した BBN 添加群において、GRPR 発現組織

ではない甲状腺の取り込みも BBN 添加群で有意に減少した。この原因について、BBN

添加群の投与液に含まる天然 BBN が[211At]AB-3 の脱アスタチンを間接的に減少させ、

遊離 211At が蓄積する甲状腺およびその他の組織の放射能集積が減少したと考えている。

その機序に関して以下に述べる。SIB を介した放射性ヨウ素標識化合物の場合、細胞内

在化後に発生する放射性代謝物が脱ヨウ素化せずに血行に戻ることが知られているが

(65)、211At 標識化合物の場合は異なると考えられる。Teze らの推定によると、37°C で

のリソソーム内においてヨウ素標識化合物の酸化的脱ヨウ素化速度に対して、アスタチ

ン標識化合物の酸化的脱アスタチン化速度は約 6×106倍速い(71)。また、BBN 誘導体は、

受容体へ結合し細胞に内在化した後、リソソーム内で分解されると推測されている(57, 

72)。したがって、[211At]AB-3 は細胞内在化後にリソソームに到達し、分解され、さら

に（ヨウ素の場合は脱ヨウ素されないが）脱アスタチンし、遊離の 211At を生成する。

その後、遊離の 211At が血液に流出し、甲状腺などに集積していると推測される。した

がって、[211At]AB-3のGRPR陽性細胞への取り込みが天然BBNによって阻害されると、

その後に起きる遊離の 211At の流出が抑制される可能性がある。 

甲状腺とは対照的に、BBN 添加群の肺では高い放射能の蓄積が観察されたが、以前

の研究で報告されているように解明されておらず(73, 74)、211At 以外の他の RI 標識 BBN

誘導体でも起こることから 211At に起因した集積ではないと考えられる。 
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この研究には次に示す limitation がある。第一に、[211At]AB-3 は脱アスタチン化を起

こしている可能性が高いと思われるものの、防止できていないことである。脱アスタチ

ンにより 211At 標識化合物の標的選択性を低下させ、非標的組織への毒性が懸念される

ため、その低減・防止は治療的応用に向けて不可欠であるが、この問題は解決されてい

ない。甲状腺については、アスタチンはヨウ素と同様に、ナトリウム・ヨウ素共輸送体

（Sodium-iodide symporter、NIS）を介して集積すると考えられており(70)、NIS の基質

となるチオシアン酸塩、過塩素酸塩、ヨウ化物等を事前または同時に投与することで甲

状腺の集積を 70~80%程度低減可能である(70)。現時点では、安定ヨウ素剤やその他の

アスタチン取り込み防止剤の事前及び事後投与により、標的組織以外への集積を減らす

処置が必要と考えられる。 

第二に、マウス血漿中でペプチド分解および内在化後の細胞からの放射能流出は、腫

瘍への放射能の蓄積を減らし、治療効果を低下させうることから、BBN 配列を修飾し、

血漿中安定性を改善することができれば、腫瘍の放射能集積が増加する可能性がある。

また、[211At]SAGMB 等の利用により腫瘍滞留性が増強される可能性がある。しかしな

がら、いずれも本研究では実証されていない。 

最後に、[211At]AB-3 の抗腫瘍効果はこの研究では調査されていない。体内分布実験で

は[211At]AB-3 は腫瘍に特異的に蓄積され、抗腫瘍効果を示す可能性が示唆されている

が、一方でその他多くの組織、特に小腸で腫瘍よりも高い蓄積が観察されている。211At

の毒性に関する研究によると、遊離 211At 投与後の主な死因は、消化管上皮の脱落と限

局性経壁壊死であることが示されている(75)。一方、[223Ra]RaCl2のように、[211At]AB-3

由来の放射能集積が主に腸管内容物にある場合、α 線の腸管壁への毒性は最小限である

可能性がある(51)。この研究では腸管組織と内容物を区別して測定しておらず、腸管組

織と内容物のどちらに 211At が存在しているか明確ではないが、遊離 211At の腸管集積に

よる深刻な副作用の可能性は捨てきれない。そのため、治療効果を確認する実験は実施

していない。 
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以上、前立腺癌移植マウスを用いた検討において、[211At]AB-3 が前立腺癌に特異的に

集積し、腫瘍増殖抑制効果を示す可能性が示唆された。一方で、薬剤の血漿中の不安定

性や脱アスタチンの可能性など薬剤設計における課題が明らかになった。これらの結果

から、本研究は前立腺の標的アイソトープ治療を目的とした放射性薬剤を開発する際の

足掛かりになると考えられる。  
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結語 

 

第 1 章では、抗がん剤の治療効果判定のための細胞死イメージング薬剤の開発を目的

として DPA 誘導体の放射性標識を行い、放射性プローブの安定性および細胞結合実験、

担がんマウスにおける治療の有無による体内動態の検討を行い、以下の知見を得た。 

1. [99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA、[125I]IB-ZnDPA を設計、合成し、いずれも放射化学的純

度 95%以上で得た。細胞死の誘導目的に行った 5-FU 曝露の有無によって、

[125I]IB-ZnDPA の細胞取り込みに有意な差は認められなかった。[125I]IB-ZnDPA は

高い脂溶性により非特異的に細胞に取り込まれ、細胞死を検出できないと考えら

れた。一方、[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA は対照群と比較して 5-FU 曝露群において有

意に高い集積を示し、細胞死を検出可能であることが示唆された。 

2. 担がんマウスにおける[99mTc]Tc-MAG3-ZnDPA の体内放射能分布を、放射性プロー

ブの投与前日の 5-FU 投与の有無により比較すると、5-FU 投与群の腫瘍の放射能

集積が有意に増加した。さらに腫瘍の放射能集積と TUNEL 染色陽性細胞数を比

較すると、有意な高い正の相関が確認された。したがって、[99mTc]Tc-MAG3-

ZnDPA は in vivo においても細胞死を検出し、また、細胞死に依存した集積をする

ことが示唆された。 

3. 一方で、腫瘍への集積は未治療の場合と比較して 1.8 倍程度であり、シグナル強

度は低く、また、小腸での非常に高い蓄積が観察された。このため、特に腹部の

腫瘍における細胞死の in vivo 検出は困難になると予想され、イメージング剤とし

ての弱点が明らかになった。 

これらの結果から、本研究は抗がん剤の治療効果判定を目的とした放射性プローブを

開発する際の足掛かりになると考えられる。 
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第 2 章では、前立腺癌の標的アイソトープ治療を目的とした 211At 標識化合物の開発

を目的として、非放射性ヨウ素導入 BBN 誘導体（IB-BBN）を用いたスクリーニング、

211At 標識 BBN 誘導体の合成、薬剤の安定性の確認、細胞結合実験、および担がんマウ

スでの体内分布の評価を行い、以下の知見を得た。 

1. 安定同位体が存在しないアスタチンの代替としてヨウ素を用いて置換した IB-BBN

を合成し、GRPR 親和性を評価したところ、3 種類の IB-BBN が天然 BBN と同程度

の親和性を有すことを見出した。そのうち IB-3 の 211At 置換化合物、[211At]AB-3 を

放射化学的純度 90%以上で得た。 

2. 細胞取り込み実験により、[211At]AB-3 が前立腺癌細胞に結合し、内在化することが

確認された。また、過剰の天然 BBN の添加により、細胞表面・内部への取り込み

が大幅に抑制され、[211At]AB-3 は GRPR を介し細胞に取り込まれることが示唆さ

れた。 

3. [211At]AB-3 はマウス血漿中で経時的に分解されることが確認されたが、in vitro、in 

vivo ともに血漿に曝露後 2 分以内ではほとんどが未分解体として存在していた。 

4. 前立腺癌細胞 PC-3 担がんマウスに[211At]AB-3 を投与したところ腫瘍に高集積し、

その集積は過剰の天然 BBN 同時投与により有意に減少したことから、[211At]AB-3

は GRPR 特異的に腫瘍に取り込まれることが示唆された。 

5. [211At]AB-3 は腫瘍以外の他の組織にも高い取り込みを示したが、この理由として、

標識化合物から脱離した 211At が分布したためと推測された。 

以上、初めて α 線放出核種で標識された BBN 誘導体、[211At]AB-3 を合成・評価し、

これらの研究成果から 211At 標識 BBN 誘導体の基礎的な特性が明らかとなり、今後の研

究に有益な情報を提供するものと考えられる。 
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