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第 1章 

SPECT用 PSMAイメージングプローブとしての SCE誘導体の開発 

 

背景 

 

悪性腫瘍(癌)の罹患数は，2015年時点において全世界で 1,750 万人であり，癌の罹患数および死亡

数は増加の一途をたどっている 1, 2．中でも，前立腺癌(prostate cancer: PCa)は，世界中の男性の部位

別癌罹患率が最も高く，今後も益々増加していくことが予測される．PCa の特徴として，進行が緩

徐な高分化腺がんの割合が高いため，ただちに生命を脅かすような悪性度の高い低分化線がんとの

識別が困難であることが知られている．実際に，5 年生存率は，遠隔転移が見られた場合は約 30%

ときわめて低いことが報告されている 3．一方で，現在，PCa 発見の重要な契機となるものの一つと

して，前立腺特異的抗原(prostate specific antigen: PSA)検診が知られている 4．PSA検診は，PCa疑い

の早期スクリーニングには有効であるものの，悪性度の高い PCa を判別することや，局在の特定，

転移の有無を評価することは不可能である．さらに，癌再発への反応性が乏しく，再発を早期に発

見することが困難であるとされていることから，PCa の治療方針の決定に貢献し，また，再発癌の

局在を早期に検出可能な新たな診断法の開発が喫緊の課題となっている 5-7． 

前立腺特異的膜抗原(prostate specific membrane antigen: PSMA)は，グルタミン酸加水分解活性を有

する膜糖タンパク質である 8, 9．PCa患者において，PSMAの発現量は正常前立腺組織の 100から 1000

倍に増加し，特に，限局性 PCa において，悪性度に相関した増加が見られることが報告されている

10-13．また，同タンパク質は PCa の病期の進行に伴い発現量が増加するため，転移癌や再発癌におい

ても発現が亢進していることが報告されている 14．したがって，PCa の診断及び治療の標的分子と

して，PSMAが大きな注目を集めている 15, 16． 

PSMA を標的とした画像診断法の開発は，治療前には悪性度の評価や転移巣の検出，治療後には

癌再発の早期検出に有効であり，その後の治療方針の決定に寄与することが期待されている 3, 17．こ

の目的を達成するために，高感度かつ高精度に体外から非侵襲的に標的分子を検出することが可能

な，陽電子放出断層撮像法(positron emission tomography: PET)や単光子放出断層撮像法(single photon 

emission computed tomography: SPECT)を用いる核医学分子イメージング法の利用が望まれている 18．

特に，使用する放射性同位元素の物理学的半減期が長く，導入施設数も多いことから，PET に比べ

て汎用性に優れている SPECT の利用が期待されている 19, 20． 

現在までに，PSMA がグルタミン酸加水分解活性を有していることに基づき，PSMA に対して結

合性を有する化合物として，ホスホン酸型化合物である 2-(phosphonomethyl)pentanedioic acid 

(2-PMPA)21-23 やグルタミン酸含有非対称ウレア型化合物である N-[N-[(S)-1,3-dicarboxypropyl] 

carbamoyl]-S-3-iodo-L-Tyr (DCIT)24, 25などが開発されてきた(Figure 1-1)．所属研究室では，グルタミン

酸含有非対称ウレア型化合物である(S)-2-(3-((R)-1-carboxy-2-mercaptoethyl)ureido)pentanedioic acid 

(Cys-C(O)-Glu)24 (Ki = 376 nM)に着目し，同化合物に succinimidyl 基を導入することで，PSMAに対す
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る親和性が約 6倍向上することを見出した 26．さらに，succinimidyl-Cys-C(O)-Glu (SCE)骨格(Ki = 62.1 

nM)に， SPECT 用核種である放射性ヨウ素 (123I)を導入した化合物である (2S)-2-(3-((1R) 

-1-carboxy-2-((1-((R)-5-carboxy-5-(2-(3-[123I]iodobenzamido)acetamido)pentyl)-2,5-dioxopyrrolidin-3-yl)thi

o)ethyl)ureido)pentanedioic acid (123I-IGLCE)26が PSMA に対して高い結合親和性を示したことから，

SCE骨格を基盤とした PSMAイメージングプローブの開発戦略が有望であることを明らかにしてき

た(Figure 1-2)．しかし，123I-IGLCE は PCa 移植モデルマウスを用いた検討において，肝臓や腸など

への非特異的集積が高く，生体イメージングを行うためには体内動態の面で十分な性能を有してお

らず，他臓器への非特異的な集積性を改善する必要性があった．この原因の一つとして，123I-IGLCE

の脂溶性が比較的高いこと(cLog D: 0.14)が考えられた．PCa は腹腔内リンパ節や骨盤へ転移しやす

いことが報告されており 27，転移巣を明瞭に描出するためには腹腔内臓器である肝臓や腸などへの

集積は低いことが望ましい．そこで本研究では，123I-IGLCE の脂溶性をさらに低減させ，他臓器へ

の非特異的集積を改善することを目的として，新規 SPECT用 PSMAイメージングプローブの開発を

計画した． 

123I を用いた分子設計では，大幅に脂溶性を低減させることは難しいため，シグナル放出核種と

して，123I に比べて水溶性の高い放射性金属核種の導入を計画した．放射性金属核種は SCE 骨格に

直接導入することは不可能であるため，同一分子内に PSMA 認識部位と放射性金属核種標識部位を

独立して有する二官能性キレート化合物の概念に基づいて，新たな SCE誘導体の分子設計を試みた．

具体的には，シグナル放出核種として，123Iの代わりに，臨床核医学画像診断に最も利用されている

SPECT核種である technetium-99m (99mTc)を選択した 28．99mTcは核医学診断に最適な半減期(6.01時間)

及びエネルギー(141 keV)を有し，99Mo-99mTc ジェネレータにより用時調製可能であるため，in vivo

放射性医薬品の供給量において最も高い割合を占めている．二官能性キレート試薬には，水溶性が

高いアニオン性 tricarbonyl 錯体を容易に形成可能な iminodiacetic acid (IDA)を選択した 29．IDAによ

り形成された 99mTcⅠ(CO)3 コアは負電荷を１つ有しており，99mTcⅠ(CO)3(IDA)誘導体は，腎臓へ速や

かに移行し排泄される性質を有していることが知られているため 30，肝臓への集積を低減可能であ

ると考えられる．また，IDA により形成される 99mTcⅠ(CO)3(IDA)構造は立体的にコンパクトである

ため，ファーマコフォアである SCE骨格の分子標的性への影響が小さいと考えられる．これまでに

いくつかの 99mTcⅠ(CO)3コアを有するPSMAを標的としたイメージングプローブが報告されているも

のの，いずれも中性または正電荷を帯びた錯体であり 31, 32，IDA により形成された負電荷を有する

プローブは報告されていない．そこで，他臓器への非特異的集積を低減させることを目的として，

水溶性が高く，負に帯電した 99mTcⅠ(CO)3(IDA)構造を，123I-IGLCEと同様の原子数のリンカーを介し

て SCE骨格へ導入した 99mTc-TSCE (cLog D: -3.14)を設計・合成し(Figure 1-2)，SPECT 用 PCaイメー

ジングプローブとしての有用性を評価した． 
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Figure 1-1. Chemical structures of GCP-II inhibitors, phosphonate or urea-based compounds. 

Figure 1-2. Design strategy for 99mTc-TSCE. 
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実験方法 

 

試薬・機器 

 試薬は，ナカライテスク株式会社，東京化成工業株式会社，和光純薬株式会社，Sigma Aldrich社

から購入した．中圧分取液体クロマトグラフィー装置には，山善株式会社製自動設定中圧分取液体

クロマトグラフシステム(EPCLC-W-Prep 2XY; 送液ポンプ(ミキサー内蔵): No. 580D，検出器(波長固

定型): prep UV-254W，フラクションコレクター: FR-260)を使用し，HI-FLASH COLUMN (充填材: シ

リカゲル SiOH，ポアーサイズ: 60 オングストローム，粒子径: 40 µm，カラムサイズ: Lあるいは 2L)

および INJECT COLUMN (充填材: シリカゲル SiOH，ポアーサイズ: 60オングストローム，粒子径: 40 

µm，カラムサイズ: M あるいは L)を装着した．1H-NMRには，日本電子株式会社製 JNM-ECS400を

用い，tetramethylsilane を内部標準物質として測定した．大気圧化学イオン化質量分析(APCI-MS)お

よびエレクトロスプレーイオン化質量分析(ESI-MS)には，株式会社島津製作所製高速クロマトグラ

フ質量分析計 LCMS-2010 EV あるいは LCMS-2020 を用いて測定した．Na[125I]I は株式会社 MP 

Biomedicals 及びパーキンエルマージャパン株式会社より購入したものを使用した．テクネシンチ注

-10M ([99mTc]過テクネチウム酸ナトリウム)は日本メジフィジックス株式会社より購入したものを使

用した．2-PMPAは Tocris Bioscience社より購入したものを使用した．Cys-C(O)-Glu は，神戸天然物

化学株式会社に合成を依頼したものを使用した．Isolink kit は Paul Scherrer Institute より購入した．

マイクロ波を用いた反応には，CEM 社製マイクロ波反応装置(PETWave)を使用した．高速液体クロ

マトグラフィー(HPLC) には，株式会社島津製作所製 LC-20ADあるいは LC-20AT を使用し，検出器

として紫外スペクトル検出器 SPD-20Aと日立アロカメディカル株式会社製シンチレーションサーベ

イメーターTCS-172あるいはユニバーサル技研株式会社製HPLC用放射線検出器US-3000Tを使用し

た．移動相に用いる超純水は MQ Integral15 (日本ミリポア株式会社)を用いて調製した．放射能の測

定には，パーキンエルマー社製Wallac WIZARD 1470あるいはWallac WIZARD 1480，および ALOKA

社製キュリーメータ(IGC-7)を用いて測定した．PSMA陰性ヒト PCa 細胞(PC-3)及び PSMA陽性ヒト

PCa 細胞(LNCaP)を DS PHARMA BIOMEDICAL 社より購入した．C.B-17/Icr +/+及び C.B-17/Icr 

scid/scid Jcl マウスは日本クレア社より購入した．SPECT/CT 撮像には FX3300 (FX3300 imager; SII 

NanoTechnology Inc., Northridge, CA, USA)を使用した． 

 

Re-TSCE及び 99mTc-TSCE 標識前駆体の合成 

4-(Benzyloxy)-4-oxobutan-1-aminium chloride (2) 

アルゴン雰囲気下，4-amino-n-butyric acid (1000 mg, 9.69 mmol)をベンジルアルコール(10.0 mL)に溶

解し，モレキュラーシーブ 3A及び塩化チオニル(1730 mg, 14.54 mmol)を氷上で加えた後，室温で 85

分間攪拌した．減圧留去後，残渣を酢酸エチルに溶かし，セライトろ過により不純物を除去した．

ヘキサンを加えることで再結晶させ，目的物 2を収量 1692 mg (76.0 %)で得た．1H NMR (400 MHz, 

CDCl3) δ: 8.23 (s, 3H), 7.25–7.37 (m, 5H), 5.07 (s, 2H), 3.09 (br, 2H), 2.50 (br, 2H), 2.10 (br, 2H). ESI-MS 
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m/z: 194 [M − Cl]+. 

 

Benzyl 4-[bis(2-methyoxy-2-oxoethyl)amino]butanoate (3) 

アルゴン雰囲気下，化合物 2 (2667 mg, 11.61 mmol)をジメチルホルムアミド(30.0 mL)に溶解し，炭

酸カリウム(4809 mg, 34.8 mmol)及びmethyl bromoacetate (5328 mg, 34.8 mmol)を加えた後，80 oCで 9.5

時間攪拌した．反応液に超純水を加えた後，酢酸エチルで抽出した．有機層を飽和食塩水で洗浄し

た後，無水硫酸ナトリウムで脱水し，減圧留去した．残渣を酢酸エチル/ヘキサン(1/1)を溶出溶媒と

するシリカゲルカラムクロマトグラフィに付し，目的物 3を収量 2519 mg (64.3 %)で得た．1H NMR 

(400 MHz, CDCl3) δ: 7.35–7.36 (m, 5H), 5.11 (s, 2H), 3.69 (s, 6H), 3.53 (s, 4H), 2.75 (t, J = 6.96 Hz, 2H), 

2.44 (t, J = 7.54, 2H), 1.77–1.84 (m, 2H). ESI-MS m/z: 338 [M + H]+. 

 

4-[Bis(2-methoxy-2-oxoethyl)amino]butanoic acid (4) 

アルゴン雰囲気下，化合物 3 (1180 mg, 3.50 mmol)を酢酸エチル(10.0 mL)に溶解した．Pd/C (130 mg)

を加えた後，慎重に容器内を水素ガスで置換し，室温で 6 時間激しく攪拌した．セライトろ過によ

り不純物を除去し，酢酸エチルで洗浄した．溶媒を減圧留去し，目的物 4を直接次の反応に用いた．

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 3.72 (s, 6H), 3.58 (s, 4H), 2.82 (t, J = 6.38 Hz, 2H), 2.52 (t, J = 6.67 Hz, 2H), 

1.77–1.84 (m, 2H). ESI-MS m/z: 248 [M + H]+. 

 

Succinimidyl 4-[bis(2-methoxy-2-oxoethyl)amino]butanoate (5) 

未精製の化合物 4 (1805 mg)をジメチルホルムアミド(18.0 mL)に溶解し，N-hydroxysuccinimide (840 

mg, 7.30 mmol)及び 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide hydrochloride (1399 mg, 7.30 mmol)

を加えた後，室温で 12時間攪拌した．反応液に飽和炭酸水素ナトリウム水溶液を加えた後，酢酸エ

チルで抽出した．有機層を飽和食塩水で洗浄した後，無水硫酸ナトリウムで脱水し，減圧留去した．

残渣を酢酸エチル/ヘキサン(1/1)を溶出溶媒とするシリカゲルカラムクロマトグラフィに付し，目的

物 5を収量 1227 mg (51.1 %)で得た．ESI-MS m/z: 345 [M + H]+, 343 [M − H]−. 

 

Methyl 2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrole-1-carboxylate (7) 

アルゴン雰囲気下，maleimide (2427 mg, 25.0 mmol)を酢酸エチル(20.0 mL)に溶解し，N-methyl 

morpholine (2529 mg, 25.0 mmol)及び methyl chlorocarbonate (2363 mg, 25.0 mmol)を氷上で徐々に加え

た後，0 oCで 30分間攪拌した．その後室温に戻し，12時間攪拌した．反応液を酢酸エチルを用いて

濾過し，濾液を減圧留去した．残渣を酢酸エチル/ヘキサン(1/1)を溶出溶媒とするシリカゲルクロマ

トグラフィに付し，目的物 7を収量 2080 mg (53.6 %)で得た．APCI-MS m/z: 156 [M + H]+. 

 

tert-Butyl (5-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)pentyl)carbamate (8) 

N-(tert-Butoxycarbonyl)-1,5-diaminopentane (488 mg, 2.41 mmol)を飽和炭酸水素ナトリウム水溶液(10 
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mL)/1,4-ジオキサン(2.0 mL)混液に溶解し，氷上で化合物 7を徐々に加えた後，室温で 2時間攪拌し

た．反応液に超純水を加えた後，クロロホルムで抽出した．有機層を無水硫酸ナトリウムで脱水し，

減圧留去した．残渣を酢酸エチル/ヘキサン(1/2)を溶出溶媒とするシリカゲルクロマトグラフィに付

し，目的物 8を収量 251 mg (36.9 %)で得た．ESI-MS m/z: 283 [M + H]+. 

 

5-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)pentan-1-aminium chloride (9) 

化合物 8 (251 mg, 0.89 mmol)に 4 N塩酸/酢酸エチル溶液を加え，緩やかに振とうした．その後，減

圧留去し，目的物 9を収量 178 mg (91.9 %)で得た．ESI-MS m/z: 219 [M + H]+. 

 

N-[5-(Maleimidyl)pentyl]-4-[bis(2-methoxy-2-oxoethyl)amino]butanamide (10) 

化合物 5 (281 mg, 0.82 mmol)をアセトニトリル(7.0 mL)に溶解し，化合物 9 (178 mg, 0.82 mmol)及び

N,N-diisopropylethylamine (210.9 mg, 1.63 mmol)を加えた後，室温で 4 時間攪拌した．反応液に超純水

を加えた後，酢酸エチルで抽出した．有機層を無水硫酸ナトリウムで脱水し，減圧留去した．残渣

をクロロホルム/メタノール(10/1)を溶出溶媒とするシリカゲルクロマトグラフィに付し，目的物 10

を収量 264 mg (78.5 %)で得た．1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 6.70 (s, 2H), 6.17 (s, 1H) 3.71 (s, 6H), 3.50–

3.53 (m, 4H), 3.20 (dd, J = 6.96, 13.33 Hz, 2H), 2.73 (t, J = 6.38 Hz, 2H), 2.27 (t, J = 6.96 Hz, 2H), 1.75–1.81 

(m, 2H), 1.57–1.64 (m, 4H), 1.48–1.56 (m, 2H), 1.24–1.34 (m, 2H). ESI-MS m/z: 412 [M + H]+. 

 

N-[(1R)-N-({2-[N-(5-{4-[Bis(2-methoxy-2-oxoethyl)amino]-1-oxobut-1-yl}amino)pentyl]succinimid-3-yl}thi

o)-1-carboxyethyl]carbamoyl-L-glutamic acid (11) 

化合物 10 (21 mg, 0.051 mmol)をアセトニトリル(0.60 mL)に溶解し，Cys-C(O)-Glu (16.5 mg, 0.056 

mmol)水溶液(0.20 mL)へ加えた後，1 N水酸化ナトリウム水溶液で pH 6.0 – 8.0に調整し，室温で 1

時間攪拌した．反応後 HPLCを用いて精製した．カラムは YMC-Pack ODS-AQ 20-mm × 250-mmを使

用し，メタノール濃度 30%から開始して，勾配はクロマト開始後から 60 分にかけて 30%から 80%

とし，流速 5.0 mL/min で行った．凍結乾燥を行い，目的物 11を収量 10.6 mg (29.4 %)で得た． 1H NMR 

(400 MHz, D2O) δ: 4.45 (d, J = 4.58 Hz, 1H), 4.17–4.23 (m, 5H), 3.94–4.00 (m, 1H), 3.75 (s, 6H), 3.41 (t, J = 

6.87 Hz, 2H), 3.31 (t, J = 7.16 Hz, 2H), 3.16–3.25 (m, 1H), 3.13 (t, J = 5.15 Hz, 1H), 3.07 (t, J = 6.87 Hz, 2H), 

2.96–3.01 (m, 1H), 2.60 (dq, J = 18.90, 4.01 Hz, 1H), 2.42 (t, J = 7.16 Hz, 2H), 2.35 (t, J = 6.59 Hz, 2H), 2.09 

(td, J = 13.60, 6.87 Hz, 1H), 1.84–1.96 (m, 3H), 1.85–1.88 (m, 3H), 1.38–1.50 (m, 4H), 1.14–1.20 (m, 2H). 

ESI-MS m/z: 706 [M + H]+. 

 

Re-TSCE (12) 

化合物 11 (3.5 mg, 0.0050 mmol)を超純水(0.45 mL)に溶解し，[Re(CO)3(H2O)3]+ (0.050 mL)を加えた

後，1 N水酸化ナトリウム水溶液 pH 6.0 – 8.0 に調整した．17 bars (max)，300 W (max)のマイクロ波

照射下で 110°C，5 分間加熱した後，HPLCを用いて精製した．カラムは 5C18-AR-II 4.6-mm × 150-mm
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を使用し，メタノール濃度 15%から開始して，勾配はクロマト開始後から 60 分にかけて 15%から

80%とし，流速 1.0 mL/min で行い，目的物 12を得た．ESI-MS m/z: 945 [M − H]−. 

 

99mTc-TSCE (13)の放射化学合成 

 Na99mTcO4 (300 µL)をガラスバイアルに分取し，生理食塩水で 1.0 mLにメスアップ後，IsoLink kit for 

TricarbonylTMに全量を加えた．100ºCで 10分間加熱し，[99mTc(CO)3(H2O)3]+を調整した後，化合物 11 

(0.50 mg, 0.71 µmol)が入ったバイアルに 1.0 mL加えた．塩酸を用いて pH 6.0 – 8.0に調整後，17 bars 

(max)，300 W (max)のマイクロ波照射下で 110°C，5分間加熱し，HPLCを用いて精製した．カラム

は 5C18-AR-II 4.6-mm × 150-mmを使用し，メタノール濃度 15%から開始して，勾配はクロマト開始

後から 60分にかけて 15%から 80%とし，流速 1.0 mL/minで行った．分取した溶液を Sep-pak C18 Light

を用いてメタノールに溶媒置換し，アルゴンガスを用いて風乾した． 

 

親水性の評価 

 逆相 HPLC の保持時間により 99mTc-TSCE の親水性を評価した．カラムは 5C18-AR-II 4.6-mm × 

150-mmを使用し，メタノール濃度 30%よりクロマトを開始し，勾配はクロマト開始後 10分から 20

分にかけて30%から60%とし，流速1.0 mL/minで行った．対照化合物として，125I-IGLCE及び 125I-DCIT

を既報の合成方法に従って合成し，同様の条件で親水性を評価した． 

 

細胞培養 

 LNCaP 細胞及び PC-3 細胞の培養には 10% Fetal Bovine Serum (FBS)含有 Roswell Park Memorial 

Institute 1640 (RPMI 1640)にグルタミン(1 mM)，ペニシリン(100 U/mL)，ストレプトマイシン(10 

mg/mL)を混合した培地を使用し，37°C，5% CO2環境下にて培養した． 

 

結合選択性評価 

 LNCaP細胞(4 × 105 cells/well)及び PC-3細胞(4 × 105 cells/well)を 12ウェルプレートに播種し，CO2

インキュベーター中で 48時間培養した．培地を除去後，各ウェルを 500 µLのアッセイ用培地 (0.5% 

FBS含有 RPMI培地)で 2回洗浄した．各ウェルに 99mTc-TSCE (74 kBq/mL)を加え，CO2インキュベ

ーター中で 1時間インキュベートした．非特異的結合は 1.0 mM の PSMA阻害剤(2-PMPA)を加えて

評価した．各ウェルを 500 µLのアッセイ用培地で 2回洗浄後，0.2 N水酸化ナトリウム水溶液で細

胞を溶解させた．細胞に結合した放射能をガンマカウンターで計測し，タンパク質濃度で補正した． 
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結合親和性評価 

 LNCaP細胞 (4 × 105 cells/well)を 12ウェルプレートに播種し，CO2インキュベーター中で 48時間

培養した．培地を除去後，各ウェルを 500 µLのアッセイ用培地 (0.5% FBS含有 RPMI培地)で 2回

洗浄した．各ウェルに 99mTc-TSCE (74 kBq/mL)及び 2-PMPA (10 pM - 10 µM)を加え，CO2インキュベ

ーター中で 1 時間インキュベートした．各ウェルを 500 µL のアッセイ用培地で 2 回洗浄後，0.2 N

水酸化ナトリウム水溶液で細胞を溶解させた．細胞に結合した放射能をガンマカウンターで計測し，

50%阻害濃度(IC50値)を GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc.)で算出した．対照化合物として，

125I-DCIT を用いて，99mTc-TSCEと同様の条件で親和性を評価した． 

 

PCa 移植モデルマウス 

 動物実験は京都大学動物実験委員会での承認を受け，その指針を遵守して行った．培養した LNCaP

細胞及び PC-3細胞は 2.5 g/L トリプシン・1 mM エチレンジアミン四酢酸で処理後，リン酸緩衝食塩

水(PBS(-))で再懸濁し，細胞数を計数した．PBS(-) : BD MatrigelTM Basement Membrane Matrix (1 : 1)

で細胞懸濁液を調製し，マウスの右下肢に LNCaP細胞を移植し(1–5 × 106 cells/mouse)，左下肢に PC-3

細胞を移植した(1–5 × 106 cells/mouse)．PCaモデルマウスは癌病巣径が 5–10 mmまで成長した時点で

実験に使用した．作製したモデルマウスの LNCaP 癌病巣及び PC-3癌病巣における PSMA発現の有

無はウエスタンブロットにより確認した．癌組織を回収後，タンパク質分解酵素阻害剤含有細胞溶

解液に懸濁し，12,000×gで 10分間遠心した．上清を回収して 1 mg/mL にタンパク質濃度を調製後，

laemmli sample buffer と混和し，100oCで 5分間煮沸した．電気泳動は 5 - 20% Tris-HCl ゲルを用いて

20 mA/枚(電流固定)で 90 分間行った．その後，メタノールで 30 秒間親水化した PVDF 膜を用いて

100 V (電圧固定)で 1時間ウエスタンブロットを行った．転写後，PVDF膜は 5%スキムミルク含有

PBS-T (0.05% Tween20)で 1 時間ブロッキングし，抗 GCPII 抗体 (GCP-04: 1000 倍希釈)または抗

GAPDH抗体(14C10: 1000 倍希釈)を加えて 16時間インキュベートした．PBS-T で 5分間洗浄を 3回

繰り返し，HRP標識抗 mouse IgG1 抗体(2000 倍希釈)または HRP標識抗 rabbit IgG抗体(2000 倍希釈)

を添加し，室温で 1時間インキュベートした．5分間の洗浄を 3回繰り返した後，化学発光検出試薬

で検出した． 

 

体内分布実験 

 生理食塩水に溶解させた 99mTc-TSCE (74 kBq/100 µL) を，LNCaP 細胞と PC-3細胞を移植した PCa

移植モデルマウスに尾静脈投与した．マウスは所定のタイムポイント(投与後 5分，30分，及び 120

分)において断頭屠殺した．血液を回収した後，組織を摘出して，質量と集積した放射能を測定し，

組織への集積を評価した．阻害群には 2-PMPA (10 mg/kg weight)を共投与し，投与 120 分後における

99mTc-TSCEの体内分布を評価した． 
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小動物 SPECT/CT 

 LNCaP 細胞と PC-3 細胞を移植し PCa 移植モデルマウスをイソフルランで麻酔し，生理食塩水に

溶解させた 99mTc-TSCE (9.45 MBq/0.3 mL)を尾静脈投与した．阻害群には 2-PMPA (10 mg/kg weight)

を共投与した．投与後 30–64 分及び 120–154 分の間に SPECT 撮像を行った．SPECT 撮像には直径

1.0 mm，焦点距離 9.0 mmのシングルピンホールコリメーターを使用し，エネルギー幅は 99mTc の 140 

keV を中心に 20%に設定，回転半径 35 mm，回転角度 360o，投影時間 60 秒，投影回数 32 回にて行

った．SPECT 撮像後に CT 撮像(空間分解能 50 µm，管電圧 60 kV，管電流 310 µA)を行った．SPECT

の投影データは 3次元 ordered-subset expectation maximization (OSEM)法による画像再構成を行い，CT

の投影データはボクセルサイズ 0.177 × 0.177 × 0.177 mm3での 512 × 512 × 512 の画像行列として

Feldkamp の再構成法による画像再構成を行った．3 次元データ解析視覚化用ソフトウェア AMIRA

バージョン 5.1 (FEI Company)にて SPECT/CT の画像解析を行った． 

 

統計解析 

 統計解析には Graphpad Prism (GraphPad Software, Inc.)を使用し，Mann-Whitney's U test または

Bonfferoni multiple-comparison test にて P < 0.05の場合に有意差ありとした． 
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結果及び考察 

 

Re-TSCE及び 99mTc-TSCE 標識前駆体の合成 

 Scheme 1-1に示した合成経路により，Re-TSCE を合成した．4-amino-n-butyric acid を原料として 4

工程を経て化合物 5を総収率 23.8％で得た．化合物 6を出発原料として，3工程を経て化合物 9を総

収率 23.8%で得た．その後，化合物 5と反応させることで化合物 10を 78.5 %で得，さらにCys-C(O)-Glu

母核と反応させることで 99mTc-TSCE 標識前駆体(化合物 11)を総収率 2.1%で得た．さらに，

[Re(CO)3(H2O)3]+と反応させることで，Re-TSCE (化合物 12)を総収率 0.61%で得た． 

 

 

 

 

 

 

 

Scheme 1-1. Synthetic route for Re-TSCE and precursor of 99mTc-TSCE. 
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99mTc-TSCE (13)の放射化学合成 

Scheme 1-2に 99mTc 標識経路を示す．Na99mTcO4から IsoLink kit for TricarbonylTM を用いて調製した

[99mTc(CO)3(H2O)3]+を 99mTc 標識前駆体(化合物 11)に加え，マイクロウェーブを用いた 1段階反応を行

った．HPLCにより精製し，99mTc-TSCE (化合物 13)を放射化学的収率 14%，放射化学的純度 98%以

上で得た． 

 

 

 

親水性の評価 

 125I-DCIT， 125I-IGLCE，及び 99mTc-TSCEの親水性を逆相 HPLCの保持時間(retention time: Rt)から

評価した．その結果を Table 1-1 に示す．99mTc-TSCE は 125I-DCIT と同程度の保持時間を示し，

125I-IGLCE に比べて短い保持時間を示したことから，99mTc-TSCE は 125I-IGLCE に比べて親水性が向

上したことが明らかとなった． 

 

 

 

 

 

 

 

  

Compound Rt [min] 

125
I-DCIT 14.90 

125
I-IGLCE 23.03 

99m
Tc-TSCE 13.64 

Scheme 1-2. Radiolabeling of 99mTc-TSCE. 

Table 1-1. Retention times of 125I-DCIT, 125I-IGLCE, and 99mTc-TSCE analysed by reverse phase HPLC. 
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結合選択性評価 

  99mTc-TSCEの PSMA に対する結合選択性を評価するために，PSMA 陽性細胞(LNCaP)及び PSMA

陰性細胞(PC-3)を用いて結合選択性を評価した．また，非特異的結合を評価するために，PSMA阻害

剤(2-PMPA)を加えて同様の検討を行った．その結果を Figure 1-3 に示す．PSMA は抗体や低分子な

どのリガンドが結合することで，PSMA-リガンド複合体がエンドサイトーシスにより細胞内へ内在

化されることが知られている 9．そこで，細胞に内在化された放射能を検出することにより評価した．

99mTc-TSCE は PC-3 細胞への結合に比べ(0.30 %ID/mg protein)，LNCaP 細胞に 10 倍以上高く結合

(4.05 %ID/mg protein)し，また，2-PMPAの共添加により，LNCaP 細胞への結合は 0.49 %ID/mg protein

まで阻害され，PC-3細胞への結合は変化しなかった(0.33 %ID/mg protein)ことから，PSMAに特異的

に結合している可能性が示された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 1-3. In vitro cellular uptake study. The internalization of 99mTc-TSCE into LNCaP (PSMA-positive) 

and PC-3 (PSMA-negative) cells after incubation with or without 2-PMPA was evaluated. Values are 

presented in units of % Injected dose/mg protein. *P < 0.05 vs PC-3 without 2-PMPA and †P < 0.05 vs LNCaP 

without 2-PMPA. (n=3) 
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結合親和性評価 

99mTc-TSCEの PSMAに対する結合親和性を定量的に評価するために，PSMA阻害剤である 2-PMPA

を競合リガンドとし，LNCaP 細胞を用いて結合阻害実験を行った．また，125I-DCIT を同様の条件で

評価した．その結果を Figure 1-4に示す． 125I-DCIT及び 99mTc-TSCEの細胞における放射能が，2-PMPA

の濃度依存的に低下したことから，125I-DCIT 及び 99mTc-TSCE は PSMA に対して結合性を有するこ

とが示された．125I-DCIT及び 99mTc-TSCE に対する 2-PMPAの 50%阻害濃度(IC50)を算出したところ，

99mTc-TSCEに対して 3.4 nM，125I-DCITに対して 0.080 nMであった．この結果は，99mTc-TSCEの PSMA

への結合量を 50%阻害するためには，125I-DCIT の PSMA への結合量を 50%阻害することに比べて，

約 40 倍高い濃度の 2-PMPA が必要であることを示している．すなわち，99mTc-TSCE の PSMA への

結合親和性は 125I-DCIT に比べて高いことを示しており，99mTc-TSCE は PSMA イメージングプロー

ブとして十分な結合親和性を有する可能性が示唆された． 

99mTc-TSCE が，既存の PSMA を標的とした 125I-DCIT に比べて高い結合親和性を示した理由とし

て，125I-DCIT の母核である tyrosine-urea-glutamateと比較して，SCE骨格が PSMAに対してより高い

親和性を有する可能性が考えられる．また，99mTc-TSCE のシグナル放出領域であるアニオン性

tricarbonyl 錯体，及びこれと SCE 骨格を繋ぐリンカー領域は PSMA への結合に寄与しないと考えら

れ 32-34，99mTc を導入するために構造的にコンパクトな錯体を選択することで，SCE骨格の PSMAに

対する結合親和性への負の影響を抑えることができたことも一因として考えられるが 35，詳細な理

由は明らかではない． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-4. In vitro inhibition assay. Displacement curves of two radiolabeled probes, 99mTc-TSCE and 

125I-DCIT, in an inhibition assay based on the binding of 2-PMPA to PSMA. Values are shown as the means ± 

standard errors of three independent experiments. (n=3) 
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PCa 移植モデルマウスの作製 

 LNCaP 細胞及び PC-3 細胞における PSMA の発現量をウエスタンブロットにより検討した．その

後，C.B-17/Icr scid/scid Jcl マウスに LNCaP細胞及び PC-3細胞を移植し，癌組織径が 5–10 mmまで

成長した時点で PSMAの発現量を検討した．その結果を Figure 1-5に示す． LNCaP 細胞において，

PSMAの発現が確認されたものの，PC-3細胞においては確認されなかった．それぞれの細胞を移植

した癌病巣においても，同様に，PSMAの発現は LNCaP 癌病巣でのみ認められた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-5. Western blotting of LNCaP and PC-3 cells (A) and tumors (B). PVDF membrane was incubated 

with anti-PSMA antibody (upper) and anti-GAPDH antibody (lower). 



 15 

体内分布の評価 

 99mTc-TSCEの体内挙動を検討するために，LNCaP 細胞移植モデルマウスを用いて体内分布実験を

行った．その結果を Table 1-2に示す．また，生体内での PSMAへの特異性を評価するために，2-PMPA

を共投与した実験も行った(Figure 1-6)． 

 99mTc-TSCE は投与 30 分後に LNCaP 癌病巣に高く集積し(12.8 %ID/g)，その後徐々に消失したが，

投与 120 分後においても保持され(5.0 %ID/g)，PSMA 陽性癌病巣への高い移行性が確認された．

99mTc-TSCE の癌病巣への集積の PSMA 特異性を検討したところ，2-PMPA の共投与により投与 120

分後において有意に低下した(0.43 %ID/g)ことから，99mTc-TSCEは PSMAを標的として LNCaP癌病

巣に集積したことが示された．所期の通り，99mTc-TSCEの肝臓への集積は 5分後(5.7 %ID/g)から 30

分後にかけて速やかな消失性を示し(2.3 %ID/g)，120 分後まで持続的に消失した(1.1 %ID/g)．一方，

125I-IGLCE は投与 30分後から 60分後まで肝臓からの消失は認められず(30 分：13.7 %ID/g，60 分：

13.9 %ID/g)，180分後においても 9.0 %ID/gと高い集積を示している．したがって，99mTc-TSCE は，

125I-IGLCEと比較して肝臓からの消失性は改善されたと考えられる．また，腸においては，99mTc-TSCE

の集積は投与 5分後から 120分後まで低い値を示し(30 分：2.3 %ID/g，120 分：1.7 %ID/g)，125I-IGLCE

の，投与直後から 60分後まで集積し，その後消失していく (60 分：16.5 %ID/g，180分：5.8 %ID/g)

性質と比較して，集積率及び消失性も改善された(Table 1-2)．さらに，99mTc-TSCEの肝臓及び腸への

集積は 2-PMPA の共投与により影響を受けなかったことから，これらの臓器への集積は PSMA に対

する特異的な結合によるものではないことが明らかとなった．以上の結果から，水溶性を向上させ

ることにより，肝臓や腸などへの非特異的集積を低減させ，他臓器からの消失性も改善することに

成功した．腎臓からのクリアランスに関しては，大きな改善は認められなかったものの，投与 180

分後まで集積量が増加し続ける 125I-IGLCE (30 分：88.8 %ID/g，60分：92.8 %ID/g，180 分：110 %ID/g，

540 分：97.1 %ID/g)に比べて，比較的早期にクリアランスされる傾向が観察された．99mTc-TSCE の

腎臓への集積が高い原因として，腎臓で高度に発現している PSMA に結合して集積していることが

示唆された 8． 
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%ID/g 5 min 30 min 120 min 

Blood 11.4 ± 2.3 3.2 ± 0.5 0.6 ± 0.1 

Heart 4.1 ± 1.1 1.7 ± 0.4 0.2 ± 0.0 

Lung 9.6 ± 1.2 3.0 ± 0.3 0.4 ± 0.0 

Liver 5.7 ± 1.0 2.3 ± 0.3 1.1 ± 0.1 

Kidney 124.9 ± 26.2 136.0 ± 6.4 56.8 ± 20.6 

*Stomach 1.1 ± 0.2 0.4 ± 0.2 0.1 ± 0.0 

Intestine 3.3 ± 0.8 2.3 ± 0.2 1.7 ± 0.4 

Spleen 15.9 ± 4.6 18.8 ± 4.6 4.9 ± 3.8 

Pancreas 3.8 ± 1.0 1.5 ± 0.2 0.3 ± 0.1 

Muscle 1.5 ± 0.5 1.0 ± 0.6 0.3 ± 0.1 

LNCaP 4.0 ± 1.2 12.8 ± 2.2 5.0 ± 2.7 

LNCaP/Blood 0.4 ± 0.2 4.1 ± 1.3 8.3 ± 5.8 

LNCaP/Muscle 3.0 ± 1.5 16.8 ± 10.5 14.4 ± 2.7 

LNCaP/Liver 0.7 ± 0.3 5.6 ± 1.5 4.4 ± 2.4 

  

 

 

 

 

Figure 1-6. In vivo blocking study. All mice were sacrificed 120 min after injection. All values are presented 

in units of %ID/g tissue. *Accumulation in the stomach is presented in units of %ID/tissue. Values are 

expressed as means ± standard deviations. Ratios are based on the %ID/g tissue values. †P < 0.05 vs LNCaP 

with 2-PMPA (n=3) 

 

Table 1-2. Biodistribution of 99mTc-TSCE. All values are presented in units of %ID/g tissue. *Accumulation in 

the stomach is presented in units of %ID/tissue. Values are expressed as means ± standard deviations. Ratios 

are based on the %ID/g tissue values. (n=4) 
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小動物 SPECT/CT 

 99mTc-TSCE の体内動態を検討した結果，最も LNCaP 癌病巣への集積が高かったのは投与 30 分後

であり，良好なイメージングの指標である癌/血液比が最も高かったのは投与 120分後であった．癌

/筋肉比及び癌/肝臓比は，投与後 30 分及び 120 分のどちらにおいても大きく変化しなかった．そこ

で，SPECT の撮像は投与後 30 分及び 120 分から実施した．その結果を Figure 1-7 に示す．投与 30

分後及び 120 分後のいずれにおいても，LNCaP癌病巣を明瞭に描出し，PC-3癌病巣は描出しなかっ

た．さらに，腸や肝臓からの目立ったシグナルは観察されず，125I-IGLCE で問題となっていた他臓

器からの非特異的なシグナルを改善することに成功した．したがって，99mTc-TSCEを用いた SPECT

撮像により PSMA陽性癌病巣と PSMA陰性癌病巣の弁別が可能であることが明らかとなった． 

 過去の報告において，PSMA の発現量と PCa の悪性度には高い相関性があることが知られている

10-13．これらの知見より，PSMA の発現を定量し得る 99mTc-TSCE を使用した SPECT 検査によって，

PCa の悪性度を評価できる可能性が示された． 

 

  

Figure 1-7. SPECT/CT images of 99mTc-TSCE. Coronal (upper) and transverse (lower) SPECT/CT images of 

99mTc-TSCE distribution were obtained at 30 and 120 min after injection. 
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小括 

 

 本章において，既存の PSMA に親和性を有する化合物で問題とされている肝臓や小腸への非特異

的集積を改善することを目的として，PSMA に高親和性を有する SCE 骨格を基盤とした 99mTc 標識

化合物を開発し，新規 SPECT 用 PSMAイメージングプローブとしての有用性を評価し，以下に述べ

る結果を得た．  

 

(1) アニオン性 99mTc-tricarbonyl 錯体を導入した新規 SCE誘導体(99mTc-TSCE)を合成した． 

 

(2) 逆相 HPLCを用いた検討の結果，99mTc-TSCE は 123I-IGLCEに比べて高い水溶性を示した． 

 

(3) LNCaP細胞及び PC-3細胞を用いた in vitro 結合選択性評価の結果，99mTc-TSCEは PSMAを発現

する LNCaP 細胞にのみ結合して内在化され，PSMA を発現しない PC-3 細胞には結合せず，

PSMAに対する高い結合選択性を示した． 

 

(4) LNCaP 細胞を用いた結合親和性評価の結果，99mTc-TSCE は PSMA イメージングプローブとし

て十分な結合親和性を示した． 

 

(5) PCa 移植モデルマウスを用いた体内放射能分布実験において，99mTc-TSCEは LNCaP 癌病巣に高

く集積し，PSMA 阻害剤である 2-PMPA を共投与したところ集積が低下し，in vivo において

PSMA への高い結合特異性を示した．また，肝臓への集積は低く，腸からの速やかな消失性も

認められた． 

 

(6) PCa 移植モデルマウスを用いた SPECT/CT イメージングの結果，99mTc-TSCE は LNCaP 癌病巣

を明瞭に描出し，PC-3 癌病巣との弁別にも成功した． 

  

 以上の結果より，99mTc-TSCE は，PSMA を標的とした SPECT 用 PCa イメージングプローブとし

て有効であり，PCa の悪性度評価に利用できる可能性が示された． 
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第 2章 

近赤外蛍光イメージング用 PSMAイメージングプローブとしての 

SCE誘導体の開発 

 

背景 

 

PCa の治療法として最も広く行われている外科的前立腺全摘除術において，根治的治療後の再発

率が高いことが問題となっている 36．手術による前立腺全摘除を施した患者の 20%から 30%の患者

に PSA 値の再上昇(PSA 再発)が見られ，この現象は最大で 60%にも達するとされており，その後，

画像診断により癌の存在が確認された時点では，転移を伴っている可能性が非常に高いことが報告

されている 37-40．この臨床的再発の大きなリスク要因の一つとして，術中の腫瘍細胞の不完全な切除

による腫瘍の残存，すなわち，切除断端陽性(positive surgical margins: PSM)が知られており，PSMを

防止する新たな方策が求められている 41-46．このような状況の下，近年，新たな概念として「標的化

局所治療法」が注目を集めている 47,48．これは，患者の寿命に影響し得る悪性度の高い癌を標的化し，

局所的に切除または治療することで，健常組織は温存することにより，手術後の合併症を可能な限

り防止する低侵襲性の治療法である．しかしながら、手術中に PCa のみを検出・標的化する手法は

未だ確立されておらず，手術中に癌病巣のみを標的化可能な方法の開発が求められている．この手

術中に癌病巣を標的化・可視化する方法として，リアルタイムに明視野との融合画像が取得可能で，

放射線により被爆しないため安全性の高い光イメージング法の利用が期待されている 49．特に，自

家蛍光が少なく，組織透過性に優れる 650 – 900 nmの近赤外(nar-infrared: NIR)領域の蛍光を利用した

NIR蛍光イメージング法の利用が望まれている 50． 

第 1 章では，PSMA を標的とした SPECT 用新規イメージングプローブとして 99mTc-TSCE を開発

し，その有用性を示した．そして，SCE骨格を基盤とした PSMAイメージングプローブの開発戦略

が，123I 標識化合物に限らず，臨床上汎用される 99mTc を有するプローブ開発にも有望であることを

見出した．そこで，本章においては，SCE骨格を基盤とした開発戦略を NIR蛍光イメージングに用

いるプローブの開発へと応用することを試みた．そこで，本章においては，SCE 骨格を基盤とした

開発戦略を NIR蛍光イメージングに用いるプローブの開発へと応用することを試みた．具体的には，

SCE 骨格へ，NIR 蛍光色素として既に臨床応用もされており，高い安全性が報告されている IRDye 

800CW51を導入することで，新規 SCE誘導体を設計・合成し(Figure 2-1)，NIR蛍光イメージングに

用いる PCaイメージングプローブとしての有用性を評価した．  
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Figure 2-1. Design strategy for novel IRDye 800CW-labeled PSMA targeting probe. 
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実験方法 

 

試薬・機器 

 第 1 章と同じ試薬・機器を使用し，新たに使用したものについては以下に示す．トリエチルアン

モニウム酢酸緩衝液は和光純薬株式会社より購入し，IRDye 800CW-Maleimide はリコーバイオサイ

エンス株式会社より購入した．蛍光特性は株式会社島津製作所製 RF-6000 を使用して測定した．蛍

光イメージングにはパーキンエルマー社製 IVIS Spectrumを使用した．細胞の観察にはオリンパス株

式会社製 IX 81N-ZDC-IMAGE を使用した． 

 

合成(800CW-SCE) 

Cys-C(O)-Glu (0.53 mg, 1.80 µmol)を超純水(30 µL)に溶解し，1 N水酸化ナトリウム水溶液を用いて

pH 6.0 – 8.0に調製した．ジメチルスルホキシド(40 µL)に溶解した IRDye 800CW-Maleimide (0.70 mg, 

0.60 µmol)を加えた後，室温で 15分間攪拌した．反応後 HPLCを用いて精製した．カラムは 5C18-AR-II 

4.6-mm × 250-mmを使用し，溶媒にはトリエチルアンモニウム酢酸緩衝液(10 mM, pH 7.0)及びメタノ

ールを用いた．メタノール濃度 5%から開始して，勾配はクロマト開始 5分後から 45 分にかけて 5%

から 100%とし，流速 1 mL/min で行った．凍結乾燥を行い，800CW-SCEを収量 0.75 mg (85.6 %)で

得た．ESI-MS m/z: 1418.3 [M − H]−. 

 

蛍光特性の評価 

 800CW-SCE 及び IRDye 800CW-Maleimide をメタノールに溶解し，RF-6000 を用いて，37°C で極

大励起波長，極大蛍光波長，及び蛍光量子収率を測定した．蛍光量子収率は，ICG (Φ = 0.016)52を標

準試料として使用し，730 nmの波長で励起し，650 – 900 nmの蛍光波長領域を分析した． 

 

細胞培養 

 第一章と同様の方法を用いて行った． 

 

細胞内在化実験 

 800CW-SCE及び IRDye 800CW-Maleimide の PSMAに対する結合選択性を，LNCaP 細胞及び PC-3

細胞を用いた細胞内在化実験により評価した．LNCaP 細胞(5 × 105 cells/well)及び PC-3細胞 (5 × 105 

cells/well)を 12 ウェルプレートに播種し，CO2インキュベーター中で 24 時間培養した．培地を除去

後，各ウェルを 1 mLのアッセイ用培地(0.5% FBS含有 RPMI培地)で 1回洗浄した．各ウェルにアッ

セイ用培地(1 mL)で溶解した評価化合物(5 nmol)を加え，CO2インキュベーター中で 3時間インキュ

ベートした．非特異的結合は 2-PMPA (100 µM)を加えて評価した．各ウェルを 1 mLのアッセイ用培

地で 3回洗浄後，Hoechst 33342 (5000倍希釈)含有リン酸緩衝液を加え，室温で 10分間インキュベー

トした．溶液を除去後，4%パラホルムアルデヒド含有リン酸緩衝液  (500 µL)を加え， IX 
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81N-ZDC-IMAGEを用いて観察した． 

 

PCa モデルマウス 

 CB17/Icr-Prkdcscid/CrlCrlj マウスはオリエンタルバイオ社より購入した．動物実験は京都大学動物

実験委員会での承認を受けて，その指針を遵守して行った．培養した LNCaP 細胞及び PC-3 細胞の

移植は，第一章と同様の方法を用いて行った． 

 

生体イメージング実験 

 IVIS Spectrumを用いて生体イメージングを行った．LNCaP 細胞及び PC-3細胞を移植した PCa移

植モデルマウスをイソフルランで麻酔し，PBS に溶解させた 800CW-SCE (10 nmol/100 µL)を尾静脈

投与した．投与後 24時間まで継時的に蛍光撮像を行った(励起: 745 nm，蛍光: 800 nm，露光時間 1

秒)．LNCaP癌病巣及び PC-3癌病巣に関心領域(ROI)を設定し，各 ROIにおける蛍光強度を継時的に

算出した．化合物の体内分布を評価するため，投与後 12 時間及び 24 時間に撮像後，断頭屠殺し，

組織を摘出した．IVIS Spectrumで各臓器を撮像した後，LNCaP 癌病巣及び PC-3癌病巣に ROIを設

定し，蛍光強度を算出した．その後，蛍光強度を，測定した組織重量で補正した．生体内における

PSMA特異性を評価するため，in vivo 阻害実験を行った．800CW-SCE 及び 2-PMPA (10 µmol)を共投

与し，投与後継時的に体内分布を評価し，投与後 24 時間に撮像後，断頭屠殺し，組織を摘出した．

摘出した組織を上記と同様の方法で評価した．また，反応前の蛍光色素のみを投与し，上記と同様

の方法で評価した． 

 

統計解析 

 第一章と同様の方法を用いて行った． 
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結果及び考察 

 

800CW-SCEの合成 

 Scheme 2-1に示した合成経路により，IRDye 800CW のマレイミド基と Cys-C(O)-Glu 母核のチオー

ル基の共役求核付加反応を利用して 800CW-SCE を合成した．800CW-SCEの保持時間を検討したと

ころ，26.16分にピークが検出され，未反応の IRDye 800CW-Maleimide の保持時間が 29.40 分であっ

たことから NIR蛍光色素と完全に分離できたと考えられる．また，SCE骨格を導入することにより，

NIR蛍光色素の水溶性がわずかに向上したことが示唆された(Figure 2-2)． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 2-2. HPLC analyses of IRDye 800CW-Maleimide, Cys-C(O)-Glu, and before and after purification of 

800CW-SCE under same conditions. 

Scheme 2-1. Conjugation of Cys-C(O)-Glu with NIR fluorophores. (a) NaOH, H2O, DMSO, pH 7.0, 86%. 
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蛍光特性の評価 

 800CW-SCE及び IRDye 800CW-Maleimide を用いて蛍光特性を評価した．その結果を Table 2-1に

示す．800CW-SCEの極大励起波長，極大蛍光波長，及び蛍光量子収率は，IRDye 800CW-Maleimide

の値と比べて同等であり，蛍光色素への Cys-C(O)-Glu 母核の導入は，蛍光特性に影響を及ぼさない

ことが明らかとなった．  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Compound 
λEx 

(nm) 

λEm 

(nm) 
Quantum yield (Φ) 

IRDye 800CW-Maleimide 778 796 0.024 

800CW-SCE 775 800 0.025 

Table 2-1. Optical properties of IRDye 800CW-conjugate. 
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細胞内在化実験 

 800CW-SCE及び IRDye 800CW-Maleimide の PSMAに対する結合選択性を評価するために，PC-3

細胞及び LNCaP細胞を用いて細胞内在化能を検討した．また，PSMA に対する結合特異性を評価す

るために，2-PMPA を共添加した検討も行った．その結果を Figure 2-3 及び Figure 2-4 に示す．

800CW-SCE は，LNCaP 細胞に内在化され，細胞膜表面及び細胞内から NIR 蛍光シグナルが観察さ

れ，PC-3細胞からは蛍光シグナルは観察されなかったことから，LNCaP細胞選択的に結合・内在化

されることが示された(Figure 2-3)．一方，IRDye 800CW-Maleimide は，2-PMPAの有無にかかわらず，

いずれの細胞からも NIR蛍光シグナルは観察されなかった(Figure 2-4)．したがって，800CW-SCEが

PSMAに対する結合特異性を示すために，SCE骨格が重要である可能性が示された． 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-3. In vitro cellular uptake study. The uptake of 800CW-SCE into each cell after incubation with or 

without 2-PMPA was evaluated. Representative images of differential interference contrast (DIC) (left), 

Hoechst 33342 (left-middle), NIR-fluorescence (right-middle), and merge data (right) are shown. Bar = 50 µm. 
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Figure 2-4. In vitro cellular uptake study. The uptake of IRDye 800CW-Maleimide into each cell after 

incubation with or without 2-PMPA was evaluated. Representative images of differential interference 

contrast (DIC) (left), Hoechst 33342 (left-middle), NIR-fluorescence (right-middle), and merge data (right) 

are shown. Bar = 50 µm. 
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生体イメージング 

800CW-SCEを用いて，生体外から非侵襲的に PSMA陽性癌病巣を検出することが可能か検討するた

め，生体イメージングを行った．また，投与 12時間後及び 24 時間後に臓器を摘出し，ex vivoでの

撮像を行い，癌病巣への集積量を定量的に評価した．その結果を Figure 2-5 及び Figure 2-6 に示す．  

800CW-SCEは，投与後全身に移行し，徐々に消失したものの 4時間後までは特定臓器への集積は認

められず，LNCaP癌病巣及び PC-3癌病巣間での集積量の差は認められなかった(LNCaP4h = 13.7 × 108, 

PC-34h = 11.7 × 108)．投与 8時間後以降，PC-3 癌病巣からは継時的な消失性を示したものの，LNCaP

癌病巣への集積は長く保持され，投与 12 時間後及び 24 時間後には高い LNCaP/PC-3 比(Ratio of 

LNCaP/ PC-324h = 2.77)を示し，LNCaP 癌病巣を明瞭に描出した(LNCaP24h = 5.44 × 108, PC-324h = 2.05 × 

108) (Figure 2-5A)．LNCaP 癌病巣への集積が PSMA選択的であるか検討するため，2-PMPAを共投与

した検討も行った．2-PMPA共投与群は非投与群と同様，投与 4時間後まで全身からシグナルを検出

し，投与 12時間後まで徐々に消失し，この時点で癌病巣へのわずかな集積が確認できた．この集積

は長い時間保持されず，投与 24時間後には LNCaP 癌病巣及び PC-3 癌病巣の両者において，目立っ

た集積は確認されなかった(LNCaP24h = 2.28 × 108, PC-324h = 2.17 × 108) (Figure 2-5B-a and B-c)．したが

って，800CW-SCEは，LNCaP 癌病巣を PSMA特異的かつ明瞭に描出し，PC-3癌病巣との弁別が可

能であることが明らかとなった． 

 摘出した癌組織を ex vivo で撮像し，組織重量で補正したところ，800CW-SCEの LNCaP 癌病巣へ

の集積は PC-3癌病巣への集積と比較して，投与 12時間後において 3.27倍，投与 24時間後には 3.89

倍も高いことが示され，この結果は生体イメージングの結果と一致した(Figure 2-6C and 6D)．また，

LNCaP 癌病巣への高い集積は，2-PMPA の共投与により投与 12 時間後及び 24 時間後において阻害

され，PSMA に対する選択的な集積であることも明らかとなった．投与 12 時間後の時点では，胃，

腸及び肝臓など腹腔内臓器からの蛍光シグナルがわずかに確認されたものの，2-PMPAにより抑制さ

れなかったことから，消失過程にある非特異的な集積であることが示された(Figure 2-6A)．これらの

臓器への非特異的な集積は，投与 24時間には大幅に低下し，800CW-SCEは 24時間後までに非特異

的組織から消失するのに十分な性能を有していることが明らかとなった(Figure 2-6B)．マウスの腎臓

は PSMAを高度に発現する臓器として報告されており，腎臓への集積は，投与 12 時間及び 24時間

後において有意に抑制されたことから，PSMA への特異的な結合を反映したものであると考えられ

る． 

開発した 800CW-SCE は，PSMA陽性癌病巣を体外から明瞭に描出したことから，手術中において

も同癌病巣を明確に検出可能であることが示唆された．さらに，筋肉や他臓器に対して高い集積比

を示したことから，手術中に良好なコントラストの画像を取得できる可能性も示された． 
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Figure 2-5. In vivo imaging of 800CW-SCE. (A) In vivo images of mice with or without 2-PMPA. 

Representative images are shown of n = 4 or 5. (B) Quantification of 800CW-SCE in LNCaP tumors, PC-3 

tumors, and background (BG) from the mice used in A at 12 (a) and 24 h (b) after intravenous administration. 

Values represent mean ± SD of 4 animals. (*P < 0.05 vs LNCaP without 2-PMPA; #P < 0.05 vs LNCaP 

without 2-PMPA). 



 29 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 2-6. Ex vivo imaging of 800CW-SCE. (A and B) Representative images are shown of n = 4 or 5. The 

fluorescent signal in LNCaP tumors was significantly higher than in PC-3 tumors at 12 (C) and 24 h (D) after 

administration of 800CW-SCE. Values represent mean ± SD of 4 animals. (*P < 0.05 vs LNCaP without 

2-PMPA; #P < 0.05 vs LNCaP without 2-PMPA). 
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小括 

 

 本章において，NIR 蛍光イメージング法に適した PSMA 標的分子イメージングプローブの開発を

目的として，PSMAに高親和性を有する SCE骨格を基盤としてシアニン系の NIR蛍光色素を導入す

る戦略により新規 SCE誘導体(800CW-SCE)を開発し，その有用性に関する評価を行い，以下に述べ

る結果を得た．  

 

(1) IRDye 800CW を導入した新規 SCE誘導体(800CW-SCE)を合成した． 

 

(2) LNCaP 細胞または PC-3 細胞を用いた結合特異性評価の結果，800CW-SCE は，LNCaP 細胞に

PSMA特異的に結合・内在化された． 

 

(3) PCa 移植モデルマウスを用いた生体イメージングの結果，800CW-SCE は，LNCaP 癌病巣を明

瞭かつ PSMA特異的に描出し，PC-3癌病巣に対する LNCaP 癌病巣への高い集積比を示した． 

 

(4) 800CW-SCE は，LNCaP 癌病巣以外の他の臓器への目立った集積は確認されず，非標的臓器か

らの速やかな消失性を示した． 

  

 以上の結果より，800CW-SCE は，PSMA を標的とした NIR 蛍光イメージングに用いる PCa イメ

ージングプローブとして有効である可能性が示された． 
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