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緒 言

　ラジオアイソトープ（以下，RIと略）を利用して，病気の診断を行おうとする核医

学は，新しい医学の領域として，著しい発展を遂げている。このRIを用いる検査法は，

RIを体内に投与しない方法と投与する方法の二種に大別される。前者は，一思にin　vifro診

断法と呼ばれ，RIを用い，体内，特に血申の微量のホルモンや薬物の定量を行い，そ

の結果を診断の指標のひとつとしようとするもので，radioimmunoassayやradior－

eceptorassayがその代表的な例である。一方，後者は，　in’vivo診断法と呼ばれ，

RIを人体に直接投与し，その放射能を体外から計測したり，血液，尿などの試料を採

取し，その放射能を測定することたより，各臓器の形態および機能に関する情報を得

て，これを診断に役立てようとするものである。

　このin　vivo診断法に用いられるRIの中で，テクネチウムー99m（99m』Tc、は，（1）

半減期が6．02時聞と短く，γ線のみを放出するめで被曝線量が少ない，（2倣出7線の

エネルギーが140keVであり，Nal検出器に対して感度が高い範囲にあるため，精度

良く検出できる，（3｝比較的半減期の長い親核種99Mo（半減期：67時間、からジェネ

レータシステムにより簡単にかっ安価に入手できる，などめ点から最もすぐれた核種

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　である。ジェネレータシステムとしては，　Moをアルミナカラムに吸着したものが市

販されており，これを用いて，放射平衡の状態にある娘核種99mTcを生理食塩水で毎

日平均1回ずつ溶出することができる。さらに，Tcは冊B族に属する遷移金属である

ので，種々の配位子とキレートを生成し易い性質をもっている。その性i質を利用する

ことにより，すなわちキレート生成によって種々の99mTc標識化合物を容易にしかも

短時間の操作で得ることができるが，この点は短半減期標識化合物の調製には特に有

利である』これらの理由により，99mTcは現在最も広く用いられている核種であり，

さらに将来とも99mTc標識診断薬に対する期待は大きいと考えられる。

　以上のような99mTcの核種としての有用性に基づき，種々の99mTc標識診断薬の開

発が試みられているが，その中で，『9mTc標識肝胆道系診断薬の開発は最も大きな課

題のひとつである。その理由として，従来より用いられてきた1311－bromosulfoph－

thalein（1311一BSP）や1311rrose　benga11、2）などは，肝胆道系の形態および機能

の診断に大きい意義を有する3）ものの，夏311がβ一線および364keVの高エネルギーの
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γ線を放出しかっ半減期が8日と長いため，被曝や測定器に対する感度などの点で満

足すべき核種ではないことがあげられる。そのため，1311にかわるもっと良い核種，

すなわち，99mTcや1231（γ線のエネルギー：160keV，半減期二13．3時間）を用い

る標識化合物の開発が進められている8）～18）しかし，1231はサイクロトロンによって

製造されるため，価格が高く，また入手できる範囲がサイクロトロンの比較的近くに

限られることなどから，一般に使用されるには至っていない。した：がって，現在99m？C

標識化合物の開発が最も強く望まれているが，いままでに開発された99mTc標識化合

物は，いずれも診断薬としての有用性の点で不十分であった30）

　一方，多価金属イオンであるTcの錯生成反応は極めて多様であり，このTcの多価

イオンの反応が，99mTc標識診断薬の調製すなわち標識反応に複雑に反映し，また得られる

標識体の体内動態は，その化学的性質に深く関係するはずである。したがって，99mTc

標識診断薬の開発には，99mTc標識化合物の化学的性質に基づいた考察が基礎的に不

可欠なことと考えられる。それにもかかわらず，これまでの99mTc標識診断薬の開発

研究は，このような基礎的な考察に基づいたものではなく，ほとんどの場合，経験的

な知見に基づいて進められてきた。

　以上のような背景を考慮し，著者は，化学的性質の検討からすぐれた99mTc標識肝

胆道系診断薬を開発することを計画した。まず，99mTc標識肝胆道系診断薬として最

初に報告されながら，体内動態の再現性の低さがその臨床応用の結果において指摘さ

れていた99mTc一ペニシラミンを選び，この欠点の原因を明らかにするためには標識

体の化学的性質を検討することが必要と考え，標識反応および標識体の化学的性質と

肝胆道系での挙動との関係を基礎的に詳しく調べた。この際，従来より安定同位体が

ないため非常におくれていたTcの化学に関する知見は，本研究に必要な情報を得るに

は極めて不十分であるので，必要に応じ99mTcを用いるトレーサーレベルでの検討の

他に，長半減期の99Tcを用いる化学量論的レベルでの検討も行った。さらに，その

他種々の99mTc標識化合物に関して同様の検討を加え，それらの結果を基礎として，

bifunctlonal　radiopharmaceuticalslo、2D、24）という考え方を導入して，1311－BSP

や1311rose　bengalにかわり得る新しい99甲？c標識肝胆道系診断薬の開発を行った。

bifunctional　radiopharmaceuticalsとは，ある臓器に対し特有の生理作用を示す物

質を母体にし，これに適当なキレート生成部位を導入し，99mTcなどの金属放射性核

種をキレート生成によって結合することにより，臓器特異性をもつ放射性金属標識化

合物を得ようとする考え方によって得られた診断薬のことで，このような考え方は，
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現在核医学診断薬のドラッグデザインの方法として非常に重要視されているものであ

る。

　上記の研究によって，以Fに詳述するように，臨床に有用な99m田C標識肝胆道系診断薬を

開発するとともに，一般に99mTc標識反応に影響を及ぼす種々の要因を明らかにし，

かっ良好な診断薬を得るための指針を得ることができた。
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第1章　99mTcによるべニシラミンの標識反応
　　　　　　　およびその標識生成物の肝胆移行性

　99mTc一ペニシラミン（以下，99mTc－Penと略、は，　Tubisらにより99mTc標識

肝胆道系診断薬として最初に報告されたものであったがρその後臨床に用いられた結

果，胆嚢への集積に再現性が低いことが指摘され，臨床には用いることができないと

結論されていた§5）著者は，その欠点の主な原因が，Tcの反応の複雑性，すなわち標識

化の際のわずかな反応条件の違いにより，錯生成反応と加水分解反応や酸化還元反応

との交差が複雑に変化し，その結果多数の錯体種が生成するという点にあると考えた。

実際，ゲル炉過法を用いて，

Tubisの方法により調製した
99m

sc－Penを調べてみると，

Fig．1・1のように様々な分子　　　　　　　　　　　§　　　　　　　　　§

量をもつ錯樋が購に存在　　　　↑　　　　↑
することがしばしばあり，し

かもその生成状態は再現性に

乏しいということがわかった。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨむ　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　ロ　　　ヨむ

　そこで，著者は，まずTcと　　　　　Tim・覗・・ヒe　　　　　　τime’Minute

ペニシラミン　　　　Fig．1．1G・エCh・。瓢。セ。9．aphy。f　ggmτc－P。。

（CH5b主13〉三一㎝〈臨㎞　　　：！課誓115論二」20㎝

　　　SH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fエow　Raヒe，13工飢1／hr

と踏）との反応を詳しく検討し，

さらに生成する数種の錯体種のうちでわずか二種のみが胆汁排泄されることを見出した。

また，臨床使用を可能にするため，それら二種の錯体種の各々を収率良く選択的にか

つ簡単に得る方法を確立し，あわせて，それらの動物体内での挙動について詳しく検

討した。　　　　　　　　’

第1節　99mTcとペニシラミンとの錯生成反応の検討

　99mTcとべニシラミン（Pen、との反応において，：Fig．1・1に示すように，反応条件

のわずかな違いにより種々の錯体種が生成するが，各錯体種の体内挙動とくに胆管三
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行性を検討するためには，各錯体種を各々特異的に調製する方法を見出す必要がある。

それ故，TcとPenとの標識反応に関する化学的な知見を得ることは極めて重要であ

る。この節では・横此杉浦らによる詳しい検討の結果得られたPenの金属錯体に関

する知見や16＞、29）Tcとキレート生成し易い構造の配位子であるタイロンおよびアスコ

ルビン酸との反応に関する知見30）を参考にし，99mTcおよび99Tcを用いて，Penとの

反応について・分光光度法およびクロマト的手法により検討した結果について述べる。

　1．実験方法

　　（a）試　薬

　Mallinckrodt祉のウルトラテクネカウ・ジェネレータから毎朝溶出した0．5～1mCi

湘1のNa99mTcO4生理食塩水溶液およびNew　England　Nuclearから購入したNH、

99 scO4水溶液を用いた。また，　K，99TcC1，はDialzielの方法3コ口従って：合成し，

濃塩酸に溶かして保存した。NH、99TcO、およびK299　TcC16の純度および濃度はUV

スペクトルにより確認した12）さらに，Penは半井化学製・特級試薬のD：L一ペニシラミ

ン（H2　Pen（非解離形））をそのまま使用し，またその他の試薬・溶媒の調製にはす

べて特級試薬をそのまま使用した。

　　（b）標識反応

　以下のように，TcO；に対し異なる還元剤を用いて行った。

　（i膿塩酸法（Tubisの方法4））：99mTcOξと99TcOξの混合液または99mTcO；溶液の

みを試験管に入れ，これに適当量の濃塩酸およびPenを加え，5～30分間水溶上で沸

騰させる。冷却後，溶液を10N，1N，0．1NNaOH水溶液を用いて，pHを望む値に調

節する。

　（ID塩化第一スズ（SnC12）法：SnC12溶液は，用時窒素置換した0．1～12N塩酸溶

液に必要量のSnC12を溶かして調製した。このSnC玉2溶液およびPenを，99mTcOξま

たは99TcO；と99mTcOτのpH　O以下の塩酸溶液に加え，1rO分母麗伴後，反応溶液に10

N，1N，0．1NNaOH水溶液を順次加えて，　pHを望む値に調節する。

　㈲水素化ホウ素ナトリウム（NaBH4）法二99mTcO；と99TcO；の混合液または99mTcO；

のみの溶液にPenを加え，さらに，0．　l　Mリン酸緩衝液または0．2M酢酸緩衝液でpH

を調節後，5～50mgのNaBH4を加える。

　（V）亜ニチオン酸ナトリウム（Na2　S　20。、法：99mTcOξと99TcO；の混合液または

99mTcO；のみの溶液にPenを加え，さらに，0．1Mリン酸緩衝液または0．2M酢酸緩衝

液でpHを調節後，5～50mgのNa2　S　204を加える。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　二5＿



　　（c）反応生成物の検討

　反応生成物の検討には，ゲル炉過法，炉紙電気泳動法，薄層クロマトグラフィーを

用いた。ゲル1戸過法には，Sephadex　G－15カラム（直径：20㎜，高さ二23じm）を

用い，生理食塩水を稲子液として108ml／hrの流速で行った。懸紙電気泳動法には，

東洋炉紙No．50（巾：2cm，長さ：40cm）を使用し，0．2Mリン酸緩衝液（pH　7．0）

を用い，500Vの定電圧で泳動時間1時間の条件で行った。また薄層クロマトグラフ

ィーには東京化成シリカゲルスポットフィルムを用い，展開溶媒としてn一ブタノー

ル：酢酸：水＝4：1：1およびメタノール：10％酢酸アンモニウム水＝1：1の二種類

の溶媒を使用した。また，99Tcを使用した場合には可視吸収スペクトルも測定した。

　　（d）機　、器

　放射能の測定において，デル酒過法の場合には，．富士通ウェルカウンタ」EA　14に

富士通シングルチャンネルスペクトロメータAN　10を組み合わせた装置，薄層クロマ

トグラフィー・および鼻紙電気泳動法の場合には，富士通炉紙クロマトスキャナEA120

を改良した装置を用いた。また吸収スペクトルの測定には，島津D－40RおよびUV

－200・自記分光光度計を用い，pHメーターは日立一堀場Fセ7型を用いた。さらに，．

酒紙電気泳動注には東洋C一皿型泳動装置および東洋PS－1510型安定電源を使用し

た，

　2．結果および考察’

　99mTcは，普通前述の99Mo－99mTcジェネレータ、から『9卑丁ρ0ξの化学形で得られる。

この99mTcO；は，非常に安定な化学形で反応性も弱いため，99・町C標識化合物を得よ

うとする場合には，99mTcO；を還元し，99mTcの原子価を低くする必要がある。実際

Penと99mTcOξとを単に混合しただけでは反応は進ま．ずゴ濃塩酸，乳S皿C12　NaBH4，

Na2　S　20、などの還元剤の存在で初めて反応が進む。1すなわち∴＝この標識化は低原子価

に還元された99mTcとPenとの反応で進行する。そこで1：．低原子価「TbとPenとの反

応を詳しく調べるために，まず，99Tcと99mTcとを併用豊て曳Tub　i　sらによって報告

された調製法4）に準じて，さらに種々の条件下で反応を進めた。．

　さて，Tuりfsらの調製法とは，9gmTcOξ1mlにPen　60mg・濃塩酸0・3mlを加え

100。Cで10分加熱し，冷却後，11N，1N，0．1Nの各濃度のNaOH水溶液を適当に

加えPHを7．0．にするという方法である。いま，　Penと99Tcの濃度が20011になるよ

うにPenと99TCO；を混ぜ，　rこれにキャリヤーフリーの99mTcOξを放射能検出の目安

として加え，このTubisの方法に準じてT¢一Penを調製し，，最終のpHを0と6，9と

　　　　　　　　　　　　　　　　　＿6二



にした場合の反応液

のSephadex　G－15
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果をFig4・2（a）（b）に
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れた動画分をFig．1・
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　　　　　　　　　　　　　一一一一暉一一一一　　　after　standinq　for　ゴ4　hr．
1鯉丁℃℃慮二とPehとを．
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　ゆセ

↓ O．12

0．29

P－3　fracセion

。・54．｛Tco4，

801vent
fτont

．↓

F－4　．fraction

ゆむセ　ロ　　　

↓

0．29 瀦呈n警

↓

0．35

F－5　fraction

8poヒ

　↓

妻二三n㌻

．↓

Fi曾…4Thi・1・y・・．・hど・m・t。9・・phy　6f．．F一．3，．F．4．・・d　F・5．．　fract．i・。。

　　　　　　．S。lvent　sy・t・m・n－B・OH．…A・OH．・H2・・4・…

の．

．理

0，5

pH　3

pHブ

pH－0

pH．1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．qoOl．…：5・・．．．．1．．．．．．．「．…繭

　　　　　　　　　　　Fig・．・・5．肋・。・p・i。・・pect士…h4・qr・。ギ．㌘c－P・n・t　4手．琴fere・・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　pH．（・・ep・・ed　by．・・i・・99・・C年：1一：｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　：：lclli」∴1二15Ml．161：M坤r・rCl岬

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tpt・エセ。坤・．・3・5．m斗．

1噸酸溶紳で醗セ7図・憩れτい．る各．IH．噸蜘r駒吸収スペクト・・を示

して・1るが・1図にみ5れ．る．・3．・・ゆ≠一ク即H3～．7．嘩・’範囲にわやて雛であ

る・rのFr・．卿舗，．．すな棚項r・一・．・0嘔．lrrか・・d・x　G一i　5．の々ラ．ムで．4助

（放射性医薬品の会野では，核種の半減期が短いため，製品の検定．に要．する時閻．が重
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要となるので，ゲル炉過の結果を時間で表わす方が合理的と考え，以後溶出時間で示

す）のところに溶出し，n一ブタノール：酢酸：水＝4：1：1のジリカゲル薄層ク

ロマトグラフでRf＝0．35～0．40を示す非常に安定な化合物をComplex　Iと名づける。

この化合物は，前述したように4価のTcC　l『からも生成するので，こ・の化合物におけ

幽る？cの原子価は・恐らく4価であろうと推定される。一方，F－3，　F－4はともに

500nm付近と540～560　nmに吸収ピークをもち，また薄層クロマトグラフィーの結

．果から，これらは主としてRf＝0．12～0．15の化合物とRf＝0．27～0．30の化合物との

∫混合物であることが示された。前者をComplex皿，後者をComplex皿と名づける。こ

のComplex　1とComplex置の化学的性質および標識条件については，第2節で詳しく

述べる。

ところで，F－3の薄層クロマトグラフにおいて，一部TcO；の存在が認められた

（Fig．1・4）。また，　Fig．1・2

　　　　　　　　　　　　　　　　≦
に示すように，Sephadex　G－
　　　　　　　　　　　　　　　　0．5
15のゲル炉過法で分析したと・

ころ，酸性溶液中では存在し

なかったTcO三がpH　6．9にな

ると認められるようになる。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‘lCO　　　　　　　　　　　　　　　　　500　　　　　　　　　　　　　　　　600　　髄薦

このことから，酸性溶液中で．

は，：F－1，F－2に溶出される

Tc化合物が，　pHの上昇によ　　　望

って，F－3やF－4に対する　　　o●5

Tc化合物に変化したり，また

その一部がTc磁に変化した

りするものと考えられる。ま

た，、F－3の画気中には，薄層　　　　　　彗。0　　　　　500　　　　6。o、．

クロマトグラフィーの展開申Fi9・1・6肋s。rPti。n　sPectral　changes。f　Tc－Pen。n　standing

にT・・iになるような比較的不　1・；1：贈ll留’諮、’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　る安定な化合物が含まれている　　　　Pe夏、1．15．10－1　M，1mユ

と推定される。：F－1，：F－2，　　　Buffe「｛pK　7133澱1

　　　　　　　　　　　　　　　　蕊a2S20ぺ10血9F－3領分申の化合物の不安
　　　　　　　　　　　　　　　　in　the　absence　of　しhe　ai】r　‘　Fiq．1．6（a｝　｝

定さは・吸収スペクトルの時　　　i・セhe　p・e。e。ce。f　the　ai．（Fig．1．6｛b｝）
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間的変化からも支持され，Fig．1・3の点線が示すように24時間後には全く異な？たも

のに変化していることがわかった。

　実際，F－2に認められるλmax＝465nmのピークはNa2S204を還元剤として使用し

た場合，特異的に観察されることを認め，これを窒素ガスで置換し密封しておくと，

Fig．1・6（a）のようにブロードな吸収スペクトルとなるが，一方，空気中に放置すると，

Fig．1・6（b）に示すよう．に415nmに吸収ピークはシフトし，それより長波長領域ではブ

ロードな吸収スペクトルとなることが認められ，放置時間や空気の存在によって大き

く影響を受けることがわかった。さらに，このNa2S204を還元剤として，空気中で調

製し，10分放置したものおよび4時聞放置したもの（Fig．1・6（b））．は，　Sephadex　G一

套

§

藁

1

聾F型F－9

　／

　　

彗

垂

rL9．1」に，

1

30

F一ユG

6〔｝　　　　　　90　　　　　　　120　　　　　　　150

　　　　　　　　　猷N

F－5

F工9画1．7〔b）

　　　　　　　30　　　　　　　60　　　　　　90　　　　　　　120　　　　　　　！50　牌IN

Fig．1．7　S・ph・dex　c。1㎜m・h・。m・t。9・aphy　with　1・beiinq・。luti。・

　　　（P・epared　by　u・ing國a2S204｝

　　　99…三（99m…互）・…5…一3・，…

　　　P。。，1．15。10－1M，1ml

　　　buffer　（p｝｛　7）　：　3　m工

　　　incubaしion　しime　：　10　min．　（、　Fig．　工．7（a｝｝，　2　hr・　（　Fig・　1・フ（b）｝
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15カラム法で分析した結果，Fig．1・7に示すようにいくつかの生成物の混合物である

ことがわかった。これらの各画分をF－7～F－10と名づけ，各々をn一ブタノール：

酢酸：水＝4：1；1の薄層クロマトグラフィーで分析してみると，Fig．1・8に示す

ように，いずれの画分も主としてComplex皿，Complex皿，それにRf＝0．01～0．05．

の化合物の混合物であることが認められた。また，F－8を分画後4時間門気中に放

置し，再びSephadex　G－15カラムで分析してみるとTcO；が検出された（Fig．1・9）。

言

蒋

§

亨

（…三｝

　↓

　　　　　　　30　　、　60　　　　90　　　、120Min・

Fig．1．9　Sephadex　column　chromaしoqraphy　of　F－8　after　standing

　　　for　4　hr．

このことから，λmax＝465nmの化合物は比較的簡単に酸化され，λmax＝415nmの

化合物になり，一部これがさらに酸化されてTcO；になるものと考えられる。前者の

λmaF　465nmの化合物をComplex　W，後者のλmax＝415nmの化合物をComplex　V

と名づける。

　以上の検討の結果，得られた各生成物の性質およびその相互関係をまとめるとFig．

1・10のようになる。すなわち，

酸性領域で，4価のTcに対して，　　　　　　　　　　　c。灘、　l　　　c。凹PLEx　u
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コリロロゐ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A，　42〔〕　　　　　　　r：■■■一一脚　　A，　5qo－50

三三灘蝶舞　ll罪駅ilii：器蕪・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　c，o　　　　　　　c，25
との間に競争反応が起こってい　　　　　　　　　　　　　oト「
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　型　OH－　TcO2
ることがわかる。この時，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　むひ
C・mp1・x玉は週生成すると比　　　　　・1響均國

較的広いpH範囲で安定であるの

に対し，ComplexWの場合には，

pHの上昇にともないPenの濃度

が高い時にはPenが作用して錯

生成をおこし，Complex　H，

B，　0．01－0　05

c，16

Fig．LlOし・b・li・gμ。d・d・。f’om了・・P…。・dl。・・｛A｝w・鴨・
1・ng愉h　d。b・。・p輔。・m。・lm・m圃・｛8｝い。lue。・，hi・一by…h「。一

m。P。9・叩hy〔・・b・壁qn。1噸・e曇k。・id－w・，・・．4・1・IL【CI　EMi。・，1田e

岡i・S・ph・d・・G・15・。1・m・、・hm。・。9・叩hy｛研。…曾・＝108

mレh4．
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Complex週が生成するが・逆にPenの濃度が低い時にはO｝rが作用して加水分解を受

け，ComplexXを生成する。このComplex　Xは単一の成分ではなく，Tcが高次に加水

分解した状態で配位したいくつかの多核ポリマー錯体種をまとめて名づけたものであ

るが，この状態は非常に不安定で，加水分解や酸化反応を受けやすく，容易にTcO2や

Complex　VさらにはTcO；へと分解される。

　このように・反応条件の違いで多くの標識化合物に導かれるという非常に複雑な反

応系も・Tcの錯生成反応とそれに競合しておこるTcの加水分解反応および酸化還元反

応を組み合わせて考えることにより矛盾なく説明することが可能である。

　また，上記の結果はPenについて示された反応の複雑性であるが，このような反応

条件のわずかな相違により種々の化学状態の錯体が生成するという化学的性質の多様

性は，一般にTcの反応においてみられることと考えられ，そのことは，99mTcによる

標識化において反応条件の詳細な検討の必要性を認識させるだけでなく，むしろ今後

の新しい99mTc放射性医薬品の開発の可能性に結びつくものと期待される。実際，こ

こに得られた知見は，以後の著者の研究の基礎になったばかりでなく，癌診断薬とし

て注目されている99mTc一ブレオマイシンや99mTc一磁mercaptosuccinic　acid

（DMSA、の開発にも大きく貢献することとなったぎ）’3の

第2節　臨床に有用な99mTc標識ペニシラミン

　：Fig1・10に示した反応系を支配している主な要因が，ペニシラミン，　Tcの各濃度，

pH，反応時間，さらに還元剤の種類と濃度などであることは第1節の結果より明らか

であるので，この各々の要因をうまく調節すれば，各々の錯体種を収率よく調製する

ことができるはずである。一方，各錯体種がいろいろな割合で混合して存在している

溶液をラットに投与してみると，Complex　IおよびComplex皿の割合の多い溶液ほど

胆汁への放射能の排泄量が多いことがわかった。この結果から，Complex　Iおよび

Compledが胆汁排泄されやすい性質をもつと考え，これらの各錯体を特異的に生成

する反応条件を求め，これを用いて体内とくに胆汁排泄挙動を検討した。

　さて，99mTc標識診断薬は，99mTcが短半減期のため避病院で使用直前に調製され

る必要があり，　この調製には繁雑な操作をできるだけ避け，再現性よくかつ収率の良

い反応条件を見出す必要がある。99mTcO；の還元剤として，濃塩酸を用いた場合には，

操作の繁雑性と再現性の点に問題があり，またNaBH4やNa2　S204を用いた場合には，

収率の点で問題があるので，SnC12を用いるのが最も適当であると考え，以下SnC12
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による方法を用いて検討した。

　第1項　99mTc一ペニシラミン（99mTc－Pen）Complex　I

　Fig・1・10より，99mTc－Pen　Complex｛を調製するには，4価の99mTcを加水分解

させずにPenと反応させる方法と，　Complex且を一旦生成させた後，　Penの濃度を高

くし，pHをComplex　I生成の至適pHである5～6にして反応させる方法とが考えら

れる。ここでは，収率および調製時間の点で前者の調製法がすぐれていると考えた。

この方法によるComplex　lの調製においては，　Fig・1・10から予想されるように，4価

のTcに対し，加水分解速度より速い速度でPenとの錯生成反応がおこるような条件を

設定する必要がある。この点を考慮しながら，Complex　I生成に与える各条件の影響

を検討した。

　　1．実験方法

　　　（a）試　　薬

　99mTcO；としては，本章第1節と同様に，ジェネレータから毎朝溶出された0．5～

1．OmCi／tnlの生理食塩水溶液を用いた。　Penとしては，本章第1節と同様に，市販の

DI、一Pen（H2Pen（非解離形、）をそのまま使用した。また，その他の試薬・溶媒は

すべて特級試薬を使用した。

　　　（b）Complex　lの調製

　99mTcO；溶液，　Pen（1×10－2　M．），02　M酢酸緩衝液（pH　6．1、を3二．1．5二3の

容量比で混合し，これに窒素置換したSnC12溶液（4×1r5　M，0．1N塩酸溶液、0．5

容量を加える。10分問三拝後，この反応液を0．22．μmのミリポア、フィルターに通す。

　　　（c）標識率の検討

　標識率の検討は，ゲル源過法，炉紙電気泳動法，薄層クロマトグラフィーにより・，

本章第1節に記述した方法に従って行った。

　　　（d）体内分布の検討

　25～30gのddy系雄マウスを1群4～6匹ずつ使用した。検体0．3ml（約50μCD

を尾静脈より投与し，投与後経時的に屠殺し，直ちに血液および主要臓器を摘出し，

それらの放射能と．重量とを測定した。

　　　（e）胆汁排泄の検討

25。一3・・9のWi，，。，外心ラ。トを1群・一6匹ずつ血鯛た．細らの方法3’）に

準じ，ベントバルビタールナトリウムで麻酔後，胆管をポリエチレンチューブでカニ
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ユレ』トし・実験中直腸温が37土1。Cに保つようにした。　検体0．5ml（約90μCi）

を大腿静脈より投与し，あらかじめ重量を測ってあるバイアルの申へ，投与後1時間

の間10分雪行で胆汁を集め，胆汁の重量と放射能とを測定した。

　　　（f）機　器

　ゲル源過溶出液・電気泳動用潭紙，薄層プレート上の放射能の測定は本章第1節の

実験と同様である。また，動物実験における各臓器および胆汁試料申の放射能の測定

は，富士通ATS－621およびAbbot：Labolatories　Auto－LOGIC・オートウェル

カウンターを用いて行った。

　　2．結　　果

　　　（a）　Penの濃度の影響

　2～6mlの99mTcO；を用いた場合l　Complex　lが収率よく生成するためには，　Pen

の濃度はIr3M以上必要である。　Sn2＋で還元された：4価の99mTcの加水分解反応をお

さえ，Complex　I生成へ反応を進めるためには，できるだけ高いPenの濃度が好まし

いのであるが，毒性を考慮し以下の実験には10『2Mのものを用いることとした。

　　　（b）　pHの影響

　標識反応を種々のpHlで以Fのように試みた。99mTcO；3mlとPen（1、×1r2　M）

1．5mlとの混液に，酢酸緩衝液または塩酸を加え種々のpHに調節した後，窒素置換

したSnC12溶液（4×10－5　M，0．lN塩酸溶液、0．5mlを加え，10分間蝿伴する。

0．22μmのミリポアフィルターを通した後，反応溶液をSephadex「G－15のカラムに

添加した。その分析結果をFi9二1・11に示

した。pH5～6でComplex　Iの生成率

（Fig。1・11の○印）が最も高く，より低

いまたは高いpH域のどちらにおいても生

成率は著しく低下した。

　　　（c）　99mTcO；の濃度の影響

　以下のように，99mTcO；の使用量の反

応生成体に及ぼす影響を調べた。Pen（1

、島1

茎

ξ6。

：1

茜。．

0

o
＝

o

o

’4鴫lo・量5

3』

イ

1

　　　　　2　　3　　4　　5　6　　7　　8
　　　　　　　　　ウ　
Fig．1．11　E恥d　or　pH’o捕く6mμα8rormα輔。【．　Cirdo5　r叩r．5Gn曾

鐸obo「ing　e研くieAd●5　do，■rmi向2d　bγ　Sophod2属　colりmn　ζhro胃lo，ogro。

ρhγ・　lLqbeling　ζondi，io朔5‘4　＞く　零05　ん哩　SnC12　‘05　ml〕　wo5　0ddod

，。面翼量鵬。口01’2編Pen　IL5閉ηo弼d’9mτ⊂Oべ‘3　ml｝5　pH　wo5。d．

iu5，ed　wi，h　oco曾ore　bu「誓or　or　HC塑　‘3　ml，．1　C”rv●　‘orr●5pood5　響。

‘d‘ub沁d　F一▼olり●IKoH［Hレ】2【PεN】2｝．

×1r2　M）1～2mlに，種々の量の9gmTcOξ溶液を加えた後．　pHを1～2に調節し，さ

らにこの溶液に窒素置換したSnC12溶液（1×104～1×10－5M，0．1N塩酸溶液）1

mlを加え，10分間概逸した後，1NNaHCO3水溶液でpH　5～7に調節した。

　Sephadex　G－15のガラムを用いるゲル1戸過法による分析の結果は，　Fig．M2にみ
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られるように，Complex　Iの生成率（○

印）が99mTcO；の使用量に顕著に依存し

ていることを示している。反応液の全量

に対する99mTcO；溶液の使用量の比（横

軸）が0．βより高くなると，Complex　lの

生成は殆ど認められずヅRIの大部分は

Complex皿やComplex皿などの他の錯体

種（これらを総称してPolymerと呼ぶ）

に対応するピークに溶出される。このよ

うな現象は，還元剤としてSnC12の代り

に灘酸を用いるT。bi，の方法4）1こよ。

ても認められた。

　一万，酢酸緩衝液により反応液のpH
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をあらかじめ5～6にしておくと，Fig．1・12に示すように，　Complex　Iの生成率（●

印、に対する99mTcO；溶液の使用量の影響は認められず，常に高い値が得られた。

　　　（d）　SnC12の濃度の影響

　還元剤として用いるSnC12の濃度の影響を調べるために，種々の濃度のSnC12の0．1

N塩酸溶液をつくり，これの0．5mlを99mTcO；3ml，　Pen（1×1G『2　M）1．5mL酢酸

緩衝液（0，2M，．　pH6．1）3mlの混合液　　　P。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　翼
に加え，反応液をゲル炉過法で分析した。　　　　モ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　異
　Fig．1・13に示すごとく，8×1r9～3

×1・四一1・（α・mlを用いる時は…　1　購：1野

×1r5～6×10－5Mの溶液に相当する）　　ぎ。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ね
のSnCl・を用い塒には・高し’Complex　l　　紬
1の生成率が認められるが，SnC12の濃

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　む度が増加するに従い，Co即plex　Iの生成　　　　　　　　　一→ShCl、⊂㎝d・，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　む率は減少し，逆にComplex　L　Complex　　　　’冨1σ81エ，　1翼9び　｛m国。’‘　《ポ翼耐

皿などの他の錯体種（総称してPolymer
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．1．13日。d。r　s・CI・【。聯・9・ωi。・。・「。・m・雪i。・。尺。M・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Plo罵　9　0nd　polymeri塞od　ζomple翼．　E備d●n‘y　wo5　de曾ormir穐d　by
と呼ぶ）の生成率が増加する。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S・ph・d…　。1・m・・h・。m・曾。9・・phy．　IL。b・li・g・。・diIi。…5・C』
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‘0．5　ml｝o曇》oriou5　‘onζon量rorion5　｛L6　×　 105 @量0　2　×　 薯｛｝一2んq｝　wo5
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　以上の結果に基づき，最も収率のよい．
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Compiex　lの調製法を実験方法（b）に示し

たように確立することができた。この方

法を用いれば，再現性よく95％以上の収

率が得られる。F重9．1・14にそのゲル炉過

の溶出曲線および薄層クロマトグラフ

を示した。なお，この各ク白マトグラフ

上の挙動および以下に述べる体内挙動か

ら，Complex　IはTubisらによって報告

された99mTc標識ペニシラミン4）と全く

同じものであることがわかった。

　　　（f）　Complex　lのマウスにおける

　　　　体内分布

　尾静脈より静脈注射されたComple刈

のマウスにおける体内分布を調べたとこ

ろ，Fig．1・15に示すように，胆嚢に高い

集積を認めた。また，この体内分布には

高い再現性が認められた。

　　　（g）ラットにおける胆汁排泄

　Fig．1・13の横軸に矢印で示された条件

で調製された試料の胆汁排泄の状態をラ

ット胆管カニュレーション法で調べた結

果を：Fig．1・16に示した。　ここで，　Fig．

1・16に示された（D，（D，（mは各々Fig．1

・13の（1），（遜），（皿）すなわちSnC12量が

2．1×10－8mole，　5．5×10－7mole，1。0

＞qO－5moleの場合の生成物試料の胆汁

排泄カーブである。カーブ（1）は，C㎝pl　ex

Iの胆汁排泄カーブであり，1時間に投

与量の43．3土5．2％（平均土1s．d．）が胆

汁中に回収されたが，Snci2量が増すに

従い．すなわちComp藍ex　Iの割合が減少
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するに従い，カーブ①，（皿）が示すように，

放射能の胆汁への回収率は低下した。

　　3．考　　察

　Complex　lは，　Fig．1・10に示した反応

経路から考えると，反応式（A）によって生

成する4価の99mTcO2＋とPenとの錯体

99m scO（Pen、1薗である可能性が高い。

　　99mTcO2＋＋2Pen2『

　　　　　　　　　99mTcO（Pen）1一ω

なお，TcO2＋は4価の・Tcの最も安定なイ

オン形であると考えられている86）～38）

　Complex　lが99mTcO（Pen、1噺である

ことは，Tcと類似する化学的性質を示す

Mε9）のP。nやシステイン錯体の研究結果

からも支持される㍗）’40）’41春た，Sephadex

舗＿＿＿＿＿
蓄5。。

o．1

蚤

象

竃　　　　　　1

㌦．逼：：N

L＿≧一陶
　　　O　　　　lO　　　　20　　　　30　　　40　　　　50　　　60

　　　　　　　Tim●，　min、

Fiq・1。16　Bilb・γe瓦。爬rion　oI蜘1Tc　ond　bilo》olume　i昌，o量5，0曾

di碍e・e耐ime　l・野・・v。1・。f量・・i・奮τ・…。・・i・ie・ri。・。rミ。Mi。・・P・。・

pored　u5ing　omoun25　0‘　SnC「じ　5ρod藍ed　「or　（urve5　1、　悶：　ond　811

i調　Fig・4・　【（：urve　l＝SnCl」【時，　Comple翼　露95％，　poly膚1er　5％3くりrve

，1＝Sn（＝し〔IIL⊂omμe翼　152％，　polymer　48％；Curve　l1』Snα3　II8り，

⊂ompie翼　l　I5％，　polγmer　85％J　Eoくh　pohP　i5　meon　volue　「o「　4－6

0nimσ15．

G－15カラムによるゲル炉過において，化学構造が結晶解析で明らかにされているシ

ステ・ン（c，・）の鵬M6錯依（c・・）M・・＜8＞M・・（c・・）（分子量・494）42）が

64mlのところに溶出されてくる条件において，　Complex　Iの溶出が96mlに認めら

れるという結果が得られているが，このことは，Complex　Iに分子量409の99mTcO

（Pen）穿の構造を推定することが妥当であることを示している。このような観点にた

って，今回の結果をさらに詳しく考察してみた。

　ここで，まず基本的に考えなければならないことは，99mTcO2＋が極めて容易に加

水分解反応を受ける性質をもつことである静43）したがって，Complex　l生成の条件を

設定す乙ためには，99mTcO21とPenとの錯生成反応が，99mTcO2＋の加水分解より優

位に進む条件が選ばれなければならない。

　まず，Penの濃度の影響であるが，99mTcO2＋が加水分解を受けずに反応式⑳に従い

Complex　Iを生成するには，　Penの濃度が高いことが必須条件になる。実際，99mTcOξ

の還元に十分な量のSnC12が与えられた反応溶液においても，　Penの濃度が低い場合

にはかなりの99mTcOξが検出された。これは，　Fig．1・10におけるPenの濃度が低く反

応が4価の9gmTcの加水分解の方向に進んだ時の反応経路，すなわちComplex　W・

CompiexVなどの加水分解錯体の生成，さらにそれらの再酸化で99mTcO；が生成され
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る反応経路を考えると矛盾なく説明きれる。

　さらに，Fig．1・11に示すように，　Complex　Iの生成はpHに著しく影響を受け，　pH

5～6の三三も高い収率で認められる。この結果を理解するために，錯生成反応ωと

．加水分解反応（B）との競合を基礎にして，理論的にComplex　Iの生成に与えるpHの影響

を考えた。

　　　99mTcO2＋＋2H20一一一b　99mTcO（OH）2＋2H＋　　　　⑧

反応淫雨の9gmTcの全濃度をCT、，Complex　Iの安定度定数をKf（反応式ω），

9gmTcO2÷の加水分解定数をK曲（反応式⑬）として，　CT、に対するComplex　Iの濃

度［TcO（Pen、1一］の比，すなわち反応回虫の99mTcのうちComplex　Iとして存在して

いる割合を求めると（1）式が導かれる。

　　　　　　［TcO（Pen）三一］

　　　Kf＝　　　　　　［TcO2＋〕［PEN］2

　　　　　　　　［TcO2勺
　　　KOH二　　　　　　［TcO（OH），］［H＋］2

　　　CT。；［TcO2＋］＋［TcO（Pen）1一〕＋［TcO（OH、，］

であるから，

［TcO（Pen）萎一］ 1（f［TcO2＋］〔PEN］2

CTc ［・…＋］・器・K・［T…＋］［PENコ・

　　　　　　　　　　　　　　　　Kf　KOH［H＋］2［PEN］2

　　　　　　　　　　　1＋KoH［H＋］2＋Kf　KoH［Hカ］2［PEN］2

ここで，G。rskiらによ。て測定され樋K。。．一1・・1・36）

（1）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　を用いると，pH　2以上すなわ

ち［H＋］が10－2M以下ではKoH［H＋］2の項は無視できるので，　E　TcO（Pen）萎一］／CT、

すなわち収率はKfKOH［1｛勺2［PEN］2の値に依存して変化し，この値が最大の時に

最も高い収率が得られることになる。今，Kfの値を定数として，　KOH［｝1＋］2［：P　EN］2

（F－Valueと略）を種々のpHに対して求めることにする。この時，解離形Penの濃

度［PEN］は，　P。。の酸解離定数pKa1－2，5，pK・，一8．32，　pK。、一10．3126）を用いて

計算した。求められたF－Valueは，：Fig．1・11の実線で示したが，　pH　5～6で最高値

を示し，実験値（○印）とよく一致している。このことは，反応式㈹と（B）との競合が

Complex・1の生成反応にとって最も重要であるとの仮定が妥当であったことを示して

いる。

　さらに，（1）式において，実験結果が示すようにpH　5～6で［TcO（Pen）茎曽］／CT、㌶
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1になるためには，Kfは1016以上であると計算される。ところで，　Penの2価イオン

との錯体，例えば，Co2字Ni2＋，　Cu2＋錯体の安定度定数は各々10！？’ho23’ho215　であると

報告されている轡44）4価の99mTcの場合，99mTcO2“の2価イオンの配位を考えれば，こ

こに得られた安定度定数の計算値1016以上は妥当な値であり，Complex　Iが一且生成

すると種々の条件下に置かれてもかなり安定であることは，この錯体の高い安定性に

基づくものと考えられる。

　Fig．1・11において，pH2～4の範囲で実験結果と計算値とが大きくずれているが・

このことは，このPH域ではオーレーションにより生成する多核の99mTcとPenとの錯

生成反応などのω，（B）以外の反応が進み，これらの反応がComplex　Iの生成に影響を

与える要因となって起ったことと考えられる。実際，99Tcを用いた吸収スペクトルの

測定からも，このPH域ではComplex　I以外の錯体種の生成が観察された。

　さらに，Complex　I生成反応に与える99mTc濃度の影響に関して，興味ある結果が

得られた。すなわち，pH　1～2の酸性域で99mTcOξ，Pen，　SnC12を反応後，　pHを5

～6に調整する条件でComplex　Iの調製を試みた時，　Fig．1・12に示すように，99mTcO；

の使用量が反応結果（○印）に大きく影響する。一方，pH　5～6の条件下での反応で

は，99mTcO；の使用量の影響は認められない（●印、。還元された99mTc種の反応が，

Penの解離が少なく錯生成より加水分解の方向に進み易い酸性下でのみ，99mTcO；の

使用量の影響が観察され，しかも使用量が多い時多核錯体の生成が認められたことは，

明らかに99mTcの濃度が高い時加水分解野間の反応が顕著になり，その結果多核錯体

の生成が優位となるものと解釈される。技術的な報告のみであるが，Tcの濃度の生成

体に与える影響は，Smi、hらによ。て赤血球の99mT。購反応でも示唆されており㌘）

一般にTcの反応において，いわゆるキャリヤーフリーの濃度でも，多核の99mTc錯体

の生成に対する99mTc濃度の影響を無視できないであろうと考えられる。

　一般に，99mTc標識診断薬の調製は酸性条件下で行われることが多い。酸性条件は

主に還元剤として使用されるSnC12の安定性の面から考察されて選択されたものであ

る。一方，ジェネレータからの溶出間隔により，溶出液申に存在する99mTcの濃度が

変化すること16）および親核種の99Moの壊変を同時に考えた場合，病院において，溶出

門中の19mTc濃度を一定に保つことは不可能に近く，したがって99mTc濃度の影響を

受けやすい酸性溶液中での99mTc標識反応は，一定の化学状態の99mTc錯体を再現性

よく得る目的には不適当であると繍される．T。bi、らに報告による灘法のでは

Complex　Iの生成の再現性が低いことを前に述べたが，その大きな原因のひとつに，
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酸性域での99mTcの濃度変化の影響が指摘される。

　このように，99mTcO2＋に対するPenの反応がOH卿の反応よりはるかに進みやすい

pH　5～6が，　Complex　1生成に991nTcO；の濃度の影響の面で有利であることが理論的

にも明らかにされたので，最後に還元剤として使用されるSnCl，の標識反応への影響

の考察を行った。

　SnC12の標識反応への影響についてのこれまでの報告は，標識体中のTcの原子価に

関するものが多く，実際に，反応溶液のpHや標識される試薬に依存して，3価または

4価のTcの状態を示すことが知られている37）’4？）’48）が，　Complex　Iにおいては，上記

の擦や第・節でのT・㊥）Clぎ一を用いた実験結果から，T。は嘱の配位状態1，あると結

論される。Complex　Iは，　SnC12濃度が極低濃度の時に生成するが，濃度が増加すると，

Complex　L皿などの99mTc多核錯体が生成することがFig．1・13に示される。この結

果は，SnC12が99mTcO；の4価の99mTcへの還元のみでなく，　SnC12濃度が還元され

た99mTc種の加水分解に対して影響を与えることを示唆している。このSnC12濃度の

多核錯体生成への影響は，次項のComplex皿の調製の条件の設定に重要な因子として

利用され，またこの反応機構については，共同研究者であるHoriuchlによって詳しく

検討されている19）

　以上の標識反応の基礎的検討に基づいて，さらに生成体の胆汁排泄挙動を詳しく

べた結果（Fig．1・16）・生成体の構造，性質と胆汁排泄挙動とが関係づけられ，99コ口。

－Penの胆汁排泄へのComplex　Iの構造の重要性が明らかにされ，さらに錯体構造が

相違すると異なった胆汁排泄挙動を示すことが示唆された。

　第2項．9gmT・一ペニシラミン（9gmT・一P。。）C。mpi。x皿

　本節の冒頭において，99mTc－Pen錯体種の中でComp聾ex　Iの他にもう一種胆汁排

泄を示す錯体種としてComplex証が得られることを記述したが，さらに，このComplex

嚢は種々の化学的性質から99mTcO2＋が低次に加水分解を受けた状態でPenに配位した，

おそらく9gmT・・一・一9gmT・・また1ま9gmT・・＜8＞9gmT・・婚格1・もつT・の複号

体であろうと推定された。99mTc標識体において，このように異種の比較的安定な錯

体種が分離され，選択的に得られた例はいままでにないので，それぞれの錯体種の選

択的な生成条件および化学構造や性質と体内動態との関係についての比較検討は，一

般に99mTc標識診断薬の開発のために基礎的に重要で興味深い知見を与えることが期

待される。
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Gorskiミ6)ow｡nw｡nn｡38)らによれば,pHl-2以下のような酸 性領域でさえ,T｡02十

は容易に加水分解を受けて TcO2コロイ ドに導かれ ることが示 されてい るO また,前項

に述べたように,胆汁排浬 を示す錯体種を高収率で得 るための条件は限 られるが,単

核錯休 Complexlの生成その ものは,かなり広いpH域で観察されている｡このような

TcおよびPenの反応性 を考慮すると,ComplexⅡを選択的に調 製するためには,99mTc

の加水分解 とPenへの配位 との間のバランスをComplex丑生成に有利な状態に保つよ

うな反応条件を選ぶことが基本的に必要 となる｡

99mTcの加水分解 とPenへの配位に影響を与える要因としては,pH,Penの濃度,

Tcの濃度が考えられ る｡ その うち,Tcの濃度に関 しては, 前項に記述 した結果

(Fig.1･12)か ら,反応溶液の全容量の 60%以上の 99mTcOl.ジェネレータ溶出液が用

い られる時に得 られ る､Tcの濃度が必要であるて とが既に認められている｡ さらに,

Fig.1･10のTcとPenとの反応機構およびComplexl生成へのpHの影響 (Fig.1･11)

を参考にすれば,pHl-2の酸性城で99mTcO言と大過剰のPenとの SnC12存在下での

反応は,99mTcの加水分解錯体生成の方向に進むが,一万で,その段階で99mTcの加

水分解 と99mTc-Pen錯休生成との間に安定な平衡関係が保たれていることが期待 さ

れた｡ したが って. このような加水分解の状態にある99mTcにPenが錯生成に有利な

解離状態で99mTcの状態を乱す ことな く与えられれば,反応液の平衡はComplex札生

成の方向に傾 き,結果的に,反応はComplexIあるいは99,mTcO2コロイ ドを生成する

ことな く, ComplexⅡの選択的な生成の方向に導かれ るはずである｡すなわち,具体

的には, この反応条件は,上述のPenが大過剰に存在する酸性溶液の pH考,Penの

解離定数を参考にして,できるだけ短時間の操作で高いpHに調節することで与えられ

るで あろ うと考えた｡

また,共同研究者であるHoriuchiらは,TcO;の還元剤 として用いるSpC12に関し

て興味あ る知見を得ている含9)すなわち,TcO;とSnC12との反応で,SnC12の濃度が

Tc≪ Sn2十でかつある限 られた濃度の範囲では, Sn2十の加水分解休の存在が還元 され

たTc種の加水分解を促進し,またSn加水分解体とTc加水分解体 とがかなり安定な錯

体を生成することを認めてい るが,この SnC12の濃度および化学状態が還元 されたTc

種の加水分解に与える影響は, Penの濃度やpHと共に,Complex並の生成に影響 を与

える重要な化学的因子であることを示唆している｡

以上の考察をもとにして,pHl-2の酸性条件で生成する99mTcの加水分解錯体を

経 るComplexlの選択的な調 製法を確立し,得 られたComplex丑を用いて,その化学
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的性質胆汁排濯およびそれらの関係をComplex　lの結果と比較検討することを計画

した。

　　1．実験方法

　　　（a）試　薬

　99mTcOL　Penは本章第1節に記述したものと同じである。その他の試薬・溶媒は

すべて特級試薬を使用‘した。

　　　（b）標識反応および反応生成物の検討

　あらかじめ窒素置換した0．1N悔酸溶液を用いてSnC12溶液を調製し，これを99mTcO；

とPenとの混合溶液に加え，10分撹i伴後，1NNaHCO3水溶液あるいは緩衝液を用い

て適当なpHに調節した。操作および条件の詳細は必要に応じて本文中の関連部分に

記述した。また，得られた反応生成物の検討は，Sephadex　G－15カラム（直径：2磁

高さ：23伽）を用いたゲル炉過法で，生理食塩水を旧離液として，108m1／hrの流速

で行った。

　　　（c）体内分布の検討

　マウスにおける体内分布の検討には，25～30gのddy　i系雄マウスを1群4～6匹ず

つ使用し，検体0．3m1（約50～rOOμCi）を尾静脈より投与した後，本節第1項に記述

した方法に準じて行った。

　また，家兎における体内分布の検討には，約2．5kgの家兎を用い，これをベントバ

ルビタールナトリウムで麻酔し』，耳静脈より検体1m1（約1～2mCDを投与した後，

スキャナを用いて15，30，60，180，360分でスキャン像を作成した。

　　　U）胆汁排泄の検討

　ラットにおける胆汁排泄の検討は，250～300gのWistar系雄ラットを1群4～6

匹ずつ使用し，検体0．5m1（約100μCi）を大腿静脈より投与した後，本節第1項に記

述した胆管カニュレーション法によって行った。

　　　（e）機・　器

　ゲル源過溶出液申の放射能の測定は，本章第1節の実験と同様である。また，動物

両国における各臓器および胆汁試料申の放射能の測定には，Abbot：Laboratories

Auto」LOG工C・オートウェルカウンターを用い，さらに，家兎におけるスキャン像

は，動物用特製コリメーターを装置した島津製SCC－1050Wを用いて作成した。

　　2．結　　果

　　　（a）　pHの影響
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pH の影響 を次のようにして調 べた｡ 99mTcO;溶液 3-4mlとPen(1×10-2M-1･5

- 2.Omlとを混ぜ,pH をあ らか じめ 1.5-2.0とし,これに窒素置換 した SnC12溶液

(1×10~3M,0.1N塩酸溶液 10.5mlを加え 10分間摸拝後, 1N NaHCO 3水溶液を用い

て一挙に高pHに調節したoこの反応液 をゲル炉過法で分析し,最終 pH とComplex丑生

成 との関係 を調べ た｡

Fig.1･10に示すように, ComplexⅡは 22分の画分に溶出した｡Fig･1･17(I)の結果は,

pH を 75にした時にComplex丑が最 も収率よ く生成することを示 してい るo 最終pH

を4-6にした時には,48分の画分に潜出して くるComplexIや15分の画分に潜出し

て くる他の錯休種などの混在が認められた｡また, pH を9以上 にす ると99mTcOiの生

成が認められた｡

ご

…

一
二

〇

･t
Uト
"

Iu ご0 3Lj .tO ⊃o bU rO 1)0 50 40 50 6O

E卜UIlOn†lme,mLn Elu†10n †lme,rnLn
ll) (1日

Fig.i.17EfrtxtorpH onhbcllngProducts.tI).Pen(10~lM), 9qTcmO.JcluateandSnClユ
川)~3MIw亡r亡nlXeJiltPH1.5一一二O･ArlerlnCubillionlbr10min,reactionmixturewasadjuSIcd

lovar10uSValuesandthenSn('い 10J3M )wasild血d.andthereactionmixtt)rewasanJlyzLld

一方,Figl･17(且)に示されてい るように, 99mTcO14とPen濃度が前述の濃度 と同じ

であ って も, 0.1M酢酸緩衝液または0.1Mリン酸 緩衝液を用いて,反応溶液 のpH をあ

らか じめ 3-8に調節し,その反応溶液 に SnC12を加 えると, ComplexI以外に常に

ComplexIや他の錯体種の生成が認め られた｡

(b) snC12濃度の影響

窒素置換 した種々の濃度の SnC12の 0.1N塩酸 溶液 を用いて, 標識反応に与える

snc12の濃度の影響 を次のよ うな方法で調べた｡すなわち, このように調製 された
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皿は1×10－3～2×10つM（5×10－7

　　　　　～1×10moie）のSnC12溶液を用

いた時，最も収率よく生成した。

これより低い濃度のS・CI・溶液を、

用いた時には，Comple文Hめ生成1、

率は低下し，Complex　Iめ生成が

顕著に認められ，逆に高い濃度の

SnC12溶液を用いた場合は，15分：

の溶出時間を示す錯体種などの他

の錯体種の生成が認められた。

　　　（・）P・膿度め影響

SnC12溶液0．5mlを，　Peぬ（1×10－2M、2mlと9gmTcO；溶液41hlの混合溶液に加え，

10分間魔伴後，この酸性反応液めpHを1寅NaHC　O3水溶液で7．2～7．5に調節し，最

終反応液をゲル游遇法で分析した。

　Fig．1・18に示すように，ComPlex

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　loo

♂

量5Q
ξ

思

　　むの　　　ユロ
　　　　　　　
／＾／

　　　　　　　　●

⊆。mple瓦1

　　　　o　　．　　　　　　ゆ’4　　　　10響，　　　　10－2　　　　10－1

　　　　　　　　’Snα2concen暫ohon，　m

Fig．1．18　E価ecl　or　Snα2　concentralion　omhe藪）rmation

　　　　　of　Complex置and　Complex　IL

　Complex皿の生成には，3～4mlの9gmTcO；を覆いた場合，10－3】M以上の濃度の1）en

が必要で・そ嚥下の場合には・22会より短崎間略出穿る柳麟種や99mT・・ξ

あるいは99mTcO2コ口イドの生成が認められた。

　　　（d）　Complex堰の調製

　以一ヒの結果に基づき，以下のような最も収率が高く．，再現性も良好なComplex皿の

調製法を確立した。まず，4mlの99mTcOξ溶液とPen　d×1（r2M、2mlとの混合液に，

窒素置換したSnCl，溶液（1×1σ3M，，0．1N塩酸溶液）α5mlを加える。この時の反応

液のpHは1．5～2．0に保たれる。10分間撹伴後，1NNa耳CO、水溶液細0．3mlを一挙

に加えてpHを7．2～7。5に調節し，最後に，この反応液を0．22μmのミリポァフィル

ターに通す。

　この方法を用いることにより，：Fig．1・17（Dの（a）のゲル瀕過の溶出曲線が示すように，

収率95％以上でComplex　Hが再現性良く得ちれる。

　　　（e）マウスにおける体内分布

　上記の方法で調製したCompi　ex聾を尾静脈より注射し，、マウスでの体内分布を調べ

たところ，Fig1・19（Dに示すよケに，’胆嚢に高い集積が認められ」』’かっこの体内分布

は高び再現性を示した。一方，Fig1・17q）の（d）に溶出曲線が示されている最終pH4．6一
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の条件で調製された反応溶液の体内分布を調べたところ,Fig.1･19(Ⅰ)に示すように

ComplexIの結果とは大きく異なり,胆嚢への放射能の取込みは低 く,血液,腎,肝

への集積が高く,むしろFig.1･17Ⅷ)およびW)に示 されている 99mTcO2コロイ ドや

99mTcO;の体内分布に類似していた｡
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(f) ラットにおける胆汁排湛

Fig.1･17(I)の(a),(b),(C),(d)に溶出曲線が示 されている最終 pH7.5,6.5,5.3,4.6

で調 製された各反応溶液を試料 として,それぞれの胆汁排他挙動をラット胆管カニュ

レーション法で調べたところ,Fig.1･20の(a),(b),(C),(d)に示 されている胆汁排浬カー

ブが得 られた｡ さらに,Fig.1･20には,これ らの結果と比較す るために,ComplexI

の結果(Fig･1･16(I))も同時にカーブ(e)として示 した｡カーブ(a)は,ComplexIの胆汁

排湛カーブであり,1時間に投与量の38.0土 2.1(平均±1S.d.)が胆汁中に回収され
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ることが示されている。この値に

関する限り，Complex　lのそれと

よく似ているが，その排泄カーブ

はComplex　l（カーブ（e））のそれ

とは全く異なり，初期のComplex

夏の排泄速度はComplex　Iのそれ

に比べてかなり速いことが認めら

れた。また，（a），（b），（c），（d）と反応

液のpHが低下するに従って，すな

わちComplex　lの存在割合が減少

するに従って，放射能の胆汁への

回収率は低下し，またその排泄力，

一ブのパターンは，Complex亘と

異なり，むしろComplex．1のパタ

ーンに近くなっていることがわか

った。

　　　（g）家兎における体内分布
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Complex　IおよびComplex亘の投与6時間後のスキャン像をFig．1・21に示した。
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Complex　Iの場合には，胆嚢および腸にのみ放射能が認められたが，　Complex　Hにお

いては，同時に，腎，肝および胃にも放射能の集積が認められた。

　　3．考　察

　Complex皿は，その選択的生成条件の考察から予期したように，酸性域での99mTc

の加水分解錯体から出発し，さらにpH，　SnC12，　Pen，　Tcの各濃度を調整すること

によって，きわめて選択的に再現性よく得られることがわかっ‘た。、結果の項㈲にまと

めた調製条件，すなわち，1111×1♂M以上の：Pen，（2）2×ユ0－2～1×1σ3MのSnC12」

（3）最終pH　7．2～7，5，’および14）C99mT60；の使用量）／（全反応液量）が0・6以上の諸

条件は，すべてCompleXゴを襖核の9gmTc－Pen錯体であると想定するど，・その生成

に有利な条件として矛盾なく．認められるものであり。換言すれば，これらの調製条件

から，ComplexH’が複核錯体構造を有することが推定される。

　さらに，この構造は，1Complex皿のゲル炉過の結果（溶出時間・：22分）からも支持

される。ゲル済過において，22分より短い溶出時間を示す錯体種は，Fig．1・17（Dの（d）

に示されるようにザ錯生成を起こす解離形のPenの濃度が低い酸性pHで生成する。

このpH領或においては，　Penとd）錯生成反応が進みにくく，相対的に99mTcの加水分

解が進みやすい。このことを考慮すると，上記の錯体種はComplex且よりかなり加水

分解の進んだ高分子量の99mTcの多核加水分解錯体と考えられる。と・ころで，　Henry

らはら種々の加水分解状態のFeラ＋の多核加水分解錯体のゲル炉過を行い，加水分解の

度合が増すほど，すなわち分子量の増加にともない，はやく溶出することを見出して

いるlo）C・m・1・x皿は，．Fl琴．…7にみられるように・本節第・項で離を明らかにした

9gmTcの単核錯体Complex　I（9gmTcO（Pen、1一）よりもはやく溶出し，また前述した

高次に加水分解した99mTc錯体種よりも遅く溶出すること・を示しているgさらに，Mo

の複核錯体であるMo20、lcysユein、242）は，同じ条件でゲル炉過を行うと32分で溶出し

た。このような扮ル炉過の結果から，Complex且が複核の99甲Tδ錯体であると推定す

ることは妥当と考えられる。

　T。と化学的性質が類似しているMoやRe　39ヒ）錯体において，篠核錯体は安定な錯体

種としてよ椥られている1神叩・詞・山らはトルエンー亀・．一ジチオー・・・おいて13）

S，。・gmanらはマンニ・一ルなどのポリハイド・キシ化舗・おいて14L55）ま徽山ら

はアス・ルビン酸やタイ・，、ンにお・下てlo）それらの由・錯体として，（T・・（8）T・・）あ

るいは（TcO－O－TcO）を骨格とするTcの複核オキソ錯体の存在を示唆している。ま

た，Complex　Hが，　Complex　Iに次いで化学的に安定なTc－Pen錯体種であるという
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事実は，さらにComplex　Hが複核錯体である可能性を支持している。

　ところで，Firnauは，数種の99mTc標識肝胆道系診断薬の体内挙動を比較した結果

から，99mTc錯体が胆汁排泄されるためには，分子量，電荷，分子サイズなどの条件

が重要であると述べている言6）Tcという金属の特殊性のために，種々の錯体種の構造や

性質を明確にすることは困難であるが，これまでに記述してきた結果から，Compl　ex

夏とComplex　lとは少なくともその分子量，電荷，分子サイズなどにおいて大きな違

いがあることは明らかであるので，これらの化学的性質の相違が，体内挙動とくに胆

汁排泄にどのように影響するかを調べることは非常に興味深いことと考えられる。

　実際，Fig．1・20に示すように，ラットにおける胆汁排泄挙動に大きな相違が語めら

れ，Complex　IはComplex　Iに比べて胆汁へより速く排泄されることがわかったが，

家兎のスキャン像においても，Complex亘の胆嚢へのよ・り速い集積が認められた。ζ

のことは，Complex　Iの構造がComplex　Iの構造よりも胆汁への排泄速度を速めるの

に有利であることを示している。

　Complex翼の体内挙動における興味深いもうひとつの知見は，マウスと家兎におい

て体内分布がかなり異なるということである。すなわち，マウスにおいては，：Fig．1・19

q）に示すように，Complex　Iと同様，胆嚢に非常に高い放射能の集積を認め，また，

肝，腎，血液などの他の臓器からの放射能の消失は非常に速かった。しかし，家兎に

おいては，前述したように胆嚢への速くてかっ高い集積は認められたものの，同時に

腎および肝にもかなりの放射能が認められ，また投与6時間後には3時間後までは認

められなかった胃への集積も認められた

（Fig．1・2D。実際にC㎝plex且を臨床に使

用した場合にも，肝での高い放射能の貯留

および遅い血液からの消失のために，良好

な胆嚢のイメージは得られなかった。これ

に比べ，Complex　Iの場合には，動物の種

差なく胆嚢および腸への高い放射能の集積

を認めただけで，その他の臓器での放射能

の貯留は認められず，実際に，：Fig・1・22に

示すように，臨床使用においても胆嚢の良好

なイメージが得られた。

　Fig．1・19α）に示されたマウスでの体内分

Fig●1．22　　Sequential　c甑olescintigrams　of

99㍉c－P㎝C。叩ユ。．・i。。＿1h㎜。．
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布の結果は，Fig．1・17（1）における（d）の溶出曲線を示す溶液，すなわち，　Complex　iや

Complex皿以外に高次た加水分解した99mTcの状態で配位した錯体種を含んだ溶液を

マウスに投与した時に得られたものである。したがって，この場合の体内分布，．すな

わち：Cornplさx　lやComρlex皿の時とは異なって特徴的にみられる肝，腎ゴ血液におけ

る高い放射能の貯留は，高次に加水分解した99mTcの状態で配位した錯体種に基づく

ものと解釈できる。また，この特徴的な分布パターンは，Fig．1・19（匝），（mに示す

99mTcO2コロイドや99mTcO；の体内分布のそれとよく類似している。1こ口ような分布

パターンは，高次に加水分解した99mTcの化学状態で存在している99mTc－D6PA　5？）

や99町。一ブレオマイシン詔）などの他の99mTc錯体にも共通して観察された。以上の

結果から考察すると，高次に加水分解された99mTc錯体においてはゲそれらが体内に

投与されると，溶液中で保たれていた平衡状態が，pHや配位子の濃度などの大きな変

化のためにくずれ1錯体の分解の方書に容易に傾き，99mTcO2コロイドや99mTcOξが

生成するものと推定された。

　ところで，Complex皿の家兎や人の体内での挙動は，マ・ウスでめ挙動と異なり，む

しろ・この高次に加水分解した99mTc錯体種のそれによく類似している。　Complex　Iの

場合には；このような種差はみられなかった6したがって，家兎や人におけるComplex

IとComp16x歴との体内分布の相違は，　Complex　Iに比べComplex皿が化学的により

不安定であることに基づいており，その安定性における相違が，これらの体内挙動に

おける相違となってあらわれたものと考えられる。すなわち，これらの動物体内では，

より確定なC・P・1・x．皿の蹴成鞭力葺くずれて・翫さ枇99mT・種の加水分解の

方向た傾． ｫ，その結果，高次のガロ水分解錯体と同じような99mTcの体内分布が観察さ

れるようになったものと説明することができる。この動物種による体内分布の相違の

原因：に秘しては，第2章で詳しく検討する。

　以上，1第2節に記述した結果に基づき，Complex　IおよびCompiex皿は，臨床使用

の観点から次のように評価される。すなわち，Complex　Hはその胆管移行性の速さの

点ですぐれた性質を示すものの，その体内での不安定さは臨床使用に際し決定的な欠

点と嫡硝μ¢卿r刈は化学鞍定性のために浪購醸のイメージを与え

る⑳鯛飾る÷㊥rζができる・実際・本節第1項に述べ諾者の方法に従し’

無菌酌に製造されたC・・hplexIが京都大学医学部附属病院放射線部で・昭和50年6

月から同年12月までの間，肝胆道系診断薬どして臨床に使用された。正常人で得ら
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れた結果の1例をFig・1122に示すが・投与後3時間で明瞭な胆嚢のイメージが得られ

ていることがわかる。

　しかし，このComplex　Iも，良好なイメージを得るには投与後3時間もの時間を必

要とすること∫胆汁排泄量が少なく（ラットで投与1時間で43，5％、，尿排泄量が多

い（ラットで投与24時間で32・2％）ため定量的診断には満足すべきものではないなど

の問題点を有するので，『 ｳらにこの点においてすぐれた性質を示す9魎Tc標識診断薬

の開発が切望された。
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第 2章 99mTc- 2-メルカプ トプロビオニルグリシ

ン:胆管移行とその動物による違いについて

第 1章に記述した胆汁排椎しやすい99mTc-Pen錯体種の性質についての検討か ら,

99mTcの化学状態,分子サイズ,錯体の安定性などが胆汁排他に大きく影響すること

を見出した｡

一方,第 1章に記述したPenとの反応の結果か らもわかるように,Tcはチオール基

と強 く結合するため,多くのメルカプ トイヒ合物と99mTcとのキレー ト化合物が,放射

性医薬品として可能性があることが報告されてい､る504)これ らの化合物のうち,99mTc

-p｡nを含め,99mTc-メルカプトイソ酪酸,8)99mTc-ジヒドロチオクト酸7)99mTc-

ヶ トキサールービス (チオセミカルバゾン ll,1)99mTc-6-メルカプトプリン5)など

が肝胆移行性を示すため,Tc-チオールの結合が肝胆移行に関係があることが推測さ

れている39)

以上のことを考慮して,分子内にチオール基 を有 し,Tc以外の数種の金属イオンと

安定なキレート化合物を生成することが知 られているためヲo)～62)Tcとの反応で分子内

にTc-チオールの結合をもつ安定なキレートを生成することが予想 される低毒性の化

合物 として,肝治療解毒剤のひとつである2-メルカプトプロビオニルグリシン

(cH317H-CONH-CH2-COOH･2-MPGと略 )を選び,99mTcとの標識反応を調
SH

ベ,その結果生成した標識体の性質と胆汁排滑挙動 との関係を考察した｡さらに,

99mTc-Pen ComplexIおよびComplex丑と比較検討しつつ,この99mTc-2-MPG

の肝胆道系診断薬 としての臨蘇応用における可能性と問題点について考察を加えた｡

1. 実験方法

(a) 試 薬

99mTcO左に関しては第 1章と同様に取 り扱 った｡2-メルカプトプロビオニルグリ

シン (2-MPG)は参天製薬株式会社製の ものを用いた｡また,他の試薬 ･溶媒はすべ

て特級試薬をそのまま使用 した｡

(b) 99mTc-2-MPGの調製

2-MPG(1×10-2M)1.5m1,99mTcO;3m1,0.1M酢酸緩衝液 (pH6.113ml

を混ぜ, この混合液に,窒素置換したSnCl2溶液(2.6×10~5-3.2×10~5M, 0.1N塩
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酸溶液、を加え，10分聞撹伴する。最後に，この反応溶液を0．22μmのミリポアフィ

ルターに通す。

　　（C）標識率の検討

　標識率は，ゲル炉過法，湧紙電気泳動法および薄層クロマトグラフィーにより検討

した。ゲル炉過法および押紙電気泳動法は，第1章に記述した方法に従って行った。

また，薄層クロ，マトグラフィーは，メルクシリカゲル60アルミニウムシート（Ah．

5553）を用い，　n一ブタノ「一ル：酢酸：水＝4：1：1の展開溶媒で行った。

　　（d）　Penとの配位子交換反応

　前述した条件で調製した99mTc－2－M：PGI　ml（2－MPGを1．9×10－6moleを含む）

に，1×1〔「2MのPen　O．4ml（4×10－6mole）を加え，37。Cで，1 P0分間インキュベー

トしたのち，前述のゲル炉過法，炉紙電気泳動法および薄層クロマトグラフィーでそ

の生成物を検討した。

　　（e）　トリス緩衝液による希釈の影響

　希釈三嘆に応じて，99mTc－2－MPG溶液を適量とり，これに0．05Mトリス緩衝液

（pH　7．4）を加え，全量を5mlとする。これを，37。Cでインキュベートし，10，30，

60，120分後の試料をそれぞれ前述の薄層クロマトグラフィーで分析し，99mTc－2

－MPGの残存量および分解物の検討を行った。また，99mTc－Pen　Compl　ex　Iおよ

びComplex皿を第1章に示した方法で調製し，希釈め影響を同様に検討した。

　　（f）体内分布の検討

　マウスにおける体内分布の検討には，25～30gのddy系雄マウスを1群3～5匹ず

つ使用し，検体0．3ml（約50μCi）を尾静脈より投与した後，第1章に記述した方法

に従って行った。

　また，家兎における体内分布の検討には，約2．5kgの家兎を用い，これをベントバ

ルビタールナトリウムで麻酔し，耳静脈より検体1ml（約1mCi）を投与した後，5，

30，90，180分でシンチグラムを作成した。

　　（9）胆汁排泄：の検討

　ラットにおける胆汁排泄の検討には，250～3009のWistar系雄ラットを1群5～

6匹ずつ使用し，検体0．5ml（約100μCi）を大腿静脈より投与した後，第1章に記

述した胆管カニュレーション法によって行った。

　　（h）機　　器

　放射能の測定は第1章の実験と同様である。また，家兎におけるシンチグラムは
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Nuclear　Chicago　PHQ／Ga㎜a皿に低エネ～レギー用高分解能コリメーターを賭し

たものを用いて作成した。

　2．結　　果

　　（a）標識反応

　pH，　SnC12量，2－MPG量などの条件の違いにより，いくつかの標識体が生成した

が，その中で，本章実験方法（b）の方法で調製された標識体が最も高い胆汁排泄率を示

した。この標識体を以後9gmTc－2－MPGと記す。　この方法で得られた9gmTc－2－

MPG標識溶液は，前述の薄層クロマトグラフでRf値0．55～0．60の単一の放射能ピークを示し，

かっ99mTcが未反応のまま残り，あるいは一且還元された99mTcの再酸化があれば生成する

はずである99mTcO；（Rf；0．65～0．70）および99mTcO，コロイド（Rf＝0．0）の存在は認めら

れず標識体の放射化学的純度は常に99％以上であった（Fig・24（a））。また，この反応溶液のゲル四過

の結果は，：Fig．2・1（b）の実線に示される。

さらに，電気泳動の結果から，調製され

た標識体は負の電荷をもっことが認めら

れた。

　　（b）　Penとの配位子交換反応

　前述の条件で99mTc－2－MPG一とPen

との配位子交換反応を試みた時，ゲル炉

過による溶液の分析結果は，Fig．2・1（b）の

点線が示すように，一部の放射能は22分．

の画期に溶出された。ところで，第1章

に示したように，9gmTc－Pen　Complex

鉦は同じ条件のゲル半過で22分の画分に，

また99mTc－Pen　Complex　lは48分の

画分にそれぞれ溶出した。したがって，

このFig・2・1（b）の結果は」99mTc－2－M

PGがPenとの配位子交換反応において，

1（a、　T甚しin　i拙ve【　ehr‘｝ma電・，graPhy

　　ξ

　　奪

　　FrけILt　　　　　　　　　　Orlgin

　（b）S・ph・d・・C。】・…IChr・m・t・9・ap｝・y

｛↑六・△、

ま　　r　㌦。一一＿　’ノ　　　　　『r

　　0　　　　3り　　　6u　　　9⇔　　　12〔，　　150　　1～5口

　　　　　Eluti6n　time（min＞

Fiq．2・1　Thin　Iayer　chromatography（rbuねno［二

　　　acet三。　ac三d：water＝4：1：1／and　Sepha－

　　　dex　G－15　column　chτomatography　of
　　　99購Tc－2－MPG（solid　hne）．　Dotted　ll“e

　　　indicates　the　99恥Tc　activity　of　the　result・

　　　ing　so！ution・when　penicillamine　is　added

　　　to　the　99恥Tc－2－MPG　preparation　solution

　　　and　stlrred　for　10　mln。

99mTc－Pen　Complex且に変化し，99mTc－Pen　C6mplexlへの変化はほとんど行

われないことを示している。また，逆に99mT¢一Pen　Complex皿1こ2－MPGを加えた

時も，99mTc－2－MPGへの変化が認められた。
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　　（c）　トリス緩衝液による希釈の影響

9gm
s・一Pen　C・mpl・xLC・mplε・Hおよび9gmTザ2－M飴の各標識錯体種のト

リス緩衝液による希釈の影響は，Fig・2・2（a），（b），（c）に示すとおりである。この場合，第

1章で述べたように・9gmTc錯体の分解の最終生成物の化学形は，一般に9gmTcO；か

99m
scO2コロイドであるが，今回の実験条件では，99mTcO2コロイド（Rf＝0．0）の生

成は認められず，99mTcO耳（Rf＝0．65～0．マ0）の生成のみが顕著であったので，希釈

時に検出される99mTcO；の放射能の全放射能に対する割合（％、を求め，この値（縦軸

の値）を99mTc標識体の分解の指標とすることが妥当であると考えた。

5け

§1り

こ

む

ξ3・

乞

二2。

’薯

　1⇔

（‘し）09”～Tc－Pell　coml）lex　I　　50
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　　　　　　　　　　　　∠．
ピ1一・、、，

△〆

O－O～O o
1）　　　　5り　　　6〔｝
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義≦三
〇＼

　o～o　　　　－o

12り　　　　0　　　　3u　　　6D

　　　　Time（min）
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2‘〕

1｛｝
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　　●
　　　　　　口　　。／
●　△／△
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△一△

　！o－o／o
12｛｝　　　　　0　　　　　3U　　　　6り

F均．22　Dilutlon　e鉦ect　of　99購Tc－Pen　complex　I（a），　complex皿（b）and　99呪Tc－2－MPG（cヌ　Each

　　　・t㎜d・・dp・e…ati・n〃・・出1・t・d　1・10（○），1・100（△），1・250（ロ），1・1000（●）

　　　㎝d1：2500（×）withα05ハf窟1・b・Eer（pH　Z　4）．　Th・。，出。at。　i、碑，ce。t。f
　　　99潮T・0・一i・・h・・e・ui・1・g・・！・・i…n・1y・ed　by・hi・1・yer　ch・。m，・。9，aphyて。一b。ね。。1・

　　　aceUc　ac三d：water二4；1：1）．

120

　9gmTc－Pen　Complex　Iにおいては，9gmTcO；の生成率は，　Fig．2・2（a）が示すよう

に・希釈後の時間にあまり依存せず，玉0倍希釈で1～2％，100倍以上の希釈で8．5～

18％である。一方，99mTc－Pen　Complex皿においては，：Fig．2・2（b）が示すように，

99m scO；の生成率はComplex　Iの場合と同様，希釈後の時間にはあまり依存しないが，

その値はComplex　Iのそれよりはるかに高く，Complex　Hの10倍希釈溶液ではComplex

Iでの100倍以上の希釈の場合とほぼ同じく，10～15％であり，また100倍以上の希

釈溶液では20～30％であった。このように，99mTc－Pen　Complex盈はComplex　I

に比べ，顕著に希釈効果を受けることが認められ，またいずれの場合にも，10倍希釈

と100倍希釈との間に，99mTcO；の生成率に大ぎな差があることがわかった。
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99mTc-2-MPGの場合に も,99mTc-Pen Complex廿の場合と同じように,希釈

率が増すに従い,99mTcOiの生成が顕著にみ られたが,さらに,99mTc0-4の生成率が

時間的に高 くなる現象が特徴的にみ られた｡希釈後 2時間においては,10倍希釈で6

ro,100倍以上の希釈で 21-39%の99mTcO左の生成率に示し,これらの値は,99mTc

IPen Complex正の場合 とほぼ同じである (Fig.2･2(C)1｡

(d) マウスにおける体内分布とラ ットにおける胆汁排湛

99mTc-2-MPG をマウスに投与後の

各臓器における放射能の経時的変化を

Fig.2･3に示した｡ 血液,肝,腎か らの

消失は速 く,秤,腎-の放射能の貯留は

認め られない｡同時に,胆汁-の放射能

の排浬が著 しく,その排湛速度 もかな り

速い｡

この99mTc-2-MPGの高 くてかつ速

い胆汁排浬は,ラ ットにおける胆汁への

排浬曲線か らも認め られ,Fig.2･4に示す

ように,静脈注射後,最初の10分間が最

も胆汁への排他量が多 く,また 1時間に

投与量の50.5±3.2% (平均 ±ls.d.)の

放射能が胆汁中に回収された｡ この挙動

は,99mTc-PenComplexⅠよりもChmplex

Ⅱによ く類似 している｡

(e) 家兎における休 内分布

家兎において, 99mTc12-MPG投与

級,経時的に得 られたシンチグラムを

Fig･2･5に示した｡ かな り早期に肝およ

び腎に取 り込まれ,一一部肝か ら小腸への

速い移行 も認められ るが, 3時間後に も,

なお高い肝および腎-の集積が認め られ

るO 胆嚢 は, 1時間半後には一応イメー

ジされて くるが,肝の放射能が比較的少
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なくなる3時間後にならないと，良好な

イメージを得ることはできなかった。

　3、考　　察

　2－MPGと99mTcとの反応において，

第1章に述べたPenと同様に，　SnC12量，

pHなどの標識条件の相違で数種の化合物

の生成がみられたが，その中で，実験方

法（b）に示した条件で調製された時のみ，

Fig．2・1に示すような薄層クロマトグラ

フおよびゲル炉過で単一の放射能ピーク

を示す標識体が得られた。この標識体が

他の条件で得られた標識体よりも化学的

に安定であり，しかもラットにおいて胆

1短min
！8〔［n審i警1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fi9・2・5　Rabb三t　scintigmms　at　5，30，90，180　mi几

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　afte「　int「a》enous　inj6ction　of　99吊Tc－2喝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MPG．

汁への排泄率が高く，臨床使用に最もすぐれた性質を示すと考えられたので，この標

識体について，化学的性質と胆汁排泄挙動との関係を詳しく検討した。

　まず，99mTc－2－MPGにおける99mTcの配位状態を調べるために，　Penとの配位子

交換反応を行った。反応溶液のゲル湧過法による分析の結果，Fig．2・1（b）の点線が示

すように，一部の放射能が溶出時間22分，すなわち99mTc－Pen　Complex置のそれ

に対応する溶出時間に検出された。．、この配位子交換反応の結果から，99mTc－2　MPG

の99mTcは99mTc－Pen　Complex畳のそれと同じ化学状態にある，すなわち99mTc－

2－MPGは複核の99mTcを骨格にした錯体構造を有すると推定され，99mTc－2－MPG

と99mTc－Pen　Complex璽とにおけるTcの化学状態の類似性が強調された。一方，

Fig・2・3，2・4，2・5に示すように，99mTc－2－MPGのマウス，ラットの体内挙動の

検討で，99mTcの放射能の速くかっ高い胆汁排泄，および家兎での検討で，同様の胆

汁排泄挙動と同時に肝，腎での高い貯留がそれぞれ観察され，この標識体の体内挙動

が99mTc－Pen　Complex亘のそれに極めて類似していることが認められた。

　一般に，胆汁排泄を示す薬物の分子量の範囲は，動物により異なることが知られて

おり，分子量が300～500の化合物においては相当の種差がみられるが，分子量が

500～1000の化合物においては，動物の種には関係なく胆汁排泄される傾向を示すと

いわれている卸また，キレート化合物についてはまだ多くの疑問点が残っているが，
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WlSt.W三3)Fir｡｡uヲ2)Rubin64),65)らは,キレー ト化合物において も一般の薬物と同じ

ょうな傾向で分子量の影響があると報告してい る｡ しか し, 99mTc-2-M‡'Gの場合

には,500以上の分子量を有すると考えられ るので,その体内分布の種差 を,この分

子量の点か ら説明す ることは困難であろうと考えられ る｡

そこで,99mTc-Pen ComplexIにみ られた 99mTcの化学状態および動物の体内挙

動の類似性, とくに両標識錯体に共通して大 きな動物になる程肝や腎での貯留が認め

られるようになるとい う点に注目し,つ ぎのような考察を試みた｡すなわち,錯体構

造 を示す標識体が休円に投与 された時,標識体 自身および平衡関係にあるフリーの

99mTcおよび配位子の濃笈は,体内の血液および各臓器で希釈 されて低 くな り,その

結果,平衡は分解の方向に傾 くはずである｡ この際,その程度は,錯体の化学的な安

定性 と同時に動物の大きさに依存 し,安定性の低い標識体の場合,大 きい動物の場合

ほど, この希釈による影響 を受けやすくな り, 99mTc標識体の分解産物すなわち加水

分解体,コロイ ドな どの生成率が高 くな り,それが体内分布の検討の結果に顕著にあ

らわれ るようになるであろ うと考えた｡

このような観点で,99mTc-PenComplexIおよび99mTc-2-MPGの 安定性に対

す る in vltrOでの希釈効果 を,99mTc-TerlComplexIのそれ と比較 しつつ,トリス

緩衝液を用いて検討 したC予輯通 り,Fig･2･2が示すように, 大きな動物では肝や腎

に貯留の認められた 99mTc-Pen Complex丑および99mTc-2-MPGと,動物の種差

な く良好な胆嚢のイメージの得 られた99mTc-PenComplexlとの間で,その分解に

対す る希釈効果はかなり相違してお り,前者の場合,後者に比べ ると,錯体種の分解

の指標 として求め られたp9mTcO左の生成率は,希釈率が高 い時に高値 を示 した｡

このような体 内での希釈効果が体内分布に影響を与えることは,99mTc-EHI)Pや

99mTc-グルコン酸;8)99mT｡-ピロリン酸66),67)などの場合にも示唆 されてはいたが,

それ らの場合には本研究の結果のような定量的な取扱いはなされてお らず,推測にと

どまっていた｡ しか し,本研究ではこの点がかな り明確に示 されたと考えられる｡

このように,99mTc-2-MPGは,胆汁排浬に有利な99mTcの錯体構 造 を有 す る一

方で,大きな動物の体内での希釈によるその錯体種の不安定さが指摘 され,臨床使用

を考 える場合には, この問題が解決 されなければな らないことが示唆された｡
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第3章N一（2，6一ジメチルフェニルカルノぐモイルメチル）

　　　　　イミノニ酢酸の99mTc標識化とその胆汁排泄

　1976年，Lobergらは，99mTc－N一（2・6一ジメチルフェニルカルバモィルメチル、イ

ミノニ酢酸（以－F，99mTc－HIDAと略）が肝胆道系診断薬としてすぐれていること

を報告し・さらに・その報告の中で，HIDAは高い胆汁排泄を示すリドカィンの構造

部分と，99mTcのキレート結合部位としてのイミノニ酢酸（以ード，　IDAと略）との二

種の官能基をその分子中に含む，いわゆるbifunctional　chelating　agentとしてデザ

インされた化合物であることが紹介され，このような考え方での99mTc標識診断薬の

開発が有用であることが示された1。）

　Lobergらは，99mTc－HIDAの化学状態や構造については詳しく記述していないが，

著者は第2章までに記述した結果および考察に基づき，その標識体についての詳細な

検討が診断薬としての有用性の評価に必要と考え，著者が他の99mTc標識反応におい

て得た知見およびHIDAの化学構造（Fig．3・1）を基礎にして，　Lobergらの99mTc一・

HIDAの反応を考察いこの標識体は複核錯体であってかつその99mTcの化学状態が

キレート生成によって安定に保たれているであろうと推測した。

　一方，第2章に記述したように，複核錯体と考え・られる99mTc－Pen　Complex皿お

よび99甲士。－2－MI）Gで，速くかつ高い胆汁排泄が認められ，同時に，これら錯体種

の動物体内での安定性が胆汁排泄に深く関係することが明らかにされた。

　これらを総合すると，99mTc－HIDAにおいても，99mTcが複核で安定な配位状態

を保つことができる構造が，この標識体のすぐれた胆汁排泄に関係する重要な因子の

ひとつであろうと推定された。

　本章では，以上の観点から，99mTc－HIDAの標識反応，化学的性質および各種動物

での体内挙動を詳しく調べた結果，ならびにこれらの相互関係の考察について記述す

る。

　　　　　　　　　礁凹《鞭」恥く乏尽く1：：　1．

　1．実験方法
　　　　　　　　　Fig．3．l　　Synt二hesi5　0f　N一（2，6－dimeしhylphenylca＝rba皿oylme七hyl）iminodiacetic

　　（a）試薬　　acid｛・・DA｝・

　99mTcOξに関しては第1章と同様に取り扱った。　HIDAは，　Fig．3・1に示したCallery

らの方法68）に従って合成し，融点，NMRスペクトル，元素分析で確認したのち使用し
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た｡融点 :212-2130(未補正 )｡NMR(DMSO-d｡):∂2.24(6H,S., CH3),

3.44(2H,S.,NCOCH2N),3.57(4H,S.,CH2COO1,7.04(3H,S.,aromatic

protons). Anal.Calcd. forC14H1805N2:C,57･14;H,6･16;N,9･52｡

Found:C,57.33;H,6.05;N,9.40.他の試薬 ･溶媒はすべて特級試薬を使用 した｡

(b) 99mTc-HIDAの調製

HIDA15mgをlNNaOH水溶液 0.3mlに溶かし, これを1N塩酸溶液で pH5･0-

5.5に調整し,水を加えて全量 1mlとする｡ これを15分間窒素置換 し, これに窒素

置換 した SnC12溶液 (1×10-2M,0.1N塩酸溶液)0.1mlを加える｡この時,反応液の

pHは 3･0-3･5となる｡ この混合液を, さらに5分間窒素 を通 じなが ら濃伴 したのち,

99mTcOJ.を3ml加える.窒素の導入を止め,10分摸拝後,この溶液を0.22LLmのミリ

ポアフィルターに通す｡

(C) 標識率の検討

標識率の検討には,ゲル炉過法,炉 紙電気泳動法および薄層 クロマ トグラフィーを

用いたoゲル炉過法,瀦戸紙電気泳動法は第 2章に記述 した方法 に従 って行 った｡また,

薄層クロマ トグラフィーには,展閲溶媒として, n-ブタノール :酢酸 :水-4 :1

:1および10%酢酸アンモニウム水 :メタノール -1:1を用い,第 2章に記述した

方法で行 った｡

(d) Penとの配位子交換反応

前述の条件で調製された99mTc-HIDA溶液の 0.1ml(HIDAを 1.2×10-6m｡1e を

含む )に, Pen(1×10-1M)を1ml(1×10-4m.le)加え, 37oCで 30分間 インキュ

ベ- トしたのち,前述のゲル洗戸過法でその生成物を検討した｡

(e) トリス緩衝液による希釈の影響

前述の条件で調製した 99mTc-HIDA溶液の適量を希釈濃度に応じて とり, これに

0.05Mトリス緩衝液 (pH7.4)を加 えて,全量を5mlとする｡ これ を37℃ でインキ

ュペ- トした後,10,80,150分後の試料をそれぞれ前述の折紙電気泳動法で分析し,

99mTc-HIDAの残存量および分解産物の検討を行 った｡

(∫) 体内分布の検討

マウスにおける体 内分布の検討には,25-30gの ddy系雄マウスを1群4匹ずつ使

用 し,検体 0.15ml(約 50J上Ci)を尾静脈より授 与した後,第1章に記述した方法に従

って行 った｡

また,家兎における体内分布の検討には,2.5kgの家兎を用い,これをベントバ ルビ
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タールナ トリウムで麻酔 し,耳静脈より検体 lml(約 1mCi)を授与した後,5,8,

20,40,60分でシンチグラムを作成 した｡

短) 胆汁排Imの検討

ラットにおける胆汁排他の検討には,250-300gのWistar系雄ラットを1群 5匹

ずつ使用 し,検体 0.3ml(約100/JCi)を大腿静脈よ り授与した後,第1章に記述した

胆管カニュレーション法によって行 った｡

(h) * &

放射能の測定は第 1章に記述 した方法,また,シンチグラフィーは第 2章に記述し

た方法に従 って行った｡NMRスペクトル測定では,バリアン社A-60スペクトロメ

ーターを使用 し,TMSを内部標準 として用 いた｡融点測定は柳本製作所微量融点測定

器を使用した｡

2. 結 果

(a) 標識反応

反応溶液の pH,SnC12量,HIDA量の変化 による反応溶液中の標識体の生成状態

について調べ,同時に, これ らの標識溶液を用 いてラットにおける放射能の胆汁排曲

率 を求めた結果,99mTcIPen,99mTc-2lMPGの場合 と同じように種々の榛識体が

標識条件に依存 して生成 し,またラット

における胆汁排浬率 もそれに伴 って相違

す ることが認め られた｡そのことを示す

実験結果の一例 をFig.3･2に示す｡その

中で,最 も高い胆汁排他率 を示したのは,

本章実験方法(b)に示した方法で調製 され

た ものであ り,その胆汁排他カーブは

Fig.3･2の○印で示 されてい る｡ この

99mTc-HII)A標識体の薄層クロマ トグ

ラフィー (展開溶媒 ;n-ブタノール :

酢酸 '･水- 4:11･1),湧 紙電気泳動法

およびゲル音戸過による分析結果を Fig.3

･3に示 した｡これ らの結果は,Lobergら

の報告にみ られる結果10)と全 く同じであ
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り，こめ方法で得られた標識体は，

Lobergらが得た標識体と同じ化学状

態のものと考えちれ，以下，この標

識体を99mTc－HIDAと記すことと

する。

　　（b）　Penとの配位子交換反応

　99mTc－HIDAとPenとを混合し

た溶液を前述のゲル炉過法を用いて

分析した結果，Fig．3・3の点線で示

すように，一部の放射能が溶出時間

22分の画分に新たに溶出することが

見出された。ところで，第1章で示

したように，伺じ条件で99mTc－Pen

Complex　Iは48分，　Complex五は22

分の燈下にそれぞれ溶出する．ことが

認められている。したがって，Fig・3・3

の結果は，99mTc－HIDAが1）enと

の配位子交換反応において，一部

b
ξ
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ε舗を、留謬n嚢
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Fiq、3．3　Thin　layer　ch・。凪at。graphy（n－b・tan。1：
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th。　ggmTc－H、DA　preparati。。・・1・ti。n　a・d・tirr・d

for　30　rrLin．

99m sc－Pen　Complex皿に変化するが，　Complex　lへはほとんど変化しないことを示

すものと考えられる。また，逆に，99mTc－Pen　Complex且にHIDAを加えた時には，

99mTc－HIDAの生成が認められた。

　　（c）　トリス緩衝液による希釈の影響

　第2章に記述したと同じ理由により，

♀9mTcOξの生成率を99m密。－HIDA．の分解

の指標にして，99mTc－HIDAのトリス緩

衝液による希釈の影響を調べた結果をFig・

3・4に示した。1000倍希釈においても10％

以上の9？mTcO；を生成寸ることはなく，

Fig3・2φ99皿士・7P・・C・mpl・x皿および

99mTc－2－MPGで得られた結果と比較．し

て，99mTc－HIDAが非常に安定であるこ

（溜
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し

とが明らかにされた。

　　ω　マウスおよび家兎における体内分布

　マウスにおける体内分布を調べたところ，

Fig．3・5に示すように，胆嚢に著しい放射能の

集積が認められ，肝，腎，血液からの放射能の1

消失は非常に速く，良好な結果が得られた。ま

た，Fig．3・6に示す家兎における経時的シンチ

グラムも，このマウスにおける結果とよく一一致

している。すなわち，投与後5分で肝に大部分

の放射能が取り込まれ，8分後既に小腸への排

泄が認められ，さらに40分後には，肝からの放

射能がほとんど消失し，その結果，良好な胆嚢

のイメージが得られている。

Fig●3．6　　Rabbit　scintigra翼n3　at　5，8ヲ20，40　and
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　99mof　　　Tc－HIDム．

　3．考　察　　．・、　　．・1・
　10－6mole程度のSnC1，量の存在下，　pH　3。0～3．5の条件で99mTcO；と大過剰の

HIDAとが反応する場合，まず還元された99mTc種の加水分解が進行するが，同時に，

HIDAとの錯生成反応も競合的に進行し，ある一定の加水分解状態で錯生成との平衡

が成立することが予想されるので，本章実験方法（b）に示した調製条件から，この

99m sc－HIDAにおいては，99mTcは99mTc－Pen　Complex　1や99mTc－2－MPGと

同じ複核の99mTcの配位状態にあることが予想された。この予想のもとに実験方法（b）

一43一



の調製条件が選ばれたのであるが,実際にこの条件で得られた 99mTc-HIDAが

99mTc-Pen Complex並と同じ複核の 99mTcの状態をもっことは,Penとの配位子交

換反応で,一部 99mTc-Pen Complex丑に変化することを示 したFig.3･3の結果か ら

強 く支持 され る｡

さて, この複核錯体の99mTc-HIDAで,rFig･3･2に示すように,ラットでの胆汁

への移行量が投与後 1時間円で 64.9±4.2%(平均 ±1S.d.)と非常に高いことが示され

たが,この胆汁排湛率は,同じ条件 下で行われた種々の99mTc療識体,すなわち99mTc

-pen complexI(43%),99mTc-Pen Complex丑(38%1,99mTc-kethoxal-bis

(thiosemicarbazonel(45射 ,99mTc-pyridoxylideneglutamate(41射 ,99mTc

-2-MPG(51%),および13'Ⅰ-,osebengal(51%)などの場合 よ りも高い｡ また,

この 99mTc-HIDAの胆汁排湛速度は, Fig.3･2に示すように非常に速 く,また この

排滑パターンはFig.2･4に示されている99mTc-PenComplexI,Complex且および99mTc-2

-MPGのそれらと比較すると,99mTc-PenComplexlの排滑パターンよりも,同じ複核錯体

である99mTc-PenComplexIや99mTc12-MPGの排滑パターンに類似 していることがわ

かる｡これらの結果は,最初予想 したように,99mTc-HIDAにおいて,複核の99mTcの配

位状態がその速い胆汁排酒の重要な規子のひとつであることを示唆 してい る｡

さらに, この99mTc-HIDAでは,Fig.3･5,3･6に示すように,動物における種差

がな く,かつ肝,腎,血液か らの放射能の消失が速 く,また肝や腎での貯留は全 く認

め られなかった｡ このような体内挙動か ら,99mTc-HIDAは in vivoで も非常に安

定であることが推測 されるが,この in vivoでの安定性は,トリス緩衝液による希釈

実験の結果(Fig.3･4)か らも支持された｡すなわち,第 2章で,99mTc-PerlComplex

丑や99mTc-2-MPGの体内での不安定性が,in vitroでの希釈による不安定性 と相

関して議論できることが示 されたが,同じ条件 下の検討で,Fig.3･4に示すように,

99mTc-HIDAの場合,その分解に対 してほとんど希釈効果が認め られない｡

以上,化学的な性質および動物での休内挙動の考察か ら, 99mTc-HIDAが肝胆道

系診断薬 として評価し得 る化合物であ ることが証明されたが,実際に臨床使用におい

て も,短時間軸 こ良好な胆嚢のイメージが得 られることが報告され1,0),69ト74)現在では,

代表的な肝胆道系診断薬のひとつ としてその使用例が多 くなってい る｡しかし,一方

で, 99mTc-HIDAの肝胆道系における挙動が,臨床において診断的意義の高い は Ⅰ

-BSPや 131卜 rose bengalの挙動 と一致 しないこと,また尿排浬 も比較的多いこと

が,定量的な肝胆道系の機能診断の面での問題点 として指摘されている200),72)～76)
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第4章　99mTc－3，3’一ビス（N，N一ジ（カルボキシメ

　　　　　チル）一アミノエチル）一〇一クレゾールフ
　　　　　タレイン＝胆汁排泄し易い99mTcの化学状態
　　　　　をもったBS：P類似体の99mTc標識化合物

　第3章に記述した99mTc－HIDA，および99mTc－pyridoxylidene　glutamate，

99mTc－pyridoxylidene　isoleucineなどのピ〉リドキサールアミノ酸シッフ塩基を配

位子とする99mTc錯体が胆嚢イメージにすぐれた性質を示すことが認められ，実際に

これらの99mTc錯体を使用した臨床診断例が非常に多く報告されているさ0、20鴻69）～83）し

かし，これらを用いる肝の機能診断に関しては，まだ多くの問題点が残され，さらに

すぐれた99mTc標識診断薬の開発が望まれる㌘）’？2）～？6）撰）’83）

　一一方，99mTc－HIDAがいわゆるbifunctional　radlopharmaceutlcalsの考え方を

用いて開発された化合物であることを第3章に記述したが，この研究に刺激されて，

薬物やタンパクなどにキレート生成能をもつイミノニ酢酸（IDA）やEDTA誘導体を

導入し，薬物やタンパクのもつ生理活性と同時に，99mTcとの安定なキレート生成能

を示す放射性診断薬を得ようとする試みが，この領域での新しいドラッグデザインと

して注目されるようになった11）、勾このbifunctional　radiopharmaceuticalsの考え

方に基づいた場合，：Fig」4・1に示すようなBSP，　rose　bengalなどの基本骨格である

フタレインおよびフルオレッセイン構造と，キレート生成部位としてIDA基を同時に

もつbifunctional　compoundの99mTc標識体が新しいタイプの肝胆系診断薬として期

待される。

　BSP，　rose　bengalは，従来から良く知られた肝胆道系診断薬℃あり，各種の肝胆

道系疾患に対する豊富な臨床および研究報告がみられる1）これらのデータが99mTc標

識体に反映されれば，核医学の新しい技術を通して，肝胆道系診断とくに肝の機能的

診断の飛躍的な向上を期待できると考えられる。また，これらの99mTc標識体の研究

は，このような臨床的意義からの興味とともに，さらに放射性診断薬の基礎的研究の

立場から，次のような点で大きな興味がもたれる。すなわち，bifunctional　radio－

pharlnaceuticalsは，前述したように，確かに新しいドラッグデザインの考え方とし

て注目されているが，実際にそれが具体化された例はまだ極めて少ない。　99mTc－

HIDAにおいても，最初に期待したように，　HIDA分子中のリドカイン類似構造が

99mTc－HIDAのすぐれた胆汁排泄挙動に寄与している可能性と同時に，むしろ第3

章に述べたように，胆汁排泄に有利な99mTcの配位状態を安定に保つのにHIDAの
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構造が役立っている可能性も考えられるので，　99mTc－HIDAにおいて，　HIDAが

bifunctiona．P　chelating　agentとして機能しているかどうかは明らかではない。

　本研究ではづこのような背景で・Fig・4・1に示したlbifunctional　compoundの

99mTc標識体の化学構造を考察し，さらに，それらめ胆管移行性および血液から肝へ

の移行に重要な働きをすることが知ら．れているキャリヤータンパク（X，ligandin（Y、，

Z）ゆ、．86）との結合性などを，99mTcrHIDAおよび1311一．BSPのそれら．と比較しなが

ら検討する．ことを． v画した。
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1. 実験方法

(a) 孟式 薬

99mTcO;に関しては第 1章 と同様に取 り扱 った｡また,四種のフタレインおよびフ

ルオレッセインの IDA誘導体は,同仁化学研究所裂 ･特級試薬をそのまま使用 した｡

99mTc-HIDAは第 3章に記述 した方法に従 って調製 し,'31卜 BSPは第 1ラジオアイ

ソ トープ研究所より購入 した ものをそのまま使用 した. さらに,BSPはシグマ社製の

ものを用 い,その他の試薬 ･溶媒はすべて特級試薬 を使用 したO

(b) 標識反応および標識率の検討

ppc,pc,TPC,Calceinの 99mTc標識はすべて第 1章第2節第 2項に示 した

99mTc-PenComplexⅡの調製の場合 とほぼ同様の条件で行 った｡すなわち,各 IDA

誘導体の 1×10-5m｡l｡を0.8mlの 0.25MNaHCO3水溶液に溶かし, さらに,これを

0,1N塩酸溶液で pH5.0-5.5に調節す る｡ この溶液に99mTc0-42mlを加えた後,窒

素置換した SnClZ溶液 (1×10-3M,0.1N塩酸溶液 )0･25mlを加える｡この時,反応

液の pHは 2.2-2_4となる.10分損拝後,1NNaHCO3水溶 液約 0.15mlを一挙に加え

て pHを7.4に調節 し,最後にこの反応液を0.22pmの ミリポアフィルターに通す｡

99mTc標識率の検討には.第 2章に記述した と同様のゲル炉適法,折紙電気泳動法お

よび薄層 クロマ トグラフィーを用 いた｡

(C) トリス綬衝液による希釈の影響

前述の条件で調製した99mTc-PC溶液の適量を希釈濃度に応 じてとり,0.05M トリ

ス緩衝液 (pH7.4)を加 えて,全量を5mlとす る｡ これを37oCでインキ ュベ- トし,

10,75,140分後の試料 を前述の折紙電気泳動法で分析 し, 99mTc-PCの残存量お

よび分解物の検討を行 った｡

(d) 99mTc-PCのマウスおよび家兎における休内分布の検討

マウスにおける体内分布の検討には,25-30gの ddy系雄マウスを1群4匹ずっ使

用 し,検休 0.2ml(約 200pCi)を尾静脈 よ り投与 した後, 第 1章に記述 した方法に

従 って行 った｡

また,家兎におけ る99mTc-PCの体内分布の検討には,約 2.5kgの家兎 を用い,

これ をベン トパル ビター)i/ナ トリウムで麻酔し,耳静脈よ り検体 lml(約 1mCi)香

投与した後, 5,10,20,30,40,60分でシンチグラムを作成 した｡

(e) ラ ットにおける胆汁排池の検討

ラットにおける胆汁排他 の検討には,250-300gのWistar系雄ラ ットを1群 4-
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5匹ずつ使用し，99mTc－PPC，99mTc－PC，99mTc－TPC，99mTc－Calcein標識

溶液の各0．3ml（約300μCi）を大腿静脈より投与した後，第1章に記述した胆管カ

ニュレーション法によって行った。また，1311－BSP（10μ1，約10μCi）の胆汁排泄

も同様の方法で調べた。

　さらに，9gmTc－PC，99mTc－HIDA，1311－BSPの三種の化合物の胆汁排泄に与

えるBSPの影響を調べるために，ラットの体重3009当り5．0μmoleまたは25・0μ

moleのBSPを各標識溶液と同時に静脈内に投与し，前述したと同様の方法によって

投与後30分間の胆汁を採集した。

　　（f）ラットにおける尿排泄の検討

　ラットに投与された99mTc－PC，99mTc－HIDA，1311－BSPの放射能の尿中への

排泄率の検討には，270～300gのWistar系雄ラットを1群5匹ずつ使用し，99mTc

－PCおよび99mTc－HIDA溶液の場合には0．3ml（約300μCi）を，またユ3ユ1－BSP

溶液の場合には10μ1（約loμCi）を大腿静脈より投与した後，24時間の尿をメタボ

リックケージにて集めた。

　　（g）ラットにおける肝内挙動の検討

　99mTc－HIDA，99mTc－PC，1311－BSPの肝での存在状態を調べるために，体重

250～300gのWistar系雄ラットを用いて以下のように検討した。まず，ベントバル

ビタールナトリウム麻酔下，99mTc標識体の場合には0．3ml（約300μCD，また
131

P－BSPの場合には10μ1（約10μCi）の各標識溶液を大腿静脈より投与した後，

定められた時間に，門脈より底冷された生理食塩水を注入し，肝に残っている血液を

除去し，その後直ちに肝を取り出した。肝全体の重量を測定した後，肝全体に存在す

る放射能の計測のために2g，また以下に述べるタンパク結合実験のために5gをそれ

ぞれ使用した。肝上清内でのタンパク結合の状態は，Arlasらの方法84）に準じて調べ

た。すなわち，0．25Mショ糖一〇．01Mリン酸緩衝液（pH　7．4）で25％ホモジェネート

を調製し，4。C，105，000g（平均、で120分間遠心分離した後，上清を集め，これを

限外炉過法およびゲル炉過法のための試料とした。限外炉過法には，ダイアフローメ

ンプランフィルターPM10を用いた。また，ゲル炉過法では，　Sephadex　G－75のカ

ラム（直径：3，2cm，高さ：52cm、に試料5mlを添加し，0．01Mリン酸緩衝液（pH

7，4）を溶離液として，．4。C，37，4ml／hrの流速で行った。溶出液は，チューブ1本当

り5．95mlずつフラクションコレクターで集め，280nmの吸光度および放射能を測定

した。
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　　（h）機　　器

　放射能の測定は第1章に記述した方法，またシンチグラフィーは第2章に記述した

方法に従って行った。尿の採集には，・杉山元北画三社製メタボリカを使用した。遠心

分離には日立65P超遠心分離器，また限外炉過にはアミコン焼畑MC－40型セルを用

いた。吸光度は島津UV－100分光光度計を用いて測定した。

　2．結　　果

　　（a）標識反応

　Fig．4・1に示す四種のフタレインおよびフルオレッセィンのIDA誘導体の9gmTc

標識化率を，炉紙電気泳動法およ

び薄層クロマトグラフィーで調べ　　　丁冊E4…蝕Dエ。CH…CAL　PUR・TY・F　99㌔CHE脇・・S　BY

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　日LECTROPHORESIS
た。炉紙電気泳動法で調べた結果
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　P・・c。。セ。f　t。t。・g9懸。。。ti。ity

は，Table4・1に示すように，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　わ　ユうセど　　　　　　　　リユれ　　　う　ロ　ヨ　の　　　　　ロア　の

9gmTc－PPCおよび9gmTc－PC　　g9・，。．PPc　　　6　．94　　ご

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ササご　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨユ　　　　　　　　　　　　コ
の標識溶液の場合には｝単一ピー　　　，，。＿，。　　　、。　　3、　　　。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨ　クとして90％以上の放射能が陽　　　　Tc－c摩’ce’n　29　　60　　　11

極々に2～3cm移動し，ごくわず

かの放射能が原点に認められた。99mTc－PCの例をFig．4・2に示す。一方，99mTc

－TPCおよび99mTc－Calceinの標識溶液の場合には，上記の2つの三分以外に，

99mTcO；の画分に一致する陽極側6～7

cmの南分にも放射能が認められ，同時に，

原点での放射能の量も前二者に比べ多か

った。また，99mTc－PPCおよび99mTc

－PCの標識溶液は，24時間室温で放置

しておいても調製直後と全く同じ放射能

の分布状態を示すが，99血Tc一田PCおよ

び99mTc－Calceinの標識溶液の場合に

言

量

各

　㊥　　　　　　　↑

　　　　　　　　origエn

　　　　　　　　　　う　のFiq．4．2．　Paper　electr。づh。re＄i・。f　Tc－PC

（500Vf　l　hrl．　Buffer　；　O．l　M　phosphate　buffer

は，陽極側6～7cmの99mTcO；の士分および原点の放射能が増加した。

　一方，薄層クロマトグラフィーでは，全体としてブロードな放射能の分布状態を示

し，定量的な分析はできなかったが，その結果は99mTcコロイド生成の有無を判断す

るには，下記の理由により非常に有用であった。すなわち，放射能が電気泳動法で原
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点に認められた場合，その結果は，移動性のない99mTc標識体の生成以外に，9♀mTc

コロィ「ドの生成を示す可能性もあるが，一方で，薄層クロマトグラフィ漏では，どの

標識溶液の場合にも原点には放射能の集積を認めなかったので，これまでの99mTc－

Penなどの他の99mTc標識反応についての同様の検討の結果とあわせて考えると，

99mTcコロイドの生成の可能性はどの場合にも考えられないと判断することができた。

　　㈲　．ラットにおける胆汁排泄

　Fig．4・3に示すように，投与後1時間以

内に胆汁排泄された99mTcの放射能の投与

量に対する割合（％）は，99mTc－PC（61．3

％、＞99mTc－TPC（34．2％）＞99mTc－

PPC（15．2％、＞99mTc－Calcein（4．5％）

の各標識溶液の順で少なくなった。

　さらに，この四種の99mTc標識体のうち

最も高い胆汁排泄率を示した99mTc－PC

の胆汁排泄の挙動を，99mTc－Pen　Compl郎

1，Complex匝，99mTc－2－MPG，99mTc

－HIDAのそれ．らと比較してみると，　Fig。

4・4に示すように，99mTc－Pen　Complex

I以外はいずれも最初の10分間に最高の排

泄：率を示し，99mTc－PCは，99mTc－Pen

Complex且，99mTc－2－M：PG，99mTc－

HIDAと共通した胆汁排泄パターンをもっ

ことが示された。また，投与後1時間以内

に胆汁中に回収された99mTcの投与量に対

する割合を比較してみると，Fig・4・5に示

すように，99mTc－PC（61．3％）は1311－

BSP（77・0％）よりは少なかったが，99mTc

－HIDA（64．9％）とほぼ同じであった。ま

70

50

50

40

§、。

コ

20

】」0

　　　　PC！▲一▲
　　　▲／▲
　　▲／

／

　　　　1PC
　　　　　　　1口　　　　　　！口
　　　　／ロ
　　ロ／0

／
ロ　　，ムーr・
／／εALCE胴

X
～。一。一。一。一。

　0　　　　ユ0　　　 2b　　　 30　　　 40　　　 50　　　 60

　　　　　　Time　‘　mln　）
Fig・4・3．　Cumulaしed　percent　dose　in　bile．

Bile　is　collecteξ暫しhrouqh　a　cannulated　bile
ducセ。ヒdiff。．e。t　tim。　int。．v。1忌。ft。r　99㍉C

chelates　are　inゴected　intravenously．　　Each

point　i3　mean　va工ue　foτ　4－5　ani皿a15．

（＝）

53

飾〔1

30

’20

10

：

＼

　●

o＼

ム＼

＼

ご

’

　　　　ヴロ

。詰　1【エD八

　　　ぐコじ　

口99「ヤ。－2．ト，PG

ム99〔T。一P。。C。叩1。．、

xg9、・一・enC剛ex、r

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユ0　　　　　 20　　　　　 30　　　　　　｛二〕　　　　　50　　　　　εO

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TI旺　（呂D」）
た，99mTc一PCは，99mTc－HIDAと同様，　Fiq．4．4．　BiliarY　excreti。n　behavi・r。f　99mτc

P1・一BSPよ轍射能の謝排泄毅は速1：贈d：。1£。il｝s’Each　po’nt’s　mean　value

かった。

〆態誌灘悩

一50一



　…方，99mTc－PCが投与された時，胆

汁中に排泄された99mTcの化学状態を調

べるために，最初の10分間に採集された

胆汁ρ三三電気泳動法および薄層知マ

トグラフィーによる分析を行った。その

分析の結果から，約85％が投与前と同様

の化学状態にあり，残りの約15％が

99mTcO；に変化していると判断された。

　　（c）マウスおよび家兎における

　　　99mTc－1）Cの体内分布

　ラットにおける胆汁排泄実験の結果か

ら，四種の99mTc標識体のうち，最も高

い胆汁排泄率を示した99mTc－PCの肝

胆道系診断薬としての可能性を探るため

に，99mTc－PC標識溶液を用いてマウス

および家兎における体内分布の経時的変

化を調べた。Table4・2にマウスにおけ

る体内分布を示した。速い99mTcの胆汁
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70

60

50

40

30

蓋・・

10

　　　　　　　　　　　　　　　　　／…豆．BSP
　　　　　／●㌦HmA

　　　

／

●

　0　　　　　10　　　 20　　　　30　　　　40　　　　50　　　　60

　　　　　7ime　 （　min　〕

Fig．4．5．　　Co餓parative　studies　of　hepaしobiliary
。．c．eti。。。f　99皿7。．PC騨ith　th。t。f　99㍉C－HIDA

　131and　　I－Bsp　in胴ts．　Cumulative　percenヒdoge
三n　bユ1e　obt己1ned　from　ca員nu1きヒed　bile　duct　in

τat5・at　d手fferenヒUme　intervals・afヒerヒhe
五。t。。．e。。。。　i。jecti。。。f　99㌧C－PC，99㍉C－H・D＾

　131and　　I－BsP，　君ach　PO軌t　is　mean　value乏O＝

4－5　anima13．

排泄が認められ，投与鱗10分で約30％が小腸に移行しており，　その後徐々に排泄が

おこり，60分後には約45％が小腸に排泄された。イメージを撮る上で障害となる腎

への取り組みは，1～2％と非常に少なかった。また，家兎におけるシンチグラフィニ

においても，Fig．4・6に示すように，マウスの結果とあまり大きな相違はなく，投与

丁旭LE　4．2．。RGAN　DISTRエBUTI。N。F　g9㍉。．PC　IN麗ICE，　AT　VARI。US　TI肥

　　　工NTERVムLS　AFTER　I．V．　AD図工NISTRATION

Qrgan
10　皿in 3D　min 60　min 180min

｛a｝　　　　（bl ｛a｝　　　（b） ‘a）　　　　｛b｝ 〔a｝　　　　‘b，

Blood　　　　　　　　儲　　　　　　4．89　　　　　　－　　　　　　3。171　　　　　－　　　　　　2．20　　　　　　－

Kidney　　　　　　　工．97　　　　　4720　　　　　1．72　　　　　3．74　　　　　　1．31　　　　　3．08　　　　　　1．08

Liver　　　　　　　　9。20　　　　　5。29　　　　　　4．68　　　　　3．工9　　　　　　3．94　　　　　2．41　　　　　　2．89

1ntestine　　　　27．30　　　　　6．03　　　　　38．40　　　　　9．71　　　　　43．85　　　　10．51　　　　　47．35

St。mach　　O・86　L97　　0・52　1．15　　0．50　0．89　　0．31

G己11bladd・・　2・。9　419・71　　2．66　161．10　　3．10　エ99．50　　3．32

（al亀D。・ep・・。・g・・／〔b｝亀D。・ep・・g胴m。・q・・．　M・。n．。。。1tSf。．f。。．。ice．

L66

2．45

2．04

10．7工

O．70

96．72
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後5分ですでに一部の放射能の小腸

への移行が認められ，肝の放射能が

少なくなる40～60分で良好な胆嚢

のイメージが得られた。

　このように，99mTcの放射能の体

内分布が，マウスおよび家兎で相違

がないことは，99mTc－PCの標識状

態の安定性を示すものであるが，こ

のことはトリス緩衝液による希釈に

対し99mTc－PCはほとんど影響を受

けなかったという結果からも支持さ

れる。すなわち，第2章のFig2・2

と同様，99mTc－PCの分解の指標と』

して希釈時の99罰aTcOξの生成量を調

べると，Fig．4・7に示すように，

1000倍希釈においても，体内分布

に動物による種差を認めなかった

99mTc－Pen　Complex　Iの場合とほ

ぼ同り値の20％以下であることが認

められた。

　　（d）ラットにおける尿排泄，

　ラットにおける99mTc－PC標識溶

液投与時の放射能の尿排泄を，13ユェー

BSPや99mTc－HIDAのそれらと焼

酒した。99mTc－PCの場合，投与後

24時間内に投与量の12．05±2．15％

（1s．d．）が尿中へ排泄されたが，こ

の値は9gmTc－HII）Aの場合（14・29

土2．94％）よりは少なく，1311－BSP

の；場合（0．94土0．14％、よりも多か

った。

5阿則

30現睡

18摂1四

qo崩封

20凹構

6¢醐N

Fig．4．6．　　Rabbit　scintiqraπ睡ゴat　5。　10，　20，・
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，　　30

s
ぜ2。
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ξ10

嚢

　・・1　0　　　　　　　30　　　　　　60　　　　　　90　　　　　　120　　　　15g

　　　　　　了1爬　佃1“｝

Fig．4．7．　Di1。ti。。・ffect。f　99㍉c－PC．

Standard　solution　wa8　diluted　1310　（O），

1言100　（凸，　and　1豊1000　｛●｝　wiセh　O．05　M　Tris

buffer　‘　PH　7。4　，．　　　「『he　ordinate　is

・…e・・。fg9㍉・・三i・t…e・・・…q…u一

セi。n’餌aly2ed　by　paper　elecセr。ph。zesis

‘500Vr．工　h＝g　bufミfer　呂　O●ユ　M　phosphate

bu重fer　‘PH　7．0　⊃．
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　（e）　99m　Tc－PC，幻mTc－HIDAおよび1311－BSPの胆汁排泄に与えるBSPの影響

Fig．4・8に示すように，投与後30分

間内の放射能の胆汁排泄量は，99mTc－

PC，9gmTc一｝IIDA，刷1－BSPのいず

れにおいても，BSPの投与によりある程

度低下することが認められたが，その影

響はエ311－BSP，9gmTc－PC，9gmTc－

HIDAの順に弱くなり，かつBSPの量

に依存していた。

　　（f）ラットにおける肝内挙動

　99mTc－PC投与時の肝からの放射能の

消失は，Flg．4・9に示すように，99mTc

－HIDAの場合に比べるとはるかに速か

った。放射性診断薬を用いて胆嚢をイメ

ージする場合，肝からの放射能の消失の

速さは、その評価のためのひとつのバロ

メーターであり，99mTc－PCの使用によ

り，より短時閲内に良好な胆嚢のイメー

ジを得ることが可能になると思われる。

　また，肝の中でどのような状態で存在

しているかを知るために，まず，肝に存

在する全放射能に対し，105，000g上清

画分中に存在する放射能の割合（％、を

99m sc－PC，99mTc－H玉DA，1311－BSI）

について調べた。

　Table4・3に示すように，三者ともに

おいて，投与後の時間に関係なく，かな

りの放射能が上清画分中に確認された。
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min．　pe＝i。ds　and　percenしage　excreted　lnヒ。
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Fig．4．9．　　Time　course　of　the　liver　activity

in　normal　rats　followinq　i．V．　injection　of
99m
　Tc　compounds．　　Each　value　士s　the　moan

＋　l　s●d●　for　5－6　ani廊己15．

つぎに，105，000g上清画分中の99mTcの存在状態，すなわちタンパクと結合してい

るのか，あるいは遊離した状態で存在しているのかをAriasらの方法84）に従い，　Sep－

hadex　G－75によるゲル炉過法を用いて調べた。各検体をラットに投与5分後に処理

一53一



TABLE 4.3. LXVER
LEVEL

CYTOPLASM LEVEL--TO-WHOLE LIVER

OF RADIOACTIVITY RATIO

HOMOGENATE

LivercytoplasTniafraction'± fHomogenate'M <g)

Timeafterinjection
(min}

2 5 8 l5

99mTc--PC

99mTc-HIDA

l31I-BSP

76.0

89.9

58.0

79.2

86.6

66.4

84.I

89.3

74.4

74.2

83.7

･66.4

           (t) The cytoplasrnic fraction after the centrifugation of the 25 l

             . 1±ver homogenate at 105,OOO g (av.) for 2 hr, was ineasured.
                                                            ttt          {tt) Each value is the rnean for three rats. ' ･ . .' i
                                                     '                                                               tt t           tt                                     tt                          '            '                                                            '                                                         '                                               '                                                                              'Li -( t<l 6 M t: EIi£ )IS}cD rsaiEli] wa le Fig.4･io eczjft u ti6 . i31I- B.s? ts .k 'oe. 99mTc-pc a])

                                                               '                            'aekc&, vaegt) vC .k < tsC}1Vt: tstli EtewtDSre 5nt, IFra6tion Number 21--- .23, 28-･-

                                         '                                  '                                                                '                tt tt tt tt3o, 42 -- 4s cD pt fiei op wa igr ttl(SEtEe cD tf t ij Jbszik s pt zs. ' s s }(, ff vgk tt r(s cD fr' )v

         '                                               '                    tt                                   tt                                     tt                                                                         '                                                            tt              'lj"iil maiSk E? BSP ll? fi] Lx'(r st is,'c 1"L 6 cDUfi e&, Arias 5 rbsi BSP -se) tf 9 ]v }ir )i cl) J( 5

.

                                   tt   ],o[ . 1 tv ' la- :2i .''' ;, ;r; . e-Tclny ' l!mp '.

                . 1 ""T

and 99MTc-HIDA from the rat liver 105,OOO g supernatant.

At S min after the i.v. administration of compound, the
liver was removed, homogenated and 5 ml of the I05,OOO g

superna£ant was applied to a Sephadex G-75' column { 3.2
X 52 cm ). Elution was performed with O.Ol M phosphate
buffer ( pH 7.4 ) at a flow rate of 37.4'ml/hr. Collec--
                       'tions were 5.95 ml/tube. , ･･･ ' ･ ･, .
gfTth.e. O.?.i.X::,k:e."tigXY.i:ht::o:u::I:sga:x.w6s measured .･

l
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な有機陰イオン化合物の肝摂取に重要タ働きをすると報告している肝上清タンパクのX，

ligandin（Y），　Z84）～86）にそれぞれ相当するものであることを確認した。また，99mTc

－PCの場合には・さらにFraction　N㎜ber　58～63および80の三分にピークが認め

られるが，前者は，高田らが有機陰イオン化合物のキャリヤータンパクとして新しく

報告したTbinder87）に相当するものと思われ，さらに後者は，遊離型の9gmTc＿PC

であることがわかった。この結果から，99mTc－PCの場合，タンパク結合率は約72％

と計算される。一方，99mTc－HIDAの場合には，大半が遊離型の99mTc－HIDAのま

ま存在しており，タンパク結合率は約12％にすぎない。また，99mTc－PCおよび99mTc

－HIDAの溶出曲線は，投与後の時聞にはほとんど関係なく，ほぼ同様のパターンを

小した。

　13ユ1－BSPの場合には，タンパク結合していない1311－BSPは一部カラムに吸着し

てしまうため，タンパク結合率を正確に求めることができなかっだ。そこで，タンパ

ク結合率を眼外炉過法を用いて別に測定することにした。フィルターにPM　10（分画

分子量；10，000）を用いて，1311－BSPをラットに投与5分後に処理して得られた試

料の105，0009上清画分を限外炉過したところ，約97％がタンパク結合していること

が認められた。また，99mTc－PCおよび99mTc－HIDAについても，同様の限外炉過

法によってタンパク結合率を求めたが，その結果は，ゲル炉過法で得られた結果とよ

く一致していた。

　以上の結果から，有機陰イオン化合物の肝摂取に重要な役割を果たすと言われてい

る肝上清タンパクとの結合において，99mTc－PCのタンパク結合率は1311－BSかのそ

れに近い’lを示し，99mTc－HIDAのタンパク結合率に比べ，はるかk高かった。

　Table4・4に，これらの結果をまとめ，あわせてBSP同時投与時の胆汁三門量を

示した。このTableに示した結果から，胆汁排泄においてBSPの影響を受けやすい

　　　　，冊。E　4，4．。i。di。g。f　ggm・c一肛D・，99㍉c－PC。。d　131・一BSP・。・・t　Li…Cy・。P・…i・

　　　　　　　　Protein　and　Effect　of　BSP　on．　the　Hepatobiliary　Transport　of　Thes弓　Compounds

驚bQund　toエi▽er　cyしOPlasmic　protein
＜q　5　min璽　after　ad皿inist＝ration

亀　excreted　in　bile　for　30　皿in．

co叩ound ultrafiltra七ion
@　　（脳10）

gel　filtration
iSephadex　G－75）

control BSP（5脚01e／3009
b盾р凵@weight）

99m　　　Tc－HIDA

X9m　　　Tc－PC

P31　　　1－BSP

22．6＋　4。3　　　　－

V6．7＋1．7　　　　－

X6．8＋　1．1　　　　一

12．6＋7．6　　　　－

V2．1＋6．0　　　　一

@　　　鼎

βO・3＋3・8　　　　－

T6．4＋2．8　　　　一

T4．4＋3．8　　　　一

59．9＋9．5　　　　－

R6．7＋2．9　　　　－

Q1．O手1．6　　　　一

Each　value　is　ヒhe　mean　＋　l　s．d．　for　3－6　ani皿als．
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化合物ほど，肝上清タンパクとの結合率が高いことがわかった。

　3，考　　察

　マウス，ラット，家兎の動物実験の結果（Table4・2，　Fig．4・5，：Fig。4・6、では，

検討された四種の9gmTc標識体のうち，9gmTc－PCが9gmTc－HIDAに劣らないすぐ

れた胆汁排泄を示し，臨床応用への可能性が認められた。この結果をみる限り，

bifunctional　radiopharmaceuticalsの考えに基づく肝胆道系診断薬の開発は成功し

たと結論できると思われる。

　一方，PCと同じような化学構造をもつPPC，　TPCおよびCalceinでは期待され

るような胆汁排泄性を示す99mTc標識体が得られなかったが，これらの結果を総合的

に考察すれば，99mTc一：PCの化学構造，化学的性質および生体内挙動との関係につい

て，さらに重要な情報が得られることが期待される。

　以下，このような考えで，99mTc－PCの化学構造から考察を進めることにする。

　　（a）　99mTc－PC錯体の構造

　PPC，　PC，　TPC，　Calceinの99mTc標識時のpH，配位子およびSnCl，の濃度な’

どの反応条件は，複核の99mTcの配位状態にあると考えられる99mTc－Pen　Complex

皿調製に用いられた条件とほぼ同じである。

　一方，Table4・1に示した反応結果で，電気泳動法で陽極側2～3cmに検出される

放射能のヒ。一クが，目的とする複核Tc錯体に対応するものであるとすれば，この生成

率の序列は，PPC＞PC＞Calcein＞TPCであらわされる。換言すれば，この序列は，

これら化合物のキレート能の強さの序列．あるいは生成する99mTc錯体の安定性の序

列に対応すると考えられる。同時に，この序列を配位子の構造に基づいて考察すると，

2つのIDA基とそのIDA基に隣接する2つのOH基が複核Tcの配位に関与した時に，

安定な分子内錯体が生成するであろうという推定が容易に得られる。すなわち，OH基

に隣接する水素，メチル基，イソプロピル基以外は化学構造上大きな相違を認めない

フタレイン系化合物において観察されるPPC＞PC＞TPCの序列は，明らかにこれら

の置換基の立体障害に基づぐOH基の配位能の強さの序列であると解釈できる。また，

Calceinの構造では，　OH基に隣接する置換基の影響は少ないが，　2っのベンゼン環

にまたがるエーテル結合のため，分子構造のfiexibihtyが失われ，その結果，　PPC

の場合と比較して，同一分子からの2っのIDA基の99mTcへの配位が非常に不利に

なる。実際，Calceln構造が分子内錯体生成に不利であることは，分子モデルを組み
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立てることでより明瞭になる。

　以上，99mTc標識反応の結果から判断する限り，目的とするTc複核錯体は，99mTc

とPPCおよびPCとの反応の場合に比較的安定に得られ，991nTc－PCの場合にはFig．

4・11に示す構造のものであると結論できる。

また，この構造は，複核Tcが配位した時，

錯体の基本構造である8面体構造に基づい

て考えられるTcの6個の配位がちょうど飽

和されることを示しており，この構造の妥

当性が強調される。Tcが単核で配位する可

能性を全く否定することはできないが，分

子モデルを用いて検討した場合，単核錯体

の生成には，かなりの分子全体の歪みが強

要されることが認められる。また，99mTc

φ　　・一・
　　　㌔

Fiq．4．11．　　Postulated　structure　of
　　　　99㍉C－PC．

一PCとPenとの配位子交換反応をゲル炉過法で検討したところ，Penの量の増加にと

もない，99mTc－Pen　Complex　Hの生成が増加することが認められた。この結果も複

核Tc配位の可能性を強く支持すると考えられる。

　　（b）　99mTc－PCの胆汁排泄

　第1章から第3章に記述したように，99mTc錯体の胆汁排泄において，配位子の化

学的性質に加えて，配位した99mTcの化学状態がこれに影響する重要な因子のひとつ

であり，複核の99mTcの配位状態が少なくとも単核の配位状態より胆汁排泄に有利で

あろうと結論された。99mTc－PCの場合にも，すぐれた胆汁排泄と複核の99mTc錯体

の構造との関係は成立するように思われる。また，分子内錯体構造を考えた場合の分

子量は約890であり，胆汁排泄されやすい化合物の分子量が1000～1200以下である

という一般則63鴻88）からも上記の構造は極めて妥当なものとして受け入れられる。しか

し，一方で，99mTc－PPCにおいて，99mTc」PCより安定な複核Tcの配位状態が保

持されているにもかかわらず，胆汁排泄がほとんど観察されないという実験結果（Fig．

4・3）が得られた。このことは，99mTc－PCの構造や化学状態において，上記の因子

以外にもそのすぐれた胆汁排泄に寄与している因子があることを示唆するが，この点

は本章の緊縛結果からは明確にすることはできない。

　Fig．4・8に示すように，ラットにBSPが同時に投与された時，99mTc－PC，99mTc

－HIDA，1311－BSPのいずれの場合にも胆汁排泄率の低下が認められるが，その六
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度は異なり，13ユ1－BSPの場合が最も大きい。99mTc－PCがそれに続くが，胆汁排泄

率の低下は1311－BSPのそれと類似してかなり大きく観察される。99mTc－HIDAの

場合，BSPの影響は最も小さく，排泄率の低下は前の二種の化合物に比べて著しく小

　　　　　　　　　　　エ　さい。これらの結果は，　1－BSI）の肝胆道系における挙動がBSPのそれに最：も類似

し，また，99mTc－PCもそれに近い挙動を示■すが，99mTc－HIDAの挙動はBSPのそ

れとはかなり相違していることを示唆すると考えられる。

　一一方，BSPが血液から肝に摂取される時，肝上清タンパクであるligandin（Y）や

Zタンパクが重要な働きをすると言われている剤、86）そこで，Fig．4・8の各標識半間に

観察されたBSPによる拮抗現象の相違の主な原因のひとつ参，それらの肝上清タンパ

クとの相互作用の相違にあるのではないかと考えられた。実際，検体投与後のラット

の肝上清タンパクのゲル炉過法による分析結果（Fig．4・10）・から「，予想通り，三31卜BSP

と99mTc－PCの場合，大半の放射能がligandin（Y、やZタンパクに結合した状態で検

出されたが，一方，99mTc－HIDAの場合には，これらのタンパクへの結合は非常に少

ないという大きな違いが見出された。また，BSPは肝内でグルタチオン抱合を受ける

ために19）Fig．4・10において，　Fraction　Numbor　86～88にこの抱合体に対応するピー

クが認められるがlo）このピークを除。ナば，　BSpの溶出曲線は1311－BSPや9gmT、一

PCの場合と極めてよく類似している。このような標識体間のタンパク結合の相違は，

拝上清画分の限外湧過法での結果（Table4・4、においても確められ，タンパク結合と

BSPによる胆汁排泄率の低下との間に相関関係があることが認められた。

　なお，99mTc一・PCが，肝でBSPと同様に代謝されるかどうかは明確にはわからな

いが，胆汁の各種クロマトグラフィーによる分析結果やFig．4・8の肝上清のゲル炉過

の溶出曲線から判断すると，代謝の受け方が大きいとは考えられず，たとえ代謝を受

けているとしても，その割合は小さいものと思われる。

　このように，99mTc－PCでは，フタレイン構造部位の胆汁排泄への大きな寄与があ

り，その肝内挙動は，99mTc－HIDAのそれと比べて，亘3」1－BS：Pのそれに類似するこ

とが認められた。

　以上の結果から，99mTc－PCのすぐれた胆汁排泄には，複核Tcのキレート構造部位

とフタレイン構造部位とのそれぞれの性質，すなわち，bifunctional　radiopharma－

ceutica1としての性質が大きく反映していると結論できると思われる。

　　（c）　99mTc－PCの肝胆道系診断薬としての臨床使用への可能性と期待

　これまでに記述してきたように，99mTc－PCは肝胆道系診断薬としていくつかのす
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ぐれた特徴を有することがわかったが，その臨床使用への可能性と期待については以

下のように考察される。

　現在，新しい肝胆道系診断薬に対する臨床の評価は，より定量的な診断とより機能

的な診断とが可能であるかどうかという観点からなされ，またそれに対応する性質が少

しでも改善された診断薬の開発が強く要望されている㌍

　より定量的な診断が可能になるには，診断薬の尿への排泄率が少ないことが必要で

ある。9gmTc－PCの場合，24時間内の尿排泄物は12．1％で，9gmTc－HIDAの14．3

％より少なく，この点にもすぐれた性質がうかがわれる。また，肝から胆管への放射

能の移行に際し，肝への放射能の貯留が少ないことも定量的な診断のためのひとつの

必要な条件になるが，肝に限らず，体内での放射能の貯留には，錯体としての安定性

が大きく影響することをたびたび述べた。特に，病態肝で胆汁排泄が低下した時には，

99mTcの配位状態の安定性が肝内挙動に影響するはずである。99mTc－PCの高い安定

性は，希釈効果（Fig．4・7）の結果から保障され，また家兎での投与40～60分後のシ

ンチグラム（Fig．4・6）は肝からの良好な消失を示し，　in　vivoでもこの安定性が保た

れることを示している。このような結果は，前に議論したように，動物の種差の観点

から考察しても臨床使用の可能性を十分に示している。

　機能診断に関係する99mTc－PCの特徴として，前に述べたように，99mTc－PCの

肝内挙動がBSPや131里一BSPのそれに類似していることがあげられる。この性質は，

これまでに報告されている99mTc標識診断薬においては，その構造から考えても期待

され難いもので，事実，全く認められなかったものであり，99mTc－PCが，　BSPあ

　　　ユヨエ
るいは　1－BSPのこれまでの機能診断面での有用性をもあわせ有する診断薬として

核医学診断に用いられることが期待される。

　以，ヒ，99mTc－PCは，新しい肝胆道系診断薬としての価値を十分に備えているよう

に思われるが，さらに，臨床使用には，それを簡易に調製するための技術的な条件が

満される必要がある。すなわち，99mTc標識体の場合，一般には，各病院でジェネレ

ータシステムで入手された99mTcO享を用い，使用する医師自ら調製することが多いた

め，できるだけ煩雑な操作を避け，かっ常に再現性良く調製できるようにすることが

必要である。そのために，本研究の結果を基として，キットが考察されている11）その

キットとは，あらかじめPCとSnC12とをバィアルに入れ凍結乾燥し，そのバィアルを窒

素置換しておき，必要時にこのバイアルに99mTcO；を注入することにより99mTc－PC

を調製するものである。この方法によれば，標識反応に必要なS診イオンがPCとキ
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レートすることにより安定に保存されるため，少なくとも2ヵ月は常に良好な99mTc

－PCを好収率で調製することができた。このキット化の成功により，この99mTc－PC

は，さらに臨床に用い易いものになったと思われ，現在臨床使用が検討されている。
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結 語

　以上の研究により得られた知見は次のように要約される。

11）99mTcによるべニシラミンの標識化においては，99mTcの加水分解反応や酸化還

　元反応が錯生成反応と交差しておこるが，反応条件，例えば，pH，ペニシラミンの

　濃度，99mTcO；の還元に用いられる試薬の種類と濃度，反応液中の99mTcO乙の濃度

　などのわずかな相違により，これらの反応の交差が複雑に変化し，その結果，’単核，

　複核および99mTcが高次に加水分解した状態で配位した多核ポリマー錯体などの数

　種の錯体種が生成し，さらにこれらの錯体種においてTcの電荷状態が相違すること

　を認め，これらを吸収スペクトル，炉紙電気泳動，ゲル源平における挙動により性

　格づけ，かつそれらの相互関係や生成条件を明らかにし，このTcの化学的性質に基

　づく複雑な標識反応が，その生成物である99mTc一ペニシラミンの体内動態の再現

　性の乏しさの原因であることを見出し，99mTc一ペニシラミンの診断薬としての問

　題点の根拠を明らかにした。さらに，これら数種の錯体種を分離し，そのラットに

　おける体内挙動を調べた結果，胆汁排泄される錯体種は，生成錯体種のうちで2種

　に限られることを認め，標識条件をコントロールすることにより，これら錯体種

　（Complex　l，Complex巫）を収率良く選択的にかっ簡便に得る方法を確立した。一

　方，それらの錯体は，その諸性質の検討から，4価の99mTcの単核および複核錯体

　であることが推定された。さらに，得られたComplex　l，Complex且について体

　内動態を調べた結果，Complex亘は良好な胆嚢のイメージを与え，臨床的に有用で

　あることがわかったが，Complex且は速度論的検討の結果，　Complex　Iよりも速く

　胆汁排泄される性質を示すものの，動物の体内では安定性に欠け，その点が臨床へ

　の応用を考慮する場合に問題となることを見出した。　　　　　　　。

〔2）　2一メルカプトプロピオニルグリシン（2－MPG）を99mTcで標識し，　その標識

　生成物の肝胆移行について調べた結果，マウスやラットでは速くかつ高い胆汁への

　移行性を示すこと・を．認めた。一一方，ペニシラミンとの配位子交換反応の結果から，

　9gmTc一ペニシラミンComplex皿の場合と同じく，この標識体は複核の9gmTc加水

　分解錯体であることが推定され，この99mTcの化学状態が胆汁排泄に有利に働く重

　要な因子のひとつであることが認められた。また，この標識体は，マウスやラット
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に比べ,家兎の体内では不安定であることが認め られ,動物における安定性には種

差があることが見 出された｡ この原因のひとつとして, 99mTc-2-MPGが希釈に

よって影響を受け易い ことが指摘 され, この化学的に不安定な性質が,体内とくに

血液中での希釈率が高 くなるより大 きい動物の場合に顕著にあ らわれた ものと考え

られた｡

(3) 肝胆道系診断薬 として,近年開発されたN-(2,6-ジメチルフェニルカルバモイ

ルメチル )イミノこ酢酸 (HIDA )の 99mTc標識体の体内挙動を検討 した｡その結

果, この標識化において も,条件の相違によ り,数種の錯体種の生成が認められた

が,この うち胆汁中に排湛 される錯体は一種のみで,ペニシラ ミンとの配位子交換

反応の結果か ら, この標識体 は,99mTc-ペニシラ ミンComplex丑や 99mTc-2-

MPGの場合 と同様,複核の 99mTc加水分解錯体であることが認められた｡また,こ

の標識体は,動物の種差な く高い胆汁排曲率 を示すことか ら,イ ミノニ酢酸基は,

胆汁排浬に有利な複核の99mTc加水分解錯体 を安定化 させ るのに適した官能基であ

ることが明 らかになった｡

14) フタレイン類およびフルオ レッセイン類の数種のイ ミノニ酢酸誘導体 を用 い,上

記の検討の結果を参考にして複核の99mTcが配位する条件で標識 し, それ らの標識

体の肝胆移行性を比較検討した ところ,配位子の構造の相違が99mTc標識率や体内

挙動に大きく影響することを認めたOまた,検討 した化合物のうち,99mTc-3,3'-

ビス (N,N-ジ(カルボキシメチル)-アミノエチル)- 0-クレゾール フタレイン(99mTc

-pc)は,-31卜 BSPに匹敵す るほどの高い胆汁排他率 を示 し,かつ胆汁排浬に対

するBSPの影響や肝上清中での存在状態か ら,99mT｡-HIDAよりも131卜 BSPに

近い肝胆道系排湛挙動を示す ことが認められたので,RIとしての99mTcのす ぐれた

性質を生 かし,かつ機能診断に も使用 される可能性のある131Ⅰ-BSP にかわ り得る

新しい肝胆道系診断薬になる もの と考えられ,現在臨床-の応用が検討 されている｡

以上の知見は,99mTcの錯生成や加水分解挙動に対する基礎的な理解 を与え,かつ

生成する各種錯体の化学 的性質 と体内動態との関係の考察を可能にした ものであ り,

99mTc榛識肝胆道系診断薬の触発に対 してのみならず,広 く各種99mTc標識診断薬の

開発 に対 して も有用 な資料 とな り得 ると考え られ る｡

- 6 2 -



謝 辞

　本研究の実施にあたり，終始御指導と御鞭燵をいただいた京都大学薬学部田中久教

授，横山陽助教授，ならびに京都大学医学部鳥塚莞雨教授，森田陸司助教授に深謝致

します。

　また，実鹸の御指導をいただいた京都大学薬学部杉浦幸雄博士，干熊正彦博士，京

都大学医学部小鳥輝男博士，塩野義製薬株式会社小南悟郎博士，ならびに協和醗酵工

業株式会社奥村修造修士，そして実験に協力された京都大学薬学部荒野泰修士，藤林

康久修士，ならびに野村麻由美学士，三崎敦司学士，さらに討論に参加していただき，

様々の御援助をいただいた京都大学薬学部放射性薬品化学教室，および京都大学医学

部放射線核医学教室の各位に感謝致します。

　また，本研究に際し，動物実験法全般についそ貴重な御教示をいただいた京都薬科

大学村西昌三三三，神戸女子薬科大学高田寛治講師・NMRスペクトルを測定し

ていただいた京都大学薬学部黒田義弘博士う元素分析を施行された京都大学元素分析

センターの方々，ならびにRIの使用に際しRIの管理に御協力下さった京都大学薬

学部RI室の平子澄夫氏，上南博史氏に深く感謝致します。

一63一



1）

2）

3）

4）

5）

6）

7）

8）

9）

10）

11）

12）

13）

14）

15）

16）

17．）

18）

19．）

20）

21）

引 用 文 献

M．Tubis，　R。　Nororyke，　E　Posnick，　et　al。：J．　Nud。　Med．，2，282（1961）

G．V．Taplin，0．M。Meredith　and　H．Kade＝J↓ab。　Clin。　Med．，45，665

（1955）

上田，飯尾：“核医学一臨床生理診断法”，医歯薬出版，東京，1974，p・163．

M．Tubis，　G．T。Krishnamurthy，　J．S，耳ndow，　et　al。：J．　Nucl。　Med．，13，

652（　1972）

F．C．Hunt，　D．J．Maddalena　and　M．G。Yeates：cτRecent　Advances　in．　Nucl。

Med・・”Japa鶏耳st　Wbrld　Congress　of　Nuc1．　Me4．，1974，　P，867。．

M．K．Dewanjee，　C．Fliege1，　S．TReves．，　et　al．：J．　Nucl．　Med．，15，176（1974）

A，T．Tonkin　and　EH。Deland：ibid，15，539（1974）

TH・Lin，　A・Khentigan　and　H・S・winckell：ibid，亜，9613（1974）

RJ。Baker，　J．C。Bellen．and　P。M．Ronai：ibid，16，720（1975）

｝∴D。Loberg，　M．Cooper，　E。Harvey，　et　a1。：lbid，17，633（1976）

A．Yokoyama，　Y．Terauchi，　K．Horiuchi，．et　al。：ibid，17，816（1976）．

A・R・罫・it・卜・・g・D・M・Lyrt・・and　D・H・D．・lphi・・ibi4互，907（1976）

B。W。Wistow，　G．Subramanian，　R．LVan　Heertum，　et　al．：ibid，18，455

（1977．）

A・Fotopoulos，　E．Chiotelis，　C。Koutoulidis，　et　al。：ibid，18，1189（1977）

M．Kato　and　M。Hazue：ibid，19，397（1978）

A．Kono，　T．Maeda，　Y．Karube，　et　a1：ibid，20，39（1979）

M。C。Goris：ibid，14，820（1973）

A．N．Ansarl，　H。LAtkins，　R。M．Lambrecht，　et　al．：ぐ「Dynamic　Studies　with

RadioiSotopes　in　Medicine，”VoL1，　IAEA，　Knoxville＆Tennessee，1974，

P．111。

A．N。Serafini，　W。M．Smoak，　H。B．Hupf，　et　aL：」．　NucL　Med．，姪，629（1975）

油野：w核医学動態機能検査法”，（久田編），永井書店，大阪，1979．

p．206．　　　　　　　　　　　　　　’

M．W．Sundberg，　C．F．Mear凹，　D．A．Goodurin　and　C．1．Diamanti：J。　Med。

Chem．，17，1304（1974）

一64一



                     '
2.2)' "liliogC7sE)CkelMan, SeMKaresh an.d.B. e.9oReb.F:'.Je Pharm. sci.,, 6-4, 7o4

23) N.D.Heindel,･ V.R.Risch, HeDeBurns.et alet ibid, SLt, 687 (1975)

24)1 iSadDi'.LpOhb.e,r.g:,Pi-"6S;7C7ai(iieg'7Yg' )DeVY"90rter, g.t .aie:Jo Labeiied cornpds.

25) R.Morita,, A.Yokoyama and T.Odori : Jap. J. Nucl. Med.,'  IL3, 601 (1976)

26)
. { ?gU7goiU)ra, AoYokoyama and HeTanaka Chem Pharm Bull.,'' Lt, 6g3/

27) N.Nakanishi, A.Yokoyama and H.Tanakai ibid, .Z3, 1684(1975) ,.'

                   '28) Y.Sugiura, Y.Hojo and H.Tanaka:Radioisotopes, ILLt, 184(1970)

29) ¥eigU77gi)Ur9, ToKiluc?.i an,g H･Tg?ai.a. :....Cbem･/Phal.rr}:..p.ull., .?-s, 34s .

                tt tt tt t30) i)"iYg94kO)YaM.9, .9K9M.inEtrr}i gnd HTanaka : Ja?･ J･ Nuci.. }c?d., fL+, i7g

31) J.Dalziel, N.S.Gill, R.S.Nyholm, et al.: J. Chem. So.c., 4012(1958)

32) J.E.Boyd:J. Chem. Educ., lllg, 2(1959)'･.' '･.･ '.,･･･./. ''

33) .iil,a.Y,.Opk.O,Y,aM"tgr' si)i6:eirga7"sC?i,, F.;"..o.r.oufl.i, .et ai･: inf- J. "ppi. Radi.t..

31'./)'o,Y,RkO,Y,aM.a.,i･:d.,il;Skl'k,:.[,MBZae,l,on,s.geilito.iog.'ga,l,Si,sg,e,m,s:],,V..oi'io･

F5) i[uTg7a4ka)d9, ¥eMipobuchi.,ap.9.So.)vlyrg?i.shi..:/Chem pharm Buii., ;Lt, g22

36) B.Gorski and H.HochtJ. Inorg. Nucl. Chem., Zl, 3565 (1969) . .

37) W.C.Eckelman, G.Meinken and P.Richards ': 'J. Nucl. Med., Lt, 577 a972 )

38) A.Owunwanne, J.Marinsky and M.Blau:ibid, Lt,･ 1099(1977) .. .
39) K.V.Kotegov, O.NLPavlov and V.P.Shredou: Adv. Inorg. Chem. Radio-

                                                       '                                                            '                                           '                                                                '     chem. Lt, 1(1968) .. . . ･/
40) L.R.Melby:Inorg Chem., -S,, 349(1969)''' .. ･' .. ･''' .'
41) A.Kay and P.C.H.Hitchell:J. Chem.Soc. (A), 2421(1970) '

42) g.R.Knox and C.K.Prout :Chem. Commun., 1227(1968)''･･･'

43) yKanchiku Bull Chem Soc-J6asp i 4-t, 2831(!969)'



44)

S,5i

 47)

tt t tt

48)

49)

50)

51)

52)

53)

54)

55)

 '

56)

57)

 '
t /tt

58)

59)

60)

61)

62)

 L/M .G.Sillen and A.E.Martell : ."Stability Constants," Supplement No. 1.,

 Chemical Society, London. 1971, p.394. ･
 T.D.Smith, J.R.Steimers and P.Richards : J. Nucl. Med.,16, 570 (1975)

 M.L.Lamson, A.S.Krischner, C.E.Hotte, et al. : ibid, L6, 639 (1975)

llitifite6'ogiM(a:67sG')Meinken and PeRichards inte J. Appl. Radiat. isotopes,

P.Hambright, J.McRae, P.E.Valk, et al.:J. Nucl. Med., Lt, 478(1975)

lo.ff'i7.1'i'.S,iO.:I.a:,i',V.i,1".lk.li..g`g.i,.,.Ii:,(,,),";i.,..,l,fd.''.}i'･･.

ik';.S.1'?!o:lk･, ll87I£i2p,velg..,ih,r℃,'l ,:O,i,,i2i.,J9hl Wll,il 9. 9.ois inc･

M.Kawashima, rN(.Koyama and T.Fujinaga : J. Inorg. Nucl. Chem.,

.!t, 801 .( 1976･),.',. '' ･. ''.' ' '' ''"' '
J.Steigman and P.Richards:Serni. Nucl. Med., 4, 269(1974). .'
                                          -
J.Steigman and P.Richards : '"Radiopharmaceuticals," ( Ed. by G.Sub -

EIMFif.ig.n'l.',20,i',N."th.Y. elSt'.SCfi8,W, ,Y,9,rE' i975' ?;1.1' . ' .'.

                            - ･･iisoY(Oikg07Y61rrlar .K HOriUChiJ Y･TeraHchi,. gi g.ie .i .Jap. ;,I.. Nucl..Mgg.,･ i-,3,.

                                            '                                       'es H] : tt &k e}2 JI< lk ( 2 ) - ttS( bl indl ff pt .M. " , ( Zfi] pa A! , flijZEwt ) ,. Sg*

IZ>tr gR &t, ER til, 1977, p.5. . . .. . .i.. ,, . ..i. . ･

                                                              '4R
i"
SEJiagC7k3S;n' TF･BOiies, DOKubiatowicz,･ et ai J. Nuci. Med., llt>.

"IIpiFgU7nia)e7 N'TOShlOkl, .i･Mita)･et ai-: 9hemo P"ar.r?. Buli., l}...l6is 1,

                                                   ttt                              ';siSi"fii"gi:,)¥oKYnishima.gn9. HTanakh:.J- i?org Nucl gh,gml,. 317,/,

llliSsUsg.(.i7Ur(ai'g7Ys'YiraYaMi7.HITangka a".d Ki,Ighizu.; J.Amer. chem.soc.,

                              '                      '                           '

                        -66-



63)

64)

   '  '/tt

65)

66)

67)

68)

69)

70)

71)

72)

73)

74)

75)

76)

77)

Ig,'

80)

81)

 '
82)

83)

 '84)

 '
85)

86)

  '   tttt

 ･1

87)

Nali,:" liii 4tz rs ew elE; ", ( JN- pm, E va wa ), wt i[[ lj, Mst, 1975, p.223.

E.P.Haddock, E.J.Zapolshi, M.Rubin and J.V.Princiotto : Proc. Soc.

EXPtle BiOle Meder 12.0, 663(1965) ' '' ' ' ''' . ' '
                                                   '    '                                          'M.Rubin, E.Pachtman, }v'i.Aldridge, et al,:Biochem. Med., &, 271(1970)

C.Schumichen, K.R.Schumichen and G.Hoffmann : Nucl. Med.,'  Lt, 252'

                                             '      'C.Schumichen, B.Mackenbrock and G.Hoffmann : ibid, L6, 157 ( 1977 )

                                           '                                                                'P.S.Callery, W.C.Faith, M.D.Loberg, et al. : J. Med. Chem., 19, 962
                                                        -                              '                                   ' (1976) .' . ･.･ ･ ･                                                                '
G.Subramian, J.Chander, M.V.Singh, et al.: Nucl. Med., !6, 83(1977)

                            '                                        'J.Ryan, M.Cooper, M.Loberg, et al.:J. Nucl. Med., Lt, 995(1977)

S.Kawaguchi, M.Iio, H.Yamada, et al. : Jap. J. NucL Med.,'' ILt, 933

                                '                      t tt (1978) ･ ･ ..,                '                                            '           'K.Itoh, M.Furudate, K.Nazuhara and G.Iri'e : ibid, Lt, 679 (]978 )

                              'T.Aburano, A.Kuwajlma, K.Koizumi, et al. : ibid.,. 689 (1978) '

L(` ¥g07Sse?thall, EoAeSChaffer, .RdLisbona and P.Pafe : Radiol., 126, 467

                                                '   '                                   ttt                                             '                                                           'P.M.Ronai: J. Nucl. Med., 18, 488 (1977) ' '' '.

                          -･                                 '           '                                                          'E.Harvey, M.Loberg,J.Ryan, et al.;ibid, 20, 310 (1979)
                                       -                                '                             'P.M.Ronai, RJ.Baker, J.C.Bellen, et al.: ibid, Lt, 728(1975)

H.Kubota, W.C.Eckelman, K.P.Poulose and R.C.Reba : ibid, 17, 36 a976)

  ttR.C.StadalRik, N.M.Matols and A.L.Jansholt : Radiol., 121, 657 (1976)
                                                   .              ttA.B.Sewatkar and O.P.Noronha:Nucl. Med., L5, 290 (1976)

E.Lubin, M.Rachima, V.Oren, et al.:J. Nucl. Med., Lt, 24(1978)

                                      '                              'T.Odori, R.Morita, H.Saji, et al.:Jap. J. Nucl. Med., 1-t., 707(1979)

         'T:9dor'i,.ReMorita, H.Saji, et al. : ibid, Lt, 795 (l979)

A･J･Levi, 4Gatmaitan and I.M.Arias : J. Clin. Invest., 4-t, 2156(1969)
''A.J.t6'vi, Z.Gatmaitan and I.M.Ariag.: Lancet, Z 139 (1969') .

217g-.., ･. 'ILiStUSkY, ZGatmaitan and IMArias .: piochem., . Lt,

147.7 ..... )M"Ueda' M'Ohno and S･Murapishi : chem. pharm.Bull., 2-t,

                          - 6t 7 -..



88)

  '
89)

   '

90)

)l)

                    '                                   '                          'P.Millburn : "Metabolic Conjugation and Metabolic Hydrolysis," (Ed.

by W.H.Fishman ) Vol.2, Academic Press, New York, 1970, p.1. .

}1iBg6JoaXitt, HOWheeler, KJeBaker, et al･ J c}in invest., 3-t, is7o

                       ttT.Iga, Y.Sugiyama, M.Yokota, et al. : Biochem. Pharmacol., 2S, 1867

              '
                          '                                        '            '
lf,.Ht.Oprgg,Ch,i:bA.'illt2g?Yama, YFuJibayashi, et aie int J Appi R.d,,t

-68-


