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研究成果

1.は じめ に

ポル フィ リン誘導体 は、古 くか らその腫瘍親 和性 な らび に光毒性が注 目さ

れ てお り、呼 吸器 、消化器 、泌尿器 、婦 人科領域 にお ける表在癌の診断、

治療 に用い られ て きた。 最近で は、その新 生血管親 和性 に着 目し、眼科領

域 におい て も加齢性 黄斑症 な どの血管病変 の治療への応用が期待 され てい

る。 このよ うにポル フィ リン誘導体 は、す でに、臨床応 用がか な り進んで

い る薬剤 であるが、その腫 瘍親和性 を生 か した腫瘍 イ メー ジング製剤 とし

ての臨床 応用 は、いまだ確 立 され るにいた っていない。ATN-10は 、金属

放射性 同位 元素 で標識 可能 な腫瘍イ メージ ング用ポル フィ リン誘 導体で あ

り、In・111やTc-99mで 標 識可能 であ る。In-111標 識物、Tc-99m標 識物

のいず れ も腫瘍イ メWジ ング製剤 としての有 用性 が認 め られてい る。 すな

わち、投 与後数時間 で良好 な腫 瘍集積 が得 られ 、腫瘍ノ正 常臓器 集積比 も従

来 のGa・67やTl・201と 同等以上 の結果 が得 られてい る。本薬剤 は、臨床

上使用 しやす いTc・99m製 剤 であ るこ と、投与後数時 間でイ メー ジングに

十分 な腫 瘍集積性 を示す こ と、 また毒性 に関 して も光毒性 がない こ と、 ラ

ッ ト、イヌ を用いた毒性試験(投 与量:100mglkg)に おいて も有意 な毒性

は認 め られてい ない ことか ら、臨床 に最 も近 い標識 ポル フィ リン誘 導体 と

して期待 され る。 このTc-99mATN-10を 臨床応 用 し、臨床腫瘍イ メー ジ

ング用製剤 として確 立す るため には、基礎デ ータ と して、 ヒ トにおけ る担

体 の同定 とこれ に関わる腫瘍集積機 序 の解 明、 ヒ トにおけ る薬物 動態 の把

握 、安全性 の確認 が不 可欠 であ り、今回 、 これ らの点について検討 を行 っ

た。

2.目 的

ポル フ ィ リン誘 導体の腫瘍集積機 序 として は、 リボ蛋 白、ヘ モペ キ シンな

どの血漿蛋 白を担 体 とす る機序 が報 告 されてい るが 、 ヒ トにお け る腫瘍集

積機 序 は未 だはっ き りとは、解 明 され てはい ない。本研究 の 目的 は、放射

性核 種標識 ポル フィ リン誘導体 を用 いて ヒ トにお ける担体 を検討す る とと

もに、 この担体 と腫瘍集積 性 との関連 、 ヒ トにお ける薬物動態 を解 明す る

ことを 目的 とす る。
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3.対 象 と方法

標 識 ポ ル フ ィ リン誘 導 体

使 用 した ポ ル フ ィ リン誘 導 体 は 、Tc・99mやIn-111な どの 放射 性 金 属 で標

識 可 能 なDTPAesterof

2-[1-(2-hydroxy-ethoxy)ethyl]-4-vinyl-deuteroporphyrin

(IX)Mncomplex(ATN・10,MW:1088)で あ る。 ポル フ ィ リン環 の 中 にマ ン

ガ ンを有 す るマ ンガ ン ポル フ ィ リン誘 導 体 で あ り、放 射 性 金 属 を結 合 す る

た め の キ レー トで あ るDTPAを エ ス テ ル 結 合 に よ りポル フ ィ リン環 に結 合

【図1】
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す る側鎖構 造 として もつ(図1)。 このATN-10(53.9mg)を 凍結 乾燥 した

もの と塩化 スズ(70μg)を 真空 のガ ラスバイ アル に封入 して標識用 キ ッ

トと して調整 した もの(光 ケ ミカル 、岡 山)を 、用時、酢酸緩衝液(PH5.3)

で溶解 し、 これ にTc・99mを 加 える ことに よ りTc-99m標 識ATN・10を 得

た。

薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィ(TL,C)

恥 ・99m標 識ATN・10の 放 射 化 学 純 度 を検 討 す るた め に薄 層 ク ロマ トグ ラ

フ ィ を行 っ た。 シ リカ ゲル60Wプ レー トと展 開溶 媒 に 生食:酢 酸=100:1

の 溶 液 を用 い る系 で 、Te-99m標 識ATN・10と 解 離 したTc-99m-DTPAや

フ リー のTc-99mを 分 離 した(ATN・10と コ ロイ ドは原 点 に残 留 、
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恥 ・99m・DTPAや フ リー のTc・99mは 移 動)。 ま た 、セ ル ロー ス プ レー トと

展 開溶 媒 に メチ ル アル コール:酢 酸:5M尿 素=1:1:1の 溶 液 を用 い る系 で 、

Tc・99mコ ロイ ドとTc-99m標 識ATN・10を 分 離 した。 展 開 後 、 プ レー ト

を10等 分 に切 離 し、 それ ぞ れ の断 片 の放 射 能 を ウェル カ ウン ター

(ARC・380,ア ロカ社)に て 測 定 した。

高速液 体 クロマ トグラフィ(HPLC)

血漿成分 とTc-99m標 識ATN・10と の結合 を検討す るため、ゲル ろ過 高速

液体 クロマ トグラフィを行 った。使 用 した 且肌Cシ ステムは東 ソー社製 、

送液 ポ ンプ(CCPM)、 紫外 可視検 出器(UV8010)、 システム コン トロー ラ

(PX8010)で ある。ゲル ろ過HPLC用 カ ラム として、TSK3000SW(東 洋 ソ

ー ダ、東京)を 用 い、溶離液 として、0.05M燐 酸緩衝液(PH7,0.05%NaN3,

0.3MNaCl)を 用 いた。血 漿蛋 白、ATN・10の 検 出はそれ ぞれ波長280nm、

380nmの 吸光度 を測定す ることによ り行 い、送液速度 はlmUminで あっ

た。 また、 フラクシ ョンコ レクターを用い て、溶 出液 を分離 し、 ウェル カ

ウンターにて放射能 を測 定 し、それぞれの ピー クに含 まれ る放射 能の分画

を検討 した。

InVitro細 胞 結 合 試 験

TC・99m標 識ATN・10と 腫 瘍 細 胞 の結 合 に 及 ぼす 血 漿 成 分 の影 響 、代 謝 阻

害 薬 や 温 度 の影 響 を検 討 す るた め に 、Invitroで 腫 瘍 細 胞 とTc・99m標 識

ATN・10の 結 合 を検 討 した。PBS(1%BSA)125μ1で 一 定濃 度(1-2x106/125

μ1)に 調 整 した マ ウス継 代 白血 病 細 胞(P388)浮 遊 液 中 に種 々 の濃 度(2-

140pmole175μ1)に 調 整 したTc・99m標 識AT聾10を 加 え、1定 時 間(1

-6時 間)incubation後
、3mlのPBS(1%BSA)で 洗 浄 後 、遠 心 し、細 胞

結 合Tc・99m標 識ATN・10の 放 射 能 を ウ ェル カ ウン タ ー に て測 定 した 。 こ

の 系 を用 い て 、代 謝 阻 害剤 や 血 漿 成 分 を加 えた 場 合 の 影 響 、incubation温

度 の影 響 を検 討 した 。 ま た 、Scatchardモ デ ル を用 い て(ATN10濃 度:

9・140pmole/75,u1)、 腫 瘍 細 胞 とATN-10の 親 和性 、細 胞1個 あ た りに結

合 す るATN・10の 数 を推 定 した。

ガ ンマ カメ ライ メー ジ ング

ヒ}で の体 内動 態 を検 討すべ く、正常ボ ランテ ィアに対 して、Tc・99m標

識ATN・10を 投与後、経時的 に全身像 を撮像 した。用 いたデ ジ タル ガ ンマ

カ メラシステムは、RC-135E(日 立 メデ ィ コ、千葉)で ある。低 エネル ギ高
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分解能 コ リメー タを使用 し、エネル ギ ピー クは140keV,ウ ィン ドウ幅10%,

スキャ ン速 度20cmlminで デー タ収集 を行 った。得 られ た全 身前後像 上で、

主要臓器 に関心領 域 を設 定 し、そのカ ウン トを測 定 した。臓器 カ ウン トと

全身 カ ウン トの相乗平均 か ら、各臓器 の放射能 を%injecteddoseと して求

め、経 時的な変化 を検討 した。

血漿成 分 中のTlc・99m標 識ATN・10担 体 の検討

まず 、PBS中 と血漿 中でのTc・99m標 識ATN-10の 放射化学 純度 の経時

的変化 をTLCで 検討 した。次 にTc・99m標 識ATN・10が 血 漿 中の どの成分

と結合 してい るのか を検討す るた め、Invitroで 血液 中にお ける 恥 ・99m標

識ATN・10の 局在 を検討 した。 血漿 中 と全血液 中の放射能 を測定 し、以下

の式 に よ り血球 中に存在す る放射 能 を計算 した。

H-1+(α/Cp)
Cbe=Cp

H

Cbc、Cp,、Cb、Hは 、それ ぞれ 血球 中の放射能濃度 、血 漿 中の放射能濃

度 、血液 中の放射 能濃度 、ヘ マ トク リッ ト値 を表す。

次 にPBS希 釈20%ヒ ト血漿 にTc・99mATN-10を 加 えて50μglmlに 調整

したものを 且PLCに かけて、フラクションコレクターにて溶 出液 を分離し(40フ ラ

クション130分)、 各フラクションを個別 の試験管 にとり、それぞれのフラクションの

放射能を測定することにより、血漿成分 のピークと放射能のピークとの関連 を調

べ 、どの血漿成分のピークに一致してATN・10が 溶 出されるかを検討 した。同

様の検討 は、Tc-99m標 識ATN・10を 静注したヒトの血漿についても行 った。

ATN-10の 腫 瘍細胞結合 に及 ぼす血 漿成 分お よび細胞代 謝 の影 響

血漿成分 とATN・10と の結 合が腫瘍細胞 とATN・10と の結合 に及 ぼす影

響 をInvitro細 胞結合試 験 によ り検討 した。 また、腫瘍細胞 とATN・10と

のみ かけの親 和性 、腫瘍細胞1個 あた りに結合 しうる最 大数 をScatchard

modelを 用いて検討 した。 同時 にATN-10と 腫瘍細胞 の代謝 との関連 を検

討すべ く、代 謝阻害剤 と して呼吸 を阻害す るNaN3(10mM),細 胞 内へ の

endocytosisを 阻害す るmonensin(0.1nM)を 細胞浮遊液 中に加 えてATN-10

と腫瘍細胞 の結合 に及 ぼす影響 について検討 した。また、Incubation温 度

(室温 と5度)がATN-10の 腫瘍細胞 結合 に及 ぼす影響 を検討 した。
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Invivoに お け るTc-99mATN10の 体 内分布

健 常成 人ボ ランテ ィア3名 を対象 とした。無菌的 に製造 され た純度99%以

上 のATN-10(核 酸、発熱物 質の混入(一))を 酢酸緩衝液 中に溶解後 、凍

結乾燥 し無菌 ヴァイ アル 中に封入 した標識 用 キ ッ ト(光 ケ ミカル 、岡山)

に、Tc-99mgenerator(UltrdbcneCo㎎ 第0ラ ジオアイ ソ トープ研 究所 、

東京)よ り溶出 したTb・99mpertechnetateを 加 えてTc・99mATN-10を 用

時調整 した。

各対 象例 につ き、投 与量 を変 えて2回 の検 査 を行 った。Tc-99mATN・10

の投 与量は、0.1mg/kg,0.5mg/kgの2doseと し、順 次doseを 上げてい き、

検査 と検 査の間隔 は、1週 間以 上あ けた。投 与放射 能量 は、740MBqと し

た。各回 、各投与量 に調整 したTc-99mATN-10を10ml生 食 中に希釈混和

し5分 かけて静注 した。静注終了直後 、30分 、1、3、6、24時 間後に全身

像 をガ ンマカ メラで撮像 し、体 内分布 を検討 した。投与直後 か ら、経 時的

に採血 、蓄尿 を行 い、血 液 中の放射能 、尿 中排 泄放射能 の測 定を行 い、画

像デ ー タ と合 わせ て、薬 物動態 を検討 した。 各検査施行前後(施 行前 日、

施行 翌 日)に 、採血 、採 尿 を行 い、抹消血液像 、一般 生化 学試 験(GOT,GPT,

yGPT,LD且,Cr,BUN,CPK、B避)に よ り、毒性 のチェ ックを行 った。ま

た検査 施行時 には、脈拍 、血圧 、呼吸数 のモ ニタ リングを経 時的に行 った。

結果

血 漿成 分 中のTc・99m標 識ATN・10担 体 の検討

Tb・99m標 識ATN-1QのPBS中 での放射化学純度 をシ リカゲル60Wお

よび、セル ロー スプ レー トを用いたTLCで 検討 した結果 、 コロイ ド形成 、

フ リーのTC・99mやTc・99mDTPAは 、標識後 ほ とん ど認 め られず放射化

学純度 は95%以 上で あ り、標識 後6時 間まで安 定であった。 しか し、血漿

中で は不安 定 で 、経 時 的 に放 射化 学 純度 は低 下 して いっ た。 血漿 中での

Tc・99m標 識ATN・10の 放射化 学純度 の経時 的変化 をTLC(シ リカゲル

60Wプ レー ト使用)で 検討 した結果 を図2に 示す。標識 直後(図 中のSTD)

では、 ほぼ100%がTc-99m標 識ATN・10で あったが、血漿 中6時 間

incubation後 では、恥 ・99m標 識ATN-10の 分画 は、全放射能 の約40%

程度 にまで低下 し、逆 にTc・99mDTPAや フ リーのTc-99mの 分画が増加

した。
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次 に、PBS希 釈20%ヒ ト血 漿 を用 い て50μglmlに 調 整 したATN・10の ゲル

濾 過HPLCに よる各 血 漿成 分 のピー ク(波 長280nm)とATN・10(波 長380nm)

のピークの位 置 を図3に 示 す 。血 漿 蛋 白は5分 画(Fr1:β リボ 蛋 白、マクログロ

ブ リンFr2:ハ プ トグロビン、Fr3:α1リ ボ蛋 白、ハ プ トグロビン、Fr4:免 疫 グ

ロブ リンG,Fr5:ア ル ブ ミン)に 分 けられ た。Fr6は 、380nmの 吸 光度 で認 め

られ たATN・10の 溶 出ピー クの位 置 で あり、Fr7は 、DTPAの 溶 出ピー クの位

置 である。

ゲル 濾 過 カラム にか けた放 射 能 の回 収 率 は80%で あった。ATN10を 単 独 で

カラム にか けた 場 合 、単 一 の ピー ク(Fr6)に 溶 出 され た が 、血 漿 中 で4時 間

incubation後 にカラムにか けた場 合 、回 収 され た放 射 能 の55%はDTPAの ピ

ー クに 存 在 した 。ATN・10と 考 え られ る残 りの 放 射 能(45%)の うち,21%は

ATN・10の ピークに溶 出され たが 、24%は 、蛋 白のピー クに一 致 して溶 出 され 、

それ ぞ れ の分 画(Fr1・5)の 放 射 能 の割 合 は 、2.7、3.2、3.2、4.1、10.8%で あっ

た(表1)。Tc-99m標 識ATN・10を 静 注 したヒトの血 漿 につ い ても同様 の検 討

を行 った が、血 漿 蛋 白の ピー クと各 分 画 の放 射 能 の 関係 はInvitroと 同様 の結

果 を示 した。
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【図3】
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【表1】

分画 分画の構成成分 溶出放射能(%)

Frl

Fr2

Fr3

Fr4

Fr5

Fr6

Fr7

βリボ 蛋 白、マクログロブ リン

Fr2:ハ プ トグロビン

α1リ ボ 蛋 白、ハ プ トグロビン

免 疫 グロブ リンG

アル ブミン

フリー一のATN10

DTP

2.7

3.2

3.2

4.1

10.8

21

55

9



Invitroで のATN-10とP388の 結 合 のみ か けの親 和 性 と最 大 結 合 数 を推

定 す るた め に行 っ たScatchardモ デ ル に よ る検討 の 結 果 、 親 和 性(Ka)は 、

6.2x102で あり、この値 は 、ポル フィリン誘 導 体 とアルブミン、トランスフェリン、LDL

リボ 蛋 白な どの血 漿 成 分 との 親 和性 と同じレベ ル であった。また 、P388、1細 胞

あたりに結 合 す る最 大 結 合ATN-10分 子 数 は 、3.1x109で あった。Scatchard

プ ロ ッ トを図4に 示 す 。

【図4】
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invitroで の腫 瘍 の 代 謝 活 性 の変 化 とポ ル フ ィ リン誘 導 体 の腫 瘍 細 胞 へ

の 取 り込 み との 関連 に つ い て検 討 す るた め に 、細 胞 内へ のendocytosisを

阻 害 す るmonensin、 呼 吸 を 阻 害 す るsodiumazide(NaN3)を それ ぞれ0.hM,

10nMの 濃 度 とな る よ うに細 胞 浮 遊 液 中に加 え 、コ ン トロー ル に比 して 、結

合 阻 害 が 認 め られ るか 否 か を検 討 した 結 合 、ATN-10とP388の 結 合 は 、

monensin,NaN3で 、それ ぞ れ コ ン トロー ル の84%,37%に 抑 制 され た(図5)。

incubation温 度 との 関 係 で は 、 室 温(25度)に お け るIncubationと 比 し

て 、5度 で は腫 瘍 細 胞 との結 合 は 室 温 の約50%に 抑 制 され た。 また 、細 胞 浮
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遊 液 中(PBS)に ヒ ト血 漿(20%)を 加 え る と、腫 瘍 細 胞 とTc-99m標 識ATN-10

との結 合 が 、 血 漿 を加 え な い 場合 の 約50%に 抑 制 され た(図6)。 また 、

こ の 阻害 は 、結 合 実 験 に用 い た標 識ATN-10(2pmole)の 約300倍 量 の大

量 の非 放 射 性ATN-10(585pmole)を 加 え る と認 め られ な か っ た。

【図5】
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【図6】
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Invivoに お け るTc-99mATN10の 体 内分布

健 常成人 ボ ランテ ィア3名 を対象 として、Tc-99mATN-10を 各2回 つつ、

投与量 を変 えて検 査 を施行 したが、いずれ の場合 も脈拍、血圧 、呼吸数 な

どの他 覚的理学所見 には、著変 は認 め られな かった。 自覚症状 と して、静

注 時、一過性 の金属臭 の訴 えが2例 に認 め られ たが 、いずれ の例 において

も5分 以 内に消失 した。抹 消血液像、一般 生化 学試 験(GOT,GPT,yGPT,

LDH,Cr,BUN,cPK、Bi1)、 尿検査上 は、いずれ において も著変認 め られ

ず 、ATN・10に 起 因す る と考 え られ る異 常変動 は認 め られ なかった。

代表例 と して、1例 にお け る0.1mg投 与、0.5mg投 与時の経 時的ガンマ

カ メライ メー ジングの結果 を図7に 示す。
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【 図7】
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ATN-10は 、投与後初期 には、血液プール に主に分布 し、経時的 に血液 中

か ら消失 してい く様子 がわか る。主 な分布臓器 は、肝 、骨 髄、腎、膀胱 、

腸 管で あった。0.1mgと0.5mg投 与量 のイ メー ジを比較す ると、0.1mg

では、投与後6時 間では、血液プ.___ルの描 出が認 め られ ないが、0.5mgで

は、6時 間 にお いて も明瞭 な血液 プール の描 出が認 め られ 、血液 中か らの

消失 が遅延 してい るこ とが うか がわれ る。3例 の経 時的採 血 か ら計算 した

血液及 び血漿の時 間一放射能 曲線 を図8に 示 し、血漿お よび尿 のTLCの 結

果 か ら計算 され た血漿 中放 射能 に 占める親化合 物 であ るTc・99mATN・10

の割合 の経時的変化 を表2に 示す。血漿 と血液の変化 は、0.1mg,11・ と

もに、ほぼ平行 してい るが、血液 中か らの消失 は、0.5mg投 与 では、0.1mg

投 与に比 し、大 き く遅延 してい る ことが確認 で きる。 血漿 中の放射能 に 占

め るTc・99mATN・10の 割合 は経 時的に減少 し、代謝物 の割合 が増加 して く

るが、投与量 に よる差 は認 め られ なかった。尿 中の放射能 には、ほ とん ど

Tc・99mATN・10は 含 まれ ず、その ほ とん どが代謝物 であ った。全身像 か ら

計算 された臓 器 の時 間一放射 能 曲線 を図9に 示す。

【図8】
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【表2】

0.1mg/kg O.Smg/kg

Injectate

Plasma(10min)

Plasma(2hr)

Plasma(4hr)

Urine

98.41±0.45

68.70±4.96

74.11±2.59

64.51±14.61

6.61±5.12

98.63±

73.87±

76.16±

62.50±

4.57±

0.04

3.52

5.96

8.39

1.86

【図9】
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全 身残 留率、腎集積 にお いては、0.1mgと0.5mg投 与 量で差が認 め られ な

かったが、肝、脾 の集積 は、0.5mgで は低 下 した。投与後6時 間までの尿

中排泄 率において は、投与 量に よる差 は認 め られず約10%で あった。

ま とめ

ヒ ト血液 中にお けるTc-99m・DTPA・ ポル フ ィ リン誘導 体(ATN・10)の 局在

を検討 した結果、血球 への移 行率 は6%程 度 で、残 りの94%は 血漿 中に存

在 した。次 に、ゲル濾過HPLCカ ラムを用 いて、血漿放射能 の溶 出分画 を

検討 した。 血漿蛋 白は5分 画(1:β リボ蛋 白、マ クログロブ リン2:ハ プ

トグロビン、3:α1リ ボ蛋 白、ハ プ トグロ ビン、4:免 疫 グロブ リンG,5:

アル ブ ミン)に 分 け られ、回収 され た放射 能の55%はDTPAの ピー クに存

在 した。ATN・10と 考え られ る残 りの放射能 の うち、47%はATN・10の ヒo

一 クに溶 出 されたが 、53%は 、蛋 白の ピー クに一致 して溶 出 され、それ ぞ

れ の分 画の放射能の割合 は、6、7、7、9、24%で あった。以上 の結果 よ り、

ATN・10は 、血液 中で は、種 々の血漿成分 と結合 してお り、あ る特 定の成

分 との結合 は認 め られ なか った。 また、血液 中で は、お そ らくエステ ラー

ゼ に よるDTPAと ポル フィ リン環 との間のエステル結 合の分解 を受 け、容

易 にTc-99mDTPAの 解離 を生 じるもの と推 察 され る。InvitroでAT肝10

の腫 瘍 細胞親 和性 をP388白 血病 細胞 株 を用 いて検 討 した が、P388と

ATN・10と の親和性 は、平衡 定数(Ka)で6.2x102で あ り、 この値は、アル

ブ ミンな どの血漿蛋 白との親 和性 と同 レベル であった。また、P388、1細

胞 あた りに結合す る最大結合ATN・10分 子数 は、3.1x109で あった。血漿

成分 の存在 下では、P388とATN-10の 結 合は、PBS中 の50%に 抑制 され、

血漿成分 と未 結合の フ リー のATN・10がP388と の結合 に関与す ることが

示 され た。 また、この結合 は、低温 、代 謝阻害剤で あるmonensin、NaN3

で抑制 され るこ とか ら、細胞 の代謝 と関連 してい る ことが示唆 され る。 ヒ

トにおけ る体内動態 を3例 の健 常ボ ランテ ィアを用 いて検討 した。Tc-99m

ATN・10の 投与 によ り、一過性 の 自覚症状で ある異臭 は認 め られ た ものの、

他覚 的理学所 見、血液 、尿検査 では、ATN・10に よると考 えられ る異 常変

動は 認 め られず 、安全 に ヒ トに投与可能 であ るこ とが確認 された。Tc・99m

ATN-10の 体 内動態 を検討 したが、体内動態 は、投与量 に依存 す る非線形

性 を示 し、主 な分布臓器 は、肝 、骨髄 、腎、膀胱 、腸管 であった。排泄経
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路 は、投 与後初 期 は、腎 を介す る尿 中排泄(投 与量の約10%)、 後期 は、

肝 を介す る腸管排泄 と考 え られ た。
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