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1.研究の背景

癌の診断と治療は車の両輪であり.癌の正確な局在部位診断と悪性度などの特徴診断は.最適な

治療法の遠泳ひいては治療成績の向上に不可欠である｡一方では.近年.客観的証拠に基づく医療

(evidence based medicine)あるいは､患者ひとりひとりの体質や癌の特性に応じて最適化された医療

(tailor medicine)が求められている｡例えば､痛の放射線治療を行う場合､倍加時間,ポテンシャル倍

加時間､増殖画分､DNA標識率など,癌の放射線感受性を既定する多くの因子がある｡これらの情

報を治療前に知ることができれば､適切な分割照射の方法､併用する化学療法剤の選択な■ど治療法

の選択に大きく貢献することができる｡放射線腫癌学･生物学の分野では,これらの情報を得るた

めの測定をpredictiveassay (先行指標測定)と呼んでいる｡しかし,これらの方法の多くは生検など

腫癌細胞を取り出す必要があり.侵襲的である｡また,深部の癌には適用できない｡

ポジ.トロンCT(PET)による核医学画像診断は､がんの代謝を非侵其的に画像化する方法である｡

これまでに癌の悪性度診断､病期診断､治療効果の判定などに極めて有用であることが,基礎的に

も臨床的にも示されている｡この分野は.研究代表者を初め､東北大学のグループが1980年代初期

に世界に先駆抄て開発研究を行ったもので､多くの研究業績が蓄積している｡また,現在もこの分

野における世界的な指導的立場を堅持している｡しかし､この分野のこれまでの研究は､トレーサ

が集積したかしないかといったこ画像診断的アプローチが主であり､細胞動態論的､放射線生物学

的な観点からpredictive assayの手段としてPETを捉えた研究は極めて少ない｡

2.研究目的･研究テーマ

本研究では､癌の放射線治療のためのPredictivc assayの手段としてPETをとらえ､ヒト腫癌におい

て腫癌の細胞増殖動態を測定するための手段を開発することをめざす｡具体的なテーマは以下の

通りである｡

1)動物の腫癌のポテンシャル倍加時間測定法の確立およびこの方法を用いた放射線照射後の腫

癌細胞増殖動態の解析

2)細胞増殖動態測定.放射線感受性予測用のポジトロン標識薬剤の開発

3)これらの手段のヒト腫癌に対する臨床応用するための基礎研究
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3.研究成果

3.1マウス線維肉腫におけるポテンシャル倍加時間の腫療内不均一性の解析

赤井浮　隆､阿部　由直.真里谷　靖.福田　寛

3.1.1要旨

プロモデオキシウリジンに対するモノクローナル抗体による免疫染色と3Hチミジンのオート

ラジオグラフィーを組み合わせた二重標識法により腫療内のポテンシャル倍加時間(Tpot)の測定

し､ Tpotを指標として非照射の大きさの異なる腫癌および放射線照射後の腫癌の細胞増殖動態を

検討した｡

マウスの自然発生線維肉腫FSa-ⅠⅠをマウス後足皮下に移植し非照射で直径6-7 mmになった

時点と10-15 mmになった時点で腫癌内複数領域のTpotを測定した｡また腫癌が直径6-7 mm

の時点で60Coガンマ線20 Gy1回照射し.2日目､4日目､6日日のTpotを同様に測定し,平均値と

分布の変化を検討した｡

非照射の直径6-7 mの腫癌のTpotは46.2±10.6時間でばらつきは極めて少なかった｡一方.

非照射の直径10-15 mの腫癌では105±51.2時間と6-7mmのものに比べてTpotの平均値は

延長し､ばらつきが大きくなった｡このことは腫癌体積の増加により腫療内に増殖能の不均一性が

出現してくることを示すと考えられた｡また放射線照射後2日目の腫癌のTpotは147±59.4時間

と非照射のものに比べて延長し､4日目には53.3±26.0時間と短縮した｡また6日目には69.7±55.7

時間となり,非照射の直径6-7 mmの腫癌と同等の短縮した群と延長した群が見られた｡これら

のTpotの値の変化は放射線照射による腫癌の増殖遅延と再増殖を反映していると思われた｡

以上の結果から本二重標識法により､腫癌内の不均一性を考慮した細胞増殖動態を把握できる

と思われた｡

3.1.2はじめに

腫癌の見かけ上の体積の増加は主に3つのパラメータにより決定される｡つまり腫癌細胞の増

殖細胞分画(growth fraction:実際に細胞分裂をする生きている細胞の比).細胞周期の長さ(Tc),細

胞喪失比(cell loss factor:細胞が新しく産生される率に対する細胞喪失率の比)である｡一方､ポテ

ンシャル倍加時間rrpot)は1977年にSteel (1)が提唱した概念でクローン形成可能細胞の倍加時間と考

えられる｡

Tpotは腫癌の放射線治療の効果を予測する指標の一つである｡ Begs (2､ 3)らは頭頚部腫疾患者に

対し放射線治療の前にヨードデオキシウリジンを静注した後に腫癌生検し.ヨードデオキシウリ

ジンに対する蛍光モノクローナル抗体とflow cytometry法によりTpotを測定した｡彼らは通常分

割照射と加速分割照射による放射線治療をランダムに行い.局所制御率とTpotの値との関係を検

討した｡その結果Tpotが4日より短い腫癌では加速分割照射の方が局所制御率が良好であるとい
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う結果を示した｡このように増殖の速い腫癌の放射線治療法を決定する上でTpotは重要な指標と

なりうることが示唆されている(4､5.6.7)｡

Tpot測虚法はモノクローナル抗体の免疫染色とfLow cytometry法の組み合わせが報告されてい

る(8､ 9･ lot ll)｡しかしflow cytometry法では生検組織から単細胞浮遊液を作成するために､得られ

るTpotの値はその組織の平均値とな?てしまい.腫癌内組織構築の違いによる細胞増殖能の不均

一性を表現することは困難である｡腰痛内のより正確なTpotの測定や細胞増殖能の不均一性観察

のためには二重標識されたDNAを顕微鏡下で組織構築を壊さずに観察する方法がより-よいと考

えられる｡動物腫癌ではいくつかの二重標識法が試みられた｡3Hチミジンと14Cチミジンのオー

トラジオグラフィーによる二重標識法(12, 13)は結果が得られるまでに時間がかかる上､現像後い

ずれの核種による銀粒子か区別がつきにくいという欠点がある｡またプロモデオキシウリジンに

対するモノクローナル抗体とプロモデオキシウリジンとヨードデオキシウリジンの両方を認識す

る抗体を利用した二重標識法(14. 15)も行われたが非特異的染色が多いという欠点がある｡

動物実験での良好な定量性を得るために阿部ら(16, 17)はプロモデオキシウリジンに対するモノ

クローナル抗体による免疫染色と3Hチミジンのオートラジオグラフィーを組み合わせた二重標

識法を応用した｡阿部らはこの方法を用いテーマウス小腸細胞増殖動態を明らかにしたが,ここで

はこの方法をさらに確立するとともに.非照射のマウス腫癌を用いテーマウス腫癌の大きさによ

る腫療内Tpotの違い､放射線1回照射後のTpotの変化を測定した｡

3.1.3対象と方法

3.1.3.1動物と腫癌

動物は雌C3Hnleマウス(6-7週齢)を用いた｡これらの動物は船橋農場から購入し､東北大学加

齢医学研究所動物実験施設で飼育､実験を行った｡腫癌はC3Hf/Sedマウスの自然発生線維肉腫で

あるFSa-ⅠⅠを用いた｡なお､この実験腫癌は放射線医学総合研究所の安藤興一博士より提供を受

けた｡本研究は東北大学加齢医学研究所倫理委員会の許可を受けたものである｡

3.1.3.2増殖曲線

0.1 mlに105個のFSa-ⅠⅠ腫癌細胞を含むように調整した単細胞浮遊液0.1 mlをマウス後肢皮

下に移植した｡腫癌細胞を移植後､計測可能な大きさになった時点で毎日ノi'スで腫癌の縦,嵐高さ

を測定して3方向の横を計算した｡最大横径が6-7　mmになった腫癌の3方向の積を1.0とし.

それに対する腫癌の大きさ(Relative tumor volume)を求めた｡各点は6 - 7腫癌の平均とした｡

3.1.3.3照射法

照射は腫癌径が6 - 7 mmに達した時点で60coガンマ線遠隔照射装置を用いて行った｡照射条件

はsAD52　cmで線量率は1.64 Gy/minであった｡マウスを3Ⅹ3Ⅹ9 cmのアクリル製の固定箱に右

後肢を出して非麻酔下に固定した｡足の圧迫による血流阻害が起こらないように注意を払った｡固

定箱は透明アクリル板の上に置かれその下から照射を行った｡フィルターは使用しなかった｡吸

収線量はTLD(BeO系素子UD-170A､ナショナル)を用いて測定した｡照射野は6Ⅹ6 cmとし､腫癌を含
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んだ右後肢全体を入れた｡ 1回照射の線量は増殖遅延が生じ適当な時間の後再増大するような線

量とし､文献データ18, 19)および過去の照射実験の結果から20 Gyを選択した｡1回照射後の増殖曲

線を作成し､コントロールとして非照射の腫癌の増殖曲線を作成した｡

3.1.3.4二重標識法によるTpotの算出

マウスの後肢皮下に移植されたFS/a-IIが成長し実験に使用する時期にきたらマウスの腹腔内

にbromodeoxymidine(BrdUrd)を50 FLg/g体重投与した｡ 2時間の間隔をおいて740 kBq(2 LLCi)/g

体重の【3H】一山ymidine(【3H】dThd)を腹腔内投与した｡ 【3H】dThd投与1時間後にマウスを屠殺して.

腫癌を取り出しホルマリン液固定.パラフィン包埋後,パラフィン包埋組織を4〃.mに薄切し､

0.001 %poJy-L-lysinc溶液で処理されたスライドガラス上に伸展,固定した｡脱パラフィン,親水

化処理後.非特異的染色の原因となる内因性ベルオキシダーゼ活性を除くために0.3 %過酸化水素

水に･15分浸した｡phosphate-buffered saline(PBS)に5分間浸した後､ DNAを変性させるために4

NHClに10分間反応させた14. 15)｡PBS洗浄後.非特異的反応を除くため正常ウマ血清を加え､抗

BldUldマウスモノクローナル抗体(IU-4､ MONOSAN社)と60分間反応させた｡ pBSで洗浄後,ビ

オチン化第二抗体(ピオチン標識抗マウスIgG(ウマ))と60分間反応させた｡pBSで洗浄後､アピジン

とビオチン化ワサヒ●ベルオキシダーゼの複合体(Abidin:Biotinylatcd Horseradish Peroxydase

complex)(ABC､ Vectol社)と30分間反応させた｡この複合体の帝素活性を利用し発色基質である

DAB(3,3'-diamhobenzidinc tetlahydrochloTide)の溶液(0.05　%DAB. 50　mMTriS/HCl pH7.4 ,

0.01 %H202)と反応させ､発色させた｡

免疫染色を行ったスライドガラスを乾燥させた後､ミクロオートラジオグラフィーを行うため

に暗室内で40 ℃の恒温糟で溶解した乳剤pR-M2､ Komica社)に浸した｡半乾燥後､シリ肘●ルを入れ

た暗箱にスライドガラスを入れ冷蔵庫で2-3週間保存,露光した｡現像.固定後へマトキシリンで後染色

を行った｡

得られた二重標識組織標本伊ig.1)を顕微鏡下で観察した｡観察する領域は壊死組織や血液細胞

がほとんど含まれず､腫癌細胞が密につまった領域である｡この嶺域に220Ⅹ320　〃.mの長方形の

関心領域を1腫癌標本につき3-11カ所設定した｡この関心蘭域内のすべての腫癌細胞(1嶺域平均

800個程)を数え､次の4種類の細胞数の占める割合(標識指数)を算出した｡つまり､ 1)茶色の核

(BrdUldによってのみ標識された核), 2)茶色の核の上に銀粒子のある核(BrdUrdと【3H]dThdの両方

によって標識された核), 3)青色の核の上に銀粒子のある核(【3H】dThdによってのみ標識された核)～

4)青色の核(標識されない核)の4種類である｡

BrdUrdと【3H]dThdの投与間隔時間叩)は長すぎると最初に標識した細胞がG2, M期を経て分

裂してしまう｡短すぎるとそれぞれのプローブだけで標識された細胞の数(単標識指数)が小さすぎ

て.ばらつきが大きくなる｡Tiの値として.0.5､ 1.0, 1.5､ 2.0,3.0､4.0時間をとり単標識指数から最適

のTiを検討した｡

LIをBrdUrdまたは【3H】dThdの標識指数(二重標識されているかどうかは問わない)～ LI'を

BrdUrdまたは【3H]dThdのみで標識され二重標識されていない細胞の標識指数(単標識指数)とす
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る｡TiをBTdUTdと【3H】dThdの投与間隔時間､ TsをS期の長さとし,人を細胞周期上の不均一な細

胞分布の補正係数(ここでは1.0を用いた)とすると､Steelの方法1)によりTpotは次の式で求めら

れる｡

Tpot=100 A ･Tsn.I=100 A ･Tin.I'

上式を用いて以下の腫癌のTs. Tpotを算出した｡

1)非照射で最大径が6-7 帆(10腫癌,29領域)の時と10-15 孤(7腫癌,37嶺域)になった時の

腫癌内Tpot

2) 20 Gy1回照射照射後2日目(2腫癌,9嶺域)､4日目(3腫癌, 14額域).6日目(3腫癌､24簡域)の時

点での腫疲内Tpot

3.1.4結果

3.1.4.1増殖曲線

非照射の腫癌の増殖曲線を示した(Fig.2)｡非照射の腫癌の体積倍加時間(volume doubling time)は

増殖曲線から,照射直前の腫癌と同じ大きさになった時点から6日目までの間を取ると約2　日で

あることがわかる｡最大径が6-7 mの腫癌が10-15 mになるのに5-9日かかった｡1回照射

を行った時の増殖曲線も示した伊ig.2)｡20 Gy1回照射後, 2日目までは腫療体積の増加が見られる

が, 4　日目まで体積が減少してその後再増加に転じる｡再増加直後の体積倍加時間は非照射のもの

と同じく約2日である｡増殖遅延時間は約4日である｡

3.1.4.2 Tiの最適化

BrdUrdと【3H]dThdの投与間隔時間叩)を変化させた時のBrdUrdの単標識指数の変化を示した

仲ig.3)｡ 1-3時間の範囲で単標識指数は直線的に増加しているが､ 4時間では指数が急上昇してお

り､最初に標識された細胞がM期を経て分裂してしまったことを示している｡一方､0.5時間の値

は前述の直線上にはなくばらつきも多い｡以上の結果から最適なTiの値として2時間を選択した｡

3.1.4.3Tpot

測定を行った各腫癌のTs､ LIおよびTpotの平均値と標準偏差､およびやot値の分布を示すヒ

ストグラムをそれぞれ､ Table 1, Figure 2に示した｡ BldUrdの標識指数と【3H]dThdの標識指数は

ほぼ同じであったためLIは【3H】dThdのものを用いた｡

非照射の長径617 mmの腫癌のTsは13.8±2.8時間､ LIは30.5±5.3 %.Tpotは46.2±10.6時間

(mean±S.D.)であった｡長径10-15 ∬皿の腫癌のTsは25.6±9.9時間, LIは26.7±8.6 %. Tpotは105

±51.2時間であった｡腫癌が大きくなるにつれTpotは延長し.不均一性も大きくなった｡ヒストグ

ラムでは非照射の小腫癌のTpotは46時間を中心に.狭い範囲に分布している｡大鹿癌では延長し.

ばらつきがみられる｡

20 Gy1回照射後2日目のTsは6.2±1.7時間､LIは5.9±5.4 %,Tpotは147±59.4時間であった｡

4日目のTsは7.5±2.2時臥LIは17.8±9.6 %.Tpotは53.3±26.0時間であった｡6日目のTsは9.3

±5.3時間､LIは22.2±15.1 %､Tpotは69.7±55.7時間であった｡ヒスげラムでは照射2日目はTpotは
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延長し､ばらつきが大きくなっている｡4日目には,Tpotの短縮が見られた｡また6日目には,非照

射コントロールと同等のTpotの短い群と延長した群が見らればらつきが増大していた｡

照射後2:4. 6日日いずれにおいても割合は異なるが､非照射コント[-ルと同等のTpotの短い嶺域は

存在していた｡

3.1.5考察

本研究で用いた方法はHumeら(20)が1989年に報告して以来､マウスの小腸上皮(17,21)や乳腺

(22)の増殖動態の研究に用いられてきた｡ 1993年にSdlultz-Hectorらがマウスの京平上皮癌の増

殖動態解析に応用し23),腫療体積の増加による腫癌内Tpotの不均一化を報告した｡ 1995年に阿

部らはそれまでの方法を非照射のマウス線維肉腫FSa-IIに応用しTpotを測定した｡しかし腫癌

の大線量1回照射後の増殖動態をこの方法を用いて解析した報告はない｡また本研究では予備実

験によりTiの最適化を行い.この方法をより改良できたと考える｡

Ramsayら(18)はマウスの後肢皮下に移植されたFSa｣Iが250 mm3から500m3に達する体

積倍加時間を2日間としている｡阿部ら(16)は二重標識法を使ってFSa-ⅠⅠのTs,LIおよびTpol

を測定した｡それぞれ12.3時間, 29.5%､ 42.6時間と報告した｡それぞれ今回の結果と矛盾せず､こ

の腫癌と二重標識法を使った実験が再現性を有することが示された｡

長径6-7汀皿の腫癌内には壊死組織はほとんど見られず､ほぼ均一の比較的高いLI(標識率)を

示した｡均一な速い増殖を反映すると思われる｡腫癌が大きくなるとTpotの延長が観察されるよ

うになった(TabJc 1, Fig. 4b)｡腫癌が大きくなると次第に腫癌成長が遅延するが､ Tpotの延長も一つ

の要因であることが明らかになった｡この原因としては､腫療内の酸素溝鼠pHや栄養状態の不均

一性等が考えられる24. 25)｡従来.腫癌の大小によるTpotの平均値の違いを示した報告23)はある

が,ばらつきを示していない｡本研究では､初めて腫癌の大小によるTpotの分布パターンの違いを

示した伊ig.4a, 4b)｡

非照射のヒト腫癌内の　Tpot　のばらつきをみた報告がある｡Wilson (26)らは､

iododeoxyuridine(IUdR)とflow cytometryを用いて.ヒト大腸癌30腫癌からそれぞれ複数のサンプル

を採取し､ Tpotを測定した｡すべてのサンプルを集計するとTpotの値はポアソン分布を示した｡ま

た個々の腫療内でのTpotの変動係数(cY.)の30腫癌の平均値は0.35であったと報告している｡今

回実験で用いた非照射のFSa-ⅠⅠの小腫癌10腫癌と大鹿癌7腫癌をそれぞれ1つの小腫癌､大鹿

癌と仮定すると腫療内TpotのCy.はそれぞれ0.23. 0.49となり同様の結果になった｡

20 Gy1回照射後2日目の腫癌はLIの低下が顕著であった｡4日目にはLIの回復傾向が見られ

た｡6日目には全体的にLIは上昇して不均一性が見られた｡4日日頃から見られるLIの再増加は､

腫癌体積の減少を代償する腫癌細胞の再増殖を反映すると思われる｡6　日目にも再増殖は続いて

いると考えられるが､腫癌体積増大のためGO期の細胞集団の出現等によって見かけ上LIが不均

一になると思われる｡ 1988年に

Ramsayら18)は同じ腫癌FSa-ⅠⅠを用いてBrdUrdに対するモノクローナル抗体とfLow cytometry

により. 20Gy1回照射後のLIの変化を測定した｡LIは今回の実験とはば同様の変化を示した｡
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20 Gy1回照射後Tsは有意に短縮した｡これは放射線照射により細胞周期時間が短縮した細胞

が存在することを示すと考えられる｡6日目に腫癌体積増大が見られるようになるとTsは若干延

長していた｡これは腫癌内に低酸素頗域等が出現してきたため24､ 25)と考えられる｡

照射後2日目､4日目､6日目いずれもほぼ同様に照射前に比べてTsの有意な短縮が見られた｡

それにもかかわらずTpotが延長したり短縮したりするのはLIの変動によるところが大きいと考

える｡照射後2日目の腫癌はTsが短縮しているにもかかわらずLIの減少が著しいためTpotの延

長が見られた｡4日目から見られるLIの再増加に伴うTpotの短縮は腫癌細胞の再増殖を反映する

と考えられる｡照射後6日目の腫癌はLIが増加し､Tsも延長しはじめたがいずれも不均一性を示

すようになった｡それに伴いTpotも照射直前の腫療程に短縮した群の他に延長した群も見られる

ようになった｡これはさかんに増殖を示す集団もあるものの全体としては非照射の大きい腫癌の

Tpot-の分布に近づきつつある状態であると考えられる｡また照射後2日目.4日臥6日目いずれの

時期にも割合は異なるものの非照射小腫癌と同等にTpotの速い部分が見られたことは,より小さ

い1回線量を用いる分割照射中の加速再増殖に関係してくる分画と予想され注目すべき点であ

る｡

従来小腸などの正常組織の放射線照射後の増殖動態を二重標識法で評価した報告はあるが､

Tpotを指標にして放射線照射後の腫癌の増殖動態を評価した報告は少ない｡増殖動態のより正確

な把握には,標識率(S期細胞の割合)と細胞周期の二つの情報を含むTpotを測定できるこの方法

は有用であると考える｡

3.1.6結論

1)癌内のTpotの不均一性(平均値と分布)を評価するができる｡この方法により腫癌の大小に

よる増殖動態の違いを把握できた｡

2)同様の方法で放射線照射後の腫癌の腫癌内Tpotの平均値と分布を評価することにより,照封後

の腫癌の増殖遅延および再増殖の動態を知ることができた｡
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義-1未照射､ 20Gy一回照射後のTpotの挙動

標識率Ts(hr)Tpot(hr) 

未照射′ト �3�綛�ﾓR�3�2繹�ﾓ"繝Cb�(�ﾓ��綯�

大 20Gy照射 2日 �#b繆�ﾓゅc#R緝�ﾓ偵���X�ﾓS��"�

5.9±5.46.2±1.7147±59.4 

4日 ��r繹�ﾓ偵cr綛�ﾓ"�#S2�8�ﾓ#b���

6日 �#"�(�ﾓ�R��偵8�ﾓR�3c偵x�ﾓSR縒�
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Fig. 1 FSa-II tumor double labeled by BrdUrd and l3H]dThd.AmOws represent only

BrdUrd positive cells.Anowheads represent only l3H]dThd cells･ Dark nucleus withgrains

indicate bothBrdUrdand l3H]dThd positive cells. Original magmification x lOOO･

aqm10A ZOqru aAT一dTa鞘

5　　　　　　10　　　　　15

Days after Irradiation

Fig. 2　Growth curve for FSa-II tumors,mirradiated (A) and irradiatedwith 20 Gy (+).

Tumor volumes were normalized tothat of the tumors at day 0. Each point shows the mean

value determined from 6-7 tumors and vertical bars represent standard deviations of the mean.
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Fig. 3　Relationship between the time interval　between administration of BrdUrd and

l3H]dThd (Ti)and the labeling index for cells labeled singly with BrdUrd (LI * ). Each point
′

shows the meanValue determined from 4124 areasand vertical bars represent standard

deviations of the mean.

2　　　0　　　8　　　6　　　4　　　2ll

のdaJd ZO Za召コ岳

0　　　　50　　　100　　150　　　200　　250　　300

Tpot (hr)

Fig. 4 (a) The distribution of Tpot for unirradiated small (6-7 mm in diameter) tumors.
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Fig. 4 (b) The distribution ofTpot for unirradiated large (10-15 mm in diameter) tumors.
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Fig 5(a) The distribution ofTpot 2 days after 20 Gy irradiation.
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Fig･ 5 (b) The distribution of Tpot 4 days after 20 Gy irradiation.
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Fig 5(C) The distribution of Tpot 6 days after 20 Gy irradiation.
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3.2 Tpotの腫癌内不均一性の解析一血管からの距離による増殖動態の違い

赤井滞　隆､阿部　由直,真里谷　靖,福田　寛

3.2.1要旨

フ●ロモデオキシウリシ●ンに対するモノクロ十ル抗体による免疫染色と3Hチミシ●ンのオートラシーオク'ラフィーを組み合わせた

二重標識法による腫癌内のポテンシャル倍加時間(Tpot)の測定法を確立し､Tpotを指標として未照射の大

きさの異なる腫癌および放射線照射後の腫癌の血管からの距離の違いによる細胞増殖動態を検討し

た｡

マウスの自然発生線維肉腫FSa-ⅠⅠをマウス後足皮下に移植し未照射で直径6-7mmになった時点と10

-15mmになった時点で腫疲内血管からの距離により　2領域(血管壁から90〟mまでと90-180〝

mまで,それぞれ内.外とする)のTpotを測定した｡また腫癌が直径6-7mmの時点で60Coがンマ線

20Gy1回照射し,3日目､5日目,7日目のTpotを同様に2億域について測定し検討した｡

未照射の直径6-7mmの腫癌､直径10-15mmの腫癌のTpotは.内ではそれぞれ35.4±8.1時間.

37.6±9.9時間.外ではそれぞれ90.7±23.6時間. 141±58時間であった｡腫癌の大小にかかわらず.

内に比べて外ではTpotが延長していた｡これは.標識指数(LI)の低下､およびS期の長さ(Ts)が延長

する傾向があることに起因していた｡また､大鹿癌の外では小腫癌の外に比べてTpotが延長してい

た｡

放射線照射後3日目の腫癌のTpotは未照射の小腫癌に比べて内では3.0倍､外では3.2倍に延長

した｡5日目には内では1.6倍,外では1.6倍に短縮した｡また7日目は内.外それぞれ1.2,1.4倍で5

日目と同様の値を示した｡7日目までに照射直前の値には回復しておらず､また照射前よりTpotの短

縮した細胞集団は認めなかった｡以上の結果から. (1)未照射の腫癌では.血管からの距離が遠くなる

とTpotが延長すること,これは､LIの低下とTsが延長する傾向があることによること.(2)20Gy照

射した腫癌においても内外の増殖動態は上記と同じであること. (3) 20Gy照射後にTpotの延長､回

復が見られたが,これはTsではなく主としてUの変動によることがわかった｡

3.2.2　はじめに

3.1では､腫癌血管からの距離は考慮せずにTpotの解析を行ったが.ここではこの方法をさらに確

立するとともに.マウス腫癌の大きさによる腫癌内血管からの距離によるTpotの違い､放射線1回照射

後の血管からの距離によるTpotの変化を再解析した｡

3.2.3

3.1で作成した二重標識標本を用いて以下についてTpotを再解析した｡
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A)未照射で最大径が6-7mm(3腫癌. 9額域)の時点と10-15m(3腰痛､ 9領域)になった時点での腫

癌血管からの距離が近い部分(0-90〟m)と遠い部分(90-180〝m)のTpotを測定

B)20Gy1回照射照射後3日目(3腫癌,9億域)､5日目(3腫癌､9領域)､7日目(3腫癌.9領域)の時点

での腫癌血管からの距離が近い部分(0-90LLm)と遠い部分(90-180FLm)のTpotを測定

BrdUrdの標識指数と[3H]dThdの標識指数はほぼ同じあったためLIはBrdUrdのものを用いた｡

それぞれの群および腫癌の内外による平均値の差の検定にはt検定を用いた｡

3.2.4結果

表一1に測定を行った各腫癌のTs､ LIおよびTpotの平均値と標準偏差を示した｡

1)未照射腫癌

未照射の長径617mmの腫癌の血管周囲の内(0-90FLm)のLIは0.45±0.06Jsは15.9±3.3時臥

Tpotは35.4±8.1時間(mean±S.d.)であった｡血管周囲の外(90-180〃.m)のUは0.23±0.04､Ts
ノ

は20.4±6.5時間.Tpotは90.7±23.6時間であった｡長径10-15mmの腫癌の内のLIは0.40±0.07､

Tsは14.5±2.5時間.Tpotは37.6±9.9時間であった｡外のLIは0.15±0.03､Tsは20.3±8.1時間.

Tpotは141±58時間であった(義- 1)｡

2)20Gy1回照射腫癌

20Gy1回照射後3日目の腫癌の血管周囲の内のLIは0.17±0.05,Tsは17.3±3.6時間,Tpotは108

±44時間であった｡外のUは0.07±0.02,mは20.8±6.5時間.Tpotは286±67時間であった｡5

日目の内のLIは0.25±0.06,Tsは13.4±1.8時FpITpotは56.8±19.5時間であった｡外のLIは0.13

±0.04,Tsは19.2±7.7時間､Tpotは145±63時間であった｡7日目の内のUは0.39±0.05,Tsは

16･4±1･9時間､Tpotは43.5±9.7時間であった｡外のuは0.16±0.04.Tsは21.0±12.2時間､Tpot

は128±61時間であった(義一1)｡

図- 1は､照射後のTpotの変動を未照射腫癌(小)との相対比で示したものである｡放射線照射後3

日日の腫癌のTpotは未照射の′ト腫癌に比べて内では3.0倍,外では3.2倍に延長した｡5日日には内

では1.6倍,外では1.6倍に短縮した｡また7日目は内.外それぞれ1.2､1.4倍であった｡

3.2.5考察

組織標本を観察すると長径6-7nmの腫疲内には壊死組織はほとんど見られなかった｡血管の周

囲にLIの高い箇所が見られた｡一方､長径10-15mmの腫癌には壊死組織が見られその周囲に､核

が縮小し､これから凍死すると思われる腫癌細胞が見られた｡その周りにはviableな細胞が見られた｡

血管の周囲にLIの高い箇所が見られた｡腫癌の大小に関係なく内(0-90LLm)よりも外(90-180LLm)

の方がTpotが延長していた｡これは血管から離れるに従いLIが低下したこと,またTsが延長する

傾向がみられたことによるものと考えられる｡血管からの距離によるLIの低下については､一般的に
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認められてきた事実であり多くの報告がある1.2)｡一方,小腫癌に比べて大腫癖でTsが延長してい

るという報告はあるが3)､血管から離れた領域で延長しているという報告はない｡一方Tannock　ら

1)はIabelledmitoses法によりマウス乳腺腺癌の腫癌血管からの距離によりTsの値は変動しないと報

告している｡しかし彼等は腫療血管か6-90LLmの距離を3億域に分けて論じている｡本実験では腫疲

血管から180〟mの距離を2億域に分けているため外領域ではより低血流状態にあることが予測さ

れる｡

また小さい腫癌と大きい腫癌を比べると内でのTpotの値に差はないが外でのTpotは大きい腫癌

の方が有意に延長していた(p<0.05)｡この原因としては大きい腫癌では小さい腫癌に比べ外債域への

血液潜流が低下していることが考えられる｡従来,腫癌の大小によるTpotの値の違いを示した報告3)

はあるが,部位を特定せず平均値を示したのみであった｡本研究では,腫癌の大小による腫癌血管から

の距離とTpotの関係を測定した｡

1回照射後の増殖動態

20Gy1回照射後3日目のTpotは内外領域ともに照射直前の値の約3倍に延長した｡5日目のTpot

は両領域ともに3日目の0.5倍に短縮し,照射直前の値と有意差は無くなったが延長の傾向は続いて

いた｡7日目には内外嶺域とも5日目とほぼ同じ値を示した｡これは20Gy1回照射後7日目までは増

殖の速い血管周囲においても未照射の腫癌のTpotよりやや延長しており､照射前の腫癌よりTpot

の短縮した細胞集団が出現していないことを示す｡マウス扇平上皮癌では20Gy1回照射後12日目に照

射直前の腫癌よりTpotが短縮したという報告4)もあり,もう少し長い期間の追跡を要するかもしれ

ない｡どの時点においても内(0-90〝m)のTpotの方が外(90-180〝m)よりも短縮していたのは未照

射の腫癌と同様だった｡

Tsは内外領域それぞれ照射前と照射後いずれの時点においても有為差は見られなかった｡内より

も外のほうがTsが延長している傾向も未照射のものと同じであった｡照射による細胞周期時間の変

化に関しては本実験では言及できないが.Tsは照射前後で変化しないことは分かった｡これは,以前

の報告5､ 6)とも一致する｡

Tsが照射前後で変化しないためTpotの長さはUに依存した｡内外領域とも照射後3日目にLIが

3分の1に低下するとTpotが3倍に延長するというように同調した｡このことは大線量1回照射に

おいては.血管からの距離つまり血流の違いは放射線による細胞増殖遅延､再増殖の変化の割合にあ

まり影響を及ぼさないことを示すと思われる｡

ここで､大小の腫癌.照射後の腫癌それぞれの内外領域あわせて45億域についてLIとTs/LIの相

関を調べた｡UとTs/Uの常用対数は有意の相関(r-0.89)を示し､回帰直線の有意性はp<0.001であ

った(図- 6)｡このことはFSa-ⅠⅠにおいてもLIが推定できればTpotもある程度推定できることを

示している7)｡しかし､より正確には二重標識法などを用いることがよいと思われる｡

以上､増殖動態のより正確な把握には,標識率(S期細胞の割合)と細胞周期の二つの情報を含む
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Tpotを測定できるこの方法は有用であると考える｡

本実験では加速増殖をする細胞集団を捕えることはできなかった｡一般に加速増殖は分割照射中に

起こっていると考えられるので､本法を分割照射実験に適用して確認を要する｡また分割照射中には

血管からの距離の違いによって細胞増殖遅延.再増殖が本実験と異なる結果を示す可能性も考えられ

る｡

3.2.5結論

(1)BrdUrdと[3H]dThdを用いた二重標識法により腫癌血管からの距離の違いによるのTpotの平

均値と分布を評価した｡

(2)未照射の腫癌では血管からの距離が遠くなるとTpotが延長すること､これは.Uの低下とTsの

延長によること, 20Gy照射した腫癌においても内外の増殖動態は上記と同じであること､20Gy照射

後にTpotの延長.回復が見られたが､これはTsではなく主としてUの変動によることがわかった｡
/

(3)二重標識法により､放射線照射後の腫癌血管からの距離の違いによるのTpotの平均値と分布を

評価することにより､照射後の腫癌の増殖遅延および再増殖の動態を知ることができると思われる｡
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義-1 20Gy一回照射後のTpotの変動
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図- 1未照射腫療(小)との相対比で示した20Gy1回照射後の腫癖の内外のTpotの変動
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3.3分割照射中のTpotの解析

-プロモデオキシウリジンと3H-チミジンを用いた二重標識法による測定一

赤井滞　隆､阿部　由直､真里谷　靖､福田　寛

3.3.1要旨

プロモデオキシウリジンに対するモノクローナル抗体による免疫染色と3Hチミジンのオートラジオグラフィ

ーを組み合わせた二重標識法により腫癌内のポテンシャル倍加時間(Tpot)の測定し.Tpotを指標として放

射線分割照射中の腫癌の細胞増殖動態を検討した｡

マウスの自然発生線維肉腫FSa-ⅠⅠをマウス後足皮下に移植し直径6-7mmになった時点で1日1回6Gy

の照射を10日間施行し､照射開始直前. 5回照射の24時間後､ 10回照射の24時間後で腫癌内複数領域の

血管周囲のTpotを測定した｡非照射の照射開始直前の腫癌のTpotの中央値は39.3時間で分布のばらつ

きは小さかった｡6Gy5　日間照射後のTpotの中央値は72.0時間と延長し,ばらつきの大きい分布となっ

たが照射開始直前の腫癌と同等のTpotのの短縮した嶺域も存在していた｡6GylO日間照射後のTpotの

中央値は33.8時間と短縮し､照射開始直前の腫癌よりもTpotの短縮した嶺域が増加した｡

以上の結果から本二重標識法により､腫癌内の不均一性を考慮した細胞増殖動態を把握できると思われ

た｡また分割照射中､割合は異なるが照射開始直前の腫癌と同等の短いTpotを示す嶺域は常に存在すると

思われた. 10回照射後に照射開始直前の腫癌よりもTpotの短縮した嶺域の割合が増加したことは加速再

増殖を表すと思われる｡この方法により1個の腫癌の平均値としてのTpotでは見えない情報を捉えられ

る可能性がある｡

3.3.2はじめに

放射線照射中の再増殖は､腫癌の放射線抵抗性の一つの重要な因子であることが知られている｡本研

究では､マウス腫癌に分割照射を行っている最中のTpotを測定することにより,照射中の細胞増殖動態

を明らかにすることを目指した｡

3.3.3方法

(1)動物と腫癌､ (2)増殖曲線計測､ 3.2で示したとおりである｡

(3)分割照射法

照射は60Coがンマ線遠隔照射装置を用いた｡照射条件はSAD52cmで線量率は1.64Gy/minであった｡

マウスを3Ⅹ3Ⅹ9cmのアクリル製の固定箱に右後足を出して非麻酔下に固定する｡足の圧迫による血流阻害が起こ

らないように注意を払った｡固定箱は透明アクリル板の上に置かれ,その下から照射を行った｡フ/JL9-は使用し

なかった｡吸収線量はTLD(BeO系素子UD-170A､ナショ州)を用いて測定した｡照射野は6Ⅹ6cmとし,腫癌

を含んだ右後足全体を入れた｡分割照射の1回線量は照射中増殖が抑制される線量とした｡6Gyを1日1

回24時間間隔で10回照射した｡腫癌の長径が6-7mに達した時に照射を開始した｡分割照射中の増殖

曲線を作成し.コントロールとして非照射の腫癌の増殖曲線を作成した｡
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(4)以下についてTpot速算出した｡

1)6Gyを1日1回5回照射照射後24時間後の腫癌

2)6Gyを1日1回10回照射照射後24時間後の腫癌

標識率の測定は腫癌血管からの距離で分けずに､壊死部を避けて行った｡

3.3.4結果

(1)増殖曲線

非照射の腫癌の増殖曲線を示した(Fig. 1 )｡非照射の腫癌の体積倍加時間(volume doubling time)は増

殖曲線から照射直前と同じ大きさになった時点から6　日目までの間を取ると約2　日であることがわかる｡

10回照射を行った時の増殖曲線も示した(Fig. 1 )｡照射中は体積が一定であることがわかる｡

(2)Tpo卜

Fig. 2に照射開始直前のコントロール腫癌内のTpotの分布を示した｡中央値は39.3時間で.分布のばらつ

きは小さかった｡一方､ 6Gy-5日間照射後のTpotの中央値は72.0時間と延長し,ばらつきの大きい分布

となったがコントロールと同等の短縮した嶺域も存在していた(Fig. 3)｡また､ 6Gy-10　日間照射後のTpotの中

央値は33.8時間と短縮し.コントロールの中央値よりもTpotの短い蘭域が増加した(Fig.4)｡

3.3.5考察

本研究で用いた方法はHumeら1)が1989年に報告して以来.マウスの小腸上皮2,3)や乳腺4)の増殖動態

の研究に用いられてきた. 1993年にSch山tz-Hectorらがマウスの窟平上皮癌の増殖動態解析に応用し5),

腫疲体積の増加による腫癌内Tpotの不均一化を報告した｡ 1995年に阿部らはそれまでの方法を非照射の

マウス線維肉腫FSa-ⅠⅠに応用しTpotを測定した｡しかし腫癌の分割照射中の増殖動態をこの方法を用いて

解析した報告はない｡

組織標本を観察すると長径6-7nmの腫疲内には壊死組織はほとんど見られず､ほぼ均一の比較的高

いu(標識率)を示した｡均一な速い増殖を反映すると思われる｡一万､ 6Gyを5日間照射した腫癌では腫癌

細胞が密でviableな部分だけを関心額域としたにもかかわらず, Tpotの延長､不均一化が見られた(Fig.4)｡

しかし非照射の腫癌と同じようなTpotの短い領域も存在していた｡この原因としては､腫癌内の酸素濃度.

pHや栄養状態の不均一性等が考えられる6, 7)が.本当の理由は今後さらに究明が必要である｡

10回照射後に､非照射のコントロールの腫癌のTpotの中央値よりもTpotの短い領域が増加したことは加速

再増殖と思われる｡ヌードマウスに移植されたヒトの子宮頚部甫平上皮癌に対する分割照射中にBrdUrdと

IdUrdを用いたflowcytometryによりTpotを求めた報告がある8)｡それによると照射開始直後にTpot

は非照射のものより短縮している｡われわれの結果では中央値としては1度延長してから短縮に向かって

いる｡これは腫癌の放射線感受性の違いや照射法の違いによると考える｡しかしflow cytometry法では1

個の腫癌の平均値としてのTpot Lか見ておらず､それでは捉えられない情報をわれわれの方法では得ら

れる可能性がある｡
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3.3.6結論

BrdUrdと[3H]dTYldを用いた二重標識法により分割照射中の腫癌内のTpotの分布と中央値を評価す

ることにより､腫癌の照射中の増殖動態の違いを把握できると思われる｡
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Fig. 1未照射の腫癌および6Gyを10回照射された腫癌の増殖曲線
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Fig. 3　照射直前の腫癌のTpotの分布のヒストク◆ラムと中央値
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4.細胞増殖動態測定､放射線感受性予測用のポジトロン標識薬剤の開発

細胞増殖能の指標として最も一般的なDNA合成能を生体で測定するための標識化合物として､

これまでヨード標識ウリジン､ C一日標識チミジンがが用いられてきた｡しかし､前者は､体内で

の脱ヨード反応により分解が起こること､後者は生体内で代謝されて代謝物が生じることから､

DNAに結合した分画を求めるには､血液中の代謝物の測定と複雑な数学モデルによる解析が必要

で､実用的な標識化合物とは言えなかった｡そこで､本研究では､ DNA合成能を簡便に測定でき

る標識化合物の開発を目指した｡

まず､最初にヨード標識ウリジン化合物として､ 5-[131Ⅰ]iod0-2'-deoxyuridineおよび

5-[18F]rluor0-2'-deoxyuridineの合成法について基礎的な検討を行った｡しかし､その後文献

等による検討の結果､これらの化合物は脱ヨード反応が起こること､腫療集積性があまり高くな

いことが予想されたので､開発対象化合物として採用しなかった｡また､ C一日位置が体内で代謝

されない､化合物として[2-1lc]thymidineを選択肢､ ‖C-ホスゲンを原料として目的物質を合成す

る標識合成法の検討を行った｡しかし､本化合物はDNAにトラップされる部分が必ずしも多くな

いこと､比較的長い動態を示す増殖動態の解析には半減期が2 0分のC-11では､短すぎることか

ら､臨床応用に持ち込む化合物としては､採用しないことにした｡

一方､ Shiledsらは[)8F]3'-deoxy-3'-fluorothymidine ([柑F]FLT)の開発を行い､動物実験

の良好な結果を踏まえて､臨床応用を開始した(Shields FA et al. Nature

Medicine1998;4:133411336)｡これらの結果を検討した結果､この化合物がヒト腫癌の細胞増殖動

態を測定する標識化合物として最も適当であると判断して､合成法の基礎的検討を行うことにし

た｡

4. 1 [Ⅰ8F]3'-deoxy-3'一日uorothymidine ([18F]FLT)の合成法の確立

東北大学大学院工学研究科　岩田　錬(研究分担者)

東北大学加齢医学研究所　福田　寛､赤井揮　隆

サイクロトロンRIセンター　古本　祥三(研究協力者)

4.1.1はじめに

従来から‖C一標識チミジンとⅠ8F一標識フルオロデオキシウリジンが腫

痕の増殖能をPETで測定する目的で利用されてきたが､最近18ト標識チ

ミジン誘導体である[18F]3'-deoxy-3'一日uorothymidine ([18F]FLT､

図1参照)が注目されている｡この臨床利用を目指し､標識合成の検討

を行った｡

P8円FLT
[18F]FLTの標識合成法に関しては､図2に示す3種の合成法が報告さ(3･-deoxy-3･-P8印uorothyidine

れているが(論文卜3)､出発原料(前駆体基質)の入手の容易さと合

成収率の点から合成法3を選択し､その実用性について検討した｡
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4. 1.2標識合成操作の手順(文献3による)

1) K2CO3 (200　L, 40　mol)と[18F]フッ素イオンを含む水溶液をバイアルに取り､これにK222

(15 mg, 40　mol)のアセトニトリル(MeCN)溶液を加える｡

2)バイアルを100oCの油浴に浸し､ Heガスを吹き付けて液体を留去する｡

3)残連にMeCN (lmL)を加え､再びこれを留去する｡この操作を2回繰返し､水分を完全に除去

する｡

4)残液を無水MeCN (2mL)に溶解し､これに前駆体基質(25mg, 28　mol)のMeCN溶液(lmL)

を加える｡溶液は直ちに深青色となる｡

5)このまま10分間加熱を続ける｡溶媒のMeCNは徐々に蒸発して減少する｡

6)バイアルを油浴から引き上げて反応液を室温まで冷却した後､ Sep-Pak Plus Alumina

(neutral)に通し､溶出液をバイアルに受ける｡

7) Sep-PakをMeCM (1.5 mL)で2回洗い､先のバイアルに加えて100oCの油浴に浸し､ Heガス

を吹き付けて大部分のMeCNを留去する｡オイル状の濃青色の残達が析出する｡

8)混合溶媒のMeCN/EtOH/water (4:1:1: 600　L)に溶かしたCerium ammonium nitrate (CAN,

40 mg, 73　mol)を残液に加え､100oCで3分間加熱する｡反応液はオレンジ色に変わる｡

9) NaHCO3水溶液(4%, 1 mL)を加えて反応を停止する｡反応液は濃茶色になる｡
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10)加熱したままHe,ガスを吹き付け溶液をlmL以下に濃縮し､これに水(2.5mL)を加えてる｡

ll)溶液を0.2　mのフィルターを付けたSep-PakPlusAluminaに通し､次に水(lmL)で洗う｡

12)溶出液をセミ分取HPLCカラム(溶離液: 10%エタノール水)に注入し, [)8F]FLT分画を集める｡

･　放射化学的収率:13% (BOB).

･　比放射能: 〉l Ci/ mol.

･　全合成時間:100分

4. 1. 3合成結果とその評価

上記操作に基づき[18F]FLTの合成を試みた｡その時のHPLCの分離パターンの一例を図3に示す｡

得られた合成収率は6-8%と文献値13%に比較して低くはあったが､再現性良く放射化学的に純度

の高い[18F]FLTが容易に合成できた｡

しかし､この合成操作はあくまでも手動で行うことを前提にして開発されたものであり､このま

までは臨床利用のためのルーチン合成には自動化の観点から適さないと判断される｡今後この点

に関して､操作の簡便化と自動操作化を念頭に入れ改良する必要があるものと考える｡
/

4.1.4　ラット体内分布

ドンリュ-ラットに一匹あたり約10　Ciの[18F]FLT静脈注射を行った｡10,30,60分後に過量の

エーテルで屠殺して､各臓器を取り出して組織の放射能を測定､とりこみを%dose/gで表した｡

結果を表　1に示した｡

0　　　　　1　　　　　2　　　　　3　　　　　4　　　　　5　　　　　6　　　　　7　　　　　8　　　　　9　　　　10

Elution tlme Lmhl

図3
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義-1 【18F】FLTのラット体内分布

Organ Uptake (DAR *)

10 min　　　　　60 min　　　　120 汎in

Blood　　　5.57± 1.18

Heart　　5.06 ±一1. 24

Lung　　6･73 ± 3･27

Liver　　　7.23 ± 2.53

Kidney　　20.6 j= 1.24

Jejunum　　9･30 ± 3･56

Muscle　　　4.94 ± 1.47

Femur　　　5.31 ± 1.77

Brain 0.68 ± 0.24

1.07±0.19

1.08±0.08

1.47±0.53

1.77±0.58

5.24±0.70

2.83 ± 0.29

1.34± 0.44

4.85± 1.35

0.24±0.12

0.40± 0.07

0.47 ± 0.06

0.71 ±0.26

0.75±0.14

1.80±0.21

1.27±0.13

0.55±0.17

2.76 ± 0.76

0.13±0.05

*DAR: tissue activity (cpm/g) / (injected dose (cpm)A)ody weight (g))

4.1.4　被曝線量

F.A. Shields　らは【18F】FLTの臨床応用を既に行っており､その成果をNature

Medicine1998;4に公表している｡ Shields博士のご厚意により､被曝線量に関する計

算結果を入手した(義_2)｡

表1 2　Estimated human[18F]FLT dosimetry data

Dose Estimateed from Estimated from

1 monke

ED (ICRO 60)　　　　0.89

ED (ICRP 30)　　　　0.93

dose

redo bone marrow

intesiteine

kidneys

liver

lung

spleen

urine bladder

0.54

00　′LU　7　′LU　′LU Oノ0ノ　0　1　0ノ　00　0ノ
0　1　2　0　0　0

0.79　　　mSv/100 MBq

0.85　　　mSv/100 MBq

0.47　　　mSv/100 MBq

0.78　　　　mGy/100 MBq

1.05　　　　mGy/100 MBq

1.87　　　　mGy/100 MBq

0.87　　　　mGy/100 MBq

0.81　　　mGy/100 MBq

0.71　　　mGy/100 MBq

2.04　　　　　mG /100 MB

(Courtesy of Dr. FA Shields)
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4.1.5　今後の展望

最近､合成法2に基づいた【18F】FLTの自動合成装置が市販され(Nuclear

lnterface社製)､今後世界的に【18F]FLTの利用は急速に進むものと予想される｡日本

においても､ 【18F】FLTの臨床利用に向け真剣な努力が払われるべきと考える｡

一方､我々は､腫癌の増殖に大きく関わっている腫癌血管新生に着目し､その阻

害剤をベースとした全く新しい18F･標識腫癌イメージング剤の開発にも取り組んでい

る｡腫癌血管新生阻害剤は､次世代型の有望な抗がん剤としての期待を集めており､

世界的規模でその開発競争が繰り広げられている｡そのような阻害剤の中でも､我々

はチューブリン重合阻害剤とプロテアーゼ阻害剤について18F標識化合物の合成を試

みている｡これらの標識薬剤は､従来型の腫癌イメージング剤とは異なる集積原理

により腫癌を画像化するものであり､次世代型腫癌診断薬の候補として､今後の研

究開発の進展が大いに期待されている｡

文献
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5.低酸素細胞検出用ポジトロン標識化合物の開発

腰痛組織中の低酸素細胞は極めて放射線抵抗性であり､放射線治療効果を減じる因子のひとつ

である｡この低酸素細胞に特異的に結合して放射線感受性を高める低酸素細胞増感剤がいくつか

開発され臨床試行も行われたが､副作用の点で実用化されるには至らなかった｡しかし､近年ふ

たたび副作用の少ない低酸素細胞増感剤がいくつか開発されつつあり､その臨床応用が期待され

ている｡この薬剤を癌の放射線治療に用いる場合､治療対象とする腫癌にどのくらい低酸素細胞

が含まれるか(hypoxic丘action)治療前に評価する必要がある｡この目的のために､いくつかの

イミグゾ-ル化合物が標識されている｡本研究では､新規化合物として､ミソニダゾ-ル化合物

類似体の開発を行った｡また､従来から報告されている､ 18F_furuoromiSonidazole (18F_FMISO)

を用いて､腫癌内における分布を解析して､ FDG, (糖代謝-viability),､血流分布と比較した｡

5. 1 1 -[2-【18F]nuor0- 1-(hydroxymethyJ)-ethoxy]methy1-2-mitroimidazole (【18F]FENI)の標識合成

J. hbelled Cpd･ Radiopha- 2000;43:785-793.掲載論文を6.1に添付した｡ 1-【21(toluene-4-sulfoXy)･

1-(acctoxymethyl)e仙oxy]methy1-2-niIroimidazolcを原料としてフッ素化を行い､ HPLCにより高純

度の(【18F]FENIが得られた｡収率は3-11%.比放射能は26 GBq/LAmOle以上であった｡本法によっ

て合成された【18F】FENIは､心筋虚血部位に集積し､正常部位および壊死部には集積しないこと

が明らかとなった｡また､腫癌内分布については現在検討中であるが､極めて有望な標識化合物

であることが推測される｡

4.2 18F-furuoromisomidazole (18F-FMISO)のマウス腫療内分布の解析

Eur J NucI Med 1999; 26:750-757掲載論文を以下に示す｡二重標識オートラジヲグラフイ一法を

用いて､マウス腫癌内の18F-FMISOの分布を調べたところ､ llC-メチオニンの集積の少ない部

位(低血流部位)に集積していた｡また､ 14C-2-デオキシグルコースは血流の多少にかかわらず

ほぼ均一に分布していたが､ 18F-FMISOは壊死部の近くの低血流の部位に集積が高かった｡以上

より18F-FMISOは確かに低酸素細胞に集積し､ pETによる低酸素細胞の画像化が可能であること

が示された｡また､ FDGによるPET検査を相前後して行い､ 18F-FMISO作DGを求めれば､ hypoxic

血actionが求められることになり､臨床応用が期待される｡
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6.まとめ

本研究では､まずマウス腰痛を用いてTpotを測定するための方法論を確立し､次いでマウス

腰痛内の増殖動態の不均一性･一回照射･分割照射に対する腫癌の増殖反応を解析した｡その結

果､ 1)腫癌の大小によってTpotの腫疲内分布は大きく異なること･ 2)一回照射後､ Tpotを経時

的に測定するとTpotの腫癌内分布は不均一性が拡大し､回復増殖は一様ではないこと､ 3)分割

照射を行っている最中に､未照射コントロールと同等のTpotを有する集団が現れること｡すな

わち加速増殖が起こっていることが示された｡

もし､適当な標識化合物により､ pETなどの核医学的手段でTpotが測定できれば､分解能の

限界はあるものの放射線照射に対する腫癌の反応を画像化できるので放射線治療上､極めて意義

が大きいと考えられる｡本研究の最終目標は･核医学的手法によりTpotなどの細胞増殖パラメ

ータを測定し･科学的に放射線治療を行うための基礎をかためることにある｡そのためには､ヒ

トでDNA合成能を正確に測定できる標識化合物が必要である｡

本研究の初期に検討した各種ヨード標識ウリジンは多かれ少なかれ生体中での脱ヨード反応に

よる分解がある｡また､必ずしも腫療集積性特異性が高くない｡さらに11ci標識チミジンについ

ても検討したが､本化合物は生体中で代謝されるために､ DNA合成能を定量することは困難で

ある｡一方､ 18F-3■-デオキシー3-1フルオロチミジン(【18F)FLT)は生体中で代謝されず､増殖の盛

んな組織にトラップされることが報告されており､本研究の目的に最も適した化合物と判断した｡

そこで【'8円札丁の標識合成法の確立と臨床応用開始のための検討を行った｡詳細は4.1で述べ

たのでここでは簡単に記す｡

【'〇円フッ素イオンを含む水溶液に｢K･222/K+】のアセトニトリル溶液を加え､これに原料の

前駆基質を加えて100℃･15分間反応させた｡次に､硝酸セシウムアンモニウムによる脱保護基

反応を行った後､小さいカラムを通して反応物を精製し､最後にH礼Cカラムに注入して

日叩札丁分画を収集したo全合成時間は1 00分､放射化学的収率は6-8%､比放射能は

1Ci/LAmOle以上であった｡得られた収率は文献値13%と比べて低かったが､再現性良く､放射

化学的に純度の高い【18F)FLTを合成することに成功した｡これをラットに投与したところ､増

殖の盛んな骨髄に高い集積を示し､予想どおりの結果が得られた｡被曝線量､および急性毒性の

データについては米国の先行研究グループから入手することにより､臨床応用開始のための準備

を完了した｡しかし､今回行ったのは手動による合成であり､本格的な臨床応用を開始するため

には本標識合成法の自動化と自動合成装置の開発を行う必要がある｡今後別途予算を獲得して行

う予定である｡

一方､腫癌の増殖に大きく関わる腫癌血管新生に着目し､次世代の腫癌診断薬としてチュプリ

ン重合阻害剤とプロテアーゼ阻害剤をベースにした､全く新しい18F一標識腫療イメージング剤

の開発に着手して予備的な結果が得られている｡
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