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研究成果の概要（和文）：疾患難治性の原因を探求し解決策を創出するための一手段として病巣の血管新生に関
わる微小循環を解明し、早期発見、治療効果判定を正確に行う評価系を構築を試みた。血管新生阻害剤のサロゲ
ートマーカーとして新規合成したインテグリン分子イメージング用RGD（Arg-Gly-Asp） ペプチドプローブによ
る薬効評価法を用い、難治性疾患の血管新生に焦点を絞って臨床病理学的かつ画像医学的に解析し、In vivo及
びIn vitro実験モデルの開発を通してex vivoモデル構築を実施し、臨床応用に向けた評価系構築を行った。腫
瘍細胞種によりばらつきがみられるものの増殖能の治療後早期反応性予測が可能であった。

研究成果の概要（英文）：Clarification of angiogenetic microcirculation in several subtypes of 
intractable diseases was tried using integrin-related RGD(Arg-Gly-Asp) peptide imgaing which is 
known as one of the angiogenetic surrogate markers. This PET probe enabled to evaluate earlier 
response to BV therapy in solid and non-solid tumor mouse models. As well as RGD peptide, 
correlation between mitotic activity and salvage TCA cycle metabolic imgaing were compared. There 
were variety in response to therapy, but response assessment could be performed safely and correctly
 using interim imaging methods. 

研究分野： Molecular imaging

キーワード： Interim　Response
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
疾患難治性の原因を探求し解決策を創出

し、病巣の血管新生に関わる微小循環系の性
質に起因した薬剤送達不足による難治性と
いう仮説に基づいて、病巣の血管新生に関わ
る微小循環を解明し、正確な評価系を創出す
ることは重要である。これまでのこの分野の
研究では、単一疾患モデル動物を用いた個体
レベルの検討と単一種の培養細胞から得た
解析が主体であったが、領域横断的に難治性
疾患に焦点を絞って画像評価系を構築した
研究は殆ど行われていないのが現状である。 
２．研究の目的 
血管新生阻害剤は難治性疾患の微小環境

で発現が亢進している血管新生因子（VEGF）
を特異的に阻害し、血管透過性、間質圧の変
化、微小血管濃度の正常化をもたらし、腫瘍
の増殖を阻害し炎症の沈静化を図る。中でも
2011 年 6月 15 日 FDA に承認されたベバシズ
マブ：Bevacizumab (以下 BV と略す)は唯一
の中和ヒト化 IgG1 モノクローナル抗体型血
管新生阻害剤として知られ、これまで BV と
抗癌剤の併用による臨床試験で多数の固形
癌にてその有効性が証明され、肝癌や腎癌に
対し適応承認されている。一方、血管新生が
充足した病態では栄養分の供給に満足した
状態であり、BV により病巣への血液供給が断
たれることによって酸素や栄養分を補充す
るために腫瘍の悪性化や炎症の活性化を引
き起こすことも懸念されている。これらの問
題点は血管新生に関わる微小循環の複雑さ
や評価系の非構築に起因する。この点を踏ま
え、血管新生に関わる微小循環系の性質に起
因した薬剤送達不足による難治性を克服す
るために研究代表者は新規合成したインテ
グリン分子イメージング用 RGD PET 製剤
（68Ga- or 64Cu-DOTA-RDG, 68Ga- or 
64Cu-DOTA-PEG-RGD）による薬効評価方法論
を構築し、微小環境における血行動態の正常
化を確実に画像化してきた（立石宇貴秀、平
成 21～23 年度、基盤研究（C）、課題番号
21591753 および平成 24～26 年度、基盤研究
（C）、課題番号 24591783）。こうした研究を
通して、ほとんどの研究が疾患単位の原因究
明や評価系構築主体であって、その治療抵抗
性に対する研究があまり注目されていない
ことに気づき、有効な治療法を開発するため
には、領域横断的に並行して治療抵抗性の解
明を行うべき、という考えに至った。こうし
た経緯から、疾患難治性を循環生理系から解
明する重要性を認識し、本研究計画を立案す
るに至った。 
３．研究の方法 
血管新生阻害剤などの分子標的薬剤を併

用したがん治療は、これまでの臨床試験では
多数の種類の癌において良好な結果が示さ
れており、固形がん、非固形がんを含めた
様々な腫瘍で標準的治療法としてその運用
が広まることが予想される。当研究では、臨
床試験の中でバイオマーカーの候補を検出

し、現時点で使用可能な PET を主体とする分
子イメージング手法に基づき汎用的サロゲ
ートマーカーあるいは予後関連バイオマー
カーとなりうるか検討した。 
抗腫瘍効果の判定は、RECIST1.1 に従い、

各コース毎に実施し、最大の奏効度をその症
例の抗腫瘍効果とした。我々が独自に開発し
たインテグリン特異的マーカーである
Ga68-DOTA-PEG-RGDfK と Ga68-DOTA-RGDfK を
用いて In vivo 実験を計画した。①画像評価
研究：PET の optimal timing を決定し、PET
の集積と VEGF-A 発現の関連性を Western 
blot 法と免疫組織化学法（蛍光二次抗体染
色）にて確認した。②治療薬（Bevacizumab）
の蛍光標識による動態画像化と投与群、プラ
セボ群での画質変化を検討した。使用する細
胞はインテグリン分子の発現と固形がん、非
固形がんに渡る多様性を意識して選定した。
U87MG 細胞はヒトグリオーマ細胞でインテグ
リンが過剰発現していた。インテグリンの発
現は細胞の浸潤に関連しており、発現してい
るがんの方が転移しやすいと一般に考えら
れている。このため最初のモデルとして選定
した。培養液としては EMEM(w 10% FBS)を用
いた。このコントロールとして A431 細胞も
選定した。A431 細胞はヒト扁平上皮がん細胞
インテグリンは殆ど発現しない。この細胞を
用いて作成されたヌードマウスの腫瘍モデ
ルが、RGD ペプチドを用いた血管新生のイメ
ージングに使用された。培養液としては
DMEM(w 10% FBS)を用いた。各群のがんモデ
ルマウスのうち 3頭に 68Ga 標識された DOTA 
-PEG-RGDfK を静脈投与し 30 分後にマウスを
屠殺してそのうちの1頭でオートラジオグラ
フィを行い2頭でバイオディストリビューシ
ョンを行った。上記と同様に A431 と U87MG
細胞のがんモデルマウスを作成し、腫瘍体積
が 210 mm2-320mm2 程度になったところで
Bevacizumab（BV）の投与を行う（5mg/kg）。
BV は 1日目、8日目、15 日目と合計 3回の腹
腔内投与を行い、最後の投与から 1週間後に
68Ga DOTA-PEG-RGDfK を投与して、がんへの
集積を観察した。またコントロールとしては、
control human IgG を BV と同タイミングで腹
腔内投与した。担癌マウスを BV 投与群、コ
ントロール群に分けて 68Ga DOTA-PEG-RGDfK
の集積を PET で評価した。すべての腫瘍モデ
ルで Tumor growth inhibition(%)を day0 を
100%として算出した。同時に集積の変化を
day0を100%で正規化し%SUVとして比較した。
上記と同様の操作をGa68-DOTA-RGDfKについ
ても行った。悪性腫瘍の特徴の一つである細
胞増殖を支えるためには、DNA 合成と同様に
細胞膜の構成成分である膜・脂質の生合成も
必要である。C11-acetate は心筋の TCA サイ
クルによる好気的代謝の評価を目的として
開発された薬剤である。acetate の代謝によ
って生じる acetyl-CoA は好気的エネルギー
産生のみではなく、リン脂質などの脂質合成
にも利用される。増殖能の高い悪性腫瘍細胞



では acetate の代謝が脂質合成にシフトし、
acetate の腫瘍内代謝と増殖能に相関があ
る。C11-acetate はホスファチジルコリン及
び中性脂肪に代謝される。C11-acetate は
F18-FDG と異なり、ほとんど尿中への放射能
の排泄を認めないことから、膀胱に隣接する
骨盤内腫瘍、特に前立腺癌の検出や病期診断
を目的とした臨床研究が行われている。こう
した臨床的背景を踏まえ、インテグリン特異
的マーカーの腫瘍モデルにおける治療効果
と salvage TCA cycle image の相関関係を
C11-acetate を用いて調べた。また、
F18-Fluorothymidine (F18-FLT)はチミジン
を F18 で標識したもので、核酸輸送担体であ
るピリミジントランスポーターを介して細
胞に取り込まれる物質である。 
４．研究成果 
（１）インテグリン特異的標識ペプチド PET
製 剤 で あ る 68Ga DOTA-PEG-RGDfK 、
Ga68-DOTA-RGDfK の安定した合成方法を確立
した。治療薬投与を前提にするため安定しか
つ再現性のある薬剤合成方法の確立に努め
た。グリシンを出発物質とし、順次アミノ酸
を縮合させた後、環化させ、環状ペプチド
cyclo-RGDfK を得た。この合成は液相中で行
い、量的な供給も可能となっている。一方、
選択的に保護された DOTA、及び PEG 鎖を合成
し、それぞれを縮合させ、PEG-DOTA 鎖を合成
し、これを最後に cyclo-RGDfK と結合し、標
識前駆体である DOTA-PEG-RGDfK を得た。
68Ge-68Ga ジェネレータより抽出された
68Ga3+溶液を加え、80 °C で 15 分加熱した
後、Sep-Pak®を用いて短時間で精製した。こ
れ に よ り 放 射 性 化 学 純 度 の 高 い
68Ga-DOTA-PEG-RGDfK を安定して効率よく取
得できている。合成した薬剤の 68Ga が解離
することはほとんど見られなくなった。新た
にPETプローブ用の多目的合成装置を設置し、
C11-acetate、F18-FLT の合成を行った。これ
らの製剤は研究用に患者投与がなされてい
るため製剤精度については問題がない。効率
よく前駆体を抽出できるよう回路の改良を
重ね、安定した収率を達成できている。 
（２）治療効果判定、副作用予測を行うため
に様々な動物腫瘍モデルを用いてインテグ
リン分子イメージング用 RGD PET 製剤（68Ga- 
or 64Cu-DOTA-RDG, 68Ga- or 
64Cu-DOTA-PEG-RGD）と代謝プローブ比較用
の C11-acetate、F18-FLT による薬効評価方
法を以下に述べる如く実施した。In Vitro 研
究：合成薬剤の放射線化学、αvβ3 binding 
affinityの確認、U87MG細胞、A431細胞、HL-60
細胞、Raji 細胞による培養実験を実施した。
In Vivo 研究：U87MG 細胞、A431 細胞、HL-60
細胞、Raji 細胞を移植したマウスを用い最大
10 臓器の biodistribution (0, 10, 20, 60, 
120 min、尿中・糞中の排泄（0-120 min）、
Tumor uptake (%ID/g, 10, 20, 60, 120 min)、
Tumor:Blood ratio (TBR, 10, 20, 60, 120 
min)を調べた。画像評価研究：PET の optimal 

timing を決定し、PET の集積と VEGF-A 発現
の関連性を Western blot 法と免疫組織化学
法（蛍光二次抗体染色）にて確認した。治療
薬の蛍光標識による動態画像化と投与群、プ
ラセボ群での画像変化を検討し追試を2回実
施した。治療薬の蛍光標識による動態画像化
と投与群、プラセボ群での比較を実施した。
Tumor growth inhibition（TGI%）、SUVmax 
(g/ml), SULpeak (g/ml), MTV (ml), TLG 
(g), %ID/g, Ktrans (K1), Kep (K2), AUC-CSH
をモニターした結果、種々の腫瘍モデルで最
も再現性の高い指標と考えられた TGI%と％
SUVmax はインテグリン分子イメージング用
RGD PET 製剤と代謝プローブ比較用の
C11-acetate、F18-FLT 製剤の比較に有用で
あった。AUC-CSH をモニターした結果、種々
の腫瘍モデルではいずれの指標もパラレル
に推移し、ベースラインから 20 週の治療薬
投与後にて変動を認めた。AUC-CSH は SUVmax 
(g/ml), SULpeak (g/ml), MTV (ml), TLG 
(g), %ID/g, においてパラレルな推移を示し
たが、治療効果と関連がなかった。これは、
腫瘍モデルでは不均一性やエントロピーが
もともと少なく、治療効果を正確に反映しな
いこと、中和型治療薬への反応が極めて良好
であり、治療効果を見るタイミングが撮影プ
ロトコルと合わなかったことが原因と考え
られた。 
経時撮影 PET 画像において Transmission

と Emission の位置ずれが起こり，偽画像の
原因となった。また Emission Scan において
も，呼吸性の移動による部分容積効果が画像
に影響を与えた。このため、動きによる影響
を制御する目的で、圧センサーを用いた同期
システムを使用して動態ファントムのPET収
集を行い評価した。ファントムは外容器が
JIS ファントムで内容器が自作の円形ファン
トムからなり、2cm の振幅で Z 軸方向に単振
動させた。動態ファントムに 18F-FDG を封入
し，静止状態・および Gate 信号を付加して
分割数最大20回で収集し、安静時画像をGate
信号間の分割数を変え作成した。断層像の視
覚評価、プロファイルカーブ、ROI 測定によ
り評価を行ったところ、改善が見られ血行動
態計測により適していると考えられた。より
真値に近い画像を得るには分割数を増やし
た方が良いが，S/N が同じレベルの画像を得
るためには，分割数を乗じた収集時間が必要
でPET画像の誤差と部分容積効果が低減でき
る可能性が示唆された。 
（３）基本となる U87MG 細胞、A431 細胞では
いずれの指標もパラレルに推移し、ベースラ
インから15週の治療薬投与以降にてTGI%、％
SUV ともに 2 群間に有意差を認めた。その他
の代謝指標であるSULpeak (g/ml), MTV (ml), 
TLG (g), %ID/g も同様の傾向を示したが、最
も相関の強い指標はSUVmax (g/ml)であった。
これはいずれのモデル動物も治療薬への反
応が極めて良好であり、先行して代謝変化が
劇的に減弱するため最大値の評価で十分反



応性を把握できることを意味していると考
えられた。この点を踏まえ、インテグリン特
異的標識ペプチド型PET製剤を用いて薬効判
定を行う場合には、腫瘍部分の ROI におけ
る％SUVmax の治療後早期の変動が最も重要
であり、かつ早期に出現する事象であること
がわかった。この点は、将来、ヒト投与を前
提とした製剤化を行う際にもoptimalな撮影
タイミングを得るうえで重要な所見と考え
られる。下記にグラフを示す。細胞株の順は、
上から Control, M21, U87MG, A-431(2 種類), 
K-562, IM-9, A-549, MCF-7, KP-3, KMRC-1
である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
（４）68Ga-DOTA-RGDfK は治療の反応性を加
味したプロトコルにおいて撮影に用いられ
ることが望ましく、その上で正しく治療効果
を表現できるツールと考えられた。ヒト投与
を目的として立案したインテグリン特異的
標 識 ペ プ チ ド 型 PET 製 剤 の
64Cu-DOTA-(PEG)-RGDfKD ペプチドあるいは
類似化合物も複数合成し、U87MG 細胞、A431
細胞における治療効果では同様の結果を得
ている。インテグリン特異的標識ペプチド型
PET 製 剤 68Ga-DOTA-RGDfK と
64Cu-DOTA-(PEG)-RGDfKD の直接比較では治
療効果と薬剤の集積程度の相関に有意差は
な い が、絶 対 値とし て の集積 程 度 は
64Cu-DOTA-(PEG)-RGDfKD が SUVmax (g/ml), 
SULpeak (g/ml), MTV (ml), TLG (g), %ID/g
のいずれのパラメータでも高値を示した。細
胞株の順は、上から Control, M21, U87MG, 
A-431(2 種類), K-562, IM-9, A-549, MCF-7, 
KP-3, KMRC-1 である。また、続いて図１に
A431 細胞担癌マウスのベースラインと BV 投
与ラストサイクル後の 68Ga-DOTA-PEG-RGDfK 
PET 画像を示す。 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１A：A431 細胞担癌マウスのベースライン
68Ga-DOTA-PEG-RGDfK PET 画像。左下腹部に
腫瘍への強い集積があり、インテグリン過剰
発現と一致。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１B：A431 細胞担癌マウスの BV 投与ラスト
サイクル後 68Ga-DOTA-PEG-RGDfK PET 画像。
左下腹部に存在する腫瘍は縮小、集積が著明
に低下。 
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