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研究成果の概要（和文）：動脈硬化症の治療において、心筋梗塞等の成因となる破綻しやすいプラーク（不安定
プラーク）を早期に治療することが重要であり、全身に発症リスクを抱える本疾患の根本的な治療法の開発が切
望されている。
本研究では、動脈硬化病変（不安定プラーク）の特異的・根治的な治療を達成することを目的とし、動脈内に浸
潤したマクロファージに発現し、プラーク破綻とそれに伴う血栓形成に深く関与する組織因子(Tissue Factor, 
TF) に特異的に結合するRI内用療法用薬剤の創製のための基礎的検討を行なった。

研究成果の概要（英文）：In the medication of atherosclerosis, early treatment of vulnerable plaque 
which plays a pivotal role for ischemic diseases such as myocardial infarction, is necessary. Thus, 
it is desired to develop an effective treatment method for this systemic disease.
Tissue factor (TF) is a well-known factor which is highly expressed in the macrophages infiltrated 
in atherosclerotic plaques and is significantly related to the plaque rupture and following thrombus
 formation. Thus, aiming to achieve a highly selective and complete treatment of atherosclerotic 
lesions, especially vulnerable plaques, we conducted basic experiments to developed a novel 
radiopharmaceutical targeting TF for radio-isotope therapy (internal radiation therapy) of 
atherosclerosis.
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、動脈内のプラーク破綻とそれに伴う

血栓形成が、心筋梗塞や脳梗塞の発症に深く
関与していることが明らかとなってきた。し
たがって、動脈硬化プラーク、特に“破綻し
やすいプラーク（不安定プラーク）”を早期
に 治 療 す る こ と が 重 要 で あ る (Ref: 
Circulation, 2003)。本治療を達成するため、
現在臨床では①高脂血症薬・抗血小板薬等を
用いた薬物療法、②バルーン法・ステント挿
入等の血管内治療法、③バイパス形成術等の
外科的療法が行われている。しかしながら、
①の治療法はあくまで対症療法であり、長期
間持続的治療が必要であること、②および③
の治療法は侵襲的かつ局所的な治療法であ
り、患者への身体的負担を強いるのみならず
病変の再発・全身性の病変進行に対応が困難
であることが問題視されており、全身に発症
リスクを抱える本疾患の根本的な治療法の
開発が切望されている。 
一方、がんの治療法としては、放射性同位

元素（RI）内用療法が、転移巣も含めた全身
の治療に有効であることが認知されている。
そこで申請者らは、RI 内用療法により、動脈
硬化プラークの形成・進展に深く関与するマ
クロファージ等の炎症細胞の浸潤を抑制す
ることで、動脈硬化の全身的・直接的な治療
が可能であると考えた。実際、限局的な治療
法としては、放射性ステントを用いることで
炎症細胞の浸潤を抑制し、ステント治療後の
再狭窄を予防できることが報告されている
（Ref: JACC Cardiovasc Interv., 2013）。 
また申請者らはモデル動物を用いた検討か
ら、①血液凝固カスケードの初期因子である
組織因子（Tissue Factor; TF）が動脈硬化プ
ラーク内のマクロファージ浸潤領域に高く
発現していること（Biol Pharm Bull, 2008）、
②99mTc 標識抗 TF 抗体（99mTc-TF-mAb）が
マクロファージの浸潤した不安定病変に高
く集積すること（J Nucl Med., 2010）を明ら
かにしてきた。 
我々は、これらの知見に基づき、TF を標

的とした放射性同位元素（RI）内用療法用薬
剤を用いれば動脈硬化病変へのマクロファ
ージ浸潤の抑制、さらに動脈硬化病変の治療
になるのではないかと考えた。 
 
 
２．研究の目的 

 
本研究では TF を標的とした放射性同位元

素（RI）内用療法用薬剤を創製し、本薬剤を
用いてマクロファージ浸潤の抑制、さらに動
脈硬化病変の治療が可能かについて評価す
ることを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 

(1) 抗 TF 抗体の 131I 標識化剤“131I-SIB”の合
成検討 
 
 3-Iodo benzoic acid を出発原料として 2 段
階 反 応 で ヨ ウ 素 標 識 前 駆 体 で あ る
N-Succinimidyl 4-hydroxy-3- Tri-(n-butyl) 
stannylphenybenzoate を合成し、さらに
125I-NaI を加え、放射性ヨウ素標識体
（125I-SIB）を合成した（Scheme 1） 
 
 
 
 

 
Scheme 1. 131/125I-SIB 合成スキーム 
 
(2) 抗 TF 抗体の TF に対する親和性評価 

 
親和性評価に用いる TF Recombinant 

Protein を下記の方法に従い作製した。まず、
His tag融合TF recombinant Protein発現ベクタ
ー を ヒ ー ト シ ョ ッ ク 方 に よ り 大 腸 菌
（BL21(DE3)pLysS）に導入した。得られた大
腸菌溶液を、LB-カナマイシン―クロラムフ
ェニコール培地に加え、37℃ 一晩インキュ
ベ ー ト し た 後 、 Isopropyl 
β-D-1-thiogalactopyranoside を加え、37℃で 3
時間インキュベートした。得られた培地上清
を除去した後、リン酸バッファーに再懸濁し、
超音波処理した。超音場処理した懸濁液の上
清を除去した後、破砕バッファー （0.2% 
TritonX-100、10 mM KH2PO4、1 mM EDTA-Na 
pH7.0）に再懸濁し、室温 30 分間撹拌した。
再度遠心分離し、沈殿画分を超純水で洗浄し
た後、溶解バッファー（8 M urea、20 mM PB、
500 mM NaCl、pH7.8）を加え、37℃、1 時間
インキュベートして溶解した後、アフィニテ
ィークロマトグラフィー（His-tag 精製用カラ
ム）にて TF recombinant Protein を精製した。 
得られた TF recombinant Protein を 10 mM

酢酸バッファー（pH5.0）に溶解し、表面プ
ラズモン共鳴測定用チップ（CM5）に固相化
した後、表面プラズモン共鳴測定機
（Biacore X100）を用いて抗 TF 抗体の本
チップへの親和性について測定した。 
 
(3) マクロファージ細胞の M1、M2 極性化検
討 

 
マクロファージモデル細胞として、ヒト単

球細胞である U937 細胞および THP-1 細胞、
マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 細 胞 で あ る
RAW264.7、およびマウス腹腔内より採取し
たマクロファージ細胞を用い低下の検討を
行った。 
まず、U937 細胞および THP-1 細胞につい

ては、Phorbol 12-Myristate 13-Acetate（PMA）
を 100 nM 添加し、48 時間インキュベートす
ることでマクロファージ細胞に分化させた。
その後、Lipopolysaccharide（LPS）（10 ng/mL）、



Interferon gamma （INF）（10 ng/mL）ある
いは Interleukin-4（IL-4）（40 ng/mL）含有培
地にて 48 時間培養し、M1（炎症応答惹起）、
M2（抗炎症応答）細胞へ極性化を試みた。
RAW264.7 細胞については、LPS（10 ng/mL）、
INF（10 ng/mL）あるいは IL-4（40 ng/mL）
含有培地にて 48 時間培養し、M1、M2 細胞
へ極性化した。マウスマクロファージについ
ては、ddY マウス腹腔内にチオグリコレート
培地 2 mL を投与し、投与 3 日後に腹腔内を
PBS(-)で洗浄し、マクロファージを回収し、1
日培養した後、LPS（10 ng/mL）、INF（10 
ng/mL）あるいは IL-4（40 ng/mL）含有培地
にて 48 時間培養し、M1、M2 細胞へ極性化
した。 
得られた各マクロファージ細胞を Isogenに

溶解し、mRNA を抽出した後、逆転写反応を
行い、cDNA 化し、qRT-PCR 法により M1 極
性化マーカー（inducible Nitric Oxide Synthase, 
iNOS）および M2 極性化マーカー（Mannose 
Receptor, MR）の発現量を測定した。 

 
(4) 各極性化マクロファージ細胞における
モノクローナル抗体集積量評価 
 
 Negative control モノクローナル抗体に
Alexa Fluore 488-NHS を当量加え、室温で
1 時間反応した。反応液をサイズ排除カラム
を用いて生成し、Alexa Fluore 488 標識モノ
クローナル抗体（AlexaFluore 488-IgG）を
得た。得られた AlexaFluore 488-IgG (50 g)
を M1 極性化、M2 極性化、M0 RAW264.7
細胞に添加し、1 時間インキュベートした後、
蛍光顕微鏡を用いて各マクロファージ細胞
に結合・内在化した AlexaFluore 488-IgG を
測定した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 抗TF抗体の 131I標識化剤“131I-SIB”の合
成検討 
 
ヨウ素標識前駆体である N-Succinimidyl 

4-hydroxy-3-Tri-(n-butyl)stannyl 
-phenybenzoate を 2 段階反応、総収率 4.0%
で得た。さらに 131I と同様のヨウ素の放射性
同 位 元 素 で あ る 125I-NaI と
N-chlorosuccinimide 存在下反応することに
より 125ISIBを放射化学的純度 95％以上で得
た。 
 
(2) 抗 TF 抗体の TF に対する親和性評価 
 
今回 RI 内用療法用薬剤の母体骨格として

選択した抗 TF モノクローナル抗体の TF 
Recombinant Proteinに対する親和性につい
て SRP 法を用いて測定したところ、親和性
はほとんど認められなかった（検出限界以
下）。以上のことから、今回選択した抗体は

以降の検討に用いることは困難であること
が判明した。 
 
(3) マクロファージ細胞の M1、M2 極性化検
討 
 マクロファージモデル細胞として選択し
た U937 細胞、THP-1 細胞、RAW264.7、およ
びマウス腹腔内マクロファージ細胞に M1 極
性化、および M2 極性化サイトカインを添加
し、48 時間インキュベートしたところ、特に
RAW264.7 において、M1 極性化刺激を行う
ことにより細胞内が泡沫化する様子が観測
された（Figure 1）。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 1. M1、M2 極性化用サイトカイン添
加 48 時間後、あるいはサイトカイン未処理
（M0）の U937、THP-1、RAW264.7 および
マウス腹腔内マクロファージ細胞の顕微鏡
像 
 
 得られた各マクロファージ細胞のうち、
U931 細胞および THP-1 細胞については M2
極性化マーカーであるMRの発現が認められ
なかった。 
他方、RAW264.7 細胞については LPS お

よび INF刺激群においてM1極性化マーカー
である iNOS の高発現を、IL-4 刺激群におい
て MR の高発現を認めたことから、各極性化
が出来ていることを確認した（Figure 2）。 

 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 2.  M1、M2 極性化用サイトカイン
添加 48 時間後、あるいはサイトカイン未処
理（M0）のマウス腹腔内マクロファージ細
胞における iNOS(M1極性化マーカー)および
MR(M2 極性化マーカー )の発現量評価



（qRT-PCR）. 
 
マウス腹腔内マクロファージに関しても

同様に LPS および INF刺激群において
iNOS の高発現を、IL-4 刺激群において MR
の高発現を認め、マクロファージの極性化反
応を確認した（Figure 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 3.  M1、M2 極性化用サイトカイン
添加 48 時間後、あるいはサイトカイン未処
理（M0）のマウス腹腔内マクロファージ細
胞における iNOS（M1 極性化マーカー）お
よび MR（M2 極性化マーカー）の発現量評
価（qRT-PCR）. 
 
 以上の結果より、極性化マクロファージ細
胞の検討に用いるモデル細胞としては
RAW264.7 細胞およびマウス腹腔内マクロ
ファージ細胞が有用であることが示された。 
 
(4) 各極性化マクロファージ細胞における
モノクローナル抗体集積量評価 
 
 AlexaFluore 488-IgG を M1 極性化、M2
極性化、M0 RAW264.7 細胞に添加し、1 時
間インキュベートしたところ、AlexaFluore 
488-IgG は細胞膜上の TF の発現、および TF
との親和性に関わらず M1 極性化マクロファ
ージに高集積することを見出した（Figure 4）。 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 4. AlexaFluor-488 標識抗体を添加 1
時間後における各極性化マクロファージ
(RAW264.7 細胞)の蛍光顕微鏡下観察像． 
 
 
 以上、本研究ではまず 131I 標識モノクロー
ナル抗体の創製に必須であるヨウ素標識剤
“131/125I-SIB”の合成方法を確立した。また、
本研究の in vitro RI 内用療法検討において
必要となる M1/M2 極性化マクロファージの
作成法も確立した。一方、モノクローナル抗
体は TF との親和性の有無、およびマクロフ
ァージ細胞膜上の TF 発現の有無にかかわら
ず M1 極性化マクロファージに高集積するこ
とも見出した。この原因としては、IgG 中に
含まれる Fc ドメインと特異的に結合する Fc

受容体が M1 マクロファージに高発現してい
ることと関連していることが示唆される。そ
のため、TF を標的とした RI 内用療法用薬剤
の母体骨格としては、Fc ドメインを有さない
抗 TF- IgG 類似体（Fab、scFv など）が有用
である可能性が示された。 
 上述のことから、本研究では動脈硬化の
RI 内用療法の評価までは至らなかったもの
の、TF を標的とした RI 内用療法用薬剤の創
製のための基礎的基盤を構築することが出
来た。 
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