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研究成果の概要（和文）：電極表面での電気化学的吸脱着を利用して放射性金属イオンを微少空間でのペプチ
ド・抗体標識に応用する挑戦的な研究を行った。[18F]フッ素イオンを微少な空間を有する電極チップで捕捉
し、Al3+イオンと反応させてAl[18F]F2+を>75%の収率で得たが、全回収率は再現性に乏しく、電極表面の状態変
化が原因と推測された。HM12サイクロトロンを用いて64Ni(p,n)64Cu核反応により64Cuを製造するための照射容
器を試作した。HERS抗体のTranstuzumabとCetuximabを修飾して、これらと64Cuを微少空間で錯形成を行う最適
な反応法と分離精製法のための調製プロトコールを確立した。

研究成果の概要（英文）：The present study was aimed to develop a challenging method for separating 
radioactive metal ions in a small space by electrochemical adsorption and desorption on the 
Pt/carbon electrode and for labeling peptides or antibodies with recovered radioactive metals by 
chelating reactions. [18F]Fluoride was concentrated and then converted in >75% to A][18F]2+ with Al3
+ in the narrow channel of an electrochemical chip. Recovery yields, however, were varied 
independently on applied voltage and time probably due to the surface conditions of the carbon 
electrode. A custom-made target chamber was developed and successfully tested for producing 64Cu by 
the 64Ni(p,n)64Cu reaction with the HM12 cyclotron at CYRIC. Transtuzumab and Cetuximab were chosen 
as a candidate antibody. They were modified with DOTA-NHS-ester as a chelating agent and a protocol 
suitable for the preparation of 64Cu-DOTA-Transtuzumab and 64Cu-DOTA-Cetuximab in a small scale was 
established.

研究分野：放射線科学
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１．研究開始当初の背景 
 ペプチド・タンパク質・抗体の放射性核種
による標識法として、これまでいくつかの方
法が開発されてきた。古典的な放射性ヨウ素
のチロシン残基やヒスチジン残基への酸化
的な置換反応による標識法やBolton-Hunter
試薬を用いる選択的な方法、放射性金属との
錯体形成部位（キレーター）を有する二官能
性キレート試薬による方法などが知られて
いる。PET診断プローブでは、Bolton-Hunter
試薬の一種である N-succinimidyl 4-[18F]- 
fluorobenzoate やその類似体を用いて
4-[18F]fluorobenzoyl 基をペプチドや抗体に
prosthetic groupとして導入する標識法が最
もよく利用されているが、水溶液中で比較的
温和な反応条件で 18F-標識化が可能な Click 
chemistry による方法も近年注目されている。
また、我々は標識したアミノ酸からキット化
された無細胞合成法により標識ペプチドを
合成することに最近成功した（R. Harada et 
al., Nucl. Med. Biol. 39 (2012) 155-160; T. 
Matsuda et al., Bioorg. Med. Chem., 20 
(2012) 6579-6582）。一方、Al イオンと 18F
イオンが結合した[Al18F]2+が金属イオンと同
様に錯体形成することを利用して容易に 18F-
標識ペプチドを合成する方法が開発され注
目を集めている。今後このような新しい合成
技術がペプチド・抗体標識に利用されるもの
と期待される。 
一方、ペプチドや抗体の生体内での代謝が

18F の半減期に比べ遅いため、比較的半減期
が長い陽電子放出金属核種を標識に使用す
ることが近年盛んになっている。低エネルギ
ーのプロトンを加速する PET 用のサイクロ
トロンで容易に製造可能な 64Cu（半減期：
12.7 時間）がその代表核種であり、ペプチ
ド・抗体系の PET プローブが今後益々その
重要性を増すものと予想される。 
 
２．研究の目的 
 巨大分子のペプチド・タンパク・抗体プ
ローブの標識合成では、使用した合成前駆
体を短時間に分離除去することができない。
従って、標識合成に使用した全量を生体に
投与せざるを得ず、PETプローブの特徴で
ある高比放射能の利点を十分に生かすこと
ができない。本研究では、マイクロリアク
ター合成を目的に開発した 18Fイオンの電
気化学的濃縮技術を活用して、マイクロフ
ローセル内で放射性金属核種イオン
（64Cu2+）を数十 µL 程度の水溶液に濃縮
し、この同じフローセル内で微少容量を保
持したままペプチドと錯体形成を行なうマ
イクロスケールでの 64Cu 標識ペプチド合
成法の開発に挑戦する。 

 
３．研究の方法 
（１）Al[18F]F2+の電極内オンチップ形成反
応の検討 
 18O-濃縮水をターゲットとして製造される
無担体添加の 18F イオンを微少空間（約 16 
µL）に C-Pt電極を持つチップの炭素電極表
面に捕捉し、次に逆電圧をかけてこの 18Fイ
オンを脱着し、そのまま Al3+イオンとの錯体
形成を促す方法を検討した。その実験法を下
記に示す。 

1. 18Fイオンをチップ電極に捕捉。 
2. H2O（1 mL）でチップ内を洗浄。 
3. 手動バルブ（MV）を切換え、0.1~2 mM 

Al3+/酢酸緩衝液をチップに充填。 
4. MV を切換えて、Al3+導入ラインを水で
洗浄。 

5. MVを中間の位置に切り替えてチップ内
を閉鎖系として、80ºCで印加電圧-1~-5 
Vで、1~10 minの間保持する。 
6. MVを切換え、約 2 mLの 0.1 mM酢酸
水溶液又は緩衝液（pH 4）で反応溶液を
SPEカラム（CM+QMA）に通して回収
し、イオン性成分の分布を求める。 

 
 
 
 
 
 
 
 

図１．実験系概略図 

 得られた Al18F2+錯体と以下に示す 2 つの
リガンドを用いて錯体形成反応（5 mM 
TOTA/酢酸緩衝液 100 µL、80-90ºC、10-35
分）を行い、HPLC分析で反応をチェックし
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２．錯体形成反応に使用した NOTA誘導体 

 
（２）HM12 サイクロトロン用 64Cu 製造照
射容器の試作 
 研究分担者が当初所属した理研ライフサ
イエンス技術基盤研究センターには、（１）
で使用した電気化学的 18Fイオン濃縮装置と
同等の装置が設置され、64Cuがルーチン的に
製造されていた。しかし、分担者が慶応大学
に異動したため、これらを利用することがで
きなくなり、急遽東北大学で 64Cu を製造す
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ることを検討した。しかし、東北大学の
HM12サイクロトロン（住友重機械工業製）
は気体と液体だけを照射できるターゲット
システムを備えているだけで、64Cu製造のた
めの固体ターゲット（濃縮ターゲットである
64Niでメッキされた金ディスク）を照射する
機能を有していなかった。そこで、現有シス
テムの変更を伴わない固体照射容器を設計
し用いることとした。設計した照射容器の概
略図を下記に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３．64Cu製造用照射容器設計図（組立図） 

 金ディスクは上方より手でホルダーに置
き後方から冷却部を押し付けて照射する。照
射終了後ホルダーを遠隔的に放すことで下
方に自然落下させ運搬用の遮蔽容器に入れ
る方式とした。 
 
（３）64Cuを用いるペプチド・抗体標識 
 微少空間での 64Cu を用いた抗体標識検討
に先立ち、64Cu-DOTA-Transtuzumab 及び
64Cu-DOTA-Cetuximab（図４）をモデル標
識抗体として、反応容量 100μLでの安定した
標識プロトコールを検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．64Cu-DOTA-Cetuximabの模式図 

1. リガンドであるDOTA-NHS-esterのPBS
溶液（10 mM）を抗体の PBS溶液と 100:1
の割合で混合し、室温下 3 時間攪拌して
反応させた。PD-10 カラムと Amicon 
MLtra-4で濃縮精製した。 

2. 64Cuの酢酸緩衝液（0.1 M、pH 6.5）に上
で調製した抗体溶液を加え、40℃で 1 時
間放置した。 

3. この溶液を Amicon MLtra-0.5に移し、グ
リシン緩衝液で遠心分離し、64Cu-DOTA-
抗体溶液を得た。 

4. 得られた標識抗体をTLCとHPLCで分析
した。 
 

４．研究成果 
（１）Al[18F]F2+の電極内オンチップ形成反
応の検討 
 生成した Al[18F]F2+の分析法を確立した。

[18F]F-と Al3+の反応液をイオン交換カー
トリッジ（Sep-Pak CMと Sep-Pak QMA
を連結したもの）に通すことで陽イオンと
陰イオンのそれぞれを分離捕集し、その生
成を確認するとともに、割合を算出した。
18F- + 6 µL 2 mM Al3+/緩衝液 + 200 µL 
H2Oを室温下、約10分で反応させた結果、
>75%の Al[18F]F2+が得られた。 

 次にこの分析法を用いて、オンチップでの
生成法を検討した。[18F]F-を捕捉したチッ
プ内に Al3+濃度 5 µM～2 mMの緩衝液を
満たし、電圧を-1.5～-3 V に変化させ、
80℃で 1-20分放置後、緩衝液を回収して
分析した。その結果、18F の回収率は 15
～100%まで変化し、Al[18F]F2+生成の割合
は最大で 83%であったが、その再現性は
乏しかった。電極チップの利用回数などで
炭素電極表面の状態が変化（一部の電極材
が剥離）するためと推測され、高価なチッ
プを 1 回だけ使用して最適化を進めるこ
とができず、これ以上の実験を実施しなか
った。 

 2 つのリガンドを用いて錯体形成反応（5 
mM TOTA/酢酸緩衝液100 µL、80-90ºC、
10-35 分）を行い反応液の HPLC 分析を
行った結果、無担体添加の[18F]F-がカラム
充填剤（エンドキャップされいる）に一部
吸着されるため、分析系の信頼性に疑問が
出てきた。図５に示すように、[18F]F-の試
料を注入し、ほぼ溶媒先端に溶出する放射
能ピーク（[18F]F-と推定される）が出終わ
った後に、非放射性の KF水溶液を注入す
ると、再び大きな放射能ピークを観測した。
このことは吸着した[18F]F-が非放射性の
フッ素と交換して溶出したと考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．[18F]F-のHPLC分析プロファイル 

 これらの結果から、水溶性の高いリガン
ドは Al[18F]F2+との錯形成反応を評価する
のには適さないと考えられた。従って、こ
れ以上の実験を中止した。 

 
（２）HM12 サイクロトロン用 64Cu 製造照
射容器の試作 
 図３に示した設計に基づきアルミ製の照
射容器を試作したものを図６に示す。これに、
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2 個のシリンダー駆動の圧縮空気切換え用の
バルブを接続して、HM12サイクロトロンの
照射サイトに取付けた（写真７）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６．照射容器（斜め上方から見た写真。ビ

ームは左側から入射） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図７．照射容器を Aサイトのポジション#1
に取付けた様子 

ターゲットディスクの回収を試行し、問題な
く遠隔的に回収できることを確認した。 
 
（３）64Cuを用いるペプチド・抗体標識 
 ペプチド・抗体等の標識に応用することを
念頭に、64Cu の配位子である DOTA を有す
る DOTA-Transtuzumab の調製とその標識
反 応 を 検 討 し た 。 DOTA-NHS と
Transtuzumabの最適な比率を求め 1分子当
たり 8-10個の DOTAを導入することができ
た。この前駆体（抗体）と 64Cu の最適な割
合を求めて良好な比放射能で目的物を得る
ことができた。また、HER2に対する親和性
の指標である Kd値を求めた。その結果を以
下の表に示す。 
 
 
 
 
 
 

 EGFR抗体Cetuximabの 64Cu標識化を検
討した結果、方法で示したプロトコールの実
用性が示された。図８はその TLC 分析結果
を示すが、98%以上の十分に高い放射化学的
純度で得ることができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８．64Cu-Cetuximabのラジオ TLC 
結論 
 微少空間を有するチップ内で放射性のイ
オン物質を電気化学的に吸脱着することで
高濃縮し標識利用する方法の実現を目指し
たが、[18F]F-から Al3+との反応では炭素電極
の状態変化のため Al[18F]F2+を再現性良く高
収率で得ることができなかった。また、リガ
ンドとの錯体形成反応では無担体添加の
[18F]F-と HPLCに問題があり、反応の最適化
を行うことができなかった。 

64Cuを利用するため、その照射容器を試作
したが、ターゲットである 64Niが高価である
ため購入できなかった。一方では、少量の
64Cu を用いて抗体への標識化の基礎的検討
を進め、条件を確立できた。 
本研究は、放射性の金属核種を電気化学的
に濃縮してペプチド・抗体等の微少量の標識
反応に提要する方法の開発を目指したが、い
くつかの困難のため実現できなかった。しか
しこれらは解決可能であり、今後もこの挑戦
的な研究課題に継続的に取り組む予定であ
る。 
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